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Resumen 

Introducción: Una de las principales alteraciones bioquímicas implicadas en la 

etiopatogénesis de la Enfermedad de Alzheimer (EA) es la disminución de ·¡a enzima 

colina acetiltransferasa (ChAT). Evidencias recientes muestran que el gen de la ChAT 

puede ser regulado por un factor silenciador restrictivo neuronal (NRSF). Objetivo. 

Evaluar la expresión genética y proteica de la ChAT y NRSF en corteza frontal, 

temporal, entorrinal y parietal de pacientes con EA. Materiales y método. Se 

incluyeron un total de 4 pacientes con EA y 4 pacientes control. Se extrajeron 100 mg 

de tejido cerebral y se homogenizó para la extracción del ARNm total por el método 

de isotiocianato de guanidina, Para registrar los niveles de expresión·genética se realizó 

la técnica· de Transcriptasa inversa y reacción en cadena de la polimerasa (RT -PCR). 

Para la determinación de protelna de ChAT y NRSF se obtuvieron 100 gr. de tejido 

cerebral, se cuantificaron proteínas por el método de Lowry y se determinaron mediante 

Western Blot. Resultados: La expresión del gen CHAT en furma global fue menor en 

un 39% en el grupo con EA vs. control (p<0.05, U) y los niveles de su proteína se 

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

de NIJSF se aumentó en un 8()% en el grupo con EA en comparación con el control 

(p=O.OOl). En contraparte, los niveles de la protelna NRSF aumentaron en un 57% en el 

grupo con EA (p>0.05). Conclusión: En la Enfermedad de Alzbeimer existe una mayor. 

expresión proteica de NRSF que condiciona niveles bajos de la expresión genética de 

CHAT. 



ABSTRACT 

Decreased choline acetyltransferase (ChAT) brain levels is one of the main biochemi.cal 

disorders in Alzheimer's Disease (AD). Recent data show that the ChAT gene can be 

regulated by a neural restrictive silencer factor (NRSF). Objeelive. To evaluate ChAT 

and NRSF genetic and protein expression in frontal, temporal, enthorrinal and parietal 

cortices of AD patients. Metbods. A total of 4 patients with AD and 4 without dementia 

were · studied. Cerebral tissue was obtained . and processed by the guanidine 

isothiocyanate method for RNA extraction. ChAT and NRSF expression was 

determined by reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) and Westem 

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

AD patients as compared to the control group (p<O.OS, U test), whereas ChAT protein 

levels decreased only by 17% (p=0.02). Compared to the control group, NRSF gene 

expression was increased by 86% in the AD group (p=O.OOI). On the other side, NRSF 

é'' protein levels were increased by 57"/o (p>O.OS). Conclusion. Greater .NRSF protein 

levels determine low ChAT gene expressiou levels in AD patients. 

ii 



Introducción 

l. INTRODUCCIÓN 

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma más común de deiDllllcia degenerativa del sistema 

nervioso (Selkoe, 200 l ). Evidencias recientes demuestran que la EA es un trastorno heterogéneo 

compuesto por diferentes características funotipicas y genotípicas. Clínicamente esta enfermedad se · 

caracteriza por daño progresivo e irreversible de' las funciones cognitivas en etapas medias y tardías 

de la vida adulta con slntomas iniciales como disminución de la memoria y el lenguaje (Carlesimo, 

Mauri & Graceffa, 1998; Bonzeat, Gregozy, Ralph & Hodges, 2000). A pesar de disponer de protocolos 

de diagnóstico clínico cuidadosamente diseñados, la certeza del· diagnóstico de la enfermedad de 

Alzheimer es de aproximadamente 85%y sólo se confirma por el esamen post-mortem del cerebro 

(Morelli, 1997). 

Los cerebros de los pacientes con EA, muestran varias características neuropatológicas como 

depósitos proteínicos que consisten en placas neuriticas compuestas por depósitos extracelulares de 

!3-amiloide {placas de !3-amiloide) y por ovillos intraneuronales furmados por neurofibrillas 

consistentes en filamentos enrollados de la proteína tan citoesquelética (Bondareff, Moun.ljoy, Roth & 

Hauser et al:, 1989; Terry, Masliah & Salmon, 1991; Delacourte, David, Sergeant, Buce,. Wattez, 

Vermersch, et al., 1999; Arrigada, Growdow, Hedley-Whyte & Hyman, 1992), gliosis astrocitica, 

microglia reactiva, inflamación así como pérdida neuronal y sináptica (Geula, 1998; Sclkoe, 2001). 

Estas alteraciones neuropalológicas son más prominentes en regiones cerebrales como corteza 

frontal, parietal, temporal, entorrinal, el hipocampo y amígdala. 

1 
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Introducción 

Otro de los eventos patológicos iniciales en la EA es un notable decremento de la actividad de la 

enzima colina acetiltransferasa ( CbAT), evento que a su vez altera la producción de acetilcolina 

(AC) (Coyle, Price & Delong, 1983; Pearson, Esiri, Hiorns, Wilcock & PoVI'ell, 1983). Diferentes 

investigaciones, han correlacionado la disfunción de CbAT con el deterioro cognitivo de los . 

pacientes con EA, así mismo con los cambios histopatólogioos típicos de la enfermedad. Evidencias 

recientes, han confirmado una importante disminución del ARNin de CHAT, en los núcleos 

colinérgicos principales (Núcleo Basal de Meynert, Banda Diagonal y Vertical de Broca, etc) 

(Strada, Vyas, Etienne, Hirshs, Rnberg, Brice, et al., 1992; Boissiere, Faucheux, Agid & Hirsch, 1997) .. Sin 

embargo, aún no se ha logrado comprender cuál es la cansa exacta o los factores adicionales qne 

subyacen a este proceso. 

La síntesis de las moléculas colinérgicas neuronales involucradas en la nenrotransmisión de la Ac 

está elaboradamente controlada por elementos reguladores de · ADN y de proteínas de unión al 

ADN. En modelos murinos y en cultivos celulares de roedores, se ha observado que la expresión · 

génica de CHAT está regulada negativamente por un fuctor silenciador restrictivo neuronal 

(NRSF). Este fuctor debe reconocer a un elemento silenciador restrictivo neuronal (NRSE) para 

poder inhibir la expresión genética en forma conjunta. Por ntra parte, se ha encontrado que ellocus 

del gen colinérgico en humanos contiene una secuencia homóloga al NRSFINRSE de la rata en una 

región correspondiente (Hahm, Chen, Patel, Erícsson, Bonner, Weihe,et al., 1997; Tauaka, Zhao, Wu & 

Hersch, 1998). Además, evidencias recientes, han demostrado que el gen colinérgico de las céluhls de 

la médula espinal y placenta humana expresan al NRSF (Oda, Muroislú, Misawa & Suzuki, i004). 

2 



Introducción 

Actualmente, en pacientes con EA no se han realizado estudios para investigar si.la depleción de la 

expresión genética del ARNm de CHAT se deba al mecanismo inhibitorio mediado por NRSE -

NRSF. Con base en lo anterior y como primer abordllie experimental decidimos realizar un análisis 

post-monem de la expresión génica de CHAT y NRSF y los niveles de sus proteínas en diferentes 

regiones cerebrales de personas con Enfurmedad de Alzheimer y personas sin demencia. 

3 



Antecedentes 

ll. ANTECEDENTES 

Enfermedad de Alzheimer 

La enfermedad de Alzheimer (EA), es una patología degenerativa cerebral irreversible, de 

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

de modo difuso a las neuronas de la corteza cerebral, así como otras estructoras subyacentes, esto 

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

de errores, coordinación de los movimientos y memoria, que es lo que en conjunto se conoce como 

demencia. Por último, se acaba perdiendo por completo la memoria y las facultades mentales 

superiores (Hodges & Patterson, 1995; Lawrence & Sahakian, 1998; Bozeat, GTegory, Ralph & Hodges, 

2000). 

Prevalencia 

. Los estudios de prevalencia realizados en los últimos 70 años coinciden en señalar que el aumento 

progresivo de las demencias corre paralelo con el incremento de la edad. Así, el número de 

pacientes con EA será una variable en gran medida dependiente de la distribución de edades de 

una población determinada. Actualmente, en México, existen pocas investigaciones respecto a la 

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

(residentes de asilos y centros hospitalarios de referenCia, entre otros) (Alvarado, Hemández & 

Tapia, 2004; Cruz-Alcalá & Vázquez, 2002) y no son un reflejo representativo de esta población en 
• 

nuestro país. Por otra parte, Arias (2006) y su grupo de trabajo 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 área metropolitana (Arias, Morales, Maynard, Flores, González & 

V elásquez, 2006). 

4 
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Antecedentes 

Clínica 

,Actualmente se piensa que un deterioro mental leve puede ser un síntoma importante de las 

primeras fases de laEA, no obstante, los síntomas precoces de la. EA pueden en muchas ocasiones 

pasar desapercibidos y quedar enmascarados por los signos del envejecimiento normal, algnnos de 

estos síntomas se resumen en el siguiente cuadro. 

Cuadro 1. Principales difer!llleias entre el "1'Vejecimiento normal y patológico 

DIFERENCIAS ''lf•.A 

Signos Id" 

NORMAL 

y eoneentroeión Memoria y eoneentroeióD 

Pequeños falloS de memoria periódicos n oMdos Cambio de lugar o lt'érdidade ollieíos importantes. 
de parle de wa experieaeia. 

Confusión aceroa de eóm6 !levar tareas simples. 
Fallos ocasionales de ateación o concentración 

Diñeidtatle& para reool.v« problemas aritméticos 
seacillos •. 

Ilifieul¡ad para tomardeeisiomes RllinariBs 

,Qp~~ .. ~·-· 1 del afio 
'V• ]! 

fri•te7.a o y a :del . 

una cansa especffica. Progresiva pérdida <le interés por eleatomo. 
Depresióa. angustiáo emtfusioo en respnesta a 

Conducta progresivamente sigilosa cambios 
. ... 

~.l. •de la ·~ 
'Y' 

Habilidades llngliislieas Pata """'Prender frases o e1illlmllm' palabras adecuadas 
conservadas Iru::apaeidad para entand« el signiñcadn <le las palabras 

Conversación redncida o irrelevante 

IY• . 

l'~nMQ en los 
leDt.itud de ~~tos, marcl!a renqueaniie y seatido del equilibrio movimientos 

Aó 1másbaios disminuido 

5 



Antecedentes 

• Las placas neuríticas están formadas por la acumulación extracelular de fragmentos insolubles 

de la proteína 13-amiloide (AI3), actualmente se cree que las alteraciones en el metabolismo de la 

proteína precursora dell3-amiloide (PPAI3) con la acumulación progresiva de su fragmento (AI3) es 

un evento crucial en la patogénesis de la EA (Barger & Harmon, 1997). 

• Los ovillos neurofibrilares están constituidos por filamentos helicoidales pareados (FHAs) y la 

proteína tau es su principal componente estructural. Esta proteina se encuentra asociada a los 

FHAs y presenta una serie de modificaciones postraduccionales relacionadas con cambios 

conformacionales progresivos como una hiperfosforilación y proteólisis endógena, lo que origina 

una importante alteración en la función de las neuronas (Kapaki, Kilidireas, Paraskevas, 

Micbalopoulou & Patsouris, 2001; Mao, Katamaya, Watanabe, Harada, Noda, Yamamura, et al., 2001; 

Garcia-Sierra, Wischik, Harrington, Luna-Muiíoz & Mena, 2001 ). 

FACTORES DE RIESGO PARA EL DESARROLLO DE LA EA 

No se conoce aún 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 investigación se centra fundamentalniente en conocer por qué la proteína 13-amiloide se 

produce y se deposita en unos indivipuos y no en otros. A este respecto, se ha llegado a diferentes 

hallazgos según se trate de la EA de inicio tardío (la forma más común) o de inicio precoz. 

En la enfermedad de Alzheimer de inicio tardío, los hallazgos más significativos se refierén a la 

llamada apolipoproteína E (ApoE), que interviene en los mecanismos de movilización y 

distribución del colesterol para la reparación de las células nerviosas en el curso de su desarrollo y 

7 



Antecedentes 

después de una lesión. El gen para la ApoE se presenta en tres formas principales: ApoE4: Los 

mayores depósitos de ~-amiloide se producen en los portadores de este gen, lo que lo constituye en 

el principal factor de riesgo para el Alzheimer de inicio tardío. ApoE3: Los depósitos son 

menores, pero se ha observado que su combinación con el ÁpoE4. podría inducir el 

desencadenamiento de la respuesta inflamatoria en el cerebro. ApoE2: Es el que produce menos 

depósitos y actualmente se piensa que podría tener un papel protector. 

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

una forma agresiva de la enfermedad: 

La· mayoría d.e los casos de EA de inicio precoz parecen implicar mutaciones de los genes 

presenilinti-1 (PSI) y presenilina-2 (PS2). Estos genes defectuosos parecen acelerar la formación 

de la placa de ¡3-amiloide y la apoptosis (Janssen, Lantos, Fox, Harvey, Beck, Dickinson, et at, 2001; 

Queralt, Ezquerra, Castellvi, Llen, Blesa & Oliva, 2001; Devi, Fotion, Jyrinji, Tycko, DeArmand, Rogaeva, 

et al., 2000) 

Se han encontrado también diversas mutaciones en los genes que controlan la proteína PPAf3. 

Estas mutaciones estarían, por ejemplo, en el origen de EA precoz característico del síndrome de 

Down (Selkoe, 2000). 

Factores ambientales 

• Las Proteínas priónicas como las que se han descrito en la enfermedad de Creutifeldt-Jalwb 

causan enfermedades neurodegenerativas. Recientemente se ha visto que estas entidades· están 

relacionadas . patogénicamente con ·la Enfermedad de Alzheimer por el mecanismo de 

malplegamiento proteico (de hélices a a hojas plegadas de tipo~) (Kretzschmar & Poser, 2001). 
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• Especies Reactivas de Oxigeno (ERO), son sustancias altamente reactivas, poseedoras de 

un número impar de electJ:ones en su último orbital, estos son capaces de existir de manera 

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

que dañan las membranas celulares e incrementan la respuesta inflamatoria (Bourdel-Marchasson, 

De1mas-Beauvieux, Peuchant, Richard-Harston, Decamps, Reignier, et al., 2001 ). 

• Metales: Algunos estudios, muestran la formación de placas de ¡3-amiloide en presencia de 

niveles altos de iones metálicos como zinc, cobre, aluminio e hierro. Parece que esta acción se 

incrementa en un medio ligeramente ácido. 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 lesión (So1omon, Koppe1 & Jossiphov, 2001; 

F1aten, 2001; Kozin, Zirah, Rebuffat, Hoa&Debey, 2001). 

m. NEUROTRANSMISIÓN COLINÉRGICA Y LA EA 

Sistema colinérgico 

De los sistemas de · neurotransmisión implicados en la fisiopatogenia de la EA el mejor 

caracterizado es el colinérgico. El sistema colinérgico se encuentra integrado por el núcleo basal 

de Meynert (NBM), banda horizontal y vertical diagonal de Broca (BHDB y BVDB), así como el 

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

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

situadas en NMS envían proyecciones al hipocampo y las del BHDB y BVDB inervan la corteza 

anterior del cingulo y el bulbo olfatorio respectivamente (Gaykema, Luiten, Nyakas & Traber, 1990; 

Mesulam, 1996). El NBM proyecta aferencias a la amígdala y al resto del manto cortical., sus 

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

ampliamente distribuidas enlas cortezas frontal, parietal ytemporal (Mesulam, 1996). 

Biosinte8is colinérgica 

La sfntesis de acetilcolina (Ac) se origina a partir de sus dos precursores colina y acetil coenzima 

A y la intervención catalítica de la enzima ChAT. Esta enzima se encuentra en el Sistema 

Nervioso Central, específicamente en las regiones cerebrales donde la AC ejerce su función. 

Dentro de las neuronas colinérgicas, ChAT se concentra tanto en los axones como en las 

terminales sinápticas (Martinez-Muñllo, Villalba, Montrero-Caballero & Rodrigo, 1989, Carroll, 1994). 

La transcripción genética de ChAT, a partir del molde de DNA nuclear debe realizarse bajo una 

estricta organización molecular, posteriormente el ARN es transportado al citosol para llevar a 

cabo la traducción de la protefna (Uinnerberg, Schoenherr, Anderson & Ibáfíez, 1996). Una vez 

sintetizada, ChA T es transportada a través del axón hasta llegar al lugar donde ejerce su actividad 

catalítica para producir Ac y.enseguida es almacenada en vesículas sinápticas transportadoras para 

ser liberada posteriormente al espacio sináptico (fig. 1 ). Una vez liberada, la Ac se va a uuir a 

receptores muscaríuicos y uicotinicos presentes tanto a uivel presináptico como a nivel 

postsináptico. Una vez ejercida su acción la Ac va a ser rápidamente eliminada .de la hendidura 

sináptica mediante la acción de la enzima acetil colinesterasa (Ace ). Esta enzima es sintetizada por 

las neuronas colinérgicas y es liberada a la hendidura sináptica donde se va a . asociar a las 

membranas colinérgicas de la terminal axónica. 

La Ace degrada laAc en colina y ácido acético, siendo la colina recaptada en su mayor parte por la 

terminal presináptica para ser reutilizada para la sfntesis de nueva Ac {Okuda, 2000). Por otra 

parte, la Ac es uno de los neurotransmisores ampliamente distribuidos por todo el SCN y 
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desempeña un papel importante en diversas funciones cognitivas como el aprendizaje, atención y 

memoria, entre otras. Cabe mencionar que en los pacientes con EA la producción de este 

neurotransmisor se encuentra notablemente disminuida por una alteración de la actividad 

enzimática de ChAT (Bierer, Haroutunian, Gabriel, Knott, Carlin, Purobit, et al., 1995; Everitt & 

Robbins, 1997; Small, 1998). 

Terminal 

Transportador 

de colina 

Receptor Ach 

F ig. 1 Representación esquemática de la sintesis de acetilcclina a partir de colina y 

acetil CoA, con la intervención catalítica 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 bioquímicos y de hibridación in situ 

señalan una marcada disminución en la actividad de la ChAT (30-90%) y de sus niveles de Ácido 

ribonucleico mensajero (ARNm) (aproximadamente 50%) en la corteza temporal, frontal y 

parietal de pacientes con EA (Bowen, Smífu, White & Davison, 1976; Coyle, Price & Delong, 

1983; Pearson, Esiri, Hiorns, Wilcock & Powell, 1985; Strada, Vyas, Etienne, Hirsch, Merle, 

Brice, et al., 1992; Everitt & Robbíns, 1997; Boisssiere, Faucheux, Agid & Hirsch, 1997). La 
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disminución de la actividad de ChA T es consistente con el decremento del número de neuronas 

colinérgicas del NBM (Henke & Lang, 1983; Bird, Stranahan, Surni & Raskind, 1983; Lawrence 

& Sahakian, 1995; Lawrence, 1998). La mayor parte de los estudios post-rnortern en pacientes con 

EA han demostrado que la actividad de la ChA T presenta una significativa -aunque variable-

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

(Mounljoy, 1984); sin embargo, existe una insignificante correlación entre los niveles de ChAT y 

los ovillos neurofibrilares, mientras que en otros estudios presentan una asociación significativa 

entre los ovillos y la neurodegeneración de varias regiones corticales en pacientes con EA 

(Wilcock, Esiri, Bowen & Srnith, 1982; Epstein,l999). También se ha comprobado que existe una 

correlación entre la disminución de la actividad de ChAT y la pérdida neuronal en NBM con el 

grado de la demencia (Dekosky, Harbaugh, Schrnitt, Bakau, Chui, Knoprnan, et al., 1992; Bierer, · 

Haroutunian, Gabriel, Knott, Carlin, et al., 1995). Estudios más recientes .proponen que la 

depleción colinérgica es específica para cada región cerebral y que depende del grado de avance 

de la EA; proponen además que el sistema colinérgico puede realizar respuestas compensatorias 

durante la primera fase de la demencia, motivo por el cual es de suma importancia identificar a los 

pacientes con EA desde la etapa inicial de la enfermedad (Dekosky, lkonornovic, Styren, Beckett, 

Wisniewski, Bennet, 2002). 

Se han desarrollado diferentes estrategias farmacoterapeúticas enfocadas a mejorar la 

neurotransrnisión colinérgica, corno precursores de la síntesis de acetilcoliJ;¡a, 

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

inhibidores de la acetilcolinesterasa, etc. Sin embargo, los resultados nó fueron satisfactorios al 

tratar de confirmar la utilidad clínica de estos agentes mediante ensayos clínicos controlados 

(Davis, Emmerling, Jaen, Moos & Spiagel, 1993; Newhouse, Potter & Lenox, 1993; Amenta, Parnetti, 

Gallai & Wallin, 2002). 
12 



Antecedentes 

Regulación de la expresión genética de ChAT 

Pese al conociníiento de la disfunción del sistema colinérgico en la EA, actnahnente no se conoce 

la causa exacta o los factores adicionales que subyacen aeste proceso. La evidencia actual sugiere 

que el funcionamiento deficiente de· los mecanismos de trascripción genética pueden influir 

directamente en la inadecuada regulación de dicho sistema (Strada et al., 1992; Boissiere et al., 1997). 

El gen colinérgico se encuentra en el cromosoma 10ql1.2 (OMIM, *118490) y codifica para 

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

exones no-codificables en la región 5': exon R, exon N, exon M ·y exon 4, los cuales pueden 

producir diferentes especies de ARNm a través de diferentes empalmes y sitios promotores. El 

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

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

combinación específica de diferentes sitios promotores. En modelos murinos, los sitios promotores 

para ChAT se han identificado en la región 5' del gen colinérgico, uno de ellos antes del exon R y 

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

& Hersh, 1994; Misawa, Matsuura, Oda, Takahasbi & Degucbi, 1997). 

Esta organización genética debe llevarse a cabo mediante una regulación altamente coordinada a 

nivel transcripcional (Oda, Nakanisbi & Degucbi, 1992; Oda, Muroisbi & Nalainísbi, 1996; Misawa et 

al.,' 1997; Mallet, Houhou & Pajak, 1998). El análisis de la región 5' del gen colinérgico sugiere la 

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

cual es la secuencia de nucleótidos con funciones reguladoras específicas en las neuronas. 

Experimentos in vitro han demostrado que la región 5' del exón 4 del gen CHAT contiene varios 

elementos reguladores de la expresión genética, como el elemento supresor/silenciador, elemento 
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potenciador de respuesta al factor de crecimiento nervioso. Estos hallazgos son concordantes con 

los descritos por Lonnerberg y su grupo de trabajo (1996), ya que describen un elemento 

silenciador restrictivo neuronal (NRSE) específico y uno incrementador en el segmento de ADN, 

sugieren además que ambos intervienen en el control de la expresión genética molecular del 

sistema nervioso central (U\nnerberg, Lendahl, Funakoshi, Athiund-Richter, Persson. & Ibásson, 1995; 

Uinnerberg, Schoenherr, Anderson & Ibáfiez, 1996). Posteriormente, Hersh y su grupo de trabajo 

(2003), realizaron un estudio in vitro en células PC12 de rifión de rata y describen que la 

regulación transcripcional del locus del gen colinérgico es a través .de la acción de un Factor 

Silenciador Restrictivo Neuronal (NRSF), en esta investigación también se describe la 

participación de la proteína cinasa A, cuyo sitio de aeción se localiza antes del locus del gen 

colinérgico (Hersh & Shimojo, 2003). Evidencias recientes, han demostrado qué el gen colinérgico 

humano contiene una secuencia homóloga de NRSE en una región correspondiente. {Hahm, Chen, 

Patel, Ericsson, Bonner, Weihe, et al., 1997; Tanaka, Zhao, Wu & Hersh, 1998; Oda, Muroishi, Misawa & 

Suznki, 2004), además ya se ha comprobado la. expresión de NRSF en células de placenta y médula 

espinal. Por otra parte, en pacientes con EA no se han realizado investigaciones para analizar si la 

depleción del ARNm de ChA T se deba. al efecto represor que ejerce el complejo NRSFINRSE. 

IV.- GENES SILENCiADORES RESTRICTIVOS NEURONALES 

Desde hace algunos años se han publicado diferentes trabajos que aportan evidencias sobre Jos 

cambios genéticos relacionados con la edad. Algunos de estos cambios provocan un incremento o 

decremento de la actividad genética (Finch & Morgan, 1990; Goyns, Charlton, Dunfonl,. Lavery & 

Ferry, 1998; Guarente, 2000). En el sistema nervioso muchos genes que codifican para 

neurotransmisores, enzimas, receptores, . canales iónicos, etc., se encuentran bajo control de un 

represor transcripcional como el factor silenciador restrictivo neuronal (NRSF) (Schoenherr & 
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Anderson, 1995), también conocido como REST (Chong, Tapía-Ramírez, Kim, Toledo-Araí, Zheng, 

Bonros, et al., 1995). En un principio se creía que NRSF ejercía una función 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 expresión 

de genes específicos neuronales, ya que se ha encontrado la expresión del ARNm de NRSF en 

regiones cerebrales específicas tanto durante el desarrollo como en el cerebro adulto (Kallunki, 

Edelman & Jones, 1998; Pahn, Belluardo, Metsis & Timmusk, 1998; Timmusk, Pahn, Lendahl & Metsis, 

1999). Se conoce también, que NRSF dirige a una amplía variedad de genes cuya función es la 

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

El NRSF es un miembro de la familia de GLi-Krüppel -proteínas transcripcionales con huellas o 

dedos de zinc-, cuya característica principal es la de poseer ocho huellas de zinc cerca de su 

terminal amino, seguido por una región rica en aminoácidos básicos como prolina, lisina y otro 

dedo de zinc cerca de su terminal carboxilo (Figura 2) y es a través de éstas huellas de zinc que 

ejerce su efecto represor sobre la expresión de otros genes (Tapia-Ramirez, Eggen, Peralta-Rubio, 

Toledo & Mandel, 1997). 

R N I~S l'/IU'ST 

Dominio de 
Represión 

Dedos de Zinc 

Dominio de 
unióna!DNA 

Lisina Prolina Terminal C 
Dominio de 
Represión 

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

reconocer para ejercer su efecto represor. B. Se presentan los dominios de represión de la prote!na NRSF. 
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El NRSF es una proteína represora que funciona a nivel nuclear al impedir la transcripción 

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 represión transcripcional de NRSF es 

mediada por su dominio amino terminal e involucra el reclutamiento de varios elementos como el 

complejo histona desacetilasa (HDAC) por vía de un complejo integrado por Sin3B y Sin3A. La 

desacetilación de las histonas H3 y H4 induce la condensación de la cromatina y quedan 

protegidos los sitios promotores de los factores de transcripción y de la RNA polimerasa (Figura3) 

(Grunstein, 1997; Ashraf & lp, 1998; Naruse, auki, Kojima & Mori, 1999). En adición, Watanabe 

(2006) describe otro complejo conocido como SWI/SNF que interactúa en conjunto con NRSF en 

células cancerigenas de hígado humano, en esta investigación también se demostró que la 

supresión de los genes de la proteína sinaptofisina y SCGl O es a través de este complejo 

(Watanabe, Mizutani, Haraguchi, Yamamichl, Minoguchi, Yamamichi, et al., 2006). 

Histona des
acetDada 

Complejo CoREST 

Fig.3 Representación 
esquemática a través de la 
cual NRSF eJerce la 
represión transcripcional al 
reconocer la secuencia 
consenso NRSE. 
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Por otra parte, una falla de la función de NRSF durante el envejecimiento puede generar un error 

en la transcripción de numerosos genes tanto del sistema nervioso· central (SNC) como los de 

tejidos periféricos (Morí, 1997), por lo que el deterioro de la expresión de genes neuronales durante 

el envejecimiento puede atribuirse a un incremento de la expresión de NRSF (Chen et al., 1998; 

Bailas, drunstein, Lu, Speh & Mandel, 2005). Un estudio realizado en ratones deficientes del factor 

NRSFIREST demostró que presentan una diferenciación prematura anormal de las neuronas y esto 

les provoca muerte prenatal (Chen et al., 1998). Otro hallazgo comprobó que ante daño isquémico 

eXiste una sobreexpresión significativa del ARNm de NRSF, además se ha implicado su 

participación directa en las cascadas de señalización que inducen muerte celular (Calderone, Jover, 

Kyung-min, Hidenobu, Y oJota, Liu, et al., 2003). 

La mayor parte de las investigaciones se ha enfocado en identificar qué genes poseen la secuencia 

consenso de NRSE, hasta la fecha se ha comprobado en 57 genes de interés en el área de 

neurociencias, además de ChAT se ha encontrado en la subunidad ¡.t4 del receptor acetilcolina de 

tipo muscarinico, receptor opioide Jl, la subunidad fl2 del receptor para acetilcolina de tipo 

nicotínico y la . subunidad GluR2 del receptor a Ácido 3-amino-4-hidroxi-5-metil-isoxasol 

propiónico (AMPA) entre otros (Bessis, Champtiaux, Chatelin & Changeux, 1995; Schocb, Cibelli & 

Thiel, 1996; Mieda,Haga & Saffen, 1997; Myers et al., 1998; Amlria& Simou, 2001). 

Actualmente, no eXisten estudios previos donde se haya investigado si la depleción de la actividad 

de ChAT en pacientes con EA se deba al mecanismo represor que ejerce NRSF; sin embargo, se 

ha observado que en modelos murinos la expresión génica de CHAT se encuentra regulada 

negativamente por la proteína NRSF. Además, se ha encontrado que el locus del gen colinérgico 
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en humanos contiene una secuencia homóloga al NRSF/NRSE de la rata en una región 

correspondiente (Hahm et al., 1997; Tanaka et al., 1998). También existe evidencia de que NRSF se 

expresa en la médula espinal y placenta a término humana (Oda et al., 2004). Estas evidencias 

pueden ser útiles para tratar de comprender mejor como es que esta compleja interacción 

molecular puede interferir directamente en la expresión del gen ChAT en humanos y cuál sería su 

participación en los procesos de neurodegeneración. 
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V.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La EA es el resultado de la degeneración progresiva de las poblaciones neuronales de la corteza 

cerebral y núcleos subcortica!es que llevan a quien la padece a imitación funcional, mala calidad 

de vida y muerte. Uno . de los pr.incipales fenómenlls . bioquímícos implicados en la 

etiopatogénesis es la dep!ecióB de la aetividad de la oolina ~ (ChAT), lo que a su 

vez induce una disminución en la concentraciOO de aeetilcoiina (Ac). La síntesis de las moléculas 

colinérgicas neuronales invoiUCi11tdas en la neuroll'ansmisin de la Ac está controlada por 

elementos reguladores de ADN y de proteínas de nnión al ADN. En modelos murinos y en 

cultivos celulares se ha~ que la expnlsión géDiea de CHAT está regulada negativamente 

por la proteína NRSF. Además, se ha encontrado qne ellocus del gen colinérgico en humanos 

contiene una secuencia homóloga al NRSFINRSE de la mm en una región correspondiente 

(Ha1nn et al, 1997; Tanaka et al, 1998). Además. los balJwgos recientes han demostrado que el 

gen colinérgico humano expresa NRSF en neuronas eolmérgieas de la médula espinal y en la 

placenta a término (Oda et al, 2004). Por otra parte, aetualmente no se han realizado 

investigaciones en pacientes COll EA para analizar si la actividad de la ChA T es regulada por la 

proteína NRSF, por lo que nuestra pregunta de investigación es la siguiente: 

¿La transcripción de la ChAT e11 tejido eerebial de plli'SOOas 0011 EA es regulada negativamente 

porelNRSF? 
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VL HIPÓTESIS 

En tejido cerebral de pacientes ñilleeídos con diagnóstico definitivo 4e EA se encontrará una 

regulación negativa de la transcripción de la ChAT, ~ con niveles elevados de la 

expresión proteica de NRSF y niveles bajos de CHAT. 

VIL OBJETIVO GENERAL 

Evalnar la expresión genética del ARNm y proteína de CbAT y NRSF en corteza cerebral 

frontal, temporal, entorrinal y pariOOil. de~ con Alzheimer y personas sin demencia. 

Objetivos particulares 

l. Determinar los niveles de expresión genética del ABNm de CHATy NRSF en la corteza 

· cerebral frontal, temporal, entorrinal y parietal de enfennos con Alzheimer y controles sin 

demencia. 

3. · Registrar los niveles de protelna de ChAT y NRsF en la corteza cerebral frontal, temporal, 

entorrinal y parietal de personas 0011tEA y eentro«ls sin demencia. 

4. Comparar los niveles de expresión del ARNm de CHAT y NRSF y sus prote!nas en las 

personas con EA y controles sin demencia 
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Vlll. MATERIAL Y MÉTODO 

El presente estudio cumplió con las normas éticas vigentes de la Comisión Nacional de 

Investigación Científica con número de registro: 2003-249-020 . 

. Tipo de Estudio: Casos y Controles. 

Variables registradas: edad, sexo, peso del encéfaio, tiempo de extracción del encéfalo desde el 

fallecimiento hasta la congelación y fijación del mismo. 

Universo de estudio: 

Grupo de casos: 

Se incluyeron muestras de tejido cerebral de personas fallecidas diagnosticadas clínicamente y 

cumprobado histopatólogicarnente con Enfermedad de .Alzheimer en la clínica de demencias del 

departamento de neurología del UMAE-HE-CMNO (IMSS) y del Departamento de Fisiología y 

Bio:fisica del Instituto Politécnico Nacional. México, CINVESTAV. El diagnóstico clínico se 

realizó en base a los criterios de la Asociación Americana de Psiquiatría de acuerdo con el DSM 

IV así como los criterios del Instituto Nacional para los · transtornos Neurológicos (NINCDS

ADRDA) para el diagnóstico de la EA (Anexo l). 

Criterios de inclusión: 

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

con el análisis histopatológico). 

Criterios de exclusión: 

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

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

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

insuficientes para el análisis. o que por pérdida involuntaria no fue posible su recuperación. 

Grupo Control: 

En este grupo se incluyeron muestras de tejido cerebral de personas cuyo fallecimiento no 

involucró directamente al encéfalo (infarto cerebral, traumatismo, etc) y sin antecedentes 

familiares de EA o de algún otro tipo de demencia. 

Criterios de inclusión: 

Se incluyeron las muestras de tejido cerebral de personas que fallecieron sin antecedentes de 

enfermedades crónico· neurodegenerativas demenciales tipo Alzheimer o eventos cerebro 

vasculares de tipo hemorrágico o embólico. 

Criterios de exclusión: · 

Muestras de tejido cerebral de personas con síndrome demencial el cual pudo atribuirse a otras 

causas definidas. 

Muestras de tejido cerebral de personas con antecedentes de daño neurológico 

Muestras de tejido que fueron insuficientes para el análisis o que por pérdida involuntaria no sea 

posible su recuperación. 

Consentimiento informado de la necropsia 

La entrada del cuerpo al hospital con fines de la necropsia y toma del encéfalo fue precedido por la 

entrega del consentimiento de' la necropsia y toma del encéfalo para la investigación en un formato 

establecido. Esta forma fue firmada por el familiar responsable y acompañada de la firma de dos 
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testigos, de acuerdo a los lineamientos de laLey General de Salud vigente en el país. 

Toma del encéfalo para la investigaeión 

Una vez llevada a cabo la necropsia, el patólogo extrajo el encéfalo completo y se registró el peso 

completo del mismo. Posteriormente, el cerebro se dividió en los dos hemisferios por un corte 

medio-sagital. Uno de hemisferios se procesó para investigación y el otro para el diagnóstico 

neuropatológico. El hemisferio cerebral seleccionado para la investigación se cortó en secciones 

coronales; la !mea de corte fue tangencial tanto en la parte ventral del lóbulo temporal izquierdo, 

como al polo occipital. Las rebanadas se cortaron de l cm. de espesor aproximadamente y el 

primer corte se tomó 1 cm posterior al inicio del polo frontal. Los demás cortes fueron paralelos al 

primero. A medida que se van obteniendo las rebanadas se colocaron sobre una plataforma fría (1-

50) y enseguida se procedió a su congelación en un ultracongelador con una temperatura de -80° C. 

El hemisferio destinado para el diagnóstico neuropatológico y estudios morfológicos se sumergió 

completo en una solución de paraformaldehído al 4% en buffer fosfatos con un pH de 7.4. Los 

tejidos permaneceron en esta solución por una semana y posteriormente se procesaron para llevar a 

cabo su inclusión en bloques de parafina. Ensegnida se realizaron cortes coronales de 5 J.l de 

espesor, se montaron en un portaobjetos y se procesaron para ser teñidos con Hematoxilina y 

Eosina para llevar a cabo el análisis microscópico. 

ANÁUSIS DE BIOLOGÍA MOLECULAR 

Se llevó a cabo la disección 'de: corteza frontal (4 y 12 de Brodmann), temporal (21 y 22 de 

Brodmann), entorrinal y parietal (áreas 5 y 7 de Brodmann) de cada uno de los cerebros de ambos 
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grupos. Los tejidos se pesaron y se colocaron en criotubos eppendorf de 2 mi y se mantuvieron en 

congelación a -80°C hasta la extracción del ARN totaL 

Extracción de ARN total 

Las muestras recabadas se procesaron en forma paralela y bajo las mismas condicimies para ambos 

grupos. La extracción de ARN total se llevó a cabo con el método de ísotiocianato de guanidina, 

descrito por Choinczynski & Sacchi, 1987. Este método consiste brevemente en lo siguiente: En el 

criotnbo eppendorf con 100 mg de tejido cerebral se le agregó 1 mi de trizo! en baño de hielo (0-

40) y se homogenizó en un tubo politron (virsonic lOO) por35 segundos, posteriormente se dejó 

incubar por 8 minutos en baño de hielo, enseguida se le agregaron 200 J.lL de. cloroformo frío, se 

agitó en el vortex por 20 segundos y se dejo incubar por 10 minutos. Posteriormente se centrifugó 

a 10,000 rpm por 19 minutos a 4°C. Se obtuvieron dos fases (fenollcloroformo/acuosa), la fase 

acuosa (superior) se separó y cuantificó para agregar un volumen igual de isopropanol (0-4°C), se 

mezcló suavemente por inversión y se deja reposar al menos por 24 hr. en un congelador a -20°C. 

Al día siguiente, se realizó una centrifugaación a 10,000 rpm a 4 oc por 19 minutos, se decantó y 

secó con papei filtro. Se agregaron 500 J!L de etanol al 75% en agua tratada previamente con 0.1% 

de dietil pirocarbonato (agua DEPC) y se centrifugó a 9,000 rpm por 7 minutos a 4"C, este paso se 

repite 3 veces y al final se resuspende el sedimento de acuerdo al tamaño de la pastilla en agua 

DEPC (20-80 J.lL). 

Determinación de la cantidad y calidad del ARN 

Una V\lZ que se extrajo el ARN total, entonces se evaluó la cantidad y calidad del ARN, con un 

espectrofotómetro (Biophotometer eppendorf 8.5 mm) se evaluó a través del fudice de 
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absorbancia de la muestra con la relación 260/280 nm, lo que permitió calcular la concentración de 

ARN de cada muestra. Se consideraron óptimas aquellas muestras cuyo índice de absorbancia fue 

de 1.8 a 2.0 nm. 

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

Para la obtención del ácido desoxirribonucleico complementario (ADNc) se utilizó la transcriptasa 

· reversa del virus de la leucemia murina de Molovney. Para ello, se tomaron 2 Jlg de ARN de cada 

muestra y se le adicionó agua estéril hasta un volumen total de 6 J!L más una gota de aceite 

mineral. Posteriormente, para desnaturalizar las muestras se íncubaron durante 1 O min a 70°C en el 

termociclador. Inmediatamente después se íncubó en un bafío de hielo con agitación continua 

durante 1 O mín. Una vez transcurrido este periodo, se adicionó la mezcla de retrotranscripción, la 

· cual esta compuesta por los siguientes elementos: Buffer Sx para retrotranscripción, 

Desoxinucleótidos trifosfatados ( dNTPS) 2.5 mM; Ditiotreitol 1 O mM; lriiciadores aleatorios 

(Random primer) 1 mg/J.IL; lrihibidores de ARNasas (RNAsín) lU/J.LL) y la transcriptasa reversa 

(200 U/J!L), para luego incubarse a 37•c durante una hora y a 95•c durante 10 min. Se les 

adicionó 5 J.IL agua estéril y se conservaron a -20° C hasta su utilización para la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR). 

Para la técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se utilizó la siguiente mezcla de 

reacción: Taq DNA polimerasa (1 U/J.LL), 1 J!L de ADNc, dNTPs (10 mM), MgCh (50 mM), agua 

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

oligonucleótidos, ·el tamafío del producto de la PCR y el número de acceso al Genbank para 

identifiar la secuencia del gen que codifica para las subunidades son las siguientes: 

25 



Material ymétodo 

NRSF, Sentido 5'-TGe eGC GAG eTC GCG GCG eAG eAG eG-'3 (oligonucleótido 

sentido localizado en la posición 1) y 5'-ATA eAG GCT GAG GTT eTA eGA CGe TG-3 

( oligonucleótido antisentido en la posición no) y el producto de la PeR es de no pares de bases y 

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

CHAT, Sentido: 5'-TAG eeG ATG AeA GCe TGTGAA TGA ee-'3 (oligonucleotido 

sentido localizado en la posición. 61) y 5'-TTG TTG eeA GGA A eA GAG AGT CeA. GA-'3 

( oligonucleótido antisentido en la posición 660) y el producto de la PeR es de 600 pares de bases y 

el número de acceso de esta secuencia en el Genbank es X56585. Total de ciclos 32. 

GAPDB, Sentido: 5'-eGe TTe GeT eTe TGe Tee Tee TGT Te-'3 (oligonucleótido 

sentido localizado en la posición 3) y 5'-GGG GTG eTA AGC AGT TGG TGG TGC AG-'3 

( oligonucleótido antisentido en la posición 580) y el producto de laPeR es de 577 pares de bases y 

el número de acceso de esta secuencia en el Genbank es NM _ 002046. Los ciclos de amplificación 

fueron 26 ciclos. 

A las reacciones de amplificación se les adicionó aceite mineral con la finalidad de evitar la 

evaporación y las condiciones del.termociclador (eppendorf mastercycler) fueron las siguientes: 

primera etapa a 95° e por 5 minutos, 95° e un minuto, 60° e un minuto, no por 1.30 minutos y 

no e por 5 minutos. Los productos amplificados de la PCR se separaron por electroforesis en gel . 

de agarosa all.5%en amortiguador TBE IX en una cámara horizontal de electroforésis (owl) por 

hora y 20 minutos a 110 volst (fuente de poder Accu power, VWR Scientific Product). Los geles 

se visualizaron con un transilmninador de luz ultravioleta (Alpha Innotech eorporation) y se 

utilizó el sistema de fotodocumentaciop. Alpha Digidoc hnag¡: análisis software para la 

cuantificación de las bandas correspondientes. Los valores. de densidad óptica para los ge¡:¡es de 
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CHATy NRSF se normalizaron contra ella expresión del gen constitutivo GAPDH. Los resultados 

se expresaron en unidades arbitrarias de absorbancia de las densidades ópticas registradas. 

Normalización del gen GP ADH en la Reacción en Cadena .de la Polimerasa (PCR) 

La eXtracción de ARN futal en cada una de las muestras es variable, por lo que fue necesario 

normalizar los niveles de expresión NRSF y CHAT, utilizan¡lo como referencia el gen constitutivo 

de GAPDH. Para esto se fijaron los ciclos correspondientes y se agregó el ARN total a la mezcla 

de reacción en la PCR hasta. alcanzar un nivel de expresión de este gen semejante .en todas las 

muestras,del grupo experimental y control. De esta forma se utilizó la misma cantidad de cDNA 

en la mezcla de reacción en la PCR para determinar los. niveles de expresión de los· genes 

correspondientes a CHAT y NRSF. 

Determinación de la proteína ChA T y NRSF 

WestemBlot 

El análisis de proteínas se realizó por el método de W estero Blot. Para ello primero se 

homogenizaron 100 mg de tejido (corteza :frontal, temporal, parietal y entorrinal) en 1 m! de buffer 

de lisis 920 ¡.ti de regulador de lisis (Sol. Stock: Tris-base pH 7.5, !mM; NaCI 5mM, NaF 0.2M, 

Na3 V04 10M, NP4o 2mM) + 80 ¡.ti de inhibidores de proteasas (Tabletas complete) en PBS O.IM, 

se centrifugaron a 13,000 rpm por 15 minutos a 4 °C. Se recuperó el sobrenadante claro y·se 

procedió-a la determinación de la concentración de proteínas totales por el método de Lowry, Se 

utilizarón 25 ¡.tg de proteína por muestra para realizar la electroforésis. 
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Posteriormente, la muestra de proteína se resuspende en 1 O¡.t de amortiguador de electroforesis 

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

bromofenol). Se efectuó la electroforesis en condiciones desnaturalizantes de acuerdo a lo descrito · 

por Laemm!i con algunas modificaciones como se describe .enseguida. Se cargó en cada carril 25 

¡lg de proteína. La concentración de acrilamida en el gel apilador fue de 5% para ChAT y NRSF, 

mientras que la concentración para el gei separador de ChAT fue del 12% y del 7% para NRSF. La 

electroforesis se llevó a cabo en una mínicámara de electroforesis de BIORAD a 11 O volts por 2 

hQras y el. buffer que se utilizó fue de corrida electroforética (Tris 0.025M, Glicina 0.192M, SDS 

1%, pH 8.3). 

Después de la electroforesis, el gel y la membrana de nitrocelulosa (Sigma N-7892) se incubaron 

durante 15 minutos en amortiguador de transferencia (Tris 0.025M, Glicina 0. 192M, Metano! 

20%, pH 8.3). La transferencia de las proteínas del gel se hizo de acuerdo a Towbin y cols., 

brevemente, se colocó el gel en contacto directo con la membrana de nitrocelúlosa para efectuar la 

transferencia en una cámara de transferencia húmeda de Biorad a 11 O mA por dos horas en bafio 

de hielo agua. Terminada la transferencia, se bloqueó la membrana con una solución de leche libre 

de grasa (svelty) al 5% en PBS 1 M, por dos horas a temperatura ambiente y en agitación. 

Enseguida se afiadieron 5 ¡.ti de anticuerpo primario goat policlonal contra ChAT (Chemicon 

AB144P) y 5 ¡.¡!de anticuerpo primario goat policlonal contra NRSF(P-18) (Santa Cruz Biot. SC-

15118) y se dejaron incubar por 24 hr en agitación constante. Al día siguiente se realizaron 3 

lavados con PBS-Tween 0.05% por 10 minutos cada uno y al final se le agregó el antiéuerpo 

secundario donkey anti-goat IgG HRP (Santa Cruz Biot. SC-2020) en 5 ml PBS-Tween y 5% de 

leche svelty y se dejaron incubar toda la noche a 4° y en agitación constante. Posteriormente se 
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sacaron las membranas y se realizaron 3 lavados de 1 O minutos cada uno y se les adicionó el 

complejo 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 procedió a revelar con DAB y una vez revelada la membrana se obtuvo una 

impresión fotográfica de la banda correspondiente a la proteina de· ChA T y de NRSF y· 

posteriormente se efectuó el análisis de densitometria de las bandas de proteína reveladas. 

Análisis Estadistico 

Los resultados se estudiaron con medidas de tendencia central. Para el análisis intergrupos de los 

niveles de expresión de NRSF y ChAT, se utilizó la prueba estadística no paramétrica de la U de 

Mann Whitney para muestras independientes y para el análisis regional se utilizó la prueba de 

Wilcoxon. Se consideró significancia estadística cuando p::;; 0.05. 
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IX. RESULTADOS 

El total 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 años y 64 ± 8 años para 

el grupo EA, el análisis estadístico no mostró diferencias significativas entre ambos grupos 

(p>O.OS). Ninguno de los pacientes presentó un estado de coma prolongado, infecciones del SNC o 

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

Tabla l. Edad y sexo de los personas con EA y controL 

Grupo Control Grupo EA 

43 afíos. masculino 49 añ.os, masculino 

53 años. femenino 50 años. femenino 

56 años, masculino 76 años, masculino 

64 años. masculino 80 años. masculino 

x-54 años x=64 años 

Fuente: Directa 

Análisis patológico 

El análisis macroscópico de los cerebros de pacientes con EA se llevó a cabo por el patólogo del 

hospital al momento de la toma del encéfalo. En particular, se examina el círculo de Willis, se 

toman fotografías y se analiza el grado de atrofia cortico-cerebral, la presencia de sangrado o 

isquemia y datos de infecciones concomitantes (Figura 1 ). Se registró el peso completo del 

encéfalo y posteriormente se realizó la sección del mismo en los dos hemisferios (a través del 

cuerpo calloso), uno de los cuales se procesó para realizar el análisis microscópico y confirmar el 

diagnóstico definitivo de EA. 
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Figura l. Fotografía del encéfalo de un paciente con Enfermedad de Alzbeimer. Fig. A. Se observa atrofia cortical 
más evidente en el lóbulo frontal. B. Se observa una mareada atrofia cortical con dilatación ventricular. 

Análisis microscópico 

Este análisis se llevó a cabo con la finalidad de realizar el diagnóstico definitivo de EA. Los 

hallazgos neurohistopatológicos (fig.2) denotan además de las placas neuriticas y degeneración 

neurofibrilar, un patrón típico de degeneración neuronal: el parénquima cerebral presenta pérdida 

de la afinidad a la hematoxilina, las neuronas se toman fusifonnes y sus citoplasmas muestran 

retracción, basofilia intensa y sus núcleos se toman picnóticos con cromatina condensada. Cabe 

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

Flg 2. Histopatologia de la corteza temporal de un paciente eon Enfermedad de Alzheimer. A. Las flechas grandes 

señalan las placas neurtíticas compuestas principahnente por el péptido jl-arniloide. B. Los hallazgos patológicos por 
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degeneración gránulo vacuolar se observan en las neuronas marcadas con asterisco, las flechas señalan una placa 

difusa por depósito temprano de B-anúloide. Técnica, hematoxilina & eosina. 

ANÁLISIS DE LOS HALLAZGOS GENÉTICOS-MOLECULARES 

Expresión genética de CHATy NRSF 

Corteza Frontal 

La figura 3 muestra los resultados de la expresión del gen constitutivo GAPDH, el cual se utilizó 

como control metodológico para normalizar la expresión de CHATy NRSF en corteza frontal de 

personas con EA y controles. El análisís estadístico no mostró diferencias significativas entre 

ambos grupos (p > 0.05, prueba U). 

Expresión de GAPDH en Corteza Frontal 

SOOpb 577 pb 

Control Alzheimer 

Fig.3. Niveles de expresión del gen GAPDH en corteza frontal Parte superior se muestra los 

productos amplificados de la PCR (los número nones pertenecen al grupo Control y los 

pares al de EA) El gráfico muestra la media ± E.E.M de las D.O. El análisis estadistico no 

mostró diferencias significativas entre los grupos, p > 0.05;U de Marm-Whitoey. 
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Los niveles de expresión del ARNm de CHAT en corteza frontal de los pacientes con EA, 

mostraron un decremento significativo (21%) con respecto al grupo control (liS ± 7 vs. 145 ± 9, 

respectivamente, p = 0.02, prueba U, Media ± EEM), (Fíg.4). En contra parte, los resultados del 

ARNm de NRSF (Fig.S), mostraron un incremento del 45% en los niveles de expresión del grupo 

con EA en comparación con el grupo control (174 ± 20 vs. 120 ± 15 p = 0.04, prueba U, Media± 

E.E.M). 

Expresión Genética de CHAT en Corteza Frontal 

500pb 

50 

Control Alzheimer 

Figura 4. Niveles de expresión del gen CHAT en la corteza frontal de pacientes con EA (n=4) y sus controles (n=4). El 

panel de superior muestra los productos amplificados por PCR (l, 3, 5 y 7 corresponden al grupo control y 2, 4, 6 y 8 

corresponden al grupo EA). El gráfico 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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Expresión Genética de NRSF en Corteza Frontal 

~~ ~ 
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Control Alzheimer 

Figura 5. Expresión 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 gráfica, las barras expresan la media ± KE.M de 4 experimentos por duplicado. U de Mann

Whitney,*p = 0.04. 

Corteza Temporal 

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

pacientes con Enfermedad de Alzheimer y sus respectivos controles. El análisis no encontró 

diferencia significativas (p >O. OS, U de Mann Whitney). 
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Expresión Genética de GAPDH en 

Corteza Temporal 

Control Alzheimer 
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Fig. 6. Expresión del ARNm del gen GAPDH en corteza tempoml del gmpo con EA (n=3) y grupo Control (n=3). La 

parte superior muestra los productos de la PCR (los números impares indican las bandas correspondientes al grupo 

control y los pares al grupo EA). En la gráfica, las barras indican la media ± E.E.M. No existen diferencias 

significativas entre ambos grupos (p > 0.05, U de Mann-Whilney). 

En la figura 7 se encuentran los resultados de los niveles de expresión de ARNm de CHAT en la 

región temporaL La expresión del ARNm most!Ó una disminución del 35% en el grupo EA (29 ± 

4) en comparación con el grupo Control (45 ± 2), p = 0.05. Por otra parte, los resultados de la 

expresión de NRSF, en esta región se encontraron notablemente incrementados (122%) en el grupo 

con EA (71 ± 3), el análisis estadístico determinó una valor estadístico limítrofe con respecto al 

grupo Control (37 ± 2) p = 0.05 (ver figura 8). 
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OODpb 

Figura 7. Niveles de ARNm de CHAT en corteza lemporal del grupo oon EA (n=3) y controles (n=3). La región 

superior muestra los productos amplificados por PCR (1, 3, 5 y 7 corresponden al grupo control; 2, 4, 6 y 8 

corresponden al grupo EA). En el gráfico, las barras muestran la media ± E.E.M. de 4 experimentos por duplicado 

(p=0.05, U de Mann-Whitney). 

Expresión de NRSF en Corteza Temporal 

¡- ----- ~-700pb 
500pb-¡ 

L __ ~ ------- ~ --~---- ------- ----

Control Alzhebner 

Figura 8. Expresión del geo de NRSF en corteza lemporal de personas con EA (n=3) y sus controles (n=3). La parte 

superior muestra los productos amplificados por PCR (1, 3, 5 y 7 corresponden al grupo control; 2, 4, 6 y 8 

corresponden al grupo EA). En la gráfica, las barras expresan la media ± E.E.M. de 4 experimentos por duplicado. (p 

=O .05, U de Mann-Whitney). 
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Corteza E nto rrinal 

Los resultados de la expresión del control metodológico GAPDH, de esta región se muestran en la 

figura 9. El análisis estadístico no mostró diferencias estadísticamente significativas entre el grupo 

con EA y Control. Por otra parte, el análisis de los niveles de expresión para el gen CHAT en esta 

región (fig. 10) presentó una disminución del63.5% en el grupo con EA (59± 15) en comparación 

con el grupo control (162 ± 3; p = 0.05, U de Mann-Whitney). La cuantificación de la expresión 

del gen NRSF presentó un incremento del 141% en el grupo con EA (147 ± 15) cuando se 

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

Expresión de GAPDH en Corteza 
Entorrinal 

Control Alzheimer 

Figura 9. Expresión del gen GAPDH en la corteza entorrinal de pacientes con EA y control. La parte superior muestra 

los productos amplificados por PCR (Los números nones indican las bandas del grupo control y los números pares 

indican las bandas del grupo EA). En el gráfico, las barras muestran la media ± E.E.M. de 4 experimentos por 

duplicado (p > 0.05, U de Mann-Whitney). 

37 



Resultados 

Expresión de CHAT en Corteza Entorrmal 
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Control Alzheimer 

Figura 1 O. Expresión del gen CHAT en la corteza ent.orrinaL La parte snperior muestra los productos amplificados por 

PCR (Números impares corresponden al grupo Control (n=3) y los pares al de EA (n=3)). En el gráfico, las barras 

expresan la media± E.E.M. de 4 experimentos por duplicado. El grupo con EA presentó una disminución con respecto 

al grupo control. (p = 0.05, U de Mann-Whitney). 

Expresión de NRSF en Corteza Entorrinal 

pb 
500 

Control Alzheimer 

Figura 11. Expresión del gen NRSF en corteza ent.orrinal de personas con EA y sus respectivos controles. La parte 

superior muestra los productos amplificados por PCR (1, 3, 5 y 7 corresponden al grupo control; 2, 4, 6 y 8 

corresponden al grupo EA). En el gráfico, las barras expresan la media± E.E.M. de 4 experimentos por duplicado (p = 

0.05, U deMann-Whitney). 
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Corteza Parietal 

Los resultados de la expresión genética de GAPDH se muestran en la figura 12. El análisis de los 

niveles de expresión del ARNm de CHAT en esta región mostró una disminución (27.5%) de los 

niveles en el grupo con EA (ver figura 13); sin embargo, el análisis estadístico no mostró 

diferencias significativas entre los pacientes con EA (29 ± lO) y el grupo Control (40 ± 12; p > 

0.05, U de Mann-Whitney). En contraparte, los niveles de expresión de NRSF en esta región se 

encuentran incrementados (132%) en el grupo con EA en relación al grupo Control (142 ± 15 vs. 

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

Expresión de GAPDH en Corteza Parietal 

SOOpb 
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= 200 ;íl 
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Control Alzheimer 

Figura 12. Expresión del gen GAPDH en corteza parie1al de personas con EA (n=3) y el grupo control (n=3). La parte 

superior muestra los productos amplificados por PCR (Números impares indican las bandas del grupo control, y los 

números pares a las del grupo EA). En el gráfico, las barras muestran la media ± E.E.M. de 4 experimentos por 

duplicado. (p > 0.05, U deMann-Whitney). 
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Expresión de CHATeo Corteza Parietal 

600pb 

Control Alzheimer 

Figura 13. Expresión de CHAT en corteza parietal de personas con y sin EA. La parte superior muestra los productos 

amplificados por PCR (los números nones corresponden al grupo control y los pares al grupo EA). En la parte ioferior, 

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

Expresión de NRSF en Corteza Parietal 

700pb 
500pb 

Control Alzheimer 

Figura 14. Expresión del gen NRSF en corteza parietal de personas con EA (n=3) y sus respectivos controles (n=3). La 

parte superior muestra los prnductos amplificados por PCR (1, 3, 5 y 7 corresponden al grupo control; 2, 4, 6 y 8 

corresponden al grupo EA). En el gráfico, las barras expresan la media± E.E.M. de 4 experimentos por duplicado (p = 

0.05, U de Mann-Whitney). 
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Resultados 

B) Cuantificación de las proteínas ChAT y NRSF 

Corteza Frontal 

Los resultados de la cuantificación de la proteína ChAT en corteza frontal del grupo con EA (fig. 

ISA), mostraron una dismínucíón del 42% (58 ± 5) en comparación con los niveles que se 

registraron en el grupo Control (101 ± 6, p < 0.05, U de Mann-Whitney). En contraparte, la 

cuantificación de proteína de NRSF en esta región disminuyó en 6.25% en el grupo con EA, no 

hubo diferencias significativas entre el grupo ambos grupos (60 ±lO vs. 64 ± 11, respectivamente; 

p > 0.05, U de Mann-Whitney; Figura l5B). 

Corteza Frontal 

Proteína ChAT Proteína NRSF 

9684KK~·.··.·. ·····• ...... · ... ·...••... 1 L ·. i 2 3 4' ·;¡¡ ""7' B"r-68-70 KD 

Control Alzheimer Control Alzheimer 

A B 

Figura 15. Niveles registrados de proteína de ChAT y NRSF. A. La región superior muestra la fotografia de la 

membrana de nitrocelulosa con la bandas correspondientes de la proteína ChAT (1,3,5 y ?son las bandas del grupo 

control, 2,4,6 y 8 del grupo con EA) Las gráficas muestran la media ± E.E.M, (*) Indica diferencias significativa 

p=O .02, prueba U. B. La región superior superior es la fotografia de las bandas correspondientes de la proteína NRSF 

en la membrana de nitrocelulosa (bandas 1,3,5 y 7 pertenecen al grupo control, mientras que las 2,4,6 y 8 al grupo con 

EA. Las gráficas, muestran la media± E.E.M, p=0.56, prueba U. 
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Corteza Temporal 

Los resultados obtenidos en esta región se muestran en la figura l6A. Se encontró una disminución 

del 21.5% en la concentración de la proteína de ChAT en el grupo con EA (84 ± 4) en 

comparación con el grupo control (107 ± 2; p = 0.05, U de Mann-Whitney). En adición, los 

hallazgos en la cuantificación de la proteína de NRSF, demostraron un incremento del 64% en el 

grupo EA contrae! grupo control (719± 33 vs. 438 ±62; p = 0.05, U de Mann-Whitney) Fig.l6B. 

Corteza Temporal 

Proteína ChAT Proteína NRSF 

98 Ko+··· ... •.· .. ····.••.·.··•·• ..... · .• •••• ],0~*L .. ;.~L:<I {_.6·_;_._··.·.•.·.•.1_··.·.· 6BK·D70 64 Ko-¡:··· ... · J '.2 ·~c·4· 5 . J 16 KD 
12.6 KD 

6KD 

l 
·O 

i 
Control Alzheimer Control Alzheimer 

A B 

Fig. 16. Niveles de pro1eína de ChAT y NRSF. A. La región superior muestra la fotografía de las bandas analizadas de 

ChAT (bandas 1,3 y 5 son del grupo control, y las 2,4 y 6 del grupo Alzheimer). La gráfica muestra la media± EEM, 

p=0.05,prueba U. B. La imagen superior es la fotografía de la membrana de nitrocelulosa (numeros impares 

pertenecen a las bandas del grupo control y las pares al del grupo con EA. La gráfica, muestra la media± E.E.M., p= 

0.05,prueba U. 
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Corteza Entorrinal 

Los resultados encontrados en esta región se muestran en la figura 17 A La cuantificación de 

ChAT en esta región se observó ligeramente incrementada en un 11.32% en el grupo con EA, sin 

alcanzar diferencias significativas (ll8 ± 12 vs. 106 ± 6, del grupo control; p > 0.05, U de Mann-

Whitney). Sin embargo, el análisis estadístico de la cuantificación de la proteína NRSF en esta 

región, presentó un incremento del47% en el grupo con EA ( 94 ± 4) vs. el grupo control (64 ± 

2; p = 0.05, U de Mann-Whitney)Fig.l7B. 

Corteza Entorrinal 

Proteína ChA T Proteína NRSF 

Control Alzheimer Control Alzheimer 

A B 
Fig. 17. Niveles de proteína de ChAT y NRSF. A. La imagen superior es la fotografia de ChAT (Números impares, 

señalan las bandas del grupo control; los pares pertenecen al grupo con EA). La grafica señala la media ± E.E.M., p = 

0.43, prueba, U. B. Imagen superior es la fotografía de NRSF (numeros impares pertenecen al grupo control y los 

pares al EA). La gráfica indica la media ± E.E.M, p = 0.05, prueba U. 
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Corteza Parietal 

Los datos obtenidos mostraron Wla disminución del4.5%, sin alcanzar diferencias significativas en 

la concentración de la proteína ChAT en el grupo de pacientes con EA (85 ± 9) en comparación 

con el grupo Control (89 ± 14; p > 0.05, U de Mann-Whitney). Por su parte, en la evaluación de la 

proteína NRSF en el grupo con EA presentó Wl marcado incremento del 79% en esta región 

cuando se comparó con el grupo control ( 226 ± 29 vs. 127 ±15, respectivamente, p = 0.05, U de 

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

Corteza Parietal 

ChAT 

:: ~q··.·········;·.····.···················.· • ··" '••··· . "• ; .•..• 6 •..••.•.•.•.•. ·.: .... , ~BK·D70 .1 .. ·• 2.·. •.•. 3. ·•. 4 ¡¡ ,,,,,,"', 

A 
Control Alzheimer 

NRSF 

B 
Control 

-12.6 
KD 

Alzheimer 

Figura 18. Cuantificación de las proteínas ChAT y NRSF. A. La imagen superior es la fotografía de ChAT (1,3,5 

pertenecen al grupo control y 2,4 y 6 al grupo con EA). La gráfica indica la media± E.E.M. p = 0.8, prueba U. B. 

Imagen superior es la fotografía de NRSF (1,3 y 5 pertenecen al grnpo control y 2,4 y 6 al grupo con EA). La gráfica 

indica la media± E.E.M., p = 0.05, prueba U. 
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C) Análisis Regional de la cuantificación de CHA T y NRSF en Control y EA 

En un análisis regional, encontramos que tanto en los controles como en las personas con la EA el 

patrón de distribución de la expresión del gen CHAT (medido mediante la expresión del ARNm de 

CHA 1), es mayor en corteza frontal y entorrinal y menor en las regiones temporal y parietal. Sin 

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

19, A). 

El análisis de la media regional de los resultados globales de la expresión genética y de la proteína 

de ChAT y NRSF mostraron que la expresión del gen CHATfue menor en un 39% en el grupo con 

EA vs. control (62± 12 vs. 102 ± 16; p<0.05, U de Mann Whítney), mientras que las 

concentraciones de proteína 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 

expresión del gen de NRSF es mayor en un 86% en el grupo con EA en comparación con el 

control (138 ± 12 vs. 74 ± 11; p<O.OOl, U de Mann Whitney) y los niveles de su proteína 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. Expresión" de los genes CHAT y NRSFy de las proteínas ChATy NRSF en la EA y Controles 

CONTROL 

REGIÓN CHAT 

ARNm Proteína 

Valor globalb 102± 16 101 ±4 

C. Frontal 145± 9 101 ± 6 

C. Temporal 45± 2 107± 2 

C. Entorrinal 162± 3 106± 6 

C. Parietal 40± 10 89±14 

ALZHEIMER 

NRSF CHAT NRSF 

ARNm 

74±11 

120± 15 

37± 2 

62± 2 

61 ± 14 

Proteína ARNm Proteína ARNm Proteína 

164±46 62 ± 12* 84±7* 138± 12** 258±76 

64±11 115± 7* 58± 5* 174±20* 60± 10 

438±62 29± 4 84± 4 71 ± 4 719 ± 33 

64± 2 59±16 118± 12 147± 16 94± 4 

127 ± 15 29± 12 85± 9 142± 15 226±29 

Fuente: Directa 
a: Unidades en Densidades Ópticas 

b: media y EEM de las cuatro regiones estudiadas 
* p < O.OS en comparacíón intergrupos de la variable seftalada, U de Mann-Whitney 

** p < 0.001 en comparación intergrupos de la variable señalada, U de Mann-Whitney 
En todas las comparaciones intragrupos, p > 0.05, prueba de Wilcoxon 

A pesar de las variaciones de la expresión del gen CHAT, en los controles la expresión de la 

proteína ChAT se mantiene constante (ver fig.l9, B}, mientras que en las personas con EA esta 

expresión presenta un pico en la corteza entorrinal y notable disminución en la corteza frontal (p> 

0.05, prueba W). La expresión de la proteína ChAT en corteza temporal (p = 0.05, U) y parietal (p 

> 0.05, prueba U) fue similar entre sí y ligeramente menor a la de los controles (ver figura 19, B). 
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Figura. 19. Expresión genética de CHAT y su protelna. A. La cUIVa de expresión de CHAT en ambos grupos es 

similar, aunque menor en el grupo de EA. B. La cUIVa de expresión 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 disminución en la 

corteza frontal. En ambas gráficas, los valores indican la media ± E.E.M, p>0.05, prueba de Wilcoxon, intragrupos; • 

p<0.05,U. 

Por otra parte, los resultados del análisis regional del gen NRSF muestran un patrón de expresión 

similar al del gen CHAT (mayor en corteza frontal y menor en temporal; p > 0.05, prueba de 

Wilcoxon). A diferencia de la expresión del gen CHAT, cuya expresión es mayor en los controles, 

la expresión del gen NRSF es mayor en las personas con EA y la expresión de la proteina NRSF 

no es constante (mayor en región temporal, con niveles similares en corteza frontal, entorrinal y 

parietal; p > 0.05, prueba de Wilcoxon, ver tabla 2 y figura 20). 
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Fig.20. Expresión genética y de proteú1a de NRSF en Controles y EA A. La expresión genética de NRSF es similar en 

ambos grupos, sin embargo la expresión es mayor en el grupo con EA B. La expresión de la proteína NRSF es mayor 

en el grupo con EA . En ambas gráficas se muestra la medía ± E.E.M., p> 0.05, prueba de Wílcoxon, intragrupos; * 
p< 0.05,prueba U. 

Los resultados de la expresión genética de CHAT en el grupo control mostraron variaciones en las 

diferentes regiones analizadas con niveles balanceados de su proteína (ver figura 2l,A). En las 

personas con EA, la expresión presenta un pico en la corteza entorrinal y notable disminución en 

la corteza frontal (p = 0.05, prueba W). La expresión de la proteína ChAT en corteza temporal (p = 

0.05, W) y parietal (p > 0.05, prueba W) fue similar entre sí y ligeramente menor a la de los 

controles (ver figura 21, B). 
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Figura 21. Se muestra la relación entre los niveles de expresión genética y proteínica 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.E.M. p>0.05, prueba Wilcoxon 

Los resultados de la interacción entre la proteína NRSF contra la expresión génica de CHAT 

muestran una disminución en la expresión de CHAT principalmente en la región 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 expresión genética disminuidos de CHAT en la corteza temporal, 

entorrinal y parietal con niveles elevados de la proteína NRSF en estas mismas regiones (p>0.05, 

prueba de Wilcoxon, ver figura 22,B). 
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Figura 22.A.lnteracción de la proteína NRSF contra la expresión génica de CHAT en las diferentes cortezas 

cerebrales del grupo control B. Interacción de NRSF contra la expresión génica de CHAT en EA (Los datos 

expresan la media± E.E.M., p> 0.05, prueba Wílcoxon,) . 
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Discusión 

X. DISCUSIÓN 

Expresión del gen CHATy de la proreína NRSF en el grupo Control 

La síntesis de las moléculas colinérgicas neuronales involucradas en la neurotransmisión de la Ac 

está elaboradamente controlada por elementos Teguladores de ADN y de proteínas de unión al 

ADN. En modelos murinos y en cultivos celulares de roedores se ha observado que la expresión 

génica de CHAT está regulada por la proteína NRSF (Shimojo, Wu and Hersh, 1998; Hersh et al., 

2003 ). Además, se ha encontrado que el locus del gen colinérgico. en humanos contiene una 

secuencia homóloga al NRSF!NRSE de la rata en una región correspondiente (Hahm et al, 1997; 

Tanaka et al., 1998). También existe evidencia de que NRSF se expresa en células humanas de la 

médula espinal y placenta a término (Oda et al, 2004). Por lo tanto, puede suponerse que la 

expresión del gen colinérgico CHAT está reprimido en las. célnlas neuronales en humanos de una 

forma similar al de los modelos murinos. Lo anterior generaría una expresión disminuida del gen 

CHAT en células neuronales que expresen la proteína NRsF. 

En este estudio, el aumento de la proteína NRSF y la disminución de la expresión del gen de la 

CHAT en los éerebros de controles concuenla con el comportamiento esperado para este complejo: 

la regulación negativa de la expresión del gen CHAT por parte de la proteína NRSF. Esto índica 

que la interacción NRSF/ CHAT se compotta de manera similar al observado en los modelos 

murinos y de cultivo celular (Schoenherr et al., l995; Palm et al, 1998; Chen et al, 1998; Jones and 

Meech, 1999; Hersh et al., 2003). Este estudio es el primero que demuestra dicha relación en tejido 

neuronal de humano. En dicha relación, la expre8ión del gen CHAT es mayor en la región :frontal y 

entorrinal y menor en la región temporal y parietal. 
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En este estudio, la mayor expresión del ARNm del gen CHAT en la región frontal puede explicarse 

por la presencia de circuitus con funciones primordiales de regulación motora (Myers, 2005). La 

presencia de neuronas colinérgicas en la corteza cerebral ha sido descubierta recientemente, 

allllque su topografia es más selectiva (no se encuentra en cortezas sensoriales primarias) y su 

distribución en cada región es escasa (Kasasbima, Mnroishi, Futakuchi, Nakanishi & Oda, 1998; 

Kasashima, Mnroishi, Fntakuchi, Nakanishi & Oda, 1999). Uno de los principales sitios a cargo d~la 

memoria de trabajo se encuentra en la corteza frontal, además de que la corteza somatomotora y 

premotora (áreas 4 (Passingham, 1993, cap.II) y 6, S y 9 de Brodmann, respectivamente (Passingham, 

1993, cap. ll, III, fV,V) se ubican en esta región y tienen como principal función la ideación de la 

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

La persistencia de la memoria (en este caso,. memoria declarativa, para el aprendizaje de 

habilidades motoras) requiere de circuitos reverl>erantes para, junto con otros neurotransmisores -

catecolaminas, glutamato (Francis, 2006; Walton & Dodd, 2006)-, mantener el estímulo por periodos 

de tiempo mayores al de la duración usual del potencial de acción (Glllllá, 2001, cap.7).Un circuito 

así podría utilizar la Ac como neurotransmisor, ya que la ChAT, al reciclar la colina utilizada, 

permite una persistencia de la señal química en estos pequeños circuitos. Esto baria de la ChAT y 

su codificación génica un elemento indispensable. De esta funna, una mayor expresión del ARNm 

de CHAT generarla más proteínaChAT, la cual servirla a su vez para el reciclamiento de la Ac que 

estaría aportada por zonas locales (escasas neuronas colinérgicas en la corteza frontal) o distales 

(Núcleo Basal de Meynert y Núcleo Séptal Medial). 
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De la misma forma, los halll,lZgos encontrarlos en la corteza entorrinal pueden atribuirse a que es 

una región con numerosas aferencias colinérgicas -procedentes principalmente de la Banda 

Vertical Diagonal de B.roca y el Núcleo Basal de Meynert- (Fihiger, 1982; Semba, et al., 1989; 

Mesulam, 1996) y su proximidad con el hipocampo, además de su conectividad con la amígdala y 

cortezas de asociación requiere también de circuitos revemerantes annque. en este caso su 

participación sería distinta al de la regulación motora (Alcaraz, 2001, cap. 6). En este caso, 

colaboraría en la generación de la memoria sensitiva olfutiva y contribuiria en la generación de 

emociones por su asociación con la amígdala y el giro del cíngulo, todos ellos componentes del 

circuito de Papez (Squire & Zola-Morgan, 1991; Wib1e, Shiber & Olton, 1992; Price, 2000). 

Expresión del gen NRSF y de la proteína NRSF en controles 

Se observa que la expresión del gen NRSF en los controles es prácticamente constante, pero 

disminuye en la corteza temporal. Además, la expresión de la proteína NRSF se incrementa 

siguificativamente en esta región. Debido a esto, decidimos buscar una relación de la expresión 

gen/ proteína, en la que encontramos que en la región temporal se producen 11.83 proteínas por 

unidad de ARNm del gen NRSF, contra un global (todas las regiones) de 2.2. En las demás 

regiones se preserva la proporción gen 1 proteína en relación con el valor global. 

Esta relación incrementada en la región temporal nos hablaría de un mecauismo de regulación 

postranscripcional de la expresión del gen NRSF, en el que podría estar participando un mayor 

número de ribosomas adheridos a la hebra del ARNm del gen NRSFpara producir una mayor 

expresión de la pro.teína NRSF. Existe evidencia de que para una hebra de ARNm se pueden 
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intercalar múltiples ríbosomas para la codificación de proteínas, un mecanismo así podrla estar 

ocurriendo en este caso (Lewin, 2000; Luque & Herrráez, 2002). 

El observar que ni la cantidad de expresión del gen CHATni de la proteína ChAT disminuyen en 

la misma proporción al aumento de NRSFINRSF nos índica que, por lo menos en la región · 

temporal, la proteína NRSF regula más de un sólo gen. Se ha visto que este gen también regula la 

expresión de los genes BDNF (Factor neurotroñco derivado del cerebro) (I'immusk, Palm, 

Lendahl & Metsis, 1999), sinapsinal (I'hiel, 1994), SCGIO (Morí et al., 1990; Morí et al., 1992), 

canal de Na+ (Chong, Tapia-Ramirez, Kim, Toledo-Ara! & Zheng, 1995), la subunidad f32 del 

receptor nicotíuico (Bessis, Salmon, Zoli, Le Novere, Picciotto & Changues, 1995; Bessis et aL, 

1997) de acetilcolina y la subunidad !!4 del receptor muscarínico de nicotina, entre otros (Roopra, 

Sharling, Word, Bríggs, Bachfischer .& Paquette, 2000). Muy probablemente el papel de la · 

proteína NRSF en esta región no se limita exclusivamente a la regulación de la expresión del gen 

CHAT, sino también a la de, por lo menos, alguno de los otros genes ya mencionados. Seria 

necesario buscar la expresión de estos genes en las regiones estudiadas para evaluar dicha relación. 

Es de tener en cuenta, además, que en el homogenizado de. tejido cerebral que se utilizó para este 

estudio pudiera contener tanto terminales pre-sinápticas como post-sinápticas y es probable que la 

sobreexpresión de NRSF se deba a que las neuronas colinérgicas post-sinápticas también 

produzcan· esta proteína restrictora ya que se ha demostrado que también interacma con los genes 

de otros tipos de proteínas (en los que también se ha reportado la secoencia NRSE), como las 

subunidades GluR2 y GluRl de los receptores a glutamato. Se ha observado que estas 

sub unidades regulan .la expresión de NRSF (Myers et al., 2000; Myers, Peters, Huang, Comer, Barthel 

& Dingledine, 2000; Huang, Doherty & Dingledine, 2001) y dado que la actividad sináptica en esta 
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zona está dada principalmente por glutamato, éste puede regular la expresión de las subunidades 

de los receptores mediante l¡t expresión de NRSF. 

Expresión de la protefna ChAT en el grupo control 

Además de la expresión del gen CHA7', decidimos determinar las concentraciones de la proteina 

ChATpara saber si la infOrmación genética correspondería con la cantidad de proteina producida. 

Se observa que el nivel de proteina ChAT se mantiene prácticamente constante en todas lás 

regiones estudiadas. La actividad de la proteina NRSF que se encuentra en estas regiones está 

"balanceada" ·en relación con la expresión del gen CHAT (en una relación inversamente 

proporcional), lo que contribuiría a mantener Constante el nivel de expresión de la ChAT en todas 

las regiones. De esta forma, en las regiones temporal y parietal, una mayor cantidad de la proteina 

NRSF limita la expresión del gen CHAT, como se describió en la sección anterior. 

El hecho de tener niveles de la proteina ChAT que sobrepasan por mucho la expresión del gen 

CHAT en la región temporal y parietal puede explicarse por la gran cantidad de aferencias 

colinérgicas procedentes del Núcleo Tegmental Ventral (para la región temporal) y del Núcleo 

Septal Medial (para la región parietal) (Fibiger, 1982; Semba, et al,, Fibiger, 1989; Gaykema et 

al., 1990; Mesulam, 1996). La enzima ChAT se origina en sitios distantes y migra hacia el botón 

sináptico (Frizell et al., 1970; Martinez..Murillo et al., 1989; Oda, et al., 1992; Oda et al., 1996), 

por lo que es probable que las mismas aferencias colinérgicas de sitios distales proporcionan el 

exceso de la enzima ChAT en relación a la expresión génica en las regiones temporal y parietal. 
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El que existan neuronas colinérgicas en la región frontal (como se demuestra con una elev~ 

expresión del gen CHAl) con una cantidad constante de enzima ChA'f hace creer que si bien hay 

producción tanto de acetilcolina como de la .ChAT en estas regiones, éstas mantienen los circuitos 

con aferencias principalmente de tipo distal y probablemente escasa distribución local, haciendo 

que la ChAT se distribuya a sitios difuren¡es de donde fue producida. Probablemente la producción 

de la protelna ChAT en estos sitios (corteza frontal y entorrinal) esté contribuyendo en cierta 

medida a lo8 valores elevados de la enzima ChAT en las. regiones temporales y parietales, 

manteniendo circuitos con estas zonas. La comprobación de dichos circuitos requiere un estudio 

posterior que pennita confirmar los sitios de distribución cerebral de la acetilcolina y de la enzima 

ChAT producidas en las regiones frontal y entorrinal. 

Expresión del gen CHATy de la proteína NRSF en la EA 

En los pacientes con la EA se observó una expresión genética de CHAT con una tendencia similar 

a la de los controles: menor en región temporal y parietal y mayor en región frontal y entorrinal 

(en la región entorrinal el valor es menor que el de la región frontal), aunque en todos los casos, la 

expresión del gen CHAT fue menor en el grupo de EA que en el de los controles. Esto concuerda 

con los resultados reportados por difurentes autores {Pearson et al., 1985; Strada et al., 1992; 

Everitt et al., 1997; Boissiere et al,, 1997; Baskin, Browing, Pirozzolo, Corporal, Bassin & Appel, 

1999; Epstein, 1999) asi como con la hipótesis del estudio, en laque se espera una disminución de 

la expresión de este gen en la EA 
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El aumento de la proteína NRSF y la disminución de la expresión del gen CHAT en los cerebros de 

personas con la EA fue otra de las caracteristicas observadas. Esta relación inversamente 

proporcional entre la expresión de la proteína NRSF con la expresión del gen CHAT concuerda 

con el comportamiento encontrado en este complejo con el de la población control: la regulación 

negativa de la expresión del gen CHAT por parte de la proteína NRSF. Esto indica que la 

interacción NRSF 1 CHAT se comporta de la misma fonna que aquella observada en el modelo 

humano sin EA Debemos señalar que en las personas con EA se observa una mayor expresión de 

la enzima ChAT en la región enlmrinal y una distribución menor en las regiones temporal y 

parietal, con expresión muy disminuida en la región frontal (alrededor de la mitad en comparación 

con la región frontal de los controles). 

LOs cambios encontrados en los casos con EA reflejan una disminución de la actividad 

colinérgica. Estos cambios concuerdan con lo esperado en esta población, ya que uno de los 

principales sitios con un patrón de nenrodegeneración en la EA es el hipocampo, además de las 

cortezas entorrinal y temporal (Pearron et al., 1983; Selkoe, 1991; Yanker, 1996; Small, 1998; Garcia

Alloza, Gil-Bea, Diez-Ariza, Chen, Francis, Laceros, et al, 2000; lkonomovic, Mnfson, Wuu, Bennett & 

Dekosky, 2005}. 

Por otra parte, se ha demostrado que ante daño neuronal de tipo isquémico (Calderone et al., 

2003) o inducido por la administración de kainato se produce. una sobreexpresión de NRSF (Palrn 

et al., 1998). LOs hallazgos en este estudio son una evidencia más de la regulación que el daño 

neuronal puede ejercer sobre esta proteína. 
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El hecho de encontrar una disminución de la expresión del gen CHAT con un incremenlo en la 

expresión de la proteína NRSF indica que tanro la función reguladora de la proteína NRSF como la 

expresión del gen CHAT se mantienen intaclos en su relación (a mayor proteína NRSF, menor 

expresión del gen CHAT), es decir, la interacción NRSFICHAT de regulación se mantiene intaclo . 

. Al parecer, la interacción NRSFICHAT es independiente de la pérdida de tejido neuronal, aunque 

el decremenlo de la ~resión del gen CHAT no está a la par de la sobreexpresión del NRSF. 

Como ya se menciono anteriormente, el NRSF actúa sobre otros genes como BDNF, Sinapsina I y 

SCG10, etc. (Timmusk et al., 1999; Thiel, 1994; Thiell998; Mori et al., 1990; Mori et al., 1992; 

Chong et al., 1995), por lo que no podemos descartar la. posibilidad de que NRSF este 

interactuando con diferentes procesos, como por ejemplo la regulación del NRSF podria estar 

relacionada con los procesos de muerte celular programada inducida por la degeneración neuronal 

propia de esta patología (Chen, et al., 1998; Grooms, Opitz, Bennett & Zukin, 2000), es decir, en 

la EA el NRSF puede estar ejerciendo un efuclo contrario al postulado y regular altemamente la 

expresión de la ChAT. Seria necesario estudiar la participación de este proceso en la 

neurodegeneración que se presenta en la EA 

Por otra parte, debemos considerar la probabilidad de que el comportamiento de la interacción 

NRSF/CHAT sea dependiente de la edad. La curva de la interacción NRSFICHAT es similar en su 

distribución que la de los controles (a mayor proteína NRSF, menor expresión del gen CHAT), 

aunque existe una mayor expresión de NRSF y una disminución en la expresión génica de CHAT. 

Podria pensarse que en sujelos sin demencia ocurra una variación paulatina dependiente de la edad 

en el comportamiento de esta interacción. Esta variación, sin embargo, encontrarla una meseta, 

impidiendo su progresión, mientras que en las personas con EA esta curva sobrepasaría este. punto 

de meseta y contribuiría en parte a la sintomatología observada en esta enfermedad. Hasta el 
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momento no existe ninguna investigación donde se analice si la expresión de NRSF en humanos 

tenga tal comportamiento (dependiente de la edad). Resultaría interesante llevar a cabo una 

investigación en la que se incluyera tejido cerebral de personas de diferentes edades para registrar 

si varía dicha expresión. 

Expresión de NRSF y de la proteína NRSF en la EA . 

Se observa que la expresión del gen NRSF es mayor en las personas con la EA en relación con los 

controles: Si bien la expresión del ARNm de NRSF, se aumentó en un 86% en el grupo con EA en 

comparación con el control y los niveles de la protelna NRSF aumentaron en un 57"/o en el grupo 

con EA, se observa que hay un exceSo de producción de protelna NRSF en la región temporal en 

ambos grupos de estodio. En las personas con la EA, esta proporción se mantiene annque con 

mayor expresión (ver gráfica 20, de la sección de resultados), lo que nos indica un mayor efecto 

regulador en las personas con esta enfermedad. La interacción NRSF/CHAT está preservado en 

esta población, annque buscando de nuevo la relación de la expresión gen 1 protelna, encontramos 

que en la región temporal se producen en la EA 10.12 protelnas por unidad de ARNm del gen 

NRSF, contra un global (todas las regiones) de 1.86. Al igual que en los controles, en las demás 

regiones se preserva la proporción en relación con el valor global. 

Lo anterior parece indicar que los cambios se deben no precisamente a una alteración de esta 

interacción, sino a daño neuronal. Como se mencionó en el apartado anterior, esto pudiera deberse 

a un mecanismo de compensación de la producción de NRSF ante la pérdida neuronal, provocando 

su sobreexpresión. Actualmente se ha descrito que NRSF incrementa sus mveles de expresión en 

epilepsia (inducida por Kainato) esto indica que la actividad neuronal ante un daño produce una 
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sobre-expresión de esta proteina (Palm, et al., 1998). Es probable que los resultados en la región 

temporal de los pacientes I)On EA se deban. en parte a que esta es una de las regiones más 

vulnerables a los daños producidos por la acumulación de la proteina fl.amiloide, así como la 

alteración intracelular de la protelna Tan (Hyman, Van Hoesen, Damasio & Bames, 1984; Price, 

Davies, Morris & White, l991; Avila, 2000; Garcia-Sierra, Wischik, Harrington, Luna-Muñoz & 

Mena, 2001; Zhang, 2004; Goekoop, Shceltens, Barkhof & RQmbouts, 2006) lo que a su vez 

también puede inducir una respuesta incrementada de NRSF. El hecho de haber encontrado una 

mayor expresión del gen NRSF en las personas con la EA, nos indica que el efecto que el daño 

neuronal tiene en la sobreexpresión de. NRSF. es a nivel nuclear, es decir, parece haber un 

mecanismo de señalización directo entre el daño neuronal y la expresión génica. Habría que 

investigar si eSte erecto es directo o si requiere de intermediarios (incremento de Ca++, activación 

de receptores, entre otros). 

Expresión de la proteína ChA T en la EA 

Y a se ha mencionado la interacción NRSF 1 CHAT y de cómo esta influye en la expresión de la 

proteína ChAT. El hecho de que en el lóbnlo :frontal haya menor cantidad de proteína ChAT se 

debería en este caso a la pérdida de aferencias a esta región como .consecuencia de la 

nenrodegeneración en los sitios ya mencionados. La mayor expresión de la enzima ChAT en 

comparación con la región :frontal se deberia a la persistencia de afe:fencias por ser sistemas de 

distribución más locales que el que involucra a la región :frontal. Esto es, parece ser que la 

desaferentación seria más susceptible a p¡esentarse en sistemas colinérgicos de axones largos que 

en sistemas colinérgicos de axones cortos. La comprobación de este fenómeno requeriria de un 

estudio posterior. 
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Discusión 

Puede observarse, además qt~e la concentración de la proteína ChAT es mayQr que la expresión del 

gen CHAT, pero de manera "paralela'' (como seobservó en la figura 21). En este caso, la 

expresión del gen CHA.Tse reduce, pero la cantidad de proteína no sigue este curso. Esto habla de 

que puede presentarse un mecanismo de sobreexpresión póstranscripcional (como se mencionó 

anteriormente), o bien habla de que disrninnye la actividad sintética de la proteína, pero los niveles 

no, mny. probablemente debido al aporte exógeno de la ChAT · por medio de los núcleos 

colinérgicos que hacen afurencia en estas regiones (núcleo septa! medial para región parietal y 

tegmenta! ventral para región temporal y entorrinal). 

Por otra parte, seria necesario evaluar hasta qt~é punto la pérdida de afurencias colinérgicas estaría 

relacionado con la manifestación de los síntomas característicos de la EA, a saber: disfunción en 

los procesos que involucran el uso de la memoria de trablijo, apraxias ideomotoras, aplanamiento 

emocional y las agnosias (Yesavage, Brooks, Taylor & Tinklenberg, 1993; Kramer & Dnffy, 

1996; Barret, Eslinger, Balleiltine &Heilman; 2005). 
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Conclusiones 

XI.- CONCLUSIONES 

1.- En las personas sin demencia existe una regulación negativa de la expresión del gen CHAT por 

parte de la proreína NRSF 

2.- En la Enfermedad de Alzheimer existe una mayor expresión proreica de NRSF que condiciona 

niveles bajos de la expresión genética de CHAT. 

3.- Este cambio en lit Enfermedad de Alzheimer es debido principalmenre al daño neuronal propio 

de la patología. 
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Limitadones y perspectivas 

XII.- LIMITACIONES DJ!:L ESTUDIO 

Una de las principales limitaciones para realizar este estudio fue la dificultad para conseguir las 

muestras de tejido cerebral de personas con EA Actualmente, el número de autopsias ha 

disminuido significativamente y resulta lamentable que al menos en las personas con EA no se 

lleve a cabo este estudio, ya que solamente se puede establecer el diagnóstico definitivo de la EA 

mediante el análisis histopatológico cerebral. Por otra parte, al no contar con el encéfalo completo 

de personas con EA no se pudieron extraer los principales núcleos colinérgicos (Núcleo Basal de 

Meynert, Banda diagonal y vertical de Broca, Núcleo Tegmental Ventral, etc.) para realizar una. 

correlación más detallada de la expresión de ChAT y NRSF en todo el sistema colinérgico. Otra 

de las limitaciones de una muestra pequeña es el no contar con una muestra representativa de cada 

. uno de los estadios de esta patología (leve, moderada y grave) para determinar si estos cambios 

sufren variaciones graduales o si se estancan en algún momento de la enfermedad. 

PERSPECTIVAS 

Para corroborar que NRSF regula negativamente· la expresión del gen ChAT sería necesario 

comprobar si la protelna represora se encuentra unida al gen CHAT para lo cual es necesario 

utilizar otra serie de técnicas, como la inmunoprecipitación de la cromatina. Asímismo, se deberá 

realizar una secuenciación del gen CHAT para ver si las. modificaciones encontradas en las 

diferentes regiones analizadas son debidas a una alteración de tipo secuencial de los núcleotidos y 

en el caso de NRSF para ver qué isoforma es la qne se expresa. 
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Limiíllci.ones y perspectivas 

Recientémente se ha realizado la valoración de la cantidad de acetilcolina cerebral en los pacientes 

con EA mediante la espectrofotometría por resonancia magnética funcional. Esta técnica podría 

ser útil para complementar el "perfil colinérgico" de estos pacientes, es decir, tener la expresión 

del gen CHAT; su regulación por NRSF, la cantidad de enzima ChAT y finalmente la caritidad de 

acetilcolina resultante. Una de las ventajas de esta investigación sería estodiar el . sistema 

colinérgico de las personas con EA in ~o y continuarlo con el estudio post »Wrtem. 

También resultaría interesante analizar la expresión de la interacción NRSF/CHAT en otros 

procesos neurodegenerativos (esclerosis lateral amiotrofica y epilepsia frontal noctnma, entre 

otras) para determinar si estos cambios son exclusivos de la EA o· si son similares a los de otra 

enfermedad y en qué intensidad. 
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Anexol 

Diagnóstico de Demencia de acuerdo a los criterios del DSM-IV: 

•!• Criterio Al: deterioro de la memoria a corto y largo plazo 

•t+ Criterio A2: La presencia de por lo menos uno de los siguientes trastornos cognitivos: 

A2a: Afasia 

A2b: Apraxia 

A2c: Agnosia 

A2d: Trastornos en la función de ejecución 

•!• Criterio B: Los trasromos Al y A2 deben ser lo suficientemente severos como para causar un 

deterioro siguilicativo en la actividad social y ocupacional y como consecuencia causar una 

declinación del nivel previo de funcionamiento. 

•!• Criterio C: Los hallazgos enunciados no deben aparecer exclusivamente durante el curso de un 

estado confusional agudo ( delirium) (17). 

Anexo U 

Criterios para el diagnóstico de Probable Enfermedad de Alzheimer del Instituto Nacional para 

los Trastornos Neurológicos de la Comunicación y Apoplejía y la Asociación para la Enfermedad 

de Alzheimer y Trasromos Relacionados de Estados Unidos {NINCDS-ADRDA) (56): 

El criterio para el diagnóstico de Enfermedad de Alzheirnerprobable incluye: 

Demencia establecida por examen clínico y documentado por el Mini Mental Test Exarnination, 

Escala para la demencia de Blessed o algún otro similar y confirmado por la evaluas:ión 

neuropsicológica 

Defectos en dos o más áreas de la coguición. 

Empeoramiento progresivo de la memoria y otras funciones cognoscitivas. 

76 



Anexos 

Ausencia de perturbación de la conciencia. 

Comienzo de la sintomatología entre los 40 y 90 años, más a menudo después de los 65. 

Ausencia de trasturnos sistémicos u otras enfermedades del cerebro que por sí mismas pudiesen· 

provocar defectos progresivos de la memoria y la cognición. 

El diagnóstico de Enfermedad de Alzheimer probable es !JPQyado por: 

Deterioro progresivo de funciones cognitivas específicas tales como lenguaje (Afasia), 

habilidades motoras (Apraxias) y perceptivas (Agnosias). 

Compromiso de las actividades de la vida diaria y patrones alterados del comportamienro. 

Historia familiar de trastornos similares, particularmente probados anatumo-patologicamente, y 

Resultados de laboraturio de: 

Punción lumbar normal evaluada con técnicas estándar 

EEGnorrnal o cambios de carácter inespecífico tales como incremento de actividad lenta. 

Evidencia de atrofia cerebral en la tomogra:fia computada con progresión documentada a través 

de observaciones seriadas o a través de resonancia magnética nuclear. 

Otros rasgos clínicos consistentes con el diagnl>stico de Enfermedad de Alzbeimer probable 

luego de la exclusión de otras causas de demeucia distintas a dicha enfermedad incluven: 

Estancamientos en el curso evolutivo de la enfermedad 

Síntomas asociados de depresión, insomnio, incontinencia, delusiones, alucinaciones, ilusiones, 

comportamiento catastrofico, verbal o emocional, exabruptos fisicos, trasturnos sexuales y 

pérdida de peso; otras anmmalidades neurológicas, específicamente en estadios más avanzados 

de la enfermedad que incluyen signos motores tales como incremento del tuno muscular, 

mioclonias o trastumos de la marcha. 

Convulsiones en estadios avanzados. 

Tomografía dentro de límites normales para la edad del paciente. 

Rasgos clínicos que hacen inciertu o imProbable el diagnóstico de Enfermedad de Alzbeimer 

probable: 

Comienzo agudo o apopléctico 
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Hallazgos de signos neurológicos de ·carácter focal tales como hemipaiesia, pérdida de la 

sensibilidad, defectos campimétricos visuales y trastornos en la coordinación motora de aparición 

temprana en la enfurmedad. 

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

Diagnóstico clinico de Enfermedad de Alzheirnerposible: 

Puede ser hecho sobre la base del diagnóstico de sindrome demencial, en ausencia de otra 

enfermedad neurológica, psiquiátrica o trastornos sistémjcos capaces de provocar demencia, y 

cuando se constatan variaciones en las furmas de iniciación, presentación o curso evolutivo del 

cuadro c!inico. 

Puede ser hecho, también bflio la presencia de desordenes cerebrales o sistémicos asociados, 

capaces de provocar demencia pero que no son considerados la causa del sindrome demencial en 

cueS\ión,y 

Debería ser utilizado en eStudios de investigación, cuando un defecto cognitivo único y 

gradualmente progresivo, es identificado en ausencia de otras causas posibles que lo puedan 

ongmar. 

Diagnóstico clinico de Enfermedad de Alzheirner definitivo: 

Requiere el diagnóstico de EA probable y la comprobación histopatológica por biopsia o 

autopsia. 

La clasificación de EA para propósitos de investigación debe especificar características que 

pueden identificar subgropos de dicho trastorno, tales como: 

Antecedentes familiares 

Inicio antes de los 65 años 

Presencia de trisomía 21 

Coexistencia de otras condiciones relevantes como por ejemplo enfurmedad de Parkinson. 
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