e [ .?,P"f

nm U § G
1
3

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE QUIMICA

IDENTIFICACION DE VARIANTES GENICAS EN LOS EXONES 2, 3 Y 10 DEL
GEN MAPT EN PACIENTES CON PROBABLE ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
Y DEMENCIA FRONTOTEMPORAL.

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

PRESENTA

ISAAC NEGRETE RODRIGUEZ

MEXICO, D.F. 2016




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: Profesor: MARISOL LOPEZ LOPEZ

VOCAL.: Profesor: FRANCISCO JAVIER PLASENCIA DE LA PARRA

SECRETARIO: Profesor: PETRA YESCAS GOMEZ

1er. SUPLENTE: Profesor: SAMUEL CANIZALES QUINTEROS

2° SUPLENTE: Profesor: TZVETANKA DIMITROVA DINKOVA

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:

DEPARTAMENTO DE GENETICA Y BIOLOGIA MOLECULAR DEL INSTITUTO
NACIONAL DE NEUROLOGIA Y NEUROCIRUGIA “MANUEL VELASCO
SUAREZ”.

ASESOR DEL TEMA
DRA. PETRA YESCAS GOMEZ

SUSTENTANTE:
NEGRETE RODRIGUEZ ISAAC



iNDICE

1. ABREVIATURAS ...t e e e e eas 4
2. RESUMEN. ...ttt e e e e e e e e e e 7
3. INTRODUCCION. ...ttt e 8
3.1 El concepto de demeNCia. .......cccouuuiiiiiiiiiie e 8
K2 = oo (=10 g ]To] (oo | - TR U UPPPPPPUPPPPRRR 9
3.3 La Enfermedad de Alzheimer. ...........ouuiiiiiiiii e 10
3.3.1 Clasificacion de la EA..........oooi e 11
3.3.2 SiNtomMas COGNILIVOS. ....iiiiiiieiiiiieeee e eeeaeeaes 12
3.3.3 Duracion de la enfermedad. ...........oooiiiiiiiiiii 12
3.3.4 Diagnostico clinico y molecular. ...........cooooviiiiiiiieieic e 12
3.3.5 Biomarcadores en sangre PeriferiCa. ..........ooovuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 13
3.3.6 FACtOres de MESQO0......iiiiii i 14
3.3.7 GENErO Y €dad ... 14
3.3.8 Factores cardiovasCulares...............ooooiiiiiiiiiii e 14
3.3.9 EAUCACION ... eee e 15
3.3.10 Estilode vida y dieta .........coooiiiiiiiiiii 15
3.3.11 SiNdrome de DOWN........oooiiiiiiiiiiii e 16
3.3.12 Genes causantes de las formas familiares. ............ccccccceiiiiiii i, 16
3.3.13 Patologiade la EA. ... 17
3.3.14 Hipotesis de la cascada amiloidea. ...........cooeeiiiiiiiiiiiiii e 19
3.4 La Demencia Frontotemporal. ..........coooouiiiiiiiiie e 21
3.4.1 SubtiPOS A DFT. .o 22
3.4.2 INCIUSIONES PrOtEICAS. . evvuie ittt e et e e e e e eeeeees 23
3.4.3 Duracion de la enfermedad. .............uuuuiiiiiiiiii e 23



3.4.4 Diagnostico clinico y molecular. ............ccoooiiiiiiiiiiiiii e 23

3.4.5 Biomarcadores y factores de reSgo. .......cooovevieiiiiiiiiiiiiiiiee e 24
3.4.6 Genes relacionados con 1a DFT. .......uuiiiiiiii e, 25
3.4.7 Patologiade la DFT. ... e 26
3.5 Proteina tau y la dinamica de los microtubulos. ...........cccooovviiiiiiiiiiiiiiiieeeeee, 27
3.5.1 FUuNCION DIOIOGICA. .. .ceeeeeie e 27
3.5.2 LocalizaCion NEUroNal.............coooiiiiiiiiiiiii e 28
3.5.3 Caracteristicas bioquimicas y estructurales. ...............ccceeiiiiiiiiiiiiiiiiiis 28
3.6 El gen MAPT (proteina asociada a microtubulos tau).................coooieeiis 29
3.6.1 Regiones codificadas por 10S eXones 2y 3......ccoeeviiiiiiiiieiiiiiiiee e e 31
3.6.2 Region codificada por €l eXOn 10. ........eiiiiiiiiiee e 31
3.6.3 Estabilidad neuronal debida a las isoformas de tau.............ccccccevvinn. 33
3.6.4 Regulacion de las isoformas de tau............oooeeiiiiiiiiiiiieic e 33
3.7 Taupatias, presenciade las NFTS. ... 34
3.8 Formacidon de 1as NFTS. ..o 35
3.9 Variantes génicas relacionadas con MAPT. ..., 36
3.10 El proceso de SPlICING. .......coueuuiiiieii it 38
3.10.1 El SPlICEOSOMA. ...t e et e e 40
3.10.2 Regulacion del splicing alternativo. ..............coiiiiiiiiiii e 42
3.10.3 Enfermedades causadas por cambios en el splicing alternativo............... 45
3.11 Mecanismos implicados en el dafio neurodegenerativo. .............ccccceevennnne 46
3.11.1 Hiperfosforilacién de la proteinatau.........ccccccoooeiiiiiiiiiiiii e 46
3.11.2 Resistencia a la degradacion ..o 48
3.11.3 Desestabilizacion de [os microtubulos ..., 49
3.11.4 Disfuncion €nergeétiCa...........oouuiiiiiiiiiiiie e 50



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA .....ooiiiiiiiiee e 51

B HIPOTESIS ...ttt 51
6. OBUETIVOS ... et e e e e e e e e e e e e e ennees 51
7. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.....coiiiiiiiiiit et 52
7.1 Poblacion de StUdIO..........oooi i 52
7.2 Extraccion de ADN gendmico a partir de sangre periférica ...............ccooeeeee. 54
7.3 Cuantificacion del ADN ... 55
7.4 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). ........oooviiiiiiiiiiiiiiieeeeie 56
7.5 Resolucion de los productos de PCR........coooiiiiiiiiiii e 59
7.6 Purificacidon de los productos de PCR ........coovviiiiiiiii e 59
7.7 Reaccion de SECUENCIACION ........ccuiiiiiiiiiiiiiee ettt e e e eeeeeaeeans 61
7.8 Purificacion de los productos de secuenciacion ..............ccceeeveviiieiiiiieeiineeen, 62
7.9 Secuenciacion automatizada..............uuuuiiiiiiiiii 62
7.10 Analisis de 1as SECUEBNCIAS..........cceuiiiiiiiiiiae et 62
8.  RESULTADOS. ...t e e e e e e e et e e e e e eataeeeaeenes 63
8.1 Analisis de los productos de PCR. ..........coiiiiiiiiiiiiieeee e 63
8.2 Variaciones enCoNradas...........coouiiiiiiiiiiiiiii et 64
9. DISCUSION ..ottt 75
10. CONCLUSIONES ...t e e e e e e e e e e nneeeeeeas 82
1. PERSPECT IV AS . e eeeaaaaas 82
12. BIBLIOGRAFIA ...t 84



1. ABREVIATURAS

aa

AB
sPPA
AB40
Ap42
ADN
APNF
APOE
ARNm
CaMKiII

DCB
CK-1
DFT
DFT-TAU
DFT-TDP
DFT-FUS
DFT-VC
DLF

DS

EA
EDTA
ELA
ERO
FUS

Aminoacidos

Péptido 3-amiloide

Péptido B-amiloide soluble
Péptido B-amiloide de 40 aa
Péptido B-amiloide de 42 aa
Acido Desoxiribonucléico
Afasia Progresiva No Fluente
Apolipoproteina E

Acido Ribonucléico mensajero

Proteina cinasa Il dependiente de calmodulina (Calmodulin-

dependent protein kinase II)
Degeneracion corticobasal (Corticobasal degeneration)
Caseina cinasa 1 (Casein kinase 1)
Demencia Frontotemporal

DFT con inclusiones de TAU.

DFT con inclusiones de ubicuitina y TDP
DFT con inclusiones de FUS

DFT Variante Conductual

Demencia Lobar Frontal

Deterioro Semantico

Enfermedad de Alzheimer

Acido Etilendiaminotetraacético
Esclerosis Lateral Amiotroéfica

Especies Reactivas de Oxigeno

Proteina de Fusion a Sarcoma (Fused in Sarcoma)



FPR
FPH
FTDP-17

GSK-3
HSF
hnRNP

kDa

KXGS
MAPT

MAPs

mM
NFTs
ML

ng
OMS
PCR

PKA
PP2A
PP1
PGRN
PPA

Filamentos Pareados Rectos
Filamentos Helicoidales Pareados

Demencia Frontotemporal y Parkinsonismo Ligado al
Cromosoma 17q (Frontotemporal Dementia and Parkinsonism

linked to chromosome 17q)
Glucoégeno sintasa cinasa-3 (glycogen synthase kinase-3)
Human splicing finder

Ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares (heterogeneous

nuclear ribonucleoproteins)
KiloDalton

Dominios conservados de Lisina/Aminoacido/Glicina/Serina
Proteina de Asociacion a Microtubulos Tau (Microtubule
Associated Protein Tau)

Proteinas asociadas a microtubulos (Microtubule associated

proteins)

miliMolar

Marafas de neurofibrillas (Neurofibrillary Tangles)
Microlitros

Nanogramos

Organizacion Mundial de Salud

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (Polymerase Chain

Reaction)

Proteina cinasa A (Protein kinase A)

Proteina fosfatasa 2A (Protein phosphatase 2A)
Proteina fosfatasa 1 (Protein phosphatase 1)
Progranulina

Proteina Precursora del Amiloide



PSEN 1
PSEN 2
PSP
RPM
SA

SC

SB
SDS
SNC
SNP
snRNP

SLGR
UBAP1
UPS

3R
4R

Presenilina 1

Presenilina 2

Paralisis Supranuclear Progresiva

Revoluciones por minuto

Splicing alternativo

Splicing constitutivo

Amortiguador de Boratos

Dodecil Sulfato de Sodio (Sodium dodecyl sulfate)
Sistema Nervioso Central

Sistema Nervioso Periférico

Ribonucleoproteinas nucleares pequefias (small nuclear

ribonucleoproteins)
Solucién de Lisis de Globulos Rojos
Proteina Asociada a Ubicuitina 1

Sistema de Ubicuitina-Proteasoma (Ubiquitin Proteasome

system)
Tres repetidos

Cuatro repetidos



2. RESUMEN.

La enfermedad de Alzheimer (EA) y la demencia frontotemporal (DFT) son las
principales causas de demencia a nivel mundial. Se propone que ambas
enfermedades son debidas a la interaccion de factores ambientales y genéticos, la
EA y DFT forman parte de las “taupatias” debido a la presencia de agregados

extracelulares constituidos por la proteina tau en estado hiperfosforilado.

El gen MAPT (proteina asociada a microtubulos tau) se ubica en el brazo largo del
cromosoma 17 (17921.3) y codifica para la proteina tau. Esta conformado por 15
exones Yy por splicing alternativo en los exones 2, 3 y 10 se producen 6 isoformas
de tau (en el cerebro adulto) las cuales se han relacionado con procesos
neuronales tales como el ensamblaje de tubulina dentro de los microtubulos, la
polaridad celular neuronal, el crecimiento axonal y su importante interaccion con
componentes de la membrana plasmatica neuronal, filamentos de actina e

inclusive las mitocondrias.

Por lo que el objetivo de este trabajo fue identificar posibles mutaciones y/o
polimorfismos en los exones 2, 3 y 10 que participan en el splicing alternativo del
gen MAPT y también se incluyeron los exones 1 y 8. El analisis de los exones se
realizd6 por secuenciacion tipo Sanger y posterior evaluacion bioinformatica. Se
identificaron 4 polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) previamente reportados
en los exones 1, 2, 3y 8: el rs17650901, rs75242405, rs1800547 y rs62063845
respectivamente. El anadlisis bioinformatico empleando el programa Human
Splicing Finder predice que el SNP rs17650901 genera un nuevo sitio aceptor de
splicing y el SNP rs75242405 un nuevo sitio potenciador exénico de splicing,
ambos cambios podrian dar como resultado isoformas alteradas de la proteina
tau, finalmente, los SNP rs1800547 y rs62063845 (cambio sindbnimo para treonina)
aparentemente no alteran el splicing de los exones 3 y 8. Actualmente se sabe
que los SNP pueden afectar diferentes procesos como el splicing o la sintesis de
proteinas, los SNP encontrados podrian relacionarse con la neurodegeneracion

presente en la EA y DFT.



3. INTRODUCCION.

3.1 El concepto de demencia.

La demencia se puede definir de acuerdo a los criterios del DSM-IV (Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders 1V; manual elaborado por la Asociaciéon
Estadounidense de Psiquiatria, el cual comprende un conjunto de criterios clinicos
para diagnosticar diversos trastornos mentales) como un sindrome clinico que
implica deterioro cognitivo respecto a un nivel previo que conlleva a la alteracion
de las capacidades funcionales del sujeto, lo suficiente como para interferir con

sus actividades sociolaborales de la vida diaria (Barquero & Payno, 2007).

La pérdida de memoria no es el unico sintoma de la demencia ya que otras
funciones cerebrales pueden estar disminuidas como las habilidades de lenguaje,
las habilidades cognitivas como la capacidad para razonar y resolver problemas, la
percepcién visual, la capacidad para concentrarse y prestar atencion son algunas

de las mas comunes (National Institutes of Health, 2013).

Existe un amplio espectro de causas por la cuales una persona puede desarrollar
deterioro cognitivo y progresar a una demencia: en primer lugar, se tienen los
casos debidos a alteraciones neurodegenerativas, este tipo de casos son
progresivos e irreversibles, en segundo lugar, diversos factores (descritos en la
Tabla 1) también pueden propiciar deterioro cognitivo y no necesariamente se
relacionan con alteraciones cerebrales; dichas causas se engloban en un grupo de
eventos “reversibles” ya que con el tratamiento adecuado se puede detener la

progresion de la enfermedad.

En la Tabla 1 se describen algunos de los principales tipos de demencia conocidos

asi como los diversos factores que pueden propiciarla:



Tabla 1. Enfermedades y factores etiolégicos causantes de demencia.

Enfermedades neurodegenerativas que Factores etiologicos
cursan con demencia
Enfermedad de Alzheimer Depresion.
Demencia vascular Deficiencia de vitamina B2,
Enfermedad de Parkinson Alcoholismo crénico.
Degeneracion lobar frontotemporal, Ciertos tumores o infecciones
incluyendo: en el cerebro.
Demencia Frontotemporal Desbalances metabdlicos en
Demencia Frontotemporal con tiroides, rindn o higado.
parkinsonismo ligado al cromosoma
17q
Enfermedad de Pick
Paralisis supranuclear progresiva
Degeneracion corticobasal

(Tomado y modificado de Alzheimer’s Association, 2014).

3.2 Epidemiologia.

La demencia es la enfermedad mas comun en el adulto mayor: en el aio 2010 la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) realiz6 en diversas regiones del mundo
un estudio epidemioldgico sobre la prevalencia de las personas afectadas por esta
enfermedad, dicho estudio abarcé paises de ingresos altos (Australia, Canada,
Suecia, Reino Unido entre otros), medianos y bajos (paises pertenecientes al sury
este de Africa) con poblaciones grandes y pequefias, logrando asi estimar que la
tasa de morbilidad fue de aproximadamente 35.6 millones de personas afectadas,

de las cuales un 58% vivian en paises de ingresos bajos y medios.

Cada afo se registran alrededor de 7.7 millones de nuevos casos y se ha
calculado que entre un 2% y 8% de la poblacién general de 60 afios 0 mas sufre
este padecimiento en un momento determinado de su vida, de acuerdo con las
estadisticas, la poblacién afectada casi se habra duplicado para el afio 2030
teniendo aproximadamente 65.7 millones de afectados y triplicado con 115.4

millones para el afio 2050 (OMS, 2013) como se muestra en la Figura 1:
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Figura 1. Numero de personas que padecen demencia (EA, DFT, demencia vascular,
demencia con cuerpos de Lewy, etc.) a nivel mundial. Segun diversas estimaciones, la
tasa de morbilidad para personas con demencia aumentara drasticamente durante los
proximos afos. (Tomado y modificado de OMS, 2013).

3.3 La enfermedad de Alzheimer.

En el afio de 1906 el Dr. Alois Alzheimer, neurdlogo y psiquiatra aleman describio
el caso de una mujer de 51 afilos con un cuadro de sintomas poco comunes que
incluian pérdida de memoria, problemas de lenguaje, comportamiento,
desorientacion y alucinaciones, tras la muerte de la paciente se realizé la autopsia
del cerebro donde se observaron dos lesiones particulares debidas a agregados
proteicos que ahora se conocen como placas amiloideas y marafias de
neurofibrillas (NFTs) (Pooler y cols, 2013; Rodgers, 2005).

Hoy en dia se sabe que la EA es la principal causa de demencia en el adulto
mayor a nivel mundial y que es un padecimiento neurodegenerativo, progresivo e
irreversible caracterizado por la alteracién de areas que controlan el pensamiento,
el lenguaje y eventualmente la memoria hasta llegar a su pérdida total, asi como
disfunciones en otros dominios cognitivos que intervienen con el estado de animo,

razonamiento y el juicio (Rodgers, 2005).
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En la Figura 2 se muestra una representacion de la evolucion de la EA y algunas

de las alteraciones que se presentan durante la misma:

Los cambios en el
cerebro de una

persona con la EA Deterioro cognitivo

leve: problemas de

e decada . memoriayotras _El declive cognitivo
de los sintomas funciones cognitivas acelera drasticamente
alteradas conforme progresa la

‘ i enfermedad

Proceso normal de pérdida
de la memoria relacionado
con la edad

Pérdida total de
funcion

| | | | | l

Nacimiento 40 60 80 Muerte

Envejecimiento normal [l Deterioro cognitivo leve [l Diagnédstico clinico de la EA

Figura 2. Grafica que representa la evoluciéon cognitiva de una persona sana y una
persona que cursa con la EA. Diversos procesos ocurren en el cerebro a lo largo de los
afnos, procesos graduales que resultan de la combinacion de factores bioldgicos,
genéticos, ambientales, el estilo de vida entre otros; se sabe que una persona que cursa
con la EA tiende a un declive cognitivo mas drastico que una persona no afectada por la
enfermedad y que envejece normalmente. (Tomado y modificado de Rodgers, 2005).

3.3.1 Clasificacién de la EA.

La EA se puede clasificar con base en la edad de presentacion de la misma,
teniendo casos de inicio temprano cuando la enfermedad se presenta antes de los
65 anos de edad y de inicio tardio cuando ésta se presenta después de los 65
afnos (Alonso y cols, 2012), cabe mencionar que la forma mas comun de la EA
suele ser de inicio tardio ya que constituye aproximadamente el 95% de los casos
totales y que la prevalencia de la EA se duplica cada intervalo de 5 afos después

de los 65 afos de edad (Barquero & Payno, 2007).
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La otra clasificaciéon se basa en la presencia de antecedentes familiares, los
cuales pueden definir un patron de herencia, mientras que los casos que carecen
de antecedentes familiares se consideran “esporadicos” y constituyen
aproximadamente el 90% del total de casos. Los casos esporadicos han sido
asociados predominantemente con el estrés oxidativo y otros eventos celulares
(LaFerla & Oddo, 2005) como la disminucidn en la expresién de proteinas

relacionadas con la fusién y fision mitocondrial (Hroudova, Singh & Fisar, 2014).

3.3.2 Sintomas cognitivos.

Los sintomas mas comunes implican el deterioro de la habilidad para recordar
nueva informacion, problemas para comprender imagenes visuales, problemas en
el habla, la escritura, cambios en el estado de animo y la personalidad, incluyendo
apatia y depresion (Alzheimer’s Association, 2014). Los sintomas también se
relacionan con la alteracion de los niveles plasmaticos de neurotransmisores como

la acetilcolina y la serotonina (Herrera & Hernandez, 2010).

3.3.3 Duracién de la enfermedad.

De acuerdo a lo reportado en la literatura, el progreso y duracion de la enfermedad
es muy variable: la evolucion media de la enfermedad desde el inicio de la
sintomatologia abarca un intervalo de 8 a 12 anos (Barquero & Payno, 2007). Por
ejemplo, en un estudio realizado en 2002 (Brookmeyer y cols, 2002) se observo
que el tiempo de supervivencia fue de 8.3 afos para personas diagnosticadas con
la EA a la edad de 65 afos y un promedio de 3.4 afos para personas

diagnosticadas a los 90 afios (Zanetti, Solerte & Cantoni, 2009).

3.3.4 Diagnéstico clinico y molecular.

Para poder efectuar el diagndstico clinico de la EA se requieren descartar otros
factores causantes del cuadro clinico como infecciones, deficiencia vitaminica,
problemas tiroideos, tumores cerebrales, efectos secundarios de algunos
farmacos y la depresion, son algunas de las causas mas comunes, ademas de

evaluar la memoria y habilidades cognitivas del paciente (Herrera & Hernandez,
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2010). Por lo que el diagnéstico clinico se basa en el analisis de la historia clinica
del paciente asi como la aplicacion de diversos examenes fisicos, neurolégicos,

psiquiatricos, psicoldgicos, pruebas de laboratorio y de imagen.

El diagndstico molecular se enfoca en las formas familiares de la EA y en ellas han
sido descritas mutaciones en los genes de Presenilina 1 (PSEN 1), Presenilina 2
(PSEN2) y el gen que codifica para la Proteina Precursora Amiloide (PPA); las
mutaciones en estos genes promueven la generacion del péptido B-amiloide de 42
aminoacidos (ApP42) el cual forma las placas amiloideas presentes en los

pacientes con EA.

No obstante, el diagnéstico definitivo de este padecimiento solo se puede
confirmar histopatolégicamente mediante el analisis post mortem del cerebro del
paciente; donde se determina la presencia o ausencia de las lesiones

caracteristicas de la enfermedad: las NFTs y las placas amiloideas.

3.3.5 Biomarcadores en sangre periférica.

Las personas que tienen un mayor riesgo de padecer la EA son aquellas que
presentan evidencia de las lesiones que se relacionen con la enfermedad y que
pueden ser detectadas mediante estudios de neuroimagen y alteracion de algunos
marcadores especificos en liquido cefalorraquideo o plasma como la presencia del
AB42 o la proteina tau hiperfosforilada (Viadero, Rodriguez & Combarros, 2013)
teniendo valores aumentados con respecto a individuos no afacetados por la

enfermedad.
Se ha propuesto que niveles elevados del AB42 y niveles bajos de AB40 en plasma

de personas mayores indican una conversion de la normalidad cognitiva a un

deterioro cognitivo leve relacionado con el inicio de la EA.
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3.3.6 Factores de riesgo.

Hasta la fecha, la etiologia de la EA aun es desconocida, sin embargo, existen
algunas teorias para poder explicar el por qué se presentan los diferentes eventos
patolégicos de esta enfermedad, donde se tiene evidencia de la asociaciéon de
factores genéticos. En diversos reportes se describen factores de riesgo (no
necesariamente genéticos y que se denotan como “modificables”, entre ellos la
alimentacion, el estilo de vida y la educacién) que también se relacionan con la

enfermedad y su desarrollo (Barquero & Payno, 2007).

A continuacién se describen brevemente algunos de los factores de riesgo mas

importantes con los que se relaciona la EA:

3.3.7 Género y edad. La edad misma actua como un factor de riesgo en la EA;
diversos cambios relacionados con la edad pueden dafiar al cerebro y predisponer
a las personas de edad avanzada a padecer demencia, un ejemplo claro es el
estrés oxidativo debido a la generacion de radicales libres y a la disfuncidon
mitocondrial, otro ejemplo se relaciona con la reduccion en los niveles del factor de
crecimiento nervioso y el factor neurotrofico derivado de cerebro (BNDF)
(Rodgers, 2005) que es una proteina esencial para el crecimiento y diferenciacion

neuronal.

Con respecto al género se ha encontrado que la incidencia es mayor en mujeres
que en hombres (Alberca y cols, 2002) conforme avanza la edad; se considera
que las mujeres entre 70 y 79 afios tienen una prevalencia promedio de demencia
de 5.22% y de 19.68% para mujeres de mas de 80 afios comparado con valores

de 2.60% y 16.8% respectivamente para los hombres (Erol, Brooker & Peel, 2015).

3.3.8 Factores cardiovasculares. Existe evidencia que sugiere que la fisiologia
normal del cerebro esta estrechamente ligada con el adecuado funcionamiento del
sistema circulatorio, de este modo, las enfermedades cardiovasculares han sido

asociadas con el desarrollo de la EA y otras demencias. Entre los factores que
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afectan el sistema cardiovascular se encuentra el habito de fumar, la obesidad, la
predisposicion a la diabetes, el colesterol elevado y la hipertension (Alzheimer’s
Association, 2014).

3.3.9 Educacién. Usualmente las personas que cursan con alguna alteracion
neurodegenerativa y que poseen un alto nivel educativo (término denominado
reserva cognitiva) aparentemente muestran un retraso en el inicio de la demencia
comparado con personas afectadas que tienen un bajo nivel educativo (Zanetti,
Solerte & Cantoni, 2009).

El concepto de reserva cognitiva surge a partir del estudio de diferentes tipos de
demencias y se define como la capacidad de “activacion” de diferentes redes
neuronales en respuesta al deterioro neurologico (muerte neuronal). Algunos
investigadores afirman que el hecho de tener un cierto numero de afios de
educacioén construye la llamada “reserva cognitiva”, la cual permite a los individuos
tener una mejor compensacion o hacer mas lenta la progresion de los sintomas

en la EA o en cualquier otro tipo de demencia (Alzheimer’s Association, 2014).

3.3.10 Estilo de vida y dieta. Diferentes estudios han demostrado que la gente de
edad avanzada que practica algun tipo de actividad fisica cursa con un riesgo
reducido para desarrollar deterioro cognitivo y demencia. Se cree que el ejercicio
tiene efectos positivos sobre la funcidn cognitiva especialmente con habilidades
relacionadas con la planeaciéon, organizacién y toma de decisiones (Rodgers,
2005).

Otro factor con el cual se ha relacionado la EA es la dieta; algunos estudios
epidemiolégicos han encontrado que la ingesta de vegetales, pescado y otros
alimentos también disminuye el riesgo para desarrollar deterioro cognitivo,
probablemente por el gran contenido de antioxidantes, folato y acidos grasos

omega-3 presentes.
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3.3.11 Sindrome de Down. Se propone una relacion entre el sindrome de Down y
la EA ya que algunos reportes demuestran que las personas con sindrome de
Down después de sobrevivir 35 afios desarrollan las mismas lesiones: placas y
marafas presentes en los cerebros de los pacientes con la EA, se cree que esto
se debe a la sobreexpresién del gen que codifica para la PPA (ubicado en el
cromosoma 21) teniendo como consecuencia la sobreproduccion del AR ya que
estos pacientes son trisomicos para dicho gen (Barquero & Payno, 2007; Bird,
2010).

3.3.12 Genes causantes de las formas familiares.

Desde el punto de vista genético, la EA es una enfermedad monogénica de tipo
autosémico dominante con una penetrancia completa; el grupo de pacientes que
engloba las formas familiares es muy reducido ya que puede representar un
porcentaje menor al 1% de los casos totales (Alzheimer’s Association, 2014;

Viadero, Rodriguez & Combarros, 2013).

Hasta la fecha se tienen identificados tres genes que contribuyen a la aparicion de
las formas familiares: los genes de PSEN 1, PSEN2 y el gen de la PPA. Se sabe
también que polimorfismos en el gen de la Apolipoproteina E (APOE) participan
como uno de los principales factores de riesgo genéticos para el desarrollo de la
enfermedad ya que contribuye en un 20% de los casos esporadicos y el riesgo
depende de la presencia del alelo €4. El riesgo aumenta 4 veces en individuos con
una copia del alelo €4 y es de 6 a 8 veces mayor cuando se tienen dos copias,
asimismo, se tiene evidencia de que el alelo €2 de APOE puede tener un efecto
protector y disminuir el riesgo de padecer la EA, sin embargo su frecuencia es muy
baja (Bird, 2010).

En la Tabla 2 se resumen algunas de las caracteristicas mas importantes de los

genes mencionados hasta el momento:
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Tabla 2. Genes relacionados con la Enfermedad de Alzheimer.

CONTRIBUCION A
GEN LOCUS PROTEINA HERENCIA LAS FORMAS
HEREDITARIAS
PPA 21921.2 Proteina Autosémico <5%
Precursora dominante
Amiloide
PSEN1 | 14924.3 Presenilina-1 Autosomico ~80%
dominante
PSEN2 | 1942.13 Presenilina-2 Autosémico ~5%
dominante
APOE 19q13.2 Apolipoproteina E  Factor de riesgo Factor de riesgo

(Tomado y modificado de Alonso y cols, 2012 y Karch, Cruchaga & Goate, 2014).

Ademas de lo anterior, estudios recientes han establecido una fuerte asociacion
genética entre el locus de MAPT y algunas enfermedades neurodegenerativas
entre ellas la EA; la arquitectura gendmica MAPT incluye una region de
aproximadamente 1.8 Mb de desequilibrio de ligamiento caracterizado por dos
haplotipos principales: H1 y H2 que son regiones definidas por numerosos

polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) (Caffrey, Joachim, & Martins, 2008).

3.3.13 Patologia de la EA.

Una de las principales evidencias histopatolégicas que presentan los pacientes
con EA es la presencia de placas amiloideas que se depositan extracelularmente
en regiones limbicas del cerebro, en el hipocampo, la amigdala y en regiones
corticales o subcorticales (LaFerla & Oddo, 2005) y estan compuestas por el AB42
proveniente de cortes proteoliticos en la estructura de la PPA, este evento

involucra a enzimas denominadas secretasas (Stockley & Neill'O, 2007).

Se denomina via no amiloidogénica cuando el corte es realizado por una a-
secretasa que libera un péptido soluble de 40 aa (sPPAa) no neurotdxico y un

fragmento C-terminal de 83aa como se muestra en la Figura 3. Por otro lado, la
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via amiloidogénica implica la intervencion de la enzima (-secretasa (perteneciente
al complejo BACE) y y-secretasa, ambas enzimas realizan cortes proteoliticos en
la estructura de la proteina, liberando asi el AB42 que se deposita en el espacio

extracelular y que tiende a formar agregados (Mattson, 2004).

Un péptido adicional C-terminal de 99aa puede ser internalizado y posteriormente
transportado al nucleo donde se asume participa en la expresion de otros genes

(incluyendo la induccion de genes apoptoticos).

Via no Via
Amileidogénica Amileidogénica
sPPAQ sPPAR Ap42
PPA
=k Membrana
plasmatica
2
-
\\\.
Endosoma | "l
Foy
Fin 'y
{___./' J_J'}
=

Dominio
infracelular de
PRA

Citoplasma

Figura 3. Proceso de generacion del AB40 y el AB42. La PPA es una proteina integral
ampliamente expresada en cerebro y otros tejidos; diferentes péptidos son generados durante
su procesamiento, en el cual intervienen enzimas llamadas secretasas (a, 8 y y) (Tomado y
modificado de Mattson, 2004).
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Cabe mencionar que la participacion de otras proteinas (incluidas presenilinas)
forman parte y son necesarias para que el complejo de la y-secretasa pueda llevar
a cabo su actividad enzimatica dentro de la via amiloidogénica, este complejo se
muestra en la Figura 4; Presenilina (PS) es una proteina que posee 8 dominios
transmembranales en la que se efectian cortes proteoliticos formando
heterodimeros funcionales, esta proteina posee dos residuos altamente
conservados de aspartato (AS, marcados con estrellas rojas) que son
indispensables para la actividad de y-secretasa. Nicastrina es una glicoproteina
transmembranal de tipo | que actua como un cofactor de PS vy tiene relaciéon con
ApH1, ya que interactua con Nicastrina formando un intermediario estable en
estadios tempranos del ensamblaje del complejo de y-secretasa, finalmente, PEN-

2 regula la endoproteolisis de PS (Mattson, 2004).

Sitio de corte

Citoplasma

Aph-1 Presenilina < Pen-2

Reticulo (PS)
Endoplasmatico Nicastrina

Figura 4. Proteinas involucradas en el complejo y-secretasa. La actividad de y-secretasa
reside en un complejo de alto peso molecular formado por 4 componentes: presenilina (PS),
nicastrina, Aph-1, y el potenciador de presenilina 2 (Pen-2) (Tomado y modificado de Mattson,
2004).

3.3.14 Hipétesis de la cascada amiloidea.
Esta hipétesis postula que las mutaciones en los genes de PSEN 1, PSEN 2y
PPA desencadenan la acumulacion del AB42 y una serie de eventos bioquimicos

subsecuentes (que se presentan en la EA) tales como la hiperfosforilacién de la
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proteina tau asi como su posterior agregacion (Spillantini & Goedert, 2013;
LaFerla & Oddo, 2005).

En la Figura 5 se muestra la cascada de eventos que involucra la generacion del
AB42: se propone que la interaccion del AB42 con iones como el Fe?* o Cu?*
genera peroxido de hidrogeno (H202), molécula que interviene en el proceso de
peroxidacién de lipidos con la consecuente generacion del 4-hidroxinonenal
(4HNE). 4HNE puede modificar covalentemente las proteinas en residuos de
cisteina, lisina e histidina, de esta forma, se asume que la proteina tau puede ser
modificada por 4HNE y otras especies reactivas de oxigeno (ERO), promoviendo

su agregacion e inducir la formacion de NFTs (Mattson, 2004).

% Fe?+
o —
Transportador Canal Iénico Cu \

Receptor

Proteina G

Ca2*

Ins(1,4,5)P,

P Reticulo
/ Endoplasmico

Figura 5. Consecuencias de la generacion del AB42. La accion neurotoxica del AB42
involucra diversos eventos bioquimicos, entre ellos la generacion de ERO, radicales libres y
disrupcion de la homeostasis celular del calcio (Tomado y modificado de Mattson, 2004).
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La otra evidencia histopatolégica corresponde a las llamadas NFTs (u ovillos
neurofibrilares) compuestas por agregados de la proteina tau hiperfosforilada,
estos agregados son la segunda lesidon histopatolégica que presenta la
enfermedad, sin embargo, también se encuentra presente en otros desordenes

neurodegenerativos (Goétz, Ittner & David, 2005).

Posteriormente se describiran los eventos implicados en esta lesion.

3.4 La Demencia Frontotemporal.

La DFT es la segunda forma mas comun de demencia a nivel mundial seguido de
la EA, se ha estimado que la enfermedad afecta aproximadamente de 15 a 22
individuos por cada 100,000 habitantes de entre 45 y 65 afos, comunmente se
describe como un sindrome que es clinicamente y patologicamente distinto de la
EA (Chan y cols, 2011; Rohrer & Zetterberg, 2014).

En el afo de 1892 Arnold Pick (neuropsiquiatra aleman) estudié el caso de un
hombre de 71 afos de edad que cursaba con alteraciones en el comportamiento,
afasia y demencia (Chan y cols, 2011; Goedert, Ghetti & Spillantini, 2012); dicho

estudio se considera como el primer caso reportado y relacionado con la DFT.

Esta enfermedad se caracteriza por cambios en la personalidad, la conducta social
con una relativa preservacion de la memoria (Roberson, 2006) aunque la aparicion
de demencia es un evento con el que culmina la DFT, se asocia con la
degeneracion de la corteza temporal anterior y prefrontal del cerebro y a menudo

se asocia con movimientos similares a los vistos en la enfermedad de Parkinson.

La DFT contribuye entre un 5 al 15% de todos los casos de deterioro cognitivo y
una historia familiar esta presente en un rango del 25 al 50% en el total de casos
indicando una fuerte influencia genética en la apariciéon de la misma (Neumann,
Tolnay & Mackenzie, 2009), con respecto al género, afecta tanto a hombres como

a mujeres en proporciones similares.
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3.4.1 Subtipos de DFT.

La DFT constituye un conjunto de enfermedades neurodegenerativas muy
heterogéneo debido a sus caracteristicas clinicas, histopatolégicas y componentes
genéticos; esta enfermedad puede presentarse en tres subtipos (que se describen
a continuacién) cuya caracteristica comun es la atrofia de los I6bulos frontales o
temporales donde los pacientes muestran deficiencias en los procesos de
planeacion, juicio, resoluciéon de problemas, organizacion y atencién (Shen y cols,
2013):

DFT - variante conductual (DFT-vc). Es el subtipo mas frecuente ya que esta
presente hasta en el 50 % de los casos de DFT, los pacientes presentan
interrupcidon temprana de la conducta social y personal, dafio emocional, pérdida
de empatia, apatia, egoismo, irritabilidad y alteraciones en la conducta alimentaria,
pérdida de la conciencia social, en este tipo de variante las alteraciones

observadas se dan en los l6bulos frontales (Ostrosky & Gutiérrez, 2012).

Demencia semantica (DS). Contribuye en un 20% del total de los subtipos de
DFT y esta caracterizada por una afasia fluida con la pérdida o disminucién en las
habilidades del lenguaje, la atrofia afecta los l6bulos temporales de predominio
izquierdo, asi como los pacientes que desarrollan agnosia visual con pérdida de la
capacidad de reconocer objetos, hechos o palabras presentaran afeccion del

I6bulo temporal derecho (Doherty y cols, 2011).

Afasia Progresiva No Fluente (APNF): Se caracteriza por un deterioro
progresivo en la comprension de las palabras, se presenta agramatismo, apraxia
del habla y disartria con conservacion de la capacidad de memoria y de
razonamiento, mismas que se pierden en etapas tardias con la aparicion de
demencia. La atrofia es predominante en el |6bulo frontotemporal izquierdo; este

subtipo acontece en un 25% de los casos.
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3.4.2 Inclusiones proteicas. Histopatologicamente, la DFT también se puede

clasificar en funcioén de la presencia de inclusiones proteicas:

DFT-TAU. En este tipo de cuadro clinico se presentan inclusiones de la proteina

tau hiperfosforilada tanto en neuronas como células gliales.

DFT-UB. Cerca de un 50% de los pacientes pueden presentar este tipo de
alteracion y se refieren como DFT-TAU negativos debido a la presencia de

inclusiones de ubicuitina.

DFT-TDP. Dentro del grupo anterior (DFT-UB), entre el 80 y 90% de los pacientes
presentan inclusiones que estan compuestas por la proteina de unién a ADN de
43 kDa (TDP-43).

DFT-FUS. Suelen reportarse casos negativos de TDP-43 pero con inclusiones de

la proteina de fusién a sarcoma (FUS) (Xiao-dong & Xiao-chun, 2013).

3.4.3 Duracion de la enfermedad.

El inicio de la DFT ocurre comunmente entre las edades de 45 y 65 afios, aunque
también puede presentarse antes de los 30 afos (afecta predominantemente a
pacientes por debajo de los 60 afios de edad explicando cerca del 20% del total de
casos de DFT), la duracién promedio de la enfermedad es de 8 afios con un rango
de 2 a 20 afos (Snowden, Naery & David, 2002; Doherty y cols, 2011).

La evolucion de la DFT depende del subtipo clinico presente y de la existencia de
alguna otra patologia concomitante; se ha observado que los tres subtipos pueden

sobrelaparse en un mismo cuadro clinico.

3.4.4 Diagnéstico clinico y molecular.
El diagnostico clinico debe realizarse como en la mayoria de las enfermedades

gue cursan con deterioro cognitivo; analizando trastornos de la conducta, sintomas
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afectivos, alteraciones del habla, signos fisicos (rigidez, temblor, etc.) y de igual
forma, se deben realizar pruebas complementarias de neuroimagen que apoyen el

diagnéstico.

Diversas caracteristicas clinicas de la DFT difieren de las presentes en la EA, sin
embargo, ambas enfermedades suelen confundirse debido a un sobrelapamiento
de sintomas como los cambios en la personalidad, comportamiento y lenguaje del
individuo, por lo que en primer lugar se considera a la EA como la posible causa
del cuadro clinico y dependiendo de la evolucion del paciente se considera a la
DFT.

Al igual que en la EA, el diagnostico post mortem se basa en la presencia de
alguna de las inclusiones antes descritas, mientras que el diagndstico molecular
se basa en la busqueda de variaciones en los genes de PGRN y MAPT como
candidatos principales en pacientes con formas autosémicas dominantes de la
DFT-vc, el tamizaje genético para la DS no suele ser util. Algunas mutaciones en
PGRN comunmente son encontradas en formas familiares de APNF (Seelaar y
cols, 2008; Seelaar y cols, 2011).

3.4.5 Biomarcadores y factores de riesgo.

Realmente han sido pocos los estudios en los que se evaluan diversos factores de
riesgo que pueden causar un cuadro clinico de DFT, se han relacionado algunos
de los factores antes mencionados en la EA como las enfermedades
cardiovasculares y el traumatismo craneoencefélico. Para el caso de las formas
familiares de la DFT se atribuye que alteraciones en diversos genes pueden

causar esta enfermedad.

Es util el analisis de algunos biomarcadores especificos como la concentracién
sérica de progranulina que se encuentra correlacionada con mutaciones
patogénicas en el gen codificante de esta proteina (PGRN) (Rohrer & Zetterberg,

2014), por otro lado, estudios de proteémica han revelado que la hormona
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adrenocorticotropica y algunas quimiocinas (interleucinas 23 y 17) pueden ser
utiles para diferenciar un cuadro de DFT-TDP de uno DFT-TAU.

Finalmente, han sido asociados algunos SNPs en el gen que codifica la Proteina
Asociada a Ubicuitina 1 (UBAP1) como un factor de riesgo en la DFT mediante el

analisis de expresion de genes y niveles de ARNm (Seelaar y cols, 2011).

3.4.6 Genes relacionados con la DFT.

La genética de la enfermedad es muy heterogénea debido a que se encuentran

involucrados diferentes loci con la aparicion de la DFT, su localizacion vy

contribucién con la enfermedad se resumen en la Tabla 3:

Tabla 3. Genes asociados con la aparicion de la DFT.

Gen Localizacion Proteina codificante Relacion con la DFT
PGRN 17921.32 Progranulina Principal gen asociado con la
aparicion de la DFT
MAPT 17921.31 Proteina Asociada a Principal gen asociado con la
Microtubulos Tau aparicién de la DFT
C9orf72 9p21.2 Proteina no categorizada Involucrado en DFT y ELA
aun
TDP-43 1p33.22 Proteina 43 de Unién a Involucrado en ELA, presunto factor
ADN TAR de riesgo para DFT
FUS 16p11.2 Proteina Fusionada a Generalmente involucrado en ELA y
Sarcoma sugerido como factor de riesgo para
DFT
VCP 9p13.3 Proteina que contiene Relacionado con la enfermedad de
Valosina Piaget de inicio con cuerpos de
inclusion y DFT
CHMP2B 3p11.2 Proteina 2B del Cuerpo Presunto factor de riesgo para DFT y

Proteico Multivesicular

(Tomado y modificado de Shen y cols, 2013).

ELA
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Alrededor de un 40% de los pacientes afectados con DFT tienen una historia
familiar (Xiao-dong & Xiao-chun, 2013) y cerca de un 50% de los casos familiares
muestran asociacion con el cromosoma 17; variaciones en los genes MAPT y
PGRN estan estrechamente ligadas con la aparicion de la enfermedad y son las
mas comunes (Ferrari, Hardy & Momeni, 2011); recientemente el gen C9ORF72
también se ha sumado como agente causal de la DFT (Goedert, Ghetti, &
Spillantini, 2012).

3.4.7 Patologia de la DFT.

La patologia de la DFT incluye en muchos casos la presencia de las inclusiones
proteicas antes descritas, se asume que la interaccion de diversos factores, entre
ellos la edad y principalmente la predisposicidon genética pueden promover la
aparicion del cuadro clinico de la DFT, se considera que las variaciones dentro del
gen MAPT estan estrechamente relacionadas con la patogénesis de la

enfermedad.

A finales de los afios 90, las primeras mutaciones encontradas en el gen MAPT se
asociaron con el desarrollo de formas hereditarias de DFT y parkinsonismo ligado
al cromosoma 17q (FTDP-17q), esta enfermedad al igual que la DFT se
caracteriza por cambios en el comportamiento y déficit cognitivo y la presencia de
abundantes filamentos de inclusiones de tau, sin embargo, se diferencia debido a
la presencia de alteraciones motoras caracteristicas de la enfermedad de
Parkinson (Wszolek y cols, 2006).

Algunos de los eventos bioquimicos mas comunes que se relacionan con la
patologia de tau incluyen modificaciones postraduccionales en la estructura de la
proteina (como la acetilacion, glicosilacion y principalmente fosforilacion), se
conoce también que el incremento de cinasas o disminucién de fosfatasas y la
interrupcidén en vias de sefalizacion promueven que la proteina tau se agregue
formando asi las NFTs que son las estructuras caracteristicas de los casos de
DFT-TAU (Wang y cols., 2013).
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3.5 Proteina tau y la dinamica de los microtubulos.

Los microtubulos conforman una de las principales estructuras del citoesqueleto
en las células eucariontes, donde su papel radica en el transporte, motilidad y
formacion de estructuras celulares primordiales como los axones y el huso
mitotico. Los microtubulos son estructuras semirrigidas y alargadas de origen
proteico, con un diametro de aproximadamente 250 A compuestos por

heterodimeros de a y 3 tubulina.

Existe una gran familia de Proteinas Asociadas a Microtubulos (MAPs), donde
todas contribuyen con el proceso de estabilizacién de microtubulos a lo largo del
organismo, particularmente, tau es una de las principales MAPs que se expresa en
el cerebro (Gumucio, Lannfelt & Nilsson, 2013), el papel de cada una de estas

proteinas se describe en la Tabla 4:

Tabla 4. Proteinas involucradas en la estabilizacién de los microtabulos (MT).

Proteina Peso Molecular Ubicacion Funcién
(kDa)
MAP1 250-300 Dendritas, axones y células Ensambla y estabiliza MT

no nerviosas
Ensambla y establece

MAP2 42y 200 Dendritas uniones cruzadas entre los
MT y filamentos intermedios
MAP4 210 La mayor parte de los tipos Estabiliza MT
celulares
TAU 60-74 Dendritas y axones Ensambla, estabiliza y

establece uniones cruzadas

entre los MT
CLIP 170 170 La mayor parte de los tipos  Establece uniones cruzadas
celulares entre los MT y cromosomas

(Tomado y modificado de Harvey, 2005).

3.5.1 Funcion bioldgica.

La principal funcion biolégica de tau consiste en promover la estabilidad y el
ensamblaje de tubulina dentro de los microtubulos, se sabe que los sitios de
fosforilacion de tau son fundamentales para su adecuado funcionamiento

(Clavaguera, Grueninger & Tolnay, 2014; Pooler y cols, 2013), esta proteina
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también se encuentra implicada en diversas vias de sefializacion e interaccién con
péptidos como el AB visto en la EA, proteinas como a-sinucleina que esta
involucrada en la enfermedad de Parkinson, elementos del citoesqueleto e incluso

lipidos (Porowska y cols, 2014).

Dentro de las neuronas, tau es esencial para establecer la polaridad celular
neuronal, el crecimiento axonal durante el desarrollo celular, el mantenimiento de
la morfologia, tanto el transporte axonal en neuronas maduras (Feinstein & Wilson,
2005) como el transporte de proteinas (D'Souza & Schellenber, 2005). Del mismo
modo, ha sido descrito que la fosforilacion de tau permite a las neuronas escapar
de la muerte apoptdtica a través de la estabilizacion de beta catenina (Medeiros,
Vargas & LaFerla, 2011).

3.5.2 Localizaciéon neuronal.

Tau se encuentra presente en distintos estadios de las neuronas en crecimiento y
en la membrana plasmatica de las mismas (Pooler y cols, 2013), en otras regiones
celulares como el nucleo (Andreadis, 2005) , el citoesqueleto, el aparato de Golgi
y las mitocondrias en células no neuronales (fibroblastos, linfocitos) (Herrera &
Hernandez, 2010), asi como en diversos tejidos periféricos (corazén, higado,

pulmon, musculo, pancreas y testiculos).

3.5.3 Caracteristicas bioquimicas y estructurales.

La proteina tau es de caracter acido en el extremo N-terminal y basico en el
extremo C-terminal, tiende a ser una proteina hidrofilica y termoestable
(Clavaguera, Grueninger, & Tolnay, 2014), diversos estudios estructurales han
demostrado que tau es una proteina nativa no plegada que se ensambla en

filamentos a través de repetidos en tandem (Spillantini & Goedert, 2013).

En la Figura 6 se muestra como la proteina tau se asocia con los microtubulos:
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Figura 6. Modelo tridimensional de la proteina tau. Tau es una proteina nativa no plegada
que se une a los heterodimeros de a y 8 tubulina mediante regiones denominadas “repetidos
de unién a microtubulos” ubicadas en el extremo C-terminal de la proteina en cuestion, por
otra parte, se ha propuesto que el extremo N-terminal (proyectado hacia la superficie de los
microtubulos) desempefa un papel importante al interaccionar con otros componentes del
citoesqueleto como la membrana plasmatica neuronal. (Tomado y modificado de Mandelkow
& Mandelkow, 2012).

3.6 El gen MAPT (proteina asociada a microtubulos tau).
MAPT se encuentra ubicado en el brazo largo del cromosoma 17 en la banda

21.31 (17921.31), su ubicacion se muestra en la Figura 7 y esta conformado por
15 exones.
PGRN MAPT
1.7 Mb

<17p13 I17p11.2 17q11.2I 17g21 17023 Rifer 17q25>

Figura 7. Cromosoma 17. El gen MAPT se encuentra ubicado en la regién 17921.31,
abarca aproximadamente 150 Kb y esta a una distancia de 1.7Mb del gen PGRN
(Tomado y modificado de Baker y cols, 2006).

7q1

17p1y
(A7ari)

17pi12
17gi12
17922

El gen MAPT codifica para la proteina asociada a microtubulos tau, produciendo
en el sistema nervioso central (SNC) hasta 6 isoformas en un rango de 352 a 441

aa y un PM de entre 36 y 46 kDa, asimismo, existen isoformas adicionales que se
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expresan en el sistema nervioso periférico (SNP) y en otros tejidos diferentes al
cerebro (Andreadis, 2005; Martin, Latypova, & Terro, 2011).

Especificamente, la estructura primaria de la proteina se divide en tres regiones:
una region acida ubicada en el extremo N-terminal, una regién rica en prolinas y
una regidn basica en el extremo C-terminal (Porowska y cols, 2014), cada una de
estas regiones es codificada por los exones que componen al gen MAPT como se

muestra en la Figura 8:
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Figura 8. A) Gen MAPT. Esta compuesto por 15 exones, dentro del SNC los exones 4, 5, 7, 9,
11, 12,13 (en blanco) son constantemente transcritos, mientras que los exones 4A, 6 y 8 (en
azul) no lo son pero se expresan en el SNP. B) ARNm de MAPT. Los exones 2, 3y 10 son
sometidos al proceso de splicing alternativo generando hasta 6 isoformas. C) Estructura
primaria de la proteina tau (isoforma de mayor longitud). La proteina tau esta dividida en 4
regiones: una region acida ubicada dentro del extremo amino terminal, un dominio rico en
prolinas, la regidon responsable de la uniéon de tau con los microtubulos conteniendo 4 dominios
de repetidos: R1, R3, R4 (en negro) y R2 (en verde), y finalmente el extremo carboxilo
terminal. Tau puede contener 3 o 4 dominios de repetidos dependiendo de la presencia (4R) o
no (3R) del exén 10, las secuencias de los repetidos terminales son codificadas por los exones
9, 10, 11 y 12 respectivamente. (Tomado y modificado de Gendron & Petrucelli, 2009).
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3.6.1 Regiones codificadas por los exones 2 y 3.

Las isoformas de tau que no expresan los exones 2 y 3 (ubicados en el extremo N-
terminal de la proteina tau) son llamadas “ON”, por otro lado, las isoformas que
expresan solamente el exén 2 son llamadas “IN” y finalmente, las isoformas de
tau son llamadas “2N” cuando expresan los exones 2 y 3, cabe mencionar que el
exon 3 no se expresa independiente del exén 2 (Qing & Burton, 2011; Caffrey &

Wade, 2012; Clavaguera, Grueninger & Tolnay, 2014).

El extremo N-terminal también suele ser denominado “dominio de proyeccion” ya
que se proyecta desde la superficie de los microtubulos hacia el espacio
extracelular, diversos estudios sugieren que el dominio de proyeccién interacciona
con la membrana plasmatica neuronal, filamentos de actina y mitocondrias, e
inclusive determina el espacio existente entre los microtubulos y el axén (diametro

axonal) (Kolarova y cols, 2012; Buée y cols, 2000).

3.6.2 Regidn codificada por el exén 10.

El exdn 10 del gen MAPT codifica para el segundo de los 4 repetidos de union a
microtubulos dentro de la estructura de tau (Igbal y cols, 2009), de este modo, los
transcritos que expresan el exon 10 generan 3 proteinas con 4R de union a
microtubulos y asimismo, los transcritos que no poseen el exén 10 generan 3
proteinas con 3R (Caffrey & Wade, 2012; Qian & Liu, 2014), la longitud de los
repetidos es de 30 aa, se ubican en la mitad del extremo C-terminal (Spillantini &
Goedert, 2013) y estan cargados positivamente, lo cual les permite unirse a los

microtubulos cargados negativamente (Herrera & Hernandez, 2010).

Cada dominio de unién contiene un motivo conservado compuesto por la
secuencia de aa Lisina/aminoacido/Glicina/Serina (KXGS), se ha descrito que la
adicién de un grupo fosfato en estos motivos interfiere con la afinidad de tau hacia
los microtubulos. En la Tabla 5 se muestran las caracteristicas mas importantes de

las isoformas que se generan a partir del gen MAPT:
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Tabla 5. Distribucion de las isoformas posibles generadas a partir

del gen MAPT.
Numerode PM (kDa) # de repetidos Localizacion

CER

352 36.7 3R/ON SNC (isoforma fetal)
381 39.7 3R/1MN SNC

383 40.0 4R/ON SNC

410 42.6 3R/2N SNC

412 43.0 4R/1N SNC

441 45.9 4R/2N SNC

695* 72.7 4R/2N + 42 SNP
758** 78.9 4R/2N +4A y 6 Musculo esquelético

*En esta isoforma se expresa adicionalmente el exén 4A.

**En esta isoforma se expresan adicionalmente los exones 4A y 6.

En la Figura 9 se presenta la estructura primaria de las isoformas de tau

generadas debido a la presencia o ausencia de los exones 2, 3y 10:

4R/2N (441 residuos)
4R/1N (412 residuos)
4R/ON (383 residuos)
3R/2N (410 residuos)

3R/1N (381 residuos)

3R/ON (352 residuos)

Figura 9. Isoformas generadas en el SNC debido al splicing alternativo de los exones 2,
3 y 10. Se esquematiza la estructura de las 6 isoformas generadas; los dominios de unién a
microtubulos se encuentran marcados en color morado (M1, M3 y M4), el exdn 10 codifica el
segundo repetido adicional marcado en color naranja, el exén 3 (marcado en amarillo) nunca
se expresa independiente del exén 2 (marcado en verde), DRP (dominio rico en prolinas).
(Tomado y modificado de Lee, Lee & Rubinsztein, 2013).
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3.6.3 Estabilidad neuronal debida a las isoformas de tau.

En el cerebro de un adulto sano se expresan las 6 isoformas de tau y se tiene
evidencia de que las isoformas con 4R tienen una mejor promocion del
ensamblaje de microtubulos comparando con las isoformas de tan solo 3R
(Spillantini & Goedert, 2013).

El exén 10 que codifica para el segundo repetido de unidén a microtubulos ha sido
ampliamente evaluado; numerosos estudios sugieren que dentro de la corteza
cerebral de adultos sanos se encuentran cantidades equitativas de las isoformas
de tau con 3R y 4R aproximadamente en una relacion 1 a 1; sugiriendo asi que
dicha proporcion es esencial para mantener un equilibrio y funciones normales en
el cerebro (Spillantini & Goedert, 2013; Gumucio, Lannfelt & Nilsson, 2013).

Las isoformas de tau varian entre especies; por ejemplo, en ratones solo estan
presentes proteinas tau con 4R (LaFerla & Oddo, 2005), por otro lado, existen
situaciones en las cuales la relacién de tau puede estar alterada fisioldgicamente
como lo es durante la embriogénesis (Pittman, Fung & Silva, 2006; Spillantini &
Goedert, 2013) en donde la proteina no contiene los exones 2, 3 y 10 (proteina de
352 aa; ON/3R) (Caffrey & Wade, 2012) y se encuentra en estado hiperfosforilada
(D"Souza & Schellenber, 2005).

Otro ejemplo consiste en la hiperfosforilacion de la proteina tau en ardillas
terrestres, este evento se lleva a cabo durante el proceso de hibernacion; se
asume que la hiperfosforilacion es consecuencia de la diminucién en la actividad

de la proteina fosfatasa 2A.

3.6.4 Regulacion de las isoformas de tau.

La funcién de tau se encuentra regulada principalmente por dos mecanismos,
teniendo en primer lugar el splicing alternativo del exén 10 (Qian & Liu, 2014) , la
presencia o ausencia de los exones 2 y 3 y en segundo lugar la regulacion

mediante un balance entre los procesos de fosforilacion y desfosforilacion (como
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se muestra en la Figura 10) en el cual intervienen diversas cinasas y fosfatasas
(Feinstein & Wilson, 2005).
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Figura 10. Enzimas involucradas en los procesos de fosforilacién/desfosforilacion. El
proceso de fosforilacion se lleva a cabo por la adicién de un grupo fosfato mediante una
reaccion de esterificacién en 3 tipos de aa: serina, treonina y tirosina (Martin, Latypova &
Terro, 2011), algunos ejemplos de cinasas que actuan en este proceso de regulacion son las
siguientes: glucdgeno sintasa cinasa-3 (GSK-3), proteina cinasa A (PKA), proteina Cinasa Il
dependiente de Calmodulina (CaMKIl) y caseina cinasa 1 (CK-1) entre otras. Por otro lado, se
tienen a las proteinas fosfatasas 2A y 1 (PP2A y PP1) que participan en el 90% de la actividad
de proteinas fosfatasas en residuos de serina y/o treonina en células de mamiferos.

3.7 Taupatias, presencia de las NFTs.

Las estructuras fibrilares referidas como NFTs se encuentran dentro de un grupo
heterogéneo de desérdenes neurodegenerativos que se conocen como taupatias
(Feinstein & Wilson, 2005), este amplio conjunto de alteraciones incluye formas
esporadicas y familiares de la EA, subgrupos de DFT como la FTDP-17,
degeneracion corticobasal (DCB), paralisis supranuclear progresiva (PSP), la
enfermedad de Pick, parkinsonismo postencefalico, distrofia miotdnica, entre otras
(Alonso, 2009; Lopez, 2002).

Las taupatias también pueden ser clasificadas en cuanto al tipo de isoformas que

componen a las NFTs (es decir isoformas con 3R 0 4R), por ejemplo, enla EA y la

DFT se encuentran ambos repetidos de tau (3R y 4R) conformando a las NFTs, en
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la enfermedad de Pick tan solo se hayan isoformas con 3R y finalmente, en la
DCB y la PSP sdlo se encuentran isoformas con 4R (LaFerla & Oddo, 2005).

Los diversos mecanismos moleculares, celulares y fisiolégicos implicados en el
dano neurodegenerativo asi como la formacién de las lesiones que involucran a la
proteina tau aun no son claros, sin embargo, existen diversas teorias que explican
estos procesos (Martin, Latypova & Terro, 2011), todas apuntando al hecho de
que estos eventos son tan solo una consecuencia de un proceso mucho mas

complejo.

3.8 Formacion de las NFTs.
Se ha propuesto que la interaccidn entre factores ambientales, genéticos y la
alteracion de funciones celulares propician la aparicién de los agregados proteicos

compuestos por tau.

En la Figura 11 se presenta el mecanismo general de formacion de las NFTs,
dichas estructuras estan compuestas por dos tipos de filamentos: los Filamentos
Helicoidales Pareados (FPH) y los Filamentos Pareados Rectos (FPR) (Fei, Igbal,
Igbal, & Gong, 2005) (estos términos hacen referencia a la forma en la cual se
conglomeran los filamentos de tau), las NFTs también suelen estar formadas por
otras proteinas como MAPT2, ubicuitina y el AB (Xin Gong, Grundke e Igbal,
2010).
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Figura 11. Mecanismo de agregacion de tau. Se asume que el desequilibrio en la actividad
de cinasas/fosfatasas, mutaciones en el gen MAPT, el proceso de hiperfosforilacion, la
intervencion de otras modificaciones postraduccionales e inclusive la interaccion con el AR42
pueden promover cambios conformacionales en la estructura de tau y propiedades de
solubilidad alteradas, todos estos cambios tienen como consecuencia la desestabilizacion de
los microtubulos, evento que favorece la formacion de dimeros estables que eventualmente se
polimerizan formando oligdbmeros y subunidades de filamentos llamadas protomeros; 2
protomeros alrededor uno del otro se aglomeran formando los FPH y finalmente las NFTs que
se acumulan en compartimientos neuronales. (Tomado y modificado de Martin, Latypova &
Terro, 2011).

3.9 Variantes génicas relacionadas con MAPT.

Las variantes génicas que se han reportado mas frecuentemente en casos de DFT
y otras taupatias son las de sitio de splicing y recaen principalmente en el exén 10
(http://www.alzforum.org/mutations/search, 2015), como su nombre lo indica, estos
cambios alteran el proceso de splicing alternativo del exén 10, se localizan cerca
del sitio donador de splicing de dicho exén (o en la secuencia del mismo) y
resultan en una sobreproduccion de las isoformas con 4R y una produccién

reducida de las isoformas con 3R (Spillantini & Goedert, 1998).
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Sin embargo, también existen otros cambios que alteran la funcién de la proteina
tau, en la Tabla 6 se engloban las variaciones que han sido descritas hasta la

fecha:

Tabla 6. Tipo de variaciones descritas en el gen MAPT.

Tipo de variacion Efecto Consecuencias funcionales

Deleciones pequenas Delecién de codones Cambios en la relacién entre las

isoformas de 3Ry 4R
Deleciones grandes Delecion completa de Disminucién de la funcién
exones biolégica de tau
De sentido erréoneo Cambio de Disminucién de la funcién
Aminoacidos biolégica de tau
Sitio de splicing Alteracién del splicing ~ Cambios en la relacion entre las
del ex6n 10 isoformas de 3Ry 4R

(Tomado y modificado de Ferrari, Hardy & Momeni, 2011).

Otros mecanismos involucrados se consideran para los exones 2 y 3, por ejemplo,
se ha propuesto que la relacién alterada de isoformas de tau en enfermedades
como la PSP pueda ser debida a una disminucion de las isoformas que poseen las
regiones N-terminales, otros estudios han demostrado que en la DCB ninguna de

las isoformas de tau expresa el exén 3 (Caffrey, Joachim & Martins, 2008).

Se cree que existe una relacion entre los haplotipos de tau y las regiones
codificadas por los exones 2 y 3 (como se menciond anteriormente, MAPT se
compone de los haplotipos H1 y H2; el haplotipo H1 se encuentra asociado como
un factor de riesgo para el desarrollo de taupatias como la PSP, DCB y la EA) ya
que en un estudio realizado en 2005 se observd una sobreexpresion de las
isoformas con 2N en cerebros de pacientes con el haplotipo H1/H2 concluyendo
que posiblemente la expresion de los exones 2 y 3 (por parte del haplotipo H2)
podria contribuir como un mecanismo protector contra las taupatias asociadas con
el haplotipo H1 (Caffrey, Joachim & Martins, 2008).
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Para el caso de la EA pocos son los cambios reportados en el gen MAPT (Brandt,
Hundelt, & Shahani, 2005), sin embargo la EA se encuentra relacionada con el
haplotipo H1 de tau y los genotipos de ApoE siendo un factor de riesgo para el
desarrollo de la enfermedad y la aparicion de las NFTs en la EA puede ser un
evento subsecuente de la formacion del AB42 como se habia mencionado

anteriormente.

Finalmente, la aparicién de algunos sitios de fosforilacion (debido a cambios de
sentido errébneo) se encuentra relacionada con la patologia de tau, por ejemplo, en
diversos modelos animales se ha comprobado que la aparicion de los sitios
Ser262 (lijima, Gatt e lijima-Ando, 2010) y Ser396 (no presentes normalmente en
la estructura de tau) participan en la reduccion de la afinidad hacia los

microtubulos.

Debido a que la mayoria de los cambios descritos en MAPT tienen como
consecuencia aberraciones en el proceso de splicing y provocan la alteraciéon de
las isoformas de la proteina tau, es de suma importancia conocer los mecanismos
implicados el mismo. Cabe mencionar que no solo en las taupatias se pueden
encontrar estos cambios, algunos autores han mencionado que aproximadamente
el 15% de las mutaciones patogénicas que estan ligadas a alguna enfermedad
humana causan defectos en el splicing (Blencowe, 2000; Baralle, Lucassen, &
Buratti, 2009; Cieply & Carstens, 2015).

3.10 El proceso de splicing.

La mayoria de los genes humanos que codifican proteinas contienen exones
flanqueados por intrones, la remocion de intrones y ligacion de exones de un pre-
ARNmMm para producir un ARNm maduro es un paso crucial en la expresion génica,
este proceso se denomina splicing y es llevado a cabo post-transcripcionalmente
(Cieply & Carstens, 2015; Wang & Burge, 2008).

38



Existen dos tipos principales de splicing: el splicing constitutivo (SC), que se lleva
a cabo mediante la remocion de intrones y ligacion de los exones en el orden en el
cual aparecen en un gen y el splicing alternativo (SA) que es una derivacién del
tipo anterior con la diferencia de que en este caso ciertos exones son omitidos o
saltados resultando en diversos transcritos de ARNm maduros (Wang y cols,

2015). También existen otros patrones de splicing tal como se muestran en la

Figura 12:
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Figura 12. Posibles tipos de splicing. A) Splicing constitutivo. B) Splicing alternativo,
exclusion mutua de exones. C) Splicing alternativo; salto de exones, este patron es el mas
prevalente (~30%) en vertebrados e invertebrados. D) Splicing alternativo de sitio 3". E)
Splicing alternativo de sitio 5°. F) Retencion de intrones; este evento se da principalmente en
las regiones UTRs y ha sido asociado con intrones de longitud corta y sitios de splicing
considerados “débiles”. (Tomado y modificado de Wang y cols, 2015).

El proceso de splicing requiere del reconocimiento de secuencias especificas que
se encuentran entre las uniones de un exén y un intron, este conjunto de
secuencias se conocen como “sefales nucleo de splicing” y se muestran en la

Figura 13:
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Figura 13. Secuencias consenso reconocidas durante el proceso de splicing. Existen
tres secuencias consenso especificas que estan presentes en cada intrén del ARNm: el sitio
de splicing 5 (conocido como sitio donador de splicing) donde se encuentra el dinucledtido
Guanina-Uracilo (GU), el sitio de splicing 3" (conocido como sitio aceptor de splicing) en el
cual esta presente el dinucledtido Adenina-Guanina (AG) y la secuencia denominada punto
de ramificacion (branch point sequence, BPS) que contiene un residuo conservado de
Adenosina (A), ademas se encuentra una region conocida como tracto de polipirimidina (Pir)
que se situa rio arriba del sitio 3" (Cieply & Carstens, 2015). (Tomado y modificado de
www.discoveryandinnovation.com/BIOL202/notes/lecture26.html).

En general, los sitios 5° o 3" que tienen mas igualdad a aquellos elementos
consenso tienen mayor probabilidad de ser reconocidos por la maquinaria
denominada spliceosoma, de este modo, las secuencias con mayor o menor

igualdad son referidos como sitios fuertes o débiles de splicing.

3.10.1 El spliceosoma.

La remocidon de secuencias intronicas de un gen para su posterior traducciéon se
efectua por medio de dos pasos secuenciales de transesterificacion catalizados
por un complejo proteico denominado “splicecosoma”. El spliceosoma esta
conformado por ribonucleoproteinas nucleares pequenas (snRNP; U1, U2, U4/U6
y U5) (Ke & Chasin, 2011) que reconocen las secuencias consenso antes

descritas como se muestra en la Figura 14
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Figura 14. Mecanismo de remocién de secuencias intrénicas debido al spliceosoma. El
proceso de splicing es catalizado por las snRNP U1, U2, U5 y U4/U6 mediante dos pasos; en
el paso 1 la BPS (A) ubicado en la regioén intrénica (rio arriba del sitio 3'de splicing) realiza un
ataque nucleofilico sobre el sitio 5°de splicing (sitio donador) escindiéndolo y formando un
intermediario llamado “lazo”. En el paso 2, el extremo 3 -OH de la secuencia del primer exén
(el cual ha sido originado en el primer paso) se incorpora al extremo 5° de la secuencia del
segundo exon (donde se ubica el sitio aceptor) escindiendo el enlace entre la molécula de
ARN vy el intrén, de este modo, las dos secuencias exdnicas se ligan formando el transcrito
maduro de ARNm vy los intrones en forma de “lazo” son liberados para su posterior
degradacion. (Tomado y modificado de Alberts y cols., 1994).

El spliceosoma también esta conformado por otros factores denominados no-
snRNP como las proteinas SR, que son proteinas que contienen motivos de
reconocimiento de ARN, los cuales determinan la especificidad de union al ARN y

varios dominios (en el extremo C-terminal) ricos en serina y arginina referidos
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como dominios RS que se encargan de las interacciones proteina-proteina que

son esenciales para el ensamblaje del spliceosoma.

Los transcritos que han sido sometidos al proceso de SA producen isoformas con
una amplia variedad de funciones incluidas cambios en la localizacion subcelular,
interacciones proteina-proteina y modificaciones postraduccionales, ademas,
muchos eventos de SA son regulados estrictamente dependiendo del tipo de
célula o tejidos especificos durante diferentes estadios de desarrollo (Cieply &
Carstens, 2015).

3.10.2 Regulacion del splicing alternativo.

Se sabe que las sefales nucleo no son suficientes para regular el SA, sin
embargo, el proceso en cuestidon aparentemente se da con una alta fidelidad
debido a la presencia de otros elementos especificos involucrados en su

regulacion.

Los intrones humanos suelen contener numerosos sitios “sefiuelo” de splicing que
son secuencias con alta similitud a las secuencias consenso, estos sitios suelen
presentarse como “pseudoexones” ya que se parecen a un exéon auténtico en
términos de tamafo y sitios de splicing pero son muy raros y no son transcritos
(Wang & Burge, 2008).

De este modo, existen elementos regulatorios de splicing denominados “trans” que
estdn constituidos por un grupo de proteinas conservadas en eucariontes que
incluyen a las proteinas RS (factores positivos que promueven la inclusién de
exones durante el SA) y ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares (hnRNP)
que aparentemente antagonizan la funcion de las proteinas RS. También existe
otro grupo de factores reguladores denominado “cis”, que son regiones especificas
localizadas en el pre-ARNm y que dependiendo de su localizacion (exon o intrén)
pueden promover o inhibir el splicing de un exén en cuestion (Ke & Chasin, 2011),

los factores trans se unen a los factores cis.
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A continuacion se describe la clasificacion de los 4 elementos cis existentes y

algunas funciones con las cuales se relacionan:

Potenciadores exénicos de splicing (ESE). Los ESE se encargan de la inclusion
de exones durante los diversos eventos de splicing constitutivo y alternativo, se
encuentran dentro de la secuencia del exén en cuestion y funcionan reclutando
miembros de la familia de proteinas SR, cuya funcién es en el reconocimiento de

ESE llevando a la activacion de sitios 3" adyacentes (sitios aceptores).

Silenciadores exénicos de splicing (ESS). Son secuencias reguladoras que se
encuentran en el exdon e interactuan con diversas proteinas para la suprimir
inclusion de un exén (por ejemplo las hnRNP); un ejemplo de este mecanismo
involucra a PTB (proteina de union a tracto de polipirimidina; hnRNP clase 1) que
puede bloquear esencialmente las interacciones entre las snRNP U1 y U2, cabe
mencionar que el papel de las hnRNP radica en la maduracion del pre-ARNm vy la
exclusion de las proteinas SR (Wang y cols, 2015). Los ESE también pueden

antagonizar la actividad negativa de las hnRNP reconociendo un ESS.

Potenciadores intréonicos de splicing (ISE). Como su nombre lo indica, la
funcion de los ISE consiste en potenciar la inclusion de un exén adyacente, estas
secuencias se ubican en los intrones. Los tripletes GGG son secuencias
caracterizadas para este tipo de reguladores y pueden potenciar el reconocimiento
de sitios adyacentes a los sitios 5 y 3  (sitios donadores y aceptores
respectivamente), las secuencias GGG se encuentran comunmente en los
intrones ricos en guanina y citosina y estan conservadas en humanos y otras
especies como el raton. Otra secuencia existente es el repetido CA, que en
muchos casos puede potenciar el splicing de los exones rio arriba, se ha descrito
que esto probablemente sea a través de la union de hnRNP L (perteneciente a la

familia de hnRNP, hnRNP se localiza en el nucleoplasma).
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Silenciadores intréonicos de splicing (ISS). Al contrario de los ISE, estos
elementos reguladores (que también se encuentran en los intrones) se encargan
de suprimir o inhibir la inclusion de exones adyacentes. Existen secuencias tejido
especificas que actuan como ISS, por ejemplo, la secuencia YACY (donde Y
puede ser citosina o uracilo) que es reconocida por la una proteina llamada
“proteina nova” la cual se expresa en neuronas y controla diversos eventos de
splicing especificos de cerebro, asimismo, existe el motivo UGCAUG que también

es reconocido por los factores especificos de cerebro y musculo fox-1 y fox 2.

En la Figura 15 se muestran algunos de los mecanismos de regulacion antes

descritos:

Proteinas
potenciadoras
del splicing

Complejo
U1 snRNP regulatorio

Punto de ESE
ramificacion ESE ESE ESS ESE

Sitio aceptor Sitio donador

Figura 15. Elementos regulatorios que intervienen en el proceso del SA. Los elementos
cis se encuentran ya sea en la secuencia del exon o del intrébn y son necesarios para el
reconocimiento y regulacion de la transcripcion de un exoén alternativo. El sitio donador vy la
BPS actuan como sitios de unién para los componentes de ARN de las snRNP U1 y U2
respectivamente. Algunos ESE unen proteinas SR, reclutan y estabilizan la union
componentes del spliceosoma como U2AF (factor auxiliar 2F que promueve la inclusion de un
exon en el extremo 3’). Los ESS unen componentes proteicos como hnRNP para suprimir el
uso de exones, finalmente, algunos ISE unen factores auxiliares que no son asociados
normalmente con el spliceosoma para regular el proceso de SA. (Tomado y modificado de
Wang & Cooper, 2007).
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3.10.3 Enfermedades causadas por cambios en el splicing alternativo.
Numerosos estudios han mostrado que diversas mutaciones promueven
alteraciones en los sitios de splicing, por ejemplo, se sabe que las mutaciones
sinénimas en regiones codificantes pueden influenciar la seleccion del sitio de
splicing, del mismo modo, se tiene evidencia de que las mutaciones intronicas e
inclusive los SNPs pueden alterar el uso de los exones durante el proceso de SA
(Tazi, Bakkour, & Stamm, 2009).

En la Tabla 7 se describen algunos ejemplos claros de enfermedades que se
relacionan con alteraciones en sitios reguladores de splicing; particularmente de

ESEy ESS:

Tabla 7. Mutaciones en enfermedades humanas y funcion de ESE y ESS.

Enfermedad Proteina (funcién afectada) Localizacién/tipo de Defecto en el
mutacion splicing
Tau (proteina asociada a Exoén 10/sentido erroneo  Inclusion del exén 10
FTDP-17 microtubulos; promueve el (constitutivo)
ensamblaje y estabilidad de los
microtubulos) Exon 10/delecion 3nt Exclusién del exén 10
Exon 10/silenciosa® Inclusion del exon 10
Atrofia muscular | SMN1: supervivencia de la neurona Exén 7/silenciosaP Exclusion del exon 7
espinal (SMA) motora-1
(biogénesis de snRNP)
Distrofia Distrofina (formacion de Exdn 27/sin sentido® Exclusion del exén 27
muscular de las fibras musculares)
Becker (BMD)

3 Se ha propuesto que la mutacién silenciosa L284L afecta un elemento adyacente de

ESS.

b Una mutacién silenciosa en el codon 280 dentro del exén 7 del gen SMN-1 resulta en la
exclusion del exon en cuestion.

€ La mutacion sin sentido en el exén 27 del gen de la distrofina esta localizado dentro de

un elemento rico en purina que funciona como un ESE dentro del contexto del pre-ARNm,

la presencia de la mutacion sin sentido abate la actividad potenciadora.

(Tomada y modificada de Blencowe, 2000 y Tazi, Bakkour, & Stamm, 2009).
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Las mutaciones antes descritas fueron corroboradas en modelos in vitro y

utilizando herramientas bioinformaticas.

3.11 Mecanismos implicados en el daio neurodegenerativo.
A continuacion se describen algunos de los mecanismos mas importantes de los
cuales se tiene conocimiento y estan relacionados con el proceso

neurodegenerativo de la proteina tau:

3.11.1 Hiperfosforilacion de la proteina tau. El término hiperfosforilacion puede
ser considerado como un incremento en el numero de sitios de fosforilacién en
una misma molécula de tau y/o un incremento del numero de moléculas de tau
fosforiladas en un sitio determinado (Martin, Latypova & Terro, 2011); tau
normalmente posee de 3 a 5 moles de grupos fosfato por mol de proteina y se ha
confirmado que esta relacibn aumenta drasticamente en una proteina alterada
llegando a tener hasta 10 moles de grupos fosfato (Alonso, 2009; Igbal y cols,
2009). La Figura 16 hace referencia a los diversos sitios de fosforilacion que han
sido detectados en la estructura de la proteina tau en pacientes con la EA, los

cuales se ven alterados durante la progresién de la enfermedad:
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Figura 16. Sitios de fosforilaciéon reportados dentro de la estructura de tau (en funcién
de la isoforma de 441 aa). Se muestran los multiples sitios que han sido detectados en
cerebros de pacientes con la EA (rojo), aquellos sitios encontrados en cerebros de personas
normales (verde) y aquellos presentes en ambos casos: en cerebros normales y con EA
(azul). Los sitios marcados en negro son presuntos sitios de fosforilacién que aun no han sido
demostrados mediante estudios in vitro o in vivo. (Tomado de Martin, Latypova & Terro, 2011).
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Los niveles de tau en cerebros de pacientes con EA son de 7 a 10 veces mayores
que los encontrados en un cerebro normal, sin embargo, los niveles de ARNm no
estdn aumentados en la EA en comparacion con un cerebro normal, esto sugiere
que el incremento en los niveles de proteina se debe a la agregaciéon de tau y su
resistencia a ser degradada (Alonso, 2009). Hasta la fecha no se conoce que otras
modificaciones postraduccionales estén implicadas en la patologia de tau, no
obstante, se ha corroborado en modelos in-vitro que algunas como la glicacion, la
truncacion y la nitracion promueven la agregacion de tau (Martin, Latypova &
Terro, 2011; Mandelkow & Mandelkow, 2012). El uso de anticuerpos monoclonales
y técnicas de espectrometria de masas han permitido elucidar la estructura de tau
y los diversos sitios modificables que posee (Pooler y cols, 2013) tal y como se

muestra en la Figura 17:
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Figura 17. Sitios modificados post-traduccionalmente que posee la proteina tau (en
funcion de la isoforma de 441 aa.). Una de las principales modificaciones postraduccionales
que adquiere la proteina asociada a microtubulos tau es la fosforilacion (en término del
numero de sitios involucrados), de los 85 posibles sitios detectados 45 corresponden a
residuos de serina, 35 a treonina y 5 para tirosina. En menor proporcion, esta proteina es
blanco de otras modificaciones como la glicosilacion, glicacion, prolil — isomerizacion,
truncacion, nitracion, poliaminacién, ubicuitinacion y oxidacion entre otras. (Tomado vy
modificado de Martin, Latypova & Terro, 2011).
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3.11.2 Resistencia a la degradacion. El sistema de ubicuitina-proteasoma (UPS)
y el sistema de autofagia-lisosoma son los principales mecanismos involucrados
en la degradacion de proteinas intracelulares, proteinas mutantes y proteinas mal
plegadas en las células eucariontes. Se sabe que ambos sistemas se encuentran
desregulados en la EA y que diversos eventos se llevan a cabo durante la
progresion de la enfermedad tal como se observa en la Figura 18; normalmente, la
proteina tau es degradada por UPS asi como las formas truncadas de tau son

depuradas por el sistema de autofagia.
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Figura 18. Mecanismos implicados en la degradaciéon de tau via UPS y autofagia.
Diversos eventos acontecen durante la progresion de la EA, en estadios tempranos de la
enfermedad tau es degradada via UPS e interacciona con proteinas de choque térmico que
favorecen este proceso, tau fosforilada a su vez puede ser ubicuitinada (proceso normal para
mantener la homeostasis celular) para su posterior degradacién; no obstante, se asume que
en estadios tardios de la enfermedad los aglomerados de tau no pueden ser degradados
debido que estos son inaccesibles a la entrada del proteasoma. (Tomado y modificado de Lee,
Lee & Rubinsztein, 2013).
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3.11.3 Desestabilizacion de los microtubulos. Este proceso involucra dos
eventos: la pérdida de funcion de la proteina en cuestion asi como una ganancia
de funcidén toxica, el mecanismo se presenta en la Figura 19. En diversos reportes
se concluye que posiblemente tau presenta dos cambios conformacionales
durante el proceso de neurodegeneracion: en uno tau es capaz de unir tau normal

y en el otro tau es capaz de autoensamblarse en filamentos (Alonso, 2009).
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Figura 19. Mecanismos implicados en la desestabilizacion de los microtubulos. En
primer lugar, se asume que tau adquiere una ganancia de funcion toxica debido a variaciones
dentro del gen MAPT con la posterior formacion de las NFTs, como consecuencia adicional,
tau regula inadecuadamente la dinamica de los microtubulos debido a un efecto de
dosis/pérdida de funcidén. Se propone que ambos mecanismos actuan en conjunto y que el
efecto final es la formacion de las NFTs y el secuestro de otras MAPs (particularmente MAP1
y MAP2) inhibiendo su ensamblaje y despolimerizando microtubulos adyacentes (Wang,
Grundke e Igbal, 2007; Igbal y cols, 2009), la disrupcion de otras funciones celulares incluidas
el crecimiento axonal, el transporte en vesiculas y organelos y finalmente la propagacion de
sefiales nerviosa a través de la red nerviosa formada por los microtubulos (Martin, Latypova &
Terro, 2011).
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3.11.4 Disfuncién energética. Recientemente ha sido demostrado que los altos
niveles de fosforilacion promueven otras alteraciones celulares y no solo un
impacto sobre la red de los microtubulos; una disfuncién de la respiracion
mitocondrial, un transporte axonal interrumpido, disfuncion post-sinaptica y una
sefalizacion celular comprometida son tan solo algunos eventos relacionados

(Porowska y cols, 2014).

La inhibicidn del transporte en los microtubulos disminuye el proceso de exocitosis
y afecta la distribuciéon mitocondrial provocando la ausencia de las mitocondrias en
las regiones periféricas de los axones y culminando en la disminucién del
metabolismo de la glucosa y de lipidos, también hay una perdida en la sintesis de
ATP y de la homeostasis del calcio, estos eventos se definen como “muerte

reversa” de los axones (Kolarova y cols, 2012).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Dada la alta incidencia de casos con EA y DFT a nivel mundial es de suma
importancia ampliar el conocimiento relacionado con los mecanismos involucrados
en ambos padecimientos. Hasta la fecha se tiene poca informacion acerca de
mutaciones del gen MAPT en pacientes con EA (ya que estos casos se han
asociado principalmente con mutaciones en genes como PSEN 1y 2, PPAy a
factores de riesgo como APOE); al contrario, en la DFT se han reportado
mutaciones que alteran el proceso de corte y empalme o splicing alternativo del
exon 10, asimismo, los exones 2 y 3 también se encuentran involucrados en este

proceso.

En ambos padecimientos es probable que se encuentren mutaciones que afecten
la funcién del gen MAPT, por lo que este estudio pretende abordar y analizar la

implicacion de los exones 2, 3y 10 de MAPT en la EAy la DFT.

5. HIPOTESIS.
Las mutaciones en los exones 2, 3 y 10 de MAPT alteraran los sitios de splicing

del gen en cuestion y se asociaran a la incidencia de la EA y la DFT.

6. OBJETIVO.
Identificar variantes genéticas en los exones 1, 2, 3, 8 y 10 del gen MAPT en

pacientes con probable EA y DFT.
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7. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.
La metodologia general se explica de forma resumida en el diagrama de la Figura

20, los procedimientos realizados se explican a detalle posteriormente.

Cuantificacién
de ADN

Anélisis
bioinformatico

Reaccién en cadena
de la polimerasa
(PCR)

Reacciénde

R Purificacién
secuenciacion

Figura 20. Diagrama general del proceso de las muestras que inicia desde la extraccion de
ADN hasta su secuenciacion y analisis bioinformatico.

7.1 Poblacion de estudio

Pacientes.

Se analizaron un total de 82 muestras, de las cuales 41 pertenecian al grupo de
pacientes con probable EA (24 mujeres y 17 hombres) con una edad promedio de
inicio de 65.6 anos (rango de 46 a 74 afos) y 41 casos de pacientes con probable
DFT (22 mujeres y 19 hombres) con una edad promedio de 65.6 afios (rango de

51 a 75 anos) bajo las siguientes caracteristicas:
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1. Criterios de inclusién
Individuos diagnosticados como casos probables de EA y casos de DFT
que cumplieron con los criterios clinicos establecidos en el DSM-IV y que

fueron evaluados por neurélogos y psiquiatras especializados.

2. Criterios de exclusion
Individuos que no cumplieron los criterios clinicos de cada una de las

enfermedades antes mencionadas y que no aceptaron participar.

Grupo control.
Se emplearon 25 controles mayores de 50 afios (14 mujeres y 11 hombres, con un
rango de edad de 56 a 74 anos y edad promedio de 63 afios bajo los siguientes

criterios:

1. Criterios de inclusién
Individuos sin antecedentes familiares de enfermedades neuroldgicas.
Individuos con padres y abuelos mexicanos o con al menos un abuelo

espafol.

2. Criterios de exclusion
Individuos con antecedentes familiares de enfermedades neuroldgicas.

Individuos con padres y/o abuelos extranjeros no espanoles.

Para el analisis, se incluyeron muestras del banco de ADN de pacientes con EA y
DFT, asi como las muestras que fueron captadas durante la realizacion del
proyecto a las cuales se les extrajo el ADN. A todos los pacientes se les tomo una
muestra de sangre periférica previo consentimiento informado y de acuerdo al

diagrama de la Figura 20 se inici6 el proceso de:

53



7.2 Extraccion de ADN genémico a partir de sangre periférica. Para la
extraccion de ADN de las muestras se utilizé el método modificado de Miller
(técnica de precipitacidn por sales, técnica modificada por el laboratorio; Miller,
Dykes & Polesky, 1988).

1. Se colocaron 3 mL de sangre periférica en tubos Falcon de 15 mL y se
adicionaron 3 volumenes de la Solucion de Lisis de Globulos Rojos (SLGR)
lisando asi los globulos rojos presentes, la SLGR contiene los siguientes
reactivos en un volumen final de 2L y un pH de 7.4 en las concentraciones
indicadas: EDTA 0.5mM, KHCO310mM y NH4Cl 0.15M.

2. Las muestras se homogeneizaron por inversion y se centrifugaron a 3000

rpm durante 6 minutos.

3. Se descarto el sobrenadante y se agregé 1mL de SLGR para resuspender
el botdn obtenido y traspasarlo a un microtubo de 1.5 mL, nuevamente se
agrego 1mL de SLGR, se homogeneizo el botdn obtenido y se centrifugd a
3000rpm durante 2 minutos, dicho procedimiento se repitid 3 veces hasta

observar que las muestras estuvieran libres de glébulos rojos.

4. El siguiente paso consisti6 en la lisis los glébulos blancos: a cada
microtubo de 1.5mL se agregd un volumen de 540 pL de una solucién de
NaCl 0.5 mM, 40 pL de SDS al 10% (para degradar la membrana celular) y
finalmente la precipitacion de las proteinas utilizando 200 yL de una
solucién saturada de NaCl, en cada paso se homogeneizd la mezcla
contenida en los microtubos y finalmente se centrifugaron a 11,500 rpm

durante 20 minutos y una temperatura de 4°C.

5. El sobrenadante obtenido se decanté en un nuevo microtubo de 1.5 mL y
se adicionaron 700 pyL de una mezcla 49:1 de cloroformo y alcohol

isoamilico lo cual permiti6 separar el ADN de otros compuestos
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remanentes como lipidos de membrana; la mezcla obtenida se
homogeneiz6 y se centrifugaron los tubos a 14000rpm durante 20 minutos

a 4°C obteniendo dos fases: una organica y una acuosa.

6. Se separo la fase acuosa con ayuda de una micropipeta y se traspaso a un
microtubo 1.5 mL, a continuacion se precipité el ADN agregando 700 uL de
etanol absoluto, se centrifugd a 14000rpm durante 15 minutos a 4°C, se
decant6 el sobrenadante y posteriormente el ADN se sometié a un lavado
con 700 pyL de etanol al 70% centrifugando nuevamente a 14000rpm

durante 15 minutos a 4°C.

7. Se decanté el sobrenadante y el boton de ADN fue secado en un
concentrador de vacio (Eppendorf Concentrator 5301) durante 45 minutos,
una vez seca la muestra se agregé un volumen de 250uL de agua estéril
para resuspender el ADN obtenido, las muestras se almacenaron a 4°C

hasta su uso.

7.3 Cuantificacion del ADN. Se determind la concentracién de cada muestra
utilizando un espectrometro de UV-visible (equipo NanoDrop 2000
Spectrophotometer) a las longitudes de onda de 280nm y 260nm para la
cuantificacion de proteinas y ADN respectivamente; se colocaron 2 uL de la
muestra en el paso 6ptico del equipo para obtener la concentracion expresada en
las unidades de ng/uL y el cociente de las longitudes mencionadas (A2s0/A2s0) €l

cual fue indicativo de la pureza del ADN obtenido.

El ADN de las muestras analizadas mostré6 en promedio una concentracion de
585.3 ng/uL con un rango de pureza de 1.80 a 1.95 de acuerdo a la relacién
Az60/A2s0.

Una vez realizado este analisis se prepararon diluciones de las muestras de ADN

a una concentracion final de 100 ng/uL, concentracion necesaria para llevar a
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cabo la técnica de PCR, las diluciones también fueron almacenadas a 4°C para su

posterior uso.

7.4 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Se estandariz6 la técnica de
PCR mediante gradientes de temperatura y concentracién de oligonucleétidos,
permitiendo asi la amplificacion de los exones 1, 2, 3, 8 y 10 del gen MAPT, en la
Tabla 8 se muestran las secuencias de cada uno de los oligonucleétidos

empleados:

Tabla 8. Secuencias de los oligonucleétidos utilizados para la amplificacion de los exones

de interés, se muestra la temperatura de alineamiento especifica para cada exon.

1 1F  CAACACTCCTCAGAACTTATC 1R CAGTGATCTGGGCCTGCTGTG 68.5
2 2F CAGCTCCACAGGACACTGCTC 2R GGAGTGAGCACATCTCTCAG 60.5
3 3F  GGGCTGCTTTCTGGCATATG 3R CCTCACTTCTGTCACAGGTC 61.4
8 8F GTGGGTGCCTGCCACGTGAA 8R CCCAGCGAAGTAGGCTCCCGA 61.0
10* 10F AGCAAGCAGGCGGGTCCA 10R ATTCAAGCCACAGCACGGC 68.4

*Para la amplificacion del exén 10 se requirio utilizar la técnica de PCR TouchDown

partiendo de la temperatura establecida en la Tabla 8.

En la Figura 21 se muestra la ubicacién aproximada de los oligonucledétidos empleados:

Sentido
1F 2F 3F 8F 10F
= —=> n =P = =
- 1 2 p———=8 9 10—
= U = = = =
} 1R 2R 3R 8R 10R
Antisentido

codon de inicio

Figura 21. Cada par de oligonucleétidos se disefié flanqueando los exones 1, 2, 3, 8 y 10 de
MAPT con el fin de asegurar la amplificacion de los mismos.
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Para efectuar la técnica de PCR se utilizd la mezcla KAPA2G Robust HotStart

PCR Kit que contenia los siguientes elementos:

e Laenzima ADN polimerasa KAPA2G Robust HotStart (5 U/uL).

e Desoxirribonucleétidos Trifosfatados (dNTPs) con una concentracion de
10mM para cada dNTP.

e Amortiguador para PCR KAPA2G Robust HotStart.

e MgClz, 1X, en una concentracion final de 1.5 mM.
Una vez establecidas las condiciones de amplificacion mediante gradientes de

temperatura y concentracion de oligonucleétidos se prepard la mezcla final de

reaccion que contenia los componentes descritos en la Tabla 9:

Tabla 9. Reactivos empleados para la amplificacion de los exones de interés.

Reactivo Concentracion  Volumen (pL)
Mezcla KAPA2G Robust HotStart - 12.5
ADN gendémico 100 ng/uL 2.0
Oligonucledtido sentido 10 uM 1.0
Oligonucledtido antisentido 10 uM 1.0
H2O c.b.p 25 pyL - 8.5

Posteriormente, se procedi6 a colocar las reacciones en el termociclador
GeneAmp System PCR 9700 de Applied Biosystems para realizar el proceso de
amplificacion utilizando el programa descrito en la Figura 22, este también se

estandarizo y establecio previamente:
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Figura 22. Programa utilizado para llevar a cabo la amplificaciéon de los exones 1, 2, 3 y
8 del gen MAPT mediante la técnica de PCR. Se inicia con una desnaturalizacion de 95°C
durante 3 minutos, seguido de 30 ciclos de tres temperaturas: una segunda desnaturalizacion
a 95°C, la etapa de alineamiento (Tm°C) de los oligonucleétidos y la etapa de elongacion del
templado a 72°C (las tres etapas se efectuan durante 15s), finalizando con una elongacién de
1 minuto a 72°C y almacenamiento a 4.0°C.

Como se menciond anteriormente, la amplificacién del exén 10 requirié el uso de
la técnica de PCR Touchdown. Esta técnica consisti6 en establecer una Tm
(melting temperature) 10°C por encima de la Tm comunmente utilizada y un
descenso gradual de la temperatura durante cada ciclo, el programa que se

establecio se muestra en la Figura 23:

_ 10 Ciclos 20 Ciclos

95.0 , 950 95.0
/ . 784 50; _

3:00 | 0:15 0:15 0:15

720 720
0:15 . 1:00 4.0

0:15 -

0:15

Figura 23. Programa utilizado para llevar a cabo la amplificaciéon del exén 10 del gen
MAPT mediante la técnica de PCR Touchdown. Se utilizaron dos etapas para efectuar la
amplificacién, se comienza con una desnaturalizacion inicial de 3 minutos a 95°C, seguido de
10 ciclos con una desnaturalizaciéon a 95°C durante 15 segundos, una temperatura de
alineamiento comenzando desde 78.4°C y disminuyendo 1°C (hasta llegar a 68.4°C) por ciclo
durante 15 segundos y una temperatura de elongacion a 72°C por 15 segundos, la segunda
etapa consistio en un bloque de 20 ciclos con las temperaturas de desnaturalizacion,
alineamiento y elongacion antes descritas (con una temperatura constante de alineamiento de
68.4°C) y finalizando con una elongacién de 1 minuto a 72°C.
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7.5 Resolucion de los productos de PCR. Los productos de la PCR se
analizaron mediante el corrimiento electroforético en geles de agarosa al 2%, los
geles se prepararon pesando 2 gramos de agarosa grado biologia molecular por
cada 100 mL de amortiguador de Sodio-Borato (SB) al 1%, al preparar el gel se
adicion6 1uL de bromuro de etidio (10mg/mL) por cada 100 mL de gel.

Electroforesis:

1. Se realizé6 la electroforesis de los productos previamente obtenidos
mezclando 2 uL del producto amplificado con 2 yL de colorante de carga
1X preparado a partir del stock al 6X, el cual contenia los siguientes
reactivos: Tris 10Mm, azul de bromofenol al 0.03%, xilencianol al 0.03%,
glicerol al 60% y EDTA 60Mm con un pH de 7.6.

2. Se utilizd 1uL del marcador de peso molecular O'Generuler™ 100bp DNA
ladder (Thermo Scientific) con un rango de 100 a 1000 pb para determinar

el tamano relativo de los productos obtenidos.

3. El corrimiento electroforético se realizé a 100V durante 30 minutos,
posteriormente, el gel se colocd sobre un transiluminador de luz ultravioleta
para visualizar las bandas del producto de PCR, finalmente se obtuvo una

imagen del gel empleando el fotodocumentador Gel Doc™ XR+ (BioRad).

7.6 Purificacion de los productos de PCR. La purificacion de las muestras se
realiz6 empleando el estuche comercial Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System, purificacion de ADN por columnas de la marca Promega para remover

posibles nucledtidos y oligonucledtidos no incorporados.

Se realizé el siguiente procedimiento de acuerdo a lo recomendado por el

proveedor:
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1. Unién del ADN. Al volumen del producto amplificado se adicioné un
volumen equivalente de la “solucion de unidon a membrana” (relacion v/v),
se homogeneiz6 la mezcla y se traspas6é a una columna de purificacion
colocada previamente sobre un tubo colector y se incubé 1 minuto a

temperatura ambiente.

Se centrifugdé a 16000 rcf durante 1 minuto y se descarté el sobrenadante

del tubo colector.

2. Lavado. El siguiente paso consistié en agregar 700 pL de la “solucion de
lavado de membrana” a la columna y se centrifugé a 16000 rcf durante 1

minuto, nuevamente se descarté el liquido remante del tubo colector.

Se repitié el paso anterior, pero esta vez agregando 500 pL de la “solucién
de lavado de membrana”, se centrifugd a 16000 rcf durante 5 minutos, se
descart6 el liquido remanente y nuevamente se centrifugé la columna para

eliminar el exceso de etanol.

3. Elucion. Finalmente, se coloco la columna de purificacion en un microtubo
de 1.5 mL, se agregd un volumen de 20 yL de agua libre de nucleasas, se
incubd durante 1 minuto a temperatura ambiente y se centrifugé a 16000

rcf por 1 minuto.
Los productos purificados de PCR nuevamente se visualizaron en geles de

agarosa preparados al 2% con el fin de corroborar que no se perdieron durante el

proceso de purificacion.
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7.7 Reaccion de secuenciacion. Esta basada en la técnica modificada de
Sanger, para llevar a cabo este procedimiento se utilizdé el estuche comercial de
secuenciacion BigDye Terminator V3.1 Cycle Sequencing, los reactivos

empleados se describen en la Tabla 10:

Tabla 10. Reactivos empleados para llevar a cabo la reaccion

de secuenciacion de los exones de interés.

Reactivo Concentracion Volumen (pL)
BigDye Terminator V3.1 Cycle - 1.0
Sequencing
Amortiguador 5.0 X 4.0
Purificado de PCR - 2.0
Oligonucleostido* 10uM 1.0
H20 cpb 20 yL - 12.0

*Se realiz6 la secuenciacion de una cadena empleado el oligonucleétido sentido o antisentido; al
encontrar alguna variacién en las muestras analizadas estas se volvieron a secuenciar utilizando el

oligonucleotido complementario para asi confirmar el resultado obtenido.

La reaccion de secuenciacion se realizd en el termociclador GeneAmp System

PCR 9700 de Applied Biosystems utilizando el programa de la Figura 24:

; 25 Ciclos ;
' 950 !
/ 96.0 : 600 ' 72 0
0:30 , 0:30 \ 500 .
| 4:00 + 1:00 \ 4.0
! 0:10 : :

Figura 24. Programa utilizado para llevar a cabo la reaccién de secuenciacion de los
exones 1, 2, 3, 8 y 10 del gen MAPT. El programa mostrado es similar a los utilizados
anteriormente para la técnica de PCR, sin embargo en este caso tan solo se emplean 25

ciclos.
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7.8 Purificacion de los productos de secuenciacion. Los productos obtenidos
se purificaron utilizando columnas Centri-Sep (Princeton Separations), las
columnas se prepararon previamente adicionando 800 pL de agua estéril y se

dejaron hidratar durante 30 minutos almacenadas a 4°C.

El procedimiento de purificacion consistié en lo siguiente:

1. Se colocd una columna hidratada sobre un tubo colector y se centrifug6 a
3000 rpm durante 90 segundos para la remocion del agua, el sobrenadante

se descarto y la columna se coloco en un microtubo de 1.5 mL.

2. El producto obtenido de la reaccion de secuencia se transfirid a la columna

y se centrifugé a 3000 rpm durante 2 minutos.

3. La muestra se colocé en el concentrador de vacio (Eppendorf Concentrator

5301) hasta que estuviera totalmente seca.

7.9 Secuenciaciéon automatizada. El producto seco se resuspendié con 14uL de
formamida ultra pura y se colocé en una placa de 96 pozos, las muestras se
desnaturalizaron a 94°C durante 5 minutos y finalmente fueron analizadas en el
secuenciador automatizado ABI PRISM 3130.

7.10 Analisis de las secuencias. Se utilizo el programa Sequencher™ 5.1 Gene
Codes Corporation para analizar los electroferogramas obtenidos, se consultaron
las bases de datos de NCBI, Ensemble y el programa bioinformatico Human
Splicing Finder (HSF).
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8. RESULTADOS.

Los objetivos de este trabajo consistieron en el analisis de los exones 2, 3y 10 del
gen MAPT, sin embargo, la nomenclatura del gen anteriormente incluia al exén 1,
debido a que dicho exdn no es traducible actualmente se nombra exén -1 (como
se muestra en la Figura 8), este cambio tiene como consecuencia un corrimiento
en el numero de los exones con la finalidad de incluir solamente los exones
codificantes. De acuerdo a esta observacién, en un inicio realmente se analizaron
los exones 1, 2y 8 y con el fin de cumplir con los objetivos establecidos se corrigid

el analisis incluyendo los exones 3y 10.

8.1 Analisis de los productos de PCR.

En la Figura 25 se muestra el corrimiento electroforético de los productos
esperados para los exones 1, 2, 3, 8 y 10 del gen MAPT amplificados por la
técnica de PCR:

1000pb — !
500pb — Apvammed
400pb —— w— ————
300ph —— — e DS Ee) W—— -——
e —

200pb —— m—— / / — — T —

297pb 297pb

100pb —— W 229pb s = /7 -

163pb 194pb

Figura 25. Resolucién de los productos de PCR en un gel de agarosa al 2% tefiido con
bromuro de etidio (10mg/mL). Se emplea el marcador de peso molecular Generuler™ 100bp
DNA ladder (con un rango de 100 a 1000 pb) en los carriles 1 y 12, los carriles 2 y 3
corresponden al exén 1 (229 pb), los carriles 4 y 5 al exén 2 (297 pb), el exén 3 en los carriles
6y 7 (297 pb), los carriles 8 y 9 corresponden al exén 8 (163pb) y los productos amplificados
del ex6n 10 se muestran en los carriles 10y 11 (194pb).
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8.2 Variaciones encontradas.

En la muestra estudiada no se encontraron mutaciones en los exones analizados,
sin embargo, se detectaron 4 polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP): uno en la
region 5-UTR (13 pb rio arriba del exén 1), dos en la regiones intrénicas de los
exones 2 y 3 (18 pb rio abajo del exén 2 y 9 pb rio abajo del exén 3) y una
mutacién sinénima en la parte codificante del exén 8, los electroferogramas
parciales de cada una de las variaciones descritas se muestran en las Figuras 26,
27,28y 29:

A) B)

Ty T € A C P el ol 06 BN TR B ol B
T|T C A C R A RE (LITT L AL

AN AYAVAVAVAYAYA /W\/mm

Figura 26. Electroferogramas parciales de la region 5°UTR. A) Secuencia antisentido de

A A A G
A A AR G

referencia (alelo silvestre T) y B) Secuencia parcial antisentido, cambio de T = C, (el cambio

en la cadena sentido es A = G).

A) B) C)
c Acls c

G A G
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Figura 27. Electroferogramas parciales del intrén 2-3. A) Secuencia parcial de referencia
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(alelo silvestre C), B) Secuencia parcial sentido (cambio de C =& T) y C) Secuencia parcial

antisentido con la cual se confirma el cambio encontrado (cambio de G —» A).
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Figura 28. Electroferogramas parciales del intron 3-4. A) Secuencia parcial de referencia
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(alelo silvestre A), B) Secuencia parcial sentido (cambio de A =& G), (el cambio en la cadena

antisentido es T + C).
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Figura 29. Electroferogramas parciales del exén 8. A) Secuencia parcial de referencia
(alelo silvestre T), B) Secuencia parcial sentido (cambio de T = C) y C) Secuencia parcial

antisentido con la cual se confirma el cambio encontrado (cambio de A = G).

Los SNP identificados ya han sido reportados en la base de datos de los 1000
Genomas y HapMap en diferentes poblaciones incluyendo la México-Americana,
no obstante, estos cambios también se buscaron en un grupo control de 25
individuos sanos con edades por encima de 50 afios (C). La Tabla 11 muestra el
nuamero de pacientes y controles en los que se detecté cada uno de los cambios

antes descritos:
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Tabla 11. Cambios encontrados en pacientes con EA, DFT y el grupo C.

Sustitucion EA

Localizacion

n=41
5'UTR rs17650901 A—>G 10 10 6
Intrén 2 - 3 rs75242405 C—»T 10 10 6
Intrén 3 - 4 rs1800547 A—>G 10 8 6
Exén 8 rs62063845 ACT-ACC 10 9 6

En las Tablas 12, 13, 14 y 15 se presentan las frecuencias genotipicas de los

SNPs en la muestra analizada:

Tabla 12. Frecuencias genotipicas del SNP rs17650901 (A= G)

Tabla 13. Frecuencias genotipicas del SNP rs75242405 (C = T)

| Genotipo EA (%) DFT (%) CTAs (%)

Tabla 14. Frecuencias genotipicas del SNP rs1800547 (A G)

Genotipo EA (%) DFT (%) C (%)
A/A 75.60 75.60 76.0
AIG 24.40 24.40 24.0
G/IG 0 0 0

c/iC 75.60 75.60 76.0
CIT 24 .40 22.0 24.0
TIT 0 2.40 0

Genotipo EA (%) DFT (%) CTAs (%)
A/IA 75.60 80.0 76.0
AIG 24.40 17.50 24.0
G/IG 0 2.50 0

Tabla 15. Frecuencias genotipicas del SNP rs62063845 (T -+ C)

Genotipo EA (%) DFT (%) CTAs (%) ‘
TIT 75.60 78.0 76.0
TIC 24.40 19.50 24.0
ciC 0 2.50 0
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Los SNPs identificados también se encuentran reportados en las bases de datos
de Ensembl Genome Browser y NCBI (dbSNP, Short Genetic Variations), sin
embargo, no hay informacién relacionada que indique si estos cambios tengan

relacion con la EA o la DFT.

Para comprobar si existian diferencias significativas entre los grupos, se empled el
programa GraphPad Prism 5 aplicando la prueba chi cuadrada (x?), en cada caso
se compararon los genotipos de cada grupo de pacientes, comparando con el
grupo control y entre grupos (EA vs. DFT) como se muestra en la Tabla 16:

Tabla 16. Valores obtenidos de acuerdo al analisis estadistico (p<0.05).

SNP Cambio EAvsC DFTvsC EA vs DFT
rs17650901 A—>G 1.0000 1.0000 1.0000
rs75242405 C—>»T 1.0000 0.7266 0.5908
rs1800547 A—>G 1.0000 0.6933 0.5687
rs62063845 T—>C 1.0000 0.6819 0.5385

Se sabe que la mayoria de las mutaciones descritas en MAPT tienen como
consecuencia alteraciones en el proceso de splicing alternativo (SA), por lo que se
evalué la participacion de los SNPs rs17650901, rs75242405, rs1800547
(ubicados en regiones no traducibles) y el SNP rs62063845 en los mecanismos

implicados en el splicing de los exones 1, 2, 3 y 8 respectivamente.

Existen diversas herramientas bioinformaticas que pueden servir para evaluar
alteraciones en el SA, en este caso se inicido utilizando la herramienta
bioinformatica Splice view for splicing signals prediction con el fin de localizar las
secuencias consenso de splicing aledafias a dichos exones. Splice view esta
basado en el hecho de que la alta frecuencia de nucleétidos en posiciones
definidas dentro de una regidn refleja una importancia funcional para preservar
dichos nucledtidos en esas posiciones; Splice View reconoce secuencias de 9pb
para predecir los posibles sitios donadores (con una precision del 95%) y de 20pb

para los sitios aceptores (con una precision del 93%).
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En la Figura 30 se muestran los resultados obtenidos, donde se resaltan en
negritas las secuencias consenso (AG, GT) de los sitios aceptores y donadores

asi como las regiones exodnicas e intronicas que flanquean dichos sitios:

Figura 30. Sitios consenso detectados mediante el programa Splice View.

Exén Posicion Aceptor Posicion Donador
1 Intrén - EXOR TTTCCCCAG - GTGA Exon - Intron AAG - GTTAGT
2 Intrén - [EXOR GTGTTCCAG - BATE Exon - Intron AAG - GTGGGC
3 Intrén - [EXOR GGTTTCTAG - BIGH Exon - Intron CAG - GTGAGG
8 Intrén - [EXOR CTCTTTAAG - CGAE Exon - Intron GAG - GTACTC

Asimismo, se muestra la localizacidon de estas secuencias en cada exon, en color

azul marino se marca la base en la que se encontré cada SNP:

Sitios consenso detectados para el exén 1.
5-CCTCTCCTCTTCTTTCCCCAGEBIEAACTTGAAACCAGGATGGCTGAGCCCGCCA
GGAGTTCGAAGTGATACACGGACGCTGGCCTGAAAGGTTAGTGGACAGCCATGCAC
AGCAGGC -3

Sitios consenso detectados para el exén 2.
5-TCACTGTATGTGTTCCAGAARETCCCCTGCAGACCCCCACTGAGGACGGATCTGA
GGAACCGGGCTCTGAAACCTCTGATGCTAAGAGCACTCCAACAGCGGAAGGTGGGC
CCCCCTTCAGA@GCCCC -3’

Sitios consenso detectados para el exén 3.

5- CTCGGTGGTTTCTAGEIGIGACAGCACCCTTAGTGGATGAGGGAGCTCCCGGC
AAGCAGGCTGCCGCGCAGCCCCACACGGAGATCCCAGAAGGAACCACAGGTGAGG
GTRAAGCCCCAGAGACC - 3’

Sitios consenso detectados para el exon 8.
5 - AGGCTTTCGTGGATTTTTCTCTTTAAGEBBABIAAGCAAGTCCAGAGAAGACCACC
CCCTGCAGGGCCCAGATCTGAGAGAGGTACTCGGGAGCCTACTTCGCTGGG -3
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El analisis prosiguié con la busqueda de alteraciones en los elementos cis que
estuvieran ya sea cerca o dentro de los exones analizados y si los SNPs
encontrados tenian un papel importante en el SA de la proteina tau. Se empleé el
programa Human Splicing Finder (HSF) que es una herramienta bioinformatica
creada con la finalidad de identificar las secuencias consenso de los sitios
aceptores y donadores, otros motivos de splicing (relacionados con las senales
reguladoras) en cualquier secuencia humana y para predecir los efectos de una

mutacion dentro de estos motivos.

Los algoritmos de prediccion de HSF se basan en la evaluacion de cambios en la
secuencia de ADN debidos a mutaciones exodnicas e intronicas previamente
reportadas o que se sabe afectan el proceso de splicing en determinadas
enfermedades humanas, ademas, HSF se encuentra vinculado a la base de datos
de transcritos de ENSEMBL.

La matriz HSF (que es la representacién grafica del algoritmo de prediccion HSF)
tiene un rango de 0 a 100, donde los sitios candidatos que son considerados con
“‘mayor fuerza” a ser sitios de splicing estan localizados en un area de color de
amarillo (sitios con valores por encima de 80), por otro lado, los sitios de splicing
encontrados en el area de color verde claro (sitios entre los valores de 70 y 80) se
consideran como sitios potenciales o probables de splicing, pero no son tan

“fuertes” como los localizados en la zona de amairillo.

Asimismo, en la matriz HSF se tienen las siguientes representaciones: cuadrados
azul claro que indican los sitios aceptores, circulos morados que indican los sitios
donadores y los sitios de splicing silvestres se encuentran marcados en color

blanco.
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En la Figura 31 se muestra el analisis efectuado con el programa HSF, donde se
marca en color azul la region que abarca el exdén 1, se muestran los sitios
aceptores y donadores de splicing (tanto los silvestres como otros sitios posibles)
y en azul claro se denota la localizacion del SNP rs17650901 (cambio a—» g), el
cambio se encuentra dentro de la secuencia de un sitio potencial aceptor de

splicing.
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I sitio potencial aceptor de splicing [ Sitio silvestre aceptor de splicing O Sitio aceptor potencial - Exon 1
Patron: tccccaggtgaact

@ Sitio potencial donador de splicing O Sitio silvestre donador de splicing Cambio: tecccaggtgaget

Figura 31. Ubicacion de los sitios de splicing de la region 5'UTR.

Posteriormente se efectué el analisis “mutacion” con el programa HSF, a
continuacion se muestran las secuencias analizadas, donde se marca en letras
mayusculas la region codificante del exdn 1, en minusculas las regiones intronicas,
en color verde se marca el alelo silvestre (a) y en rojo el alelo mutado (g), este

cambio recae en la regién 5’'UTR, como se muestra a continuacion:

Secuencia de referencia

5’ caacactcct cagaacttat cctctectct tctttceccca ggtgaacttt gaaccaggAT
GGCTGAGCC CGCCAGGAGT TCGAAGTGAT GGAAGATCAC GCTGGGACGT ACGGGTTGGG
GGACAGGAAA GATCAGGGGG GCTACACCAT GCACCAAGAC CAAGAGGGTG ACACGGACGC
TGGCCTGAAA  Ggttagtgga cagccatgca cagcaggccec agatcactg 3’
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Secuencia mutada

5’ caacactcct cagaacttat cctctectct tctttcccca ggtgaécttt gaaccaggAT
GGCTGAGCC CGCCAGGAGT TCGAAGTGAT GGAAGATCAC GCTGGGACGT ACGGGTTGGG
GGACAGGAAA GATCAGGGGG GCTACACCAT GCACCAAGAC CAAGAGGGTG ACACGGACGC
TGGCCTGAAA Ggttagtgga cagccatgca cagcaggccc agatcactg 3’

En la Tabla 17 se presenta el efecto predicho de este cambio de acuerdo al
programa HSF, mientras que en la Tabla 18 se muestran los parametros obtenidos

de acuerdo a este analisis:

Tabla 17. Posible efecto del SNP rs17650901 sobre el splicing constitutivo
del exdn 1 de MAPT.

Senal predicha Algoritmo de Interpretacion
predicciéon
Nuevo sitio Matriz HSF Activacion de un sitio aceptor criptico
aceptor intrénico, alteracion potencial del splicing

Tabla 18. Resultados obtenidos de la prediccién de acuerdo al programa HSF.

Sitio de Motivo Nuevo sitio WT Mutante %Variaciéon Variacién en
splicing la longitud
del exén
Aceptor tccccaggtgaact tccccaggtgagcet 42.51 71.46 Nuevo sitio +12
+68.1

El mismo analisis se realizé para el SNP rs75242405 (cambio ¢ = t), en la Figura
32 se muestran los sitios de splicing aledafios al exon 2, en este caso el cambio

también se ubica dentro de un sitio potencial aceptor de splicing:
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Figura 32. Ubicacion de los sitios de splicing del intron 2-3.

A continuacion se presentan las secuencias analizadas, se marca en letras
mayusculas la regidn codificante del exén 2, en minusculas las regiones intrénicas,
en color verde el nuclettido en el que se encontr6 el cambio (c como alelo

silvestre) y en color rojo el cambio encontrado (t como alelo mutado):

Secuencia de referencia

5’ cagctccaca  ggacactgct ccccagttcc tcctgagaac aaaagggggc gctggggaga
ggccaccgtt ctgagggctc actgtatgtg ttccagAATC TCCCCTGCAG ACCCCCACTG
AGGACGGATC TGAGGAACCG GGCTCTGAAA CCTCTGATGC TAAGAGCACT CCAACAGCGG
AAGgtgggcc ccccttcaga cgccccctec atgcctccag cctgtgctta geegtgcettt
gagcctccct cctggctgca tctgctgctc cccctggcetg agagatgtgc tcactcc 3’

Secuencia mutada

5’ cagctccaca  ggacactgct ccccagttec tcctgagaac Qaaagggesec gctggggaga
ggccaccgtt ctgagggctc actgtatgtg ttccagAATC TCCCCTGCAG ACCCCCACTG
AGGACGGATC TGAGGAACCG GGCTCTGAAA CCTCTGATGC TAAGAGCACT CCAACAGCGG
AAGgtgggcc ccccttcaga Egccccctcc atgcctccag cctgtgctta gcegtgcettt
gagcctcect cctggetgcea tctgetgcte ccecctggetg agagatgtgc tcactcc 3’

En la Tabla 19 se presenta el posible efecto de este cambio de acuerdo al

programa HSF:
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Tabla 19. Posible efecto del SNP rs75242405 sobre el splicing alternativo del exén 2 de

MAPT.
Senal predicha Algoritmos de Interpretacion
prediccion
Nuevo sitio ESE 1- Secuencias ESR de Goren y cols. Creacion de un sitio ESE
2- Hexameros RESCUE ESE intrénico, alteracion potencial
3- EIEs de Zhang y cols. del splicing.

La Figura 33 muestra la ubicacion del SNP rs1800547 (cambio a = g), dicho
cambio se ubica cerca del exén 3 que se marca en amarillo, el cambio recae sobre

la secuencia de un sitio potencial donador de splicing:

=1
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- . . Patron: AGGgtaagc
@ Sitio potencial donador de splicing O Sitio silvestre donador de splicing Cambio: AGGgtgage

Figura 33. Ubicacion de los sitios de splicing del intron 2-3.

Nuevamente se muestran las secuencias analizadas, se marca en letras
mayusculas la regién codificante del exén 3, en minusculas las regiones intronicas,
en color verde el nucledtido en el que se encontro el cambio (a como alelo

silvestre) y en color rojo el cambio encontrado (g como alelo mutado):
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Secuencia de referencia

5’ gggctgcttt ctggcatatg
cgcaagaagc Qaaggtgagg
cggtggtttc tagATGTGAC
GCCGCGCAGC CCCACACGGA
cccccaggea gtcaaggccc

Secuencia mutada

5’ gggctgcttt ctggcatatg
cgcaagaagc aaaggtgagg
cggtggtttc tagATGTGAC
GCCGCGCAGC CCCACACGGA
cccccaggea gtcaaggccc

gctgatcecc

ggctgggtat
AGCACCCTTA

GATCCCAGAA
tgctgggtgc

gctgatcecc

ggctgggtat
AGCACCCTTA

GATCCCAGAA
tgctgggtec

tcctcactec
ggctegtect
GTGGATGAGG
GGAACCACAG
cccagctgac

tcctcactec
ggctcgtect
GTGGATGAGG
GGAACCACAG
cccagctgac

tcctecctge
ggccectcta
GAGCTCCCGG
gtgagggtaa
ctgtgacaga

tccteectge
ggcccctcta
GAGCTCCCGG
gtgagggtlia
ctgtgacaga

attgctcctg

aggtggatct
CAAGCAGGCT

gccccagaga
agtgagg 3’

attgctcctg

aggtggatct
CAAGCAGGCT

gccccagaga
agtgagg 3’

El programa HSF no predice alteracion sobre los sitios de splicing cercanos al

exon 3 de MAPT.

Finalmente, se analiz6é el cambio sinénimo para treonina (ACT/ACC) ubicado en el

exon 8, en la Figura 34 se muestran los sitios de splicing de dicho exodn:
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@ Sitio potencial donador de splicing

Figura 34. Ubicacion de los sitios de splicing del exén 8.
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O Sitio silvestre donador de splicing

./ Sitio aceptor potencial - Exén 8
" Patron: cgactaagcaagTC

Cambio: cgaccaagcaagTC
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Secuencia de referencia

5" ggtgcectgee acgtgaagga ctcattaagg ccctgtttaa gcctgatgat aataaggctt
tcgtggattt ttctctttaa gCGACTAAGC AAGTCCAGAG AAGACCACCC CCTGCAGGGC
CCAGATCTGA GAGAGgtact cgggagccta cttcgctggg 3’

Secuencia mutada

5" ggtgcctgee  acgtgaagga  ctcattaagg ccctgtttaa gcctgatgat aataaggctt
tcgtggattt ttctctttaa gCGACAAGC AAGTCCAGAG AAGACCACCC CCTGCAGGGC
CCAGATCTGA GAGAGgtact cgggagccta cttcgetggg 3’

Para este cambio, el programa HSF tampoco predice alguna alteracion sobre los

sitios de splicing del exén 8 de MAPT.
Cabe mencionar que no se encontraron polimorfismos o mutaciones en el exén 10
que es considerado el exén en el cual se han reportado el mayor numero de

mutaciones patogeénicas.

En la Tabla 20 se resume la informacion obtenida de acuerdo al programa HSF:

Tabla 20. Caracteristicas de las variaciones encontradas.

SNP Ubicacion Cambio Consecuencia
rs17650901 5°'UTR A—>G Posible alteracion del splicing
rs75242405 Intrén 2-3 C*»T Posible alteracion del splicing
rs1800547 Intrén 3-4 A>G Sin consecuencias
rs62063845 Exén 8 ACT- ACC Cambio sinénimo

9. DISCUSION.

Una vez amplificadas las regiones de interés por medio de la técnica de PCR
(figura 25) se procedid a efectuar la secuenciacion de las muestras de pacientes
con EA, DFT vy el grupo control (C). En las figuras 26, 27, 28 y 29 se presentan los
electroferogramas parciales de los exones 1, 2, 3 y 8 respectivamente, cada exon

tiene un cambio distinto.
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Posteriormente, la Tabla 11 muestra la informacion global obtenida: la localizaciéon
de cada cambio en el gen MAPT y el numero de referencia de cada SNP (estos
cambios se consideran SNP debido a que se presentaron en mas del 1% de la
poblacién de estudio), también se muestra el numero de pacientes con EA, DFT y
del grupo control con cada SNP -cada SNP se encontrd previamente reportado en
la base de datos de NCBI / ENSEMBL-.

Por otra parte, en las tablas 12, 13, 14 y 15 se presentan las frecuencias
genotipicas de los SNP rs17650901, rs75242405, rs1800547 y rs62063845 para
las tres poblaciones de estudio, como se puede observar, las frecuencias del
grupo control y del grupo de pacientes son muy similares a excepcion de los que
siguientes SNP que se encuentran en estado homocigoto en un mismo paciente
con DFT: rs75242405 (T/T), rs62063845 (C/C) y el SNP rs1800547 (G/G). La
frecuencia observada de cada uno de los 4 SNP es similar a la reportada en los
proyectos de los 1000 genomas y HapMap para las poblaciones Americana vy

Europea.

Se realiz6 un analisis estadistico para determinar la existencia de diferencias
significativas entre los grupos, como se mencion6 anteriormente, se empled el
programa GraphPad Prism 5, los resultados obtenidos no muestran diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos de estudio. Pese a este resultado,
se decidio evaluar el posible papel de cada SNP sobre el proceso de splicing de
MAPT.

Para dicha evaluaciéon se utilizd el programa Splice view, en la Figura 30 se
muestran los sitios consenso que se obtuvieron: las secuencias AG y GT se
encuentran marcadas en negritas y con diferentes colores se marcan los exones e
intrones que flanquean a estas; para los sitios aceptores se marca en color
amarrillo la secuencia intronica y en color morado la exonica, para los sitios
donadores se marca en color verde la secuencia exonica y en color azul claro la

intrénica, la localizacion de cada SNP se marca en color azul marino. Los sitios
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predichos se encuentran dentro de la region de los productos de PCR amplificados

y concuerdan con lo que se describe en la literatura (revisar Figura 13).

Los resultados desplegados por el programa demuestran que los SNPs
encontrados no recaen sobre las secuencias consenso de splicing (AG para el
sitio aceptor y GT para el sitio donador), no obstante, en la literatura se ha descrito
que el analisis de las consecuencias potenciales de una mutacion que pueda
impactar el proceso de splicing debe incluir la posible alteracién de otros factores
relacionados, entre ellos los factores cis antes descritos y no solo evaluar el papel

de los sitios donadores y aceptores.

Existen otros factores que también suelen ser evaluados, sin embargo estos son
mas dificiles de determinar, por ejemplo, factores relacionados con la transcripcion
del ARN mensajero: estructuras secundarias del ARNm, la ARN polimerasa I,
sefales extracelulares y el mecanismo de degradacion del ARN mensajero

mediada por mutaciones terminadoras (nonsense-mediated decay o NMD).

De este modo, se evaluaron los cuatro SNPs utilizando el programa HSF; en la
Figura 31 se muestran los sitios aceptores y donadores de splicing que flanquean
al exén 1, la localizacion del cambio encontrado se muestra en un circulo azul
claro. HSF establece que la secuencia consenso que esta incluida en el sitio
potencial aceptor de splicing es tccccaggtgaact, por lo que la secuencia con el

cambio corresponde a la siguiente: tccccaggtgagct (cambio de a Q).

Seguido de la Figura 31 se muestran las secuencias empleadas para determinar el
impacto de cada SNP (HSF permite analizar los transcritos de los exones que se
encuentran en la base de datos de ENSEMBL o analizar secuencias establecidas

como fue en este caso).

En la Tabla 17 se presenta el impacto del SNP rs17650901 sobre el splicing

constitutivo del exén 1 del gen MAPT, prediciendo la generacion de un nuevo sitio
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aceptor de splicing, particularmente, la activacion de un sitio aceptor criptico
intrénico, es decir un sitio aceptor que no se encontraba antes y que puede ser
utilizado como tal. El programa HSF incluye algoritmos de prediccién para diversos
tipos de senales o sitios de splicing, entre ellos HSF (que fue el utilizado en este
caso), MaxEntScan, ESE Finder, Hexameros RESCUE ESE, etc.

El algoritmo HSF se utiliza para analizar sitios aceptores y donadores de splicing y
tiene las siguientes consideraciones: en primer lugar, los valores consenso van de
0 a 100 (al igual que en la representacion grafica), el valor umbral que se toma en
consideracion para los analisis efectuados esta definido a 65, por lo que cada
sefial o secuencia con un valor por encima del umbral se considera como un sitio
aceptor o donador. En segundo lugar, la presencia de una mutacion en un sitio de
splicing condiciona lo siguiente: si el valor asignado a la secuencia o motivo del
genotipo silvestre (wild type, WT) esta sobre el umbral y el valor asignado de
variacion (entre los genotipos WT y mutante, este valor es desplegado por el
programa,) esta por debajo de -10% se considera que la mutacién rompe o altera
el sitio de splicing y al contrario, si el valor de la secuencia del genotipo WT esta
por debajo del umbral y el valor de variacién esta sobre 10% se considera que la

mutacion crea un nuevo sitio de splicing.

En la Tabla 18 se presentan nuevamente los motivos que predice el programa, en
este caso el cambio recae sobre un posible sitio aceptor de splicing, asimismo, se
muestran los valores asignados para cada motivo: teniendo un valor de 42.51 y
71.46 para el motivo WT y mutante respectivamente, el porcentaje de variacion
corresponde a un valor de 68.1%, por lo que de acuerdo a las consideraciones del
algoritmo HSF se crea un nuevo sitio aceptor de splicing. La consecuencia
potencial de este evento se traduce en el hecho de que el exdn 1 que es el primer
exoén codificante podria variar su longitud en 12 nucledtidos (+12) si este sitio
criptico fuera reconocido por el spliccosoma teniendo asi una alteracién en el

marco de lectura del mismo.
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Se conocen algunas enfermedades que son consecuencia de mutaciones que
provocan la alteracion de sitios de splicing y la activacion de sitios cripticos, por
ejemplo, el sindrome de progeria de Hutchinson-Gilford (HGPS) que es un
desorden fenotipicamente caracterizado por eventos prematuros de
envejecimiento, retardo en el crecimiento postnatal, arteroesclerosis prematura y

osteosdisplasia.

Las mutaciones que causan HGPS se han identificado en el gen de la lamina
nuclear A (LMNA); cerca de 14 mutaciones han sido reportadas, de las cuales 3 se
relacionan con alteraciones en el splicing de la lamina A (que es una proteina
involucrada en la estabilidad de la membrana nuclear) teniendo como
consecuencia la produccion de proteinas truncadas (p.G608G, p.T623S y IVS11
+1G>A), muchos de los casos de HGPS también son provocados por una
mutacion puntual de novo en el exén 11 de LMNA: ¢.1824C>T, la mutacion se da
en un probable ESE, como resultado, un sitio criptico de splicing es activado en
transcritos generados de un alelo mutado, el uso del sitio criptico lleva a la
produccién de una proteina de lamina A truncada faltando al menos 150pb en el
exon 11, la proteina truncada es llamada “progerina” y actua como dominante para

generar el fenotipo de pacientes con HGPS.

Por otro lado, en la Figura 32 se muestran los sitios aceptores y donadores
cercanos al exon 2; el SNP rs75242405 recae sobre un sitio aceptor potencial de
splicing (encerrado en un circulo verde), la secuencia que conforma este motivo
corresponde a la siguiente: gccccceccttcagAC y la secuencia mutada a
gcccccccttcagAT, el andlisis de mutacion predice la generacion de un nuevo sitio

ESE cdmo se presenta en la Tabla 19.

Para el analisis de los sitios ESE o ESS se deben tener al menos dos algoritmos
de prediccion distintos o sobrelapados con el mismo resultado, de este modo se
puede considerar que un cambio dentro de una secuencia ESS o ESE es

relevante. La Tabla 19 muestra los 3 algoritmos de prediccion empleados que
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establecen la creacion de un sitio ESE intronico: los hexameros RESCUE ESE
(consideran que si el motivo de un genotipo WT esta presente en la base de datos
de este algoritmo y el del genotipo mutante esta ausente se asume que este
cambio altera algun sitio ESE) y las secuencias ESR de Goren y cols. y EIEs de
Zhang y cols., que al igual que RESCUE ESE se definen por las mismas
consideraciones incluido lo siguiente: si el motivo del genotipo WT esta ausente en
la base de datos y el genotipo mutante esta presente se asume que la mutacién

crea un nuevo sitio ESS.

El programa no proporciona mas informacion al respecto, sin embargo se podria
inferir que este sitio puede llegar a ser reconocido por proteinas de la familia SR
activando nuevos sitios 3" que pueden actuar como sitios aceptores y por lo tanto

afectar la longitud del exén 3.

La Figura 33 muestra la ubicacion del SNP rs1800547, al igual que en los casos
anteriores se realizd el analisis pertinente comparando la secuencia silvestre con
la secuencia mutada que posee el cambio encontrado (a = g), no obstante este
SNP aparentemente no tiene repercusiones sobre el proceso de splicing

alternativo del exén 3.

Finalmente, el SNP rs62063845 aparentemente no tiene efecto alguno sobre el
proceso de splicing del exdn 8 (recordar que este exdn solo encuentra en
isoformas que se expresan en el SNP), no obstante, no se debe descartar que

este SNP pueda tener alguna repercusion en este evento.

El SNP rs62063845 recae en el coddn ACT que codifica para el aminoacido
tirosina y no se encuentra reportado como agente causal de alguna de las
enfermedades de interés, pese a esto se evaluo de igual forma que los demas

SNPs encontrados.
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La presencia de los polimorfismos antes descritos podria impactar la estructura de
los exones 1y 2 de MAPT y por ende las isoformas generadas en el SNC. Sin
embargo, para poder establecer una alteracion a nivel de proteina se deben
realizar otros estudios con la finalidad de comprobar los eventos propuestos, el
analisis de los niveles de ARNm de MAPT del paciente que presentd los cambios
en estado homocigoto podria ser de utilidad para evaluar si la proteina tau esta

afectada.

Diversos reportes en la literatura han establecido que el papel de las mutaciones
que impactan el splicing ha sido evaluado con un avance relativamente lento ya
que es dificil demostrar una clara correlacion entre una mutacién sospechosa y las
enfermedades humanas, es por eso que se han desarrollado metodologias para

poder discernir si estos cambios tienen algun efecto a nivel de proteina.

En este punto existen dos términos que comunmente se utilizan para englobar las
diversas metodologias empleadas para tamizar el efecto de una mutacion en
cuestiéon: “wet biology” o también llamada “biologia humeda” que se refiere al
desarrollo y a la mejora de métodos biolégicos para caracterizar los efectos de
mutaciones en el pre-ARNm y “dry biology” o “biologia seca” referente al desarrollo
de software y herramientas informaticas para predecir si un cambio dado podria

interferir con el splicing del ARNm.

Hay que recordar que la EA y la DFT se consideran enfermedades multifactoriales
y que inclusive no solo un gen puede estar afectado en cada caso ya que diversos
genes estan implicados y en muchas ocasiones la presencia de proteinas
alteradas (tau en estado hiperfosforilado en este caso) puede ser consecuencia de

otros eventos celulares.

En el presente trabajo se utilizaron herramientas de biologia seca para determinar
una posible aproximacién o repercusion de los cambios encontrados, dando lugar

a evaluar la relacién entre el gen MAPT, la DFT y particularmente la EA; de
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acuerdo a los resultados no se descarta la participacion del gen MAPT en ambas
enfermedades. La ausencia de mutaciones en el exon 10 podria indicar que la
patologia de las enfermedades estudiadas es debida a otros mecanismos o a la

participacién de otros genes como se habia mencionado anteriormente.

Debera determinarse si existen mutaciones en los exones restantes del gen y por
otro lado analizar los niveles de ARNm con la finalidad de analizar la estructura de
las posibles isoformas generadas, también se podrian determinar los niveles de
hiperfosforilacion de tau para conocer si este proceso al igual que los propuestos,
se encuentra afectados y si se dan en etapas tempranas o tardias de la

enfermedad.

10. CONCLUSIONES.

No se identificaron mutaciones en ninguno de los exones analizados.

Se identificaron 4 SNPs previamente reportados en bases de datos: el SNP
rs62063845 que es un cambio sinénimo para treonina, el SNP rs1800547 y los
SNP rs75242405 y rs17650901 que podrian ser modificadores del splicing
constitutivo del exon 1 y de splicing alternativo del exon 2 del gen MAPT y

posiblemente generar isoformas alteradas de tau en ambas enfermedades.

11. PERSPECTIVAS.

El analisis directo de transcritos procesados de un paciente es el método mas
factible para establecer si alguna variacién, en particular, en el ADN afecta el
proceso de splicing. En este caso, se pretende realizar el disefio de
oligonucleadtidos especificos para amplificar por medio de RT-PCR las regiones de
interés y asi evaluar si los SNP rs17650901 y rs75242405 tienen alguna

repercusion sobre el proceso de splicing de los exones 1y 2 del gen MAPT.
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También se podrian utilizar otros métodos para evaluar la repercusion potencial de
los SNPs detectados, por ejemplo, el uso de ensayos in-vitro, la ventaja de este
ensayo es que una vez que el templado esté listo, los resultados pueden ser
observados en unas horas. Se ha descrito que este sistema tiene como
desventaja la limitada cantidad de nucleétidos que se pueden analizar (entre 1000
y 2000), no obstante, en el caso particular se podria mimetizar la regién genémica
de interés (trascritos que incluyan los exones 1 y 2, tomando en cuenta que la
isoforma de mayor tamafo de tau que se expresa en el SNC es de 441 aa, es
decir 1323 nucledtidos).

El otro método a utilizar se denomina “sistema de minigenes”; cualquier region
genomica de interés como lo es un exon con regiones intronicas flanqueandolo
puede ser amplificado y clonado en un “minigen” utilizando plasmidos como
vectores, el plasmido resultante se transfecta temporalmente en una linea celular
apropiada donde este debe ser transcrito por la ARN polimerasa Il antes de que el
de que el pre-ARNm sea procesado en ARNm maduro. El patrén de splicing del
ARNmM se analiza por medio de PCR de retrotranscripcion (RT-PCR) con el disefio
de oligonucledtidos especificos para amplificar los transcritos del mini-gen

procesado y para evadir la amplificacion de plasmidos de ARNm enddégenos.

La identificacion de mutaciones que potencian el splicing también se debe
acompanar de la evaluacién de la expresividad y penetrancia, para lo cual se
requeriria estudiar a las familias completas del paciente afectado, de esta manera
se podria determinar la segregacion de la mutacion y establecer su relacién con
las manifestaciones clinicas que se observan en estas enfermedades. Conocer el
efecto de estas variantes genéticas permitira profundizar mas el conocimiento
acerca de los posibles mecanismos implicados en ambas enfermedades y asi
proporcionar un asesoramiento correcto de los riesgos a los pacientes y sus

familiares.
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