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Resumen
Ww

Objetivo: Determinar la frecuencia de las variantes alélicas del gen PRNP en
pacientes con la Enfermedad de Alzheimer de inicio temprano y tardio (EAITe,
EAITa), asi como en pacientes con Enfermedad por Priones.

Metodologia: Se analizaron muestras de sangre de 23 pacientes con probable
Enfermedad de Alzheimer, para la genotipificacion PRNP por Reaccion en
Cadena de la Polimerasa y busqueda de mutaciones por secuenciacion del
gen. Para los pacientes con priones, se analizaron laminillas de 6 casos con
probable Encefalopatia Espongiforme, ademas de tejido cerebral obtenido de 3
autopsias y un caso familiar, vivo. Se realizé Inmunohistoquimica para
diagnéstico de Enfermedad por Priones. Se obtuvieron los Odds-ratios (OR})
para determinar los factores de riesgo de estos componentes.

Resultados: En la poblacion con Enfermedad de Alzheimer, el genotipo MM
fue el polimorfismo PRNP mas comtin. Al comparar entre EAITe y EAITa, el
alelo V fue el mas frecuente en la EAITe (OR 7.5; 95% CI 1.54-39.98, p=0.008)
y el alelo M tiene un OR 0.13 (IC 95% 0.03-0.65, p = 0.008). No hubo
mutaciones en los pacientes con Enfermedad de Alzhimer, a pesar de que dos
polimorfismos y una delecion no patolégica fueron encontrados. En los
pacientes con Enfermedades por Priones el polimorfismo MM fue el méas
comin. Un caso familiar tuvo la mutacion E200K. Ningan caso con
Enfermedad de Alzheimer se asigné como por Enfermedéd por Priones.
Conclusiones: El alelp V del PRNP es factor de riesgo de la EAITe, mientras

que ¢l alelo M disminuye el riesgo de padecer EAITe.




Abstract
— e ———————]

Objective: To evaluate the frequency of PRNP genotypes in Early Onset and
Late Onset Alzheimer's Disease (EOAD, LOAD) subjects as well as in Prion
Disease’s.

Methods: Blood samples from 23 patients fuifilling NINCDS-ADRDA diagnostic
criteria for Alzheimer's Disease were collected for PRNP PCR-genotyping.
Search of mutations was also looked for by means of gene sequencing. In prion
cases, slides of 6 suspected Spongiform Encephalopathy were analyzed, as
well as brain tissue from 3 autopsies and an alive familial case.
Immunohystochemistry was used for the definitive diagnosis 6f Creutzfeldt-
Jakob Disease. Odds ratios (OR) were obfained to determine risk factpr of
these components.

Results: MM genotype was the most common PRNP polymorphism in the
- Alzheimer’s Disease population. V PRNP allele was rﬁore common in EOAD
than in LOAD (OR of 7.5, 95% CI 1.54-39.98, p = 0.008), the M allele having an
OR of 0.13 (Cl 95% 0.03-0.65, p = 0.008). There were no mutations in the
Alzheimers Disease population, despites the presence of 2 different
polymorphisms and a non pathologic deletion. In prion disease subjects, MM
genotype was the most common polymorphism. A familial case was E200K,
- M129M.- No Alzheimer's Disease case was assigned- as being caused by
prions.

Conclusions: The V PRNP allele is a risk factor for EOAD, whereas the M

allele diminishes the risk for EOAD.
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I.- Introduccioén

- ————

Ei concepto de enfermedades por mal plegamiento proteico ha surgido
para englobar un espectro de enfermedades que tienen en comun una
conformacion espacial distinta a la normal en varias proteinas celulares. La
agregacion proteica y los cuerpos de inclusién son caracteristicos de estas
enfermedades, entre las que se encuentran la Enfermedad de Alzheimer (EA)
y las Enfermedades por Pricnes (EP).

Los cuerpos de inclusién pueden ser una etapa final de un proceso previc
de degeneracion que puede ser comuin en estas enfermedades. La EA es ia
patologia mas comuin por mal plegamiento proteico, pero las enfermedades
por priones han tenido un estudio amiplio que ha permitido conceptualizar
mejor a la EA. Las similitudes entre estas enfermedades ha originado a teoria

de que existe una correlacion entre ambas.

E! polimorfismo M129V es determinante en el fenotipo ¢linico de las EP,
siendo la variante VV (o con un alelo V) la que estd mas relacionado con las
variantes de tipo familiar y con presentacién de mayor duracion, muy
semejante a una EA. Fl objetivo de este trabajo fue el de encontrar la
influencia de la variante polimérfica V de la proteina por priones en la EA de
origen temprano.

Este estudio demuestra que en la poblacion con EA, al igual que en las
enfermedades por priones, el genotipo MM es el polimorfisme PRNP mas
comun. Sin embargo, al comparar entre EA de Inicio Temprano (EAITe) y la
EA de Inicio Tardio (EAITa), el alelo V fue mas frecuente en 1a EAITe. Ninguna
mutacién se encontrd en el gen PRNP, por lo que se infiere que ! alelo V es
un factor de riesgo per se para la EAITe.




il.- Antecedentes

Recientemente ha aumentado fa evidencia de que diversas enfermedades
neurodegenerativas tales com¢ la Enfermedad de Aizheimer (EA), la
Enfermedad de Parkinson, la Enfermedad de Huntington, la Esclerosis Lateral
Amiotréfica y las Enfermedades por priones tienen mecanismos celulares y
moleculares en comin que incluyen la agregacién de proteinas y la formacion
de cuerpos de inclusion (Ross & Poirier, 2004, Figura 1). Los agregados
generalmente consisten de fibras que contienen proteinas con un piegamiento

anormal en una conformacion de hoja B, denominada amiloide (Selkoe, 2003).

Syndrome . B-Linked Protein and Inclusion
Familiat éncephalopathy with neuroserpin
inclusion bodles, progressive myoclonic Coliins
epilepsy, stypical myoclonic disease Newroserpin body
Familial Parkinson's dlseasae, dementia with
Lewy bodies, Lewy-body variant of Leawy
Alzheimer's disease a-Synuclein body
Croutzfaldi- Jakob disesse, bovine spongifeim OIS Varlant
ancephalopathy, variant Creutzfeldi-Jakob , T Crewtzfeldi-
dizesse, Garstiann-Striussier- Schainkedr Prion protein T Jakob diseass
disease, fatal familial insomnia, kuru S amvyloid
Alzhelmer's dissase, Down's syndrome,
farnilial Alzheimer's diseasa p-Amyloid A-Amyloid
peplide: platue
Frontotamporal dementia {Pick's disease)
- Pick
Tai pn::nain body
Huntington’s disease, dantatorubral—
pallidoluysian atrophy (Haw--Rivar syndromel, "
spinocerebellar atexia types 1, 2, and 3 GI“:;::::}:;E’; a;_ut; '?:;‘:;3:::
{tMachado~Joseph digease)

Figura 1. Esquema de diversas enfermedades por mal plegamiento protéico. Se observan las
proteinas afectadas, los cuerpos de inclusion y su nomenclatura histopatolégica, Tomado de
Carrell, R. W. ot al. (2002). N Engl J Med ; 346:45-53.




En estas enfermedades hay una similitud parcial, pero no perfecta, entre
las células en las cuales se da el deposito de proteinas anormales y las céluias
que degeneran. La explicacién mas recurrida es gue las inclusiones y otros
agregados proteicos visibles representan una etapa terminal de una cascada
molecular de varios pasos, y de que los pasos iniciales en dicha cascada
pueden estar mas directamente ligados a la patogénesis de o que puedan
estarlo las inclusiones. Para varias enfermedades, las variaciones genéticas
ayudan en la explicacién de la patogénesis de las formas esporadicas mas
comunes de estas enfermedades. Actualmente hay un mayor conocimiento de
las vias involucradas en la agregacion proteica y han emergido algunas pistas
recientes en cuanto a los mecanismos moleculares de la toxicidad celular

{Ross & Poirier, 2004).

Entre las enfermedades neurodegenerativas hay dos padecimientos que
muestran una similitud anatomopatolégica en particular: La Enfermedad de
Alzheimer y las Enfermedades por priones (por proteinas infecciosas; EP),

también llamadas Encefalopatias Espongiformes Transmisibles (EET).
Enfermedad de Alzheimer

Con una afeccién actual cercana al 10% de la poblacién mayor que 65
afios de edad, la Enfermedad de Alzheimef es la causa mas comdn e
importante tanto de enfermedad degenerativa del cerebro comec de demencia
progresiva, la cual fue identificada en 1907 por Alois Alzheimer en un breve
reporte medico de una mujer de 56 afios cuyo cerebro fue evaluado por él. La

autopsia de la paciente revel6 un cerebro atréfico sin demas anormalidades




macroscopicas. Las secciones histopatolégicas mostraron cambios neuronales
ahora conocidos como “mararias neurofibritares”. Ademas, Aizheimer demostré
numerosos “focos miliares” llamados ahora placas seniles o neuriticas.
Alzheimer enfatiz6, basado en la evidencia clinica, la naturaleza presenil de Ié

demencia (Nakawatase & Cummings, 2000).
Anatomopatologia de la Enfermedad de Alzheimer

Los cerebros de pacientes con Enfermedad de Alzheimer muestran
crecimiento ventricular, atrofia cerebral generalizada y circunvoluciones
ampliadas. En ambos 16bulos temporales hay atrofia simétrica de la corteza
entorrinal, la amigdala y el hipocampo, que es la estructura mas gravemente

atrofiada (Chan, Fox, Scahill, Crum, Whitwell, Leschziner, et. al., 2001).

Placas amiloideas. Histolégicamente, se han observado numerosas
placas de amiloide rodeadas de neuritas distréficas, con pérdida de sinapsis,
formacién de marafias neurofibrilares y gliosis (Figura 2), en particular en el
érea del hipocampo, la corteza prefrontal y la entorrinal (Barger & Harmon,
1997, Mirra, Heyman, McKee!, Sumi, Crain, Brownlee, et al., 1961). Los
depositos extracelulares e intracelulares de proteinas filamentosas se
correlacionan con la eventual disfuncién neuronal y pérdida de sinapsis que
conducen a demencia (Yan, Soto, Chen, Zhu, Al-Moharina, Collison, et al.,
1997). Los depoésitos extracelulares estan formados principalmente por un

fragmento proteico de 40 a 42 aminoacidos denominado R-amiloide.




Figura 2. Placa de proteina b-amiloide (A} en una persona con la EA. Las flechas marcan
células gliales reactivas; las puntas de flecha sefialan neuritas distréficas. Tomado de
Selkoe, D. & Lansbury, P. J. (1999). En G. Siegel, B. Agranoff, W. Albers, et al. (Eds.) Basic
Neurochemistry, vol. 46 (pp. 949-968). Lippincoit Williams and Wilkins.

Angiopatia congéfila. Ademas de los depasitas que se ven en fas placas
seniles, la protefna amiloide también se acumula en las paredes de los vasos
sanguineos cerebrales. Este proceso afecta a las pequefias arterias y
'arten'olas de las leptomeninges y de la corteza cerebral y se conoce como
angiopatia congéfila. El actimulo que se observa en las paredes de los vasos

sanguineos suele estar compuesto por 1 a 40 aminoécidos, o la forma mas

corta del BA.

Cuerpos granulovacuolares. Consisten acimulos de pequefias vacuolas

claras dentro del citoplasma perinuclear, conteniendo cada una de ellas un




denso granulo basoéfilo. Las vacuolas sueten medir de 2 a 3 i de didmetro,

midiendo e granulo interno aproximadamente 1 u de diametro.

Cuerpos de Hirano. Es una formacion tubular intensamente eosindfila que
se encuentra, sobre todo, junto a las neuronas piramidals de la region CA1 del
hipocampo. Tienen un aspecto caracteristico de filamentos paralelos con
patré.n regular de entrecruzamiento. Los estudios inmunchistoquimicos han

demostrado que contienen epitopes para la actina, tropomiosina y vinculina.

Pérdida sinaptica. Se ha observado una disminucion del 45% en el grado
de tincion inmunohistoguimica para la sinaptofisina (proteina presinaptica
utilizada como indicador dela integridad sinéptica) en el neocortex, sugiriendo

una pérdida masiva de elementos presinapticos {Perl D., 2000).

A su vez, se han encontrado diversas alteraciones neuroendocrinolégicas
en los procesos demenciales, como lo son el aumento en la concentracién de
varios compuestos neuroguimicos en el SNC (receptor-1 de dopamina,
monoaminooxidasa A, hormona foliculoestimulante, hormona luteinizante,
hormona antidiurética y prolactina), disminucién (dopamina, receptor-2 de
dopamina, noradrenalina, serotonina, &acido y-aminobutirico, -endorfinas,
hormona del crecimiento y melatonina, entre otros) y otros que permanecen sirt
alteracion (tiroxina y triyodotironina). El cambio neuroendocrino mas importante
en la EA parece ser una reduccion de la funcién colinérgica hipotalamica
(Rehman & Masson, 2001) y en regién entorrinal y temporal (Gonzélez, R.,

2007).




Genética de la Enfermedad de Alzheimer

Los estudios de la incidencia y los patrones de transmision en las familias
de los pacientes con EA muestran que los parentes de individuos afectados
tienen un riesgo aumentado de desarroliar la EA cuando son comparados con
miembros de la poblacién en general. Las tasas de concordancia entre los
gemelos de probandos monocigéticos con EA son del 40 al 60%, lo que
sugiere una fuerte perc no absoluta influencia genética de la enfermedad
(Nakawatase, et al., 2000; Continuum of the American Academy of Neurology-

Genetics, 1991).

Se han asociado cinco genes con la EA: el cromosoma 21 es portador del
gen que codifica para la Proteina precursora del beta amiloide (BAPP). El gen
de la preseniiina 1 (PS1), en el cromesoma 14, fue localizado estudiando
familias con EA de inicio temprano. Otro gen asociado, el de la presenilina 2
(PS2), se ha localizado en el cromosoma 1. El cromosoma 12 puede tener una
mutacién causal relevante para la EA de inicio tardio, él cual se ha visto
relacionado con la proteina a2-microglobulina (Maccioni', Mufioz, & Barbeito,
2001; Selkoe, 2000). El gen de la Apolipoproteina E (ApoE) se encuentra en él
cromosoma 19 {Borgaonkar, Schmidt, Martin, Kanzer, Edelsohn', Growdon, et
al., 1993} y, ademas de la EA, se en.cuentra en varias enfermedades
neurodegeﬁerativas (Saunders, Schmader, Breitner, Benson, LBrown, Goldfarb,
et al., 1993). El alelo de la ApoE tipo 4 (g4) se ha visto como un factor de
riesgo para fa EA (Séanchez, 2004), con un tiesgo atribuible estimado de un 45
a ﬁn 60% (Nakawatase, et al., 1999). Una mayor evaluacion de los aspectos

genéticos de la EA se vera en las distintas variantes de la enfermedad.
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Proteina del p-amiloide

E! B-amiloide es un derivado degradativo y no obligatorio del cataboiismo
de la lamada proteina precursora del B-amiloide (Szab6, 1996; Figura 3), pero
en ia EA se generan grandes cantidades de este pépiido y se acumula a
manera de fibrillas insclubles {Del Bo, Angeretti, Lucca, De Simoni, & Forloni,
1995), las que afectan, de forma primaria, a las neuronas y células microgliales

{Selkoe, & Lansbury, 1999).

A Amvyloid Precursor Protein B Ngrmai Cleavage [ Aggregation

of p-amyloid 1-42 with

NH; Other Protains to Form
B-Amyloid Senile Plagues
peptide
-Amyloid
Tau
COOH « .
‘ APGE

Ubiquitin and others

Alph.ar
antichymotrypsin

Presan:sli'ﬁ'i and 2

Figura 3. Estructura de la protejna precursofa del beta amiloide (BAPP). A. Sitio
transmembranal de la proteina; los puntos en verde sefialan los puntos de ruptura por parte de
1as secretasas, el fragmento rojo sefiala la porcién de. la proteina del B-amiloide. B. Sitios de
ruptura normal y anormal de la BAPP. C. Ofras proteinas involucradds en el procesp de
depésito de ta BAPP. Tomado de Martin, J. B. (1999). N Engl J Wad;340:1970-1980

La présencia del RB-amiloidei4, en fiuidos corporales como liguido
cefalorraquideo (Motter, Vigo-Pelfrey, Kholodenko, Barbour, Johnsofi-Wood,
Galasko, et al., 1995) y plasma (Citroh, Vigo-Pelfrey, Teplow, Miller, Scherik,

Johnston, et af., 1994) es susceptible de cuantificarse y se ha utilizado como
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un auxiliar en el diagnostico de la EA (Tumner, Suzuki, Chyung, Younkin, & Lee,
1996). Se ha encontrado, ademas, su presencia en plaquetas, y se cree que
tenga un papel en la inhibicion de los factores de la coagulacién iXa y Xla.
Ademas, se han detectado residuos especificos de ia BAPP (residuos 1-39/40
y 17-39/43) en plaquetas. Estos residuos, conocidos como residuos insolubles
y solubles, estan asociados con la EA (Li, Whyte, Tanner, Evin, Beyreuther, &

Masters, 1998).

La “cascada del amiloide” en la etiologia de la Enfermedad de Alzheimer

El esquema de la “cascadé del amiloide” como causa de la EA fue
propuesto en 1996 por el Dr. Dennis Selkoe y postula que ta EA es un
sindrome clinico-patolégico en el cual difereﬁtes defectos genéticos pueden
conducir —directa o indirectamente- a una expresion atterada de la BAPP 0 a
procesamientos proteoliticos alterados o a cambios en la estabilidad del Ao a
agregacion del BA. Esto provoca un desbalance crénico entre la produccion del
BA v su depuracién. La acumulacién gradual de agregados de BA inicia una
cascada compleja , de varias etapas que incluye gliosis, cambios inflamatorios,
cambios sindpticos/neuriticos y pérdida de iransmisores (Figura 4; Selkoe,

1996).
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Enfermedad de Alzheimer,
“tarma no-Dominante”
{inciuyendo la EA ‘esporadica’)

Enfermedad de Alzheimer con
Herencia Dominante

Mutaciones sin santido en genes de la APP, PSEN1 y PSEN2 Falta en tos mecanismos de depuracion del pA,
Produccion aumeniada de pA42 en el transcurso de 1a vida Aumentos graduates de BA42 en el cerebro

! ¢

Acumulacién y oligomerizacidn de pA42 en cortezas limbicas y de asociacion
Efectos sutiles de oligdmeros de A sobre !a eficacia simdptica
Deposicién gradual de oligémeros de pA42 en forma de placas difusas

Activacitn microglial y astrocitica y respuestas inflamaterias

Homeaostasis ibnica neuronal alterada; dafio oxidativo
Actividad alterada de cinasasffosfatas que conducen a la formacidn de marafias neurofibrilares

Disfuncidn sinapticaineuronal diseninada y pérdida neuronal selectiva, con déficit de neurotransmisores

DEMENCIA

Figura 4. Esquema de la “cascada del amiloide®, que muestra los pasos que involucran una
anormalidad en la estructura de la proteina PAPP y que conducen a demencia. Tomado de
Selkoe, 1996.

Apolipoproteina E

El enfoque racional para la valoracion de 1a EA también comprende el
estudio de la Ap‘olipOproteina E (ApoE) (Schenk, Liebergburg, Motter, &
Seubert, 19§6). Esta proteina de 34 kDa juega un papel importante en el
transporte, captacion y redistribucion del colesterol (Mahley, et al., 1983). La
primera sugerencia dg que la ApoE pudiera estar involucrada en la EA

provino de su localizacién inmunoquimica en los depésitos de amiloide

extracelular, incluyendo dep6sitos vasculares y neuronas con marafias

neurofibrilares (Weisgraber & Mahley, 1996; Strittmatter, Saunders,

Schmechel, Pericack-Vance, Enghild, Salvesen, et al., 1993; Polvikovski,
12




Sulkava, Haltia, Kainulainen, Vuoric, Verkkoniemi, et al., 1895). En los
humanoes, todas las isoformas de ApoE se codifican en el cromosoma 19

(Figura 5):

» ApoE2, con aminoacidos Cisteina en los sitios 112 y 158
(112Cys y 158Cys) y cuya expresion tiene aparente funcién
protectora para la EA (Talbot, Lendon, Craddock, Shears,
Morris & Goate, 1894),

+ ApoE3, con aminoacidos 112Cys y 158Arg, esta presente en
forma predominante en la poblacion en general (Walden &
Hegele, 1994) y

s ApoE4, con aminoécidos 112Arg y 158Arg, el cual conlleva a
riesgo elevado de enfermedad vascular ateroesclerdtica y de

EA de inicio tardio (Borgaonkar, et al., 1993).

3 %, 19 18 35
£4 oy ¢ 72 y § 48 ¢
codon 112 158

£3 t ¢ 9 t i t

EY t ¥ 91 ¢ ¢ 83

Figura 5. Mapa de los sitios de corte (indicados por las flechas) del gen de la
Apolipoproteina E. La longitud de los fragmentos generados (en pares de bases, bp) se
indica por encima de las lineas. Ann. Intemn. Med. (Walden & Hegele, 1994).

La observacion clave que relacioné a la EA con la ApoE fue la

sobreexpresion del alelo ApoE4 en los pacientes con esta enfermedad
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(Saunders, 1993; Poirier, Davignon, Bouthillier, Kogan, Bertrand & Gauthier,
1993). La frecuencia del alelo ApoE4 ha sido significativamente mayor en
los pacientes con la EA que en pacientes controles, tanto en ia EA de inicio
tardio esporadica (Anwar, Lovestone, Cheetham, Levy & Powell, 1993;
Amouyel, Brousseau, Fruchart & Dailongeville, 1993, Lucotte, David,
Visvikis, Leininger-Milller, Siest, Babron, et al., 1993} como en la de inicio
tardio familiar (Czech, Ménning, Tienari, Hartmann, Masters & Beyreuther,
1993; Ben-Shlomo, Lewis, & McKeigue, 1893). Dicha asociacion se ha
demostrado en pacientes documentados por foma de biopsias y en casos

de autopsias {van Duijn, de Knijff, Cruts, et al, 1994).

Caracteristicas clinicas de la Enfermedad de Alzheimer

La demencia del tipo de Alzheimer esta caracterizada por el inicio gradual
y la declinaci6bn progresiva de las funciones cognitivas. La memoria esta
incapacitada y por lo menos es visto uno de los siguientes signos: afasia,
apraxia, agnosia y trastornos en la funcion ejecutiva. La secuencia general de
los déficit es memoria, lenguaje y funciones visuoespaciales. Inicialmente, el
paciente puede tenmer una incapacidad para aprender y recordar nueva
informacion, plfesentando\despuéé una nominacién alterada y finalmente una
incapacidad para copiar figuras. La demencia temprana del tipo de Alzheimer
puede ser dificil ;ie diagnosticar, ya que e! cociente intelectual {Cl} puede ser

normai (Kaplan, Sadock, & Grebb, 1994).

En la EA ocurren cambios de fa personalidad tales ¢omo depresion,

obsésién y suspicacias (Burns, Jacoby, & Leyy, 1990). Son comunes los brotes

14




de encjo y los actos violentos son un riesgo presente. La desorientacién
conduce a vagabundear y ei paciente puede ser enconirado lejos de su casa y
en una condicibn de aturdimiento. Es comun la pérdida de iniciativa.
Eventualmente aparecen defectos neuroldgicos, tales como alucinaciones
(Burns, Jacoby, & Levy, 1990) trastornos de la marcha, afasia, apraxia y

agnosia (Holmes, 2000; Gormley, Lyons, & Howard, 2001).
Variantes de la Enfermedad de Alzheimer

La EA se presenta principalmente en poblacion mayor de 65 afios de
edad, mientras que la menor proporcién de los casos se presenta antes de los
60 aftos de edad, condicién conocida como Enfermedad de Alzheimer de inicio
temprano. La sintomatologia es similar en ambos casos y la tnica relacién que
se ha encontrado con esta aparicion temprana de la enfermedad es la
expresion anormal de una.enzima que esta involucrada en el procesamiento de

la g-amiloide, la Presenilina 1 (Ross, C., et al, 2004).

Si bien el cuadro clinico caracteristico de la EA es uno de demencia con
deterioro progresivo de las funciones mentales con una edad de aparicion
posterior a los 65 afos de edad, hay multiples variantes de la EA que tienen un
curso distinto y que son clasificadas de acuerdo al catalogo genético del OMIM

(OnLine Mendelian Inheritance in Men).

La EA se clasifica en 15 tipos en base a su carga genética nuclear y
existe ofra variante debida a alteraciones mitocondriales. La mayoria de estas

variantes son de tipo familiar, con un patrén de herencia Autosémica
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Dominante y con una sintomatologia similar al de la EA clasica, pero en
algunos casos hay alteraciones motoras entre las que se incluyen miocionias,
paraparesias y alteraciones de fa marcha, ademas de ser de inicio temprano

(OMIM, #607822).

La EA tipo 1 (OMIM, #104300) esta causada por una mutacion en el gen
que codifica para la proteina precursora del beta-Amiloide (BAPP), en el
cromosoma 21g y es de tipo familiar (también se conoce comoe EA Familiar
Tipo 1). Esta caracterizada por un déficit de memoria de inicio temprano, con
una presentacion usual antes de los 60 afos de edad, procesamiento cognitivo
lento y un déficit de atencién ante tareas cognitivas complejas. La muetrte
inicia, en promedio, 6 afios después del inicio de los sintomas (OMIM,

#104300).

Problemas de céiculo, agnosia y apraxia, asi como el déficit de memeoria
caracterizan a la EA tipo 2. También se conoce como EA de Inicio Tardio, o0 EA
asociada con la Apclipoproteina E 4 (ApoE4), con locus génico en 19q13.2

(OMIM, #104310).

Las mutaciones en el gen de la Presenilina 1 (PSEN1), con locus en
14q24.3 son responsables de la EA tipo 3, caracterizada por presentar apraxia,
paraparesia ‘espastica y placas inusuales (algodonosas) con cuerpos de Lewy
en el estudio histopatol6gico. Esta variante es familiar y de inicio temprano, con

un rango de 40 a 60 afios de edad al inicio de los sintomas (OMIM, #607822).
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Oftra variante familiar de la EA, asociada a mutaciones en el gen de la
Presenilina 2 (PSEN2, locus 1931-q32), es tar.nbién de inicio temprano y
constituye la EA tipo 4. El rango de edad al inicio de los sintomas va de los 45
a los 65 anos. Clinicamente es indistinta a la EA de inicio tardio y al estudio
histopatolégico es similar a la EA tipo 3, aungue no presenta cuerpos de Lewy

(OMIM, #606889).

La EA tipo 5 es una EA de tipo familiar, pero de inicio tardio, asociado a
mutaciones en el gen del Factor de transcripcion CP2 (asociado a la respuesta
inmune), con locus en 12p11.23-q13.12. La enfermedad inicia en promedio a

los 70 afios de edad (OMIM; %602096).

En ofro tipo de EA de inicio tardio, 1a EA tipo 6, el locus génico es 10924
(sitioc cercano al gen de la enzima de la degradacion de la insulina) y esta

caracterizado por altos niveles de la pA42 (OMIM, %605526).

En la EA tipo 7 (OMIM, %606187) un gen con locus 10p13 esta asociado
a un mayor riesgo de desarrollar la EA de tipo familiar cuando se presenta el

alelo ApoE4.

El gen CST3 de la cistatina 3 (OMIM, %607116), cuyo locus se encuentra
en el Crompsoma 20p11.21 en una region cercana al locus 20pter-p12 dgl gen
PRNP, de la proteina pﬁéﬁica (OMIM, *176640), tiene un rango amplio de
presentacion, de los 48 a los 91 afios de edad (Alzgene en Alzforum, 2066) y

Esta variante corresponde a la EA tipo 8. Recientemente se ha demostrado un
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papel epistasico entre los genes de la regién 20p con el de la proteina del -

amiloide (BAPP) (Olson, J., Goddard, K., Dudek, D., 2002).

En familias aisladas del centro de los Estados Unidos se ha encontrado
asociacion de la EA de inicio tardic con un marcador genético ubicado en
19p13.2, no asociado a la ApcE. Esta variante se conoce como EA tipo 9

(OMIM, % 608907).

En una familia holandesa y una comunidad arabe aislada de Israel se han
encontrado asociaciones con la EA de tipo familiar con regiones génicas en
7936 y 9p22.1, respectivamente. Estos casos constituyen la EA tipo 10 y 11
{OMIM, %609636; %609790). A su vez, en 12 familias suecas con numerosos
miembros con EA, se ha encontrado asociacion con un gen con locus 8p12-

422, las que constituyen a la EA tipo12 (OMIM: %611073).

En una poblacién aislada del suroeste de Holanda, con EA de Inicio
Tardio, se han catalogado las EA tipos 13, 14 y 15, que encuentran sus loci
génicos en 1q21, 1925 y 3922-g24, respectivamente (OMIM, %611152;

%611154; %611155).

Otro tipo de EA ha sido descrita, pero con mutaciones en el genoma
mitocondrial (OMIM, #502500) en la posicitn 5460 en el codén 331 del gen del
complejo 1 de la cadena respiratoria, el cual esta asociado con EA de licio

Tardio.
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Finaimente, en una familia suiza se ha descrito una EA familiar de inicio
temprano con patologia coexistente con placas B-amiloide y positiva a
anticuerpos para proteina pridnica. No se encontraron mutaciones en et gen de
la BAPP, PSEN1 y PSENZ2. Esta variante no ha sido catalogéda como un tipo

especifico de EA.
Enfermedades por priones

Las enfermedades por priones también son llamadas Encefalopatias
Espongiformes Transmisibles (EET) y son un grupo de enfermedades
neurodegenerativas de caracter hereditario e infeccioso que se presentan tanto
en humanos como en animales y ocurren mundialmente con una incidencia de

alrededor de 1 caso por 1 millén de habitantes por afo (Prusiner, 2004).

En animales, la transmisibilidad de la enfermedad se descubrid
accidentalmerite en un rebafio de ovejas vacunadas con materia! contaminado
con scrapie, la manifestacion de esta enfermedad en las ovejas (Soto &
Castilla, 2004). En humanos se sospechd una via de transmision infecciosa por
la propagacion del kuru, una EET coman en un grupo de canibales de Papua-
Nueva Guinea, lo que se dgmostré' en 1866 por la transmisién del kuru a
monos (Johnsen & Gibbs, 1998). A su vez, la observaciéon de que la
neurqpatologia del kury semejaba en gran parte a la Enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob (ECJ)' en humanos y al scrapie en ovejas terminé por
agrupar a estos padecimientos en una nueva forma de enfermedades
neurodegenerativas caracterizadas por su origen ihfeccioso (Prusiner, 2001,

Figura 6).
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Figura 6. Cronograma de transmisién de las Encefalppatias Espongiformes, desde el primer
caso registrado (en 1720} hasta ila actualidad. Tomado de Brown, P. {2004) Am Sci. vol. 4

Caracteristicas clinicas de las enfermedades por priones

Aungue en los humanos el cuadro tipico es de demencia rapidamente
progresiva, con mioclonus y un patron electroencefalografico fipico de
complejos trifasicos gerieralizados (Brown, P. 2004, Steinhoff, Rdacker,
Herrendarf, Poser, Grosche, Zetr, et al, 1996), las enfermedades por priones.
tienen un amplio espectro de manifestaciones clinicas, incluyendo demencia,
ataxia, insomnio, paraplejia, parestesias y conducta extravagante (Will, R.,
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Alpers, M., Dormont, D. & Schonberger, L., 2004). Actualmente se conocen

varias enfermedades de este tipo, tanto en humanos como en animales

{Cuadro 2). En los humanos, la ECJs abarca aproximadamente el 85% de

todos los casos de enfermedades por priones, mientras que las formas

infecciosas y hereditarias forman parte del resto.

Cuadro 2. Enfermedades por priones

Enfermedad Huésped Mecanismo de patogénesis*
Kuru Aborigenas de  Infeccion a través de canibalismo rituai
Nueva Guinea
Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob
latrogénica Humanos Infeccién por HGH contaminada por priones, injertos
de duramadre, efc.
Nueva variante Humanos Infeccion por priones bovinos
Familiar Humanos Mutaciones en lineas germinales del gen PrP
Esporédica Humanos Mutaciones sométicas o conversion espontanea de
PrPC en PP ;7
Gerstmann-Striussler-ScheinkerHumanos Mutaciones en lineas germinales del gen PrP
Insomnio Familiar Fatal Humanos Mutaciones en lineas germinales del gen PrP
Insomnio Fatal Esporadico Humanos Mutaciones seméticas o conversion espontanea de
PrP®en PIP% ;2
Scrapie Ovejas infeccién en ovejas gendticamente susceptibles
Encefalopatia Espongiforme’ Ganado Infeccién con carne y huesos contaminados por
Bovina priones
Encefalopatia de! Mink Mink Infeccién co priones de ovejas o ganado
Transmisible

Enfermedad Desgaste Crénico  Venados, Alces

Encefalopatia Espongiforme  Gatos
Fefina

Encefalopatia de Ungulados Kudu mayor,
Exdticos Nyala, Onix

Desconocido
Infeccién con carne contaminada por priones

{nfeccién con carne y huesos contaminados por
priones -

* Los signos de interrogacion indican que el mecanismo no ha sido confirmado

PrP refiere a Protelna pridnica
(Prusiner, 2001)
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Anatomopatologia de las enfermedades por priones

No hay anormalidades macroscdpicas reconocibles en ios perebros de
pacientes con Enfermedades por priones. Los pacientes que han sobrevivido
por varios afios tienen diferentes grados de atrofia (Prusiner, 2001).
Histol6gicaments, los hallazgos cruciales son el cambio espongiforme
acompafiado de pérdida neuronal y gliosis. Las placas de amilcide se
encuentran en el 10% de los cerebros en la forma esporadica de la ECJ. En
cambio, {as placas son comunes en el kury, algunas EE familiares y Ja nueva
variante de ECJ (Johnson & Gibbs, 1998}, ias gue tienen upa presencia
caracteristica de “placas floridas” compuestas de un nicleo de PrP®® amiloide

rodeado de vacuolas (Brown, 2004; Figura 7).

Figura 7. Placa ‘Kury’ de protelna pridnica (Sc). Se observa un patrén radiado de la proteina
en la placa con vacuolas circundantes {flechas). Tomado de Johnson, R. T. (1998). et al. N
Engl J Med. 339:1994-2004
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Genética de¢ las enfermedades por priones

Ambas isoformas de la PrP (PrP® y PrP®°) son codificadas por un solo gen
cromosdmico, denominado PRNP en humanos, ¢l cual esta localizado en el
brazo corto del cromosoma 20 (Oesch, B., Westaway, D. & Walchli, M., 1985).
Actualmente se han id_entiﬁcado 55 mutaciones patogénicas y 16 polimorfismos
del gen PRNP (Figura 8; Kong, Q., Surewicz, W., Petersen, R., Zou, W., Chen,
S., Gambetti, P et al, 2004). El polimorfismo M/ (metionina/valina) en el
coddn 129 es muy cormun. Los sujetos son homocigotes MM en un 43% y VIV
en un 8%, mientras que los heterocigotos 1o son en un 49% (Collinge, J.,

Palmer, M. & Dryden, A, 1991).
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Figura 8. Esquema del gen PRNP. Se observan en el sitio superior todas las mutaciones
patogénicas conocidas y en el inferior los polimorfismos conocidos. Et polimorfismo M129V es
el mas importante y el que define fenotipos clinicos. Tomado de Prusiner, S. 2004.
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La homocigocidad en el codon 129 estd asociada con una mayor
susceptibilidad para la ECJ esporadica o iatrogénica y se ha encontrado en
virtualmente todos los tipos de enfermedades por pricnes de tipo hereditario
(Prusiner, 1991). Se ha visto que este polimorfismo modifica aspecios basicos
del fenbtipo de la enfermedad cuando se encuentra localizado en un alelo
mutante, mientras que en un alelo normatl influencia la edad de inicio y la

duracion de la enfermedad (Prusiner, 2004).
Biologia de los priones

Los priones son proteinas infecciosas. En los mamiferos, los priones se
reproducen reclutando proteinas pribnicas celulares normales (PrP®) vy
estimulando su conversién a la isoforma causante de la enfermedad (scrapie,
PrPSC) (Prusiner, S., 1982). Un dato importante que distingue a los pricnes de
los virus es que la PrP® es codificada pér un gen cromosomico (Oesch, et al,
1985). La protedlisis limitada de fa PrPSC produce una molécula pequefia
resistente a proteasas de aproximadamente 142 aminoé4cidos, designgda PrP.
27-30, la cual se polimeriza formando amiloide (McKinley, M., Meyer, R,,

Kenaga, L., Rahbar, F., Cotter, R., Serban, A, et al., 1991).

Las cadenas del polipéptido del PrPC y PrPS° son idénticas en su
composicion pero difieren en su estructura plegada tridimensional
(conformaciones). La PrPC es rica en hélices o (formaciones de aminoécidos a
manera de espiral) y tiene pocas hojas B (hebras aplanadas de aminoécidos),
mientras que la PrPS¢ es meﬁbs fica en hélices y tiene muchas mas hojas

B (Pan, K., Baldwin, M., & Nguyen, J., 1993).
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La PrP® tiene tres hélices o y dos cortas hebras B; en ¢arnbio, la PrP®°
tiene solamerite dos hélices o y mas hebras B (Riek, R., Hornemann, S., Wider,
G., Billeter, M., Glockschuber, R, & Wiuthrich, K;, 1998). Esta transicién
estructural de las hélices o a la hoja B es el evento fundamental que subyate a

las enfermedades por priones (Figura 9).

Figura 9. A. Estructura de ia Proteina Priénica Celular (PrP%). Se observan las 3 hélices alfa en
la conformacion normal. B, Estructuta de la Proteina Pridnica patolégica (‘Scrapie’, PrPS°). Se
observa cémo la Hélice A ha cambiadoe su estructura por una de hoja B plegada.
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Diagnéstico de las enfermedades por priones

Actuaimente el diagnéstico probable de la enfermedad se basa en el
hallazgo de los signos clinicos de demencia, mioclonus, un patron EEG
caracteristico y el caracter rapidamente progresivo de la enfermedad
(Kretzschmar, H., Ironside, J., DeArmond, S. & Tateishi, J., 1996), asi como la
observaciéon de la degeneracion espongiforme de la sustancia gris mediante
biopsia o autopsia en ausencia de otra patologia que pueda confundir el
diagnostico.

El diagnéstico definitivo requiere uno de los cuatro criterios adicionales:
presencia de placas amiloides PrP, transmision de la encefalopatia
espongiforme a los animales, presencia de PrPS¢ o presencia de una mutacion
patogénica del gen PRNP (DeArmond, S., lronside, J., Bouzamondo-
Bernstein., E., Peretz, D. & Fraser, J., 2004).

Los criterios diagnésticos hacen dificil el diagnostico premortem de la
enfér.nnedad, por lo que se ha buscado ofra forma de hacer el diagnéstico en
humanos. Recientemente se ha encontrado la presencia de priones en tejidos
extraneurales, como bazo y musculo estriado de humanos con la enfermedéd,
lo que podria ser un buen auxiliar en el diagnostico (Glatzei, M., Abela, E.,
Maissen, M., Aguzzi, A., 2003).

Semejanzas y diferencias entre los priones y la SAPP

Hay algunas caracteristicas que son compartidas entre los priones y la
BAPP (ver Cuadro 3.):

1. Son sintetizadas por un solo gen.
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2. Ambas proteinas son tfransmembranales.

3. Parecen intervenir en el transporte o fijacion de metales, especiaimente el
cobre.

4. Su estructura es modificada a una conformacion de hoja plegada (hoja ),
la cual induce una cascada de reacciones de tipo degenerativo.

5. Generan estructuras insolubles con subsecuentes agregados de placas
amiloideas.

6. Provocan cambios neurolégicos que conlievan a demencia.

7. Generan enfermedades hereditariés de patrén autosémico dominante sin

un método eficaz de diagnéstico y tratamiento.
En cambio, las diferencias parecen no ser menores:

1. Los priones son infecciosos, mientras que el caracter infeccioso de la
BAPP no ha sido demostrado.

2. Los priones no evocan una respuesta inmune.

3. Las placas de amiloide no son frecuentes en los mal piegamientos de la
proteina priénica, mientras que en la BAPP si lo son.

4. Los priones pueden tener una variedad de conformaciones, cada una de
las cuales parece estar asociada con una enfermedad especifica.

5. Las enfermedades por priones son muy poco frecuentes.

6. Se han encontrado proteinés que podrian participar en la modificacién de

la BAPP, pero no con los priones.
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Cuadro 3. Caracteristicas de las proteinas PrP y BAPP

PrP BAPP
Génicas
Gen PRNP APP
Locus 20pter-p12 21q21.2
pb 2461, 2 exones 3601, 19 exones
Herencia AD AD
Estructurates
Aminoacidos 253 770 a
751b
B95¢c
Variantes Mdltiples; cepas 3; isoformas
Variantes anormales Hoja 8-plegada Hoja pB-plegada
Tipo | BA40
Tipo H pA42
Fisiolbgicas
Ubicacién Transmembranal Transmembranal
Funcitn Desconocida, pbe. fijacion Cu++ Desconocida, pbe. fijacion Cu++
Pbe. receptor Pbe. receptor

Pbe. Transductor de seiiales Pbe. Transductor de seftales
Pbe. inhibidor factor IXa coag. :

PsP: Proteina priénica

BAPP: Proteina precursora de! p-amiloide

pb: Pares de bases

AD; Autosémica dominante

(Prusiner, 2001; OMIM *176640 para PRNP y *104780 para APF)

Si bien las diferencias parecen anular las relaciones entre ambas
proteinas, las semejanzas apuntan a que éstas estan involucr_édas én algan
momento temprano de la cascada de eventos de neurodegeneracion. No
habria por qué descartar, ademas, su participacion en algunos moméntos de:- la
patogénesis de ambas enfermedades, como el meécanismo epistasico, el cual
esta demostrado existe en una regién del cromosoma 20p y que se ha visto
coexiste con el gen de la BAPP para modificar la expresion de la EA (Olson, J.

M.; Goddard, K. A. B.; Dudek, D. M, 2002).
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Ill. Planteamiento del problema

e e
Recientemente ha aumentado la evidencia de que diversas enfermedades
neurodegenerativas tales como {a Enfermedad de Alzheimef, la Enfermedad
de Parkinsan, la Enfermedad de Huntington, la Esclerosis Lateral Amiotréfica y
las Enfermedades por Pricnes tienen mecanismos celulares y moleculares en
comun que incluyen la agregacion de proteinas y la formacion de cuerpos de
inclusion (Ross, et al. 2004). Los agregados generalmente consisten de fibras
que contienen proteinas con un plegamiento anormal en una conformacion de

hoja B, denominada amiloide (Selkoe, 2003).

La explicacion mas recurrida es que las inclusiones y otros agregados
proteicos visibles representan una etapa terminat de una cascada molecular de
varios pasos, y de que los pasos iniciales en dicha cascada pueden estar mas
directamente ligados a 1a patogénesis de lo que puedan estarlo las inclusiones.
A pesar de algunas diferencias en su presentacion clinica y
anatomopatolégica, la Enfermedad de Alzheimer y las Enfermedades por
priones presentan una gran semejanza eh sus mecanismos estructurales y
probablemente compartan un mecanismo primario de degeneracion, por lo que

pueden influir entre si en la manifestacion de las enfermedades.

En nuestra poblacién de pacientes hemos encontrado una alta proporcion
de pacientes de EA de inicio temprano (54.5%). Los- factores asociados con
‘esta variante de la EA estan mas relacionados con mecanismos que conllevan
a una conformacion alterada de la BAPP que con otro tipo de factores de

riesgo (el polimorfismo €4 de ApoE y un mayor estrés oxidativo, entre otros),
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como una disfuncién enzimatica (Presenilinas) o problemas postraduccionales.
Un probable factor condicionante para tal proporcion en este grupo de
pacientes es la de un diagnéstico deficiente por no inciuir en el diagnéstico
diferencial a pacientes con ofro tipo de enfermedades neurodegenerativas
inducidas por proteinas. Ademas, estudios realizados previamente en nuestro
laboratoric no han podido encontrar en ia totalidad de ios casos una relacién
con polimorfsmos =4 de la ApoE (Sanchez-Gonzélez, V. J., Ortiz G. G,
Gallegos-Arrecla P., Macias-islas, M. A., et al. 2006), mutaciones de las

Presenilinas, ni con mutaciones mitocondriates (informacion no publicada).

En cuanto a la presentacion clinica, del 5 al 10% de los pacientes con
Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob tienen un curso clinico de mas de 2 afios de
duracion y estén caracterizados por una presentacién familiar, con una lenta
etapa de neurodegeneracion y cuyos sintomas estan limitados a un deterioro
intelectual y anormalidades conductuales. La diferenciacién clinica de otros
procesos neurodegenerativos, particularmente la Enfermedad. de Alzheimer,
puede résultar imposible (Brown, et al, 1"984), incluso al tratar de dirimirlas por
patron de herencia, ya que, a excepcion de la variante mitocondrial de la EA,
ambas entidades tienen una herencia del tipo Autosémico Dominante (OMIM,

*176640; OMIM, #104300).

La relacion entre las variantes génicas de las proteinas pri6nicas sobre la
forma clinica de la ECJ estd empezando a dilucidar el efecto de la
conformacion proteica sobre &l procéso de neurodegeneracion (Glatzel, 2003).
Se ha encontrado, ademas, que un sitio extenso del cromosoma 20p (region

que incluye al gen PRNP, de la PrPC) participa en mecanismos epistasicos con
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el gen de la PAPP (Olsbn, J., Goddard, K., Dudek, D., 2002}, pudiendo, quizas,
modificar el fenotipo clasico de fa EA. Ademas, el polimorfismo M129V es
determinante en el fenotipo clinico de las Enfermedades por Priones, siendo la
variante VV (o con un alelo V) el que estad mas relacionado con las variantes de
tipo familiar (Parchi, P., Zou, W., Wang, W., Brown, P., Capeltari, S., et al.
2004). Por lo tanto, el alelo V del gen PRNP seria un buen candidato para
buscar el efecto génico de la PrP sobre fa EA de Inicio Temprano (EAITe). Sin
embargo, la influencia del polimorfismo MM, el mas frecuente en la pobilacién
general, debe ser descrita en la poblacion con fa EA. Lo anterior nos lleva a
plantear la siguiente pregunta: ;Cual es la expresion de los distintos genotipos
PRNP en pacientes con Probable Enfermedad de Alzheimer de Inicio

Temprano y qué riesgo proveen para esta variante de ia enfermedad?

31




V.- Hipétesis

Los pacientes con la Enfermedad de Alzheimer de Inicioc Temprano
presentan una mayor frecuencia del polimorfismo V/V del gen PRNP en

comparacion con los pacientes con Enfermedad de Alzheimer de tnicio Tardio.
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V.- Objetivos
e —— — e
General

Determinar la frecuencia de las variantes alélicas del gen PRNP en

pacientes con Enfermedad de Alzheimer de inicio temprano y tardio.

Especificos
Determinar la frecuencia de las Enfermedades por Priones en la poblacion
derechohabiente de las diferentes instituciones de salud de la Area

Metropolitana de Guadalajara.

Determinar la frecuencia del polimorfismo M129V del gen PRNP en

pacientes con Enfermedad de Alzheimer de inicio temprano y tardfo.

Determinar el riesgo atribuible de los polimorfismos del gen PRNP con la

Enfermedad de Aizheimer.
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VI1.- Materiales y método

Tipo de Estudio

Casos y controles.

Universo de estudio

» Pacientes con signos y sintomés de demencia atendidos en la Clinica de
Trastornos de la Conducta del Hospital de Especialidades del Centro Médico
Nacional de Occidente, de marzo del 2000 a agosto del 2007.

o Pacientes con Enfermedades por priones evaluados en el Servicio de
Neurologia y Patologia del Centro Médico Nacional de Occidente, de marzo del

2005 a agosto del 2007.

Ventana diagnostico para los casos de EAITe. Los criterios del NINCDS--

ADRDA (ver anexo 1) indican realizar el diagnéstico de Demencia (ver anexo I)
previo al de EA, el cual no suele ser inmediato en la mayorfa de los casos.
Esto afecta principalmente a los pacientes con EAITe, ya que la EA tarda un
promedio de 5 afios antes de manifestar lo sintomas, por esto, los pacientes
con Enfermedad de Alzheimer fueron considerados como pacientes con EAITe
cuando el diagnéstico de EA probable haya sido realizado entre los 60 y 64
afios de edad en todo paciente que haya sido estudiado con un cuadro
demencial, Asl, el proceso patolégico de la enfermedad debi6 haber empezado

antes de los 60 afios de edad, limite considerado para todo caso de EAITe.

Seleccién de pacientes con Enfermedades por Priones. Debido a la baja

incidencia de las Enfermedades por Priones (1 caso por milién de habitantes al
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ano), se incluyeron en el estudio a todos los pacientes diagnosticados con
alguna de estas entidades de acuerdo a los criterios del UK CJD Surveillance

Unit {ver anexo Ii1).

Seleccion de los sujetos de estudio

* A todos los pacientes valorados en la clinica de demencias del HECMNO-
IMSS se les realizé el estudio neuropsicolégico del Minimental State
Examination (Kokmen, Naessens & Offord, 1987) y se tomaron en cuenta ios
criterios de demencia del DSM-IV (Kaplan, et al., 1994, ver anexo |) y del
NINCDS-ADRDA (Chui, et al., 1992, ver anexo i) para el diagnodstico de la EA.
s El diagnéstico de Enfermedad por Priones se realizé tomando en cuenta
los criterios diagnosticos de la Unidad de Vigilancia Nacional (UK) de la

Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (ver anexo lll).

Criterios de inciusién

« Todos aquellos pacientes estudiados en la clinica de demencias del
- departamento dern-euro!ogia del HECMNO, IMSS diagnosticados con probable

Enfermedad de Alzheimer.

e Pacientes con EA que hayan‘ aceptado ingresar al estudio firmando

personalmente o por un familiar, con consentimiento informadao.

¢ Pacientes con evidencia clinica de Enfermedad por Priones cuyos

familiares hayan aceptado que ingrese al estudio firmando con un testigo una

carta de consentimiento informado.
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Criterios de no inclusion

e Pacientes con sindrome demencial el cual pueda ser afribuide a otras
causas definidas.

e Pacientes con olvidos benignos.

» Pacientes que en general no llenen los criterios del DSMIV, NINCDS-
ADRDA o de la Unidad de Vigilancia Nacional (UK} de la Enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob.

« Pacientes que sin carta de consentimiento informado.

Criterios de eliminacién

e Cualquier paciente que durante cuaiquier etapa del proceso de estudio
haya decidido (él o sus familiares) retirarse del estudio.
« Pacientes que por sus caracteristicas de reserva funcional hayan

mostrado alguin riesgo en la obtencién de las muestras.
Estudio de frecuencia de las enfermedades por prionés

Se realiz6 en el Servicio de Patologia de| Centro Médico Nacional de
Occidente mediante la revision de expedientes de los pacientes qde habian
sido diagnosticados con EE mediante estudio histopatol6gico de tejido cerebral
(ver anexo Viil). A suvez, se revisarpn los casos de Enfermedades por Priones
reportados clinicamente en el Servicio de Neurologia del Ceniro Médico
Nacional de QOccidente. Se estudiaron las variables demogréﬁcas (edad, sexo,
tiempo de duracién de la enfermedad, entre otros) y clinicas de estos

pacientes. El tejido cerebral de casos recibidos por autopsia fueron sometidos
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a fijacion por acido formico y a tratamiento con Inmubhistoquimica (ver anexo

VIIL).
Toma y transporte de las muestras.

A los pacientes seleccionados para el estudio se les tomaron 5 mi de
sangre para la extraccion de ADN. En el caso del estudio de pacientes con
sospecha de Enfermedades por Priones, se realiz6 el diagnéstico mediante el

estudio histopatolagico, para lo cuai se exirajo el cerebro del paciente.

Las muestras de sangre se congelaron a —20°C en recipientes térmicos
protegidas de la luz, en el laboratorio de Desarrollo y Envejecimiento del
C.1.B.O, mientras que un hemisferio cerebral fue almacenado en las mismas
condiciones a -80°C y el otro guardado en recipientes plasticos con |

paraformaldehido al 10% a temperatura ambiente.
Determinacién de los genotipos y alelos del gen PRNP.

El DNA fue extraido de sangre pretratada con &cido etilen-diamino-
tetraacético (EDTA), de acuerdo al Método de Miller (Miller, Dykeé, & Polesky
1988) (Ver anexos V, V). Descrito en forma breve, el exon del polimorfismo
129 del gen PRNP se amplificd por RCP con modificacion para RCP de un solo

estadio. Los primers a utilizar fueron:

PrP1 (5-AAGAATTCTCTGACATTCTCCTCTTCA-3, corriente arriba);
PrP2 (3-AAGGATCCCTCAAGCTGGAAAAAGA-5, corriente abajo);
PrP8 (5-GATGCTGGTTCTCTTTGTGGC-3', corriente arriba);
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PrP3 (3-GATGGGCCTGCTCATGGCAC-5', comiente abajo).

El PrP1 y PrP2 se localizan corriente arriba y corriente abajo de la
secuencia de codificacion del gen PRNP, mientras que PrP8 y PrP3 flanquean
las regiones de codificacion de las repeticiones octapeptidicas. Cada tubo de |
RCP contuvo 50 ng de ADN, 200 uM de cada dNTP, 10 pmol de cada primer,
10% dimetil-sulféxido, 1.5 mM de clorurc de magnesio, y 2.5 U de Taq ADN
polimerasa en un volumen final de 25 pul y 1x buffer del fabricante. La RCP se
llevéd a cabo en un termociclador a 94°C durante 5 minutos para una
desnaturalizacion inicial, seguida de 40 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a
60°C, v 1 minuto a 72°C (Berr, C., Richard, F., Dufouil, C., Amant, C,,

Alperovitch, A. & Amouyel, P., 1998).

Los tamafios de los fragmentos amplificados fueron evaluados en
corfimiento electroforético en gel de agarosa al 1% y secuenciados
directamente en ambas bandas por el método didedxido de cadena terminal '
utilizando un secuenciador automatizado (ver anexo VII). A su vez, se
identificaron los alelos M y V del cod6én 129 del geh PRNP, buscando las
frecuencias alélicas y la determinacion de los polimorfismos existentes: MM,

WV, MV.
Analisis estadistico.

La informacion fue analizada con el programa informéatico SPSS v. 10 y

EPIINFO 2002. Las variables demogréficas fueron analizadas con medidas de
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dispersiéon y tendencia central y su significancia estadistica con la prueba

estadistica de la t de Student.

Andlisis de los genotipos PRNP. Se realiz6 en base al método de conteo

génico y se expreso la frecuencia tanto de los genotipos como de los alelos del
gen PRNP. Para calcular la asociaciéon de la EA con las variables genotipicas
PRNP entre los grupos de EAITe vs. EAITa se utilizdé {a razén de momios
(Odds-Ratio) y la prueba no paramétrica de Chi cuadrada, con nivel alfa de

0.05.

39




Vil.- Resultados
—— ———————————————— ————————————————————————————————————

Variables demograficas de los grupos de estudio

De un total de 67 pacientes con probable Enfermedad de Alzheimer
diagnosticados en la Clinica de Trastornos Cognitivos y Demencias de acuerdo
a los criterios del NINCDS-ADRDA se presentan resultados de 31 pacientes.
Siete pacientes fueron excluidos por defuncién, 4 por ser diagnosticados como
pacientes con Demencia Vascular y 3 por cambio de lugar de residencia fuera
del estado. En 7 pacientes la muestra de ADN obtenido fue de baja calidad y se
prefirid no realizar el estudio para evitar tener falsos resuitados, mientras que en

15 pacientes no se ha realizado la toma de fa muestra.

Los pacientes fueron evaluados inicialmente por la prueba de tamizaje del
Mini Mental State Examination (MMSE) y sujetos a los criterios diagnosticos del
DSM-IV para el diagndstico de Demencia. Finalmente, se aplicaron las pruebas

necesarias de acuerdo al NINCDS-ADRDA para descartar otras enfermedades.

Del total de pacientes con EA, 17 son mujeres (54.84%), contra 14
hombres (45.16%). La media de edad de los pacientes es. de 70.6 + 11.53 (DE,
mediana: 74). La escolaridad promedio es de 5.16 + 3.1 (DE, mediana: 5.5) y el
MMSE en su primera evaluacion de 16.84 + 5.73 (DE, mediana: 17) y de 11.54 +
7.29 (DE, mediana: 11.5, p = 0.006, t de Student) en su dltima evaluacién

(periodo promedio entre primera y Uitima evaluacion de 4 + 2 afnos; mediana: 4).

El grupo de pacientes con Enfermedad de Alzheimer de Inicio Temprano
(EAITe) esta constituido por 10 personas (32.25%), mientras que 21 personas
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(67.74%) constituyen el grupo de pacientes con Enfermedad de Alzheimer de
Inicio Tardio (EAITa). La media de edad para el grupo de EAITe es de 55.8 +
3.82 (DE, mediana: 55.5) vs. 78.15 + 5.23 (DE, mediana: 79) en el grupo de

EAITa. (ver Cuadro 1).

Cuadro 1. Variables demograficas en los pacientes con EA.

Pacientes con EA EAITe EAITa
Edad 706+ 11.53 558+3.82 78.15 + 5.23* ;
Masculino/Femenino 1417 713 6/14 1
MMSE 16.84 + 5.73 15.5+7.46 17.68 +4.40
Escolaridad en afios 5.16+3.1 78+5 3.89+2.55
Fuente: Directa

Valores representados ¢n mediz + DE
* p<0.001, al comparar EAITe vs. EAITa, t de Student

La proporcién Masculino:Femenino en los casos en ia EAITeesde 2.3 : 1
al igual que en los casos con EAITa, pero cuando son vaiorados en proporcion
Femenino:Masculino. A su vez, se observa un ligero mayor deterioro en las
funciones mentales en fa primera valoracion en fos casos con EAITe vs. EAITa
(p > 0.05, t de Student), asi como una mayor escolaridad (p > 0.05, t de

Student).
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Casos de Enfermedad de Alzheimer de tipo familiar

Hay tres hermandades con EA, todas de inicio temprano y con un rango
de 40 a 51 afios de edad al momento de iniciar la sintomatologia. En la Ultima
evaluacion, el MMSE oscil6 de No aplicable (NA) a un puntaje de 23/30,
resultando en dos hermandades con integrantes con una demencia de tipo
-Grave, mientras que en otra es de tipo Moderada en dos miembros y Leve en
uno. Todas las hermandades tienen antecedentes heredofamiliares de demencia

(ver Cuadro 2).

Cuadro 2. Variables demograficas en los pacientes con EA de tipo familiar.

Hemandad 1 Hermandad 2 Hermandad 3

1° 2° 1° 2° 1° 2° 3°
Edad* 46 51 40 41 45 46 47
MMSE™ 15 NA NA 3 17 16 23
Escolaridad™* 9 5 14 12 9 g 9
Gravedad® G G G G M M L
AHF* l+ + + + + + +

Fuente: Directa

* Edad en afigs al inicio de la sintomatologia de la demencia

** Mini Mental State Examination, valores en la ditima evaluacidn

*+* Escolaridad en afios cursados

$: Gravedad de la demencia; L: Leve, M: Moderado, G: Grave

&: Antecedentes Heredofamiliares de Demencia; +: al menos un familiar de primer grado con demencia
NA: No aplicable
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Genotipificaciéon PRNP

Se realiz6 la genotipificacion PRNP de 31 pacientes con EA. Se obtuvo
una mayor frecuencia del polimorfismoe MM en un 54.83% de los casos.
Comparando los genotipos con la edad de inicio de la enfermedad, se observé
que el polimorfismo VV se encuentra en el 40% de los casos de EAlTe, contra
un 4.76% de los casos de EAITa (OR 13.3, IC 95% 1.01-385, p = 0.027, chi’,
test de Fisher). En cambio, los polimorfismos MM y MV fueron mas frecuentes
en los casos con EAITa, con un 61.90% y 33.33% del total, respectivamente, vs.

40% y 20% en ia EAITe (ver cuadro 3 y Figura 1).

Cuadro 3. Distribucidn de los genotipos PRNP en pacientes con Enfermedad de
Alzhgimer.

Genotipo  Sujetos EA N, (%) EAITeN.(%) EAITaN.(%) ORJ{IC.95%) p

MM 17 (54.83%) 4 (40%) 13 (61.90%_) 0.41 (0.07-2.42) 0.44

MV 9 (29.03%) 2(20%) 7 (33.33%) 0.50 (0.06-3.80) 0.67

vV 5 (16,12%) 4 (40%) 1 (4.76%) 13.3 (1.01-385) 0.027*
Fuente: Directa

EAITe: Enfermedad de Alzheimer de Inicio Temprano, EAITa: Enfermedad de Alzheimer de Inicio Tardio
* p significativo para la distribucién de los genotipos entre los sujetos con EAITe y EAITa; chi cuadrada, test de
Fisher
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Genotipos PRNP en pacientes con EA

®

avy
8 My
a MM

EA EAlTe EAlTa

Figura 1. Distribucién de los genotipos PRNP en pacientes con EA. *p <0.05enla
distribucion de VV entre EAITe vs. EAITs, Chi®.

Analizando las frecuencias alélicas del gen PRNP en los casos con EA, se
encontré una mayor frecuencia del alelo M (69.35%). Comparando entre los
casos con EAITe vs. EAITa, el alelo V fue mas frecuente, con un 50% de los
casos vs. 19.51% (OR 4.13, IC 95% 1.11-15.79, p = 0.031, chi®). Por el contrario,
el alelo M tuvo una frecuencia de 50% eri los casos con EAlTe vs. 80.48% en los

casos de E1AITa (OR 0.24, IC 95% 0.06-0.90, p = 0.031, chi, ver Cuadro 4.
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Cuadro 4, Frecuencia de los alelos M, V del gen PRNP en sujetos con Enfermedad de
Alzheimer.

Alelo  sujetos EA . N(%) EAITe, N(%) EAITa, N(%) OR (35% IC) p

M 43(60.35%)  10(50.00%) 33 (80.48%)  0.24 (0.06-0.90) 0.031*

<

19 (30.64%) 10 (50.00%) 8 (19.51%) 413 (1.11-15.79) 0.031*

Fuente: Directa

EAITe: Enfermedad de Alzheimer de Inicio Temprano, EAITa: Enfermedad de Alzheimer de Inicio Tardio

* p significativo para la distribucién de los genotipos entre los sujetos con EAITe y EAITa; chi cuadrada, test de
Fisher

UnOR <1 conuna p < (.05 es considerado como protector

Un OR > 1 con una p < 0.05 es considerado como factor de riesgo

p<0.05

Para descartar alguna mutacién en el gen PRA(P en los casos con la EA,
se realiz6 secuenciacion del mismo, en la que sdlo se encontrd una delecion de
24bp en et sitio 129V en dos casos, uno VV de inicio temprano y otro MM de
inicio tardio; un polimorfismo silente en el sitio 117 en un caso VV y una
- coexpresion del polimorfismo E219K (comun en asiaticos) con una variante
P102P-(no descrita anteriormente en la literatura) en un caso MM, ambos de

inicio tardio (ver cuadro 5).
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Cuadro 5. Genotipificacién PRNP en la pobiacién con Enfermedad de Alzheimer.

Pacientes con EA* Edad/sexo MMSE® Polimorfismo Secuenciacion
A5 56/M 12 MM )
A9 79/M 17 MV )
A11 56/M 11 MM )
A12 80/F 21 MV ¢
A4 64/M NA w ¢)
A16 72/M 11 MM )
A7 49/F 19 MM ¢)
A21 82/F 22 MM (-)
A31 70/F 16 MV ¢
A33 80/F 2 MM )
A34 54/M NA Mv ()
A37 ° 54/F 23 w )
A38 81/M NA MV )
A39 56/F 23 v del 24bp-129v
A40 92/F 15 MM -
A41 83m’ 21 MM ®)
A42 79/M 18 MM ¢
A43 55/M NA MV )
Ad4 77IM 14 MM )
A4S - TAF NA MV ¢}
Ad6 T9/F 18 MM del 24bp-129V
A47 73/F 9 MM )

Fuente: Directa

* Pacientes con criterios de demencia (DSM-IV) y Dx. de probable EA (NINCDS-ADRDA)
&: Valores del MMSE en relacién a la Gltima ednsulta; NA: No Aplicable
1: Miembro perteneciente a una hermandad con EA (vide supra)

46




Cuadro 5 (Cont.) Genotipificacion PRNP en la poblacién con Enfermedad de Alzheimer.

Pacientes con EA* Edad/sexo MMSE® Polimorfismo  Secuenciacion
A48 ' TO0/F 23 wW Pol. silente, 117
Ad9 59/M 24 wW A
A51 84/F 23 MM )

A52 79/F NA MM E219K, P102P
AS53 55/ 20 MM )
A54 74iM NA MM )
AS5 68/M NA MM ¢)
AS56 79F 14 MV ¢
A57 76/F NA MV )
Fuente: Directa

* Pacientes con criterios de demencia (DSM-1V) y Dx. de probable EA (NINCDS-ADRDA)
&: Valores del MMSE en relacién a la (itima consulta; NA: No Aplicable
1: Miembro pertenecientes a una hermandad con EA (vide supra)

Sujetos con Enfermedades por Priones

| Para determinar la cantidad de pacientes con pbe. Enfermedad por
Priones que hayan sido atendidos en el Centro Médico Nacional de Occidente
del IMSS, se revisaron un total de 2886 expedientes de los archivos del Servicio
de Patologia, comprendidos de los afios de 1990 a 2005. Se obtuvieron un tofal
de 391 expedientes de pacientes neurolégicos (13.55%), de los cuales 12 (3%
del total dé casos neurolégicos, O.ﬂl% del total) correspondieron a un diaghéstico
(probable) de Encefalopatia Espongiforme (EET). S6lo en 3 casos se sospech6
de una Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (25% del total de casos con EET). El
promedio de edad de los pacientes con pbe. EET fue de 54 + 22 afios (Rango de

14 a 79 afios, mediana de 63.5) (ver Cuadro 6).
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Cuadro 6. Variables demograficas de los pacientes con EET estudiados en el Servicio de
Patologia del CMNO, IMSS, en el periodo 1990-2005,

Pacientes con EET*  £dad/Sexo”  Dx. Presuntivo® Hallazgo Histopatologico®
164-90 ND ND ND
10-92 43M Pbe, ECJ VCE, MN
26-94 66/F Esquizofrenia VCf, p; MN
45-94* 38/F Arteritis Takayasu Vsb, Vasculitis
161-95 69/M Pbe. ECJ ND
64-96% 77IF Granulomatosis Isb, c, t; CA
47-97 62/F ND ND
49-98 ND ND ND
59-98% 28/F Crisis convulsivas ic generalizada
145-2000* 14/M [nfarto Tallo cerebral lc generalizada
147-2000 79/M Pbe. ECJ VCT, p; MN
. 147-2001% 65/M Craneofaringioma Vsb, Vasculitis
i Fuente: Directa

* Encefalopatia Espongiforme Transmisible {probable). Los nimeros corresponden al registro patologico
& Reporte histopatoldgico confirmado mediante revision de las laminillas de la autopsia

+ Edad en afios

, ND: Nao disponible

$ ECJ: Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob

# VC: Vacuolizacién cortical de predominio: §, frontal; p, parietal. Vsb: Vacuolizacién en substancia blanca.
MN: Muerte neurcnal, Isb: lsquemia en substancia blanca; ¢, cortical, t, talédmica. CA: Células atipicas.

. Se obtuvieron laminillas de 6 autopsias (ver Figura 2), en las que se
confirmaron los hallazgos descritos (reportados de forma breve en la bitacora del
Servicio de Patologia). El hallazgo de EE pudo ser confirmado en dos de los tres
casos con sospecha de ECJ (en uno no pudo encontrase ni el reporte ni las
laminillas de la autopsia) asi como en el caso con reporte de Esqluizofrenia. El

resto de los casos no mostraron hallazgos concluyentes de EE.
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Figura 2. Microfotograffa de Corteza Frontal dé paciente con diagnéstico presuntivo de ECJ
{codigo de patologia: 147-2000). Se observan vacuolas de pequerio y mediano tamafio (flechas)
con pérdida celular.

La extraccion de ADN de los tejidos incluidos en parafina dio un ADN dée
baja calidad, degradado, gue no pudo restituirse con técnicas de dilucion, por lo
que la g‘enotipiﬁcacién PRNP de las muestras no ha podido ser determinada; La
determinacion inmunohistoquimica de la proteina PrPS en los bloques de tejido

cerebral adn no ha sido realizada.

Cuadro 7. Variables demogréficas dé los pacientes con EC.J comprobados por IHC,

Pacientes con ECS* Sexo/Edad”  Inmunohistoguimica® PRNFP®
01 Fi61 PrPS +, Patrén granulat MM
02 M/34 PrP®® +, Patr6n granular MM
03 M/54 ND

Fuente; Directa

HC: Inmunohistoquimica

$ ECJ: Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob

' + Edad en gfios

# PrP*® Proteina Pridnica anormal

& PRNP: Gen de la Proteina Pridnica, M: Metionina, V: Valina
ND: No disponible
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Se ha fealizad_o autopsia de 3 pacjentes con ECJ probable (ver cuadro 7),
en dos de los cuales ya ha sido realizado el estudio inmunohistoquimico,
demostrando en ambos casos un patron dé agregacion granular en corteza
cerebral, de predominio frontotemporal y en ganglios basales (ver Figura 3). Lo
anterior confirma el diagnéstico de ECJ. La genotipificacién PRNP demostro un

polimofismo MM en el codén 129 (M129M).

Figura 3. Corte de Regién Hipocampal en la que se observa depésito granular de PP en
corteza entorrinal y giro dentado (flechas). Este hallazgo confima el diagnéstico de £CJ
(Paciente 02). Ei Genotipd PRNP fue M129M (ver Cuadro 2).

Un cuarto ¢aso con ECJ ha sido evaluado, consta de una familia con 6
miembros afectados, $6lo uno de los cuales vive. En 2 hermanos se realizé la
autopsia, encontrando sefial positiva en la IHC en ambos y la mutacién E200K
en el gen PRNP. Esta mutacién también fue encontrada en el caso indice,

adefnés del polimorfismo M12¢M. Su mama y una abuela fallecieron con un

cuadro demencial, al parecer del mismo tipo (ver pedigree).
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1

1

v

-2
-2

-1

-2
11-3
H-4

w

: Demencia, Pbe. ECJ famitiar
: Demencia, Pbe. ECJ familiar
: Demencia, ECJ familiar (Mutacién £E200K), M129M
: Demencia, Pbe. ECJ familiar
: Demencia, ECJ familiar (Mutacién E200K), M129M
: Demencia, ECJ familiar (Mutacién E200K), M129M
iV-1,2,3 : Sin estudio genético realizado, 50% de heredar la mutacién

En esta familia no se ha realizado la genotipificacion PRNP en la

hermandad de la cuarta generacién, aunque se sabe que por el caracter

Autosémico Dominainte del modo de herencia del gen PRNP, todos los hijos

tienen 50% de probabilidad de heredar la mutacion.
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VIII. Discusién
e — —_————___________— ——————— — |

Este estudio se encuentra en ios parametros de una poblacion tipica con

EA: edad de los casos de 70 afios (mediana de 74), con una duracion promedio
de la enfermedad de 4 afios, una incidencia ligeramente mayor en mujeres que
hombres, baja escolaridad y con un deterioro cognitivo de moderado a grave.
Sin embargo, cuando se estudian los pacientes en relacion a la edad de inicio,
los pacientes con EAITe son mayoritariamente hombres, con un MMSE
ligeramente inferior, pero con mayor escolaridad, mientras que los casos con

EAITa son principalmente mujeres, con mayor MMSE y menor escolaridad.

Al igual que en estudios previbs de nuestra poblacién con EA (Sanchez-
Gonzalez, V.J., 2006), la presencia de EAITe es elevada, debida principaimente
a que se estudié una poblacién pequefa y al hecho de que este estudio haya
sido realizado en un hospital de concentracion tanto de una ciudad capital como
de sus poblaciones vecinas. Si bien se presentan datos de 31 pacientes, con
uha proporcion de casos con EAITe del 32.25%, ésta ha disminuido en relacién
a estudios previos, en donde era de 56.5% (Sanchez-Gonzalez, V.J. 2004).
Tomando en cuenta los 67 casos con EA evaluados en la Clinica de Demencias,
fa proporcion de EAITe se mantiene en un 33% (22 casos de 67), valores visto
sélo en poblacion arabe (Bowirrat, A., Friedland, R. P., Chapman, J. & Korczyn,
A. D. 2000). Si bien este nivel parece constante, una poblacion mas amplia
probablemente disminuya esta proporcién a niveles mas cercanos a lo reportado

(6-10%, Nussbaum, R. L. & Ellis, C. E. 2003; OMIM, # 104300).
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El hecho de que haya un mayor proporcion de hombres que mujeres en la
EAlITe puede apuntar a una influencia genética hacia este tipo de EA. Los
estudios en familias con EAITe han enconfrado una asociacién con los genes de
la BAPP (Farlow, M., Murrell, J., Ghetti, B., Unverzagt, F., Zeldenrust, S. &
Benson, M. 1994.; Rossi, G., Giaccone, G., Maletta, R., Morbin, M., Capobianco,
R., Mangieri, M., et al. 2004), PSEN1(Rogaeva, E. A, Fafel, K. C., Song, Y. Q.,
Medeiros, H., Sato, C., Liang, Y., et al. 2001; Raux, G., Guyant-Marechal, L.,
Martin, C., Bou, J., Penet, C., Brice, A, et al. 2005) y PSEN2 {Levy-Lahad, E.,
Wasco, W., Poorkaj, P., Romano, D. M., Oshima, J., Pettingell, W. H., et al.
1995), principalmente. Un estudio reciente en 11,884 pares de gemelos
monocigéticos y dicigéticos, en 392 de los cuales uno o ambos gemelos tenian
EA se encontré una heredabilidad de un 58% y sin predominancia en ningdn
sexo (Gatz, M., Reynolds, C. A, Fratiglioni, L., Johansson, B., Mortimer, J. A_,
Berg, S., et al. 2006). Todos estos estudios han demostrado tener una herencia
Autosémico Dominante sin efecto matemo (OMIM, #104300) haciendo dificil
atribuir una mayor frecuencia de EAlTe en varones a un efecto puramente

genetico.

Entfe ‘Ios factores que se han visto como favorecedores de uha funcién
mental preservada en el largo plazo se encuentran leer, escribir, una buena
alimentacién y realizar una actividad fisica con frecuencia (Verghese J., Lipton
RB Katz M.J., Hall C.B., Derby C.A,, Kuslansky G., et al. 2003). Aunque estos
han sido factores no analizados en este estudio, a excepcion de la escolaridad
(en donde un mayar gradq de estudios puede atribuirse mas bien la hecho de
que los hombres han tenido mas disponibilidad que las mujeres a mayor

educacién), la muy temprana presencia de EA en algunos casos (40 afios) hace
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pensar en una influencia genética de mayor peso que la de un factor ambiental
por exclusivo. De nuevo, el estudio de Gatz (2006) no descarta la influencia

ambiental, pero {a equilibra con la carga genética.
Genotipificacion PRNP

Enfocados en el lado genético de la enfermedad, este estudio estuvo
dirigido a valorar ia influencia que sobre la EA tiene el alefo V del gen PRNP. La
seleccion de este alelo no es arbitraria: se ha encontrado que este aleio influye
en la duracion de la Enfermedad de Creutzfeidt-Jakob (Kong, Q., et al. 2004),
prolongandola y modificando a su vez el cuadro clinico hasta un punto mas

parecido al de la EA (Parchi, P_, et al. 2004).

En este estudio se encontré que el genotipo MM es el mas frecuente en la
poblacion con EA (54.83%), al fgual que en la poblacion sana. Estos datos
concuerdan con los publicados previamente en estudios de casos y controles en
poblacién caucasica, péro distintos a los de la poblacion asiatica (AlzGene,

2008, ver cuadro 1).

La frecuencia del genotipo VV, sin embargo, resultd ser mayor que fa
observada en poblacién caucasica, y como consecuencia, la frecuencia del
genotipo MV estuvo ligeramente disminuida; esto muy probablemente debido al
alto porcentaje de casos con EAITe, pdblacién en donde se enconiré la mayoria

de los genotipos VV, que estan sobrerrepresentados en nuestra boblacién.
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Cuadro 1. Metanilisis de estudios de Casos/Controles de los genotipos PRNP en 1a EA.

Alelos Genotipos
Myestras® v M WV viM M

Caucasicos 10

EA 031 069 231(0.101) 943 (0.414) 1106 (0.485)
C 0.34 066 325(0.110) 1332 (0.453) 1286 (0.437)
Asiaticos 3

EA 003 0987 0 (0.0000) 74 (0.066) 1042 (0.934)
C 003 097 1 {0.000D 53 (0.058) 865 (0.941)
Total 13

EA 0.22 078 231(0.068) 1017 (0.299) 2148 (0.633)
C 026 0.74 326 (0.084) 1385 (0.359) 2151 (0.557)

$ Nimero de estudios de Casos/Controles

EA: Enfermedad de Alzheimer, C: Controles

M: Meticnina, V: Valina

Tomado de AlzGene, 2008, hitp:/iwww.alzforum.org/res/com/gen/alzgene/meta.asp?genelD=67

Para valorar si la frecuencia de los genes encontrados en nuestro estudio
estaba en concordancia con la distribucién esperada en la poblacién abierta,
calculamos el equilibric de Hardy-Weinberg, en donde no encontramos una
distribucién equilibrada para los genofipos estudiados. Sin embargo, las
proporciones de los genotipos observados resulté muy similar a la de los
estudios caucésicos. Lo anterior avala la necesidad de realizar un estudio coh un
mayor nimerc de ¢asos 0 con una proporcion de EAITe/EAITa mas cercana a
los valores ya reportados, donde seguramente se mostraria el equilibrio genético

poblacional.
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Genotipos PRNP como factores de riesgo de la EAlTe

E! Odds-Ratio demostré que el alelo V es un factor de riesgo de la EAITe,
aumentando en gran proporcion la probabilidad de desarrollar esta variante de la
enfermedad, en comparacién con la EAITa. Al considerar la heterocigocidad MV,
el riesgo atribuible al alelo V se ve anulado, pero se mantiene en la
homocigocidad, VV. En cambio, el alelc M muestra un factor de disminucion de

riesgo de padecer EAITa, tanto en homocigocidad como en heterocigocidad.

La asociacion del polimorfismo MM con la forma clasica de la ECJ esta
bien establecida (De Armond, S., et al. 2004). En su variante 1, es la principal
forma de ta PrP, siendo responsable de cerca del 60% de los casos de ECJs, en
la que el inicio de los sintomas es a los 65 afios, con una duracion clinica de 4
meses. Esta es la variante enconirada en los casos estudiados en la autopsia y
en el caso de ECJ familiar (con una mutacién asaciada). Asi, esta forma de la
PrP confiere ‘proteccion’ para la EAITe, pero esta ligada con fa EAITa, que tiene
una topografia de afeccion similar a la de la ECJ. En cambio, la variante 2 es
menos comiin, pero también se presenta alrededor de los 65 afios de edad,
aunque con una duracion promedio de 16 meses (Gambetti, P., Kong, Q., Zou,

W., Parchi, P. & Chen, S. 2003).

Por el contrario, el polimorfismo VV, en su variante 1, es la forma mas rara
de PrP, pero esta relacionada con lés casos de ECJ de inicio temprano, con una
edad promedio al inicio de los sintomas de 39 afios. La variante 2 es la segunda

causa de ECJ, con un 16% de los casos y tiené una edad al inicio de los
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sintomas de 60 afics (en el limite entre inicio temprano y tardio} (Gambetti, P., et

al., 2003).

El sitio de afeccion de ambos tipos es distinto: mientras la forma MM1
tiene una mayor afeccion rostral, cerebelosa y entorrinal (como el caso de la
imagen 1) y fa forma MM2 a la corteza y ganglios basales, la forma VV1 tiene un
predominio frontotemporal y la forma VV2 a la corteza frontal, giro hipocampal y

corteza entorrinal (Gambetti, P., 2003).

No se sabe hasta qué punto el p;)limorﬁsmo por si mismo modifica la
funcion de la proteina, porque las variantes 1 y 2 se presentan en la PrP*° (la
forma patoi6gica), pero ta variante 1 y 2 debe coexistir con una forma especifica
para modificar el curso de la enfermedad (Parchi, P., Giese, A., Capellari, S.
1996). Asi, ! polimorfismo estd mds asociade con la funcién que la variante
proteica. De esta manera, las formas de la PrP podrian influir en el cuadro
clinico no sélo de la ECJ, sino de cualquier ofra enfermedad neurcdegenerativa
que comparta una via com(n con la PrP, manifesténdosé en parte como lo

harian en la ECJ.

Papel regulador de fa PrP°®

Recientemente, Parkin, E. T., et al (2007), tomando en cuenta que
tanto 1a PrP® como la BAPP son escindidas de la membrana celular por
metaloproteasas dependientes de zinc y sujetas a endoprotedlisis por las
enzimas ADAM10 y 17 (Dominio de disintegrina y metaloproteinasa),

buscaron si la PrP® altera el procésa proteolitico de la BAPP y encontraron
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que la PrP® inhibe la escisién de la BAPP por la pB-secretasa (BACE1)
reduciendo la formacion de beta-amiloide (BA). Los autores encontraron,
ademas, que dos variantes mutantes de la PrP® que estén involucradas
con ECJ familiar (una de ellas con alelo V) es incapaz de inhibir la escision
de la BAPP por la BACE1. Los autores concluyen que este mecanismo
regulador de la actividad de ta BACE1 por parte de la PrPC puede tener

implicaciones tanto para la EA como para las enfermedades por priones.

Este papel de la PrP° trae implicaciones cruzadas que van desde el
papel de la BA con la ocurrencia de las enfermedades por priones hasta el
papel de fa PrPC en la aparicion de la EA. La presencia de alguna de ias
formas de la PrP® puede brindar mayor afinidad a sitios especificos de la
BACE1 (una especie de “tropismo proteico’), 1o que provocaria que, al ser
anormal la PrP®, se generaria un distinto patrén de degradacion de la
BAPP con una tasa mayor 0 menor de produccion de BA, influyendo en la
edad de inicic y en el cuadro clinico de ambas enfermedades. La medicién
de la degradacion de la BAPP y su correlacién con las variantes
genotipicas PRNP puede ser un indicador indirecto del efecto de la PrPC

sobre e! mecanismo generador del BA.
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IX.- Concilusiones
=~ —— ——————— ——— e~ == —

1. Las frecuencias del polimorfismo MM y MV PRNP en la Enfermedad de
Alzheimer es similar a la observada en distintas poblaciones caucasicas
con EA, mientras que la frecuencia del polimorfismo VV es mayor.

2. La frecuencias del polimorfismo VV PRNP en la Enfermedad de Alzheimer
de Inicio Temprano es significativamente mayor que en ia Enfermedad de

Alzheimer de Inicio Tardio.

3. El alelo V tiene un riesgo atribuible de hasta 7 veces mayor con la
Enfermedad de Alzheimer de Inicio Temprano.

4. El genotipo MM PRNP es el de mayor frecuencia en la ECJ.
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XI.- Anexos

 — - —— _——
Anexo |

Diagnéstice de Demencia de acuerdo a los criterios del DSM-IV:

e Criterio A1: deterioro de la memoria a corto y fargo plazo

s Criterio A2: La presencia de por lo menos uno de los siguientes
trastornos cognitivos:

AZ2a: Afasia

A2b: Apraxia

A2c: Agnosia

A2d: Trastornos en la funcién de ejecucion

+ Criterio B: Los trastornos A1 y A2 deben ser lo suficientemente severos
como para causar un deterioro significativo en la actividad social y
ocupacional y como consecuencia causar una deciinacién del nivel
previo de funcionamiento.

« Criterio C: Los hallazgos enunciados no deben aparecer
exclusivamente durante el curso de un estado confusional agudo
{defirium) (17).




Anexo ll

Criterios para el diagndstico de Probable Enfermedad de Alzheimer del
Instituto Nacional para los Trastornos Neuroldgicos de la Comunicacion y
Apoplejia y la Asociacion para la Enfermedad de Alzheimer y Trastornos
Relacionados de Estados Unidos (NINCDS-ADRDA) (56):

Et criterio para el diagnéstico de Enfermedad de Aizheimer probable incluye:
Demencia establecida por examen clinico y documentado por el Mini Mental
Test Examination, Escala para la demencia de Blessed o algun otro similar
y confirmado por ia evaluacion neuropsicolégica.

Defectos en dos 0 mas areas de ia cognicién.

Empeoramiento progresivo de la memoria y otras funciones cognoscitivas.
Ausencia de perturbacion de la conciencia.

Comienzo de la sintomatologia entre los 40 y 80 afos, mas a menudo
después de los 65.

Ausencia de trastornos sistémicos u otras enfermedades del cerebro que
por si mismas pudiesen provocar defectos progresivos de la memoria y la
cognicion.

El diagndstico de Enfermedad de Alzheimer probable es apoyado por:
Deterioro progresivo de funciones cognitivas especificas tales como
lenguaje (Afasia), habilidades motoras (Apraxias) y perceptivas {Agnosias).
Compromiso de las actividades de la vida diaria y patrones alterados del
comportamiento.

Historia familiar de trastornos similares, particularmente probados anatomo-
patologicamente, y

Resultados de laboratorio de:

Puncién lumbar normal evaluada con técnicas estandar

EEG nomal o cambios de caracter inespecifico tales como incremento de
actividad lenta. '

Evidencia de atrofia cerebral en la tomografia computada con progresion
documentada a través de observaciones seriadas o a través de resonancia
magnética nuclear. '

Otros rasgos clinicos consistentes con el diagnéstico de Enfermedad de
Alzheimer g[obable luego de la exclusiébn de otras causas de demencia
distintas a dicha enfermedad incluyen:

Estancantientos en el curso evolutivo de la enfermedad.

Sintomas asociados de depresion, insomnio, incontinencia, delusiones,
alucinaciones, ilusiones, comportamiento catastréfico, verbal o emocional,
exabruptos fisicos, frastornos sexuales y pérdida de peso; atras
anormalidades neuroldgicas, especificamente en estadios mas avanzados
de la enfermedad que incluyen signos motores tales como incremento del
tono muscular, mioclonias o trastornos de la marcha.

Convulsiones en estadios avanzados.

Tomografia dentro de limites normales para la edad del paciente.

Rasgos clinicos que hacen lncierto o_improbable el diagnostico de

Enfermedad de Alzheimer probable:
Comienzo agudo o apopléctico
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Hallazgos de signos neurolégicos de caracter focal tales como
hemiparesia, pérdida de la sensibilidad, defectos campimétricos visuales y
frastornos en la coordinacion motora de aparicion temprana en la
enfermedad.
Convulsiones o perturbaciones de la marcha en estadios iniciales de la
enfermedad.

Diagnéstico clinico de Enfermedad de Alzheimer posible;

Puede ser hecho sobre la base del diagndstico de sindrome demencial, en
ausencia de otra enfermedad neurcldgica, psiquiatrica © trastornos
sistémicos capaces de provocar demencia, y cuando se constatan
variaciones en fas formas de iniciacion, presentaciéon ¢ curso evolutivo del
cuadro clinico.

Puede ser hecho, también bajo la presencia de desordenes cerebrales o
sistémicos asociados, capaces de provocar demencia pero que no son
considerados la causa del sindrome demencial en cuestion, y

Deberia ser ufilizado en estudios de investigacién, cuando un defecto
cognitivo Unico y gradualmente progresivo, es identificado en ausencia de
otras causas posibles que lo puedan originar.

Diagndéstico clinico de Enfermedad de Alzheimer definitivo:

Requiere el diagnéstico de EA probable y la comprobacion histopatolégica
por biopsia o autopsia.

La clasificacion de EA para propésitos de investigacion debe especificar
caracteristicas que pueden identificar subgrupos de dicho trastorno, tales
€OMo: '

Antecedentes familiares

Inicio antes de los 65 afios

Presencia de trisomia 21 :
Coexistencia de otras condiciones relevantes coro por ejemplo enfermedad
de Parkinson.
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ANEXO I

CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE LA UNDAD DE VIGILANCIA NACIONAL
(UK) DE LA ENFERMEDAD DE CREUTZFELDT-JAKOB

1. CJD Esporadica
1.1 Definitiva

Confirmacién neuropatological
inmunohistoguimica

1.2 Probable

121.0+210+1
1.2.2. Posible + 14-3-3 positivo

1.3 Posible

| +2 Il + Duracién < 2 afios
2. EET Accidentaimente Transmitida
2.1 Definitiva

ECJ Definitiva con un factor de riesgo
iatrogénico reconocido (ver cuadro).

2.2 Probable

2.2.1. Sindrome predominantemente
cerebeloso y progresivo

2.2.2. ECJ Probable con un factor de
riesgo iatrogénico reconocido (ver
cuadro).

| Demencia rapidamente Progresiva

Il A. Mioclonus
B. Problemas visuales o cerebelosos
C. Rasgos piramidales o extrapiramidales
D. Mutismo acinético

1t EEG tipico

Riesgos de exposicion mlevanté para la
clasificacién como ECJ latrogénica

La relevancia de cualquier exposicion para fa
causa de la enfermedad debe tomar el tiempo

-de la exposicién en relacién con el ipicio de Ia

enfermedad.

e Tratamiento con GH, GnH humana
pituitaria o injerto de duramadre.

» Injerto comeal en el que el donador
comeal haya sido clasificado con
Enfermedad por priones humana
probable o definifiva.

e Exposicion a instumentos
neuroquirdrgicos previamente usados
en un so de Enfermedad por
priones humana probable o definitiva.

La lista es provisional ya que pueden
ocurtir mecanismos previamente no
reconocidos de Enfermedad por priones
humana.
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3. EET Genética
3.1 Definitiva

3.1.1. EET Definitiva + EET Definitiva o
Probabie en un familiar de primer grado.

3.1.2. EET Definitiva con una mutacion
patogénica en PRNP (ver cuadro).

3.2 Probable

3.2.1. Un tfrastomo neuropsiquiatrico )
progresivo + EET Deftnifiva o Probable en un
familiar de primer grado.

3.2.2. Un trastorno neuropsiquidtrico
progresivo + Una mutacion patogénica en PRNF
(ver cuadro).

+ Mutaciones en PRNP asociadas con un
fenotipo neuropatoldgico de GSS

P102L, P105L, A117V, G131V, F198S,

D202N, Q212P, Q217R, M232T, 192 bpi

+ Mutaciones en PRNP asociadas con un
fenotipo neuropatolégico de ECJ

D178N - 129V, V1801, V1801 + M232R,

T183A, T188A, E196K, E200K, V203I, R208H,

V2101, E211Q, M232R, 96 bpi, 120 bpi, 144

bpi, 168 bpi, 48 bpde/

» Mutaciones en PRNP asociadas con un
fenotipo neuropatoldgico de IFF
D178N — 129M

+ Mutaciones en PRNP asociadas con
PRP Amiloide Vascular
Y1455

« Mutaciones en PRNP asociadas con
Enfermedad por priones probada pero
no clasificada

H187R, 216 bpi

+ Mutaciones en PRNP asocjadas con un
trastorno  neuropsiquiatrico pero sin
Enfermedad por priones comprobada

138M, G142S, Q160S, T188K, M232R, 24

bpi, 48 bpi, 48 bpi + substituciones de

nucleétidos en otros octapéptidos.
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Anexo IV

EXTRACCION DE ADN

Existen diferentes protocolos para la extraccion de los acidos
nucleicos. La mayoria se caracterizan por el emplec de detergentes y
solventes organicos que rompen los nucleos de las células y remueven las
proteinas adheridas al ADN, seguidos por la precipitacion de éste con sales
y alcoholes. De esta manera son utilizados en la amplificacion in vitro por la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RCP).

Micrométodo de extraccion de ADN por CTAB/DTAB:

Método rapido de extraccion de ADN partiendo de poco material
biolégico. Descrito por Gustincich en 1991, se basa en el empleo de dos
detergentes, bromuro de dodecil trimetii amonio (DTAB) y bromuro de
hexadecit trimetil amonio (CTAB). El DTAB lisa las células blanco y el CTAB
detergente catidnico se une al ADN para precipitario.

Procedimiento:

-Tomar 300 pl de sangre periférica con EDTA como anticoagutante y colocarla
en un tubo Eppendorf de 2. 0 mi previamente rotulados (6 tubos para cada
muestra).

-Afadir 700 p de buffer de lisis DTAB, mezclar suavemente.
-Incubar durante 5 min a 68°C.

-Retirar fos tubos de la incubacién e inmediatamente afadir 900 ul de
cloroformo, tapar bien los tubos y agitar vigorosamente durante 1 min.

-Centrifugar 15 min a 10,000 rpm. En esta etapa se formaran tres capas: la
capa inferior de cloroformo, la intermedia corresponde a la lisis celular y la
superior acuosa donde se encuentra el ADN.

~Transferir a tubos nuevos la capa superior acuosa con una pipeta de punta
estéril (cuidadosamente).

~Agregar 100 pl de CTAB y 800 pl de agua inyectable y agitar suavemente.

-En este paso s€ pueden refrigerar los tubos a 4°C durante 5 min para agilizar
la precipitacion del ADN (paso opcional).

-Centrifugar a 10,000 rpm durante 10 min.

-Desechar el sobrenadante y recuperar el boton de ADN, afiadir 100 pl de NaCl
1.2 M mas 1 mi de etanol absoiuto frio, mezclar suavemente.

~Centrifugar a 10,000 rpm durante 10 min.

-Descartar el sobrenadante y recuperar el precipitado, afiadir 1 mi de etanol al
70%, mezclar suavemente.

-Centrifugar a 5,000 rpm durante 5 min, eliminar el sobrenadante.

-Repetir este paso 3 veces.

-Juntar en un solo tubo los 6 botones de ADN de la misma muestra.

-Eliminar completamente el etanol.

-Resuspender el ADN en buffer TE, agitar suavemente y refrigerar a 4°C hasta
su procesamiento.
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CUANTIFICACION DE ADN

Para estimar la cantidad de ADN gendémico y verificar su pureza se
determina ia densidad optica' (DO) a 260 nm y 280 nm por medio de un
espectrofotémetro. Una relacién de DO 260/280 nm mayor que 2.0 indica
gue el ADN tiene una pureza adecuada; mientras que si €s menor que 2.0,
se debe considerar contaminacion de la muestra, principaimente por sales o
proteinas.

Procedimiento:
-Colocar 5 pl de la muestra de ADN en una celda de cuarzo conteniendo 1 mi
de agua destilada, mezclar suavemente y leer a 260 y 280 nm.

-Mediante la aplicacion de la siguiente formula se determina la concentracion
del ADN:

ADN ng/ml = DO 260 nm X dilucion (1005/5 ul) X 50 (factor constante)
-Para determiner la pureza del AND (cantidad de proteinas), el valor de la
relacion DO 260/280 nm debe ser de 2.0 en adelante para considerarse
satisfactoria.

VERIFICACION DEL ADN

La electroforesis a través de geles de agarosa o poliacrilamida es un
método utilizado para separar, identificar y purificar fragmentos de acides
nucleicos, por lo que es un método alterno para determinar su integridad.
En el comrimiento electroforético se ufiliza como control una muestra de ADN
de concentracidén conocida, la presencia en el gel de una banda nitida es
indicativo de que el ADN aislado tiene una pureza adecuada, mientras que
si se observa un barrido o un patron de varias bandas indica contaminacion
por sales y degradacion del ADN, respectivamente.

Prooédim_i_ento:
-Aplicar 2 ul de ADN genémico en un gel de agarosa al 1% en buffer TBE 1X.

-Mezclar la muestra de ADN con 3 ml de jugo azul 6X.

-Utilizar TBE 1X cono buffer de corrimiento con un volitaje constante (60V)
durante 1 h 30 min o hasta que el colorante con mayor peso molecular
(xitencianol) haya migrado 3 cm a partir del punto de aplicacion.

-Tefiir el gel sumergiéndolo en solucién bromuro de etidio 0.5 mg/ml durante 5
min, enjuagar y visualizar el ADN con un transiluminador UV.

El bromuro de etidio es un compuesto que tiene la propiedad de intercalarse

entre las bases del ADN cuando éste se encuentra en doble cadena y

fluorece cuando incide en él iuz ultravioleta. Estas propiedades son

aprovechadas para la visualizacion del ADN que se ha sometido
~ previamente a un corrimiento electroforético.
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Anexo V
EXTRACCION DE ADN {(Método de Miller)

-Se toman de 5 a 10 ml de sangre periférica, en tubo con anticoagulante y se
colocan en un tubo plastico de 50 mi.

-Se agregan 2 volimenes de la solucion para lisis de eritrocitos
(NH.CI/NH,HCO; 10:1).

-La mezcla se refrigera a 4°C por 10 min para ayudar a ia lisis de eritrocitos.
-Se centrifuga a 5,000 rpm durante 10 min.

-Se descarta el sobrenadante y el boton de leucocitos se lava las veces
necesarias hasta remover todos los eritrocitos (hasta que el boton quede
blanco).

-E} botén de leucocitos se resuspende en 3 ml de buffer de lisis de nucleos
(Tris HCI 10 mM, NaCl 400 mM, EDTA Naz 2 mM, pH 8).

-El fisado de leucocitos se deja en digestion toda la noche a 37°C (12, 24 0 48
hs) con 0.2 ml de SDS 10%, 0.5 ml de sol. de proteinasa K (1 mg de
proteinasa K en SDS 1% y EDTA Na; 2 mM).

-Agregar 1 mi de solucion saturada de NaCl (6 mM).

- Agitar vigorosamente por 15 seg.

-Centrifugar a 2,500 rpm durante 15 min.

-Recuperar el sobrenadante (que contiene el ADN) y transferirlo a otro tubo.

-Agregar 2 volimenes de etanol absoluto a temperatura ambiente y mezclar
por inmersién varias veces hasta que se forme un precipitado (el ADN
“limpio” flota en la superficie).

-Transferir el ADN precipitado a un microtubo de 1.5 ml y favario con etanot al
70 % frio las veces hecesarias para eliminar las sales.

-Se deja evaporar el etanol del ADN limpio.

-Disolver et ADN en buffer TE (Tris HCI 10 mM, EDTA 0.2 mM, pH 7.5) por 2 h
a 37°C.
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Anexo VI

TECNICA DE PRECIPITACION DEL ADN

Material

50 pl de ADN
500 pl de Etanol 70%
Solucidn TE

Procedimiento

A 0 N

® N O o

Refrigerar la muestra a 24°C por 5 minutos

Centrifugar por 10’ a 5000 RPM

Decantar sobrenadante

Lavar con Etanol 70% 1 ml, 3 veces (centrifugar por 5 minutos a 5000

RPM)
Dejar los tubos abiertos a 37°C durante 24 horas

Agregar 25 pl de Sol. TE y agitar
Dejar fos tubos cerrados a 37°C durante 2 haras
Correr la muestra en gel de agarosa 1.5% en camara horizental
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ANEXO VII
Protocolo de secuenciacion del gen PRNP

Instalando la reaccién de secuenciacion utilizando ABI PRISM Big Dye
Terminator v 1.1

1. Descongelar todos los reactivos: productos de la PCR, BigDye, Buffer e
iniciadores. Mantenga los reactivos en hielo.

2. Para una reaccion de “tamario completo” el volumen total de reaccién es de
20 ul. Este esta compuesto de 8 pl de BigDye (el cual debe estar diluido
con el buffer), 1 pl del iniciador (a 5 pmol/ut), aproximadamente 1 ul de
ADN. El volumen de reaccién se completa a 20 ul con agua graduada para
biologia molecular.

3. Centrifugue en pulso la piaca y coloquela en el termociclador. Utilice el
siguiente programa:

a. 96° C por 30 seg.
b. 50° C por 15 seg.
¢. 60° C por 30 seg.
d. Repita los pasos a-c por 29 ciclos adicionales.

Precipitacion de productos de secuenciacion utilizando precipitacion por
la reaccién de tamafio completo de Etanol/Acetato de Sodio

1. Agregue 50 pl de etanol 95% a cada pozo.

2. Agregue 2 pl 3M de acetato de sodio a cada pozo. Mezcle y deje precipitar

los productos durante 15 min. a temperatura ambiente o durante 5 min. en

hielo.

Centrifugue el plato a 3000G por 35 min. para condensar los precipitados

de los productos de secuenciacion.

Inmediatamente después de que pare el ciclado, voltee la placa y golpee

ligeramente sobre una toalla de papel.

Transfiera la placa a una toalla fresca y centrifugue boca abajo a 50G por

30 seg.

Agregue 80 nl de etanol 70% a cada pozo Cubra la placa y el vortex.

Centrifugue a 3000G por 10 min.

Repita los pasos 4y 5.

Deje secar la placa por aprox. 10 min. para asegurarse de que se ha

secado todo el etanol residual.

10. Las placas deben ser almacenadas secas en esta etapa o preparadas para
cargarse a un gel de secuenciacion.

©CEN® ¢ B W

Limpiando las placas de vidrio y agregando el gel de secuenciacion.

1.

2.

Tan pronto como haya terminado la corrida prewa remueva las placas de
vidrio del secuenciador.

Coloque en la tarja y remueva la tapadera del tanque del buffer permitiendo
que este drene hacia la tarja.

Limpie coh agua el marco de plastico que contiene las placas de vidrio,
especialmente donde el vidrio hace contacto con el marco.
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4. Gentilmente aplique presion para separar las placas de vidrio. Cologue una
toatla de papel en el interior de cada placa para absorber el gel de acrilamida,
este deberia salir junto con la toalla de papel.

5. Enjuague cada placa con agua graduada para biologia molecular utilizando
una toalla de papel para remover el gel restante.

6. Haga una solucion muy débil de detergente y aplique a las placas con una

toalla de papel.

Enjuague las placas con agua.

Enjuague las placas con agua hirviendo.

Enjuague finalmente con agua y deje secar las placas contra la pared con ia

cara interna hacia la pared.

10.Cuando las placas estén completamente secas junte las placas de la
siguiente manera: Coloque las placas una encima de la otfra con las caras
internas juntas y los espaciadores entre eltas. Coloque las placas de vidrio en
el cassette con la placa frontal en la cima. Asegure los sujetadores.

11. Inmediatamente antes de verter el gel mezcle los siguientes reactivos en un
matraz de vidrio:

a. 40 ml de Sol. Monomérica SequaGel XR
b. 10 ml de Buffer SequaGel XR
c. 400 ul de APS 10%, Sigma

12. Agite gentilmente y cologue en una jeringa de 50 mi.

13.Libere gentiimente el gel en las muescas de la cima del gel mientras golpea
levemente la placa, esto impide que se formen burbujas enelgel.

14.Inserte un peine limpio de 48 pozos en las muescas en la cima de! gel, con la
cara plana dirigida hacia el gel. Esto forma un borde plano el cual sera la
base de los pozos.

15. Deje polimerizar por 2 horas a temperatura ambiente.

© ™~

Preparando las placas y operando el secuenciador

1. Asegure que los reactivos de secuenciacién estan en la etapa del pellet
seco y que el gel de secuenciacion ha estado al menos 2 horas en
polimerizacién (pero menos de 6 horas).

2. Encienda el secuenciador y reinicie la computadora.

3. Llene una hoja de muestras con el cddigo correspondiente seguido por el
iniciador utilizado, el archivo y el numero de gel en las columnas
correspondientes. Anote esto coma-el nimero del gel.

4.  Abra un nuevo archivo y seleccione lo siguiente:

Checar Placa E

SeqPR36E-1200 {0 2400 para una velocidad de corrimiento 2x)
SeqRun36E-1200 (o 2400 para una velocidad de corrimiento 2x)
Lineas: 48 ' ,

Medo de corrimiento: XL Scan

Archivo: Utilice el actual

Guarde el archive con el ndmero del gel.

ecrpopow

5. Gentiimente remueva el peine de las placas, asegurandose que la
“salchicha” que viene con &l sea removida del area. Haga esto utilizando
una combinacién o chorreando con agua y utilizando una punta para
remover cualquier tipo de gel,
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6. Limpie ambos lados del gel con agua concentrandose en ia region de
lectura en la base de las placas, esta area debe estar extremadamente
limpia.

7. Limpie el peine con agua e insértelo gentitmente, primero los dientes, en el
gel de tal manera que los dientes se inserte en el gel aprox. 1 a 2 mm. Una
vez que el peine esté en i gel no lo jale de nuevo ya que se formaran
goteras entre los pozos.

8. Asegure la placa posterior de calentamiento, rodeando las areas y los
broches que posicionan las placas de vidrio por la distancia correcta.

9. Cargue el cassette que contenga tas placas de vidrio en la maquina y
asegure los broches.

10.Corra el médulo de chequeo de la placa. Revise en la ventana de rastreo
que todos los 4 canales muestren un frazo lento y plano. Si no, puede ser
necesario volver a limpiar la zona de lectura.

11.Fije la camara del buffer al cassette y lliene tanto ambas camaras del buffer
con 1xXTBE. Fije la placa frontal de calentamiento. Rocie gentilmente todos
los pozos con el Buffer TBE. Corra el médulo de precorrido por 10-20 min.
{no mas}.

12.Mientras el secuenciador esta realizando el precorrimiento, prepare los
productos de secuenciacion. Afiada 2 ul de solucién de carga de formamida
a cada pellet seco, agite (en vortex) y centrifugue a pulso.

13. Desnaturalice la muestra manteniendo la placa a 85°C por 3 min. 30 seg.
Transfiera inmediatamente a hielo para prevenir el reanillamiento.

14.Cuando el precorrimiento lleve de 10-20 min, haga pausa en el médulo el
cual detendra la electroforesis pero mantendra la temperatura control (fije la
temperatura a 51°C).

15.Cuando la temperatura del gel esté cercana a los 51°C empiece a cargar
las muestras. Primero rocie gentiimente todos los pozos. Empiece
cargando todas las lineas nones, cargue 1-1.1 pl de cada muestra.

16.Reinicie el preccrrimiento y corra por 3 min. hacia el gel las muestras en las
lineas nones.

17. Rocie gentilmente todos los pozos y después cargue las lineas pares.

18.Cargue 2 pozos antes de la primera muestra y 2 pozos después de la
Gltima muestra con formamida solamente para contrarrestar cualquier
difusion.

19. Coloque la tapadera encima del tanque del buffer, cancele el precorrimiento
e inicle el corrimiento. Guarde el archivo del gel con el nimero del gel. El
tiempo de corrimiento es de 7 horas.
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ANEXO VHI
INMUNOHISTOQUIMICA, PrP**

Anticuerpo: 3F4 (Basqueda de epitope 109-112).
L.a concentracion del anticuerpo primario varia:

« Cerebro 1:3000

= Nervios periféricos 1:500

» Bazo: 1:50 (biotinilado)

=  Apéndice 1:50

Procedimiento

Desparafinar a través de 3 cambios de Xiieno, 2 cambios de alcohol 100% a
través de alcohol de 90% y 70%.
Pretratamiento:
o Cerebro humano (Con poco tiempo de fijacion) Poner al microondas por
25 minutos. '
o Cerebro humano (Con mucho tiempo de fijacion) Poner en olla de alta
presién por 5 minutos y 5 minutos a baja presion.

Cologue una olia de presién en un calentador a alta temperatura conteniendo
1 % litros de sol. Tris-EDTA 1x precalentada, espere hasta que hierva antes de
colocar las {aminillas. Reemplace el cubreobjetos y ajuste a alta presion.
Después de que se emita un chorro constante de vapor, apague el calentador
y empiece a contar otros 5 minutos, después de lo cual coloque la olla a
presion en el lavabo y deje las laminillas bajo un chorro de agua fria.

Coloque las laminillas en acido férmico (80-99%) por 5 minutos. Lave en agua
corrients. , .

Lave las laminillas con PBS

Agregue inhibidores DAB por 10’

Lave con PBS

Agregue Superblock por 15’

Lave con PBS _

Agregue proteasa débil por 4

Lave con PBS k

Agregue anticuerpo 3F4 por toda la noche
Lave con PBS

Agregue Ig biotiniladeo por 30’

Lave con PBS

Agregue peroxidasa de rabano por 15'.
Lave con PBS

Agregue reactivo de cobre por 5’

Lave con PBS

Agregue reactivo azul (Eosina) por 15-20°
Lave con PBS

Agregue réactivo azul por 20’

Lave con PBS
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ANEXO IX
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Guadalajara, Jalisco, a de de 200___

Ei (la) que suscribe hace constar que acepta la participacion de su
familiar en el proyecto de investigacion titulado “Frecuencia del polimorfismo
M129V del gen PRNP en la demencia de tipo Alzheimer”, cuyo objetivo es
determinar la frecuencia de los alelos como de los genotipos PRNP en
sujetos con Enfermedad de Alzheimer.

Se me ha informado que mi participacién consistird en donar una
muestra de sangre periférica con el fin de realizar e analisis de los
polimorfismos del gen PRNP. Los resultados obtenidos seran confidenciales
y me seran dados a conocer.

Adicionalmente se ha fijado el compromiso de los investigadores
responsables de este proyecto, el Dr. Miguel Angel Macias Islas y el Dr.
Genaro Gabriel Orfiz, para responder a cualquier pregunta o duda que le
plantee acerca de los procedimientos que se realizaran. Asimismo, estoy
enterado(a) de los riesgos potenciales, inconvenientes, molestias y
beneficios derivados de mi participacién en este proyecto.

Los investigadores responsables me han confirmado que permaneceré
en el anonimato en las presentaciones y publicaciones que se generen de
este proyecto.

Nombre y firma del familiar Nombre y firma del résponsable

Nombre y firma deil investfgador
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RDINACION N DE INVESTIGACION EN SALUD

“2008, afio del Bicentenario-del natalicio del Benemérito de las Américas,
Oon:Benito Juirez Garcia”

COMISION NACIONAL DE INVESTIGACION CIENTIFICA
Ref. 09-B5-61-2800/589

Febrero 23, 2006

DOCTOR GENARO GABRIEL ORTIZ
Centro de Investigacion Biomédica de Occidente,
Guadalajara, Jal.

informo a usted que el proyecto titulado: “Frecuencia del polimorfismo M129V y de la
proteina pridnica SC en paclentes con probable enfermedad de Alzheimer de inicio
temprano”, fue sometido nuevamente a la consideracién de esta Comisién Nacional de
Investigacion Cientifica.

Los procedimientos propuestos en el protocolo cumplen con los requerimientos de las
normas élicas vigentes y la carta de consentimiento informado es suficientemente
explicita, por lo cual tengo el agrado de hacerle saber que con base en las opiniones de
los vocales de esta Comision, se ha emitido dictamen de AUTORIZADO, con numero de
registro: 2006-785-022.

De acuerdo a la normatividad institucional vigents, debera informar semestralmante aesta
Comisi6n, acerca de! desarrotio del proyecto 4 su-eargo.

Atentamente
TlotsMirclan
— .

DOCTORA DOLORES MINO LEON

Secretario Ejecutivo
Comision Nacional de Investigacion Cientifica

Con copia:
» Doctor José Sanchez Gorona, Director del Centro de Investigacion Blomédica de

Occidente, Guadalajara, Jal.
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