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Resumen -

Intréduccién: Una .de las principales altexa,cioneé ‘bioguimicas 'implic_rsadas en la
etiopatogénesis de la Enfermedad de Alzheimer (EA) es ia &isminucién de'la eniima
colina aceﬁlﬁansferasa {ChAT). Evidencias resienteé muestran que ¢l gen de la ChAT
pﬁede ser regulado por un factor .siienciadbr_ restrictivo neuronal (NRSF). Objetive.
Evaluar la e,xpresién genéﬁcé'.y proteica .de la ChAT y NRSF en corteza frontal,
temporal, entorrinal y ‘paretal de pacientes con EA. Maﬁerialgs y método. Se
| incluyeron un total de 4 pacientes con EAy 4 pacientes cbntml. S_e’ extrajeron 100 mg
-de tejido Cerebfal y se homogenizé parala extraccién del ARNm ‘;etal por él metodo

de isotiocianato de guanidina. Para registrar los niveles de e’xpre'sién genética se realizd

la técnica de Transcriptasa inversa y reaccion en cadena de la polimerasa (RT—PCR)- |

Para la determinacién de proteina de ChAT y NRSF se obtuvieron 100 gr. de tejido

_ cerebral, se cusntificaron proteinas pér el método de Lewry y se determinaron mediante
Western Blot. Eﬂsu!tados: La expresion del gen CHAT en forma global fue menor en
~un 39% en el grupo con EA vs. control (p<005, U) vy los niveles de su pmteiﬁa se

redujeron en un 17 % en el grupo con EA vs. control {(p=0.02, U). La expresion genetica

de NRSF se aumenid en un 86% ¢n ¢l grupo con EA en comparacién con el control . |

{(p=0.001). En contraparte, ios niveles de 1a proteina NRSF aumentaron en un 57% en el

grupo con EA (p>0.05). Cenelusidn:Enla Bufermedad de Alzheimer existe una mayor. -_

expreston proteica de NRSF que condiciona niveles bajos de la expresion genética de

CHAT.




ABSTRACT

Decreased choiine acetfliransfefase _{ChAT) brain levels is one of the n_laiﬁ bi_echemical‘
disorders in Al;heimer’s Disease {AD). Récent data show that the :ChA'T gene can be
regulated by a neural restrictive silencer factor (NRSF). Ohjecﬁve. To evaluate ChAT
and NRSF génetic and protein ‘e‘xpressign in frontal, temporal, énthorrinai and parietal

cortices of AD patienis. Methods. A {otal of 4 patients with AD and 4 without dementia

were studied. Cercbral fissue was obtained and processed by the guamidine

isothiocyanate method for RNA éxtraction,. CBAT and NRSF expression was

determined by reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR}_ and Western

blotting. Results. Glébai levels of ChAT gene expression were decreased by 39% in

AD pétients as compared to the control group {p<0.05, U test), whereas ChAT protein
levels decreased only by 17% (=0.02). Cgmpared to the control group, NRSF gene
exprgssian was inéreased by 86% in the AD group (p=0 ;001). On the other side, ﬁRSF
protein levels were increased by 57% {p>0.{35§. Conclusion, Greater ‘_NRSF prc;;tein

levels determine low ChAT gene expression levels in AD patients.
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Introduceién

I. INTRODUCCION

La Enfermedad de A}zi;xeijner (EA) es ia forma més comim de damencia degenerativa c?el sistema -
‘ NEervioso (Selkde, 2001). Evidencias recieﬁtes demuestran que la BA es un trastorno heterogéneo.

compuesto por diferentes caracteristicas fenotipicas y geﬂﬁtipicaé. Clinicamente esia enfennedad se. -
caracteriza por daz“id progrésivo e irreversible de las flmcianes cognitivas en etapas medias y tardias
de 1a vida adulia éeﬂ sintomas iniciales como disminucién de Ia memc}ria y ¢l Ignguaje {Carlesimo,
Mauri & Graceffa, 1998, Bonz_aai:,' Gregery, Ralph & Hodges, 2000}. A pesar de disponer dé protocolos
de diagnostico clinico cuidadosamente disefiados, la certeza del'diaggésﬁco de la enfermedad de
Alzheimer es de aproximadamente 83% y sblo se confirma por el examen post—méﬁem del cerebro

(Morelhi, 1997).

Los cerebros de los pacientes oon.EA, muesixan'vaﬁas caracteristicas neuropgiolégicas como
depésitos proteinicosgue consisten en placas newriticas compuestas por depésitos exiracelulares de
P-amiloide {pilacas de [S-amiieide} y por ovillos miraneuronales _fdmmdos por neurofibrillas
3 c;on'siétehtes enrﬁlamentos enroliados de la pmteina tan citoesquelética (Bondareft, Menﬁﬁoy, Réﬁl_& ‘
. Hauser et al, 1989; Terry, Masliah & Sz&men, 1991; Delacnurte, Daﬁd, Sergeant, Bucq,?éém,
Vermérsch,. et al, 199§; Arriéada, Growdow, Hedley-Whyte & Hyman, 19_92),- _g}iosié' ast_reciﬁca,
Hﬁcrégﬁa reacﬁva’, inﬂamacién aSI como pérdida nep:renai y _sinépﬁca (Geala 1998; Se]kde, 2001).
Estas alteraciones ﬁeuropaiolégieas son mas prominenies en regiones éezebraias‘ como. corteza

| frontal, paristal, 'tem;:;eral, entorrinal, €l hipocampo y amigdala.




Intreduceidn

. Otro dé los eventos patologicos miciales en la EA es un notable decremento de la actividad de la
enzima colina ‘acetiitransferasa (ChAT), evento que a su vez altera la. produccién de acetiloolina
.(AC) (Coylé Price & Délong, 1983; Péarsén, Esm, Hiorns, Wilcock & Powell, 1983). Diferentes
* investigaciones, han corvelacionado la disfuncién de ChAT con. el detenom cogmuve de los :
pacientes con EA, asi mismo con los cambios histopatdlogicos tipicos de la enfeunedad Evidencias
recientes, han confirmado una importante disminucién del ARNm de CH&T, en ‘les nucle’es
colinérgicos principales (Niicleo Basal de Meynert Banda Diagonal y Vertical de Broca, etc)
{Strada, Vyas, Etienne, Hirshs, Ruberg, Brice, et al., 1992, Beiséiare, Faﬁchéux, Agid & Hirsch, 1997). Sin | '
| eMgo, adh no se ha logrédh comprender cusl es la cavsa exacta o los factores édicionales que

subyacen a este proceso.

La sintesis de las moléculas colinérgicas neuronales involucradas en la neurotransmision de la Ac
esta elaboradamente cdntroiada ;301‘ elemeﬁtoé reguladores de ADN y de proteinas de unidn al
ADN. En mcdelés murmos y en cultivos celulares de roedores, se ha observado que ia expresion
gemca de CHAT esta regtﬂada negaﬁvamente por n factor silenciador restrictivo newronal
{NRSF). Este factor debe TECONGCEr 2 tm eiemem:o silenciador resirictivo neuronal (NRSE) para
. poder inhibir la expresion gen_et_:ca en fe;ma conjunta. Por oira parte, se ha encontrado que el locus _
del gen colinérgico en humanos contiens una secuencia homélo ga al NRSFINRSE de la rata en una
i‘egién correspondiente (Hahm, Chen, Patei, Ericssoﬁ, Bamer, Wefée,ét al., 1997; Tanaka, Zhao, Wu & |
Horsch, 1998). Ademés, evidencias recientes, han demostrado que el gen colinérgico de las céluliis de

12 médula espinal y placenta humana expresan al NRSF (Oda, Muroishi, Misawa & Suzuki, 3004).




Introduccion

Actualmente, en pacientes con EA 1o se han realizado estudios para investigar si.la deplecién de i_é
expresion genética del ARNm de CHAT se deba al mecanismo inhibitorio mediado por NRSE -
- NRSF. Con base en lo anteﬁcr y como primer abordaje experimental décidhnﬁg realizar un andlisss -
post-mortem de la expresiéﬁ génica de CHAT ¥ NRSE y los niveles de sus proteinas en diferet;fes

regiénes cerebrales de personas con Enfermedad de Alzheimer y personas sin demencia.
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II. ANTECEDENTES
Enfermedad de Alzheimer
La enfermedad de Alzheimer (EA), es una patologia degenerativa cerebral irreversible, de

progresién lenta e inexorable (Katzman, 1986; Selkoe, 2001; Selkoe, 2002). Esta enfermedad afecta

~ de modo difuso a las neuronas de la corteza cerebral, asf como otras estructuras subyacentes, esto

- provoca un deterioro de la capacidad del sujeto para el control de las emociones, reconocimiento

de errores, coordinacion de los movimientos y memoria, que es Jo que en conjunto se conocé cOmo
demencia. Por filtimo, se acaba perdiendo poi' completo la memoria y las facultades mentales
superiores (Hodges & Patterson, 1995; Lawrence & Sahakian, 1998; Bozeat, Gregory, Ralph & Hodges,

2000),

Prevalencia

'Los estudios de prevalencia realizados en los viltimos 70 afios coinciden en sefialar c]ue ¢l aumento
- progresivo de las demencias cotre paralelo con el incremento de la edad. Asi, el nimero de

- pacientes con EA ser una variable en gran medida dependiente de la distribucion de edades de

una poblacion determinada. ‘Actualmente, en México, existen pocas investigaciones _respec_to ala

'prevélencia de la EA; estos estudios se han determinado en poblaciones muy seleccionadas

(residentes de asilos y centros hospitalarios de referenbia, entre otros) (Alvarado, Herndndez &
Tapia, 2004; Cruz-Alcald & Vézquez, 2002) y no son un refiejo representativo de esta poblaciéﬁ en
nuestro pafs. Por ofra parte, Arias (2006) y su grupo de irabajo realizaron un ‘estudio de -

prevalencia de demencia en el Estado de Jalisco y sus hallazgos preliminares muestran un 14.3%

~ de deterioro cognitivo en el 4rea méfropolitana (Anas, Morales, Maynard, Flores, Gonzélez &

Veldsquez, 2006).




Anfecédentes

Clinica

_Actualmente se piensa qie un detetioro mental leve puede ser un sintoma importante de las
primeras. fases de la EA, no obstante, los sintomas precoces de la EA pueden en muchas ocasiones
pasar desapercibidos y quedar erunascarados por los signos del envejecimiento normal, algunos de

estos sfntomas se resumen en el siguiente cuadro.

Cuadro 1. Principales diferencias entre el envejecimiento normal y patolégico

DIFERENCIAS ENTRE ENVEJECIVEENTO NORMAL Y 1A BEMENCIA
Signos precoces de Enfermedad de Alzheimer
-‘NORMAL DEMERCIA

Memeoria y concenfracita - Memoria ¥ concentracién

Pequeiios fallos de memosia periddicos u olvidos | - Cambio de lugar o pérdida de ohjetos importantes. -
de parte de una experiencia, : ' ‘ _
, Cenﬁts?&énmmadecémﬁﬁﬂarmwas-s'&npies;
Fallos ocasionales de stencidn o concentracion
B;ﬁmﬁfaﬁes para remiwm ‘problemas ariméticos

sema'llﬂs
' Eﬁaﬁa&m@mmm

Confusién acerea del mes o estacién del atio

Humor yconducia Hwmor y conducia
Tristeza o melancolia fmpﬁra&ss ¥ apmpméa a}  Cambios de humor impredecibles.
una cansa aspemﬁca Progresiva pérdida de interés por el entorne.
Depresién, angustia o mnﬁmm ©n Tespuesta 4
ot amente cantbios .
Conducta pmgresw sigilosa B Negacidn de sﬁltmnas
Signos taxdies de Ia Enfermedad de Alzbeimer
NORMAL . - DEMENCIA
Lenguaje y discurse Eenguaje v diseurso
- Habilidades lingtisticas . - Diffcpltad parn comprender frases o encontrar palabras adecuadas
conservadas Inecapacidad para entender of mgmﬁcaﬂudelaspalabms
Conversacifn fe&ucfda o irvelevante
Movimientes ¥ coordinaciin Mﬂwmenmg ¥ coordinacitn
Cantels merementada <op  los | Movimientos v coordinacion maveadamente ﬂetemm'ades incluyendo
movimienios _ leatitud de movimientos, marcha remmeame ¥ seﬁttda et ethbno
Tiempos dé reaccion mas bajos disminnido




Antecedentes

. Las placas neuriticas eétén foﬁﬁadas por la .acumulacién. extracetular de ﬁ‘agmentosl insolubles
de la proteina B—amﬁmde (AP), actualmente se cice que las alteracmnes en el metabohsmo de la
proteina precursora del {3-am1101de (PPAB) con la acumulacion progresiva de su fragmente (AB) es
un evento crucial en la patogenems de laEA (Barger & I—Iarmon, 1997).

« Los ovillos neurofi bnlares estén constituidos por ﬁlamentos helicoidales pareados (FHAS) y la
proteina tau es su principal componente est:ructural.- Esta proteina se encuentra asociada a los
FHAs y presenta una serie de modificaciones pdstraduccionales relacim}adas‘ con cambios
conformacionaies progiesivoé COmo una hiperfosfoﬁlacién_ y protedlisis endbgena, 19 que ongma
una importante alteracién en la. funcién de las neuronas (Kapaki, Kilidireas, Paraskevas,
Michalopoulou & Patsouris, 2001; Mao, Katamaya, Watanabe, Harada, Noda, Yamamura, et al., 2001;

Garcia-Sierra, Wischik, Harrington, Luna-Mufioz & Mené, 2001).
" FACTORESDE RIESGO PARA EL DESARROLLO DE LA EA

No se conoce afin la causa exacta de la EA, sin embargo se han identificado una serie de factores

genéticos y ambientales que juegan un papel fundamental en la patogenia de la enfermedad.
Factores Genéticos :

La investigacién se centra fundamentalmente en conocer por qué la proteina B-amiloide se
produce y se deposita en unos individuos ¥ 10 en otros. A este respedto, se ha llegado a diferentes

hallazgos segiin se trate de la EA de inicio tardio (la forma inds comim) o dé inicio precoz.

En la enfermedad de Alzheimer de inicio tardio, los hallézgos més significativos se refieren a la
llamada apolszoprdtez’na E (ApoE), que inierviene en los mecanismos de movilizabién y
distribucién del colesterol para la reparacion de las células nérviosas en el curso de su desarrollo y

7




. Antecedentés

despﬁés de una Iesit’m. El gen i)ara la ApoE se presenta en ires formas principalés: ApoE4: Los
mayores depési}:oé de p-amiloide se producen en los portadores de.este gen, lo que lo constituye en
el principal factor de riésgo para el .Alzheimer de inicio tardio. ApoE'SE Los depésitds son
menofes, | pero se ha observado qué‘ su combinacién con el ApoF4 podria inducir el .
desencadenamiento de la respuesta inﬂ-arnaforia en el cerebro. ApoE2: Es el que produce‘meﬁos

depdsitos y actualmente se piensa que podria tener un papel protectbr.

Por otra parte, ya se han identificado los genes anémalos implidados en la EA de inicio precoz,

' una forma agresiva de la enfermedad:

La mayoria de los casos de EA de inicio precoz parecen implicar mutaciones de los genes
presenilina-1 (PS1) y preseni!iha-,? (PS2). Estos genes defectuosos parecen acelerar la formacién -
de 1a placa de B-amiloide y la apoptosis _(Janssen, Laptos, Fox, Harvey, Beck, Dickinson, et al., 2001;

Queralt, Ezquetra, Castelivi, Lleo, Blesa & Oliva, 2001; Devi, Fotiou, Jyrinii, Tycko, DeArmand, Rogaeva,
et al., 2000)

Se han encontrado también diversas mutaciones en los genes que controlan la proteina PPAB.
Estas mutaciones éstarian, por ejempio, en el origen de EA precoz caracteristico del sindrome de

Down (Selkoe, 2000).

Factores ambientales

. Las Proteinas pﬁénicas como las que se han descrito en la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob
causan enfermedades neurodegenerativas. Recientemente se ha visto que estas entidades ‘estan
-relacionadas = patogénicamente con la ‘Enfermedad de Alzheimer por el mecanismo  de

malplegamiento pfoteico (de helices o a hojas plegadas de tipo f3) (Kretzschmar & Poser, 2001).
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. Especies Reactivas de Oxigeno (ERO), son sustancias altamente reactivas, poseedoras de
un nimero impar de electrones en su Gltimo orbital, estos son capaces de existir de manera

independiente y se encuentran fuertemente implicadas en los mecanismos patoldgicos de la EA, ya

que dafian fas membranas ceiuléxes e incrementan la respuesta inﬂamatoria (Bourdel-Marchasson,

Delmas—Beauv:eux, Peuchant, Rlchard—Harston, Decamps, Relgmer, etal, 2001)

.  Metales: Algunos estudios, muestran Ia formaclon de placas de ﬁ-amllmde en presenma de
niveles altos de iones metélicos como zznc, cobre, aluminio e hierro. Parece que esta accidn se
incrementé en un 3ﬁedio ligeréx;iénte_ acido. Por otro lado, se ha observado también_' que

precisamente estas condiciones de elevado nivel de zinc o cobre en un medio acidificado, se dan

como parte de la respuesta inflamatoria local frente a la lesién (Solomon, Koppel &.Jossiphoir, 2001;

Flaten, 2001; Kozin, Zirah, Rebuffat, Hoa & Debey, 2001).

AL NEUROTRANSMISION COLINERGICA YLAEA

Sistema colinérgico | |

i)é los sistemas de’ neurotransmisién implicados en la fisiopatogenia de la EA el mejor
caracterizadé es el colinéfgico.‘ El siétema célinérgico se encuentra iﬁtegrado por el nticleo basal

de Meynert (NBM), banda horizontal y vertical diagonal de Broca (BI—]DB y BVDB),_ asi como el

nicleo medial septal (NMS)(Fibiger, 1982; Mesulam & Géula, 1988; Mesulam, 1996). Este sistema

neuronal provee las inervaciones colinérgicas a las estructuras cerebrales corticales. Las neuronas

situadas en NMS envian proyecciones al hipocampo y lés del BHDB y BVDB inervan la corteza

anterior del cingulo y el bulbo olfatorio respectivamente (Gaykema, Luiten, Nyakas & Traber, 1990;
- Mesulam, 1996). E1 NBM proyecta aferencias a la amigdala y a resto del manto cortical, sus

divisiones anterolateral y anteromedial inervan la regién opercular fronto-parietal y cortical
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medial, respectivamente, mientras que sus divisiones intermedia y posterior envian proyecciones

axhpliamente distribuidas en las cortezas frontal, parietal y temporal (Mesulam, 1996).

Biosiﬁte’sis colinérgica
La sintesis de acetllcolmar(Ac) se ongma a partlf de Sus dos precursores colina y acetil coenznna
Avyla lnteI‘VGIICIén catalmca de la enzima - ChAT Esta enzima se encuentra en ei S1stema
Nervioso Central, especiﬁcamente en las regiones cerebrales donde la AC ejerce su funcion.
Dentro de las neuronas colinérgicas, ChAT se concentra tanto en los axones‘ como en las
terminales sinfpticas (Martinez-Murillo, Villalba, Montrero-Caballero & Rodrigo, 1989, Catroll, 1994).
' Lé”traﬁscripciénl genética de ChAT, a pa:r'tir‘del_ molde de DNA nuclear debe realizarse bajd_ una
estricta organizacion molecnlar, posteriormente el ARN es transportado al citosol para llevar a
cabo la traduccién de la proteina (Lonnerberg, Schoenhetr, Anderson & IBéﬁez, 1996). Una vez
' sintetizada, ChAT es ixansp;:)rtéda a'fravés del axén hasta liegar al lugar donde gjerce su actividad -
catalitica pé:;a producir Acyenseguida es almacenada en vesfculas sinéptica§ transportadoras paré
ser liberada ﬁosteriormente al espacio sindptico (fig. 1). Una vez liberada, Ia Aé sé va a unir a
receptores muscai_'ﬁlicos y nicotinicos presentes tanto a nivel bresjmiptico como a nive]
postsinaptico. Una vez ejercida su accion la Ac va a ser répidamehte. eliminada de la hendidura
, siné.ptica mediante la accié‘n. dela eﬁZima acetil coiinesterasa (Ace). Esta enziina es smtetzzada por |
las neuronas colinérgicas y es liberada a la heﬁdiduré sinépticé donde se va é»asociar alas

membranas colinérgicas de la terminal axénica.

La Ace degrada la Ac en colina y acido acético, siendo la colina recaptada en su mayor parte porla -
terminal presinaptica para ser reutilizada para la sfntesis de nueva Ac {Okuda, 2000). Por ofra

_parte, la Ac es uno de los neurotransmisores amp'liameﬁte djsﬁibuidbs por todo el SCN y
' 10
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desempefia un papel importante en diversas funciones cognitivas como el aprendizaje, atencion y
memoria, entre otras. Cabe mencionar que en los pacientes con EA la produccion de este
neurotransmisor se encuentra notablemente disminuida por una alteracion de la actividad
enzimatica de ChAT (Bierer, Haroutunian, Gabriel, Knott, Carlin, Purohit, et al., 1995; Everitt &

Robbins, 1997; Small, 1998).

Terminal

Nerviosa

Trahsportader
de collna

ACh |
Colina__ Aceticolinesterasa Hendldura sindptica
e ———

Receptor Ach

¥ig. 1 Representacién esquemética de la sintesis de acetileolina a partir de colina y
acetil CoA, con la intervencion catalitica de la enzima colina acetil-transferasa
(ChAT). !

Alteraciones del sistema colinérgico en EA

Las alteraciones del sistema colinérgico contribuyen significativamente en las manifestaciones
neuropsiquiatricas de los pacientes con EA. Diversos estudios biequimicos y de hibridacion in situ
sefialan una marcada disminucién en la actividad de 1a ChAT (30-90%) y de sus niveles de Acido
ribonucleico mensajero (ARNm) (aproximadamente 50%) en la corteza temporal, frontal y
parietal de pacientes con EA (Bowen, Smith, White & Davison, 1976, Coyle, Price & Delong,
1983; Pearson, Esiri, Hiorns, Wilcock & Powell, 1985; Strada, Vyas, Etienne, Hirsch, Merle,

Brice, et al., 1992; Everitt & Robbins, 1997, Boisssiere, Fauchenx, Agid & Hirsch, 1997). La

11




Antecedentes

disminucion de la. actividad de ChAT es consiétente con el decremento del nlimero de peuronas
colinérgicas del NBM (Henke'& Lang, 1983; Bird, Stranzihan, Sunn & Raskmd, 1983; Lawrence
& Sahakian, 1995; Lawrence,‘ 1998). La mayor parte de los estudios posjt-mort{em en pacientes con
EA han demostrado que la actividad de la ChAT pr@senia una significativa -aunque variable-

correlacién con la densidad de las placas neuriticas en varias de las regiones corticales analizadas

- (Mountjoy, 1984); sin embargo, existe una insignificante correlacién entre los niveles de ChAT y

los ovillos neurofibrilares, mientras que en otros estudios presentan una asociacién _signiﬁcativa
entre los ovillos vy la neurpdegeneracién de irai'ias regiones corticales en. pacienfes con EA
tWiicock, Esiri, Bowen & Smith, 1982; Epstein,1999). _También se ha comprobado que existe una -
correlacién entre ia disminucién de la activided de ChAT y }a pérdida neuronal en NBM con el
grado de la demencia (Dekosky, Harbaugh, Schmitt; Bakau, Chui, A—Knopman, et al., 1992; Bierer, -
Haroutunian, Gabriel, Kﬁott, Carlin, et | al., 1995). Estudios més recientes ‘prepr.men que la
deplecién colinérgica es especifica pata céda region cerebral y que dep‘ende: det grado de avénce
de la EA; propbnen ademés éue el sistema .colinérgico puede realizar respuestas compensaiorias
durante Ia primera fase de la demenéia, motivo por el cuall es de suma importancia idéntiﬁcar a l'os.

pacientes con EA desde la etapa inicial de la enfermedad {Dekosky, Ikonomovic, Styren, Beckeit,

Wisniewski, Bennet, 2002).

Se han desarrollado diferentes estrategias farmacqterapéﬁticas enfocadas a mejorar la

neurofransmisién  colinérgica, como precursores de la sintesis de acetilcolina,

agonistas/antagonistas de los receptores muscarinicos, agonistas de los receptores nicotinicos,

inhibidores de la acetilcolinesterasa, ete. Sin embargb, los resultadds no fueron satisfactotios al

tratar de confirmar la utilidad clinica de estos agentes mediante ensayos clinicos controlados

(Davis, Emmerling, Jaen, Moos & Spiagel, '1_993; Newhouse, Poiter & Lenox, -1993; Amenta, Parne’;ti,

Gallai & Wallin, 2002).
' ' 12
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Regulacién dela expresion genética de ChAT )

Pese al conocimiento de la disfuncién del sistema pol_inéfgico en la EA, actualmente no se conoce -

1a causa exacta o los factores adicionales que subyacen a este proceso. La evidencia actual sugiere

que el funcionamiento deficiente de' los mecanismos de trascripcin genética pueden influir

‘ directamen‘te. en la inadecuada regulaciéﬂ de dicho sistema (Strada et al., 1992; Boissiere et al., 1997).

El gen colinérgico se encuentra en el cromosoma 10g11.2 (OMIM, *118490) y codifica para

ChAT y para la vesicula transportadora de Ac. Se ha descrito, que el gen colihérgic_o posee 4

exones no-éodiﬁcableis en la regién 5”: exon R, exon N, exon M y exon 4, }oé cuales pueden

- producir diferentes espeéies de ARNm a través de diferentes empalmes y sitios i)romotores. El

ARNm del exon tipo M puede generar una proteinar grande o pequefia de ChAT, mientras que el

ARNm de tipo R genera solamente proteina pequefia. El ARNm final es el resultado de una

combinaci6n especifica de diferentes sitios promotores. En modelos murinos, los sitios promotores

para ChAT sé han identificado en la regién 5° del gen colinérgica; uno de ellos antes déi exon Ry o

otro entre los exones N y M (Misawa, Ishii & Degnchi, 1992; Kengaku, Misawa & Deguchi, 1993; Wu

& Hersh, 1994; Misawa, Matsuura, Oda, Takahashi & Deguchi; 1997).

Esta organizacién genética debe llevarse a cabo mediante una regulacién altamente mordiﬁada_'a

nivel transcripcional (Oda, Nakanishi & Deguchi, 1'992; Oda, Muroishi & Nakanishi, 1996; Misawa et

al., 1997; Mallet, Houhou & Pajak, 1998). El andlisis de Ia regi6n 5° del gen colinérgico sugiere Ia

presencia de numerosas secuencias cis reguladoras; sin embargo, alin no se conoce exactamente

cual es la secuencia de nucledtidos con funciones reguladoras especificas en las ﬂgu_t‘oﬁas.'
Experimentos in vitro han demostrado que la regi6n 5 del exén 4 del gen CHAT .c,ontiene varios

elementos reguladores de la expresion: genética, como el elemento supresot/silenciador, elemento
' 13
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potenciador de respuesia al factor de crecimiento hervioso. Estos héiiazgos son concordantes cont -
los descritos por Lonnerberg y su grupo de trabajo (1996), ya que describén un elemento
silenciador restrictivo neuronal (NRSE) espec;ﬁco y uno mcrementador en el segmento de ADN,
sugieren ademas que ambos intervienen. en el control de la expremén genet:lca molecular del
sistema nervioso central (Lonnerberg, Lendaht, FunakoShlf Arhlund-Richter,. Persson\& Tbasson, 1995;
* Lounnerberg, Schoénherr,-Anderson & Tbéfiez, 1996). Posteriormente, Hersh y su grupo de trabajo
(2003), realizéron un estudiq in vitro en 'célﬁlas PCIZ de rifién .de tata y -describen que la
regulaciﬁn transcripcional del locus del gen colinérgicol €s a traves de la accién de un Factor
Silenciador Reéfrictivo Neuronal (NRSF), en esta‘ i‘n%restigéacién .tambi-én se dcscribe la
participaci6n de la proteina cinasa A, cuyo sitio de ‘accién se localiza antes del locus del gen
colinérgico (Hersh & Shimojo, 2003). Evidencias recientes, han demostrado ‘qué el gen colinérgico
humano contiene una secuencia homoéloga de NRSE en vna regién correspondiente (Hahm, Chen,
~ Patel, Erlcsson, Bonner, Wethe, et al., 1997; Tanaka, Zhao, Wu & Hersh, 1998; Oda, Murmshi Misawa &
Suzalq 2004), ademds ya se ha comprobado la expresién de NRSF en celulas de placenta y médula
espmal. Por otra parte, en pacientes con EA no se han realizado investigaciones para anahzar sila

deplecién det ARNm de ChAT se déba. al efecto represor que ejerce el complejo NRSF/NRSE.

IV.- GENES SILENCIADORES RESTRICTIVOS NEURONALES

Dg:sde hace algunos afios se han puBiisé.do diferentes &abajos qﬁe' aportan evidencias sobré los
cambios genéticos relacionados con la edadl. Algunos de estos cambios provocan un indeiﬁeﬁtqﬂ 0
decrefnénto de la acﬁvidéd genética (Fin_ch & Morgan, 1990; Goyns, Charlton, Dunfofd,,Lavery &
‘Ferry, 1998; -Gﬁarente, 2000). En el sistema nervioso muéhcs 'géﬂes que- ébdiﬁcah FV para
neurotransmisores, enzimés, receptores, canales i6nicos, etc., se encuentran i)ajo conirol de un

" represor transcri@cional como el factor silenciador restrictivo neuronal (NRSF) (Schoenherr &

14
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—

Anderson, 1995), también conocido como REST (Chong, Tapia-Ramirez, Kim, Toledo-Arai, Zheng,
Bouros, et al., 1995). En un principio se creia que NRSF ejercia una funcion represora solamente en
células no neurales (Kraner, Chong, Tsay & Mandel, 1992; Mori, Schoenherr, Vandenbergh & Anderson,
1992; Schoenherr, 1995); sin embargo, existen evidencias de que NRSF puede regular la expresion
de genes especificos neuronales, ya que se ha encontrade la expresion del ARNm de NRSF en
regiones cerebrales especificas tanto durante el desarrollo como en el cerebro adulto (Kallunki,
Edelman & Jones, 1998; Palm, Belluardo, Metsis & Timmusk, 1998: Timmusk, Palm, Londahl & Maetsis,
1999). Se conoce también, que NRSF dirige a una amplia variedad de genes cuya funcion es la

elaboracion del fenotipo neuronal (Chen, Paquette & Anderson, 1998).

El NRSF es un miembro de la familia de GLi-Kriippel -proteinas transcripcionales con huellas o
dedos de zinc-, cuya caracteristica principal es la de poseer ocho huellas de zinc cerca de su
termmal amino, seguido por una regién rica en aminoacidos basicos como prolina, lisina y otro
dedoc de zinc cerca de su terminal carboxilo (Figura 2) y es a través de éstas huellas de zinc que

gjerce su efecto represor sobre la expresién de otros genes (Tapia-Ramirez, Eggen, Poralta-Rubio,

Toledo & Mandel, 1997).

AL MRESE: 0 AGCAUC 30506 ACAG

B. NRSE/REST
Dedos de Zinc

4§41

Terminal N
Dominio de Dominio de Dominio de
Represion union at DNA Represion

Lisina Prolina  Terminal C

Fig. 2. Esquema del sistema NRSE-NRSF. A.-Secuencia consenso (NRSE) que la proteina NRSF debe

reconocer para gjercer su efecto represor. B. Se presentan los dominios de represion de la proteina NRSF.
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El NRSF es una proteina represora que funciona a nivel nuclear al impedir la transcripcion
genética, para lo cual primero debe reconocer una secuencia consenso conocida como elemento
silenciador restrictivo neuronal (NRSE) constituido por 21 pares de bases (Mori, Stein, Sigmund &
Anderson, 1990; Mori, 1997) que se encuentra en las regiones promotoras proximales y distales de
los diferentes genes neuronales {Schoenherr, 1996). La represion transcripcional de NRSF es
mediada por su dominio amino terminal ¢ involucra el reclutamiento de varios elementos como el
complejo histona desacetilasa (HDAC) por via de un complejo integrado por Sin3B y Sin3A. La
desacetilaciébn de las histonas H3 y H4 induce la condensacién de la cromatina y quedan
protegidos los sitios promotores de los factores de transcripeion y de la RNA polimerasa (Figura3)
(Grunstein, 1997, Ashraf & Ip, 1998; Naruse, auki, Kojima & Mon, 1999). En adicion, Watanabe
(2006) describe otro complejo conocido como SWI/SNF que interactiia en conjunto con NRSF en
células cancerigenas de higado humano, en esta investigacion también se demostrd que la
supresion de los genes de la proteina sinaptofisina y SCGI10 es a iravés de este complejo

(Watanabe, Mizutani, Haraguchi, Yamamichi, Minoguchi, Yamamichi, ¢t al., 2006).

..
",

S Ve B Fig3 Representacion

Complejo promotar : esquematica a través de la
' cnal NRSF egjerce la
represion transcripeional al
reconocer la  secuencia
consenso NRSE.

/
L
i

i

Histona des-
acetilada

Complejo CoREST
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Por otra parte, una falla de la funcién de NRSF durante el envejecimiento .puede geﬁerar un érror
en la n'anScripciGn. de numerosos genes tanto del sistema nerviésocentral (SNC) éomo los de
tejidos periféricos (Moﬁ, 1997)’, por lo gue el deteriord de 1a expresién de genes neuronales durante
el envejecimiento puede ‘atr‘ibuirsé a un increménto de la expresion de NRSF (Cﬁen et.al., 1998;
Ballas, G‘runstein,‘ Lu, ‘Speh & Mandel, 2005). Un estudio reaiizadb én ratones déﬁcientés del factor
NRSF/REST demostrd que presentan una diferenciacién prematura anormal de las neuronas y esto -
'les provoca muerte prenatal (Chen et al., 1998) Otro hallazgo comprobé que ante dafio isquémico
existe una sobreexpres:on mgmﬁcatwa del ARNm de NRSF, ademés se ha implicado su
participacién directa en las cascadas de sefializacién que inducen muerte celular (Calderone, Jover,

Kyung-min, Hidenobu, Yolota, Lin, et al., 2003).

La ﬁayor'parte de las investigaciones se ha enfocéxdo en identificar qué génes boseen la secuencia
consenso de NRSE, hasta la fecha se ha comprobadolen. 57 genes de interds en el érea de
neurocie‘ncias,-'ademés de ChAT se ha encontrado en la suﬁunida‘d né del receptor acetilcolina de
tipo muscarinico, receptor opioide u, la subunidad_‘-r B2 del receptor para_acetilqolina de tipo
nicotinico y Ié- subunidad GliR2 del receptor a Acido 3—amino-4-hidrbxi-s-métil-iéoxasdl -
| proplomco (AMPA) entre otros (Bessis, Champtlam:, Chatelin & Changeux, 1995; Schoch, Cibelli &

Th1el, 1996; Mleda, Haga &. Saffen, 1997 Myers et al., 1998 Andna & Simon, 2001)

Aétua]mentg, no existen estudios previos donde se haya investigado si la deplecién de la actlwdad )
de ChAT en pacieﬁtes con EA ée deba al mecﬁsmo represor que gjerce NRSF; ‘sin embari;gb; se
ha observado que en modelos murinos la,exi)resién éénica' de CHAT se enéuentra réglﬁadal_ :
negativamente por la protefna NRSF. Ademds, se ha encontrado éue el locus dell gen colinérgico
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en humanos. contiene una secuencia 'horhéloga‘ al NRSF/NRSE de la rata en una region
correspondiente (Hahm et al,, 1997; Tanaka et al., 1998). Tanibiéﬁ existe evidencia de que NRSF se
expresa en la médula e.spinal‘y placenfa a ténni:ﬁo hﬁmana (Oda et al., 2004). Estas evidencias
- puedén ser ﬁﬁles para iratar de comprender mejor como es que esta compleja interaccién
molecular puede interferir directamente en la exinresién del gen ChAT en humanos y cudl séria su

participacion en los procesos de neurodegeneracion.




Planteamienio del problema -

V.- PLANTEAM [ENTO DEL PROBLEMA

La EA es ef resuliado de Ia degeneracioén progresiva de Ias poblaciones nevronales de la corteza
cerebral y m’;cleos schoﬁic&ée& guellevan a quien la p@eﬁa a-ﬁmﬂ&cién ﬁmcionai :ﬁaﬁia calidad
de vida y muerts ﬂno de los principales fenomams bmqwmmas implicados en la

stiopatogdnesis es ia dep!eﬁénéeiaaﬁméadéﬂam sfera

3 (ChAT) lo que a su

vez induce una disminucién en la conﬁemn'amén de acetilcolina {Ac). La sintesis de las maleculas

colinérgicas neuronales nvolucradas en la neurotransmisidn de la Ac es_ta _ccntro_lada por |
elementos reguladores de ADN y de proiginas de wmibn al ADN. En mgdelos PRITIOS y en .
cultivos celulares se ha observade gue %aexgamsma génica de CHAT esté regulada negaxivamente .
por la proteina NRSF. Ademas, se ha enconirado que el locus dei gen colinérgico en humanos
contiene una secuencia homéloga al NRSF/NRSE de Ia sota en una regién correspondiente
(Hlahm et al, 1997; Tanaka of al, 1998). Adernis, los hallazgos recientos han demostrado que el
gen colinérgico humano expresa NRSF ea mouronas eﬁm@mde la médula espmal y enla
placenta a términe (QOda et al, 2004). Por oima parie, actualmente no se han reahzade
mvesfigacionss en paclent&s con EA para amaiwm‘ si Ia actividad de In CLAT es reguiada porla

proteina NRSF, por lo que nuesira preguai;a de mveshgamén esh mgmente:

¢La transcripcién de Ia ChAT en tejido cercbral de personas eon EA o3 regulada negmiﬁmente
por el NRSF? | |
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VL HIPOTESIS

En tejido cerebral de pacientes fallecidos con diagnéstico definitivo de EA se encontrard una

regulacién negativa de la tfmcﬁpc%éﬁ de la ChAT, manifostindose con niveles elevados de la

expresién proteica de NRSF y niveles bajos de CHAT.

VIL OBJETIVO GENERAL -

Evaluar la expresion genética del ARNm y proteina de ChAT y NRSF en corieza cerebral -

cen Alzheimer y personas sin demencia.

frontal, temporal, enterrinal v parietal de persesas

Ob,;etwos part;cuiares
1. Determmar los niveles de expresidn gendtics del ARNim ésa CHAT y NRSF en ia corteza

Acerebré'l frontal, temporal, entorrinal 3? parictal de enfermos con A]zheimer_ y controles sin

demencia.

3. - Regstrar los niveles de pmtam de ChAT y NRSF en Ia corteza cerebral fmn:tal, temporal,

entorrinal y panetal de persenas con EA ¥y coniroles sin demencia,

4. Comparar los niveles de expresién del ARNm de CHAT y NRSF v sus protefnas en las

personas con EA y controles sin demeneis
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VIHIL MATERIAL Y METODO
El presente estudio cmnlilié con las normas éticas vigentes de la Comision Nacional de
 Investigacion Cientifica con mimero de registro: 2003-249-020.

Tipo de Estudio: Casos y Controles.

Variables registradas: edad, sexo, peso del encéfalo, tie:ﬁpo de extraccion del encéfald desde el
fallecimiento hasta Ia congelacién y ﬁjacién del mismo.

| - Universo de estudio:

Grupo de casos:
Se incluyeron muestras de tejido cerebral de ﬁersonas fallecidas diagnosticadas clinicamente y

comprobado histopatélogicamente con Enfermedad de Alzheimer en 1a clinica de demencias del

departamento de neurologia del UMAE-HE-CMNO (IMSS) y del Departamento de Fisiologia y

- Biofisica del Instituto Politécnico Nacional. México, CINVESTAV. El diagnéstico clfnico se

realiz6 en base a los criterios de Ia Asociacién Americana de Psiguiatria de acuerdo con el DSM

IV asi como los criterios dei Instituto Nacional para los transtomos Ne’urolégicés (NINCDS-

ADRDA) para el diagnéstico de 1a EA (Anexo I).

Criterios de inclusién:

Se incluyeron todos los tejidos cerebrales de personas fallecidas con EA definitiva (comprobado

con el anélisis histbpatolég_ico).
Criterios de exclusion:

~ En este estudio se excluyeron las muestras de tejidos cerebrales de pacientes que fallecieroh con

enfermedad crénica neurodegenerativa demencial que pudiera ser atribuida a otras causas definidas

(demencia vascular, demencia Pick, Parkinson etc.).
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También se excluyerbn las muestras de tejido cerebral de pacientes con EA que fueroﬂ

insuficientes p'ara el anélisis.o que por pérdida involuntaria no fue posible su recuperacion.

Grupo Control:
En este grupo se incluyeron muestras de tejido cerebral de personas cuyo fallecimiento no.
involucté directamente al encéfalo (infarto cerebral, traumatismo, eic) .y sin antecedentes

familiares de EA o de algiin otro tipo de demencia.

Criterios de inclusién:

Se incluyeron las muestras de tejido. cerebral de“personés que faﬂéﬁieron siﬁ antecedentes de
enfermedades orénico- neurodegenerativas demenciales tipo . Alzheimer o eventos cerebro
vasc;ulaljes de tipo hemorragico o embolico.

Criterios de exclusién: '

Muestras de fejido cerebral de fersonas con si’ndro_me‘demenciz‘tl el cual pudo atribuirse a ofras
causas definidas. |

Muestras de tejido cerebral de personas con ante_cedentes dg déﬁo neuroldgico

Mueétras de tejido que fueron iﬁsuﬁcientes ‘para el andlisis o que poi- pérdida involuntaria no sea

posible su recuperacion.

Consentimiento informédo de la necropsia

La entrada del cuérpo al hospital cén fines 'de_ la.neordpsia y toma del encéfalo fue precedido por la
entrega del consentimiento de la necropsia y toma dei encéfaio para la invesﬁgaci'én enun formatp
establecido. Esta forma fue firmada por el famitiar 1;espansahle y aooinﬁaﬁada de la firma de dos

22




Material y método

. . _ w -

testigos, de acuerdo a los lineamientos de la Ley General de Salud vigente en el pais.

Toma del encéfalo para iﬁ investigacion
Una vez llevada a cabo la necropsia, el patlogo extréjo el encéfalo cori;plefo ¥y se registrd el peso
comi)leto _dél mismo. Posteriormente, el cerebro se dividié en los dos hemisferios por un corte
medio-sagital. Uno de hemisferios se proceéé para investigacion y el otro par‘a _elldiagnésticq '
neuropatolégico. El hemisfeﬁo cerebral seleccionado- para la investigacion se corté‘ en seccionés
_ coronales; la liﬁea de corte fue tangenciai tanto en la parte veﬁtral ldel 16bulo teinpérél izqilierdo,'
 como al polo occipital. Las rebanades se cortaron de 1 cm. de es'pesor aproximadamente y,el
primer corte se tomd 1 cm pésterior al inicio del polq ﬁ'ontal. Los demés borteé ﬁJ.erbn paraieloé al -
primero. A m;:dida que s¢ van ébteniendo las rebén_adas se colocaron sobre una plataforma Vi:‘n’a (-

. 5°) y enseguida se procedié a su congelacién en un ultracongelador con una temperatura de -80° C.

El hemisferio destinado para el di_agnéstiéo neuropatolégico y estudios mmfolégicos s-se sumergi6
coinpleto €n una soluéién de paraformaldehido al 4% en buffer fosfatoé con un pH &e 7.4. Los
tejidos permaneceron en esta solucién POr una semana y postezior’mente se prbéésaron i)ara ﬁevar a
cabo su inclusién en bioques de ﬁaraﬁna. 'Enseguida se réal_izaron cortes léoronales de 5p d'e‘
espesor, s¢ montaron en un portaobjetos y se procesaron para ser teﬁzdos cbn I—Iematbxiﬁna y

Fosina para Hevar a cabo el analisis microscépico.

ANALISIS DE BIOLOGIA MOLECULAR |
Se Hlevé a cabo la diseccién de: corteza frontal (4 y 12 de Brodmann), temporal (21 y 22 de
Brodmann), entorrinal y parietal (4reas 5y 7 de Brodmaﬁn) de cada uno de los cerebros de ambos
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grupos. Los téji_dos se pesaron v se colocaron en criotubos eppendorf de 2 ml y se mantuvieron en

congelacion a -80°C hasta la extraccién del ARN total.

Extraccion de ARN total
Las muestras recabadas se procesaron en forma paralela y bajo las mismaé condiéiones para ambos
grupos. La extraccic’)ﬁ de ARN total se llevé a cabo con el método de isotiocianato de guanidina,
descrito por- Chomczynskl & Sacchi, 1987. Este método consiste brevemente en lo siguiente: Enel
criotubo eppendorf con 100 mg de tejido cerebral se le agreg 1 mi de tnzol en bafio de hielo (0-
4°) y se homogenizd en un tubo politron (virsonic 100) por 35 segundos, posteriormente se dejé
incubar 1:30r 8 minutos en bafio de hielo., enseguida se le agrégaron 200 pL de cloroformo fifo, se
agité en el vortex por 20 segundos.y se dejo incubar por 10 mimitos. Posteriormente se centrifugd
a 10,000 rpm por 19 minutos a 4°C. Se obtuvieron dos fases -(fenol_/cloroformo/acuosa), la fase
acuosa (supe_rior) sé separd y cuannﬁco para agregar un volumen igual de isopropanol (0-4°C), se
mezelé suavemente por iﬁversiéh y se deja reposar al menos por 24.51'. en-un congelador a -20°C.
- Al dia s_ig:_;iénte, se realiz6 una centrifugaacién a 10,000 rpm a 4°C gor 19 minutés, se decanté y
secé con papel filiro. Se agregaron 500 pL de etanol é;i 75% en agua tratada previamente con 0.1%
| de dietil bifocarbbnato (agua DEPC) y se c@triﬁigé_ éQ,Oﬂé pm pbr 7 minutos a 4°C, este paso se
fepite 3 veces y al final se resuspende él éediménto de acuerdo al tamafio de la ﬁastilia en agua'

DEPC (20-80 pL).

. Determinacion de la eantldad y calidad del ARN

- Una vez que se extrajo el ARN total entonces se evalud la cantldad y calidad del ARN conun

espectrofotémetro (Biophotometer eppendorf 8.5 mm) se evalué a  través del indice de '
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absorbancia de la muestra con la relacién 260/280 om, lo que permiﬁé calcular la concentracion de

- ARN de cada muestra. Se consideraron dptimas aquellas muestras cuyo indice de absorbancia fue

de 1.8 2.0 nm.

Transcriptasa reversa y reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR)

Para la obtencion del 4cido deszixTibonuqleicc complementario (ADch se utiiiz_ré la ﬁanscriptasa
- reversa del virus de la leucemié @urina de-Moluvney. Parﬁ ello, setménaron 2 ng de ARN de cada
muestra y se le adicioné agua estéril hasta un volumen total dé 6 uL m_és‘r una éota de aceite
mineral. Posteriormentg, pafa desnaturalizar las muestras se incubaron durante 10 min a 70"C enel

termociclador. Inmediatamente después se incub6é en un bafic de hielo con agitacién continua

durante 10 min. Una vez transcurrido este periodo, se adicioné la mezcla de retrotranscripeion, la

cual esta compuesta por los siguientes elementos: Buffer 5x para retrotranscripeién,

Desoxinuclestidos trifosfatados (ANTPS) 2.5 mM; Ditiotreitol 10 mM: Iniciadores aleatorios

(Random primer) 1 mg/uL; Inhibidores de ARNasas (RNAsin) 1U/uL) y la transecriptasa reversa _

(200 U/uL), para luego incubarse a2 37°C durante una hora y a 95°C durante 10 min. Se les
adicioné 5 pL agua estéril y se conservaron a -20° C hasta su utilizacién para la reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR).

Para la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se utilizé la siguiente mezcla de

reaccién: Taq DNA polimerasa (1 U/pL), 1 uL de ADNg, dNTPs (10 mM), MgClg (50" lhl\d), agua

estéril y los oligonucledtidos sentido y antisentido para cada gen. Las secuencias de los

oligonucle6tidos, ‘el tamafio del producto de la PCR y el nﬁinero :de. acceso al Genbank paré

identifiar la secuencia del gen que codifica para las subunidades son las siguientes:
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NRSF, Sentido 5°-TGC CGC GAG CTC GCG GCG CAG CAG CG-"3 (dligonuclec‘)tido. ‘
sentidé localizado en la posicién Dy 57-ATA CAG GCT .GAG GIT CTA CGA CGC TG-3
(ohgonucleétido antisentido en la posicion 720) y el producto dela PCR es de 720 pares de bases y

. el mimero de acceso de esta secuencia en el Genbank es NM 005612. Total de ciclos 36.

CHAT, Sentido: 5°-TAG CCG ATG ACA GCC TGT‘GAA._TGA Ccf‘3_(oligonuclé_:otido
sentido localizado en la posici(’mﬁ-l) y 5°-TTG TTG CCA GGA ACA .GAG AGT CCA GA-3
(oligoﬁucleéﬁdo antisentido en la posiciéﬁ 660) y el prodﬁcto delaPCR es de 600 pares de. basesy

' el mimero de acceso de esta secuencia en el Genbank es X56585. Tofal de ciclos 32.
GAPDH, Sentido: 5°-CGC TTC GCT CTC TGC TCC TCC TGT TC-'3 (oligonucleétido
- sentido localizado en la posicion 3) y‘ 5-GGG GTG CTA AGC AGT TGG TGG TGC AG-3.
(oligonuclebtido antis_eptido en la posicién 580) y el préducto de ia_PCR es de 577 pares de bases y
el namero de acceso _de esta secuencia en el Genbank es NM_002046. Los ciclos de azﬁpiiﬁcacién

fueron 26 ciclos.

A las -rreécciones de ampliﬁcaciéh se les adiciond éceite mineral con la finalidad de evitar la~

evaporaciéﬁ y las coﬁdiciones del,termoc’iclador' (eppezidorf | mastercycler) fueron las siguientes:

_ ﬁrim_era etapa a 95° C por SVminutos, 95° C un minuto, 60° Cun ﬁ]inui:o, 72° por 1.30 minutés y
| 72? Cpor5 minut«_jé. Los productos amplificados de la PCR se §epa1*aron por electroforesis en gel
de agarosa al 1.5%en amortiguador TBE. 1X en una cémara horizontal de élecu‘bforésis {owl]) p'or ‘
horay 20 minutos a 110 volst (fuente de poder Accu power, VWR Smenuﬁc Product). Los geles
se- Vlsuahzaxon con un transﬂummador de kuz ultravmleta (Alpha Innotech Corporatlon) yse

utilizé el sistema de fotodocumentacion Alpha Digidoc Image andlisis software para la
cuantificacién de las bandas cotrespondientes. Los valores..de densidad Optica para los genes d.e. :

- 26




Material y método

————— e

CHAT y NRSF se normalizaron contra el la expresion del gen constitutivo GAPDH. Los res_liltados

se expresaron en unidades arbitrarias de absorbancia de las densidades 6pticas registradas.

ﬁonhalizacién del gen GPADH en I Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La extraccién de ARN total en cﬁda uma de las muestras es variable, por lo que fue necesario
normalizar los niveles de expresion NRSF y CHAT, utﬂizéndd como referencia el gen constitutivo
de GAPDH. Para esto se fijaron los ciclos cDrrespondientes y se agregé el ARN total a la ﬁaezcla
de reaccién en la PCR hasta alcanzar un nivei de expresién de este gen semejante en todés '1a_s
mues_tras,del grupo experimental y cbntrol. De esta forlﬁa se utiliz6 la mismé cantidad de cDNA
en la mezcla de reaccién en la PCR para determmar lbs_ niveles de ‘expresién de los genes

dorrespondientes a CHAT y NRSF.

Determinacion de Ia proteina ChAT y NRSF

Western Blot

El éné.l-isis de proteinas sé realizé por el método de Western Blot. Para ello primero se
homogerﬁzéron 100 mg de tejido (cdrteza frontal, tgmﬁoral,pariétai y entorrinal) en 1 ml de buffer
 de lisis 920 pl délregulador de Lisis (Sol. Stock: Tris-base pH 7.5, ImM; NaCl SmM, ;NlaF. 0.2M,
Nas VO, 10M, NP4 2mM) -+ 80 il de inhibidores do proteasas (Tabletas corapletc) en PBS 0.1M,
se centrifugaron a. 13,000 rpm iaor 15 minutos a 4 °C. Se recuperd ¢l sobrenadante claro yse
procedié-a la determinacién de la coﬁcentracién de pfétefnas-totales por el método de Lowry, Se

utilizarén 25 pg de proteina por muestra para realizar la'electrpfdrésié. )
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Posteriormente, la muestra de prot_efﬁa se resuspende en 10;). de ramrortiguador de electroforesis

(tris-HC1 6.8, 50 mM DTT, 1% de dodecil sulfato de sodio, 20% de glicerol y 0.1% de azul de

bromofenol).l Se efectud la électrofo}eSis en condiciones desnaturalizantes de acuerdo a lo descrito-
por Laemjﬂi con algunas modificaciones como se describe‘énseguida. Se cargé en cada carril 25

ug de proteina. La concentracién de acrilamida en el gel apilador fue de 5% para ChAT y NRSF,
- mientras qﬁe Ia concentracién pata el gel séparadér de ChAT fue del 12% y del 7% para NRSF. La
_ electroforesis se llevd a cabo en una minicdmara de electroforesis de BIORAD a 110 VOitS por 2

.- horas y el buffer 'qﬁe se utilizé fue de corrida electroforéﬁcé (Tris 0.025M, Glicina 0.-1.92M,- SDS

1%, pH 8.3).

Después de la electroforesis, el g‘elly-la membrans de nitrocelulose (Sigma N—7892) se iﬁcubaron
durante 15 minutos en amortlguador de transferencia (Tris 0.025M, Glicina 0 192M, Metanol
20%, pH 8 3) La transferencla de las proteinas del gel se hizo de acuerdo a Towbm y cols .
breve;nente, se coloco ol gel en contacto directo corr la membrana de nitrocehilosa para efectuar la
transfe:eqcia en una camara de transferencia hiimeda de Biorad a 110 mA por ;103 horas en baﬁc;
de hieio agua., Terminada .la transferencia, se bloqued ia rﬁembrana con una solucidn de leche libre
de grasa (svelty) al 5% en PBS 1 M, pbf dos ‘horas a tempefamra ambiente y en agitacion.
Enseguida se aﬁadiel;on S5l de anticuérpb priniaﬁé goat policlon-al contra (.IhAT‘_(Chemicoﬁ
ABZ{44P)_y 5 pl de anticuerpo primario goat policlonal 'éontra NRSF(P—]S) (Sanfa Cruz Biot. 8C-

15118)'37 se &ejaron incubar pdr 24 hr éﬂ agitacion constahte. Al dfa siguiente se realizaron 3 o
lavados con ?BS-Tween 0.05% par 10 minutos cada uno y al final se le agrego el anucuexpo :

secundano donkey anti-goat IgG HRP (Santa Cruz Biot. SC-2020) en 5 ml PBS Tween y 5% de |
leche svelty y se dej aron incubar toda la noche 2 4° y en ag1tacmn constante. Posteriorménte se
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sacaron las membranas y se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno y se les adicioné el

complejoe ABC PK-6200 (Vector) por 2 horas en oscuridad y temperatura ambiente.

- Después de este tiempo se lavaron las membranas 3 veces con PBS Ph. 7.4, 1M por 10 minutos
cada lavado, y se ,pro‘cedié a revelar con DAB y una vez revelada la membrana se obtuvo una
~ impresién fotografica de la banda correspondiente a la proieina de' ChAT y de NRSF y-

posteriormente-se efectud el andlisis de densitometria de las bandas de proteina reveladas.

Analisis Estadistico

Los resultados se estudiaron con medidas de tendencia central. Para el analisis intergrupos de los
niveles de expresién de NRSF y ChAT, se utilizé la prueba estadistica no paramétrica de la U de
Mann Whitney para muestras independientes y para el anslisis regional se utiliz6 la prﬁeba de

Wilcoxon. Se consider¢ significancia estadistica cuando p < 0.05..
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IX. RESULTADOS

El tétai de pacientes incluidos en este estudio fue de 4 para el grupo control y 4 para el grupo con
EA (ver tabla 1), el promedio de edad para el grupo control fue de 54 + 4 afios y 64 + 8 afios para
el grupo EA, el analisis estadistico no mostré diferencias significativas entre ambos grupos
(p>0.05). Ninguno de los pacientes presenté un estado de coma prolongado, infecciones del SNC o

tumor cerebral. El tiempo maximo post-mortem para la extraccion del encéfalo fue de 6 hr.

Tabla 1. Edad y sexo de los personas con EA y control.

Grupo Control Grapo EA
43 afios, masculino 49 afios, masculino
53 afios, femenino 50 afios, femenino
56 afios, masculino 76 afios, masculino
64 afios, masculino 80 afios, masculino
x= 54 afios x=64 afios

Fuente: Directa

Analisis patolégico

El analisis macroscopico de los cerebros de pacientes con EA se llevd a cabo por el patdlogo del
hospital al momento de la toma del ;mcéfaio. En particular, se examina el circulo de Willis, se
toman fotografias y se analiza el grado de atrofia cortico-cerebral, la presencia de sangrado o
1squemia y datos de infecciones concomitantes (Figura 1). Se registrdé el peso completo del
encéfalo y posteriormente se realizé la seccion del mismo en los dos hemisferios (a través del

cuerpo calloso), uno de los cuales se procesé para realizar el analisis microscopico y confirmar el

diagnéstico definitivo de EA.
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Figura . Fotografia del encéfalo de un pacienie con Enfermedad de Alzheimer. Fig. A. Se observa atrofia cortical
mas evidenie en el 16bulo frontal. B. Se observa una marcada atrofia cortical con dilatacién ventricular.

Analisis microscépico

Este analisis se llevd a cabo con la finalidad de realizar el diagnéstico defimitivo de EA. Los
hallazgos neurchistopatoldgicos (fig.2) denotan ademas de las placas neuriticas y degeneracién
neurofibrilar, un patrén tipico de degeneracion neuronal: el parénquima cerebral presenta pérdida
de la afinidad a la hematoxilina, las neuronas se toman fusiformes y sus citoplasmas muestran
retraccion, basofilia intensa y sus nicleos se tornan picnoticos con cromatina condensada, Cabe

sefialar que estos cambios son sugestivos de muerte celular por apoptosis.

Fig 2. Histopatologia de la corteza temporal de un paciente con Enfermedad de Alzheimer. A. Las flechas grandes
sefialan las placas neurliticas compuestas principalmente por el pépfido f-amiloide. B. Los hallazgos patolégicos por
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degeneracién granulo vacuolar se observan en las neuronas marcadas con asterisco, las flechas sefialan una placa

difusa por depésito temprano de B-amiloide. Técnica, hematoxilina & eosina.

ANALISIS DE LOS HALLAZGOS GENETICOS-MOLECULARES

Expresion genética de CHAT y NRSF

Corteza Frontal

La figura 3 muestra los resultados de la expresion del gen constitutivo GAPDH, el cual se utilizd
como control metodologico para normmalizar la expresion de CHAT y NRSF en corteza frontal de
personas con EA y controles. El analisis estadistico no mostré diferencias significativas entre

ambos grupos (p > 0.05, prueba U).

Expresion de GAPDH en Corteza Frontal

500 pb 577 pb

200

1367

1007

Densidades Opticas

50-

Control Alzheimer

Fig.3. Niveles de expresion del gen GAPDH en corteza frontsl. Parte superior se muestra los
productos amplificados de la PCR (los mimero nones pertenecen al grupo Control y los
pares al de EA) El grafico muesira la media & EE.M de las D.O. El andlisis estadistico no
meostré diferencias significativas entre los grupos, p > 0.05;U de Mann-Whitney.
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Los niveles de expresion del ARNm de CHAT en corteza frontal de los pacientes con EA,
mostraron un decremento significativo (21%) con respecto al grupo control (115 £ 7 vs. 145 + 9,
respectivamente, p = 0.02, prueba U, Media = EEM), (Fig.4). En contra parte, los resultados del
ARNm de NRSF (Fig.5), mostraron un incremento del 45% en los niveles de expresion del grupo
con EA en comparacion con el grupo contro! (174 & 20 vs. 120 £ 15 p = 0.04, prueba U, Media +

EE.M).

Expresion Genética de CHAT en Corteza Frontal |

200

1501 *
100

S8

Densidades Opticas

Control Alzheimer |

Figura 4. Niveles de expresion del gen CHAT en la corleza frontal de pacientes con EA (n=4) y sus controles (n=4). El
panel de superior muestra los productos amplificades por PCR (1, 3, 5 y 7 corresponden al grupo control y 2, 4,6 v 8
corresponden al grupo EA). El grafico muestra las barras con la media de los datos & E E.M de cuatro experimentos
determinados por duplicado. *p=0.02; U de Mann-Whitney.
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Expresion Genética de NRSF en Corteza Frontal

700 pbh
500 pb - |§

Densidades Opticas

Control Alzheimer

Figura 5. Expresion del gen NRSF en corteza frontal de personas con EA (n=4) y controles (n=4). El panel de superior
muestra los productos amplificados por PCR (1, 3, 5 y 7 corresponden al grupo control y 2, 4, 6 y 8 corresponden al
grupo EA). En la grafica, las barras expresan la media £ EEM. de 4 experimentos por duplicado. U de Mann-
Whitney *p=0.04.

Corteza Temporal

La figura 6 muestra los resultados del control metodologico del gen constitutivo GAPDH, de los

pacientes con Enfermedad de Alzheimer y sus respectivos controles. El anélisis no encontrd

diferencia significativas (p > 0.05, U de Mann Whitney).
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Expresion Genética de GAPDH en
Corteza Temporal

Control Alzheimer

Fig. 6. Expresién del ARNm del gen GAPDH en corteza ternporal del grupo con EA (0=3) y gmpo Control {(p=3). La
parte superior muestra los productos de la PCR (los mimeros impares indican las bandas correspondientes al grupo
control y los pares al grupe EA). En la grafica, las barras indican la media + E.EM. No existen diferencias
significativas enire ambos grapos (p > 0.05, U de Mann-Whiiney).

En la figura 7 se encuentran los resultados de los niveles de expresion de ARNm de CHAT en la
region temporal. La expresion del ARNm mostré una disminucion del 35% en el grupo EA (29 +
4) en comparacion con el grupo Conirol (45 + 2), p = 0.05. Por ofra parte, los resultados de la
expresion de NRSF, en esta region se encontraron notablemente incrementados (122%) en el grupo
con EA (71 % 3), el analisis estadistico determind una valor estadistico limitrofe con respecto al

grupo Control (37 +£2) p = 0.05 (ver figura 8).
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Figura 7. Niveles de ARNm de CHAT en corteza temporal del grupo con EA (p=3) v controles (n=3). La region
superior muestra los productos amplificados por PCR (1, 3, 5 v 7 corresponden al grupo control, 2, 4, 6 vy 8
corresponden al grupo EA). En el grafico, las barras muestran la media == EEM. de 4 experimentos por duplicado
(p=0.05, U de Mann-Whitney).

Expresion de NRSF en Corteza Temporal

500 pb —, |
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Figura 8. Expresién del gen de NRSF en corteza temporal de personas con EA (n=3) y sus controles (n=3). La parie
superior muestra los productos amplificados por PCR (1, 3, 5 y 7 comesponden al grupo conmirol;, 2, 4, 6 y 8
corresponden al grupo EA). En la grafica, las barras expresan la media + EEM. de 4 experimentos por duplicado. {p
= 0.05, U de Mann-Whitney).
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Corteza Entorrinal

Los resultados de 1a expresion del control metodolégico GAPDH, de esta regién se muestran en la
figura 9. El analisis estadistico no mostrd diferencias estadisticamente significativas entre el grupo
con EA y Control. Por otra parte, el analisiz de los niveles de expresion para el gen CHAT en esta
region (fig. 10) presentd una disminucioén del 63.5% en el grupo con EA (59 £ 15) en comparacion
con el grupo control (162 £ 3; p = 0.05, U de Mann-Whitney). La cuantificacién de la expresion
del gen NRSF presentd un incremento de! 141% en el grupo con EA (147 + 15) cuando se

comparé con el grupo control (61 & 2; p = 0.05, U de Mann-Whitney; ver figura 11).

Expresion de GAPDH en Corteza
Entorrinal

500 pb—1 §—577 pb

Densidades

Control Alzheimer

Figura 9. Expresion del gen GAPDH en la corteza entorrinal de pacientes con EA y control. La parte superior muestra
los productos amplificados por PCR (Los niimeros nones indican las bandas del grupo control y los niimeros pares

indican las bandas del grupo EA). En el grifico, las barras muesiran la media + EEM. de 4 experimentos por
duplicade (p > 0.05, U de Mann-Whitrey).
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Expresion de CHAT en Corteza Entorrinal

500 pb —

Densidades Opticas

Control  Alzheimer

Figura 10. Expresion del gen CHAT en la corteza entorrinal. La parte syperior muestra los productos amplificados por
PCR (Ntimeros impares corresponden al grupo Control (n=3} y los pares al de EA (n=3)). En el gréfico, las barras
expresan la media = EE M. de 4 experimentos por duplicado. El grupo con EA present6 una disminucién con respecto
al grupo control. {p = 0.05, U de Mann-Whitmey).

Expresion de NRSF en Corteza Entorrinal

500 pt

Densidades Opticas

Control Alzheimer

Figura 11. Expresion del gen NRSF en corieza entorrinal de personas con EA y sus respectivos controles. La parte
superior muestra los productos amplificados per PCR (1, 3, 5 v 7 corresponden al grupo control; 2, 4, 6 y 8
corresponden al grupo EA). Ean el grifico, las barras expresan 1a media = E.EM. de 4 experimentos por duplicado (p =

0.05, U de Mann-Whiiney).
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Corteza Parietal

Los resultados de la expresion genética de GAPDH se muestran en la figura 12, El analisis de los
niveles de expresion del ARNm de CHAT en esta region mostrd una disminucion (27.5%) de los
niveles en el grupo con EA (ver figura 13); sin embargo, el analisis estadistico no mostrd
diferencias significativas entre los pactentes con EA (29 =+ 10) ¥ el grupo Control (40 = 12; p >
0.05, U de Mann-Whitney). En contraparte, los niveles de expresion de NRSF en esta region se
encuentran incrementados (132%) en el grupo con EA en relacion al grupo Control (142 + 15 vs.

61 + 14; respectivamente, p=0.05, U dé Mann-Whitney; ver fig.14).

Expresion de GAPDH en Corteza Parietal

g

Densidades Opticas
p iy
z 8
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=
)

Contral Alzheimer

Figura 12. Expresion del gen GAPDH en corteza parietal de personas con EA (n=3) y el grupo control (n=3). La parte
superior muestra los productos amplificados per PCR (Nitmeros impares indican las bandas del grupo control, v los
nimeros pares a las del grupe EA). En el gréfico, las barras muestran la media + EEM. de 4 experimentos por
duplicado. (p > 0.05, U de Mann-Whitney).
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Densidades Opticas

Control Alzheimer

Figura 13. Expresion de CHAT en corteza parietal de personas con y sin EA. La parte superior muestra los productos
amplificados por PCR (los miimeros nones corresponden al grupo control y los pares al grupo EA). En la parte inferior,

las barras muesiran la media + E.E.M. de 4 experimentos por duplicado (p > 0.05, U de Mann-Whitney).

Expresion de NRSF en Corteza Parietal

700 pb

2001

Densidades Opticas

Control Alzheimer

Figura 14. Expresién del gen NRSF en corteza parietal de personas con EA (8=3) y sus respectivos controles (n=3). La
parte superior muestra los productos amplificados por PCR (1, 3, 5 y 7 comresponden al grupo conirol; 2, 4, 6 y 8
corresponden al grupo EA). En el grafico, las barras expresan la media + E.E.M. de 4 experimentos por duplicado (p =

0.05, U de Mann-Whitney).
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B) Cuantificacion de las proteinas ChAT y NRSF

Corteza Frontal

Los resultados de 1a cuantificacién de la proteina ChAT en corteza frontal del grupo con EA (fig.
15A), mostraron una disminucién del 42% (58 = 5) en comparaciéon con los niveles que se
registraron en el grupo Control (101 £ 6, p < 0.05, U de Mann-Whitney). En contraparte, la
cuantificacion de proteina de NRSF en esta region disminuyo en 6.25% en el grupo con EA, no
hubo diferencias significativas entre el grupo ambos grupos (60 + 10 vs. 64 + 11, respectivamente;

p > 0.05, U de Mann-Whitney; Figura 15B).

Corteza Frontal
Proteina ChAT Proteina NRSF

|+—88-70 KD

2

&
<

Densidades Opticas
o
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207

Control  Alzheimer Control Alzheimer

Figura 15. Niveles registrados de proteina de ChAT y NRSF. A. La regién superior muestra la fotografia de la
membrana de nitrocelulosa con la bandas cotrespondientes de la proteina ChAT (13,5 y 7son las bandas del grupo
conirol, 2,4.6 y 8 del grupo con EA) Las grificas muesiran la media + EEM, (*) Indica diferencias significativa
p=0.02, prueba U. B. La regién superior superior ¢s la fotografia de las bandas correspondientes de la proteina NRSF
en la membrana de nitrocelulosa (bandas 1,3,5 y 7 pertenccen al grupo control, mientras que las 2,4,6 y 8 al grupo con
EA. Las graficas, muestran la media + E EM, p=0.56, prucba U,
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Corteza Temporal

Los resultados obtenidos en esta region se muestran en la figura 16A. Se encontré una disminucién
del 21.5% en la concentracion de la proteina de ChAT en el grupo con EA (84 + 4) en
comparacion con el grupo control (107 + 2; p = 0.05, U de Mann-Whitney). En adicion, los
hallazgos en la cuantificacion de la proteina de NRSF, demostraron un incremento del 64% en el

grupo EA contra el grupo control (719 + 33 vs. 438 +62; p = 0.05, U de Mann-Whitney) Fig.16B.

Corteza Temporal

Proteina ChAT Proteina NRSF

&8-70 18 KD
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Densidades Opticas
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Control Alzheimer Control Alzheimer
A B

Fig. 16. Niveles de proteina de ChAT y NRSF. A. La region soperior muesira la fotografia de las bandas analizadas de
ChAT (bandas 1,3 v 5 son del grupo control, y las 2.4 y 6 del grupo Alzheimer). La grafica muestra 1a media £ EEM,
p=0.05prueba U. B. La imagen superior es la fotografia de la membranaz de nitrocelulosa (pumeros impares

pertenecen a las bandas del grupo control y las pares al del grupo con EA. La grafica, muestra la media =+ EEM., p=
0.05 prueba 1.
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Corteza Entorrinal

Los resultados enconirados en esta regién se muestran en la figura 17A. La cuantificacion de
ChAT en esta region se observo ligeramente incrementada en un 11.32% en el grupo con EA, sin
alcanzar diferencias significativas (118 + 12 vs. 106 =+ 6, del grupo control; p > 0.05, U de Mann-
Whitney). Sin embargo, el analisis estadistico de la cuantificacion de la proteina NRSF en esta
region, presentd un incremento del 47% en el grupo con EA (94 £4) vs. el grupo control (64 &

2;p =0.05, U de Mann-Whitney)Fig.17B.

Corteza Entorrinal

Proteina ChAT Proteina NRSF

Control Alzheimer Control Alzheimer

A B

Fig. 17. Niveles de proteina de ChAT y NRSF. A. La imagen superior es la folografia de ChAT (Numeros impares,
sefialan las bandas del grupe control; los pares pertenecen al grupo con EA). La grafica sefiala lamedia +EEM,, p=
(.43, prueba, U. B. Imagen superior es la fotografia de NRSF (numeros impares pertenecen al grupo control y los
pares al EA). La grafica indica la media £ EEM, p=90.05, prueba U.
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Corteza Parietal

Los datos obtenidos mostraron una disminucion del 4.5%, sin alcanzar diferencias significativas en
la concentracion de la proteina ChAT en el grupo de pacientes con EA (85 + 9) en comparacion
con el grupo Control (89 + 14; p > 0.05, U de Mann-Whitney). Por su parte, en ia evaluacion de la
proteina NRSF en el grupo con EA presentd un marcado incremento del 79% en esta regién
cuando se compard con el grupo control { 226 + 29 vs, 127 15, respechvamente, p = 0.05, U de

Mann-Whitney; ver figura 18 A,B).

Corteza Parietal

ChAT

Densidades Opticas
[
&

g

s

Control Alzheimer Control Alzheimer

A B

Figura 18. Cuantificacién de las proteinas ChAT y NRSY. A. La imagen superior es la fotografia de ChAT (13,5
pertenecen al grupo control ¥ 2.4 y 6 al grupo con EA). La gréfica indica Iz media + EEM. p = 0.8, prueba U. B.
Imagen superior es la fotografia de NRSF (1,3 y 5 pertenecen al grapo control y 2,4 y 6 al grupo con EA). La grafica
indica la media = EEM., p =0.05, prueba ],
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C) Analisis Regional de la cuantificacién de CHAT y NRSF en Control y EA

En un anélisis regional, encontramos que {anto en los controles como en las personas con laEA el
patrdn de distribucidn de la expresion del gen CHAT {medido mediante la expresion del ARNm de
CHAT), es mayor en corteza frontal y entorrinal y menor en las regiones temporal y parnetal. Sin

embargo, la expresion es mayor en tos controles que en las personas con EA (ver tabla 2 y figura

19, A).

El analisis de la media regional de los resultados globales de la expresion genética y de la proteina
de ChAT y NRSF mostraron que la expresion del gen CHAT fue menor en un 39% en el grupo con
EA wvs. control (62+ 12 wvs. 102 = 16; p<0.05, U de Mann Whitney), mientras que las
conceniraciones de proteina ChAT fueron menores en un 17% en el grupo con EA vs. controles
(84% 7 vs. 101 + 4; p<0.05, U de Mann Whitney). Por otra parte, los resultados mostraron que la
expresion del gen de NRSF es mayor en un 86% en el grupo con EA en comparacion con el
control (138 £ 12 vs. 74 £ 11; p<0.001, U de Mann Whitney) y los niveles de su proteina son

mayores en un 57% en el grupo con EA (258 + 76 vs. 164 £ 46; p>0.05, U de Mann Whitney).
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Tabla 2. Expresion® de los genes CHAT y NRSF'y de las proteinas ChAT y NRSF en la EA y Controles

CONTROL ALZHEIMER

REGION CHAT NRSF CHAT NRSF
ARNm  Proteina ARNm Proteina ARNm  Proteina ARNm Proteina
Valor global® 102+16 1014 74+11 16446  62:£12* B[4+7* ]138+12** 258+76
C. Frontal 145+ 9 1016 120£15 6411 115+ 7% 58+ 5% 174+20% 60+ 10
C. Temporal 45+ 2 167+ 2 372 43862 29k 4 B+ 4 7TJix 4 719+ 33
C Entorrinal 162+ 3 106+ 6 6222 64+ 2 59+16 118+12 14716 94+ 4
C. Parietal 40+ 10 8914 6114 12715 29%12 85+ 9 142+ 15 22629

Fuente: Directa

a: Unidades en Densidades Opticas

b: media y EEM de las cueatro regiones estudiadas

* p < .05 en comparacion intergrupes de la vaniable sefialada, U de Mann-Whitney
** p < 0.001 en comparacién intergrupos de la variable sefialada, U de Mann-Whitney
En todas las comparaciones intragrapos, p > 0.05, prueba de Wilcoxon

A pesar de las variaciones de la expresion del gen CHAT, en los controles la expresion de la
proteina ChAT se mantiene constante (ver fig.19, B), mientras que en las personas con EA esta
expresion presenta un pico en la corteza entorrinal y notable disminucioén en la corteza frontal (p>
0.05, prueba W). La expresion de la proteina ChAT en corteza temporal (p = 0.05, U) y parietal {p

> 0.05, prueba U) fue similar entre si y ligeramente menor a la de los controles (ver figura 19, B).
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Expresién genédtica de CHAT en Control y EA Proteina ChAT en Control y EA
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Figura. 19. Expresién genética de CHAT y su proieina. A. La curva de expresion de CHAT en ambos grupos es
similar, aungue menor en el grupo de EA. B. La curva de expresidn de ChAT se mantiene constante en el grupo
control, mientras que la del grupo de EA presenta un pico en la corteza entorrinal y una marcada disminucién en la
corteza frontal. En ambas graficas, los valores indican la media & EE.M, p>0.05, pueba de Wilcoxon, intragrupos; *

p<0.05,U.

Por otra parte, los resultados del analisis regional del gen NRSF muestran un patrén de expresién
similar al del gen CHAT (mayor en corteza frontal y menor en temporal; p > 0.05, prueba de
Wilcoxon). A diferencia de la expresion del gen CHAT, cuya expresion es mayor en los controles,
la expresion del gen NRSI es mayor en las personas con EA y la expresion de la proteina NRSF
no es constante (mayor en region temporal, con niveles similares en corteza frontal, entorrinal y

paretal; p > 0.05, prueba de Wilcoxon, ver tabla 2 y figura 20).
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Expresion genética de NRSF en Control y EA MNiveles de proteina de NRSFen Control y EA
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Fig.20. Expresion genética y de proteina de NRSF en Coniroles y EA. A. La expresion genética de NRSF es similar en
ambos grupos, sm embargo la expresidon es mayor en el gnipo con EA. B. La expresion de la proteina NRSF es mayor
en el grupo con EA . En ambas graficas se muesira la media £ EEM., p>0.05, prucba de Wilcoxon, intragrupos; *
p<0.05, prueba U. -

Los resultados de la expresion genética de CHAT en el grupo control mostraron variaciones en las
diferentes regiones analizadas con niveles balanceados de su proteina (ver figura 21,A). En las
personas con EA, la expresion presenta un pico en la corteza entorrinal y notable disminucién en
la corteza frontal (p = 0.05, prueba W). La expresion de la proteina ChAT en corteza temporal {p =
0.05, W) y parietal {p > 0.05, pruecba W) fue similar entre si y ligeramente menor a la de los

controles (ver figura 21, B).
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Expresion genética y de proteiita ChAT en el grupo
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Resultados

Expresion genética v de proteina ChAT en EA
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Figura 21. Se muesira la relacién entre los niveles de expresion genética y proteinica de ChAT en las

diferentes cortezas analizadas en ambos grupos A. Resultados del grupo control. B. Resultados del grupo
con EA. Los datos expresan la media &+ E.EM. p>0.03, prueba Wilcoxon

Los resultados de la interaccion entre la proteina NRSF contra la expresion génica de CHAT

muestran una disminucion en la expresion de CHAT principalmente en la region temporal y

parietal del grupo control a diferencia de los niveles de NRSF que se encuentran incrementados en

estas mismas regiones cerebrales (p> 0.05; prueba de Wilcoxon, ver figura 22,A). En el grupo con

EA se registraron niveles de expresion genética disminuidos de CHAT en la corteza temporal,

entorrinal y parietal con niveles elevados de la proteina NRSF ¢n estas mismas regiones (p>0.05,

prueba de Wilcoxon, ver figura 22 B).
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Proteina NRSF vs. expresion genética de CHAT en

el grupo Control Proteina NRSF vs. expresion genética de
CHAT en EA
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Figura 22.A. Interaccion de la proteina NRSF conira la expresién génica de CHAT en las diferentes cortezas
cerebrales del grupo control. B. Interaccion de NRSF contra la expresion génica de CHAT en EA (Los datos
expresan la media + E E.M., p> 0.05, prueba Wilcoxon, ) .
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X.-DiSCUSIéN ‘
~ Expresion del gen CHAT y de la proteina NRSF en gl-gmpﬁ Cuntrai‘ |
La sim;esis de: las moléculas colinérgicas nemmﬂes mvolucradas en .ia néurotransﬁﬁsién de la Ac
“esta elaboradamente controlada per elementes regtﬂadmes de ADN v de pretemas de unién al
: ADN En modeios MUTnos v en ciﬂt:vos celulares de medores se ha observado que la expresmn
- génica de CHAT estd regulada por la proteina NRSF (Shm:ze;a, Wu and Hersh, 1998; Hersh et al.,
2003). Ademas, se ha encpntrado- qué el 'Iocus_ del gén -WIMérgim. en humanés ‘mntie'ne una
secuencia homologa al NRSF/NRSE de la rata en una regién caffe'spmlldiente (Héhmret ai, 1_'997;
Tanak# et al., 1998). .Ta.mbi@ existe evidencia de que NRSF se expieéa en células huingnas de la
médula espiﬁal y piacent# a témmino (Oda et al., 2004). Por io ianto,'ﬁuede suponerée gue Ia
e@résién del gen colinérgico CHAT estd reiaﬁmido en las. células neuronales en humanos de .una
forma sm:ular al _de los mcdék}s murnnos. Lo 'anteﬁor generaria una expresidn dismiﬁuida de.l‘ geﬁ_
" CHATen céiulas neuronales que expresen la pmteinal NRSF. |
En este estudio, el amnenté de 1a proteina NRSF v la disminucién de larexpre‘sién delgendela
CHAT en los ¢erebros de controles coﬁcuerda con el campsrtémiento esperadt} para este comﬁiejo'
la regulamon negativa de la axpres;on del gen CH&T por parte dela prctema NRSF Esto mdlca '
que la interaccién NRSF/ CHAT se conxporta de manera similar al observado en los modelos
murinos y de cultivo celular {Schaenherr ot al 1995; Palm of al, 1998; Chon et al, 1998; Jones and .
. Mesch, 1999; Hersh et al., 2003). Este estudm es el primero que demuestra dlcha relacmn en tejldo |
- neuronal de humano. Bn dicha relacién, la expresmn del gen CE&" €5 Mayor en la region frontai v

entorrinal y menor en la regiém temporal v panetal
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" En este estudio, la mayor expresion del ARNm del gen CHAT en la regién frontal puede explicarse |

'por 1a presencia de circuitos con funciones primordiales de IEgalacién motora (Myers, 2005). La

presencia de neuronas colinérgicas en la carteza cerebral ha sido descubierta recientements

aunque su topografia es més selsctiva (o se encuentra en cortezas sensoriales pnmanas) ¥ su -
d]StﬂbHClOﬂ en cada regidn es escasa (Kasash;ma, Muroishi, Futakuchi, Nakamsln & Oda, 1998;

' Kasashnna, Muroishi, Futakuchi, Nakanishi & Oda, 1999). Uno de los pﬂnclpalesrsmcs a cargo dela

memoria de trabajo se encuentra en la corteza Fontal, ademas de que la corteza somatomotora y
premotora {(areas 4 (Passingham, 1993, capll } v 6,8y 2 de Bmdm respectivamente {Passingham,
1993, cap. 1L, IIL, IV, V) se ubican en esta regién y tienen como principal funcién la ideacién de la

‘conducta motora (Passingham, 1993, cap. ).

La persistencia de la memoria {en este case, memoria deciaraﬁva, para el aprendizaje de
habilidades metéras) requiere‘de circuitos reverberanies para, junto con btrcs neuretransmisores -
catécolaminas glutamato (Francis 2006; Walton & Dodd, 2006)-, mantener el estimulﬁ par periodos
de tlempo mayores al de la duracién usaai de! patencmi de accién {(Guma, 2001, cap.7). Un circnito
ast podria utilizar la Ac como nemotransmzsar ya que la ChAT al reclcla:r Ia colina uﬁlzzad&
perrmte una persistencia de Ia sefial q;:mm:a en esios pequefios circuitos, Estc haria de la ChAT y
su codificacin génica un elemenio indispensable. De esia forma, una mayér expresion del Mm
de CHAT generaria més proteina. ChAT, i_& cual serviria a su vez para el zeéiciamiento de ‘lal Ac que
‘estaria apeﬂada i:or éeﬁas locales (escasas neuronas colinétgicaé en la corteza frontal) 0 distal:as

(Ncleo Basal de Meynert y Nicleo Septal Mediaf).
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Dela misma forma, los hallazgos encontrados en la corteza entorrinal pueden atribuirse a que es
| una regién con numerosas aferencias colinérgicas éxdcedéntes pﬁncipaimente de la Banda :
Vertical Diagonal de Broca v el Nuclea Basal de Meynert— (Fibiger, 1982, Semba et-al, 1989;
Mesulam, 1996) y sa premdad con el hlpocampo ademas de su conectividad con la amlgdala y.
coriezas de asoclac;on fequicre también de circuitos reverberantes aunque. en este caso su.
participacién seria- disﬁnta, al de‘ la regulamen moiora (Alcaraz, 2001, cap. 6). Eﬂ este caso, -
col'aboré,ﬁa en la generacién de la memoria sensitiva olfativa y contribuiria en la generacién _cie '
einociones por su asociacién con la amigﬁaia y el giro del cingulo, todos ellos compoﬁentes del

cireuito de Papez (Squire & Zola-Morgan, 1991; Wible, Shiber & Olton, 1992; Price, 2000),
Expresién del gen NRSF'y de Ia proteina NRSF en controles

Se obser_va qus le; e:;pres_ién- del gen NRSF en los commlles es practicamente cﬁnsténfe, ,peré
disminuye en la ccrteza tempﬂrél. A&emés,-ia expresion de la protema NRSF se incrementa
signjﬁgaﬁvameﬁfe en ;asta Tegién. Debidé #esm, decidimos buscar yna _rglacién de la expresion
gen / proteina, en la gue encontramos qu% en la regién iem;iorai se producen I_‘I 83 pm’;einas por
unidad de ARNm del gen NRSF, c§ntra- uti global (wodas las regiones) de 2.2. En las demis

regiones se preserva la proporcién gen / proteina en relacién con el valor global.

Esta relacién incrementada en la regién -ten_:peta! nos hablaria de wn mscaﬁismo de fegulaﬂién
postranscripcional de la expfesién del gen NRSF, en el que podria estar participando un .majzor'
nimero de ribosamas adheridos 'arla hebra del ARNm del gen NRSF para, producir una mayor

. expresién de la protena NRSF. Existe evidmaa de que para una hebra de ARNm se pueden
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intercalar miltiples ribosoinas para 1a codificacifn de proteinas, un mecanisino asi podria estar

ocurriendo en esté caso (Lewm, 2000; Lugue & Herrriez, 2002).

El observar que nila cantldad de expteszén dei gen CHAT nide la protema ChAT dlsmmuyen en
la rmsma proporcmn al aumento de NMFIN&SF ros md;ca que por lo menos en la regién
temporai, la proteina NRSF regula més de un sélo gen. Se ha visio que este gen también reguia la
. expresién ée los genes BDNF (Factor neumﬁéﬁcc derivado del cerebro) (Timmusk, Palm,
Lendahl & Metsis, 1999), sinapsina I {Thiel, 1994), SCGI 0 (Mori et al, 1§90; Mori et al., 1992),
canal de Néf' {Chong, Ta;iia—Ramirez, Kim, TﬁlédG-Ai‘a} & Zi}e;lg, 1995), 1a sublmidad B2 'dei
receptor ﬁicoﬁnico {Bessis, Salmon, Zoh, Le Nowere, Piccidtté & Changﬁes, 1995; Bessis ¢t al.,
1997) de acetilcolinay la subunidad 4 del receptor muscatiﬂica de ni.ceﬁﬁa,-entre cﬁés (Reapra, _
Sharling, Word, Briggs,' Bachﬁséher & Paquette, 2000}. Muy probablemente el papel de la-
‘proteina NRSF en esia regién no se limita. exciusii.fameme ala regtﬁacién de la expreéién del gén
CHAT, sino también a la de, por lo menos, algano de fos otros genes ya menc;cmaéos Seria

necesario buscar la expresién de estos genes en las reg:ones estndiadas para evaluar dicha relaczon

Es de tener en cuenta, ademas que en el hamagemzado de teﬁdo cerebral qae‘se ultlizd para este |
estudic pudiera contener tanto terminales pre-sindpticas como pust-smapticas y es prebable que Ia :
scbreex:presmn de NRSF se deba a que las neuronas cohnerglcas post-smapucas tambzen
~ produzcan esta pretema resim:tora ya que se ha demnstradc que también interachis con Ios genes
_de otros tlpcs de pmtemas {en los que también se ha repartado la secuencia NRSE), como las
su subunidades GluR2 v GluRl de los -receptcres # glui:aﬂ::aio.- Se ha observado que estas |
submlidadés" regulan la expre’sién de NRSF (Myers et gl., 2000; Myers, Peters, Haang', Comer, Barthél

& Dingledine, 2000; Huang, Doherly & Dingledine, 20&1}'3: dado que la actividad sindptica en esta
' - - 54
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zona esta dada pﬁncipahnent;e por glutamato, éste puede regular la exi:;resién de Ias subumidades

de los receptores mediante 1a expresién de NRSF.
- Expresién de Ia proteina ChAT en el grupe control

Ademas de la. expresién del gen CHAT, deci&imes defermina: las concentraciones de la proteina
ChAT para sabef si la informacién genética cormesponderia con Ia caﬁﬁdad de proteina producida.
Se observa que gl nivel. de proteina ChAT se mantfiene pricticamente constante en todas las
regiones estudiadas. La actividad de la proieing NRSF que se encueﬁtra en estas Tegiones esti
“balanceada” ‘en | relaciéﬁ con la expresmﬁ del gen CH4T {en una relaci_én mversamente
ﬁr@éofcicnal), o q’ué coniribuiria a mantener constante el nivel de expres_iénrde la ChAT en todas
las regieneé; De esta forma, en las regiones temporai ¥ parietazl,-.zma mayor cantidad de la profeina'

NRSF limita la expresion del gen CHAT, como se describi6 en la seccién anterior.

El hecho cie tener ﬁveles de la i)reteina ChAT gue sqbteﬁass&a.pcr mucho la é}g}resién del gen
CHAT en la regién femporal y panetal puede ex#alicar's& por la gran camtidad de aferencias
| colinérgicas precedentes del Nacleo Tegmentai --Veﬁtrai {para ia regibn tem;mral) v dei ﬁ&cleo
Septal Medial {para la regién parietal) (Flbiger 1982; Semba, ot al., Fibiger, 1989; Gaykema et
al., 1990; Mesuiam, 1996) Laenzima ChAT se engma e sitios distantes y lmgra hac:la el boton'
smapuco {Fnzeli et al., 1970; Marhnez—Munﬂo et al., 1989; Oda, et al, 1992; Oda etal, 1996) '
por _Ie‘ que es prabable que las mismas aferencias cei:nerglcas de s;tms distales properclenan el

excese de la enzima ChAT en relacién a ld expresién génica en las regiones _tempcﬁi v parietal.
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El que existan neuronas colinérgicas en la regién frontal (comé' se demuestra con ﬁna elévada
expresion del gen CEL{T} con una cantidad cansténte de enzimaChﬁT hace creer que si bien hay
ﬁroduccién- tanto de acetilculiﬂa como de la ChAT en sstas régienes, éstas mantienen lﬁs circuitos
con aferencias prmclpaimente de tipo distal ¥ probai}iemte escasa distribucion !ocai haciendo‘
.que Ia ChAT se distribuya 2 sitios dlferentes de donde fue produmda Probablemente Ia produccmn
de la proteina ChAT en estos sitios (corteza fiontal y e_m'grrmal) este contribuyendo en cierta
medida a los valores elevados de la enzima ChAT ‘en las. regiones temporales y parie”falés,
manteniendo circuitos con estas zcnas La 'compw.baciéﬂ de dichos cm:u:tos réquie're un estudio
postenor que penﬁita confirmar los sitics de disuibuqién cg:mbral de la acetilcolina y de la enzima

CRAT producidas en las regiones frontal y entorrinal.
Expresion del gen CHAT'y de Ia proteina NRSFenla EA

En lés pacientes con la EA se observd una expiesién genética de CHAT con una tendencia similar
a la de los controles: menor en regidn temporal y parietal y.mayoi- en region frontal y entorrinal |
| (enla regléﬂ entdrrinal el valor es memf gue ei‘de la' regitn frontal), sungue en tédos los casos, Ia
expresxén del gen CHAT fue megor en el grupo de EAgueen el de los controles. Esto cancuerda
‘con los resultados reportados por d]ferem;es autores (f’ea:sen et al., 1985; Strada et al 1992
Everitt et al., 1997; Boissiere et al;, 1997; Baskin, Browing, lezz;elo, Corporal, Bassin & Appe}, ‘
1999; Epstein, .1999) asi como con la ﬁiﬁétesis del eémdia, en laque se esperQ una disminucion de

la expresion de este genen laEA
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El aﬁmento dela profeina NRSF y h’disn;jnuéién-de Ia ex;ares;ién del gen {fﬂéTeﬁ los cerebros de’
personas con la EA fue ofra de las cMeﬁs&cas observadas. Esta relacién inversaments
- propercional entre la expresién de la proteina NRSF con la expresion del gen CHAT conciier;ia |
con el ccmportamientq encéntrada en este compléjo con ¢l de 1a poblacidn control: la regulacién :
- negativa dg la expresion del gen CHAT por parte de la ptoteina NRSF Esto indica que la
interaccién NRSF / CI—BL;I se comporta de la misma forma que aqu‘el_labbsewaﬂa en el model§
humano sin EA. Debemos sefialar que en las personas con EA se observa una mayor expresiég de
la- enzima ChAT en ia regidn entorrinal v a;’iadisﬁiiméiéﬁ menof_en las regiones temperai 'y
ﬁarietal, con expresion muy disminuvida en la regién ﬁﬁntal (alredecior de la mitad en comparacién |

con la regién frontal de los controles).

Los cambios ehcontmdés en los casos con EA reﬂejan una disminuciéu de la actividad
colinérgica. Estes cambios cqncuefdan con lo esperado en esta poblacidn, ya que @o de los
prizicipales sitios con un patrén de neurodegeneracion en Ia EA .es el hipocamga, ademss de las
cortezas entorrinal y temporal (Pearson et al., 1983; Selkoe, 1993"; ¥aﬂker,‘ 1996; Small, 1998; Garcia—
Alioz’a,Gii—_Bea*, ﬁiez—Ariza, C'h'eu_, Francis, Laceras, ot al,, 2000; Ikanemoyic; Mufson, Wus, Bennett &

Dekesky, 2005).

Por ofra parie, se ha demosirade que ante dafio neuronal de tipe isquémico (Calderone et al,, |
2003) o mducide por la administracién de kainato se produce una sc&reéaq:resién de NRSF (Palm
et al., 1998). Los hallazgos en esie estudio son una evidencia més de la regulacion que el dafio

 neuronal puede ejercer sobre esta protefna.
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El hecho de encontrar una disminuﬁén dé ta expresién del gen CHAT con un inc'remenio_-en lé
exprésiéﬁ dela proteiﬁa NRSF indica gue tanto la ﬁmciéﬁ reguladora de la proteina NRSF como la
exi}resién del gen CHAT se mantienen intactos en su relacion {é ‘mayor proteina NRSF, menor
expresion del gen CHAT), es ﬁécir, la infe?&ccién NﬁSFfCE&'{’ée regulacién se mantiene intacto.
- Al parecer, la interaccién NRSF/CHAT es independienis de la pérdida_ de iejido _néﬂrénai, aungue

¢l decremento de la éxpresic’}n del gen CHAT no esth a la par de la sobreexpresion del NRSF.

Como ya se menciono antenennﬁnte el NRSF actiia sobre ottos genes como BDNF, Singpsinaly

SCG10, efc. (Tmusketal 1999; Thiel, 1994; Thiel 1998; Monetai 1990; Mon etal., 1992
Cheng et al., 1995), por lo que no podemos descarta:r la posibilidad de que NRSF este
mteractuaﬂde con d1ferentes procesos, como por ejemplo la regulacién del NRSF p{}dﬂa estar
relacionada con los procesos de muerte celular programada inducida por Ia degenemmn neumnal
propia de esta patologia {Chen, et al 1998; Gmams, Opitz, Bennett & Zukin, 2000) es decir, en

la EA el NRSF puede estar gjerciendo un efecto contfano al postulado vy regtﬂax altemamente la
expresién de la ChAT. Seria necesario estudiar la ;)amc:pm de este proceso en la

neurodegeneracion que se presents en la EA.

Por otra parte, debemos considerar la pro&%iiidad de que el cemportanﬁeﬁtd de la interaccion
- NRSF/CHAT sea depeadiente de la edad. La curva de la interaccitn NRSF;’C}MT es su:m}ar en su
distribucién que fa de los conimies (a mayer proteina NRSF Wenor expreswn del gen CHzﬂ)
aunque e}ﬁste una mayor expresion de NRSF y una dismmacmﬂ en la expresién génica de CL{&T
Podria yensarse que en- sujetos sin demencia ocurra una variacidn pmﬁati:ia dependienie de la edad
en-el comportamiento de esta inieraccién. Fsta variacién, sin embargé, encontraria una m;seta,
impidiendo su progresién, ‘mient'ras.que en las personas con EA esta curva sabrepaéarié este punto

de meseta y coniribuiria en paﬂe a la sintomatologia observada en esta enfermedad Hasta el
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momento no existe ninguna mvestigacién donde se analice si la expresién de NRSF en humanos
tenga tal comportamiento (dependiente de la edad). Resuitaria intercsante llevar a ¢abo una
investigacién en 1a que se incluyera tejido cerebral de personas de diferenies edades pa:fa regisirar

* si varia dicha expresién.
Expresion de NRSF y de 1a proteina NRSFen la EA

Se observa que la expresion del gen .}\&’ZSF €s mayor en ias?eréonas con la BA en relacién con los
controles. Si bien la expresion del ARNm de NRSF, ée aumentd en un 86% en el 2IUpO con EA en
gomparacién con ¢l o;ontrol v los niveles de la pmigina NRSF @ﬁéﬁﬁron' en wn 57% en el grupo
con EA, se observa que hay un exceso de produccién de proteina NRSF en la regién t;smperal en
ambos grupos de éstadie. Fn las personas con la EA, esta -propcfcién se. mantiens aynque con
'méyor expresién {ver grafica 20, de 1a.secci6ﬁ de resultados), lo qﬁe nos iﬁdica-am mayor éfecto
regulador en las personas con esta enfermedad. La interaccion MFZCHAT est4 preservado en
esta poblacién, amngue buscmdai denuevo Ia rélécién de la expresion gen iprdieina, encon{ramos
que en la regién temporal se ;}rétiuoen en la EA 10.12 proteinas por wnidad de ARNm.d.el gen
NRSF, conira un global (todas las regiones) de 1.86; Al ig&al que en los controles, en Ias dgmés

regiones se preserva la proporcidn en relacién con el valor global.

Lo .anterior parece indicar que los cambios se deben no prec_isameﬁte a yma alteracion de es;:a»
interacciéﬁ, SO0 8 daﬁe neuronal. Como se mencioné en el apartado ‘anteliér, esto pudiera deberse.
a un mecanismo de compensacion de la produccién de NRSF ante la péxdida neuronal, pro_vet;ando
su sobreexpresiéﬁ. Actﬁaiﬁ&ente se ha descrifo que NRSF incrementa sus niveles de expreéién en

epilepsia {(inducida por Kainato) esto indica que la actividad neuronal ante un dafio produce una
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sobre-expresion de esta proieina (Palm,- et al., 1998). Es probable que los resuﬁados en la regién‘ ,
temporél de los paéienté‘s con EA se deban. en parie 4 'que esta es una de las regioﬂes més

vaulnerables a lesldaﬁos producidos por. la acumulacion de 1a proicina p _amiloi&e, asi como la-
alteracién intracelular de ia protéina Tau {Hymm, Van Héeseﬁ, Damasio & Bames, 1984; Price,

. Davies, Morris & White, 1991; Av:la, Zﬂbi}; Garcia—Sier;a,' Wischik, Harrington,-lea-Muﬁez &

.Me'na, 2001; Zhang, 2004; Goekoop, Shceiiens,_Barkhbf & Eﬂm?oéuts, ZQOG}_ fo que a su vez 7
también puede inducir'uné respuesta incrementada de NRSF., El hecho de habei encantratié una
mayor expresion del gen NRSF en las personas con Ia EA, nos indica que ei efecio que el dane
neumnal tiene en la sebreexpresmn de NZRSF es a nivel nuclear, es decir, parece haber un
'mecamsmo de senalmacién directo enire ¢l dafic neurmai 'y la expresién gémica Habria que
iﬁvesﬁgar si este efecto es directo o si requiere de intermediarios (in'crémente de Catt, activacién

de receptores, entre otros).
Expre,sién delia pmiaema ChATenla EA ‘

Ya se ha menclonado Ia mteraccién NRSF } CHAT y de cdmo esta mﬂuye en la expreswn dela
proteina ChAT El hecho de gue en &l obulo. fmntal haya menor canudad de proteina ChAT s¢
deberia en este case a 1a pésdida de aferenmas a esia regmn cemo "consecuencia de la |
neurodegeneracion en los sitios ya mencionades. La mayor expremon de ia enzima ChAT en -
comparacién con la regién ﬁ'aniai se deberia 2 la persastencia de aferencias por ser smteﬁas de

distribucion més. laca.les gue el que mveluc;’a a la regién frontal. Esto es, parece ser que la |
desaferentaéién seria més susceptible a p;éséntarse en sisieﬁ:zas céﬁaérgicos'de axones Iaxgef_:; que
en sistemas ca!inérgices‘ de axones cortos. La comprobacién de este fénémenc requeriria de un

estudio posterior.
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Puede observarée, ademés que la concentracién de la proteina ChAT es mayor que la gxpresion del _

gen CHAT, pero de manera “pamléia” (como se observé en la figura 21). En este casbg la

expresidn del gen CHAT se reéacé, pero la cantidad de proteina no sigue este curso. Esto habla de

que puede presentarse un mecanismo de sobreexpresién postranscripcional {como se menciond
anteriormentie), o bien: habla de qus disminuye la éctixddad sintética de la proteina, pere los niveles

no, muyy probabiemente debido al aporie exégeno de 1::_1 ChAT. por medio de los niicleos

colinérgicos que hacen aferencia en estas regiones (niicleo septal medial para region parietal y

tegmental ventral para regidén ,tem;#oxa’i y entorrinal).

Por otra parte, seria necesario evaluar hasta qué-punib la pérdida de aferencias colinérgicas estaria
rélaci_enadc cont 1a manifesiacion de los sihtamas caracteristicos de la EA, a saber: disfuncién en

los procesos que" involucran el uso de la memoria de trabajo, aprax:as ideomotoras, aplanamiento

emocional y las agnesm,s (Yesavage, Brooks Tayiﬂr & kalenberg, 1993 Kramer & Duffy,

1996; Barret, Eshnger Balienﬁne & Heilman, 2005).
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XI.- CONCLUSIONES

1.- En las personas sin demencia existe una reguiaciéﬂ negativa de ia e:q&resién del gen CHAT por
parte de la proteina NRSF |

2-Enla Enfer:ﬁcde;d de Alzheimer existe una mayér expresion profeica de NRSF que condiciona
niveles bajos ﬂe {a expresidn genéticade CHAT,

3 .- Este cambio en la Enfermedad de Alzheimer es debido p;incipalme;ﬁe al dafio neuronal propio

de la patologia.
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Limitaciones y perspectivas

XIL- LIMITACIONES }}ELI ESTUDIO

Una de las ﬁﬁncipaies limitaciones ﬁax_dreali:%ar este estudio fue la dificuliad para consegmr las‘
muesiras de tejide cerchral 'de -personas con EA Actualmente, el ntmero de autopsias ha
disminuido significativamente y resulta lamentable que ai menos en las personas con EA no se
lléve a cabo este estudio, ya éue solamente se puede establecer el diagnéstiéo’ definitivo de la EA |
medi_ante el anah51s hist(.)patalégico cercbral. Por oira paite, al no contar con el encéfalo completo
de personas con EA no se pudieron extraer los principales ﬁﬁcleas cﬁl_iiliérgiees. {Nicleo Basal de
Meynert, Banda diagonal y ve‘rtiéal de Broca, Nacleo Tegmeﬁtal ifenﬁai,‘etc.) para realizar una
correlacion miés detatlada de la eﬁ;ﬁresi’én de ChAT y NRSF en tﬁﬁé el sistema 6qlinérgic0.- Otra
" de las limitaciones de una muestra pequefia es 'éi 1o contar con mma muestra representativa de cada
~uno de los estadios dé esta paieiog;’a (leve, moderada y grave) para deteiminax si estos cambibs' _ .‘

~ suften variaciones graduales o si se estancan en algin momento de Ia enfermedad.

 PERSPECTIVAS

Pai‘_a cérrebérar que NRSF re_gulg negativamente Ia expresidn del gen‘ ChAT seﬁa‘necesaﬂo'
comprobar 51 la protefna represora se encuenira unida al gen CHAT para lo cﬁal e,s. neﬁesaﬁe
utilizar otra serie de tecmcas como la'inmunopre.ciyitasién de ia cremérﬁna_ Asimiszﬁo, se debe;'é
realizar una secuenciacién t-iel‘ gen CHAT para ver si las modificaciones encontradas en las
difefentes regiones anailzadas son debidas a una alteracién de tipo secuencial de los nﬁcieetiéos y

en el caso de NRSF para ver qué isoforma es la que se expresa.
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Recientémente se ha realizado la valoracién de la canﬁdéd de acetilgo}jaa cergbral en los pacientes

con EA tr;gdimlté la ESpacﬁcfatametria por resonmﬁa magnéﬁeg ﬁ:ncieﬁal- Esta técnica podria .
ser il para complementar el “perfil colinérgico™ de estos pacienteé, es decir, tener la expresién
déi_ gen CHAT, su regulacién por NRSFE, la caﬂtidaf:i de enzima ChAT y finalmente Ia caitidad de _
acetilcolina resultante. Una de las ventajas de esta investigacién seria estudiar el -,si.stem'a

colinérgico de las personas con BAinvive y continuarlo con ¢l estudio post mortem.

También resultaria interesants amalizar la expresién de la interaccion NRSF/CHAT en otros -
procesos neurodegenerativos {esclerosis lateral amiotrdfica y epilepsia frontal noctuma, entre |
otras) para determingr st estos cambios son exclusivos de la EA o 'si son simii‘arés alos de otra

enfermedad y en qué intensidad.
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Anexo 1 _ N
Diagnéstico de Demencia de acuerdo a Jos criterios del DSM-IV: '.

% Criterio Al: deterioro de iarmema_zia a corio y largo plazo

» Criteiié A2:La presencia de por lo menos uno de los siguientes trastornos cognitivos:
A2a: Afasia
AZb: Apléxia :
AZ2c: Agnosia
A2d: Trastomos en la funcién de ejecucién

< Cﬁterio B: Los trasﬁoims Al v A2 deben ser lo suﬁcieniemem:é Severos como para cm?sar un

~ deterioro. significativo en la actividad social y ocupacional y como coasecuencia causar una
declinacién del nivel previo de funcionamiento.

% Criterio C: Los hallazgos enunciados no deben aparecer exclusivamente durante el curso de un - |

estado confusional agudo (delirtum) (17).

Anexe 11

Critenios para el diagnéstico de Probable Eﬂfermeéad de Alzheimer del Insfituto Nacional para
los Trastornos Neurologices de la Conmunicacién y Apoplejia y la Asociacion para la Enfermedad
de Alzheimer y Trastomos Relacionados de Estados Unidos (NINCDS-ADRDA) (56):

El criterio para el diagnbstico de Enfermedad de Alzheimer probable incluye;

Demencia esfablecida, por examen clinico y docamentade por el Mini Mental Test Examination,
' Escala para la demencia de Blessed o algin otro similar y Actmﬁzmada‘ por la evaluacién
neuropsicolégica. ' '
Defectos en dos o més areas de la cognicién.

Empeoramiento progresivo de la memoria v otras funciones cognoscitivas.
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Ausencia de perturbamén de la conciencia. - _
Connenzo dela smﬁomaiaolegm entre los 40 y 90 afios, més a menudo después de los 65.
Ausenma de {rastomos mstemzcﬁs u oiras enfermedades del cerebro gue por st nnsmas pudiesen

provocar defectos progresivos dela memonay la cegmcmn

El diagnéstico de Enfermedad de Alzheimer probable es apoyadopor,

Deterioro progresivo de funciomes cognitivas especificas tales como lenguaje (Afasia),
habilidades motoras {Apraxias) y perceptivas {Agnosias). |
Compromuso de las actividadés de 1a vida diaria y patrones alterados del comportamiento.
Hisioria familiar de trastomos similares, partiélﬂarmente probados snatomo-paiologicamente, v
Resultados de laboratorio de: :
Puncién fambar normal evaluada con técn-icés estindar _
EEG normal o cambios de caracter inespeciﬁcc tales como incremento de actividad lenta.
Evidencia de atrofia cercbral en la tomografia computada con progresion documentada a través

de observaciones seriadas o a través de resonancia magnética nuclear.

Otros rasgos clinicos consistentes con ol diagnéstico de Bafermedad de Alzheimer probable
luego de la exclusion de otras causas de demencia distintas a dicha enfermedad incluven: |

Estancamientos en el curso evolutivo de la enfermedad.

Sintomas asociados de depresion, insomnic, incontinencia, déiusiones, alucinaciones, ilusiones,
comportamiento catastréfico, verbal o emocional, exabﬁ;pﬁas fisicos, trastornos sexuales y
pérdida de peso; otras anommalidades neusoldgicas, -es;:eciﬁcamente en estadios mas avanzados ‘
de la enfermedad que incluyen signos motores taies como mcremento del tono muscular, -
‘mioclonias o trastomos de Ia marcha,

Convulsionss en estadios avanzados.

Tomografia dentro de limites normales para la edad del paciente.

Rasgéiciiuices que hacen mcierto o improbable ei_ét'_ggnésﬁcb de Enfermedad de Alzheimer
probable; | '

Comienzo agudo o apopléctico
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Hallazges de signos neuroldgicos de-cardcter focal tales como hemiparesia, pérdida de la
sensibilidad, defectos campimétricos visuales y trastornos en la coordinacién motora de aparicién
temprana en la enfermedad. _‘

Convulsiones o perturbaciones de 1a marcha en estadios iniciales de la enfermedad.

Diagnéstico clinico de Enfermedad de Alzheimer posible: | |
Puoede ser hecho sobre la base del diagnéstico de sindrome demencial, en ausencia de otra
enfermedad neurolégica, psiquiétﬁcé o trastormos sistémicos ‘-capaces: de provocar demencia, y
cuando se consiatan variaciones en las formas de iniciacién, présentacién o curso evolutivo dei
cuadro cliﬁioo. - ' . |

Puede ser hecho, también bajo la préseneia de desordenes cerebrales o sistémicos asociados,
capaces de provocar demencia peso que no éﬂn considerados ia causa del sindrome demencial en
Cuesj:ién,y - A . | -

Deberia ser utilizado en estdios de investigacién, cuando un defecio cognitivo {mico y
gradualmente progresivo, s identificado en ausencia de Qtraé causas posibles que lo puedan
oziginaa;. ' | '

Diagnéstico clinico de Enfermedad de Alzheimer defiitive: - .

Requiere el diagl_léstico de EA @rebaﬁie y la comprobacién histopatoldgica por biopsia o
autopsia. . o | o ‘

La claSiﬁcacién_de EA para propésitos dé investigacién debe especificar caracteristicas que
pueden identificar subgrupos de diche frastomo, tales como: ' |
Antecedentes familiares
~ Inicio antes de los 65 afios
Presencia de tr_isc‘ﬁia 21

- Coexistencia de otras condiciones relevantes oo por ejemplo enfermedad de Parkinson.
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