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RESUMEN

-. Antecedentes: La enfermedad de Alzheimer (EA) corresponde a la forma más

frecuente de demencia en la población mundial. Se ha postulado que los niveles del

péptido precursor del amiloide (APP) en plaquetas pudiesen servir como marcador

bioquímico en EA. Estudios preliminares de nuestro laboratorio han demostrado que la

proteína tau también se encuentra presente en plaquetas. Los mismos estudios han

demostrado que existen diversas fracciones de dicha proteína en plaquetas y han sugerido

que las distintas fracciones de tau presentan alteraciones en pacientes con EA, que son

independientes de la edad de los sujetos. La presente tesis tuvo como meta evaluar si las

variaciones en la tau plaquetaria podrían constituir un biomarcador útil de EA.

-. Métodos: Se tomaron muestras de sangre venosa de 47 sujetos portadores de EA

probable y 19 controles pareados por edad. Se aislaron las plaquetas y se realizaron

estudios de inmunofluorescencia de tau en dichas células. Extractos de proteínas

plaquetarias fueron estudiados mediante técnicas de electroforesis, inmunoprecipitación e

inmunoblot con anticuerpos específicos para diversas formas de tau y contra APP. Se

evaluaron las relaciones entre el estado cognitivo de los sujetos y los patrones

electroforéticos de tau y APP.

-. Resultados: Se demostró la presencia de formas de tau plaquetaria con diverso patrón

de migración en electroforesis. Las formas de tau de alto peso se encuentran en una

significativa mayor proporción en pacientes con EA (p = 0,001), existiendo una

correlación entre la expresión de tau de alto peso molecular y el grado de deterioro

cognitivo de los pacientes. Por otra parte, el análisis de APP plaquetario no mostró

diferencias significativas entre pacientes y controles, ni tampoco una relación con la

expresión de la tau plaquetaria.

-. Conclusiones: Hemos confirmado la presencia de proteína tau en plaquetas de sujetos

controles y portadores de EA. El patrón electroforético de tau plaquetaria es compatible

con la presencia de agregados de alto peso molecular y oligómeros de tau. Estas formas

de alto peso de tau plaquetaria se encuentran significativamente aumentadas en relación a

las formas monoméricas de tau en pacientes portadores de EA, existiendo una relación

directa entre el grado de alteración del patrón electroforético de tau y el grado de

deterioro cognitivo de los pacientes evaluados.
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No se encontró una relación entre el patrón electroforético de APP en plaquetas y el

estado cognitivo de los sujetos, así como tampoco se evidenció una relación significativa

entre alteraciones en el metabolismo de APP y las formas de tau plaquetaria.
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ABSTRACT

-. Background: Alzheimer’s disease (AD) is the most important form of dementia in the

world population. The expression of amyloid precursor peptide (APP) in platelets has

been postulated as a reliable biochemical marker for AD. Preliminary research done in

our laboratory has shown that tau protein is also present in platelets and there are several

tau fractions that can be resolved in electrophoresis. It has been suggested that tau

fractions are altered in AD patients in an age independent manner. The present thesis

aims to evaluate platelets tau fractions as a suitable biomarker for AD.

-. Methods: Peripheral blood samples were obtained from 47 AD patients and 19 control

subjects. Platelets were isolated and the tau patterns evaluated by immunofluorescence.

Platelets proteins were analyzed by electrophoresis, immunoprecipitation and

immunoblot techniques with tau and APP specific antibodies. The relationships between

cognitive performance and platelets tau and APP expression in blood samples of subjects

incorporated into the study were evaluated.

-. Results: Platelets tau electrophoretic pattern showed the presence of different tau

fractions. A higher ratio of high molecular weight forms and oligomers of tau was found

in AD patients, with a direct correlation between platelets tau pattern and cognitive

impairment. On the other hand, the analysis of platelets APP failed to demonstrate

differences between controls and AD patients.

-. Conclusions: We have confirmed the presence of tau protein in platelets of AD and

control subjects. The electrophoretic pattern of platelets tau is compatible with the

presence of high molecular weight aggregated forms of tau, which are increased in

relation to other forms of tau in AD patients. There is a direct relationship between

degree of the alterations in tau forms ratio and the degree of cognitive impairment of the

subjects. No relationship was found between platelets APP electrophoretic pattern and

cognitive status, or between APP pattern and tau forms ratio.
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ANTECEDENTES

1. Estado del arte en el estudio de la Enfermedad de Alzheimer (EA)

1.1 Las demencias y la EA como problema de salud pública

La EA corresponde a un desorden neurodegenerativo cerebral progresivo, siendo el

mayor responsable de las demencias, en particular en el grupo de los adultos mayores.

Las demencias en general tienen un gran impacto en la salud pública de todos los países

por su gran prevalencia, que aumenta con el envejecimiento de las poblaciones y por el

alto costo que implica su tratamiento y el cuidado general que requiere la persona

portadora de demencia. Las demencias tienen una prevalencia de entre 1,6 y 6,4% en los

mayores de 60 años y se estima que dicha prevalencia se incrementará en un 234% para

el año 2040 (un 393% para América Latina) (Ferri et al, 2005). Este diagnóstico

contribuye al 11,2% de los años de vida con discapacidad en la población de 60 y más

años (World Health Organization, 2003). En Chile, según el Censo 2002 el grupo etario

de 60 o más años representa el 11,4% de la población y se encuentra en aumento debido a

factores sociales, económicos y culturales, estimándose que en Chile viven 178.000

personas con demencia actualmente (Behrens, 2007).

Se estima que 60,1% de las personas con demencia vivían en países en desarrollo en el

2001 y que esta cifra aumentará a 64,5% y 71,2% en el 2020 y 2040 respectivamente

(Ferri et al, 2005). Por otro lado se considera que los criterios planteados por el DSM IV

podrían subestimar la prevalencia de las demencias, en particular en los países en

desarrollo (Llibre Rodriguez et al, 2008).

1.2 El diagnóstico de la EA

Auguste D fue una paciente de 51 años del doctor Alois Alzheimer, con historia de 5

años de deterioro cognitivo. Tras el fallecimiento de su paciente, Alzheimer describió la

presencia de placas seniles, ovillos neurofibrilares (ONFs) y cambios arterioscleróticos

en su tejido cerebral (Alzheimer, 1907). En la actualidad, a pesar de la importancia de la

EA como principal causa de demencia neurodegenerativa y los avances actuales en el

conocimiento de sus aspectos clínicos y fisiopatológicos; el diagnóstico de certeza de la
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EA aún se basa en características histopatológicas similares a las descritas por Alzheimer

(The Ronald and Nancy Reagan Research Institute of the Alzheimer’s Association and

The National Institute on Aging Working Group, 1998) (Figura 1).

Braak y Braak evaluaron la histopatología de la EA haciendo un seguimiento de la

aparición de ONFs  en distintas etapas de la enfermedad (Braak y Braak, 1991). Se ha

encontrado una relación inversa entre el número de ONFs y la sobrevida de neuronas en

el hipocampo, lo que sugiere que la perdida neuronal está estrechamente relacionada a la

aparición de los ONFs (Fukutani et al, 1995).

El diagnóstico clínico de la EA sólo nos permite hablar de una enfermedad “probable” o

“posible” (McKhann et al, 1984) y tiene una sensibilidad de 93%, pero su especificidad

se encuentra en alrededor de 55%, siendo más difícil en etapas tempranas y en

presentaciones inusuales de la enfermedad; por lo que considerando las herramientas

tecnológicas y el avance del conocimiento actual se ha creado la necesidad de desarrollar

exámenes tanto bioquímicos como imagenológicos que apoyen el diagnostico (Dubois et

al, 2007; Wiltfang et al, 2007). A este respecto los criterios diagnósticos para la EA

propuestos en 2007 (Dubois et al, 2007) enfatizan la utilidad de estos tipos de marcadores

para la EA, los que permitirían el diagnóstico definitivo en base a la demostración de la

presencia de mutaciones en alguno de los tres genes responsables de la enfermedad en

forma autosómica dominante: El gen de la proteína precursora del amiloide (APP) en el

cromosoma 21; presenilina 1 (cromosoma 14); y presenilina 2 (cromosoma 1).
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Figura 1: Anatomopatología de la EA, a la izquierda se muestra tejido cerebral de un adulto

mayor sin alteración cognitiva. A la derecha se observa la marcada atrofia, con surcos amplios y

circunvoluciones pequeñas, frecuentes en la EA (Corey-Bloom, 2004).

1.3 Fisiopatología de la EA

Pese a los crecientes esfuerzos de investigación, no existe en la actualidad un tratamiento

clínico o terapia que sea efectiva en relación a la cura de la EA. El enfoque terapéutico

actual se basa en el uso de medicamentos anticolinesterásicos (rivastigmina, donepecilo,

galantamina, otros) que actúan potenciando las sinapsis colinérgicas involucradas en

funciones cognitivas, y por otra parte en el uso de memantina, una droga que bloquea

parcialmente los receptores glutamatérgicos tipo NMDA. Ambas clases de drogas han

demostrado utilidad parcial para mejorar algunos síntomas en las esferas cognitivas y de

funcionalidad global. Sin embargo, la utilidad clínica real de estos medicamentos parece

ser muy marginal (Raina et al, 2008). Por otro lado, no es menos cierto que la carencia de

tratamientos efectivos para la EA, que actúen bloqueando los mecanismos causantes de la

EA, se debe nuestra falta de una adecuada comprensión respecto de la fisiopatología de

esta enfermedad. Como se analiza mas abajo, los avances en las últimas tres décadas

fueron magros debido a que el paradigma conceptual sobre la patogénesis de la EA fue

algo sesgado.
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Así una de las teorías más difundidas respecto a la fisiopatología de la EA es la que

otorga un rol central al péptido beta amiloide (Aβ). En 1930, Divry logró teñir las placas

seniles extracelulares utilizando rojo congo que se une a un componente llamado

amiloide en base a sus propiedades fisicoquímicas semejantes a las de los polisacáridos.

Posteriormente Glenner y sus colaboradores describieron que las placas seniles estaban

compuestas de un péptidos de 4 kDa de estructura hoja beta, llamado Aβ (Glenner and

Wong, 1984). Desde entonces, el rol de los depósitos de Aβ en el cerebro como factor

causante de la EA logró respaldo en la comunidad científica y contribuyó a la

comprensión de la EA y a la generación de un marco teórico que respaldó la

investigación respecto a la etiopatogenia, el desarrollo de métodos diagnósticos y

creación algunas terapias especificas para la EA. En las formas familiares de la EA

asociadas a mutaciones en APP o en las presenilinas PS1 y PS2, que afectan el

procesamiento de APP por secretasas se encuentra una clara correlación entre los

depósitos anómalos de amiloide y el desarrollo de EA. Sin embargo, el hecho de que

agregados de Aβ se encuentren presentes en cerebro de sujetos senescentes aún en

ausencia de cualquier manifestación de demencia hace plantear que los depósitos de

amiloide podrían ser sólo uno de múltiples factores que pueden estar involucrados en la

EA (Alafuzoff et al, 1987; Arriagada et al, 1992). A pesar de la gran cantidad de

información obtenida en modelos celulares y animales, los cuales apuntan al rol

neurotóxico de los agregados de Aβ, no todos los datos obtenidos en dichos modelos

pueden ser directamente extrapolados a aplicaciones clínicas, ya sean diagnósticas o

terapéuticas y, de hecho, muchas de las drogas anti-amiloide en etapas avanzadas de los

ensayos clínicos han entregado resultados negativos y más bien se piensa que la

contribución a la fisiopatología viene desde los oligómeros de amiloide y no las placas

(Maccioni et al, 2010). Por otra parte, se cuenta con evidencia de que el grado de

deterioro cognitivo en la EA se correlaciona mejor con la aparición de ONFs que con las

placas seniles (Arriagada et al, 1992). El grupo de Kidd et al mostró a nivel de

microscopía electrónica que los ONFs estaban formados por filamentos helicoidales

pareados (PHFs) de 10 nm de diámetro (Kurt et al, 1997). A finales de los años ‘80 se

describió que el componente principal de los PHFs correspondía a la proteína tau (Brion

et al, 1986; Grundke-Iqbal et al, 1986; Grundke-Iqbal et al, 1988), confirmado en
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estudios de Farias et al (1992), lo que dio las bases para considerar el rol que puede jugar

esta proteína en la fisiopatología de la EA.

1.4 El rol de los agregados de Aβ
El Aβ se genera a partir de la proteólisis del APP por las enzimas α, β, o γ-secretasas.

APP corresponde a una glicoproteína transmembrana que se expresa ubicuamente en

varios tipos celulares. El N-terminal de APP se proyecta en el dominio extracelular de la

proteína, o bien puede localizarse en el lumen de vesiculas intracelulares, como las del

retículo endoplásmico, el aparato de Golgi o endosomas intracelulares, mientras que el

dominio intracitoplasmático de APP corresponde al carboxilo terminal y es precisamente

en esta zona donde actúan las secretasas (Maccioni et al, 2001). La proteolisis de APP

por las enzimas, β-secretasa y γ-secretasa da lugar a la producción de Aβ (1-40) y

también a la variante Aβ (1-42), esta última con una mayor tendencia a autoagregarse;

mientras que el procesamiento enzimático de APP por α-secretasa da lugar a una vía no

amiloidogénica. Se ha encontrado que los niveles de la enzima β-secretasa, así como su

actividad se encuentran aumentados en pacientes con MCI (Zhong et al, 2007). En el

contexto de la función neuronal, cuando las secretasas actúan se produce Aβ y sAPP que

corresponde al fragmento extracelular de APP. Si bien no se cuenta con completa

claridad respecto a las funciones fisiológicas de APP, se ha sugerido una serie de roles

que incluyen adhesión celular, neuroprotección, funciones tróficas en las células

neuronales e inhibición de serina proteasas (por la presencia de un dominio homologo a

los inhibidores de serino proteasas tipo Kunitz) (Maccioni et al, 2001).

Información reciente sugiere que Aβ pudiese cumplir roles fisiológicos como parte del

sistema inmune innato, como un péptido de acción antimicrobial (Soscia et al).

Numerosos recursos se han destinado al desarrollo de terapias enfocadas en inhibir la

formación de agregados de beta amiloide (Aβ) sin tener adecuados resultados clínicos

hasta ahora (Maccioni et al, 2010).
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1.5 La proteína tau en el citoesqueleto neuronal

El citoesqueleto de la neurona, al igual que en el resto de las células eucarióticas, es el

responsable de la morfología celular neuronal, y está compuesto por microfilamentos de

actina, filamentos intermedios y microtúbulos (Maccioni y Cambiazo, 1995). En la

neurona los microtúbulos son componentes esenciales responsables de la formación y

mantenimiento de los axones, dendritas y contactos específicos de las neuronas,

permitiendo el transporte axoplásmico de organelos vesículas desde y hacia el terminal

axonal. Los microtúbulos estan constituidos por las proteínas tubulinas, las que además

interaccionan con las Proteínas Asociadas a Microtúbulos (MAPs), las cuales contribuyen

a dar dinamismo y estabilidad a los microtúbulos. Entre las cuales están: MAP1A,

MAP1B, MAP2 y finalmente la proteína tau, que como ya lo hemos enunciado es de

particular importancia en la patogenia de la EA (Maccioni et al, 2010). A diferencia de

otras proteínas, la proteína tau es resistente a la temperatura y a condiciones ácidas, esto

permite que se lleve a cabo el proceso de purificación, separándola de las MAPs y de

otras proteínas termolábiles como la tubulina (Farias et al, 1992).

La proteína tau es importante en la mantención de la polaridad neuronal y en la

estabilización de una arquitectura determinada en la neurona diferenciada. Además, se ha

demostrado que la actividad de tau es clave para la morfogénesis de los conos de

crecimiento en las neuronas cerebrales, en cuya estructura participan también redes

locales de filamentos de actina y se ha planteado que tau tiene un papel determinante en

promover el crecimiento axonal (Maccioni et al, 1995).

1.6 La proteína tau a nivel estructural y funcional

La proteína tau es una proteína hidrofílica, no plegada en condiciones nativas y sin

estructura secundaria ordenada aparente (Jeganathan et al, 2008). Tau está implicada en

el ensamblaje y la estabilización de microtúbulos, aunque también cumple roles en la

interacción con otros componentes del citoesqueleto (Maccioni et al, 2001). Tau ha sido

identificada en varias especies animales tales como: Caenorhabditís elegans (Goedert et

al, 1996; McDermott et al, 1996), Drosophila (Cambiazo et al, 1995; Irminger-Finger et
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al, 1990), pez dorado (Liu et al, 1997), roedores (Kosik and Finch, 1987; Lee et al,

1988), bovinos (Himmler, 1989; Lu et al, 1994), cabra (Nelson et al, 1996), primates

(Holzer et al, 2004) y humano (Goedert et al, 1989a; Goedert et al, 1989b), estando

localizada principalmente en neuronas, aunque en células no neuronales se han detectado

trazas. En estados patológicos, tau puede expresarse en células de la glía (Chin y

Goldman, 1996). También es posible encontrar ARNm y la proteína tau en varios tejidos

periféricos como corazón, hígado, pulmón, músculo esquelético, páncreas, testículos,

eritrocitos y fibroblastos (Gu et al, 1996; Murphy y Wallis, 1985; Vanier et al, 1998). La

proteína tau es codificada por un gen único ubicado en el cromosoma 17 (17q21). El

transcrito primario de tau contiene 16 exones, 3 de éstos (exón 4A, 6 y 8) no están

presentes en el cerebro humano, porque son específicos de proteínas tau periféricas. El

exón 4A se ha encontrado en tejidos periféricos de bovinos, humanos y roedores con un

alto grado de homología. Sin embargo, el ARNm con los exones 6 y 8 no han sido

encontrados en humanos. Por su parte, algunos transcritos con el exón 8 se han

encontrado en cerebros de bovinos y monos Rhesus (Himmler, 1989; Nelson et al, 1996).

Los exones 1, 4, 5, 7, 9, 11, 12 y 13 son exones constitutivos. Además, el exón 14 se

encuentra en el ARNm pero no es traducido dentro de la proteína. En el Sistema Nervioso

Central de los humanos hay 6 isoformas de la proteína tau dadas por el procesamiento

alternativo de los exones 2, 3 y 10 que se expresan diferencialmente durante el desarrollo

de subpoblaciones neuronales en 6 combinaciones diferentes (2-3-10-), (2+3-10-),

(2+3+10-), (2-3-10+), (2+3-10+) y (2+3+10+) los cuales presentan puntos isoeléctricos

que varían entre 6,85 a 9,46 y son específicos del cerebro humano adulto (Figura 2). El

exón 3 nunca aparece independiente del exón 2 (Goedert et al, 1989a; Goedert et al,

1989b; Himmler et al, 1989). Las isoformas estan constituidas por entre 352 y 441

aminoácidos, con pesos moleculares que varían entre 45-65 kDa, depéndiendo de la

forma molecular (Goedert et al, 1989a)
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Figura 2: Isoformas de tau generadas por procesamiento alternativo del gen de la proteína tau

localizado en el cromosoma 17. Se generan seis isoformas de tau humana (Froelich-Fabre y

Bhat, 2004).

Las variantes de tau se diferencian por la presencia de 3 o 4 regiones repetidas en el

extremo C-terminal codificadas por los exones 9 al 12 (Lee et al, 1989) y por la presencia

o ausencia de 1 o 2 insertos, correspondientes a 29 ó 58 aminoácidos en el extremo N-

terminal, codificadas por los exones 2 y 3 respectivamente. Una isoforma caracterizada

por la ausencia de un inserto en el extremo N-terminal y la presencia de 3 secuencias

repetidas en el extremo C-terminal está presente en etapas fetales, mientras que las otras

isoformas son expresadas en la edad adulta (Goedert and Jakes, 1990; Kosik et al, 1989).

Las dos secuencias de 29 aminoácidos codificadas por los exones 2 y 3 en el N-terminal

son altamente ácidas y son seguidas de una región rica en prolina, éstas proporcionan

diferentes longitudes a dicho extremo de la proteína, al cual se ha denominado dominio

de proyección, debido a que sobresale de la superficie del microtúbulo, mediante lo cual

puede interactuar con otros elementos del citoesqueleto, tales como filamentos de actina

(Farias et al, 2002), y con la membrana plasmática (Hernandez et al, 2009).

El extremo C-terminal de tau es conocido como el dominio de unión a microtúbulos y

cuenta con tres o cuatro copias (tau 3R o tau 4R) de una repetición de 31 a 32 residuos
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similares, pero no idénticos. Cada una de estas repeticiones puede ser dividida a su vez en

una zona de 18 residuos que corresponde a la región mínima con capacidad de unirse a

microtúbulos y en una secuencia menos conservada de 13 a 14 residuos, conocida como

la región de inter-repeticiones (Sanchez et al, 2001). Las repeticiones de C-terminal se

unen a microtúbulos y pueden promover su ensamblaje (Maccioni et al, 2001), mientras

que la afinidad de tau es regulada por fosforilaciones, especialmente en motivos KXGS

ubicados en estas repeticiones (Biernat et al, 1993).

Tanto la cantidad como la estructura de la proteína tau pueden afectar sus funciones de

estabilización de microtúbulos y, eventualmente, desencadenar ciertos procesos

patológicos. Como ya se ha señalado, las fosforilaciones de tau afectan su capacidad de

unirse a microtúbulos, y de hecho, la proteína tau hiperfosforilada es el principal

componente de los agregados proteicos anómalos que se encuentran en las neuronas de

pacientes que portan los desordenes conocidos como taupatías. La Figura 3 muestra las

múltiples variaciones que puede presentar la proteína tau. Además de las fosforilaciones,

las modificaciones post-traduccionales de tau incluyen glicosilaciones, ubiquitinaciones,

truncaciones, nitraciones, entre otras. El equilibrio entre fosforilación y defosforilación

de tau origina cambios estructurales y conformacionales lo que regula la estabilidad del

citoesqueleto y consecuentemente la morfología axonal. En la EA se producen

fosforilaciones anómalas e irreversibles en algunos aminoácidos de la proteína tau:

Ser202, Thr205, Ser235 y Ser404 (Alvarez et al, 1999), siendo estas reacciones

catalizadas principalmente por dos proteínas quinasas: el sistema CDK5/P35 y GSK-3β.

Los agregados que se encuentran en las taupatías son conocidos como ONFs, constituidos

por PHFs, los cuales a su vez están constituidos por tau hiperfosforilada y modificada. La

formación de PHFs a partir de moleculas de tau puede seguir distintos pasos que pueden

incluir la fosforilación de tau, seguida por un cambio conformacional de la proteína y

finalmente su agregación en polímeros anómalos dentro de la célula neuronal. La

fosforilación de tau es un evento regulado en el desarrollo, siendo mayor en el feto y

disminuyendo con la edad. Sin embargo, existe un gran incremento en la fosforilación de

tau bajo condiciones patológicas.
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Figura 3: Representación esquemática del gen de tau (B), las cajas blancas corresponden a

exones constitutivos y las grises o coloreadas son aquellos exones con splicing alternativo. En (A)

se observan diversas mutaciones descritas de tau. En (C) se muestra el mRNA que se traduce en

las 6 isoformas de tau (D). En (E) se muestran los sitios descritos de fosforilación de la proteína

(Gendron y Petrucelli, 2009).



19

1.7 Polímeros de proteína tau

Los ONFs son uno de los elementos principales presentes en la EA, así como en otras

taupatías. Se cree que estos agregados de tau son tóxicos para las neuronas, ya sea por

que actúan como una señal de daño o porque obstruyen alguna función celular. Los

monómeros de tau pueden ensamblarse en PHFs semejantes a los encontrados en la EA y

esta polimerización aumenta por la oxidación de grupos SH o por exposición de tau a

polianiones como la heparina o poly-Glu (Barghorn y Mandelkow, 2002). Ya que tau

carece de estructura secundaria ordenada, no esta claro porqué debiera agregarse de

manera específica, ni bajo qué principios estucturales ocurre el processo de agregación,

sin embargo, se sabe que la región de las secuencias repetidas (3R o 4R) forma el core de

los PHFs y también promueve el ensamblaje de los PHFs in vitro (Wischik et al, 1988).

Dos hexapéptidos al inicio de la segunda y tercera repetición son cruciales en el proceso

de agregación de los PHFs (von Bergen et al, 2000), siendo capaces de iniciar la

agregación de tau a PHFs con estructura hoja β y, por lo tanto, representan el motivo

mínimo de interacción tau-tau (Goux et al, 2004).

In vitro, tau puede agregarse por exposición a heparina en dos tipos de dimeros distintos

(dimeros cisteína dependientes e indepedientes) y en oligómeros de mayor peso (Sahara

et al, 2007). Estas estructuras pueden agregarse en intermediarios de los filamentos de tau

en una solución llamada tau granular (Maeda et al, 2007). En base a esta información se

ha propuesto un modelo de agregación de tau en diferentes pasos, en que la proteína sufre

cambios conformacionales, dando lugar a la formación de ciertos cores de agregación,

produciendo filamentos por un proceso de elongación o extensión (Congdon et al, 2008).

la fosforilación de tau en residuos claves es el primer paso para la formación de dimeros

u oligomeros (Sahara et al, 2008). Tras la fosforilación ocurren cambios

conformacionales y truncaciones por caspasas (Mondragon-Rodriguez et al, 2008).}

Estudios recientes indican que tau puede autoagregarse in vitro, de manera tal que

diversas variantes conformacionales de fibras de tau nativa pueden ser especificadas por

conformaciones de un templado (Frost et al, 2009b). Además se ha descrito que el mal

plegamiento de tau puede propagarse del medio extracelular al intracelular (Frost et al,
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2009a), lo que está de acuerdo con el hallazgo de que existe la posibilidad de transmisión

de tau agregada en forma semejante a los PHFs desde un modelo murino de taupatía

(P301S) a un modelo murino que expresa tau humana (Clavaguera et al, 2009), lo que ha

permitido sugerir la presencia de mecanismos tipo infeccioso en la patogénesis de las

taupatías.

1.8 Rol patogénico de tau en la EA.

Las taupatías son un grupo de enfermedades neurodegenerativas que tienen en común la

presencia de agregados intraneuronales de tau. La EA es ampliamente la taupatía más

prevalente, pero también deben considerarse dentro de este grupo la Enfermedad de Pick,

la Degeneración Corticobasal (DCB), la Paralisis Supranuclear Progresiva (PSP),

Demencia Frontotemporal-Parkinsonismo ligada al cromosoma 17 (DFTP-17) entre

otras.

No se han encontrado mutaciones de tau directamente asociadas con el riesgo de

presentar EA, sin embargo, existen más de 30 mutaciones de tau capaces de producir

agregación de la proteína y desarrollo de otras taupatías, (van Swieten y Spillantini,

2007). Las características ultraestructurales de los PHFs son propias de cada taupatía,

encontrándose diferencias en el tipo predominante de filamento (helicoidales en la EA,

rectos en la en la PSP o ambos tipos en la DCB o la Enfermedad de Pick). Estas

diferencias se originan en la heterogeneidad de las isoformas de tau que componen los

agregados y/o en diferencias en como los monómeros de tau se empaquetan para formar

un polímero (Ksiezak-Reding y Wall, 2005). Las diferencias en el contenido de isoformas

de tau presentes en las diversas taupatías, así como variaciones en su grado de

fosforilación permiten realizar una clasificación molecular de las taupatías en 5 tipos de

acuerdo al patrón de migración de las formas de tau en electroforesis en geles de

poliacrilamida (PAGEs), de manera semejante a un “código de barras” específico para

cada síndrome (Lee et al, 2001; Sergeant et al, 2005)
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Si bien, se cuenta con abundante evidencia respecto del rol patogénico de tau modificada

en las taupatías, la interrogante persiste respecto de la subpoblación de tau que resulta

neurotóxica (ya sean monómeros y pequeños oligómeros o grandes agregados proteícos

como son los ONFs). Se cuenta con datos que indican que la pérdida neuronal y el

deterioro de memoria son concurrentes con la acumulación de especies solubles de tau y

disociadas de los depósitos de ONFs en modelos murinos de EA (Yoshiyama et al, 2007).

Así la perdida de sinapsis y la activación microglial precede al desarrollo de ONFs en el

modelo murino de taupatía P301S. Por otro lado, en un modelo murino que expresa

proteína tau en forma represible, la supresión de tau mejora las funciones de memoria

(Santacruz et al, 2005) y de manera similar, en un modelo que genera ONFs y placas

seniles, la reducción inmunológica de la proteína tau soluble, pero no la de los ONFs o

placas insolubles producen mejoría cognitiva. La reducción de Aβ soluble y de tau, pero

no la reducción de Aβ en forma aislada, disminuye el deterioro cognitivo en el mismo

modelo animal (Oddo et al, 2006).

Además del grado de agregación, la actividad neurotoxica de tau depende de

modificaciones postraduccionales de la proteína, las cuales incluyen su grado de

fosforilación, truncación, glicosilación, glicación, nitración ubiquitinación y

poliaminación. Actualmente se cuenta con evidencia de que las fosforilaciones de tau en

sitios SP/TP son de gran importancia y de hecho cuando estas son bloqueadas se logra

una importante reducción en la toxicidad de tau (Steinhilb et al, 2007). La Figura 4

esquematiza las modificaciones patogénicas que sufre tau en enfermedades

neurodegenerativas.
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Figura 4: modificaciones postraduccionales y agregación anómala de tau. En condiciones

fisiológicas la principal función de tau como MAP es estabilizar los microtúbulos. Bajo

condiciones patológicas, como ocurre en casos de mutaciones o modificaciones post

traduccionales, tau se convierte en un estímulo tóxico. La forma de tau que es principalmente

responsable de sus efectos neurotóxicos es aún tema de debate (Farías et al, in press).
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Recientemente, hemos propuesto que uno de los mecanismos mediante los cuales tau

puede ser neurotoxica es mediante la activación del sistema inmune innato (Morales et al,

2010b) (Figura 5). De acuerdo a esta hipótesis, distintas formas de tau son liberadas al

intersticio desde neuronas que degeneran. Al ser liberada, tau induce la activación de

células de la microglia, que a su vez producen y liberan citoquinas proinflamatorias que

actúan en las neuronas para gatillar procesos neurodegenerativos que incluyen

modificaciones de tau y muerte neuronal. Es este marco conceptual el que ha dado lugar a

nuestra hipótesis de cambios en la neuroinmunomodulación como elemento central en la

patogénesis de la EA (Morales et al, 2010a)

Figura 5: Modelo de activación microglial por tau modificada. La proteína tau que se libera

desde neuronas en degeneración actúa como una señal para que células de la microglia se activen

y liberen citoquinas que producen disfunción y daño neuronal (Maccioni et al, 2010).
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Si bien, los agregados de tau son más fáciles de cuantificar que las lesiones neuríticas, el

85 a 90% de la patología relacionada a tau se encuentra en las neuritas distróficas, cuya

relación con  las manifestaciones clínicas de la EA y otras taupatías no ha sido estudiada

(Mitchell et al, 2000). Por otro lado, se ha sugerido que neuronas con lesiones

neurofibrilares pueden sobrevivir por largos períodos de tiempo. De hecho, las neuronas

hipocampales pueden sobrevivir por décadas conteniendo ONFs (Morsch et al, 1999). Lo

anterior ha apoyado la hipótesis de que los agregados de tau pueden no ser tóxicos en sí

mismos y de hecho pueden proteger a las neuronas al secuestrar monómeros (formas

alteradas de tau), que pueden estar aumentados en neuronas bajo condiciones patológicas

(Hernandez y Avila, 2008) en una forma similar a lo que se ha propuesto para el caso de

los agregados de huntingtina (Kuemmerle et al, 1999). Por estas razones, la pregunta

respecto de si los agregados fibrilares de tau que se observan en las taupatías estan

directamente ligados a la patogenia o progreso de estas enfermedades es un tema que

concita gran debate. Cabe destacar además que la hipótesis de tau como vía final común

en la EA se correlaciona bien con las evidencias clínicas (Maccioni y Perry, 2009)

Agregados oligoméricos de tau han sido detectados en cerebros de pacientes con EA

(Maeda et al, 2006), incluyendo especies con patrones de migración en PAGE

concordantes dímeros de tau, los que parecen correlacionarse mejor con deterioro de

memoria que los ONFs (Berger et al, 2007). Algunos pacientes con DFTP-17 presentan

extensa neurodegeneración con alto nivel de fosforilación de tau, pero con una baja carga

de ONFs, lo que ha dado soporte a la posibilidad de la existencia de agregados

intermediarios de tau con características neurotóxicas en las taupatías humanas (Bird et

al, 1999).
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2. Biomarcadores en Enfermedad de Alzheimer

2.1 Necesidad de biomarcadores en la EA

Un biomarcador corresponde a un indicador de la presencia o extensión de una

enfermedad que está asociado directamente a las manifestaciones clínicas y al pronóstico

de la enfermedad. Los biomarcadores para deterioro cognitivo y demencia han sido un

tema evaluado en los últimos años y se ha discutido el valor de una gran variedad de ellos

(Maccioni et al, 2004). El informe de consenso de “The Ronald and Nancy Reagan

Research Institute of the Alzheimer’s Association” y el “National Institute on Aging

working group” relativo a marcadores moleculares y bioquímicos de la EA (1998)

enumeró los criterios específicos y características que deben poseer los biomarcadores

para la EA. En primer lugar, los biomarcadores deben ser precisos, confiables y

económicos, a la vez que deben detectar una característica fundamental de la

neuropatología. En segundo lugar, deben ser validados en casos confirmados

neuropatológicamente. También éstos deberían ser extremadamente sensibles a los

cambios en la enfermedad (sensibilidad >80%). Finalmente, la especificidad del

biomarcador debería ser lo suficientemente alta para diferenciar entre la EA y otros

desordenes neurodegenerativos. Basados en estos criterios, los científicos han podido

eliminar muchas sustancias que carecen de importancia en la enfermedad y que no

cumplen con el objetivo final que es el generar biomarcadores que contribuyan de manera

significativa al diagnostico de la EA (Mulder et al, 2000).

Numerosos grupos han hecho esfuerzos por descubrir estos biomarcadores. Se han

estudiado marcadores en líquido cefalorraquídeo (LCR), como niveles de péptido beta

amiloide, proteína tau total y tau fosforilada en diversos residuos (p-tau) (Maccioni et al,

2004). Entre éstos se ha reportado que el incremento de la variante hiperfosforilada de tau

en LCR aumenta progresivamente con el deterioro cognitivo, encontrándose una estrecha

correlacion entre éstos (Maccioni et al, 2006), mientras que al analizar también los

genotipos Apolipoproteína E (ApoE), se encuentra una asociación entre ApoE-ε4 y

mayor compromiso cognitivo en pacientes con MCI (Lavados et al, 2005).

Recientemente se ha descrito que las variaciones del hierro redox activo en el LCR de



26

sujetos con EA constituirían un sensor apropiado para evaluar el deterioro cognitivo

(Lavados et al, 2008).

La última revisión de los criterios diagnósticos de EA (criterios NINCDS-ADRDA)

(Dubois et al, 2007) atribuye gran importancia al uso de biomarcadores, como elementos

de apoyo al diagnóstico, considerando específicamente a la disminución de Aβ (1-42) en

LCR, el aumento de tau total o de p-tau en LCR y dejando lugar a la combinación de

estos biomarcadores o a nuevos marcadores validables dentro de los nuevos criterios. Los

estudios de imágenes pueden ser complementarios a la medición de biomarcadores.

Schoonenboom et al (2008) encontró que la evaluación de atrofia del lóbulo temporal

medial contribuye de forma independiente al diagnóstico de EA y que el estudio de

biomarcadores en LCR es más sensible en el diagnóstico, particularmente en EA

temprana, en ausencia de atrofia temporal medial. Por su parte (Fellgiebel et al, 2007)

describe que al combinar FDG-PET con mediciones de p-tau en LCR, FDG resulta un

mejor elemento predictivo de la conversión de MCI a demencia, mientras que p-tau es

más sensible para mostrar deterioro cognitivo

Lamentablemente muchos de los biomarcadores descritos al momento requieren de la

obtención de LCR, lo que implica la utilización de un procedimiento invasivo como la

punción lumbar para obtener las muestras. Peskind et al (2005) abordaron este tema

estudiando a 428 pacientes, en quienes se realizó punción lumbar utilizando la aguja

espinal Sprotte de 24 g y extrayendo hasta 31 ml de LCR para estudio de biomarcadores.

Evaluaron la presencia de ansiedad y cefalea en relación a la punción lumbar,

encontrando una frecuencia de cualquier efecto adverso de 11,7%, con eventos

clínicamente significativos en 3,97% y presencia de cefalea severa post punción lumbar

en 0,93%. Cabe destacar que los pacientes portadores de EA o MCI (67 sujetos)

presentaron una menor frecuencia de dolor post punción lumbar que el resto de los

sujetos (1,1% de cefalea leve y 0% de efectos adversos clínicamente significativos). Por

su parte Maccioni et al (2006) obtuvieron muestras de LCR en 93 pacientes mediante

punción lumbar con agujas de 20 o 22 g y extrayendo aproximadamente 5 ml de LCR,

con lo que reportan cefalea en menos de 5% de los pacientes (desde leve malestar a
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cefalea severa). Como se analiza mas abajo, estos últimos estudios permitieron

correlacionar de manera cuantificable los cambios en los niveles de tau hiperfosforilada

en el LCR con el nivel de progreso en el deterioro cognitivo de la cohorte de pacientes de

dicho estudio longitudinal, evidencias que permitieron la utilización de esta herramienta

como un biomarcador en casos de pacientes en riego de EA (Lavados et al, 2005;

Maccioni et al, 2006).

Como alternativa a los estudios en LCR se ha estudiado biomarcadores en sangre y orina,

lo que ha incluido el análisis de diversos compuestos en el plasma como son las distintas

fracciones de Aβ y el estudio de formas de la proteína precursora de amiloide (APP) en

plaquetas (Borroni et al, 2006)

2.2 Marcadores en LCR

El LCR se encuentra en íntimo contacto con el tejido nervioso, realizando un importante

intercambio de diversas sustancias al intersticio neural. No es de extrañar, por tanto, que

el LCR sea considerado como un  sensor fiable de los procesos que ocurren dentro del

encéfalo como son los que ocurren en la EA. Así se ha estudiado los niveles y

modificaciones de diversas proteínas y sustancias implicadas en la patogenia de la EA,

intentando validar su rol como biomarcadores.

2.2.1 Proteína beta amiloide: Los niveles de la fracción Aβ (1-42) regularmente se

encuentran disminuidos a menos de un 50% de su valor normal en el LCR de

pacientes con EA, lo que presenta una sensibilidad de 78% y una especificidad de

81-83% para el diagnostico de EA (Wiltfang et al, 2007). Se ha observado que

niveles bajos de Aβ (1-42) pueden predecir la aparición de deterioro cognitivo en

mujeres mayores sin demencia (Gustafson et al, 2007). Por su parte la fracción

Aβ (1-40) es el constituyente mayoritario del Aβ total del LCR. Se ha planteado

que la relación Aβ (1-42) / Aβ (1-40) tiene una mejor correlación con los niveles

de p-tau y que sería un mejor marcador que Aβ (1-42) aislado (Wiltfang et al,

2007).
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2.2.2 Tau y tau fosforilada: Tau fosforilada en treonina 181 (p-tau 181) permite

diferenciar a sujetos con EA de sujetos controles y con demencia con cuerpos de

Lewy, siendo un mejor marcador de EA que Aβ (1-42) y tau total (Vanderstichele

et al, 2006). Los estudios de Maccioni et al (2006) demuestran incrementos de tau

hiperfosforilada en sujetos con EA, en tanto solo la subpoblación de los sujetos

con MCI con mayor nivel de deterioro mostraban incrementos en esta variante

anómala de tau. Los niveles de Aβ (1-42) en tanto disminuyeron en el LCR de

sujetos con EA. Los niveles de tau en LCR permiten diferenciar los pacientes con

MCI que progresarán a demencia de aquellos con cuadros depresivos

(Schonknecht et al, 2007). Andersson et al (2007) describe un aumento de p-tau

en los pacientes con severo compromiso de memoria, que sólo es significativo en

aquellos que progresan a EA, sin encontrar cambios en tau total ni en Aβ (1-42).

En contraposición a estos resultados Zetterberg et al (2007) y Blennow et al

(2007) describen la estabilidad de tau total, p-tau 181 y Aβ (1-42) en LCR en una

observación a 2 años y 6 meses respectivamente, mientras que Bouwman et al

(2007) describe que Aβ (1-42), así como tau total (pero no p-tau 181) aumentan

con el paso del tiempo en el LCR de una cohorte de pacientes de una clínica de

memoria, independientemente de su diagnóstico. En dicho estudio no se observó

cambios en los niveles de p-tau 181 y se planteó que estos biomarcadores no

serían útiles para evaluar la progresión de la enfermedad. Al analizar los niveles

de p-tau 231, se ha sugerido un punto de corte de 27,32 pg/ml en LCR, con lo que

se logra predecir la conversión de MCI a EA con una sensibilidad de 66,7-100% y

una especificidad de 66,7-77,8% (Ewers et al, 2007).

Debe considerarse que el consumo de estatinas puede alterar los niveles de p-tau

en LCR, sin alterar Aβ (1-42) ni tau total (Riekse et al, 2006). Los niveles de p-

tau en LCR también podrían tener un lugar en la monitorización de la respuesta a

tratamiento. Así Degerman Gunnarsson et al (2007) estudió un grupo de 11

pacientes tratados con memantina por un año encontrando una disminución de p-

tau en LCR, sin encontrar cambios en tau total o Aβ (1-42).
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Un meta-análisis (Diniz et al, 2008) mostró que Aβ (1-42), tau total y p-tau son útiles

para predecir la evolución de MCI a EA. El genotipo ApoE-ε4 pudiese relacionarse a los

niveles de expresión de biomarcadores en LCR. Andersson et al (2007) encontró una

mayor expresión de tau total y p-tau y una disminución de Aβ (1-42) en pacientes con

compromiso severo de la memoria episódica y ApoE-ε4 (+). Por su parte, Engelborghs et

al (2007) realizó un estudio en muestras provenientes de 50 pacientes con EA confirmada

por autopsia sin encontrar relación entre Aβ (1-42), tau total y p-tau 181 con genotipo

ApoE-ε4 o con la carga de placas u ovillos neurofibrilares. Otro estudio reciente tampoco

encontró relación entre patología neurofibrilar y niveles de p-tau 181, pero si la encuentra

con p-tau 231 (Buerger et al, 2007).

Cabe mencionar la importancia de las condiciones de almacenamiento de las muestras;

así, las muestras para estudio de tau total y p-tau pueden mantenerse a temperatura

ambiente hasta 24 horas, mientras que las muestras de LCR para estudio de Aβ-42 deben

congelarse en forma inmediata (Kaiser et al, 2007).

2.3 Biomarcadores periféricos.

Uno de los biomarcadores periféricos más usados corresponde a la medición de

fracciones de Aβ en el plasma. Sin embargo, debe considerarse que los cambios en la

concentración de AB (1-40) son poco específicos para EA y se relacionan con la edad

(Luchsinger et al, 2007). Por otro lado cuando se evalúa los niveles de AB (1-42), se

encuentra que de manera aislada distan de ser un buen marcador de EA y se considera

que su aumento sería un evento inicial en esta patología, por lo que se ha propuesto la

necesidad de asociar otros marcadores como la atrofia del lóbulo temporal medial y

niveles de homocisteína (Blasko et al, 2008). También se ha planeado que existiría una

relación entre marcadores del metabolismo del ácido fólico y vitamina B12 con el

desarrollo de demencia. Numerosos grupos se han enfocado en demostrar esta relación,

presentando hasta el momento resultados contradictorios (Irizarry et al, 2005; Isobe et al,

2005; Koseoglu and Karaman, 2007; Serot et al, 2005; Seshadri et al, 2002).



30

2.3.1 Polimorfismo de ApoE.

ApoE es una proteína plasmática que está involucrada en el transporte del colesterol. En

el SNC, la ApoE esta implicada en el crecimiento y reparación del sistema nervioso

durante el desarrollo y después de un daño (Lambert et al, 2004). El gen de la ApoE se

localiza en el cromosoma 19 y presenta 3 alelos: ε2, ε3, ε4. El alelo ε4 esta asociado con

un mayor riesgo de presentar EA, encontrándose este alelo entre 40 al 50% en todos los

pacientes con la EA (Farrer et al, 1997). Sin embargo, se considera que ApoE serviría

más como un factor de riesgo de la EA que como un biomarcador (Mayeux et al, 1998).

Rojo et al (2006) han revisado la relación que existe entre alteraciones en la homeostasis

de los lípidos y la etiopatogénesis de la EA

2.3.2 Marcadores inflamatorios

Las moléculas proinflamatorias son potenciales marcadores periféricos de EA, sin

embargo, los resultados al estudiarlas han sido inconstantes. En los pacientes con EA se

ha descrito elevación en los niveles de CD40 soluble plasmático, así como una

disminución de TGF-β1, mientras que evaluaciones de niveles de IL-1, IL-2, IL-6 y TNF

α han producido resultados contradictorios (Rojo et al, 2008)

2.3.3 Alteraciones de la proteína p53

Se ha descrito la existencia de alteraciones en el plegamiento terciario de la proteína p53

que pueden ser reconocidas con anticuerpos específicos en los fibroblastos de pacientes

con EA (Uberti et al, 2006). Esta proteína alterada presenta alteraciones en su unión a

DNA y actividad transcripcional. Las mismas alteraciones de p53 fueron encontradas en

pacientes con EA al analizar células mononucleares de la sangre periférica mediante

técnicas de inmunoprecipitación y citofluorometría (Uberti et al, 2008). Se ha informado

que esta metodología de biomarcadores para la EA tendría una sensibilidad de 90% y una

especificidad del 77% (Lanni et al, 2008)

2.3.4 Péptido precursor de amiloide en plaquetas

El APP es una proteína transmembrana con 3 isoformas derivadas del splicing alternativo

del mismo mRNA. Mediante clivaje proteolítico, APP genera Aβ que es el mayor
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componente de las placas seniles. Por lo anterior, APP pudiese ser un biomarcador útil en

la EA. Las plaquetas contienen más del 95% del APP circulante, conteniendo toda la

maquinaria necesaria para el metabolismo de APP y se piensa que pueden tener un

correlato bioquímico con los procesos patogénicos de la EA (Zainaghi et al, 2007)

Además, se ha encontrado que la exposición de plaquetas a Aβ y otras proteínas mal

plegadas es capaz de inducir la activación y agregación plaquetaria. (Herczenik et al,

2007).

El 10% del APP presente en plaquetas corresponde a la proteína en su forma completa y

el 90% restante a formas solubles, truncas en su segmento carboxilo. Este APP soluble se

almacena junto a Aβ en los gránulos  de las plaquetas. Los estudios que han evaluado al

APP plaquetario como marcador de EA se han dedicado a estudiar la relación entre los

distintos fragmentos de APP presentes en las plaquetas y que pueden ser reconocidas

mediante técnicas de inmunoblot.

En la EA se ha descrito la reducción de la relación de formas de APP (130 kDa/110 kDa)

que se relaciona con la severidad y progresión de la enfermedad (Borroni et al, 2006)

(Figura 6). Presenta sensibilidad y especificidad para el diagnóstico de EA con un rango

que va del 80 al 95% (Borroni et al, 2006; Padovani et al, 2002). La disminución de la

relación entre las formas de APP es un evento temprano en la evolución de la EA y se ha

descrito que la sensibilidad y especificidad de este biomarcador para detectar la

conversión de deterioro cognitivo leve en EA es de 83% y 71% a dos años

respectivamente (Borroni et al, 2003; Borroni et al, 2006).

Este método no es cuantitativo y es probable que debido a diferencias en los múltiples

pasos del procesamiento de la muestra, la magnitud numérica del radio de APP varíe en

distintos estudios y, por lo tanto, se requiere una muestra estándar. Zainaghi et al (2007)

han descrito que existe un cambio significativo en el patrón de APP en plaquetas en

pacientes con EA, pero no así en pacientes con MCI y que existe una correlación positiva

entre el radio de APP y el desempeño de los sujetos en evaluaciones cognitivas. Por su

parte, Liu et al (2007) describen que la relación de formas de APP en plaquetas se
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correlaciona con el estado cognitivo de los pacientes y podría ser un predictor de

declinación cognitiva en pacientes con EA.

En cuanto a la utilidad de este biomarcador para la monitorización de la respuesta a

tratamiento, Liu et al (2005) encontró en un grupo de 39 pacientes con EA que la

administración del inhibidor de colinesterasa galantamina por 12 semanas era capaz de

producir un aumento en la relación entre formas de alto peso molecular y bajo peso

molecular de APP, al mismo tiempo que producía una mejoría significativa en

evaluaciones cognitivas. Estos resultados no eran modificados por la condición de

portador APOE-ε4. Una respuesta semejante con mejoría de la relación entre las formas

de APP se ha observado con el uso de donepezilo (Borroni et al, 2001).

La razón de la reducción en el radio de las formas de APP en EA no está clara, aunque se

ha postulado que se debe a un cambio en la relación de las actividades de las enzimas α-

secretasa (vía no amiloidogénica) y β-secretasa (vía amiloidogénica). El efecto de los

inhibidores de colinesterasa sobre el metabolismo de APP plaquetario dependería de

cambios en el balance de actividad α y β-secretasa (Zimmermann et al, 2005). También

se ha sugerido que los cambios en los radios de APP se relacionan a cambios en la fluidez

de la membrana plasmática de las plaquetas.
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Figura 6: Alteraciones en la relación entre las formas de 130 kDa y las de 106-110 kDa en

pacientes con EA. Los inmunoblots de homogenados de plaquetas se realizaron con el anticuerpo

22C11 específico para APP. En 1) se muestra un sujeto control, en 2) pacientes con demencia no

EA y en 3) pacientes con EA en quienes se aprecia una notoria reducción de la señal de APP en

130 kDa, respecto a las formas de 106-110 kDa (Di Luca et al, 1998)

2.3.5 Proteína tau en plaquetas

La proteína tau es un importante MAP en los axones y cumple roles fisiológicos críticos

en la estabilización de de los microtúbulos y la inducción de su ensamblaje (Maccioni et

al, 1995). Como ya se ha descrito, bajo condiciones patológicas tau puede sufrir

modificaciones post-traduccionales y es capaz de autoagregarse. Considerando la

evidencia que sugiere que las células de la sangre periférica y en particular las plaquetas

pueden ser un adecuado referente de los procesos fisiopatológicos que ocurren en el

encéfalo de pacientes con EA, en nuestro Laboratorio de Biología Celular Molecular y

Neurociencias, de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile, a cargo del

Profesor Dr. Ricardo Maccioni, se decidió analizar las plaquetas de pacientes con EA

evaluando si estas expresaban la proteína tau (información que no se encuentra disponible

en la literatura científica). Estudios iniciales con anticuerpos que reconocen la proteína

tau mostraron la presencia de esta proteína en inmunoblots de extractos de plaquetas

obtenidas desde sangre venosa periférica tanto en pacientes con EA como en sujetos

sanos jóvenes (18 a 25 años). En estos mismos estudios llama la atención la presencia de

bandas inmunorreactivas de tau que migran en pesos moleculares mucho mayores de lo

esperado para tau en electroforesis en condiciones desnaturantes y reductoras (SDS-
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PAGE). A estas bandas de tau de alto peso las hemos llamado HMW-tau para

diferenciarlas de la tau del peso correpondiente al monómero (cercano a 60 kDa), a la que

operacionalmente nombraremos L-tau (o light tau). Los primeros resultados indican que

las fracciones HMW-tau se encuentran aumentadas respecto de L-tau en pacientes

portadores de EA, al menos al comparar estos sujetos con controles jóvenes (Figura 7).

Figura 7: Inmunoblot representativo de extracto de plaquetas en sujetos controles jóvenes (C) y

pacientes con EA (EA). Se utilizó el anticuerpo tau-5 que reconoce tau total. A la derecha se

aprecia un control con tau purificada a partir de cerebro bovino (Bt) y en los recuadros inferiores

se muestra β-actina como control de carga. Se observa que las bandas de peso mayor a 70 kDa

(HMW-tau) son proporcionalmente mayores en los sujetos con EA que en los controles.

2.3.6 Proteína tau plaquetaria y envejecimiento

Con el fin de evaluar si los cambios en la proporción de HMW-tau y L-tau se relacionan

a la EA, o más bien, son un fenómeno relacionado con la edad, hemos realizado una

evaluación de los niveles y cambios en las distintas formas de tau en sujetos de distintas

edades y sin antecedentes de alteración cognitiva. Este análisis se realizó colaboración

con Patricio Pérez, tesista de Química y Farmacia de la Universidad Arturo Prat; en

forma paralela a los estudios incluidos en la presente tesis (Pérez et al, 2009).
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Se reclutaron 104 sujetos de edades que fluctuaron entre 29 y 87 años (promedio 57,7 ±

12,2 años) entre la población que acude al servicio de toma de muestras del Hospital de

Peñaflor. Se obtuvo un consentimiento informado de los participantes en la investigación

y se tomó una muestra de 6 cc de sangre venosa que fue procesada de acuerdo a los

protocolos que se describen en los puntos 5.3, 5.6, 5.7, 5.11 y a la figura 10, para obtener

un extracto de proteínas de plaquetas que fue analizado mediante técnicas de inmunoblot

con el anticuerpo Tau-5, que reconoce tau total, Tau-1 que reconoce formas no

fosforiladas de tau y PHF-1 que reconoce formas fosforiladas de tau. Se realizó un

análisis mediante densitometría de las bandas de proteína tau en inmunoblots,

encontrándose que la relación entre formas de alto y bajo peso molecular de tau, se

mantiene estable a un amplio rango de edades tal como se aprecia en la Figura 8.
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Figura 8: Gráfico de dispersión de datos que muestra la razón entre formas de tau de alto y bajo

peso molecular (HMW-tau/L-tau) en sujetos sin deterioro cognitivo a distintas edades. Los puntos

negros corresponden a inmunoblots realizados con el anticuerpo Tau-5, mientras que los puntos

rojos corresponden a las mismas muestras, pero esta vez analizadas con el anticuerpo Tau-1. Se

aprecia que para ambos casos la razón HMW-tau/L-tau (en el eje de las ordenadas) tiende a

mantenerse constante dentro de un amplio rango de edades (abscisas). R2= 0,3089; SD = 0,2283;

p <0.0001 para Tau-5 y R2= 0,0235; SD = 0,0897; p = 0.0172. (Pérez, 2009).

En los mismos sujetos se realizó un análisis semicuantitativo de la cantidad de tau

fosforilada, evaluada en inmunoblots con el anticuerpo PHF-1, encontrándose que la

cantidad de tau fosforilada reconocida por el anticuerpo tiende a decrecer en relación a la

edad, tal como se muestra en la Figura 9.
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Figura 9: Gráfico de dispersión de datos, que muestra la cantidad relativa de tau fosforilada a

distintas edades. Cada punto representa la cantidad de tau fosforilada normalizada por β-actina en

inmunoblots de extractos de proteínas plaquetarias con el anticuerpo PHF-1. R2= 0,682; SD =

0,179; p <0.0001. (Pérez, 2009).

Los datos experimentales, entonces, sugieren que los cambios en la proporción entre

HMW-tau y L-tau que se aprecian en pacientes con EA no son una alteración secundaria

al envejecimiento y podrían estar relacionados a la fisiopatología de la EA y, por lo tanto,

pudiesen ser utilizados como un novedoso marcador bioquímico de la enfermedad. La

disminución de la cantidad de tau fosforilada que se observa en relación a la edad puede

tener relación con cambios en los patrones de actividad de los sistemas de quinasas y

fosfatasas durante el envejecimiento, lo que sería similar a los cambios descritos durante

el desarrollo (Yu et al, 2009). Por otro lado, se cuenta con evidencia de que el estrés

oxidativo es capaz de aumentar la actividad de la fosfatasa PP1, lo que a su vez lleva a

una disminución en la fosforilación de tau (Zambrano et al, 2004); un mecanismo

semejante podría ser responsable por los cambios en el patrón de fosforilación de tau en

relación al envejecimiento.
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3. HIPÓTESIS DE TRABAJO

Para el desarrollo de la investigación en la presente Tesis Doctoral hemos propuesto las

siguientes hipótesis de trabajo:

A) La enfermedad de Alzheimer no es una patología solamente circunscrita al

sistema nervioso, sino un desorden sistémico que se expresa mayormente, pero no

en forma única, a nivel del sistema nervioso central

B) Existen cambios a nivel celular y bioquímico que involucran a la proteína tau en

las plaquetas de los pacientes con EA, cuyo análisis podría de utilidad para un

diseño futuro de biomarcadores periféricos de la enfermedad (Maccioni y Farías

2009).

C) Las formas de proteína tau de alto peso que hemos encontrado en plaquetas

corresponderían a formas oligoméricas de la proteína

D) Basados en evidencias del estudio piloto de esta Tesis Doctoral y en estudios

previos de nuestro laboratorio, planteamos que existe una correlación entre la

razón HMW-tau/L-tau en plaquetas y el nivel de deterioro cognitivo en pacientes

portadores de EA. Así esperamos que pacientes con mayor grado de deterioro

cognitivo tengan una mayor razón HMW-tau/L-tau

E) La medición de la razón HMW-tau/L-tau en plaquetas puede servir de base para

desarrollar un biomarcador para el diagnóstico precoz y el seguimiento de

pacientes con EA. Este podría ser parte de un algoritmo de evaluación clínica y de

laboratorio de la enfermedad que ayude a mejorar nuestra capacidad diagnostica

en vivo e, idealmente, de forma presintomática.
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4. OBJETIVOS ESPECÍFICOS

1) Evaluar los patrones electroforéticos de HMW-tau y L-tau en plaquetas humanas

de pacientes con EA y controles sanos pareados por edad.

2) Evaluar si existe una correlación directa entre las distintas formas de tau y p-tau

con el nivel de deterioro cognitivo de pacientes con EA, evaluados por neuropsicología

3) Evaluar la relación entre niveles de las distintas fracciones de tau plaquetaria y de

la relación HMW-tau/L-tau con las fracciones de distinto peso molecular de APP en

plaquetas de pacientes portadores de EA y controles
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5. MÉTODOS

Estudio clínico

5.1 Pacientes: 66 sujetos fueron reclutados, de acuerdo a criterios de inclusión

definidos, entre abril de 2007 y mayo de 2010 siendo clasificados en uno de los

siguientes 4 grupos:

1) EA  inicial (21 sujetos): puntaje en Minimental de Folstein (MMSE) (Folstein et al,

1975) 18 a 26 puntos de 30

2) EA moderada (15 sujetos): MMSE 10 a 17 puntos.

3) EA avanzada (11): MMSE 0 a 9 puntos

4) sujetos controles, sin alteración cognitiva en las evaluaciones realizadas (19).

También se reclutó y analizaron muestras provenientes de 3 sujetos con deterioro

cognitivo leve (MCI) y de 3 sujetos portadores de demencias no correspondientes a EA.

Los sujetos participantes en el estudio pertenecen a la población que atiende la Unidad de

neurología Cognitiva del Hospital del Salvador y el Instituto chileno de neurología

cognitiva y cumplieron con los siguientes criterios de inclusión:

1) Los pacientes con EA probable cumplieron los criterios de NINCDS-ADRDA

(McKhann et al, 1984). En el caso de los sujetos controles, las evaluaciones

neuropsicológicas demuestran un desempeño cognitivo dentro de rangos normales y

acorde a su edad y nivel educacional.

2) Edades de los sujetos entre 50 y 90 años.

3) Los sujetos no eran portadores de patologías médicas, neurológicas o psiquiátricas, que

pudiesen afectar su participación en el estudio o los resultados de este.

4) Los sujetos indicaron que estaban dispuestos a participar en el estudio tras otorgar un

consentimiento informado que fue firmado también por el representante legal en caso de

pacientes con deterioro cognitivo.

Los estudios se realizaron con la aprobación del Comité de Ética Médica de la Facultad

de Medicina, Universidad de Chile, y del respectivo Comité del Hospital Salvador (ver

Anexos 2 y 3).
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Los pacientes fueron agrupados por género, edad y nivel educacional y los controles

fueron seleccionados entre sujetos de similares características. Los participantes

pertenecen a la población del área residencial de Santiago (alrededor de 41% de ancestros

amerindios y 59% caucásicos). Todos los participantes fueron evaluados en su estado

médico y neurológico con el fin de descartar patologías que pudiesen alterar los

resultados del estudio y confirmar su estado neurológico y función cognitiva. Se requirió

que los pacientes con deterioro cognitivo contasen con una tomografía axial computada o

resonancia nuclear magnética de encéfalo para descartar lesiones vasculares cerebrales,

neoplasias, hematomas subdurales o cualquier otra causa de deterioro cognitivo que no

corresponda a EA o invalide el diagnóstico o estratificación cognitiva del paciente.

5.2 Evaluación neuropsicológica

Los sujetos que ingresaron al estudio participaron en una evaluación neuropsicológica

para apoyar a su diagnóstico y clasificación cognitiva. Esta evaluación incluyó como

mínimo la aplicación de los instrumentos Minimental de Folstein (MMSE) (Folstein et al,

1975), y Global Deterioration Scale (GDS) (Reisberg et al, 1982).

Análisis bioquímicos

5.3 Purificación de plaquetas

Muestras de 5 cc de sangre venosa periférica se obtuvieron mediante punción venosa en

la vena antecubital con sistema Venoject® (Terumo medical products) en tubos que

contienen K2EDTA (10,8 mg) (BD Vacutainer®) las muestras fueron mantenidas a

temperatura ambiente se procesaron tras un período no mayor a 2 horas. Las plaquetas

fueron aisladas mediante centrifugación diferencial de acuerdo a Rao (1988), con

modificaciones menores. La sangre se centrifugó a 200 g durante 10 minutos a 25°C

(Rotina 35R Hettich Zentrifugen), obteniendose un sobrenadante de plasma rico en

plaquetas, el que posteriormente se centrifuga a 1600 g durante 10 minutos a 25°C, para

obtener un pellet de plaquetas. El plasma se guardó a -80°C para eventuales análisis

posteriores. Se agregaron 220 µL de NH4Cl 0,83% a 25°C durante 5 minutos con el fin

de lisar eritrocitos residuales. Se centrifugó nuevamente las muestras a 1500 g durante 10



42

minutos a 25°C, y se lavó las plaquetas con 220 µL de tampón fosfato salino (PBS, 1,4

mM NaCl, 0,02 mM KCl, 0,1 mM Na2HPO4, 0,017 mM KH2PO4 ) - EDTA 1 mM en dos

ocasiones.

5.4 Inmunofluorescencia

5.4.1 Plaquetas no adheridas: Las plaquetas frescas obtenidas en tubos Eppendorf se

resuspendieron en 30 µL de formaldehído al 2% durante 15 minutos. Esta muestra se

centrifugó a 1500 g durante 10 minutos a 25°C, y se lava 3 veces con buffer PBS, para

luego centrifugar a 1200 g durante 5 minutos a 25°C, recuperandose el pellet. Se

permeabilizaron las plaquetas con 30µL de PBS - Triton X-100 0,1% durante 10 minutos

a 25°C. Luego se lavó 3 veces con buffer PBS. Posteriormente se centrifugó a 1200g

durante 5 minutos a 25°C, recuperando el pellet. Se bloquea con PBS – Albumina de

suero bovino (BSA) 1% durante 30 minutos. Luego se centrifugó a 1200g durante 5

minutos a 4°C recuperando el pellet, el cual se incuba con los anticuerpos Tau-5 (50

g/ml, aporte generoso del Dr. Lester Binder, Northwestern University, Chicago, IL),

Tau-1 (50 g/ml, donación del Dr. Lester Binder) o PHF-1 (1:20, generoso aporte del Dr.

Peter Davies, Albert Einstein College of Medicine, NY, USA) en BSA 1% durante toda la

noche a 4°C. Posterior a la incubación con anticuerpo primario, se realizó un lavado con

Tampón PBS durante 5 minutos. Esta solución se resuspendió y centrifugó a 1200g

durante  5 minutos a 4°C. Se incubó con el anticuerpo secundario Alexa fluor 555 1:300

y faloidina FITC (Sigma Chemical Co, St. Louis MO) 1: 400 en PBS - BSA 1% durante

1 hora a 4°C. Se realizaron 3 lavados con PBS por 5 minutos y posteriormente se

centrifugó a 1200 g a 4°C y se recuperó un pellet que se resuspendió en PBS. Se colocó

una gota de la suspensión anterior en el portaobjeto y se dejó secar (no completamente).

Se adicionó medio de montaje (Fluorsave). Las muestras se cubrieron con cubreobjeto y

se las dejó secar toda la noche a 25°C en oscuridad. Las muestras se evaluaron mediante

microscopía de fluorescencia y microscopía confocal (Zeiss META10). Las

características de los anticuerpos primarios utilizados en el presente estudio se describen

en la tabla 1.
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Tabla 1: Anticuerpos primarios utilizados en el presente estudio.

Anticuerpo características

Tau-5

IgG1 de ratón, reacciona con formas fosforiladas y no fosforiladas

de tau. Su epítopo está en la zona media de tau. No presenta

reacción cruzada con MAPs o tubulina

Tau-1
IgG1 de ratón monoclonal. Detecta múltiples isoformas de tau.

Reconoce tau no fosforilada en Ser 195/198/199/202

Tau-12

IgG1 monoclonal de ratón específico contra los residuos 9 – 18

del N-terminal de tau. Este epitomo se pierde tras corte de tau por

caspasa 6 (implica formas más maduras de tau patológica)

PHF-1
Anticuerpo generado en ratón, reconoce tau fosforilada en Ser 396

y Ser 404

22C11
IgG1 monoclonal de ratón. Reconoce los residuos 66 – 81 del N-

terminal de APP en todas las isoformas de APP

5.4.2 Plaquetas adheridas: Plaquetas frescas suspendidas en PBS, son colocadas sobre

un cubreobjeto inmediatamente después de ser purificadas para permitir que se activen y

adhieran a la superficie de vidrio de acuerdo a Vega et al (2006) con modificaciones

menores. Se permitió la adhesión de plaquetas al cubreobjetos durante 20 minutos y

posteriormente se eliminaron las plaquetas no adheridas mediante dos lavados con PBS.

Las plaquetas adheridas fueron fijadas y permeabilizadas en 2% paraformaldehído,

0,05% glutaraldehído y 0,04% NP40 en solución estabilizante de citoesqueleto (PHEM:

100 mM PIPES, 5,25 mM HEPES, 10 mM EGTA, 20 mM MgCl2) por 20 minutos. Las

plaquetas posteriormente se incubaron durante 1 hora en PBS-BSA 5% y posteriormente

se incubaron con los anticuerpos: Tau-5 (50 g/ml), Tau-1 (50 g/ml) o PHF-1 (1:20) en

BSA 1% a 4º C durante la noche o una hora a temperatura ambiente y luego se incubaron

con faloidina FITC 1:400 y Alexa Fluor 555 1:300 en PBS – BSA 1% durante 1 hora a

temperatura ambiente. Se lavaron los cubreobjetos con PBS por tres veces y
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posteriormente en agua destilada y desionizada, se agregó medio de montaje y se

montaron las muestras en portaobjetos, dejándolas en la oscuridad durante la noche, para

ser evaluadas al día siguiente.

5.5 Analisis de citometría de flujo

Las plaquetas fueron fijadas en formaldehído 2%, tal como se describe en el punto 5.4.1

y posteriormente fueron suspendidas en 200 l de PBS y contadas en un hemocitómetro

(Neubauer). Se tomaron 1000 plaquetas por ml y fueron analizadas mediante FACScan

utilizando el software FACSDiva 6.1.1 (Becton Dickinson, San José, CA, USA).

5.6 Extracción de proteínas de plaquetas

La muestra de plaquetas purificadas se centrifugaron a 1500 g durante 10 minutos a 25

°C y posteriormente se lisa el pellet de plaquetas con 150 µL de buffer de

radioinmunoensayo (RIPA, 5,0 mM Tris - HCl pH 7.,5, 1,5 mM NaCl, 10% NP-40, 10%

deoxycholate, 20 mM EDTA pH 8,0, 500 mM NaF, 1% SDS). La solución se centrifuga

a 1500g durante 10 minutos a 25 °C, y se agregan 3 µL de un “cocktail” de inhibidores de

proteasas (Sigma). Las muestras se almacenaron a -80 °C hasta ser analizadas. La

concentración de proteínas fue determinada mediante el método de Bradford (Bradford,

1976), utilizando reactivo Bradford Protein Assays (Bio-Rad) de acuerdo a las

instrucciones del fabricante, utilizando concentraciones estándar de BSA para realizar

curvas de titulación en placas de ELISA, las cuales fueron evaluadas en un lector de

microplacas (SunriseTM, Tecan, Suiza) utilizando el software MagellanTM 2,5,0,6.

5.7 Electroforesis en geles de poliacrilamida: Se realizó la separación de las

proteínas plaquetarias en geles verticales utilizando minigeles según la técnica estándar

de geles de Laemmli (Laemmli, 1970). Se cargó 50 μg de proteína en un gel de

poliacrilamida - bisacrilamida 10% y se realizó electoforesis (PAGE) a 100 mV por 90

minutos, bajo las siguientes condiciones

- PAGE en condiciones nativas (PAGE no desnaturante): muestra de proteínas en

tampón de carga no denaturante (62 mM Tris-HCl (pH 6,8), 5% glicerol, 0,01% azul de

bromofenol)
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- PAGE en condiciones desnaturantes y reductoras (SDS-PAGE): muestra de

proteínas en tampón de carga reductor (12 mM Tris-HCl (pH 6,8), 5% glicerol; 0,4%

Dodecil Sulfato de Sodio (SDS), 0,02% azul de bromofenol, 1% 2-mercapto etanol), se

hierve a 100o C por 5 minutos, previo a cargar la muestra en el gel

- PAGE en condiciones desnaturantes no reductoras (NR-PAGE): muestra de

proteínas en tampón de carga no reductor (33 mM Tris-HCl (pH 6,8), 5% glicerol, 1%

SDS, 0.016% azul de bromofenol), se hierve a 100 oC por 5 minutos, previo a cargar la

muestra en el gel

5.8 Tinción de proteínas en gel de poliacrilamida con Azul de Coumassie

Se sumergió el gel de poliacrilamida durante 1 hora en una solución de Azul de

Coumassie G 250 0,1%, metanol 50% en Agua MilliQ (solución filtrada tras ser

preparada), en agitación constante. Posteriormente, se procedió a la destinción del gel en

una solución de metanol al 40% bajo agitación, realizando varios lavados y reemplazando

la solución una vez que se torna de color azul, hasta que se logra distinguir

adecuadamente las bandas de proteína en el gel. Posteriormente el gel se mantuvo en

agua a 4 ºC hasta ser analizado.

5.9 Tinción de Plata

Se sumergió el gel en una solución de fijación (10% ácido acético, 30% etanol) toda la

noche, posteriormente se lavó en etanol al 30% 3 veces por 20 minutos, luego se lavó con

agua destilada 2 veces por 15 minutos. Se dejó el gel en solución sensibilizadora de

Na2SO3 0,015% por 1 minuto, se lavó 2 veces con agua por 1 minuto a continuación, se

dejo en la solución de tinción (0,2% de AgNO3, 1mM formaldehído) por 1 hora, se lavó

en agua por 1 minuto, para dejar en solución reveladora (6% NaCO3, 6mM formaldehído)

hasta que las bandas de proteína se hacen visibles, se sumergió el gel en la solución de

detención por 20 minutos, se lavó 4 veces por 30 minutos. Todos los pasos anteriormente

descritos se realizaron en agitación constante para una tinción homogénea del gel, que

finalmente, se guardó en etanol al 20% a 4 °C hasta su análisis.
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5.10 Tinción reversible de proteínas transferidas a membranas de nitrocelulosa con

rojo Ponceau

Se dejó la membrana una vez transferida en solución de rojo Ponceau (Ponceau S 0,3%,

ácido acético 1%), por 5 minutos a temperatura ambiente en constante agitación,

posteriormente se eliminó el exceso de tinción con agua por 2 min. Luego se fotografía la

membrana y se destiñe completamente por 10 minutos en PBS-Tween 0,05% para

permitir continuar con el protocolo de inmunoblot

5.11 Inmunoblots

Las proteínas separadas por electroforesis se transfirieron a membranas de nitrocelulosa

mediante transferencia en tanque a 100 mV por una hora. A continuación, la membrana

fue bloqueada con leche descremada 5% en PBS por 1 hora. Posteriormente las

membranas fueron incubadas con alguno de los siguientes anticuerpos primarios: Tau-5

(2 µg/ml), Tau-1 (2 µg/ml), PHF-1 (1:100), 22C11 (Chemicon®) (0,25 µg/ml) β-actina

(1:6000) en leche descremada al 1% en PBS por 2 horas. Después de tres lavados con

PBS-Tween (0.05%) las membranas fueron incubadas con un anticuerpo secundario

asociado a peroxidada (Santa Cruz) (1:5000 en leche descremada al 1% en PBS). Todas

las etapas de incubación y lavado fueron realizadas en agitación constante. Finalmente la

detección se llevó a cabo utilizando un sistema de quimioluminiscencia con el kit

SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Scientific), capaz de

detectar femtogramos de antígeno. La señal se detectó en placas Kodak y la imagen se

digitalizó para analizar las intensidades de las bandas utilizando el programa ImageJ 1.40

(National Institutes of Health, USA). En el caso se ocurrir sobreexposición de la placa

fotográfica se utilizó el kit Erase-It® Background Eliminator (Pierce), para eliminar

artefactos del revelado, de acuerdo a instrucciones del fabricante. Se realizó luego un

análisis densitométrico cuantificando la razón entre las diferentes variantes de peso

molecular de tau, p-tau y APP y la razón entre estas y el control de carga (β-actina) para

el cálculo de cantidades relativas de las distintas proteínas. La Figura 10 resume los pasos

realizados desde la obtención de una muestra de sangre venosa hasta el análisis

densitométrico de las distintas fracciones de tau.
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Cuando fue necesario realizar análisis repetidos con diversos anticuerpos en una misma

membrana se procedio a eliminar los anticuerpos unidos previamente lavando la

membrana con tampón de “stripping” (100 mM 2-Mercaptoetanol, 2% SDS, 62.5 mM

Tris-HCl, pH 6.8) por 30 minutos bajo agitación a 50 ºC. Posteriormente se lavó la

membrana durante 10 minutos por 3 veces con PBS-Tween 0,05% y se bloqueó con leche

descremada 5% en PBS por una hora antes de utilizar otro anticuerpo.



48

Figura 10: Diagrama esquemático de la metodología para el análisis de las fracciones de tau

plaquetaria en muestras de sangre periférica.
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5.12 Inmunoprecipitación de tau plaquetaria

Se utilizó el kit Seize X® Protein G immunoprecipitation (Pierce, Rockford, IL, USA) de

acuerdo a las instucciones del fabricante en los siguientes pasos

5.12.1 Unión del anticuerpo a la proteína G inmovilizada: La proteína G

inmovilizada y sus reactivos fueron llevados a temperatura ambiente durante

aproximadamente 30 minutos. Una vez ambientada, se adiciono 500 μL de agua ultra

pura al tampón liofilizado para su resuspensión. Se agregó 0,4 ml de proteína G

inmovilizada (50% lechosa) dentro de una columna de centrifugación HandeeTM dentro

de un tubo de microcentrifuga HandeeTM y centrifugó por 1 minuto a 3000 g. Se descartó

el flujo completamente y se reemplazó el recipiente de centrifuga. Se lavó el gel por

adición de 0,4mL de tampón de unión/lavado (0,14 M NaCl, 0,008 M fosfato de sodio,

0,002 M fosfato de potasio, 0,01 M KCl, pH7,4). Se tapó el tubo y resuspendió el gel

invirtiéndolo con una suave agitación. Se centrifugó por 1 minuto a 3000 g, luego se

descartó el flujo completamente y se reemplazo el recipiente de centrifuga. Se repitió este

paso una vez. Dentro de un tubo de microcentrífuga se colocó la columna con el gel

preparado. Se agregó 500 μg de anticuerpo Tau-5 preparado en 0,4 ml de tampón de

unión/lavado. Se agitó la columna por 30 minutos para permitir que el anticuerpo se una

al gel. Se centrifugó a 3000 g por 1 minuto. Se colocó la columna en otro tubo de

microcentrífuga y se agregó 0,5 mL de tampón de unión/lavado. Se invirtió el tubo 10

veces, luego se centrifugó el tubo por 1 minuto a 3000 g, se descartó el flujo

completamente. Se repitió este paso dos veces usando el mismo tubo colector. Se

transfirió la columna a otro tubo de microcentrífuga y se agrego 0,4mL de tampón de

unión/lavado.

5.12.2 Vinculación del anticuerpo unido: Se agregó 80 μL de dimetilsulfoxido

(DMSO) a un tubo de No-WeighTM DSS. Se adicionó 25 μL de esta solución a la

columna que contiene el anticuerpo unido al gel. Se agitó lentamente por 60 minutos,

luego se centrifugó por 1 minuto a 3000 g y se descartó el líquido remanente. Se adicionó

500 μL de tampón de elución Immunopure® (pH 2.8) en la columna. La columna se

invirtió 10 veces para luego centrifugar por 1 minuto a 3000 g y se descartó todo el
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sobrenadante. Se colocó la columna en otro tubo de microcentrífuga. Se repitió este paso

4 veces para detener la reacción y eliminar el exceso de DSS y el anticuerpo no acoplado.

La columna se colocó en un nuevo tubo de microcentrifuga y el gel fue lavado 2 veces

con 500 μL de tampón de unión/lavado.

5.12.3 Inmunoprecipitación del antígeno: Se diluyó la muestra de lisis de plaquetas

1:1 con tampón de unión/lavado y se agregó 0,5mL a la columna. Posteriormente se

incubó la muestra agitando suavemente por 1 hora, para luego centrifugar a 3000 g

durante 1 minuto. Se colocó la columna en un nuevo tubo de centrifuga y se adicionó 0,5

mL de tampón unión/lavado en la columna, se agitó por inversión 10 veces. Se centrifugó

a 3000 g por 1 minuto y se descartó el flujo. Se repitieron los lavados 2 veces más.

5.12.4 Elución del antígeno inmunoprecipitado: Para este procedimiento se agregó 190

μL de de tampón de elución Immunopure® en la columna. Se agitó por inversión 10

veces, luego se centrifugó a 3000 g por 1 minuto. Esta etapa se repitió 2 veces para eluir

la totalidad de la muestra. Se evaluaron las 3 fracciones eluidas por SDS-PAGE.

5.12.5 PAGE del antígeno inmunoprecipitado: Se tomaron 20 µl de la muestra

obtenida y se agregó 5 µl buffer de carga contenido en el kit de inmunoprecipitación (0,3

M Tris-HCl, 5% SDS, 50% glicerol, pH 6,8) previamente equilibrado a temperatura

ambiente. Se realiza mezcla por inversión 10 veces en tubo de microcentrífuga y se hirvió

la muestra por 5 minutos. El buffer de carga no contiene agente reductor. Para los

experimentos en condiciones reductoras se adicionó ditiotretiol (DTT) (2 - 3 µl de DTT 1

M por muestra).

Estadística

5.13 Análisis estadístico: se utilizó el programa computacional SPSS 17.0 para

Windows. Las comparaciones de niveles de biomarcadores, edad, educación y

mediciones cognitivas entre los distintos grupos se realizaron mediante el estadígrafo t de

Student para muestras no relacionadas o mediante análisis de varianza (ANOVA) de una

vía para comparar más de dos promedios, considerando cada medición como la variable
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independiente comparando los grupos. Se utilizó el test de Bonferroni post hoc para

evaluar diferencias significativas entre promedios.

También se realizó análisis multivariado mediante regresión logistica binaria para evaluar

la relación entre el estado cognitivo de los sujetos y las posibles variables predictoras,

introduciendo las variables independientes en el modelo hacia delante y por pasos.

El nivel de significancia se fijó en 0,05 para considerar las diferencias significativas en

los distintos análisis estadísticos.
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6. RESULTADOS

6.1 Características de los sujetos participantes

Los participantes de este estudio tenían edades que oscilaban entre los 52 a los 105 años,

correspondiendo en un 39,4% a hombres y 60,6% a mujeres, con escolaridad promedio

de 11 años para controles y 8 años para el grupo de sujetos con EA. La Tabla 2 muestra

las características de los sujetos participantes

Tabla 2: Características relevantes de los sujetos participantes en el estudio. Para cada una

de las características descritas se muestra el número de sujetos y entre paréntesis el porcentaje al

que corresponden o el rango que incluye al 95% de ellos. En la columna de la derecha se aprecia

el nivel de significancia (p) de las diferencias entre los grupos control y EA

Control EA p

Hombres 5 (19%) 21 (78%) 0,167

Mujeres 14 (31%) 26 (58%) 0,167

Edad 70 (52 - 82) 76 (61 – 89) 0,014

Educación (años) 11 (4 – 17) 8 (1 -17) 0,041

GDS 1 (1 – 2) 5 (4 – 6) 0,000

MMSE 29 (22 – 30) 16 (4 – 26) 0,000

Los sujetos fueron clasificados de acuerdo a su rendimiento cognitivo en MMSE como

sujetos controles, portadores de EA inicial, portadores de EA moderada y portadores de

EA avanzada, tal como se describe en la Tabla 3.
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Tabla 3: Agrupación de los participantes en el estudio de acuerdo a su estado cognitivo

Control
EA inicial

(MMSE 26 -18)
EA moderada

(MMSE 17 – 10)
EA severa

(MMSE 9 – 0) MCI
Otras

demencias

19 21 15 11 3 3

En la Tabla 3 también se incluye a 3 sujetos portadores de MCI y a 3 sujetos portadores

de demencia que no corresponden a EA (uno correspondiente a DCB y dos a demencia

frontotemporal (DFT)). Tanto los sujetos con MCI como los portadores de demencia no

EA en estricto rigor no cumplen con los criterios de inclusión en este estudio, sin

embargo, también fueron incluidos dentro de los análisis pues se consideró que ellos

podían servir de manera importante como un indicador inicial del comportamiento de sus

respectivas poblaciones en los análisis bioquímicos que se describen más abajo.

6.2 Estandarización de la técnica de purificación de plaquetas mediante

centrifugación diferencial

Se estandarizó la técnica de purificación de plaquetas mediante centrifugación diferencial

de acuerdo a Rao (1988). Se evaluó el rendimiento de los pasos de purificación de

plaquetas mediante microscopía de campo oscuro (Figura 11). En estas imágenes se

observa en forma prácticamente exclusiva la presencia de células esféricas de 2 a 3 µm de

diámetro, compatibles con plaquetas.
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Figura 11: Microscopía de campo oscuro mostrando las plaqueras obtenidas mediante los pasos

de centrifugación diferencial. Sólo se aprecia la presencia de células de 2 a 3 µm de diámetro que

corresponden a plaquetas. Barra: 10 µm.

10  µm

Con el fin de cuantificar la pureza de las plaquetas obtenidas se utilizó técnicas de

citometría de flujo para analizar de plaquetas purificadas desde muestras de sangre

periférica de sujetos control. Tal como se aprecia en la Figura 12, la pureza de las

muestras de plaquetas es cercana al 90%
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Figura 12: Estudio de citometría de flujo que muestra el patrón de dispersión de luz

característico de plaquetas obtenidas de sangre total y posteriormente fijadas. Los datos fueron

recogidos y representados como logaritmo de la dispersión de luz ortogonal y frontal. Las

plaquetas aisladas se identifican por su patrón de dispersión de luz y se representan en verde,

correspondiendo al 84,1% de la muestra. En rojo se incluyen las plaquetas que están formando

agregados. En total, las plaquetas corresponden al 89,8% de la muestra.

6.3 Inmunofluorescencia de plaquetas

Se realizó inmunofluorescencia con anticuerpos específicos dirigidos contra tau en

plaquetas purificadas a partir de muestras provenientes de sujetos controles y portadores

de EA. Como se observa en la Figura 13 no se encontró diferencias en el patrón ni en la

intensidad de señal de tau entre sujetos con EA y controles.
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Figura 13: Microscopía de epifluorescencia de plaquetas aisladas de sujetos control  (A – C) y

pacientes con EA (D – F). A y D corresponden a β-actina (marcada con faloidina conjugada con

Alexa verde). B y E corresponden a señal de tau total (anticuerpo Tau-5); C y F son imágenes

sobrepuestas. Las barras representan 5 µm.

Además se comparó el patrón de señal de tau plaquetaria con anticuerpos dirigidos contra

formas de tau total (anticuerpo Tau-5) y tau fosforilada (anticuerpo PHF-1) sin demostrar

mayores diferencias en el patrón de señal para ambas formas de tau (Figura 14).
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Figura 14: Microscopia confocal de plaquetas marcadas con los anticuerpos Tau-5 que reconoce

tau total (A-C) y PHF-1 contra tau hiperfosforilada (D-F). (G-I) corresponde a control sin

anticuerpo primario. En A y D se aprecia la señal de tau; B, E y H corresponden a citoesqueleto

de actina marcado con faloidina; C, F e I corresponden a la superposición de las imágenes A-B,

D-E, G-H respectivamente. Barra corresponde a 10 µm

6.4 Inmunoprecipitación de tau plaquetaria

Extractos de proteínas totales de plaquetas aisladas de un sujetos control fueron

sometidas a inmunoprecipitación en una columna de esferas de Sefarosa unida a proteína

G y por unión covalente al anticuerpo Tau-5. En este sistema el anticuerpo no unido a
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Sefarosa se eluye (Figura 15 A) previo a incubar la columna con el extracto de proteínas

plaquetarias. Posteriormente se eluye las proteínas no reconocidas por el anticuerpo Tau-

5 (Figura 15 B) y en un último paso se realiza elusión de las proteínas unidas al

anticuerpo Tau-5 que corresponden a formas de tau plaquetaria (Figura 15 C, D, E). Se

realizó NR-PAGE de los inmunoprecipitados de tau y se comprobó que la proteína

inmunoprecipitada correspondía a tau mediante inmunoblot con un segundo anticuerpo

específico para tau (PHF-1). Bajo estas condiciones se observa la presencia de formas del

peso esperado para monómeros de tau (cercano a 60 kDa) y también la presencia de

formas de tau de mayor peso molecular (cercano a 200 kDa).

Figura 15: Diversas fracciones de proteínas obtenidas en los pasos de inmunoprecipitación de

tau plaquetaria analizados en geles de poliacrilamida con tinción de plata (A – E) y en inmunoblot

con el anticuerpo PHF-1 (F). A) Eluido de anticuerpo Tau-5 no unido a Sefarosa durante la

preparación de la columna de inmunoprecipitación. B) Eluido de proteínas plaquetarias no unidas

al anticuerpo Tau-5. C), D) y E) corresponden respectivamente al primer, segundo y tercer eluido

de la proteína tau inmunoprecipitada. En F) se observa inmunoblot de la proteína tau

inmunoprecipitada reconocida por el anticuerpo PHF-1

A FB DC E

kD
a
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6.5 Patrones electroforéticos de HMWp-tau y L-tau en plaquetas humanas de

pacientes con EA y controles (Objetivo 1)

Se evaluaron los patrones electroforéticos y la intensidad de señal de las proteínas

identificadas de extractos de proteínas plaquetarias en PAGE e inmunoblot con diversos

anticuerpos específicos para la proteína tau. Como se aprecia en la Figura 16 y en

concordancia con estudios preliminares se encontró la presencia de múltiples bandas de

proteínas con inmunoreactividad a tau en diversos pesos moleculares que van desde los

50 kDa a pesos por sobre los 200 kDa. Estas bandas de tau a alto peso molecular parecen

contener proteína con distintos grados de fosforilación, pues pueden ser reconocidas tanto

por anticuerpos que reconocen tau fosforilada (PHF-1), como no fosforilada (Tau-1), así

como por aquellos que reconocen tau independiente de su estado de fosforilación (Tau-

5).
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Figura 16: SDS-PAGE e inmunoblot de un extracto de plaquetas con anticuerpos dirigidos

contra diversas formas de la proteína tau, incluyendo tau total (Tau-5), tau fosforilada (PHF-1) y

Tau no fosforilada (Tau-1).

Se evaluó el comportamiento de las distintas formas de tau en condiciones no

desnaturantes (Figura 17) y en condiciones reductoras y no reductoras (Figuras 18, 19 y

20) con el fin de definir si HMW-tau corresponde a polímeros de la proteína tau que

puedan ser afectados (desagregados) en las condiciones desnaturantes y reductoras

usuales en técnicas de electroforesis de proteínas.

Se observó que en PAGE de extractos de proteínas plaquetarias, tanto en condiciones

nativas como en condiciones no reductoras, ocurre un aumento de la proporción de

HMW-tau con respecto a las formas bajo peso. Esta mayor proporción de formas de tau

Tau 5

kDa

Tau 1PHF 1
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de alto peso es particularmente significativo en PAGE en condiciones nativas. En estos

casos también es posible comprobar que en los sujetos portadores de EA, la fracción de

HMW-tau corresponde a una mayor proporción de la tau total de plaquetas en

comparación con los sujetos controles tal como se aprecia en la Figura 17. Los datos de

la Figura 17 no muestran alguna clara alteración en los patrones electroforéticos de tau

respecto a la edad. Sin embargo, llama la atención al comparar los sujetos EA1 y EA2

que a pesar de tener un grado de deterioro cognitivo semejante, presentan patrones

disímiles en inmunoblot, lo que puede estar en contexto de diferencias no controladas en

las condiciones de electroforesis, transferencia a membrana o inmunoblot, o

alternativamente a diferencias en el grado de agregación o alteración de la proteína tau

que puede darse en el contexto de distinto avance de la patología a nivel bioquímico, a

pesar de presentar un grado de deterioro cognitivo semejante.
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Figura 17: PAGE (poliacrilamida 10%) en condiciones nativas de extractos de proteínas

plaquetarias totales e inmunoblot con el anticuerpo Tau-5. C1 a C3 corresponden a sujetos

controles de distintas edades (40, 60 y 80 años respectivamente). EA1 y EA2 corresponden a

pacientes portadores de EA avanzada (EA1 puntaje GDS: 6; EA2 puntaje GDS 5). EA1: 82 años,

EA2: 81 años. En el recuadro inferior se observa β-actina como control de carga.

Las condiciones reductoras durante el proceso de PAGE, las cuales están dadas por la

adición o falta de un agente reductor (como DTT o β-mercaptoetanol) en el buffer de

carga previo a la electroforesis, también afectan de manera relevante los patrones de

migración de la proteína tau plaquetaria

Al evaluar los resultados obtenidos en PAGE e inmunoblot de la tau inmunoprecipitada

se observa que existen diferencias sustanciales en el patrón de migración de tau en

condiciones reductoras y no reductoras. Así, tal como indica la Figura 18, en condiciones
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de NR-PAGE la mayor señal de tau se observa en pesos de aproximadamente 200 kDa,

sin embargo, en condiciones reductoras la señal de tau se aprecia mayoritariamente cerca

de los 60 kDa (peso esperado para los monómeros de tau), lo que es compatible con la

presencia de oligómeros de la proteína que se disgregan ante la presencia de un agente

reductor en el buffer de carga.

Figura 18: PAGE e inmunoblot (anticuerpo Tau-5) de tau inmunoprecipitada. A la izquierda se

aprecia un extracto total de proteínas de plaquetas en NR-PAGE. Las siguientes tres imágenes

corresponden a NR-PAGE de tres eluídos de tau inmunoprecipitada. A la derecha se muestra tau

inmunoprecipitada en PAGE en condiciones reductoras. Se aprecia la influencia de un agente

reductor (DTT) sobre el patrón electroforético de la proteína

Cuando se realizó la evaluación de extractos completos de proteínas plaquetarias

mediante PAGE en condiciones reductoras y no reductoras se observa un

comportamiento semejante a lo que ocurre con los inmunoprecipitados de tau. Tal como

se observa en las Figuras 19 y 20, tanto la presencia de un agente reductor, como los

tiempos de exposición de la película fotográfica son sumamente relevantes para
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determinar el patrón de la imagen observada. Así bajo condiciones de NR-PAGE

nuevamente se observa que la mayor proporción de la señal de tau se encuentra en zonas

de pesos sobre 80 kDa, mientras que en condiciones reductoras gran parte de la señal de

tau se ubica alrededor de los 50 a 65 kDa. Por otro, lado los tiempos de exposición de la

película fotográfica determinan si sólo se captura la imagen de la forma de tau

preponderante (L-tau en condiciones reductoras o HMW-tau en condiciones no

reductoras), o si por el contrario, es posible también visualizar formas de tau menos

abundantes en las condiciones de PAGE utilizadas.

Como se aprecia en la Figura 19 los efectos del uso de agentes reductores y del tiempo de

exposición pueden ser apreciados con el uso de diversos tipos de anticuerpos especificos

para tau, como son Tau-5 (Figura 19 A) y PHF-1 (Figura 19 B)
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Figura 19: PAGE en condiciones reductoras y no reductoras e inmunoblot con los

anticuerpos Tau-5 (A) y PHF-1 (B). Se realizó por duplicado electroforesis de una muestra de

proteínas plaquetarias (sujeto control sano) en gel de acrilamida – bisacrilamida 10%. A)

corresponde a inmunoblot con el anticuerpo Tau-5. B) corresponde a inmunoblot con el

anticuerpo PHF-1. En condiciones reductoras (muestras 1, 3, 5 y 7) la señal más intensa

corresponde a L-tau, mientras que en condiciones no reductoras  (muestras 2, 4, 6 y 8) las formas

de HMW-tau son las preponderantes. La imagen demuestra la relevancia de los tiempos de

exposición de la placa fotográfica en el patrón electroforético registrado. A tiempo de exposición

corto (5 segundos) sólo se observa una o dos bandas de tau (muestras 1, 2, 5 y 6), mientras que a

mayores tiempos de exposición se hace evidente la presencia de múltiples formas de tau. En C) se

observa señal de β-actina como control de carga.
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Figura 20: PAGE e inmunoblot con el anticuerpo Tau-5 en condiciones no reductoras (1 y 3) y

en condiciones reductoras (2 y 4). Se aprecia las variaciones en el patrón electroforético

observado a tiempos cortos de exposición de la placa fotográfica (5 segundos, en las imágenes 1 y

2) o en tiempos de exposición más prolongados (5 minutos, en las imágenes 3 y 4). Las muestras

corresponden a un sujeto control sano (C), a un sujeto portador de deterioro cognitivo leve  (M) y,

por último, a un portador de EA (A). Los recuadros inferiores muestran β-actina como control de

carga.

6.6 Relación entre las distintas formas de la proteína tau y el desempeño

cognitivo de sujetos controles y portadores de  EA, evaluados por neuropsicología

(objetivo 2)

Se realizaron electroforesis en el sistema SDS-PAGE e inmunoblot de extractos de

proteínas de plaquetas de los sujetos controles y portadores de EA. La Figura 21

demuestra los cambios observados en el patrón electroforético de pacientes portadores de

EA, respecto de sujetos controles. Llama la atención el un marcado aumento de la

proporción de HMW-tau, respecto de L-tau en los sujetos con EA. La misma Figura 21

demuestra el efecto de distintos tiempos de exposición de la placa fotográfica durante el

proceso final de quimioluminiscencia del inmunoblot. Así, nuevamente es notable que a

cortos períodos de exposición sólo se observa la señal de las bandas de tau más intensas,
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pero a largos períodos de exposición se aprecia la presencia de señal de tau a distintas

pesos, lo que sugiere la existencia de formas heterogéneas de esta proteína tanto en

sujetos con EA como en controles. Se puede aprecia en la Figura 21 B, que las

principales bandas de tau se encuentran en pesos de alrededor de 60 kDa, 120-130 kDa y

200 kDa, lo que pudiese coresponder a monómeros de tau (L-tau) y oligómeros formados

por dos o tres monómeros de tau que corresponderían a HMW-tau.

Figura 21: SDS-PAGE e inmunoblot de extractos de plaquetas de sujetos portadores de EA

(EA) y sujeto control (C) utilizando el anticuerpo Tau-5. En A) se aprecia la imagen producida

por un corto periodo de exposición del film fotográfico (5 segundos). En B) se observa las

muestras tras un período prolongado de exposición de la placa fotográfica (5 minutos), lo que

permite apreciar la presencia de inmunoreactividad de tau a distintos pesos moleculares.

A)

B)
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Los estudios de SDS-PAGE e inmunoblot para evaluar la utilidad de tau plaquetaria

como biomarcador de EA fueron realizados de acuerdo a un procedimiento

estandarizado, tal como se describe en la sección de metodología, de manera de lograr

resultados con comparables entre sí y con la máxima reproductibilidad posible. Se

decidió utilizar el anticuerpo Tau-5 para estos ensayos, pues dicho anticuerpo, que

reconoce todas las formas de la proteína tau nos permitió obtener los resultados más

reproducibles. Sin perjuicio de lo anterior, también se ensayaron otros anticuerpos

dirigidos a distintas formas de tau cuando se contaba con suficiente muestra para realizar

PAGE en forma repetida, o las condiciones de una membrana de nitrocelulosa y la

cantidad de proteína que ella contenía permitían realizar múltiples pruebas. Mediante

ensayos repetidos y ajustes de los distintos reactivos utilizados se logró la estandarización

de las cantidades de proteínas cargadas en los geles de acrilamida-bisacrilamida 10% (50

µg de proteínas por carril), así como de las concentraciones de los distintos anticuerpos

utilizados y los tiempos necesarios para los distintos pasos de incubación del

procedimiento de inmunoblot. También se seleccionó un kit de quimioluminiscencia

adecuado, capaz de detectar femtogramos de proteína, para lograr una señal con la

EA EA C
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rapidez, intensidad y duración adecuada. Uno de los puntos que demostró ser critico en el

procedimiento experimental consiste en la estandarización de los tiempos de transferencia

de las proteínas entre el gel de poliacrilamida y la membrana de nitrocelulosa para

posterior realización del inmunoblot. Se debe hacer notar que las moléculas de peso

molecular elevado, como es el caso de HMW-tau se transfieren con mayor lentitud que

las de bajo peso (L-tau). Por lo tanto, si la transferencia no se realiza con el voltaje o el

tiempo suficiente se afectará la transferencia de HMW-tau lo que comprometerá el

posterior análisis de los resultados (Figura 22).

Figura 22: Importancia de las condiciones de transferencia entre el gel de poliacrilamida y la

membrana de nitrocelulosa para lograr una transferencia adecuada de las proteínas de alto peso

molecular. Se realizó SDS-PAGE de extractos de proteínas plaquetarias y posterior transferencia

a membrana de nitrocelulosa. Después de la transferencia se realizó tinción de Coomassie para

demostrar la presencia de proteínas en el gel que no lograron ser transferidas. En este caso por

tiempo de transferencia inadecuado no se logró el paso total de las proteínas de alto peso

molecular (Gel de acrilamida bisacrilamida 10%).

Tras la estandarización completa de los procedimientos experimentales se procedió a

realizar SDS-PAGE e inmunoblot con el anticuerpo Tau-5 de las 72 muestras obtenidas
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de los sujetos reclutados en el estudio. Las imágenes obtenidas en placas fotográficas se

digitalizaron y se realizó análisis densitométrico de las distintas bandas inmunoreactivas

a tau. Se realizó medición de la intensidad óptica de las bandas (unidades arbitrarias) y se

calculó la relación HMW-tau/L-tau para cada uno de los sujetos y se comparó los

promedios obtenidos para los grupos control y EA mediante el estadígrafo t de Student

para muestras no relacionadas. Tal como se aprecia en la Figura 23, la razón HMW-

tau/L-tau es significativamente más alta en sujetos con EA que en sujetos controles (p:

0,001). En promedio los sujetos controles tienen una razón HMW-tau/L-tau de 1,45 con

intervalo de confianza de 95% (IC 95) de 0,14 a 4,28, mientras que los sujetos EA tienen

una razón HMW-tau/L-tau promedio de 2,8 con IC 95 de 0,19 a 9,06. La Figura 24

corresponde a un diagrama de dispersión de puntos que muestra la razón HMW-tau/L-tau

para cada uno de las muestras analizadas. Es llamativo que, si bien la escasa cantidad de

sujetos no permite realizar inferencias, los sujetos clasificados como MCI y demencias no

correspondientes a EA presentan razones HMW-tau/L-tau en un rango intermedio entre

sujetos controles y EA.

Figura 23: gráfico de barras de la razón HMW-tau/L-tau en sujetos controles (control) y

portadores de EA (EA). Las barras corresponden a IC 95. Valor p = 0,001
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Figura 24: Gráfico de dispersión de puntos mostrando la razón HMW-tau/L-tau para cada uno

de los sujetos en los grupos control, EA, MCI, DFT y DCB.

Cuando se realizó un análisis evaluando la razón HMW-tau/L-tau en relación al

desempeño cognitivo de los sujetos se encontró que existe una clara tendencia a presentar

un aumento de la razón HMW-tau/L-tau en relación a la presencia de un mayor grado de

deterioro cognitivo. Así, al dividir los sujetos portadores de EA en EA inicial, EA

moderada y EA avanzada se encontró una tendencia al aumento de la razón HMW-tau/L-

tau, a mayor grado de avance de la enfermedad. Para el número de muestras analizadas

en este caso sólo se encontró diferencias significativas entre sujetos del grupo control y

portadores de EA avanzada (Figura 25)
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Figura 25: Razón HMW-tau/L-tau en sujetos controles y portadores de EA en estadio inicial

(EA inicial), EA con avance moderado (EA moderada) y EA en estado avanzado (EA avanzada).

Se aprecia una tendencia a presentar mayor razón HMW-tau/L-tau en sujetos con mayor grado de

deterioro cognitivo. Barras corresponden a IC 95. *: p = 0,009.

Al analizar los sujetos portadores de EA inicial y moderada como un solo grupo (EA

inicial a moderada) se encontró diferencias significativas tanto en los sujetos portadores

de EA inicial – moderada, como en los portadores de EA avanzada respecto del grupo

control (Figura 26)
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Figura 26: Razón HMW-tau/L-tau en sujetos controles y portadores de EA en estadio inicial -

moderado (EA inicial a moderada) y EA en estado avanzado (EA avanzada). Barras corresponden

a IC 95. *: p = 0,016, **: p = 0,004.

Cuando se evaluó la relación entre desempeño cognitivo en la escala GDS (Figura 27), se

encontró una tendencia a presentar un aumento en la razón HMW-tau/L-tau a mayor

grado de deterioro cognitivo (mayor puntaje en la escala).
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Figura 27: Relación entre el patrón de tau plaquetaria y el grado de deterioro cognitivo de los

sujetos. Se grafica la razón HMW-tau/L-tau en relación al puntaje de los sujetos en la escala

GDS.

Ya que existen diferencias significativas para más de una variable entre el grupo portador

de EA y los sujetos del grupo control, se decidió generar un modelo de regresión logística

binaria a fin de definir las variables que realmente resultan predictoras del estado

cognitivo de los sujetos. En este tipo de análisis se determinó que las variables relevantes

para el modelo corresponden a la razón HMW-tau/L-tau y a los años de educación de los

sujetos. Este modelo permite estimar que la razón de momios (OR) para presentar EA es

de 6,15 si aumenta en una unidad la razón HMW-tau/L-tau plaquetaria (Figura 28 A,

columna Exp(B) a la derecha de la tabla).
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Figura 28: Tablas de salida obtenidas en regresión logística binaria con el programa SPSS 17.0.

En A) se muestran las variables que fueron incluidas en el modelo y que corresponden a la razón

HMW-tau/L-tau en plaquetas y a los años de estudios de los sujetos. En B) se muestran las

variables que no fueron incorporadas al modelo y que corresponden a la edad y el sexo de los

sujetos. En C) se aprecia la tabla de clasificación de los datos obtenidos, que muestra que el

modelo clasifica correctamente el 75,6% de los casos como EA o controles, con una especificidad

de 41,7% y una sensibilidad de 89,7%.

A)

B)
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C)

Con el fin de evaluar la utilidad del índice HMW-tau/L-tau como un test diagnóstico de

la EA se analizó la sensibilidad y especificidad de distintos valores del índice HMW-

tau/L-tau como punto de corte para identificar si los sujetos correspondían a controles o

EA, mediante análisis en una curva de receptor-operador (ROC) tal como se observa en

la Figura 28.
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Figura 28: Curva ROC de la capacidad del índice HMW-tau/L-tau para discriminar sujetos

controles y portadores de EA. La sensibilidad de distintos valores de HMW-tau/L-tau (ordenada)

se presenta como una línea continua en relación a 1 – especificidad (abscisa). La línea

interrumpida corresponde a la diagonal de referencia. El área bajo la curva corresponde a 0,824

(IC 95: 0,716 – 0,932), de un valor máximo de 1. Se indica con un círculo el valor de HMW-

tau/L-tau de 1,11, al que corresponde una sensibilidad de 75,7% y una especificidad de 73,7%

En este tipo de análisis y tal como se aprecia en la Tabla 4, con un valor de HMW-tau/L-

tau de 0,65 como punto de corte, se logra una sensibilidad de 100% a expensas de una

especificidad de sólo 36,8%, mientras que con un índice HMW-tau/L-tau de 1,95 se logra

una especificidad de 100%, pero con una sensibilidad de sólo 54,1%. Se consideró que el

mejor balance entre sensibilidad (75,7%) y especificidad (73,7%) se logró con un punto

de corte del valor HMW-tau/L-tau de 1,11.
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Tabla 4: valores del índice HMW-tau/L-tau y sus sensibilidades y especificidades (representada

como 1 – especificidad) para discriminar entre sujetos controles y portadores de EA. En rojo se

observa el punto de corte del índice HMW-tau/L-tau (1,11) utilizado para generar el modelo de

regresión logística

Test positivo para EA si el valor
del índice HMW-tau/L-tau es

mayor o igual a:
Sensibilidad 1 – Especificidad

,1433
,1620
,2317
,3729
,4866
,5724
,6492
,6649
,7238
,7994
,8167
,8312
,8654
,8890
,9053
,9282
,9494
,9607
,9859
1,0200
1,0473
1,0800
1,1136
1,1349
1,1725
1,2196
1,2675
1,3312
1,3902
1,4684
1,5162
1,5651
1,6202
1,6472
1,8046
1,9451
2,0252
2,1248
2,1936
2,2823
2,4655
2,6464
2,7652
2,9122
3,0537

1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
,973
,973
,946
,946
,919
,892
,865
,838
,811
,784
,784
,784
,757
,757
,757
,757
,730
,703
,676
,649
,622
,622
,622
,595
,568
,568
,541
,541
,541
,514
,486
,459
,432
,405
,378
,351
,324
,297

,947
,895
,842
,789
,737
,684
,632
,632
,579
,579
,526
,526
,526
,526
,526
,526
,526
,474
,421
,421
,368
,316
,263
,263
,263
,263
,263
,263
,211
,158
,158
,158
,105
,105
,053
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
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6.6 Relación entre cambios en el patrón de tau plaquetaria y las fracciones de

APP en plaquetas de pacientes portadores de EA y controles (objetivo 3)

Se realizaron inmunoblots con el anticuerpo 22C11 de los extractos de proteínas

plaquetarias para evaluar el patrón de expresión de las diversas formas de APP. Para

estos experimentos se utilizaron las mismas membranas de nitrocelulosa previamente

utilizadas para inmunoblot con anticuerpos dirigidos contra tau. En estas membranas se

eliminaron los anticuerpos unidos a tau, utilizando tampón de “stripping” y

posteriormente se reincubó con el anticuerpo dirigido a APP, con lo que se obtuvo una

intensidad de señal aceptable para realizar un análisis densitométrico. A diferencia de lo

reportado por grupos de investigadores italianos y taiwaneses (Borroni et al, 2003;

Borroni et al, 2002; Colciaghi et al, 2004; Di Luca et al, 2000; Liu et al, 2005; Padovani

et al, 2001a; Padovani et al, 2002; Padovani et al, 2001b; Zainaghi et al, 2007); en las

presentes evaluaciones no se observó diferencias en el grado de expresión de las distintas

formas de APP entre sujetos controles y aquellos con EA (Figura 29).

Figura 29: SDS-PAGE e inmunoblot de extractos de proteínas plaquetarias con el anticuerpo

22C11 dirigido contra APP. En esta imagen se aprecia que no existen mayores diferencias en el

patrón de expresión de las distintas formas de APP (106, 110 y 130 kDa) entre sujetos portadores

de EA, portadores de DFT y sujetos controles (C).

130

100

kDa EA CDFTEA
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Al realizar el análisis densitométrico de la señal de APP en inmunoblot y calcular la

razón entre las formas de APP de 130 kDa y las de 106-110 kDa no se encontró

diferencias en dicha razón entre sujetos controles y portadores de EA. (Figura 30).

Figura 30: Relación entre estado cognitivo de los sujetos y razón de formas de APP de 130/106-

110 kDa. A) razón de formas de APP en cada una de las muestras analizadas  tanto para sujetos

control, como para portadores de EA (EA). B) Promedios de razón de formas de APP para sujetos

controles y EA. Las barras corresponden a IC 95. Los promedios son muy semejantes en ambos

grupos (control: 6,01, IC 95: 2,1 - 25,83; EA: 6,13, IC 95: 1,58 – 15,25), con valor p: 0,945.

A)
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B)

Cuando se comparó las razones entre formas de APP y la razón entre formas de tau se

observa que no existe una clara correlación entre ambos tipos de análisis, como puede

verse en la Figura 31.
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Figura 31: Relación entre razón de formas de APP (abscisa) y razón HMW-tau/L-tau

(ordenada). Cada punto corresponde a una muestra analizada. La dispersión de puntos no permite

mostrar alguna correlación entre ambas metodologías.
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7. Discusión

7.1 La proteína tau plaquetaria.

Con el envejecimiento de la población mundial y el aumento de la expectativa de vida,

las demencias han cobrado una relevancia trascendental como problema de salud, tanto

por sus implicancias médicas, como por sus repercusiones a nivel familiar, social y

económico. El componente más relevante de este grupo de patologías corresponde a la

EA. A pesar de las considerables cantidades de recursos y múltiples equipos de

investigación que se han dedicado al estudio de esta enfermedad, debemos reconocer que

nuestros avances técnicos y científicos en el diagnóstico y tratamiento de la EA son aún

muy pobres. Para buscar soluciones científicas que ayuden en el manejo de una patología

tan compleja como esta, es necesario contar con conocimiento certero respecto de su

patogenia. Hasta ahora gran parte de los esfuerzos en el estudio con enfoque diagnóstico

y/o terapéutico de la EA se basan en la adherencia a hipótesis respecto de la

fisiopatología de la enfermedad con distinto grado de sostén en la evidencia. Así gran

cantidad de recursos se han destinado al desarrollo de terapias dirigidas a inhibir la

formación de placas seniles y patología amiloide, hasta ahora sin aplicación en la clínica

(Maccioni et al, 2010). En vista de nuestra actual falta de conocimiento de todos los

mecanismos involucrados en el desarrollo de una patología tan compleja como la EA, han

debido priorizarse nuevos caminos en el estudio de esta patología. En este sentido en los

últimos años han aparecido un gran número de publicaciones evaluando las

modificaciones post traduccionales y mecanismos de agregación de la proteína tau

(Farías et al, in press). Se cuenta con evidencia de que bajo ciertas condiciones de

modificación y agregación tau puede tener efectos neurotóxicos; sin embargo,

desconocemos cual es la repercusión real de las alteraciones de tau en la EA, ya sea como

una alteración patogénica inicial o como uno más de múltiples elementos que se afectan

en el transcurso de la enfermedad (Fernandez et al, 2008; Maccioni et al, 2010). Por lo

mismo aún queda camino por recorrer para poder definir si futuras terapias dirigidas a

controlar las alteraciones de tau tendrán un real efecto en la vida diaría de los pacientes

portadores de EA. Independiente de lo anterior, resulta meridianamente claro que las
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alteraciones de la proteína tau son un evento que ocurre tempranamente y prosigue a todo

lo largo de la enfermedad. No es de extrañar por tanto que la evaluación de tau tanto a

nivel histopatológico en el parénquima cerebral, como la medición de formas de tau en

LCR sea un muy buen indicador de la progresión de la EA, por lo que cualquier

metodología relacionada al diagnostico o seguimiento de la EA que se base en la

evaluación de formas alteradas de tau tendrá una alta probabilidad de mostrar un

adecuado rendimiento (Lavados et al, 2005; Maccioni et al, 2006; Maccioni et al, 2004;

Sonnen et al, 2007).

Existe evidencia de múltiples fuentes que indica que la EA no es sólo un patología

relacionada a alteraciones del Sistema Nervioso Central y que de hecho es posible

encontrar ciertas alteraciones en células y fluidos periféricos. La creencia de que es

posible encontrar alteraciones periféricas capaces de reportar respecto de lo que ocurre en

el encéfalo es lo que ha empujado a múltiples grupos a investigar posibles marcadores

bioquímicos periféricos en la EA. Entre los marcadores propuestos, nos resultó de sumo

interés la idea de considerar a las plaquetas de sangre periférica como un indicador de lo

que ocurre en células neuronales, ya que se sabe que ellas son portadoras de importantes

cantidades de APP, el cual, según diversas publicaciones, sufriría alteraciones en

portadores de EA, pudiendo ser incluso un reportero de la respuesta a tratamiento (Liu et

al, 2005). Considerando lo anterior, resulta lógico considerar que las plaquetas de

pacientes con EA podrían experimentar otras alteraciones distintas de las relacionadas

con la expresión de APP y es por ello que nuestro laboratorio realizó los análisis iniciales

para determinar si las plaquetas expresaban la proteína tau (algo que no había sido

descrito previamente), y si de ser ese el caso, esta proteína presentaba algún tipo de

modificación en la EA.

Los resultados obtenidos en ensayos de inmunoblot muestran que la presencia de

inmunorreactividad a la proteína tau, la cual puede ser reconocida por una variedad de

anticuerpos que se unen a ella en distintos epitopos. El hecho de observar un patrón de

bandeo semejante con todos estos anticuerpos hace altamente improbable que la señal

observada corresponda a unión inespecífica de los anticuerpos a otra proteína. Además el

hecho de que la presencia de la proteína tau pueda ser demostrada mediante técnicas de

inmunoprecipitación, inmunoblot e inmunofluorescencia sirven como argumento a favor
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para informar que la proteína tau está presente en plaquetas tanto en condiciones

fisiológicas como en sujetos portadores de EA. El significado y rol fisiológico de tau en

plaquetas aún es una interrogante, pero es posible postular que puesto que las plaquetas

presentan una serie de modificaciones dependientes de funciones del citoesqueleto

durante su activación, tales como alteraciones morfológicas y aparición de

prolongaciones, no es de extrañar que presenten una rica maquinaria proteica que incluya

una MAP como es tau.

7.2 Formas de tau de alto peso

Los ensayos de inmunoblot han dejado de manifiesto la existencia de señal de tau en

zonas de peso molecular mucho mayor a la esperado para los monómeros normales de la

proteína. Al respecto se consideró que las formas de alto peso de tau pudiesen

corresponder a una variante de alto peso molecular de la proteína tau que ha sido descrita

sobre todo a nivel del Sistema Nervioso Periférico y en líneas celulares derivadas de la

cresta neural (Drubin et al, 1988).  Esta forma de la proteína fue llamada “heavy tau” por

su peso molecular alrededor de 110 – 130 kDa (Gache et al, 1992; Georgieff et al, 1993;

Georgieff et al, 1991; Mavilia et al, 1994), a diferencia de los 66 – 68 kDa de las formas

adultas “livianas” de tau. Ambas formas de tau son expresadas en forma diferencial por

un mecanismo de splicing alternativo del mismo gen (Mavilia et al, 1993) y heavy tau

contiene los exones 4A, 6 o ambos que se expresan diferencialmente en varias regiones

del sistema nervioso (Couchie et al, 1993; Georgieff et al, 1993; Goedert et al, 1992). La

Figura 32 ejemplifica el patrón de migración en SDS-PAGE para L-tau como para heavy

tau. Tal como queda claro la “heavy tau” se comporta como una banda de peso definido

en SDS-PAGE y no como una serie de bandas en alto peso molecular tal como se observa

en los extractos de proteínas plaquetarias (ver Figuras 16 y 21).
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Figura 32: Marcación con [S32]metionina de las proteínas tubulina (TUB), tau (TAU) y MAP 1

(MAP1) en células PC12 no tratadas (0) o tratadas por 5 días (5) con Factor de Crecimiento

Neural (NGF). Fluorografía de SDS-PAGEs tomados de Drubin et al (1988). La figura demuestra

el patrón de migración de los monómeros de distintas isoformas de tau y de Heavy tau (120-130

kDa) en estudios de electroforesis

La agregación progresiva de tau es un evento central en la patogénesis de la EA y el

seguimiento de la aparición formas patológicas (ONFs, neuritas distróficas) de tau

permite estratificar distintos estadios de la EA (Braak et al, 1991). Sin embargo, existen

formas oligoméricas de tau que aparecen previo a la formación de estructuras más

complejas como los PHFs y ONFs. Estas formas oligoméricas de tau pueden ser
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purificadas en el cerebro de pacientes con EA y servir como un marcador de progresión

de la EA (Maeda et al, 2006) (Figura 33).

Figura 33: Oligómeros granulares de tau en diferentes estadios hitopatologicos de la EA. Se

purificó oligómeros de tau de cerebros de pacientes en distintas etapas de la EA (estadios de

Braak). Se aprecia un aumento de los oligómeros al avanzar la enfermedad. Cada carril

corresponde a un sujeto distinto en SDS-PAGE e inmunoblot de tau (Maeda et al, 2006)

.

Ante las semejanzas entre las formas oligoméricas de tau descritas en el cerebro de

pacientes con EA y los patrones electroforéticos de la tau plaquetaria, se realizó una serie

de experimentos para evaluar si la HMW-tau de las plaquetas podía corresponder a

oligómeros de tau. Así se observó los cambios en el patrón de migración de tau que

pudiesen ocurrir en distintas condiciones que afecten la capacidad de oligomerizar de la

proteína. Así en condiciones no reductoras y más aún en condiciones nativas las formas
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HMW-tau son mucho más abundantes que en condiciones desnaturantes y reductoras, lo

que es compatible con formas oligoméricas de la proteína tau que se desagregan en estas

últimas condiciones. Un efecto semejante de las condiciones de reducción ha sido

descrito con tau agregada in Vitro o en modelos animales de taupatía (Sahara et al, 2007)

(Figura 34).

Figura 34: Efecto de las condiciones de reducción en SDS-PAGE de oligómeros de tau.

Oligómeros de tau recombinante fueron evaluados mediante SDS-PAGE en condiciones

reductoras (A) o no reductoras (B). En el último caso son mucho más notorias las formas

oligoméricas de tau (Sahara et al, 2007).

7.3 Tau plaquetaria como biomarcador de la EA

Los ensayos de SDS-PAGE e inmuoblot de proteínas plaquetarias con anticuerpos

dirigidos contra tau han demostrado que las formas de altopeso de tau (HMW-tau) se

encuentran aumentadas en pacientes portadores de EA. Previamente nuestro grupo ha

demostrado que las distintas formas de tau no presentan variación significativa en

relación a la edad (Pérez et al, 2009). Por lo tanto, la presente tesis tuvo como uno de sus
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objetivos centrales el evaluar la posible utilidad clínica de tau plaquetaria como

biomarcador de la EA. Para ello hemos obtenido muestras de un grupo portador de EA y

un grupo control comparable, ambos con una completa evaluación médica y

neuropsicológica que nos permitiese tener claro si cualquier diferencia que fuese

encontrada en tau plaquetaria en realidad sea secundaria a la presencia de EA.

Los experimentos realizados demuestran que la razón HMW-tau/L-tau se encuentra

aumentada en portadores de EA y que el grado de aumento de esta razón está claramente

relacionado con el nivel de deterioro cognitivo de los sujetos. Si bien los tamaños

muestrales no son suficientes para una evaluación adecuada de las alteraciones de tau

plaquetarias en todos los subgrupos de sujetos con EA (EA inicial, moderada y

avanzada), nos permiten mostrar una tendencia al aumento de HMW-tau/L-tau al avanzar

la enfermedad.

De la observación de los resultados queda claro que existe un amplio traslape en la

relación HMW-tau/L-tau entre sujetos controles y EA, lo que afecta factibilidad de

utilizar a tau plaquetaria como un examen diagnóstico de EA. De hecho, la ya descrita

relación entre el grado de aumento de HMW-tau/L-tau y el grado de deterioro cognitivo

de los sujetos hace pensar que este tipo de exámenes tendría un rol más importante en el

seguimiento que en el diagnóstico de la EA. Sin embargo, aún faltan múltiples pruebas de

estandarización y optimización del ensayo y su evaluación en un mayor número de

sujetos para definir la utilidad clínica real que pudiese tener este tipo de ensayos en

pacientes con EA. A pesar de lo anterior, ha sido posible estimar un punto de corte de

1,11 para el índice HMW-tau/L-tau con sensibilidad y especificidad de 75,7 y 73,7%

respectivamente. Más importante aún, ha sido posible demostrar mediante modelos de

regresión logística multivariada que el índice HMW-tau/L-tau es un predictor

independiente del riesgo de ser portador de EA en los sujetos analizados.
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7.4 Relación entre APP y tau plaquetario

La evaluación de formas de APP en plaquetas actualmente no ha sido introducida a la

practica clínica como un kit diagnóstico fiable. Lo anterior probablemente se deba

dificultades en la estandarización y reproductibilidad del ensayo, que requiere plaquetas

muy frescas y bajo diversas condiciones que eviten su activación. En la presente tesis no

logramos encontrar alguna relación entre el grado de alteración de las formas de APP y el

desempeño cognitivo de los sujetos. Esto puede deberse a que las condiciones en cuanto a

tiempo entre toma y procesamiento de la muestra de sangre o a condiciones de

manipulación y tampones utilizados.

Nosotros evaluamos varios tampones y condiciones de procesamiento para intentar

obtener los mejores resultados posibles con los ensayos de APP plaquetario, sin embargo,

no fue posible demostrar cambios en las formas de APP en sujetos portadores de EA, ni

tampoco se pudo encontrar alguna relación entre los ensayos de APP y los análisis de tau

plaquetaria. Esto demuestra las dificultades que persisten para considerar a APP

plaquetario como un biomarcador útil de la EA. Por otro lado demuestran que, al menos

en nuestros ensayos, el análisis de tau plaquetaria cuenta con mayor potencial para

convertirse en un biomarcador útil de la enfermedad.
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8. Conclusiones

La presente tesis tuvo como fin caracterizar las distintas formas de la proteína tau

plaquetaria y evaluar el potencial de este tipo de ensayo para convertirse en un

biomarcador útil de la EA. Hemos demostrado que existen cambios en tau plaquetaria

que permiten diferenciar a sujetos controles de portadores de EA y que estos cambios se

relacionan con el grado de alteración cognitiva de los sujetos. Se muestra evidencia de

que las formas de tau plaquetaria de alto peso molecular corresponden a agregados de

proteína tau que se acumularían en las plaquetas de forma similar a lo que ocurre en el

cerebro de pacientes con EA y, por lo tanto, la evaluación y seguimiento de estas formas

de tau se correlaciona con el grado de avance de la EA y con el desempeño del sujeto en

pruebas cognitivas.

El presente es un trabajo inicial y, por lo tanto, aún se requiere un esfuerzo considerable

para avanzar en la estandarización y optimización de este tipo de ensayo y para definir si

este puede convertirse en un examen clínico útil que ayude al diagnóstico precoz y

certero de la EA, de manera de iniciar tratamiento en la forma más precoz posible, lo que

puede ser de particular relevancia en un futuro en que esperamos contar con nuevas

drogas capaces de detener el avance de la enfermedad.
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ANEXO 1

ABREVIATURAS UTILIZADAS

Aβ Péptido beta amiloide

APP Péptido precursor del beta amiloide

DCB Degeneración corticobasal

DFT Demencia frontotemporal

DFTP-17 Demencia frontotemporal – parkinsonismo asociada al cromosoma 17

DTT Ditiotretiol

EA Enfermedad de Alzheimer

IC 95 intervalo de confianza de 95%

LCR Líquido cefalorraquídeo

MCI Deterioro cognitivo leve

NGF Factor de Crecimiento Neural

NR-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones no reductoras

ONF Ovillo neurofibrilar

OR Razón de momios (odds ratio)

PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida

PHF Filamento helicoidal pareado

p-tau Forma fosforilada de la proteína tau

ROC Curva de receptor-operador

SDS Dodecil sulfato de sodio

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (condición desnaturante)
y en condición reductora
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