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Introducción

1. BREVEDESCRIPCIONDE LA ENFERMEDAD

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causamás común de
demencia en los individuos de mediana y avanzada edad,
entendiendo como demencia el deterioro global de las facultades
cognoscitivas,emocionalese intelectualesde un individuo sin que se
afecte su estado de conciencia. El síntoma inicial es la pérdida de
memoria, esto es, la capacidadde retener información durante un
período de tiempo. Con el desarrollo de la enfermedad aparecen
también dificultades en el uso del lenguaje, en la capacidad de
resolver problemas, de razonar, de aprendizaje, de pensamiento

abstracto, etc. Algunos pacientessufren determinadostrastornos de
la personalidad, como la paranoia. Irremediablementedesembocan
en una muerte aceleradaen un lapso de muy pocos años.

En EstadosUnidos, esta enfermedadafecta del 5 al 10% de la
población por encima de los 65 años, y del 24 hasta el 47% de la
población mayor de 85 años (Bachman y col, 1992; Evans y col,
1989). Se conocen más de 4 millones de casos (Kamboh, 1995) y el
coste social y económico que esto conlieva es extremadamentealto.

Un estudio europeoa gran escala encontró que 0.4% de las mujeres
y 0.3% de los hombresentre los 60 y 69 años, y que 11.2% de las
mujeres y 10% de los hombres entre los 80 y 89 de la población

padecen EA (Rocca y col, 1991). Teniendo en cuenta estos
porcentajestan altos y la tendenciade la expectativade vida media

a alargarse,se entiende que la EA se está convirtiendo en un grave
problema para la salud pública.

e

La enfermedadse clasifica en dos tipos:

-Enfermedad de aparición precoz o EA presenil si la
enfermedadse manifiesta antes de los 65 años. Es muy improbable
que esta aparición tenga lugar antes de los 40 años.

-Enfermedad de aparición tardía si los síntomas aparecen a

partir de los 65 años. Se calcula que 3 de cada 4 pacientesde EA
presentanlos primeros síntomas despuésde los 60 años

1



introducción

Esta edad de división a los 65 años es arbitraria ya que no
existe diferencia fenotípica alguna entre los dos grupos. Sí se ha
observado que en los casos presenilesla enfermedadprogresamás
rápidamente (Van Broeckhoven, 1995).

La enfermedad puede ser familiar o esporádica,dependiendo
de que existan o no antecedentesfamiliares. La EA de aparición
precoz es normalmente hereditaria, con una herencia autosómica
dominante, mientras que la de aparición tardía suele considerarse
esporádica.Sin embargo, el hecho de que se trata de pacientesde
avanzadaedad hace díficil llevar a cabo un estudio detallado de los
antecedentesfamiliares (normalmente los padres y la mayoría de
los parientes de mayor edad que el enfermo han fallecido) y, por
tanto, puede dificultar la determinación del caracter hereditario de
estos casos. La estadísticaactual nos dice que aproximadamenteel
60% de los enfermoscarecende historia familiar de EA (Tabla 1).

Tabla 1. Distribución de casos en la población de enfermos de EA

Tipo de EA % del total de casos

EA de familiar 30

aparición tardía esporádico 45

EA de familiar 1 5

aparición precoz esporádico 1 0

(Van Broeckhoven, 1995)

Se han establecido unos parámetros de diagnóstico de esta
enfermedadpor el MNCDS-ADRDA Work Group (McKhann y col,
1984) en un intento de unificar el criterio. Además del diagnóstico

neuropsicológico de demencia, se evalua en cada caso tomografías
computarizadas, espectroscopia de resonancia magnética,
electroencefalogramay otros análisis que permiten, además,
eliminar otras posibles causas patológicas para el deterioro mental
como accidentes cerebrovasculares,infecciones, traumatismos, etc.
Aun así, el diagnóstico se considerasólo probable a menosque haya

una confirmación post-mortem a través del análisis de la anatomía
patológica del cerebro del enfermo.
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1.2 Anatomía patológica de la enfermedad

La enfermedad se caracteriza histopatológicamentepor la
formación de placas neuríticas o seniles, ovillos neurofibrilares en el
citoplasma de las neuronas y depósitos amiloideos en el endotelio
vascular en la corteza cerebral.

Las placas neuriticas están formadas por glía y neuritas
degeneradasalrededor de un centro de material amiloide que
también se observa alrededor de los vasos sanguíneoscerebrales.
Las placas se encuentran fundamentalmente en las ateas de
asociación de la corteza, en la amígdala y en el hipocampo. Se
componen de un núcleo central de amiloide rodeado de neuritas
distróficas que continen acúmulos de organelas vesiculares y
estructuras helicoidales filamentosas. También se encuentran
astrocitos y células de microglia reactivas al depósito de ¡3—amiloide.
Estos depósitos de j3-amiloide se encuentran además en otras
enfermedadescomo el síndrome de Down, la angiopatía congofílica
holandesa(HCHWA-D), demenciasparkinsonianas,etc.

Los entramados u ovillos neurofibrilares se componen de
pares de filamentos de material proteico, principalmente una

proteína asociadaa los microtúbulos que se denomina tau, que se
entrelazan formando estructuras de filamentos helicoidales
emparejadosque se depositan intracelularmente. Estos filamentos
helicoidales emparejadosson fibras neuronales anormales que se

componen de 2 filamentos de 10 nm enrollados en una hélice con
una periodicidad media de 80 nm (Kidd, 1964) fácilmente

distinguibles de otras estructuras filamentosas normales como los
neurofilamentos y gxicrotúbulos. Se encuentran en el pericarion

neuronal formando los ovillos y alrededor de las placas seniles en
las neuritas distróficas. La localización habitual de estos ovillos es

siempre intracelular pero, ocasionalmente, se encuentran en el
parénquima, liberados de la célula como resultado de la muerte
neuronal. Además de en EA, los entramadosneurofibrilares se

encuentran en otras enfermedadesdel sistema nervioso central
como el síndrome de Down, la demencia pugilística, y el
parkinsonismo post-encefalítico. Aunque sólo se puede afirmar que
se encuentran sistemáticamentey de manera abundante en EA
(Brion, 1992).

3
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2. GENETICA DE LA ENFERMEDAD

La EA no ha sido considerada tradicionalmente como una

enfermedad meramente genética, a pesar de que siempre se han
conocido casos familiares con una herencia clara. Individuos con
una historia familiar de EA tienen un mayor riesgo estadístico de
padecer la enfermedad, pero la explicación genética de esta
herencia no ha sido conseguida más que en un porcentaje muy
pequeño de los casos. Al menos un 15% de éstos presentanuna

herencia autosómica dominante (Potter, 1991). Estudios
epidemilógicos han demostradoque hay un riesgo familiar claro en

un tercio de los casos (Heyman y col, 1983), estimando entre 25 y
40% los casos familiares, y siendo la herencia, cuando la hay,

autosómicadominanteen la mayoría (Fitch y col, 1988; Heston y col,
1981; Hofman y col, 1989). La disponibilidad de grandes familias
con formas hereditarias de EA permitió el uso de estudios de
ligamiento genético para localizar el gen o, más correctamente,los

genesde la enfermedad. Son varios los Mci que se han relacionado
con la enfermedady se localizan en cromosomasdistintos: 1, 14, 19
y 21.

2.1 Ligamiento al cromosoma 21

Durante la década de los 80 la investigación en relación a la

genética de la enfermedad se centró en el cromosoma21. Una
pista inicial en la búsquedade la localización cromosómica de la

enfermedad fue la observación de que todos los individuos con
síndrome de Down acaban desarrollando las placas y los ovillos
neurofibrilares típicos de EA (Ellis y col, 1974). Esta observación

provocó que se centrarala búsquedadel posible error genético en el
cromosoma21 (cuya trisomia es la causantedel síndromede Down).

En 1984, Glenner y Wong purificaron y secuenciaron la
proteína amiloide a partir de las placas seniles de cerebros de EA.
Tres años más tarde varios grupos localizaron esta proteína o, más
concretamente, su precursora (APP), en el cromosoma 21

(Goldgaber y col, 1987; Kang y col, 1987; Tanzi y col, 1987a).
Finalmente, ese mismo año, St.George-Hyslop y col (1987a)

4
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describieron un ligamiento en los enfermos de EA a marcadoresdel
cromosoma 21. Estos argumentos dieron lugar a una teoría,
rápidamenteaceptada,que considerabala APP como la causantede
EA (bien por sobreexpresión,como en la trisomía 21, o bien por
algún tipo de mutación que diera lugar a una expresion aberrante).
La búsqueda de errores de expresión de la APP fue iniciada por
muchos grupos aunque no se ha llegado a ninguna conclusión
definitiva.

Posteriormentese demostró que este ligamiento al cromosoma
21 se daba solo en la EA de aparición precoz. Se encontraronvarias
mutacionesen el gen de la APP, pero sólo un mínimo porcentaje de
EA de aparición precoz correspondea mutaciones en este gen. Por
último, otro tipo de EA precoz se ha encontradoligado a marcadores
centroméricos próximos a APP pero independientesde ésta (St
George-Hyslop y col, 1987b; Tanzi y col, 1987W. Esta
heterogeneidadentre los distintos casos se explica asumiendo que
son genes diferentes los responsablesde EA. Algunos grupos

postulan la posibilidad de que exista en el cromosoma 21 algún
locus que determine EA ademásdel gen de la APP (Tanzi y col,
1988a, 1991).

2.2 Ligamiento al cromosoma 14

A finales de 1992 se publicaron varios trabajos que señalaban
la existenciade un locus para EA de aparición precoz en el brazo

largo del cromosoma 14 (14q24.3). Este ligamiento se encontró en
casi un 70% de lot casos de aparición precoz (Schellenbergy col,
1992; St George-Hyslopy col, 1992; Van Broeckhoveny col, 1992)
El proto-oncogenFOS, localizado en la región 14q24.3-q31 (Barker y
col, 1984), fue pronto estudiadoen relación con EA. Se vió que el
producto de este gen forma parte de un heterodímeroque reconoce
una secuencia de unión al ADN denominada AP-1 (Sheng y
Greenberg, 1993). Dado que existen zonas de homología a esta

secuenciaen el gen de la APP, se pensó que el producto de FOS
podría estar implicado en la regulaciónde expresión de la APP, pero
el análisis de la secuenciatotal del gen en enfermos y controles•no

reveló diferencia alguna (Cruts y col, 1994).
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Finalmente se ha determinadoel gen en el cromosoma 14 que
correspondea la herencia en estos casos de EA de aparición precoz,
el S182, que codifica lo que parece una proteína integral de
membranaque actuaría como un receptor, un canal proteico o una
proteína estructural (Sherrington y col, 1995). Se han descrito 5

mutaciones distintas en este gen que se corresponden con la
aparición tempránade la enfermedad(Sherrington y :col, 1995) y se
cree probable que casi el 70% de los casos precoces de EA estén
causadospor errores en este gen (Van Broeckhoven, 1995).

2.3 Ligamiento al cromosoma 1

Se ha descrito recientementeuna ligación a un locus del

cromosoma 1 (1q31-42) en casos de EA precoz en un grupo de siete
familias de origen ruso (Levy-Lahad y col, 1995a). Se ha
encontrado un gen candidato, STM2 o E5-1, que,
sorprendentemente,es homólogo en secuencia al gen S182 del
cromosoma14 que se ha descrito en otros casosde EA precoz. Se ha
localizado una mutación en este gen que segregacon la enfermedad
(Levy-Lahad y col, 1995b; Rogaev y col, 1995). La presenciaen EA

de mutaciones en dos genes homólogos pero localizados en
cromosomasdiferentes apoya la hipótesis de que dichas mutaciones,
aunque distintas, son patogénicaspara la enfermedad.

Se ha encontradouna homología muy alta de estas proteínas

con otra de Drosophila que actua como canal iónico y otra proteína
que en el nematodo C. elegans actua como transportadora de
esperma(Rogaev y &1, 1995; Levy-Lahad y col, 1995b).

2.4 Ligamiento al cromosoma 19

El ligamiento al cromosoma 19 fue inicialmente descrito por
Pericak-Vancey col en 1993 para casos de EA de aparición tardía.

Se encontró también una relación clara entre EA y un alelo
específico de la apolipoproteinaE, e4, que mapeaen el cromosoma
19 (q13.2). La relación entre la apoE y EA se describe con más

detalle en los siguientes apartados.
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3. EL PEPTIDO p-AMJLOJDE Y LAS PLACAS NEURITICAS

La parte central de las placas seniles de EA se compone de un
fragmento insoluble de 4 KDa, el péptido j3-amiloide (f3A4), que
proviene de una proteína precursora de 90-130 kDa, glicosilada y
ligada a la membranacelular (APP). El péptido 13-amiloide que se
encuentraen los depósitos vascularesproviene también de la APP.

3.1 Expresión y procesamientode la APP

La APP se expresa,ademásde en neuronas, en la membrana
de otros muchos tipos de células. La función biológica de la APP no
es del todo conocida. El componente mayoritario de la APP, la
proteasa nexina II, es un inhibidor de proteasasque estimula el
crecimiento de las neuritas (Oltersdorf y col, 1989). Mattson y col
(1993a) sugirieron que la APP tiene un papel muy importante en la
plasticidad neuronal y en la homeostásisde calcio, considerándola
casi como un neuroprotector. Se ha descrito su participación en la
regulación del crecimiento celular usando fibroblastos como modelo

experimental (Saitoh y col, 1989). También se ha observado un
aumento de la adhesióncelular en presenciade APP (Schuberty col,
1989) que puede promover el crecimiento de las neuritas. Se ha
estipulado que está relacionada con el contacto célula-célula
(Shivers y col, 1988) o con la axogénesis(Luo y 901, 1990). Puede
que también participe, de algún modo, en la regulación del proceso

de coagulación ya •que las plaquetas activadas secretan APP (Van
Nostrand y col, 1990). Como confirmación de esta última hipótesis,

se ha descrito que la APP inhibe el factor de coagulación plaquetaria
XIa (Smith y col, 1990). Se ha sugerido también la posibilidad de
que las plaquetas actúen como vehículo transportador de APP
(Gardella y col, 1992). Se ha descrito la capacidad de APP para
acoplarsea Go, una proteína de unión a GTP en cerebro, funcionando
así como receptor de membrana (Nishimoto y col, 1993). En
conclusión, todo parece indicar que es una molécula multifuncional.

La regulación del metabolismo de APP está sujeta a continuo
estudio como posible respuestaa la patología de EA, aunque no se

7
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ha encontrado una causa definitiva para esta enfermedad en la
expresión de APP, con la excepción de algunos casos familiares, y
existen todavía muchas contradiccionesal respecto. Esta regulación
puede tener lugar a distintos niveles:

-Modulación de la transcripción mediante diversos factores.
-Procesamientoalternativo de mRNA.
-Regulación post-transcripcional(glicosilación, fosforilación,
proteolisis)

La expresión de APP puede ser regulada a nivel de la

transcripción. Se ha descrito (Quon y col, 1990) que muchos
factores de crecimiento y citoquinas aumentan los niveles de mRNA

de APP. Otros factores que modulan el crecimiento celular también
aumentan la transcripción de APP (Adíer 1991).

Otro nivel de control de expresión de la APP se encuentraen
el procesamientodel mRNA. Se han observadovarias isoformas,
resultado de un procesamiento alternativo (esquema 1), con
diferente número de aminoácidos y ausencia o presencia de los
exones 7 y 8 del gen de la proteína.

Dominio extracelular ~A4 Dominio\ intracelular

c

Membrana
celular

Esquema 1. Distintas isoformas de la APP resultado de procesamiento

alternativo del mRNA.
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Los exones 7 y 8 dcl gen de la APP codifican dominios con
homología a un inhibidor de proteasatipo Kunitz (KPI) o un dominio
de OX-2, respectivamente(Ponte y col, 1988; Tanzi y col, 1988b;
Kitaguchi y col, 1988). El dominio OX-2 correspondea un antigeno

que se expresa en los timocitos (Williamson y col, 1992). Estas
isoformas difieren en la longitud de la proteína a la que dan lugar y

se denominan de acuerdo al número •de aminoácidos de que se
componen(Tabla II ).

Tabla II. Isoformas conocidasde la APP humana

Isoforma Presencia Otros Referencia

de BA4 dominios

APP77O SI KPI, OX-2 Kitaguchi y col, 1988

APP752 SI 1<1’!

APP75l SI ¡<PI Ponte y col, 1988
Tanzi y col, 1988

APP733 SI

APP7I4 SI OX-2 Golde y col, 1990

APPÓ9S SI Kang y col, 1987

APP563 ¡<PI Sauvagey Octave,1989

APP365 KPI

El procesamientoalternativo parece ser específico del tejido.
La isoforma APP695 es la más abundanteen el sistema nervioso
central mientras que APP75I y APP77O son las formas más
comunesde los tejidos periféricos (Kang y Muller, 1990; Neve y col,

1988; Tanaka y col, 1989). Las neuronas expresan
fundamentalmente APP695, mientras que en los astrocitos las
formas más abundantesson APP75I y APP77O (Ohyagi y col,~ 1990).
En un principio varios trabajos indicaron que tanto la concentración
de las isoformas que contienen KPI (APP751 y APP77O), como la
proporción APP751/APP69S,eran mayores en EA (Tanzi y col,

1988b; Tanaka y col, 1988,1989; Johnson y col, 1989; Johnson y
Rogers,1990)y que estas diferencias en la expresión de APP podían

ser la causade los depósitosde pA4. Por el contrario, otros estudios
posteriores de expresión de las isoformas 695, 751 y 770 en la

9
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corteza cerebral de enfermos de EA y controles sanos no mostraron

diferencia alguna (Ohyagi y col, 1992).

A nivel post-transcripcional existen datos que indicán una
regulación mediada por la fosforilación y glicosilación de la proteína
(Gandy y col,1988; Oltersdorf y col, 1990; Weidemanny col, 1989).
Entre otros se ha estudiado el efecto de agentes que regulan la
fosforilación, como los ésteres de forbol, sobre el metabolismo de
APP (Buxbaum y col, 1990).

El esquema 2 muestra las distintas vías descritas del
procesamientode la APP.

A

13A4

secretasas ~~~••••• ~ metabolismo

endosomal C
reinternatización

6

fragmentos
amiloidogénicos

Esquema 2. Vías metabólicasde la APi’

La secuencia de ~A4 se localiza entre el fragmento de
membranade la APP y su parte externa, siendo el extremo amino-
terminal extracelular y el extremo carboxilo-terminal intracelular.
Se requiere por tanto la proteolisis de la APP para que se pueda
liberar ¡3A4 y que de lugar a los depósitos extracelulares.Se ha
demostradola capacidadde la J3A4 para agregarseespontáneamente
(Burdick y col, 1992) y su gran afinidad por las placas seniles
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(Maggio y col, 1992), luego un aumento de la cantidad de ~3A4
disponible extracelularmente daría fácilmente lugar a estos
depósitos.

El procesamientoproteolítico de la APP (esquema2A) da lugar
a la secreción de •un fragmento soluble, de más de 100 KDa, del
extremo amino-terminal de la APP, proteasa nexina II, y de un

fragmento pequeño del extremo carboxilo-terminal asociado a
membrana(Oltersdorf y col, 1990). El corte tiene lugar entre los
aminoácidoslisinal6--leucinal7 de la secuenciade la ¡3A4 dentro de
la APP (Esch y col, 1990; Anderson y col, 1991), dejando fuera parte
del fragmento amiloide. Por lo tanto esta vía de procesamientono

puede dar lugar a los depósitos amiloideos.

El procesamientoalternativo de la APP que podría dar lugar a
este aumento de pA4 ha sido ampliamente estudiado, y existen
varias posibilidades. Por ejemplo, Anderson y col (1992)
propusieron un sitio de corte alternativo en lisina 28 que daría
lugar a un fragmento, aun mayor, que si podría estar relacionado

con los depósitosvascularesde amiloide y promover de una forma
más clara la formación de placas (esquema2B).

Algunos investigadores han sugerido que el procesamientode
la APP puede hacerse también a nivel lisosomal tras el reciclaje

endosomalde la APP ligada a membrana(Estus y col, 1992; Golde y
col, 1992). Siguiendo esta ruta metabólica intracelular (esquema2C)
se producen fragmentos que contienen 13A4, pero no está claro cómo
llegan estos fragmentos al espacio extracelular. Se sabe que la
producción de pA4 es constitutiva y está normalmentepresente en
el líquido cefalorraquideoy sangre (Haass y col, 1992; Shoji y col,

1992), aunque no se ha encontrado correlación entre la
concentraciónde 13A4 en el líquido cefalorraquideoy la abundancia
de depósitos en el cerebro. Falta todavía aclararcómo se llega a una
superproducciónde !3A4 o al fomento patológico de su depósito en
las placas neuriticas.
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3.2 Alteraciones en el gen de la APP

Por otro lado, al tiempo que se llevaron a cabo estudios de
expresión y procesamientode la APP, se estudió la secuenciade
este gen en enfermos con antecedentesfamiliares. Hasta el

momento, se han descrito 4 mutaciones distintas que se consideran
causantes principales de la aparición de la patología en estos
enfermos. Otras dos mutaciones, asociadas a enfermedades

distintas (HCHWA-D y esquizofrenia) han sido descritasen la misma
zona (Levy y col, 1990; Mant y col, 1992), aunqueparece que la

esquizofrenia ha sido desligada de la APP por posteriores
investigaciones(Sorbi y col, 1994).
Estas mutacionesse encuentranen la zona de la APP que codifica la
pA4, que coincide con los exones 16 y 17 de dicha proteína.

3.2.1 Alteraciones en el exón 16

-Residuos 670 y 671 APP77O (Mullan y col, 1992).

li sina--->asparagina
metionina--->leucina

Esta alteración es una doble mutación se encuentradentro del

extremo amino-terminal de la pA4 y podría interferir con la
proteolisis de dicho fragmento al separarsede APP. Líneas celulares
transfectadascon la APP doblementemutada producen hasta 5 ó 6
veces más cantidad de pA4 en comparación con lineas transfectadas
con la APP silvestre (Citron y col, 1992). Este aumento no se ha
visto en las mutac~nes en el exón 17 y se piensa que pueden
producir una mayor producción de los fragmentos lisados de APP
que todavía contienen ¡3A4 y que se sabe están involucrados en las

placas seniles (Cai y col. 1993).

Se ha descrito para casos de HCHWA-D, enfermedad que
presentadepósitos amiloides similares a los de EA en los vasos

cerebrales la siguiente mutación:

-Residuo 698 APP7YO

glicina--->glutamina (Levy y col, 1990)

12
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3.2.2 Alteracionesen el exón 17

-Residuo 717 de la APP77O

valína--->isoleucina(Goate y col, 1991)

valina---->fenilalanina (Murrelí y col, 1991)

valina--->glicina (Chartier y col, 1991)

Estudios de representación de estas mutaciones en la
población de EA familiar demostraronque son muy infrecuentes y
solamenteasociadasa EA precoz (Schellenbergy col, 1991; Goate y
col, 1991). En conjunto, estos errores genéticos pueden ser
responsablesde 5 a 10% de los casos de EA familiar de aparición
precoz (Hardy y col, 1992; Van Broeckhoven«1995) e incluso
algunos afirman que de menos del 3% (Sherringtony col, 1995).

Estas mutaciones,que se encuentranen la zona de corte de la
secretasaencargadade la proteolisis de la APP, podrían inhibir la
disociación del extremo carboxilo-terminal de la APP impidiendo así
la degradaciónde ~sA4, la unión de APP a la membranao también
favoreciendo la estabilidad de los fragmentos pA4 en los lisosomas
(Estus y col, 1992; Goate y col, 1991). Xiao-Dan (1993) ha observado

un aumento en la producción (hasta cinco veces más) mediante el
metabolismo endosomal de fragmentos carboxilo-terminales de la
APP que contienen j~A4 y esapodría ser la causadel aumentode los
depósitos.

6

3.3 Función fisiológica yio patológica de ,5A 4

La hipótesis inicialmente aceptadaes que los fragmentos de

pA4, solos o con restos de APP, causan o promueven la muerte
neuronaly la formación de ovillos (Hardy y col, 1992). Hubo en un
principio desacuerdorespectoa la acción de 13A4 sobre las células.
Varios estudios con lineas celulares PCl2 (que tienen características

neuronales en cuanto que desarrollan neuritas baje los efectos de
factores de crecimiento neuronal) transfectadas con j3A 4
demostraron un efecto trófico como consecuenciade su sobre-
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expresión (Zain, 1989). Se ha observadoque la pA4 promueve el
crecimiento de las neuritas y la viabilidad de neuronas del
hipocampo en cultivo (Whitson y col, 1989). Otros estudios

parecidos(AlIsop y col, 1989; Whitson y Selkoe, 1990; Saitoh y col,
1989) parecían confirmar este efecto neurotrófico, pero pronto
empezaron a aparecer resultados contradictorios (Schubert y col,
1989; Yankner y col, 1989 y 1990). Finalmente se llegó a un
consensoen el que se acepta la función trófica de pA4 sólo durante

la fase de diferenciación celular, pasandoluego a ser tóxica para las
células si se administra en concentracionesrelativamente altas
(Yankner y col, 1990). La toxicidad de j3A4 puede deberse al
aumento de la sensibilidad a aminoácidos excitatorios en las
neuronas (Koh y col, 1990). Kowall y col (1991) introdujo

artificialmente jiA4 en cerebro de rata dando lugar a cambios
neurodegenerativos con pérdida neuronal y alteraciones en
neuronas y neuritas. El intento de reproducir estos resultados
(Podlisny y col, 1992) no funcionó y aumentó la polémica al
respecto. Ultimamente proliferan los estudios de expresión de JIA 4
en animales transgénicos (LaFerla 1995). Se ha visto
neurodegeneracióny muerte celular por apoptosis, acompañadasde
gliosis reactiva, que son característicaspatológicas descritas en EA,
pero su relación con la etiología de la enfermedadtodavía no ha

sido aclarada. En definitiva, no se puede aceptar inequívocamente
la neurotoxicidad de J3A4, ni que cause por sí misma los cambios
neuropatológicosdel EA, pero sí se ha observado in vivo e in vftro

que puede dar lugar a algunas alteracionesneurodegenerativas.

Mattson y col, (1992) sugirieron un mecanismopor el cual la

r3A4 podría contribuir a la degeneraciónneuronal en EA y que
estaría relacionado con alteraciones en la homeostasisde Ca2+ y
cambios en la organizacióndel citoesqueleto,inducidos por la APP.
Neuronascorticalesen cultivo expuestasa j3A4 sufren cambios en la

homeostásis de Ca2+ de forma que la respuesta a aminoácidos
excitatorios, despolarizacióno ionóforos de calcio se ve potenciada.
Las neuronas previamente tratadas con f3A4 son más vulnerables a
la neurotoxicidad de los aminoácidos excitatorios y muestran

cambios en el citoesqueleto similares a los ovillos neurofibrilares
(Mattson y col 1993).
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Estudios de incorporación de 13A4 sintético en membranas
lipídicas demostraronque forma canales específicos para cationes
(Arispe y col, 1993a, 1993b). Estos canales son permeablesa los
cationes metálicos monovalentes,como lo son la mayoría de los
canales clásicos de Ca2+ presentesen la membranacelular y retículo
endoplásmico. El canal que forma 13A4 se bloquea reversiblemente
por trometamina e irreversiblemente por A13+. Esta actividad
conductora puede ser la causante de un desequilibrio en la
homeostasis de Ca2+ que podría ser el responsable de la
neurotoxicidad de 13A4.

Algunos autores sugieren que la falta de acuerdo existente
respecto a las propiedadesdel péptido se deben, en gran medida, al
uso de péptidos artificiales en los experimentospor falta de acceso
al péptido natural que se encuentra en concentracionesmuy bajas
en el cuerpo humano (Frangione, comunicación personal). Dada la
importancia que estos grupos confieren a la conformación de la
proteína, afirman que el uso de peptidos comerciales que presentan
conformaciones no fisiológicas en la experimentación puede dar
lugar a conclusiones erróneas. Soto y Frangione (1995) han

propuesto que la ¡3A4 presenta dos conformaciones estructurales
distintas. Una fisiológica y que no sedimentaque denominan Apnac
(no-amiloideogénica)que en condiciones patológicas se transforma
en la molécula patogénica que se deposita en las placas, y que
denominan AI3ac (amiloideogénica). Esta transformación no es
espontánea, sino mediada por factores diversos entre los que
podrían encontrarse:cambios en el medio asociadoscon la edad (pH,
presencia de radicales libres, etc), concentracionesanormalmente
altas del péptido, interacciones con iones metálicos (A13+, Zn2+),
catálisis a través de una proteína acompañante (apoE, a-

antiquimotrípsina, glicosaminoglicanos>,mutaciones en la APP, o
modificaciones post-transcripcionales(Soto y Frangione, 1995).
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4. LA PROTEíNA TAU Y LOS OVILLOS NEUROFIBRILARES

El citoesqueletode las neuronasde los enfermos de EÁ se ve

desplazado por la aparición de los ovillos neurofibrilares,
compuestos por filamentos helicoidales emparejados que no se
parecen morfológicamentea ninguna estructura normal de la: célula.

Estos ovillos se encuentran sobre todo en el periZarion de las
neuronas afectadasy en las ramificaciones que rodean a las placas

seniles. Los filamentos helicoidales emparejados se encuentran
también en estructuras neuropílicas filamentosas como resultado
del deterioro neuronal, dando lugar a los denominados ovillos
“fantasmas”. Mediante química de proteinas y clonaje molecular se
determinó pronto que la proteína tau era el componente
mayoritario de los filamentos helicoidales emparejados(Goedert y

col, 1988; Kondo y col), lo que se confirmó, posteriormente,
mediante inmunohistoquimica(Wolozin y col, 1988).

Tau pertenece a un grupo de proteínas asociadas a
microtúbulos de bajo peso molecular y es una de las más
abundantes en el citoesqueleto de las células nerviosas,
encontrándosecasi exclusivamenteen la zona del axón (Doering,
1993). En neuronasnormales,tau estabiliza los microtúbulos en
los axones (Kanai y Chen, 1992; Lee y Rook, 1992) estimulando la
unión de GTP a la subunidad f3 de la tubulina, señal que inicia su

acoplamiento en microtúbulos (Khatoon 1990). Otra función
potencial de tau es la regulación de la diferenciaciónde una neurita
a axón en vez de a dendrita, ya que se ha visto que se requiere la
expresión de tau para la formación de axonesen cultivos neuronales
(Baas y col, 1991).

Las tau son un grupo de proteínas que se generán por
procesamientoalternativo a partir de un único gen (Kosik y col,
1986). Se conocen 6 isoformas distintas con longitud entre 352 y
441 residuos (Goedert y col, 1989) que se diferencian por la

ausenciao presencia de dos tipos de insertos en la mitad del N-
terminal (insertos 1 y 2) con 3 o 4 repeticiones en tandem del
dominio de unión a tubulina en el C-terminal (Goedert y Jakes,
1990) (Esquema3).
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Esquema 3. Isoformas de la proteína tau indicando los residuos

fosforilados cii EA.

La proteína tau que se encuentra en los filamentos de los
ovillos, a la que se denominaEA-tau o PUF-tau, es distinta de la tau
normal. La proteína tau en EA está modificada mediante
fosforilación, proteolisis y ubiquitinación. La fosforilación anormal
es la modificación inicial y la más crítica en cuanto a la patología.
La proteolisis y ubiquitinación se consideran más una respuesta

reactiva a la formación de los filamentos helicoidales emparejados
(Mandelkow y Mandelkow, 1994).

En preparacionesde tau obtenidas a partir de los ovillos
neurofibrilares, ésta6migrade forma diferente a la de preparaciones

de tau normal cuando se separamediante electroforesisen geles de
poliacrilamida. y sodio diodecil sulfato (SDS-PAGE). La EA-tau
extraída de los filamentos helicoidales emparejados se separa en
tres bandasen geles de SDS-PAGE (Lee y col, 1991). Estas bandas
de EA-tau contienen la tau completa, ya que se ha comprobadoque
se unen a anticuerpostanto contra las zonas carboxilo como amino
terminal de la tau normal (Goedert y col, 1992; Lee y col, 1991).
Después de tratar las bandas con fosfatasa alcalina, se desdoblan en
seis, que correspondena las seis isoformas de tau normal (Liu y col,

1993; Goedert y col, 1992). Estas observaciones,junto con el hecho

1
le
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de que la tau normal contiene 2-3 moles de fosfato/mol de proteína
mientras la EA-tau contiene de 5 a 10 moles (Ksiezak-Readingy
col,1992; Kopke y col, 1993), llevó a la conclusión de que• la
fosforilación de tau era clave en la formación de los ovillos en EA.
Cuando la tau normal se trata con proteína kinasa dependientede
Ca2+/calmodulina(pero no con la proteína quinasa C) adquiere un
comportamiento similar al de la EA-tau (Baudier y Cole, 1987;
Baudier y col, 1987). Se ha observado además que la proteína
kinasa dependiente de Ca2+/calmodulina1 está aumentadaen la
región hipocámpicade los enfermos de EA (McKee y col, 1990) por
lo que se cree que el error de fosforilación puede deberseen parte a
proteínas dependientesde Ca2~/calmodulina(Goedert 1993).

La unión de tau a los microtúbulos está regulada por el estado

de fosforilación de la proteína (Lindwall y col, 1984) y la
transformación de tau normal a EA-tau impide, por tanto, su unión
eficiente a los microtúbulos (Bramblett y col, 1993). Esta falta de
unión a los microtúbulosdependesólo del grado de fosforilación, ya

que esto es lo único que diferencia a la tau normal de la EA-tau.
Dicha disminución en la unión probablemente desestabiliza los
microtúbulos en EA, dando lugar a fallos en el trasporte axonal que
llevan a la degeneracióny muerte de las neuronas afectadas. Un

cambio en la tubulina o en las proteínas asociadasa microtúbulos
puede notarse más en las neuronasde individuos de edad avanzada
ya que la concentraciónde tubulina disminuye con la edad (Yang y
col, 1985) y esta concentraciónes bastantecrítica para la formación
de microtúbulos. La EA-tau se cataboliza ineficientementey se
acumula intracelul&rmente en las neuronas formando filamentos
helicoidales emparejados que se acumulan en los ovillos

neurofibrilares y placas seniles (Goedert, 1993; Holzer y col, 1994)
Todas las isoformas conocidasde tau puedendar lugar a los ovillos

neurofibrilares (Goedert, 1993) (Esquema4).

La pérdida de microtúbulos afecta funcionalmente a la
neurona ya que éstos son necesarios para mantener el flujo
axoplásmico en axones y dendritas. En las células con ovillos
neurofibrilares se observa una disminución en el número de
microtúbulos y una acumulación de organelas vesiculares. Estas
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organelas se mueven normalmente a lo largo de los microtúbulos
mediante un sistema dependiente de ATP (Brion, 1992). Es
interesantemencionar el hecho de que la APP se desplaceusándo el
transporteaxoplásmico(Koo y col, 1990).

Una vez observado que la fosforilación juega un papel
fundamental en los procesos patológicos que promueven la

formación de ovillos, las quunasasy fosfatasas responsablesde la
conversión de tau a tau hiperfosforilada o anormalmente fosforilada
(EA-tau) estan siendo identificadas y caracterizadas. Es necesario
determinar también los residuos que se fosforilan. Hasta ahora se
han descrito varios residuos serma y treonina seguidos de prolina
sensiblesa esta fosforilación (Goedert, 1993; Hasageway col, 1992).
La mayoría de los residuos hiperfosforilados se encuentran fuera de
la zona de repetición en tandem (Esquema3).

Además de los filamentos helicoidales emparejadosen los
ovillos, se encuentran filamentos libres que contienen tau normal
(Brion y col,1991). La diferencia entre los filamentos helicoidales

emparejadoslibres y los que forman parte de los ovillos es la
presencia de ubiquitina en los últimos (Mori y col, 1987). La
ubiquitina forma parte de un sistema proteolitico dependientede

ATP encargadodel catabolismo de proteínas intracelulares de vida
corta (Kyte 1982). Una vez que la ubiquitina se une a la proteína,
ésta se degrada rápidamente por la acción de una proteasa

dependientede ATP. Esta proteolisis de la tau, que se produce en
los ovillos, se considera más una consecuenciaque una causade la

patología.

Los filamentos helicoidales emparejados,además de proteína
tau, contienen otro tipo de materiales como aluminio, Ca2+, y
proteoglicanos. También se ha observadopresenciade péptido pA 4

(Brion, 1992).
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Esquema 4. Hipótesis sobre la ‘ña patológica de la formación de filamentos

helicoidales emparejados a partir de una hiperfosforilacién de tau

(Trojanowski y Lee, 1994).

5. LA APOLIPOPROTEINAE

La apolipoproteina E es una proteína plasmática cuyo papel
fundamental es el. transporte de colesterol. Participa en el
metabolismo de las lipoproteinas plasmáticasy en la homeostasis
del colesterol a través de su capacidad de interacción con el
receptor de lipoproteinas de baja densidad y con la proteína
relacionadacon dicho receptor (Mahley, 1988; Weisgraber, 1994).
También funciona como transportador de lípidos en el sistema
nervioso (Weisgraber y col, 1994) y se ha observadoque juega un
papel fundamentalen la regeneraciónde nervios periféricos (Boyles

y col,1989; Weisgraber y col 1994). Estudios de expresión de la
proteína demuestranque el segundo punto de síntesis de apoE,

después del hígado, es el cerebro (Elshourbagy y col, 1985).
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Dentro del sistema nervioso central son los astrocitos los encargados
de su producción y en el sistema neryioso periférico su síntesis
tiene lugar en celulas gliales no mielinizantes y macrófagos (Boyles

y col, 1985).

El gen de. esta ‘iiroteína. es polimórfico y presenta
mayoritariamentetres alelos para tres isoformas distintas (£2, £3, £4)

(Esquema5) (Zannis y col, 1982). La isoforma más corriente es la
s3 y se distingue por una cisteina en la posición 112 (1 l2cys) y una
arginina en la 158 (lSSarg) en la zona de unión al receptor de la
proteína. La forma £4 presentauna arginina en el residuo 112 y la
s2 una cisteina en el 158 y son mucho menos frecuentes que la
isoforma ~3 (Davignon y col 1988).

112

N O
158

s4 arginina arginina
s3 cisteina arginina
s2 cisteina cisteina

Esquema 5. Diferencias en la composición de aminoácidos entre las

isoformas de apoE.

6

5.1 ApoE4 y EA de aparición tardía

Se ha observadoque la frecuencia del alelo£4 es mucho más

alta en los EA de aparición tardía por lo que se consideracomo un
factor importante en la etiología de esta enfermedad. Se observó
inicialmente que la apoE es un componentede las placas amiloideas
del cerebro de los enfermos de EA. Fue localizada
unmunoquimicamenteen las placas, depósitos amiloides alrededor
de los vasos y en los ovillos neurofibrilares de cerebros con EA
(Namba y col, 1991; Strittmatter y col, 1993). Finalmente, la
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localización cromosómica de la apoE coincide eón una región del

cromosoma 19 previamente relacionadacon un ligamiento para EA.
de aparición tardía. El ligamiento se había marcado entre las zonas
19q13.l y 19q13.3 y la localización exacta de la apoE es 19q13.2. La
tipificación de las distintas isoformas de apoE ya se había llevado a
cabo medianteestudiosile restricción (Emi y col, 1988), dado que se

conocía la correlación entre los distintos polimorfismos de apoE y
diversas enfermedadescoronarias (Hixson y Vernier, 1990). Por
esta razón el estudio de las frecuenciasalélicas de los pacientesde
EA se llevó a cabo muy rápidamente.El resultadode estos estudios
estableció una clara relación entre la presenciade la isoforma e4 y
EA de aparición tardía (Saundersy col, 1993). Se observó que la
frecuencia del alelo £4 en el grupo de enfermosanalizado era de 0,5
mientras que en la población control era de 0,16 (Strittmatter y col,

1993). La asociaciónde £4 con EA está actualmentecorroboradapor
múltiples estudios.

Se ha descrito que el aleloe4 confiere un mayor riesgo de

aparición de la enfermedad al tiempo que acorta la edad de
aparición. El riesgo de desarrollarEA en familias con la enfermedad
de aparición tardía aumenta de 20 a 90% y la edad media de
aparición baja de 84 a 68 años dependiendode que la carga alélica
de a4 aumentede O a 2 (Corder y col, 1993). El efecto de e2 parece
ser de protección contra la enfermedaden comparación con el más
frecuente£3 (Corder y col, 1994). Algunos grupos estipulanque su
efecto es dosis-dependiente,mientras que otros no encuentran
diferencias entre hetero u homozigotos.

6

5.2 Estructura de la apoE

ApoE presenta dos dominios estructurales: el amino-terminal
(residuos 1-191) y el carboxilo-terminal (residuos 216-299) que
definen también los dominios funcionales (Wetterau y col 1988,
Aggerbeck y col 1988). El amino-terminalcontiene el sitio de unión
a receptores de lipoproteinas (residuos 136-150), mientras que el
carboxilo-terminal contiene las regiones de unión a lípidos (Mahley
1988). Los dos dominios interaccionan entre sí modificando sus
propiedades.El amino-terminal de las tres isoformas se dobla en 4
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hélices (Wilson y col 1991). La estructuradel carboxilo-terminal no
se conoce tan bien, pero se sabe que es altamente helicoidal y
menos estable que el extremo amino-terminal. Las pequeñas
diferencias en las cadenas de las tres isoformas producen cambios
estructuralesque repercuten en diferencias funcionales las cuales
podrían explicar su distinto comportamiento en relación a EA
(Weisgraber, 1994). ApoE3 y 4 se unen a los receptores de
lipoproteinas con gran afinidad, al contrario que apoE2. Esta
afinidad tan baja de la apoE2 se explica por un cambio estructural
en la zona de unión a los receptorespor la aparición de puentes
entre la cisteina 158, ácido aspártico 154 y arginina 150.

ApoE3 difiere de apoE4 en su afinidad hacia las lipoproteinas.
ApoE3 se une mejor a lipoproteinas pequeñas de alta densidad

mientras que apoE4 se une prefer9ntementea lip¿proteínasde muy
baja densidad. Esta diferencia se debe a la distinta interacción del
residuo arginina 61, común para las dos isoformas, con el
cisteina/arginina112 de una u otra isoforma.

5.3 ApoE y 44

Se ha observado in vitro que entre las proteínasdel líquido
cefalorraquideoque se unen a A4 inmovilizada se encuentraapoE
(Wisniewski y col, 1993). Dado que apoE también se encuentraen
los depósitos amiloideos de enfermedadescomo Creutzfeld-Jacoby
otras asociadas a priones, se sugirió que podrá actuar como
acompañantepatológico de A4 (Wisniewski y Frangione,1992). La
unión apoE-A4 varí% entre las distintas isoformas. Los complejos
con apoE4 se forman antes que con apoE3 (Strittmatter y col, 1993).
La correlación entre el patrón de distribución de los depósitos
amiloideos en los cerebros de EA de aparición tardía y su genotipo

de apoE apoyan la teoría del efecto de apoE4 sobre la formación de
estos depósitos (Schmechely col, 1993). Dentro de la teoría de las
dos conformacionesde A4, no-amilodegénicay amiloidogénica, se
ha observado que apoE4 transforma una en la otra (Soto y
Frangione, 1995).
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5.4 ApoR y los ovillos neurofibrilares

Actualmente, se postula que la apoE modula el citoesqueleto
intracelular y altera la extensión y ramificación de las neuritas en
presenciade colesterol (Handelmanny col, 1992>. Estudios llevados
a cabo en diversos cultivos de células neuronalesdemostraronque
apoE3 en jwesencia de lípidos (fundamentalmente13—lipoproteinas
de muy baja densidad) aumentabala extensión de las neuritas al
contrario que apoE4 (Nathan y col, 1994).

En cuanto al efecto especifico de las distintas isoformas de
apoE sobre el citoesqueleto,se ha observado que la formación de
microtúbulos se ve negativamenteinfluida por apoE4 y además
produce una marcadadispersión de la tubulina. La hipótesis final

es que apoE3 estabiliza el citoesqueleto y promueve la extensión
neuritica, se acumula en el cuerpo neuronal y en las neuritas
modulando la actividad del citoesqueleto.El efecto de apoE4 es, por

el contrario, desestabilizador(Weisgraber y col, 1994). ApoE3 se
une a tau evitando su fosforilación, mientras que apoE4 no se une a
tau. El principal componentede las lesiones neurofibrilares son los
filamentos helicoidales emparejados y su formación se vería
aumentadapor un fallo en la regulación de la fosforilación de tau en
presenciade apoE4 (Strittmatter y col, 1994; Wisniewski, 1994). La

unión de apoE a tau está mediada por cisteina, apoE3 y apoE2
tienen, respectivamente,uno y dos residuos de cisteina, mientras
que apoE4 ninguno (Kamboh, 1995). La proteína tau presentauno o
dos residuos de cisteina (dependiendode la isoforma) situados en la
zona de unión a microtúbulos. Esta zona es la que forma el centro
de los filamentos helicoidalesemparejados(Crowther y col, 1992) y
la que forma los puentesde unión en los dímeros de tau. Así pues,
los residuos de cisteina en apoE2 y apoE3 permiten su unión a tau

previniendo la formación de los ovillos. Queda todavía por aclarar
si apoE se encuentraen el citoplasmade las neuronasy cómo llega

hasta allí. Se piensa que lo hace a través de los receptoresde
lipoproteinas de baja densidad o las proteínas asociadasa dichos
receptores sin pasar por la vía metabólica endosomal

permaneciendo libre para interaccionar con el citoesqueleto
neuronal (Wisniewski y col, 1994b).
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Objetivos

Objetivos de la tesis y planteamiento experimental

El objetivo general de esta tesis es la detección y
caracterización a nivel celular y molecular de las posibles
alteraciones estructurales de los genes implicados en la
etiopatogenia de la enfermedad de Alzheimer. Nos basamospara
la.reallzación de este estudio en las tres hipótesis más verosímiles:
En primer lugar, consideramosla posibilidad de que alteraciones
estructuralesde la proteína precursora de la substancia amiloide
(APP) sean causa de su procesamiento anómalo y/o de su
insolubilidad en nuestra población de enfermos de Alzheimer.

Para ello, hicimos una análisis estructuralde los exones 16 y 17 de
la APP, que son los que codifican el péptido 13-amiloide (Kang y col,

1987) y en los que se han encontradomutaciones asociadasa la
enfermedad(Mullan y col, 1992; Chartier y col, 1991; Mur~ell y
col, 1991; Goate y col, 1991). El abordaje experimental que
utilizamos fue la amplificación de los fragmentos de ADN genómico
de los pacientes de EA correspondientesa estos dos exones y la
determinación de posibles alteraciones estructurales mediante
técnicas de rastreo.

En segundo lugar, hicimos un estudio de la asociaciónentre el
alelo 4 de la apolipoproteina E (apéE4) y la enfermedad de

Alzheimer. Este estudio se realizó sobre la base de la gran
incidencia de enfermos de Alzheimer de aparición tardía en

individuos portadoresde la apoE4 (Corder y col. 1993; Saundersy
col. 1993). Para abordar este estudio diseñamos unos
oligonucleótidos que nos permiten amplificar la zona polimórfica

6
del gen de la apoE y determinar la proporción de los distintos
alelos en el ADN de individuos control y enfermosde Alzheimer.

Por último, abordamos el estudio de la hipótesis d¿ que
anomalíasen los mecanismosde homeostasisiónica celular púedan
ser la causa del procesamientoanómalo y/o isolubilidad de la
proteína amiloide. Estas anomalías podrían ser consecuenciade
alteraciones estructuralesen el gen(es) que codifica(n) alguna de
las proteínas de canales iónicos, o de otro tipo de cambios
estructurales característicosdel proceso involutivo senil. En este
sentido, creemos que la caracterización de los mecanismos
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celulares de homeostasisiónica son esencialespara la comprensión
de la etiopatogeniade la demenciade Alzheimer.

Para la realización de este estudio utilizamos células
derivadas de pacientes de demencia de Alzheimer. Nos hemos

basado en el supuestode que los procesos patológicos que afectan
primordialmente al sistema nervioso tienen también una
expresión sistémica. Por tal razón, intentamos obviar las
dificultades inherentes a la obtención de material de estudio
procedente del sistema nervioso, utilizando como modelo
experimental un tejido extraneural, relativamente fácil de
inmortalizar, como son los linfocitos. Nos basamosen la hipótesis
de que las mismas anomalías estructuraleso de procesamientode
las proteínas que pudieran estar relacionadascon la deposición de

la proteína p-amiloide, deben de manifestarseen todas las células
que las expresen, a pesar de que las repercusionesfuncionales
sean una característicaintrínseca de cada tipo celular.

Por tanto, decidimos utilizar como modelo experimental
cultivos de linfoblastos, obtenidos mediante transformación de
linfocitos con el virus de Epstein Barr. Para ello, iniciamos la
constitución de un banco de lineas celulares linfoblásticas de
enfermos de EA y de donantes sanos de la misma edad. La
caracterización del medio iónico intracelular de estas líneas
linfoblásticas la llevamos a cabo determinandolos niveles basales
de pH y de Ca2~ libre citosólico, así como el efecto de inhibidores
específicos de los intercambiadoresNa+/Ca2+y Na+IH+ sobre los
niveles intracelulares de Ca2+ y 11+ y la respuestaa factores de
activación celular. La activación in vitro de los linfoblastos la
realizamos con aitticuerpos anti-IgM (Bourget y col,1993). La
respuestacelular a este activador consiste en una serie coordinada

de acontecimientosque culminan con la síntesis de ADN y la
división celular. Algunos de los acontecimientos primarios
incluyen la salida de K~ (Gelfand y col, 1986; Segel y col, 1979) y
H~ (Hesketh y col, 1985; Rosoff y Cantley, 1985) y la entradade
Na~ (Felber y Brand, 1983; Prasady col, 1987) y Ca2~ (Tsien y col,
1982; Whitney y Sutherland, 1973). Al mismo tiempo se hidroliza
el fosfatidil-inositol 4,5-bifosfato, formando inositol 1,4,5-

trisfosfato, el cual moviliza Ca2+ de depósitos intracelulares, y
diacilgílcerol, activador de la proteína quinasa C (Cambier y col,
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1987). La movilización de Ca2+ va acompañadade un aumentode
la [Ca2+] libre citosólico, que puede activar proteína quinasas
dependientesde Ca2~-calmodulina(Schulman, 1993). Por tanto, la
utilización de este activador celular ofrece la ventaja de que su
utilización podría permitir determinar posibles alteraciones en los
mecanismos implicados en la transmisión de señales,a través de
varias vías.

6
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Métodos

MEDiOS Y TAMPONES

- LB (para 1 litro):
10 g bactotriptona
5 g extracto de levadura
10 g NaCí

- PBS (para 1 litro):
8 g NaCí
0.2 g KCl
1.44 g Na2PO4
0.24 g KH2PO4

- SOC (para 1 litro)
20 g bactotriptona
5 g extracto de levadura
0.5 g NaCí
18 g glucosa

- TE pH 8:
lOmM Tris HCI pH 8
1 mM EDTA

- TAE lx:
40 mM Tris-base
20 mM ácido acéticoglacial
1 mM EDTA pH 8.0

- TBE 5x:
54 g Tris base
27.5 g ácido bórico
20 ml 0.5 M EDTA pH 8.0
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1. VARIACIONES ESTRUCTURALES DEL ADN GENOMICO

1.1 Obtención y manipulación del ADN genómico

1.1.1. Extracción de ADN

El ADN genónúcose obtuvo a partir de leucocitos. Para ello, de
unos 10 a 15 ml de sangre fueron extraídos de cada paciente o
individuo control y tratadoscon anticoagulante(heparinao EDTA). Los
hematíes se eliminaron mediante un procedimiento de lisis osmótica.
Se añadió a la muestra 3-4 volúmenes de tampón de lisis (150 mM
ClNH4, 10 mM CO3HK, 1 mM EDTA) a 00C. Tras una centrifugaciónde

10 mm. a SOOxg, el sedimento se resuspendióen 0,9 ml de un tampón
de digestión (100 mM NaCí, 10 mM Tris-HCl pH8, 1%SDS, 1 mg/ml
proteunasaK) y se incubó a 50 0C durante12-18 h. El ADN liberado al
digerir las estructurascelulares se precipitó con acetato amónico 7,5 M
(1/2 vol) y etanol 100% (2 vol). Una vez precipitado, el ADN se
compacta en una masa mucosa que es fácilmente separable de los
demás restos celulares con una varilla de vidrio fino. El ADN se
disolvió en 1 ml de TE pH 8 y se congeló en alícuotasde 500

1il a -20
0C

para su futuro uso experimental.

En algunos casos el ADN se obtuvo a partir de líneas

linfoblásticas mediante el mismo procedimiento pero suprimiendo el
paso con el tampón de lisis de los hematíes.

1.1.2 A¡nplifitación de fragmentosde ADN

La amplificación de los fragmentosde interés del ADN genómico
se realizó mediante la técnica de la reacción en cadena de la
polimerasa (PCR) que permite obtener un número muy elevado de
copias de un fragmento de ADN flanqueado por oligonucleótidos
específicos mediante la repetición de ciclos en los que la polimerasa
completa la secuencia complementaria a la hebra desnaturalizada

31



Métodos

(Saiki y col, 1985; Mullis y col, 1986; Mullis y Faalona 1987). La
polimerasa que se usó en estas amplificaciones es la Taq ADN
polimerasade Boehringer Mannheim (Alemania). Los PCR se preparon
en volúmenesde 25 a 50 jil y, a menosque se undique lo contrario, con

1,5 mM de CI2Mg, 200 ¡M dNTP, 0,8 pmol/~tl de cada oligonucleótido,
0,5 unidades de taq polimerasa y el tampón suministrado con la
enzima por la casa comercial. El termociclador automático usado para
estas amplificaciones es el modelo Gene Amp PCR System 9600 de
Perkin Elmer. El programapara cada reacción variaba en función de
los oligonucleótidosy la longitud del fragmento siendo el patrón básico
similar en todos los casos:

1 6 2 miii. 94
0C Desnaturalizacióninicial

30-60” 940C Desnaturalización
25-33 ciclos 1’ o Anillamiento

1-2’ 720C Extensión

5 6 10 mm. 720C Extensión final

La tempUatura de anillamiento (Tongo) dependíade la secuencia

de cada pareja de oligonucleótidosy se menciona específicamenteen
cada caso.

1.1.3. Clonaje de los fragmentosde PCR en .plásmido bacteriano

El clonaje de los fragmentos de PCR se hizo en un vector
comercial, pCRII (lA Cloning Kit, Invitrogen, California, USA), que
apovecha la terminación 3’-A libre que dejan las polimerasas que se
usan en la amplificación. Este vector comercial está abierto y contiene
bordes 3’-T libres con lo que la ligación del fragmento de PCR se
producefácilmente con la T4 ADN ligasa. Las reaccionesde ligación se
preparon en 10 gí con el tampón suministradocon el kit, con 1 unidad
de enzima y una proporción 1:1 de fragmento de PCR (1 jil de una
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reacción de SOi’l) y vector (50 ng) y se mantuvierona 140C duranteun
mínimo de 4 horas (preferiblementehasta 18h).

La transformaciónde las construccionesse llevó acabo en la cepa
INVaF’ de E. coIl introduciendo el plásmido (li’1 de la reacción de

ligación por cada alícuota de 5O¡il de bacteria competente) tras un
choque térmico a 420C. Después,las células se crecieron en 0,5 ml de
medio SOC durante 1 hora a 370C con agitación. El plásmido utilizado
para el clonaje contiene un gen de resistencia a ampicilina, que
permite la selección de las bacterias trasformadas creciendolas en
medio con antibiótico. Este plásmido presentatambién el gen de la I~-

galactosidasaen la zona de inserción del fragmento con lo que se
facilita la selección de los clones positivos. La incorporación del

fragmento de ADN en el plásmido rompe el gen y evita que la bacteria
sea capaz de utilizar un análogo de la galactosa, 5-bromo-4-cloro-3-

indolil-~3-galactosido(X-gal), que le da a las colonias una coloración azul
cuando se metaboliza. Unos 100 ~.tl del cultivo en SOC recién
transformado se plaquearonsobre LB-agar con ampicilina y X-gal y se
crecieron a 37 0C durante la noche.

Despues de poner a crecer las colonias blancas, portadorasdel
ADN transformado, se extrajeron los plásmidos mediante un método de
lisis alcalina que es una adaptacióndel método descrito por Birboin y
Doly (1979). Este método permite la extracción y purificación del
plásmido a partir de un cultivo líquido de la bacteria. Los cultivos se
crecieron durante 16-18 horas en 10 ml de LB liquido con ampicilina

(50 >ig/ml) a 370C en baños con agitación. Se centrifugaron 10 miii a
600xg y el sedimer

1to se resuspendióen 250 gí de tampón de lisis (50
mM glucosa,25 mM Tris-UCI pH 8, 10 mM EDTA y 4 mg/ml lisozima).
Tras esta lisis enzimática se añadió una solución alcalina (0,2 N NaOH,
1% SDS) que acaba de romper y desnaturalizarlos restos bacterianos.
El ADN cromosómicojunto con otros restos bacterianosse precipitó
añadiendo 1/2 vol, de 7,5 M acetato amónico. La solución se
centrifugó 6 mm a 10.000 rpm y el sobrenadantese transfirió a otro
tubo añadiendo 0,6 vol de isopropanol para precipitar el ADN
plasmídico. Se centrifugó 15 mm a 13.000 rpm, se lavó el sedimento
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con 70% etanol, se secó y se resuspendióen 50 ¡.l de TE pH 8 con
lmg/ml de ARNsa y se mantuvo lh a 370C para eliminar el ARN de la
preparación. Este ADN se purificó mediante extracción con
fenol/cloroformo (24:1) añadiendo un volumen a la muestra y
centrifugando 1-2 mm a 10.000 rpm para separar bien las fases. El
ADN permaneceen la fase acuosamientras que los restos protéicos son

arrastradospor el fenol. Los posibles restos de fenol o cloroformo se
eliminaron precipitandoel ADN con 1/10 vol de actetato sódico 3M pH
5,2 y 2 vol de etanol. Tras sedimentar el ADN, se lavó y secó la
muestrapara volverla a resuspenderen 25 o 50 gí de TE pH 8.

1.1.4 Secuenciación

Para secuenciar las muestras se utilizó el método de la
terminación específica de base mediante dideoxinucleótidos (ddNTP)

usando la T7 ADN polimerasa (Sanger 1977, 1980) y 355-dATP
(Amershan) como marcador radioactivo. La reacción de la polimerasa
incorpora los dNTP a partir del olignucleótido unido a la hebra simple
desnaturalizadamarcando radioactivamente la nueva hebra con la

incorporación de 355-dATP. En el momento que a la reacción se le
añaden los ddNTP comienza a romperse el alargamientode la nueva
hebra a distintas alturas de la secuencia. Los reactivos para la
reacción de secuenciaciónse obtuvieron de Pharmacia Biotech. De
forma rutinaria se secuenció el fragmento de ADN inserto en un
plásmido para facilitar la desnaturalizaciónalcalina de la muestra.
Para garantizar la presencia de las dos formas alélicas en casos
heterozigotos,se secuenciaronmezclas de, al menos, 10 clones distintos
para cada fragmento’amplificado. Para cada secuenciación,unos 15 ~g

de plásmido se trataron con 0,4 M NaOH en un volumen de 30 til,
durante 30 mm a 370C para su desnaturalización. Inmediatamente

después, se precipitó la muestra con acetato sódico y etanol en las
proporciones descritas anteriormente. Tras la precipitación y lavado

del sedimento con 70% etanol, el ADN seco se resuspendió con el
oligonucleótido en un tampón de anillamiento (0,14 M Tris-HCl pH7,6,
14 mM MgCl2, 30 mM DTT) y se calentó 5 mm a 650C. Se dejó que la
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temperaturabajara hasta 370C poco a poco para favorecer la unión del
oligonucleótido a la hebra desnaturalizadadel ADN y entonces se
añadieron los dNTP (200 ixM cada uno), 35S-dATP (10 mCi/mí) y la T7
ADN polimerasa (0,1 unidades/pl) en un volumen final de 20 pl,
dejando que la reacción se prolongara durante 5 mm para despues
añadir los dideoxinucleótidos (5gM) por separado, obteniendo así
cuatro reacciones para cada muestra que acaban en~- cada una de las
bases.

La electroforesisde las muestrassecuenciadasse hizo en geles de
poliacrilamida al 6% con 5,6M urea en tampón TBE. Las muestrasse
sometieron a 40-50W manteniendo la temperatura alta y homogénea
en todo el gel mediante una placa difusora de aluminio. La secuencia
se obtuvo tras exposición de los geles secos en película fotografica.

1.2 Métodos de rastreo de alteraciones en el ADN

Se usaron dos técnicas distintas para facilitar la búsquedade
alteraciones en la secuencia de los fragmentos de ADN

correspondientesa las proteínas en estudio: la electroforésis en geles
de gradiente desnaturalizante(DGGE) y la técnica de polimorfismos
conformacionalesde ADN monocatenario(SSCP).

1.2.1 Electroforésis en geles de gradiente desnaruralizante(DGGE)

La detecciónde alteracionesestructuralesen el gen que codifica

para la APP se realizó mediante electroforesis en geles de gradiente
desnaturalizante(DGGE) de los exones de la proteína correspondientes

6
al fragmento J3A4, los exones 16 y 17.

La DGGE es una técnica que permite separarmoléculasde ADN

que se diferencien incluso en una sola base. Esta separaciónse basa en
las distintas propiedadesde fusión de cada molécula que se expresa
como una capacidadde migración distinta en geles de poliacrilamida
con substanciasdesnaturalizantes,en este caso urea y formamida. El
efecto de estos dos desnaturalizantesequivale a un aumento de
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temperatura. La combinación GC requiere una temperaturade fusión

más alta, o una concentraciónmás alta de desnaturalizantes,que AT.
Se ha observado que la desnaturalizaciónde una molecula de

ADN se produce gradualmente con el aumento de temperatura,
separándosepor regiones de longitud variable (50-100 pb). Estas
regiones o dominios se separanen bloque al alcanzaruna temperatura

determinada.Los cambios de secuenciadentro de un dominio son los
que marcan la diferencia en la Tm (temperaturade fusión) de éste sin
afectar a los dominios adyacentes.La electroforesis de los fragmentos
de ADN en estos geles de gradiente se lleva a cabo a una temperatura
de 60 0C porque se aproxima a la Tm más baja que puede presentarun
fragmento cualquiera de ADN. Los fragmentos entran en el gel y
comienzan a migrar como estructuras de doble cadena hasta que el
aumento en la concentraciónde urea y formamida alcanza la Tm del
dominio más facilmente desnaturalizable. El fragmento adquiere
entonces una estructura ramificada, con una parte en doble cadena y
otra en cadenasencilla. Esta estructuramigra a través de los poros del
gel con mayor dificultad (mayor cuanto más largo sea el~ dominio

desnaturalizado). Dos fragmentos de ADN que difieran en una base y
tengan, por tanto, Tm diferentes, comenzarán a migrar a distinta
velocidad en puntos diferentes del gel, dependiendode cual de ellos
contengael dominio que se desnaturalízeprimero. Este procedimiento
incrementa notablemente la sensibilidad de la separación

electroforética, permitiendo la detección de prácticamenteel 100% de
las mutaciones, apareamientosincorrectos de incluso una sóla base en
fragmentos de 200 ó 300 bases. Con esta técnica se hace patente la
diferencia de movilidad en un gradiente desnaturalizante del

homodúplex mutari’te y heteroduplexes silvestre-mutante, que se
originan durante la amplificación por PCR, con relación a la movilidad
del homodúplex silvestre normal. Basta un cambio de una sola base
para alterar la temperatura de fusión de un fragmento de ADN y
modificar, por tanto, su movilidad en el gel.

Para cada fragmento se estableció primero la concentración de
desnaturalizantepara alcanzar la Tm del primer dominio. Para ello, se
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hizo una electroforesis con el gradiente perpendicular a la corriente
eléctrica y se corrió una única muestra abarcandotodo el gel. La
muestra se desplazaen forma de curva sigmoidal con el punto de

infexión en la zona de desnaturalizacióndel primer dominio. Una vez
determinada la concentración óptima para alcanzar esta
desnaturalizaciónse procedió a la electroforesis de todas las muestras

correspondientesa cada paciente en geles con el gradiente paralelo a
la corriente eléctrica

El PCR de los exones 16 y 17 de la APP se hizo a partir de 2 pg de
ADN genómico en volúmenes de 25 ó 50 pl para los geles paralelos o
perpendiculares respectivamente, con las concentraciones de
oligonucleótido, tampón y dNTP ya descritas. La reacción se hizo con
con el mismo programapara los dos fragmentos:

2’ 940C

30” 940C
30 ciclos 30” 550C

2’ 720C
5’ 720C

Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en
geles de agarosa(1%), utilizando un alícuota de 1/10 del volumen de la
reacción. El resto del volumen de las muestras se sometió a
electroforesis en geles de poliacrilamida 6,5% acrilamida (37,5:1
bisacrilamida). La ‘concentración de desnaturalizantevariaba desde 0%

a 80%, siendo esta última concentraciónde 32% formamida y 5,6 M
urea. El tampón de electroforesisestabacompuesto de 800 mM Tris-
base, 400 mM acetato sódico, 20 mM EDTA. El tampón de carga se
preparócon 20% ficolí, 10 mM Tris-HCI pH 7,8, 1 mM EDTA y 0,1% azul
de bromofenol. Las muestrasse cargaron 1:1 con tampón de carga y
se sometierona 150 V (0,4 A) durante 5-7 horas, sumergido el gel en
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una cubeta de tampón a 600C. La tinción se llevó a cabo con plata
(Silver Stain, BioRad) o bromurode etidio (0,5 gg/.il).

¡.2.2 Técnica de polimorfismos conformacionales de ADN

monocatenario (SSCP)

La técnica de polimorfismos conformacionales de ADN
monocatenario (SSCP) está basada en los distintos patrones de
migración del ADN de cadena sencilla en geles de poliacrilamida. La

estructura secundariaque adquieren estas hebras sencillas hace que
tengan una movilidad distinta auiique el tamaño sea el mismo, incluso
diferencias de una sola base producencambios notables(Orita 1989a y
1989b). Este procedimiento es especialmenteeficaz para rastrear
fragmentosde ADN de un tamaño entre 200 y 400 pb.

Los fragmentos de ADN analizados fueron amplificados por PCR

en volúmenes de 25 pl a partir de 2 gxg de ADN genómico con parejas
de oligonuceótidosespecíficosen cada caso y descritos en el apartado

de resultados. Tras comprobar la eficacia del PCR visualizando con
1/10 de la muestra los fragmentosen geles de agarosa(1,5%), 1 i~1 de
cada PCR preparó para la electroforesis de SSCP. La muestras se
resuspendieronpara su desnaturalizaciónen un volumen final de 10 pl
con 80% formamida, 0,02 M hidroxido metil mercurio (SERVA,
Feinbiochemica GmbH & Co., Heidelberg, Alemania), 0,25% azul de

bromofenol y 0,25% xilen-cianol (Weghorst y Buzard, 1993). Se
aseguró la desnaturalización de las muestras hirviendolas 5’ y

manteniéndolasa 00C hasta el momento de la carga en los geles. La
composición de los 4eles era de 10% glicerol y 8 o 12% poliacrilamida

(acrilamida/bis 39:1) dependiendo del tamaño del fragmento. La
electroforesis se llevó a cabo a 20 W durante 3 ó 4 horas en tampón
TBE. Los geles de SSCP se corrieron en un sistema de inmersión
completa en cubeta (Modelo P8DS-1, The Penguin TM, OWL Scientific,
Maryland, USA) con recirculación(Bomba modelo Masterflex L/S, COLE
PALMER Instrument Co., Illinois, USA) y situados en una camara fría

(Hongyo y col, 1993). Con el aumento de temperaturadebido a la
resistencia del gel y la compensacióndel ambiente a 40C y la
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refrigeración por recirculación se alcanzabauna temperatura media de
l0-120C. La tinción de los geles se hizo con plata (Silver Stain, BioRad).

En aquellos casos en los que el producto de PCR no era de un

único fragmento por producirse amplificaciones inespecíficas, el
fragmento de interés se purificó extrayendo la banda tras

electroforesis en geles de agarosay posterior centrifugación a través
de una matriz de papel 3MM en tampón TE (Zhun Lu y col, 1994).

¡.3 Análisis del genotipo de la apolipoproteina E

Se amplificó mediante PCR un fragmento de 227 bp de la apoE
(Hixson y Vernier, 1990) con los siguientesoligonucleótidos:

ES-3 sense (p368l)
5’ TAAGCITGGCACGGCTGTCCAAGGA3’

EA-3 antisense(p3891)
5’ ACAGAATFCGCCCCGGCCTGGTACAG3’

El tampón utilizado para la reacción de PCR se modificó para

poder digerir el fragmento amplificado con el mismo tampón. Este se
componíade 16,6 mM (NH4)250

4, 67 mM Tris-HCl pH 8,8, 10 mM p-
mercaptoetanol, 170 gg/ml albúmina sérica bovina y a la reacción se
añadió 1,5 mM dNTP, 0,8 pM oligonucleótido EA-3, 0,8 pM
oligonucícótido ES-3, 10% DMSO y 0,5 unidadesde Taq polimerasa. La
reacción de amplificación partía de 1 xg de ADN, con el siguiente
programa:

6

2’ 94
0C

1’ 940C
33 ciclos 1’ 570C

2’ ‘700C
2’ 700C
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Tras comprobar la eficiencia del PCR visualizando la banda

correspondienteen un gel de agarosaal 1%, el fragmento obtenido.se
digirió con el enzima de restricción HhaI, añadiendodirectamente el
enzima a la reacción e incubando a 370C un mínimo de 3 horas para
asegurar una digestión total. Se separaron los fragmentos de la
digestión completa mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida
al 8% (acrilamida:bisacrilamida38:2) en TBE y a unos 11-12 y/cm
durante 3 ó 4 horas. La tinción del gel se realizó con bromuro de
etidio (0,Sgg/ml) en TBE durante 30 mm. Los distintos alelos
presentan un patrón de digestión diferente ya que el número y

localización de las dianas de restricción HhaI varía entre ellos y eso
permite identificarlos fácilmente mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida.

2. ESTABLECIMíENTOY CÁ4RÁCTERIZAClON DE LINEAS
CELULARES LíNFOBLASTICA

Para establecerlas líneas celulares, los linfocitos se separaronde
la sangre total (muestra de unos 15 mi) mediante un gradiente de

Ficolí y se inmortalizaron con el virus de Epstein-Barr siguiendo el
procedimiento descrito previamente (Seigneurin y col, 1988).

2.1 Establecimiento de las líneas celulares linfoblásticas

2.1.1 Producción del virus Epstein-Barr
e

El virus de Epstein-Barr utilizado en las transformacionesse
obtuvo a partir de una línea celular de linfoma de Burkitt (B-95-6)
cedida por Longina Akhtar (National Institute of Alcohol and Abuse
Disorders, NIH, Bethesda, USA). En condiciones normales, un

porcentajede las células en cultivo sufre una infección lítica que libera
el virus al medio. Se recolectó el sobrenadantedel cultivo en
monocapa de estas células y tras una centrifugación para eliminar
restos celulares,se pasó a través de un filtro de 0,2 vm (Renner GmbH,
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Alemania). El virus se conservó en alícuotas de 1 ml a-700C para su
posterior uso en las transformacioneslinfoblásticas.

2.1.2 Extracción y transformación de linfocitos

15 ml de sangre se diluyeron en un volumen de PBS y se
centrifugaron sobre 10-12 ml de ficoll-hypaque (Boehringer

Lymphocyte Separation Medium). Con este medio se forma un
gradiente de densidad que permite separar la fase celular
mononucleada(linfocitos y monocitos) y plaquetas,que no sedimentan,
de los hematíesque sedimentan. La fase que contiene los linfocitos se

recolectó eliminando los restos del ficolí (que resulta tóxico para las
células) con varios lavados con PBS. Finalmente, esta mezcla de

mononucleados era resuspendidaen medio de cutivo RPMI-1640
(GIBCO BRL, Scotland), complementado con 100 unidades/ml de
penicilina, 100 j.tg/ml de estreptomicina,10% suero fetal bovino y 200
mM glutamina. Se les añadió inicialmente una alicuota de imí de virus
de Epstein-Barr y ciclosporina (lpg/ml ) para evitar la activación de
los linfocitos T que podría impedir •la proliferación inicial de los
linfocitos B infectados y se pusieron a cultivar a 370C con una
humedad del 70% y un contenido de C02 de 5%. A partir de este

momento se vigila el cultivo con cambios de medio una o dos veces por
semanay en 3-4 semanasaparecenlos primeros clones linfoblásticos.
Una acidificación importante del medio constituye un excelente
marcador de la trasformación. Una vez transformadaslas células se

divididieron y se preparon para su congelación. Se congelaron en el
medio ya descrito ton un 0,075% de dimetilsulfóxido (DMSO), para
evitar rupturas celulares con la formación de hielo y se mantienen a
- 1200C en nitrógeno líquido en alícuotas de 1 ml.
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2.2 Crecimiento de los cultivos de linfoblastos

2.2.1 Proliferación celular

El estudio de la proliferación se hizo mediante contaje celular de
los cultivos un hemocitómetro de Neubauer diluyendo la muestra
según la densidad del cultivo.

2.2.2 Ciclo celular

El análisis de la fase del ciclo en el que se encontrabanlas células

se hizo mediantela incorporación de ioduro de propidio al ADN celular
(Krishan, 1975). El ioduro de propidio (0,05 mg/mí) se añade a
aproximadamente 106 células en un volumen de 0,5 ml de PBS. Las
células se rompen con 1% NP-40 y la proporción de ioduro incorporado
se mide mediante fluorimetría de flujo (EPICS XL-MCL flow cytometry
system, Coulter corporation, USA) con una excitación a 488 nm
(emisión a 610 nm). Los datos fueron analizados mediante el
programa de ordenador Multicycle AV (Phoenix Flow Systems Inc.

USA).

2.3 Actividad de la proteína quinasa C (PKC)

La actividad de la proteína quinasa C (PKC). se determinó en las
fracciones citosólica y de membranaobtenidas de linfoblastos. Para
ello cultivos de 2 dias de linfoblastos sembradosa 106 células/ml se
centrifugaron a 400*g 10 mm y se resuspendieronen un volumen de
2 ml de medio RPMI-1640 completo. Se incubaron 5 minutos a 370C

en ausenciao presenciade 10 pg/ml de aIgM para conseguir activación
de las células. Tras esto, los linfoblastos se recolectaron por
centrifugación y el sedimento celular fue homogeneizadoen tampón
con Tris-CIH pH 7,5, 2 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 2 mM DTT, 2 mM
PMSF, 0,25 M sacarosa,20 ~.tg/ml inhibidor de tripsina y 0,04 mM

leu pep tina.
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Los homogenadosse centrifugaron a 12.OOÓxg durante 20 mm,

separandola fracción citosólica en el sobrenadante. El pellet se trató
con el mismo tampón con 1% tritón X-l00 y se incubó a 40C durante
30 mm. Posteriormentese centrifugó a 12.OOOxg otros 30 mm. El
sobrenadanteresultante de esta centrifugación contenía la fracción
solubilizada de membrana.

Ambas fracciones fueron purificadas parcialmente en columnas
de DEAE-celulosa(1 mí) equilibradasen el tampón inicial sin sacarosa.
La elución se realizó con NaCí 0,1 M en el mismo tampón. La actividad

de PKC se determinó mediante anticuerpos monoclonales que
reconocen la fosforlilación de determinados residuos en peptidos
artificiales. Este método se llevó a cabo medianteun kit comercial (PK

ELISA KIT, NRPK Assay System Kamiya Biomedical Co., USA). La
incorporación de estos anticuerpos medida a través de su posterior

unión a conjugados anti Ig produce cambios cuantificables en la
densidad optica. La correlación actividad/unidadesenzimáticas se hizo
midiendo cantidad de proteína mediante el método Bradford (1976)
con el colorante Coomassiebrilliant blue G-250 (BioRad).

2.4 Estudios de expresión de ARN

2.4.1 Extracción de ARN

50 ml de un cultivo de lunfoblastos (1,5-2x106cel/mí
aproximadamente)se centrifugaron a 400xg durante 10 minutos. Las
células se lavaron dos veces con PBS y se lisaron en un volúmen de
900 pl de una soluc~5nde 0,14% NP4O, 10 mM NaCí, 5 miM MgCl~, 10
mM TrisHCI pH 7,8 y 10 mM VRC (Vanidyl RibonucleosideComplex,
GIBCO BRL), un inhibidor de ribonucleasas. Al sobrenadanteresultante

de la centrifugación de esta lisis (unos 700 pl), se le añadió 35 pl de
10% SDS y 7,5 pl de 1 M Tris-UCí (pH 7,6) y se extrajo dos vecescon 1
vol de fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25:24:1). Se repitió la
extracción con cloroformo/isoamílico para eliminar el fenol y se
precipitó el ARN con acetatosódico 3 M pH 5,3 (1/20 vol) y etanol (2,5
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2.5 Determinación de la concentración de calcio intracelular

La [Ca2+]¡ se determinó con un indicador fluorescente, FURA-2
(Boerhinger, Alemania), que varía su fluorescenciaen función del Ca2+
libre que hay en el medio. La sonda entra en las células en forma de
ester y, una vez dentro, las esterasasdel citosol rompen la estructuray
la sonda no puede volver a salir porque deja de ser permeablea la

membrana.

La carga del FURA-2 en los linfoblastos se consiguió incubando
las células (l0~ células/mí) en tampón de carga (1 mM CaCl2, 145 mM
NaCí, 1 mM Na2HPO4, 0,5 mM MgSO47H20, 5 mM glucosa, 10 mM
hepes,5 mM ClK, pH 7,4) durante45 mm a 370C con 5 pM de la sonda.
Tras dos lavados con tampón de carga fresco, para cada muestra, se

centrifugó una alícuota de 1 ml justo antes de iniciar la medida y se
resuspendióen 2m1 de tampón a 370C (aprox. O,S-1x106cel/mí) que se
pasó a una cubeta de metacrilato. Para los experimentos que
requerían que las células estuvieranprivadas de calcio se eliminó éste

del tampón de carga. Las medidas de fluorimetría fueron realizadas
en un espectrofluorímetroPerkin Elmer (Connecticut, USA) modelo LS
50B dotado de un sistema de microagitación magnética. Al equipo se

acopló un termocirculador que permitía mantener las células a 370C
durante las mediciones.La concentraciónintracelular de calcio libre se
mide en función de la proporción de fluorescenciade la sonda a dos
longitudes de onda distintas, 340 nm y 380 nm, midiendo la emisión a
510 nm. En función de esta doble excitación, el espectrofluorímetro
estaba equipado ccAi un accesorio (“fast filter”) de doble lente que

permite el cambio de longitud de onda en un intervalo mínimo de
tiempo. Los valores de fluorescencia fueron almacenadosen soporte
informático para su posterior tratamiento matemático.

La calibración de la seflal de fluorescencia se realizó según el

método de Grienkiewicz y col (1985). La lectura máxima (Rmax) se
obtuvo rompiendo las células despuésde cada experimentocon Tritón
X-l00 liberando así todo el FURA-2. Seguidamentese determinó la
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fluorescencia mínima (R~~~) quelandoel calcio del medio con exceso
de EGTA. La concentraciónintracelular de calcio se calcula aplicandola
fórmula:

[Ca2~]i = Kd x (R-Rmin)/(RmaxR)

Siendo R la medida en un tiempo dado y Kd la constantede disociación
para el complejo Ca2~-FURA2con un valor de 224 nm a 370C.

2.7 Determinación del pH intracelular

El pH intracelular se determinó de una manera similar al calcio,
mediante otro indicador fluorescente, 2’-?’ bis carboxietil 5,6
carboxiflueresceina(BCECF) (Boehringer), que varía la emisión en

función de la concentraciónde H+. El cociente de fluorescenciaen este
caso es 495/440.

Las células recibieron el mismo tratamiento que para la carga
con FURA pero con distinto tampón. Este tampón de carga estaba
compuestode 140 mM NaCí, 5 mM KCI, lmM CaCI2 lmM K

2HPO4.
IOmM HEPES sódico y la concentraciónde BCECF era de 5pM. Los
tiempos de incubación y los lavados fueron los mismos que en la carga
con FURA.

La conversión de la señal de fluorescenciaen PH se realizó por
medio de una calibración interna utilizando el método de Thomas
(1979). Las células cargadascon BCECF se resuspendenen distintos

6
tamponesde alto contenido en K+ (l4OmM) en un rango de pH desde
6,2 a 7,6 y en presencia de nigericina (10 pg/ml) para alcanzar el

equilibrio de pH entre el medio intracelular y el extraceluiar. Otra
forma de calibración directa se llevó a cabo resuspendiendolas células
en tampón de pH conocido y rompiendo la membranacelular con el

detergente tritón-XlOO. Se obtuvieron de esta forma distintas
medidas de fluorescenciaa distintos pH. En ambos casos el cociente de
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3 fluorescencia 495/440 aumentaba en función lineal del pH,
permitiendo obtener unos parámetrosde calibración muy fiables.
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Resultados

1. ANÁLISIS ESTRUCTURAL DEL ADN DE LOS ENFERMOS

¡.1 Descripción de los individuos de los cuales se

obtuvieron muestras de ADN.

Las muestrasde ADN utilizadas como control provenían de tres
grupos de individuos. Un grupo formado por 186 individuos
donantes de sangre, que no fueron sometidos a ningún tipo de

selección,con una edad media de 36±1,4,un rango de edadesde 18
a 63 años y una distribución por sexosdel 50%. Estas muestrasse
obtuvieron de diversos hospitales de Madrid. Otro grupo control
estaba formado por individuos sanos que, se sometieron
voluntariamentea la exploración y a donar la muestra de sangre, y
en los que se descartóla existencia de enfermedadesneurológicaso

de patologías añadidas.La mayoría de ellos eran los conyugesde los
enfermos en estudio. Esta población control estabaformada por 51
individuos de una media de edad 67±1,9años, con un rango desde
42 a 89 años y una distribución por igual de ambos sexos. El tercer
grupo control estaba formado por pacientes de Parkinson sin
síntomas de senilidad (valorado a través del test mini-mental de

Folstein y col, 1975) y diagnósticados según los criterios del
Parkinson Study Group (1989) que se describenen la tabla III. Este
grupo consta de 64 individuos de edadescomprendidasentre 44 y

90 años, con una media de 65+1 6 años.

TABLA III

Criterios de inclusión para el diagnóstico de enfermedad
de Park¡nson

e

Presencia durante un año o más de dos de los tres signos motores
cardinales de Parkinson.

Temblor de reposo o postural
Bradikinesia
Rigidez

Respuestaa la terapia con levodopa (al menos 1000 mg/d durante un
mes)

Grado de mejoría de moderado a marcado
Duración de la mejoría durante un año o más

Parkinson Study Group. 1989
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Los pacientes de EA fueron diagnósticadossegún los criterios

del NINCDS-ADRDA (MacKahnn y col, 1984) que se describenen la
Tabla IV. Los casos de EA recolectados(Tabla V) fueron un total de
71, de edadesentre 52 y 95 años, con una media de 69 5+1 años.
De los 71 individuos con EA, sólo 26 eran varones. De estos

pacientes,20 padecían EA de aparición precoz y 51 de aparición
tardía. Cuatro de los casos de aparición precoz y doce de los de EA
aparición tardía tenían antecendentesfamiliares de demencia.

TABLA IV

Criterios del grupo de trabajo NINCDS-ADRDA para el
diagnóstico de la enfermedad de Alzbeimer

CRITERIOS PARA EL DIAGNOSTICODE PROBABLE EA

1. Demenciaestablecidapor un examen clínico, documentadapor test MMS, escala
de deterioro de Blessed y confirmada por tesis neuropsicológicos.

2. Déficit en dos o más áreas cognoscitivas.
3. Empeoramientoprogresivo de la memoria y otras funciones cognoscitivas.
4 Ausencia de trastornos de la conciencia.
5. Inicio entre los 40-90 años, a menudo despuésde los 65.
6. Ausencia de otras enfermedadessistémicas o neurológicas que pudieran

explicar los déficits cognitivos.

El diagnóstico de EA es apoyado por:
Deterioro de funciones cognoscitivas específicas: afasia, apraxia y agnosia.

2. Incapacidad para desarrollar las tareas cotidianas y alteracionesde conducta.
3. Historia familiar, particularmente si está confirmada neuropatológicamente.
4. Resultadosde laboratorio: punción lumbar normal, EEG normal o con cambios

inespecificos,TAC con evidencia de atrofia y su progresióndocumentadapor
estudios seriados.

6

CRITERIOS PARA EL DIAGNOSTICO CLINICO DE POSIBLE EA

1 . Síndrome de demencia en ausenciade otras enfermedadesneurológicas.
psiquiátricas o sistémicas que puedan causar demencia, con variaciones en el
inicio, la presentacióno el curso evolutivo.

2. En presenciade otra enfermedad sistémica o neurológicapotencialmente
causantede demencia,¡a cual no sea consideradacomo causantede la misma.

CRITERIOS PARA EL DIAGNOSTICO DE EA DEFINITIvA

1 . Cumplir los criterios clínicos de EA probable.
2. Evidencias histopatológicasobtenidas por biopsia o necropsia.

MacKahnn y col, 1984
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TABLA V

Lista pacientes de EA.

EA FnAn saxo MM Tipo de Hist. EA mpD smco MM Tipo de Hist.
EA clínico EA clínico

(familiar) addicional (familiar) adicional

1 89 y 2 EAAT 41 68 y EAAT
2 73 M 7 EAAT 42 69 y EAAT
3 66 M 10 EAAT 43 66 M EAAT

4 60 M EAAP 44 68 y 2 •EAAT

5 65 M EAAT 45 V AD
6 77 y EAAT 46 70 M EAAT
7 60 y 4 EAAP hipercoles- 47 54 M O EAAP (SI)

terolemia
8 63 V EAAP 48 72 M EAAT
9 73 y to EAAT hiper- 49 73 M 11 EAAT (SI) depresión

tensión
10 80 M 10 EAAT 50 78 V EAAP parkinson
11 58 M 2 EAAP(SI) 51 57 y 10 EAAP
12 73 M EAAT hiper- 52 66 M 17 EAAT (SI) depresión

tensión anemia
13 84 M EAAT 53 66 y 23 EAAT trombo-

flebitis
14 68 M EAAT (51) 54 77 M 7 EAAT (SI) hiper-

tensión
15 76 M EAAT 55 71 M 6 EAAT (SI) hiper-

tensión
16 55 M EAAP 56 52 V O EAAP
17 56 V EAAP (51) 57 68 M 15 EAAT (Sí) artrosis
18 80 M EAAT 58 76 y 5 EAAT (SI) hiper-

tensión
19 68 V EAAT 59 79 M 4 EAAT(SI)
20 54 Nl EAAP 60 62 V 15 EAAP (SI) ulcus

duodenal
21 65 M EAAT 61 52 V O EAAP
22 70 M EAAT 62 83 Nl 11 EAAT (SI) cardiopatía

isquéinica
23 79 y EAAT 63 69 Nl 1 EAAT
24 72 y EAAT 64 61 Nl O EAAP insuf.

mitral
25 75 M EAAT 65 72 Nl O EAAT hipercoles-

terolesnia
26 59 y EAAP 66 79 Nl 9 EAAT
27 90 y EAAT 67 75 Nl 14 EAAT hiper-

tensión
28 58 M EAAP 68 74 Nl 25 EAAT (51)
33 69 V EAAT 69 77 Nl 19 EAAT arírosis
34 79 Nl 12 EAAT(51) 70 73 M EAAT
35 77 Nl EAAT 71 68 Nl EAAT
36 68 M 6 EAAT (5!) 72 56 M EAAP Parkinson
37 52 y 22 EAAP 73 68 M EAAT
38 76 M O EAAT 74 52 y o EAAP
39 65 M 15 EAAT ¡75 55 V EAAP
40 72 Nl EAAT

MM: Test Mini-Mental de Folstein (1975) para valorar capacidad
intelectual entre O y 30 puntos. EAAT: EA de aparición tardía. EAAP: EA

de aparición precoz.
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El diagnóstico, seleccióny extracción de la muestrade sangrede los
controles sanos, los enfermos de Parkinson y los enfermosde EA se
llevó a cabo en el Departamentode Neurología del Hospital Doce de
Octubrede Madrid por el Dr. PorteraSánchezy la Dra. Gómez Isla.

¡.2 Búsqueda de alteraciones estructurales en el gen de la

ÁPP.

El rastreo de cambios estructuralesen el gen de la APP se
realizó mediante la técnica de electroforésis en geles de gradiente
desnaturalizante(DGGE), analizando la estructurade los exones 16 y
17 que corresponden al fragmento !3A4. Es en estos dos exones

donde se han descrito mutaciones asociadasa EA de tipo familiar
(Mullan y col, 1992; Goate y col, 1991; Murrelí y col,1991, Chartier y

col 1991). Para ello, se diseñaronoligonucleótidos correspondientes
a secuenciasintrónicas próximas a los exones 16 y 17.

Exón ¡7

(Intrón pos 28)
5 -CAGrrGGGCACACAATATAC-3-

(Intrón pos 451)
5 ‘AAAGAACAACTGTAACCCAA-3’

La amplificación por la reacción de PCR de ADN genómico utilizando
estos oligonucleótidos da lugar a un fragmento de 443 pb que
contiene el exón 17.

6

Exón ¡6

(Intrón pos. 102)
5 -G’rI’GTCCTGCACITFAAT3-

(Intrón pos. 246).
5 GTGGGAAAGAGGTAAA1TArr-3’

La amplificación por la reacción de PCR de ADN genómicoda lugar a
un fragmento de 134 ph que contiene el exón 16.
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La figura 1 muestra el patrón de fusión de estos dos

fragmentos cuando se les sometió a electroforesis en un gradiente
perpendicular de 20 a 80% de agente desnaturalizante.Pudimos
observar un único dominio de fusión para ambos casos, reflejado
por la ausenciade un punto de inflexión.

FIGURA 1

Determinación del patrón de fusión de los exones 16 y 17
de la APP en geles de gradiente desnaturalizante

concentraciónde desnaturalizante
20% 80%

exón 17

exón 16

+

La amplificación de los exones 16 y 17 de la AP? se realizó
como se describe en Métodos, utilizando oligonucícótidos sin colas de
GC. Los fragmentos se sometiron a electroforesis en un gel de
poliacrilamida de gradiente desnaturalizante (con urea y
formamida) perpendicular a la corriente eléctrica.
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Para conseguir dos dominios térmicos distintos que nos

permitieran detectar pequeños cambios en el punto de fusión, se
amplificaron los fragmentos de ADN por PCR introduciendo en el
extremo 5’ colas de 40 basesde G y C. Estas colás ricas en G y C
elevan el punto de fusión de esa parte de la molécula y consiguen
un ~pinzamiento térmico” creando un dominio nuevo de Tm más
alta. Los nuevos oligonucleótidos (sólo los correspondientesal
extremo 5’) contenían la misma secuenciade los anteriores más una
serie de G y C. Los oligonucleótidosutilizados para los extremos 5’
fueron:

Exón 17

(Intrón p28)

TATAC-3 -

Exón 16

(Intrón plO2)
r —

~ CIII’
AATY

Las figuras 2 y 3 muestran las electroforesis realizadascon los
fragmentos correspondientesa los exones .16 y 17. Se puede
observar un punto de inflexión en la zona de 45% de
desnaturalizanteen el exón 16 y de 30% en el exón 17. Este punto
es donde el primero de los dos dominios térmicos se desnaturaliza
por completo. Una vez obtenidos estos valores se procedió a hacer
el rastreo de todas las muestrasen geles con un gradiente paralelo

de agente desnaturalizante. Para asegurar la completa
6

desnaturalizaciónse usó un margen de 15% de desnaturalizante. en
ambos sentidos a partir del punto de inflexión. En el caso del exón

16 este rango se fijó de 30 a 60% (fig. 2) y ~de15 a 45% (fig. 3) en el
exón 17. La electroforesis de los fragmentos obtenidos mediante
amplificación por PCR de todas las muestrasde ADN de enfermosde
EA disponible no presentó ningún patrón aberrante, lo que indica
que en nuestra población de enfermos no existe ninguna mutación
de las descritas en la literatura que están asociadasa EA de tipo
familiar (Mullan y col, 1992; Goate y col, 1991; Murrelí y col, 1991,
Chartier y col, 1991).
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FIGURA 2

DGGE del exón 16 de la APP con pinzamiento térmico
mediante amplificación con ol¡gonucleótido-GC

A punto de inflexión

45%

Té!
-j

•1

+

concentración de desnaturalizante
0% 80%

B 30%¿concentración de

desnaturalizante

+

60%

La amplificación del exén 16 se realizó por PCR, como se describe en
Métodos, utilizando el oligonucleótido del extremo 5’ con un añadido de 20
bases G y C. El panel A muestra el resultado de la electroforesis del fragmento
amplificado en un gel de gradiente de agentes desnaturalizantes, urea y
formamida, perpendicular a la corriente elecétrica. El punto de inflexión
correspondea un porcentaje de desnaturalizantedel 45%. El panel B muestra
el rastreo realizado con los fragmentos amplificados a partir de ADN
genómico de enfermos mediante electroforesis en gradiente paralelo al
movimiento de las bandas de ADN, con un rango de 30 a 60% de agentes
desnaturalizantes.
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FIGURA 3

DGGE del exón 17 de la APP con pinzamiento térmico
mediante amplificación con oligonucleót¡do-GC
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El experimento se llevé a cabo por el mismo procedimiento descrito en
la figura 2 con el fragmento de ADN correspondienteal exén 17 de la APP
amplificado con colas de O y C en el extremo 51 El punto de inflexión
observado cuando se sometió a electroforesis en gradiente perpendicular de
desnaturalizante (panel A) se determiné a una concentración de
desnaturalizante de 30%. El panel B muestra el rastreo de las muestras
realizado en geles con un gradiente desde 15% a 45% de agente
desnaturalizante paralelo a la corriente eléctrica.
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1.3 Determinación del genotipo para la apoliproteina E

En el intento de continuar estudiando la relación entre la
patología de EA y la estructura genética de los enfermos,se llevó a
cabo la determinación del genotipo de la apolipoproteinaE en la
muestra de enfermos. Como referencia control se usaron por un
lado, una muestra de controles sanos que habían sido clínicamente
estudiados y por otro, un grupo de población proveniente de

donantes de sangre. Como control de otro tipo de demencia, se
estudió un grupo de enfermos de Parkinson. La determinación del
genotipo se realizó como se describe en métodos obteniendo un
patrón de digestión específicopara cada alelo (Figura 4).

La Tabla VI muestra los genotiposde los grupos de controles y
del grupo EA. Se observó una diferencia estadísticamente

significativa en el grupo EA que presentabauna frecuencia alélica
para s4 mucho mayor, en detrimento de la frecuencia de s3. En el
grupo de controles sanos, esta frecuenciaes incluso más alta que en

el grupo de donantes de sangre, al contrario que lo que ocurre con
s4.

TABLA VI

Frecuencias de ApoE en EA

Población Num. de alelos Frecuencias alélicas

6

£2 s3 £4

Donantes de sangre 372 0,06±0,01 0,88±0,02 0,06±0,01

Controles de edad 84 0,05±0,02 0,92±0,03 0,04±0,02
similar

EA 130 0,06±0,02 0,67±0,04* 0,27±0,04*

*Diferencia estadísticamentesignificativa entre el grupo de EA y los otros dos

grupos. Por el test de Student: P<0,05
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FIGURA 4

Determinación del genotipo de la apolipoproteina E
mediante análisis de restricción

a a a ea
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Se amplificó la zona polimórfica del gen de la apolipoproteina E tal y
como se describe en Métodos. La banda resultantede 244 ph se digirió con el
enzima de restricción Hha ¡ y el producto de la digestión se sometió a
electroforesis en geles de poliacrilamida. El patrón de digestión es distinto
para cada alelo y se presenta en el panel superior. La variabilidad en la
digestión se debe a los sitios de restricción del enzima (que se indican con
flechas en el esquema) que aparecencuando el codon de las posiciones 112 o
158 presenta una arginina (arg) en lugar de una cisteina (cys) como ocurre
en las isoformas e4 y £3.

2/2 3/3 4/4 2/3 2/4 3/4

~91 pb
~ 83 pb

4 8 ph

-‘4-—— 38 pb
35 pb

112 158
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Si se separan los casos de EA en aparición precoz y tardía de

caracter familiar o esporádicose observa un marcado cambio en la
distribución (Tabla VII). La frecuencia alólica de e4 en los casosde
EA de aparición precoz es similar a la de la población control, siendo

estos datos coherentescon los estudios llevados a cabo por otros
grupos que indican que la mayor frecuenciadel alelo apoE £4 está

ligada a los casos de EA de aparición tardía. En estos casos se
observa una mayor frecuencia del alelo apoE c4 en los casos con
antecedentesfamiliares que en los esporádicos(Tabla VII).

TABLA VII.

Frecuencia alélica para apoE en pacientes de EA

Tipo de EA Num. de Frecuencia alélica

alelos

£2 £3 £4

EAAF 36 0,03±0,001 0,89±0,003 0.08±0,002

EAAT 94 0,06±0,001 0,60±0,002* 0,34±0,002*

familiar 22 0,09±0,004 0,41±0,011* 0,50±0,0ll*

esporádica 66 0,06±0,001 0,63±0,004* 0,32±0,003*

*Diferencia estadisticamentesignificativa entre el grupo de EA y los otros don

gmpos. Por el test de Student: P<0,05 EAAT: EA de aparición tardía. EAAP: EA de
aparición precoz

6

La Tabla VIII describe las medias de edad de aparición para
cada genotipo en la población de EA. Si se representanestos valores
juntos a partir de los 65 años (Figura 5) se observacomo dentro de
la EA tardía hay una tendencia a una aparición más tempranacon
una mayor carga de £4.

En cuanto a la distribución de los alelos en pacientescon la
enfermedadde Parkinson, la Tabla X muestra que no hay diferencia

alguna con la población control (Tabla IX).
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TABLA VIII

Genotipo apoE de los pacientes de EA

Genotipo EA tardía EA precoz

Edad (n)

4/4 70±1,8(5) 62 (2)
4/3 73±1,1(21) -- -

4/2 75 (2)
3/3 75±1,6 (16) 58±1.2(15)

2/3 66 (2) 55 (1)
2/2 76 (1)

Los valores son las medias ± error estándar. Los valores en paréntesis
representanel número de individuos.

FIGURA 5

Distribución por edades de los distintos aletos para la
apolipoproteina E en enfermos de EA

‘o.

4

acz

Edad (afios)

Las barras representael número de casos con la isoforma 4 de
la apolipoproteinaE, por un lado, o las isoformas2 y 3. por otro. La
determinación de los distintos genotipos se llevó a cabo a partir del
ADN genómico de cada enfermo como se describeen Métodos.
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TABLA IX

Frecuencia de alelos apo E en la muestra de enfermos de
Parkinson

n s2 eS

Enfermos 128 0,09+0026 0,86±0,031 0,05±0,019

>65 años 66 0,11±0,040 0,86±0,05 0,04±0,025

<65 años 62 0,05+0001 0,89±0,002 0,06±0,001

2. CARACTERIZA ClON DE LAS LINEAS LINFOBLASTICAS
ESTABLECIDAS

Se transformaron varias líneas linfoblásticas a partir de
muestras de sangre de individuos enfermos y controles como se
describe en Métodos. Las lineas linfoblásticas establecidasque se
utilizaron en los experimentosse describenen las Tablas X y XI.

TABLAX

Lineas celulares linfoblásticas de enfermos de EA
seleccionadas para los experimentos

Línea

celular

Edad ~ Años
de

evol.

Diagnóstico
probable
(familiar)

Historia clínica
adicional

ApoE

AZIO 81 M • 1 TARDíA 4/3
AXIS 86 M 2 TARDíA 313
AZ23 82 V 3 TARDíA (SI) 4/3

AZ2S 79 M 5 TARIMA 413
AZ26 61 y 2 PRECOZ 4/3
AZ27 91 V 1 TARDíA 3/3
AZ34 82 M 3 TARDíA (Sl) 4/3
AZ4O 74 M 2 TARDíA 4/3
AZ4G 74 M 4 TARDíA 4/3
AZ54 79 M 2 TARDíA (SI) hipertension 4/3
AZG7 80 M 5 TARDíA hipertensión 3/3
AZ72 56 PRECOZ Parkinson 4/3

AZ’73 84 M 4 TARDIA 3/3
AZ75 62 V 7 PRECOZ 2/3
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TABLA XI

Líneas celulares de controles sanos seleccionados para los
experimentos

Líneas Edad Sexo Diagnástico Historial clínico ApoE

C-10 78 V sano 4/3
C-l1 77 V sano 3/3
C-12 73 V sano 3/3
C-14 58 M sano 3/3
C-18 67 M sano 3/3
C-33 82 V sano enf. pulmonar 2/3
C-34 88 M sano anemia 313
C-36 79 M sano angor 3/3
C-37 57 M sano broncoespasmos 3/3
C-38 69 V sano enf. pulmonar 3/3
C-39 53 V sano 2/3
C-40 89 y sano cetoacidosis diabética 3/3
C-4l ‘79 M sano fibrilación auricular 3/3
C-42 82 M sano infarto 3/3
C-43 46 M sano dolor torácico 3/3
C-45 45 V sano 3/3
C-46 68 V sano cid. pulmonar 2/3
C-48 42 M sano 3/3
C-47 80 V sano angor post infarto 3/3
C-49 81 M. sano 3/3
C-50 77 M sano 3/3
C-5l 86 V sano enf. pulmonar 3/3

2.1 Crecimiento celular

La Figura 6 qiuestra el crecimiento celular de las poblaciones

de linfoblastos control y EA. La velocidad de crecimiento de los
linfoblastos EA fue significativamente mayor que la de los
linfoblastos control. Para intentar determinar si esta diferencia en la
velocidad de crecimiento implica una variación en el número de
células que se encuentranen la fase de síntesis de ADN del ciclo
celular, determinamos la incorporación de ioduro de propidio
mediante citofluorimetría de flujo, como se describe en métodos.

La Figura 7 representaun experimento tipo de incorporación
de ioduro de propidio en el ADN de las células y junto al registro se
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detalla en formato de tabla los valores en porcentajede células para
las dos poblaciones,control y EA, que se encuentranen fase G0, S o

G2/M del ciclo celular. Se observa que no hay diferencias entre
enfermos y controles.

FIGURA 6

Velocidad de crecimiento celular de linfoblastos control y
EA

La gráfica representa los valores medios del contaje de células de un grupo de
9 líneas celulares de EA y 6 de controles cultivados en RPMI-1640 como se
describeen métodos. La siembracelular se hizo a una concentraciónde 106
cel/mí y el contajese repitió a las 24fr 48h y 36h. Las lineas AD fueron AZ13,
AZ23, A727, AZ34, AZ46, ±4254,AZ67, ±4272y AZ7S. El grupo control 010, C-11,
C-12, C-33, C-45 y C-47.
* Diferencia estadísticamente significativa (unpaired t-test de Student).
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FIGURA 7

Análisis del ciclo celular de los linfoblastos mediante
incorporación de ioduro de propidio
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Se llevó a cabo la determinación de los porcentajes celulares en las
fases 00/G1, 5 y 02/M del ciclo en cultivos de líneas linfoblasticas. Está
determinación se hizo midiendo en FACS la incorporación en nucleo de ioduro
de propidio (IP) tal y como se describe en Métodos. Se establecierón cultivos
de líneas de enfermos (AZíS, AZ27, AZ46, AZ54, ¿4272) y de controles (C-10, C-
12, C-33) y se repitieron las medidas durante 3 días. La figura muestra un
registro representativo al pasar la muestra de 106 céluLas aproximadamente
marcadas con IP por el fluorímetro de flujo. La determinación de los
porcentajes celulares se hizo mediante análisis informático de los datos (ver
Métodos). En la tabla se presentan los valores medios para el grupo control y
EA con sus respectivos errores estandar.
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2.2 Expresión de APP

Para determinar si las líneas linfoblásticas establecidas

expresabanAPP, hicimos una extracción de ARN a partir del cual
preparamosADNc (ADN complementario), utilizando como cebador

el oligonucleótido complementarioa la secuenciadel extremo 3’ de
la zona codificadoradel exón 17 de la APP (Figura SA)

La figura SB muestra el resultado de la amplificación
mediante PCR de un fragmento de 333 pb de ADNc correspondiente
a los exones 16 y 17, del fragmento 13A4. Como se observa en la
figura SB, se obtuvo una banda única que confirmaba la expresión
de la proteína en estas células.

Para distinguir entre las diversas isoformas de APP conocidas

se diseñaron oligonucleótidos que incluyeran la zona del inserto de
KPI y OX-2, de forma que los diferentestipos de APP produjeranun
fragmento de tamañodistinto (Figura 9A y B). La amplificación dió
lugar a dos bandas: una de ellas por tamaño coincidía con APP77O y
la otra, aunque se aproximaba más a APP75l, podía ser confundida

con APP695. Como el patrón de digestión con el enzima de
restricción Aya 1 es distinto para las tres isoformas (Figura 9B), se

determinó el patrón de fragmentos obtenidos por digestión con este
enzima. Los resultados obtenidos muestran que los fragmentos
correspondíana las isoformas APP77O y APP75l (Figura 9C).

2.3 Homeostasis de Calcio

2.3.1 Calcio libre intracelular
6

La Tabla XII muestra los valores basales de [Ca2~iI libre
citosólico en linfoblastos control y EA. Tanto en células mantenidas
en condiciones normalesde cultivo como mantenidasen ausenciade
suero durante48 h, los valores basalesde [Ca2~] libre citosólico son
más altos en los linfoblastos EA que en los linfoblastos control. La
diferencia fue mayor y estadísticamentesignificativa en linfoblastos
mantenidoscon medio que contiene suero que en ausenciade éste.
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FIGURA 8

Expresión de APP en Jinfoblastos
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Se extrajo ARN de linfoblastos de enfermos de EA y de controles tal y
como se describe en Métodos. La preparación de AUNe se realizó utilizando
como cebador el oligonucícótido 3’ (pos 2124) (panel A). La amplificación de
los exones 16 y 17 de la APP, que correspondencon el fpgmento 3A4 (en gris
en la figura, panel A), se realizó como se describe en Métodos con una
temperatura de anillamiento de 600C, los oligonucleótidos utilizados se
muestran flanqueando el fragmento en la figura. El fragmento resultante de
la amplificación presentaba el tamaño esperado (panel B).

TABLA XII

Concentración intracelular basal de. calcio

CONTROL EA
6

[Ca2~]intracelular basal (nM)

Medio con suero 29±2 4 1±4*

Medio sin suero 33±3 37±6

El experimento se realizó como se describe en Métodos. Las líneas
linfoblásticas control utilizadas fueron C-10, C-12, C-33, C-34, C-36, C-37, C-38,
C-40. C-41, C-47, C-49, C-50 y C-51. Las líneasde enfermosusadasfueron: ±4213,
AZ2S, AZ2Ó, AZ27, AZ34, AZ4Ó, AZS4, AZ67 y AZ72. La determinaciónde los
niveles basales de [Ca2~]intraceíuíar se realizó con cada línea celular de 2 a 5
veces. Los valores mostrados son los valores medios obtenidos con las medias
de cada línea celular ± E.S. *Por el método de la T de Student:P=0.02
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FIGURA 9

Expresión de las isoformas APP77O y APP7S1 en
linfa blastos
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El ADNc se obtuvo a partir de ARN total como se describeen la f¡g. 8. Se
diseñaron oligonucícótidos que flanquean la zona de los insertos KPI y OX-2
cuya presencia o ausenciadetermina las distintas isoformas de la APP. Los
oligonucícótidos, que se muestran en el panel A, se usaron para amplificar el
cUNA de los linfoblastos. Las condiciones del PCR fueron las descritas en el
apartado de Métodos con una temperatura de anillamiento de 600C. En el
panel B se presentan los fragmentos posibles dependiendo del tipo de APP y
sus dianas para Aya 1. El panel C muestra la electroforesis en gel de agarosa
de 1.5% de los fragmentos obtenidos de esta digestión. Línea 1: escalerade
peso molecular variable. Línea 2: Fragmentos amplificados por PCR y
digeridos con Aya L Línea 3: Fragmentosamplificados por PCR. Línea 4:
Escalera de peso molecular variable
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2.3.2 Efecto de cxlgM sobre la concentración de calcio

intracelular

Puesto que en ausenciade suero no hay crecimiento celular,
intentamos determinar si en estas condiciones, la adición de agentes
que provocan la activación celular da lugar a diferencias

significativas en la [Ca2~] libre citosólica. Para ello determinamosla
respuestade los linfoblastos a anticuerpos contra IgM (aIgM). Los

anticuerpos anti-IgM (aIgM) son capaces de activar linfocitos B
mediante un mecanismo mediado por un aumento en ICa2+) libre
citosólico (Cambier y col, 1987). El virus de Epstein-Barr infecta
preferentemente linfocitos B, induciendo su diferenciación en
linfoblastos que mantienen la capacidadde producir IgM (Aman y
col, 1984; Tosato y col, 1985; Onnanian y col, 1992) y la de
respuestaa la activación por aIgM. La Figura 10 muestra un
experimento representativo de la respuesta del [Ca2+3 libre
citosólico de los linfoblastos control y EA a ctígM, cuando se
mantienenen medio con un contenido en suero de 10%. Se produce
un aumento de aproximadamenteel 15-20 % de la [Ca2~3 libre
citosólico basal. Este aumento es transitorio (aproximadamenteunos
5 mm.) aunque los niveles de calcio intracelular se mantienen en

niveles superiores a los basales durante al menos 10 mm de
duración del experimento.El aumento fue similar en linfoblastos EA
y en linfoblastos control.

La respuestaa aIgM del [Ca2+1 libre citosólico pareceno estar
mediada por la activación de proteína quinasa C, puesto que, como
muestra la figura 10, no es sensible al inhibidor H-7 (1-(5-
isoquinolinilsulfonil~-2-metilpiperazina) (Hidaka y col, 1984). La
aIgM tampoco fue capaz de producir la traslocaciónde la proteína

kinasa C del citosol a la membrana(Figura 11). Puesto que esta
traslocaciónes un índice de la activación del enzima, los resultados
de la figura 11 indican que la respuestaa aIgM no parece estar
mediada por la activación de proteína quinasa C y que no existen
diferencias significativas en la actividad basal de este enzima entre
linfoblastos control o EA. La figura 10 muestra que la respuestaa

aIgM parece depender de la activación de proteína quinasas
dependientes de calmodulina, puesto que es sensible a
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FIGURA 10

Efecto de la inhibición de proteína quinasa C y calmodulina
en la respuesta del [Ca2~]¡ de linfoblastos a ccl gM
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El experimento se realizó como se describe en Métodos. La figura
muestra los trazados originales obtenidos con las muestras C-33 y AZ34. La
concentraciónde aIgM utilizada fue 10 ¡.tg/ml.

FIGURA 11

Activación de PKC en respuesta a cclgM en los linfoblastos

¡ ti
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El experimento se realizó como se describe en Métodos. Las muestra
utilizadas fueron C-3’1, C-33, C-40 para el gruupo control, y AZ13. AZ23. AZS4.
AZ6Y para el grupo EA. Los resultados son valores medios.
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W-7, un inhibidor de calmodulina (N-(6-aminohexil)-5-cioro-1-
naftalenosulfonamida)(Hidaka y col, 1981).

La tabla XIII muestra que, cuando los linfoblastos se
mantuvieron en una situación de reposo, mediante privación de
suero fetal bovino en el medio durante 48 horas, la respuestaa
aIgM en los controles es significativamente menor que la de los
linfoblastos EA. Sin embargo, la respuestaa aIgM cuando los
linfoblastos están activados por la presencia de las proteínas del
suero no es diferente entre las distintas líneas celulares (tabla XIII).

TABLA XIII

Efecto de 13A25-35 y aIgM sobre [Ca2~]I de los linfoblastos

CONIXOL EA

A[Ca2~]i (nM)
Medio con suero:

~3A25-35 3 28+0,4 4,07±0,9¡
a! gM 4,02±0,4 4,06±0,7
algM despuésde ~A25-35 3,33±0,4 3,8±1

Medio sin suero:
~3A25-35 2,1±0,4 4,5+0 6*
aig M 3,2±0,4 4,7±0,6**
aIgM después de fSA2S-35 3,3±0,2 3,95±0,6

El experimento se realizó como se describe en Métodos. Las líneas
linfoblásticas utilizadas fueron C-10, 012, C-33, C-34, C-36, C-3’7, C-38, C-40, 0
41, C-47, 049, 050 y C-5l, para el grupo control y AZI3, AZ2S, AZ26, AZ2’7,
AZ34, AZ46, AZS4, AZ67 y AZ’72 para el grupo EA.. Las concentracionesde algM
y ~A25-35 son las mismas que en la fig. 12.. La determinaciónde la respuesta
de [Ca2~1inrraceíuíarse realizó con cada línea celular de 2 a 5 veces. Los valores
mostrados corresponden al incremento máximo en la (Ca2’i~ y son los valores
medios obtenidos con ~os valores de todas la determinacionesrealizadas con
cada línea celular ±error estándar. Por el método de la t de Student: *P0,008;
**p~QQ3

2.3.4 Efecto de ¡3-amiloide sobre [Ca2~1 libre citosólico

Los resultados descritos anteriormente indican que la
respuestadel Ca2+ libre citosólico a la presencia de activadores

celulares es distinta en linfoblastos EA que en controles.
Intentamos discriminar si este efecto diferencial era dependientede

la activación celular o si las diferencias se podían observartambién
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cuando el Ca2~ libre citosólico aumentapor otros procedimientos. El3 péptido f3-amiloide produce un aumentoen [Ca2~] libre citosólico en
cultivos de células neuronales (Mattsony col, 1992; Joseph y Han,

3 1992), cerebrode ratón (Hartinan y col, 1993) y. linfocitos humanos
(Eckert y col, 1993). Cuando se incorpora a una bicapa lipídica, es
capaz de formar canales transportadoresde cationes con capacidad

para transportar Ca2~ (Arispe y col, 1993; Arispe y col, 1993>. El
fragmento 25-35 del péptido ¡3-amiloide representa la secuencia

neurotóxica (Yankner y col, 1990) y se ha descrito que altera la
respuestadel Ca2+ libre citosólico a activadorescelulares (Eckert y
col, 1993). Administrando 2 gM ¡3A25-35 a los linfoblastos pudimos
registrar, de acuerdo con estas observaciones previas,, un
incremento en la [Ca2~j libre citosólíco (Figura 12).

FIGURA 12

Efecto de 13A4 (25-35) sobre la [Ca2~1intracel’ilar de los
linfoblastos y sobre la respuesta a ctlgM.
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La figura representa un registro representativo de una línea control
y otra de enfermo de EA. Se observa el aumento de [Ca

2~]intracClular en
respuesta a 10 ~xgIml de aIgM con adición previa de 2 ~iM ~A4 (25-35). Los
linfoblastos fueron cultivados en medio RPMI-1640 sin suero fetal bovino
durante 48 h previamente a la carga con FURA-2AM..

La figura 13 muestra el efecto de cantidadescrecientes del
péptido j3A25-35 sobre los niveles de Ca2~ libre citosólico. Se
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produce un aumentode [Ca2+] libre citosólico que es mayor en los
linfoblastos de EA. La tabla XIII muestra que esta diferencia es

estadísticamentesignificativa cuando la respuesta se mide tras
cultivar los linfoblastos en ausenciade suero durante48 lx. ¡

FIGURA 13

Efecto de concentraciones crecientes de pA4(25-35) sobre
la [Ca2+]i de linfoblastos control y EA
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Las medidasse llevaron a cabo como se describeen Métodos. Las líneas
celulares utilizadas en el grupo control fueron: C-10, C-12, C-33 y C-36. Las
líneas del grupo EA fueron AZl3, AZ27. AZ46, AZ67 y AZ72. Los linfoblastos
fueron mantenidos en cultivo sin suero fetal bovino 48h antes de efectuar las
medidas. Las líneas verticales representanel error standard de la media.
* p.cO.O09 (unpaired t-test de Student).

El pA25-35 no parece alterar la respuestaa ctígM ni en los

linfoblastos control ni en los EA. Tampoco es alterada por la
presenciao ausenciade suero en el medio de cultivo de las células

(Tabla XIII y figura 12).
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2.3.5 Cinética de la restauración de los niveles de [Ca2~] libre

citosólico en linfoblastos deplecionados de Ca2~.

Los resultados descritos hasta ahora muestran que los linfoblastos

EA pueden alcanzarunos niveles más altos de Ca2+ libre citosólico
en respuestaa factores de activación del suero fetal, a aIgM y a
pA25-35 que los linfoblastos control. Una posible explicación para
esta observádiónes que ambos tipos de linfoblastos difieran en las
propiedades cinéticas de la ATPasa dependiente de Ca2~ de la

membrana plasmática o en la velocidad de expresión o en las
constantes de disociación de las estructuras intracelulares qué ligan
Ca2~. La Km para Ca2~ de las distintas isoformas de la ATPasa
dependiente de Ca2+ de la membranaplasmática esta dentro del
rango gM (Carafoli, 1992), esto es, dos ordenes de magnitud por

encima de los niveles basalesde Ca2~ libre citosólico (tabla XII>. Por
tanto, aunque diferencias en la actividad de este enzima buedan
resultar en cambios en la velocidad de salida de Ca2+, parece
improbable que puedan ser responsablesde los diferentes niveles
de Ca2+ libre citosólico que se observan. Para aclarar este punto
determinamos los niveles de Ca2+ libre citosólico que se alcanzan
cuando la velocidad de salida de Ca2+ es despreciable en
comparación con su entrada. Para ello estudiamos la cinética de
restauraciónde los niveles de Ca2+ libre citosólico en linfoblastos
privados de Ca2~. La figura 14, panelesA y C, muestra los niveles
de Ca2~ libre citosólico en linfoblastoscontrol o EA en función de la

[Ca2+] extracelular. Los linfoblastos privados de Ca2+ tienen los
mismos niveles basales de Ca2+ libre citosólico que los que se

mantienen en condiciones normales de [Ca2+] extracelular (Tabla
XII). Aunque los linfoblastos EA mostraron niveles algo más altos
de Ca2+ libre citosólico que los controles las diferencias no fueron
estadisticamentesignificativas, ni en los niveles basales de [Ca2+1
intracelular ni después de la restauraciónde los niveles normales
de Ca2+ extracelular. Sin embargo, cuando la salida de Ca2+ se
inhibió mediante la adición de benzamil, un inhibidor de canales de
Ca2~ (García y col, 1990), (figura 14, panelesE y D) se alcanzaron
niveles más altos de [Ca2~] libre citosólico en los linfoblastosEA que
en los controles, especialmente cuando las células se habían
mantenido en un medio libre de suero durante
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FIGURA 14

Efecto de concentraciones crecientes de Ca2+ extracelular
sobre la [Ca2+1¡ntracelular en los linfoblastos deprivados

de Ca2+ extracelular
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Los linfoblastos se lavaron 3 veces con tampón sin Ca2~ y se cargaron
con FURA-2AM como se describe en el apartado de métodós. Los experimentos
se realizaron tras cultivar las células durante 48 horas en presencia (paneles
A y B) o ausencia(panelesC y U) de suero fetal bovino. Las gráficas B y O
fueron registradasen presenciade 1 MM benzamil, un -bloqueantede canales
de calcio. Se hicieron adiciones de Ca2~ al medio y se registraron los
correspondientesaumentos en la [Ca2~]intracelular. Lasa curvas representan
los valores medios de la población control (líneas C-l0, C-1I, C-12, C-l8, C-33,
C-36 y C-42) y la de los enfermos de EA (AZI3, AZ23, AZ27, AZ4O, AZ46, AZ54,
AZ67, AZ72 y AZ75). Las líneas verticales representan los errores estandar.
* p=O.O32 (método t de Student para valores no emparejados)
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las 48h previas al experimento (figura 14, panel D). Estos
resultados permiten descartar que posibles diferencias en las

propiedades cinéticas de la ATPasa dependiente de pudieran dar
cuenta del aumento en [Ca2+] libre citosólica que se observa en
linfoblastos EA.

La figura 14 muestra que la cinética de restauración de los
niveles de Ca2+ libre citosólico es una cinética de saturación de tipo

exponencial. •La curva de saturación se puede linearizar cuando se
representa 1IlICa2~] libre citosólico en función de 1/[Ca2~jj

extracelular. La figura 15 muestra este tipo de representación
utilizando los valores medios representadosen la figura 14

Basándonos en esta representación gráfica calculamos la
concentración de Ca2+ extracellular necesariospara alcanzar una
concentraciónde [Ca2~] libre citosólico mitad de la máxima ([Ca2~Jo,

5
extracelular), así como la concentración máxima de Ca

2+ libre

citosólico, con los resultados obtenidos con cada línea celular. El
primer parámetro correspondeal punto de intersección de la recta
con el eje X, estoes cuando la [Ca2+] libre citosólico es infinita y por
tanto 1/[Ca2~] libre citosólico es cero. El segundo parámetroes el

valor de í/[Ca2~] libre citosólico cuando el valor de 1/[Ca2~]
extracelulares cero, esto es cuando [Ca2+] extracelulares infinita. La
tabla XIV muestra los valores medios obtenidos. La [Ca2~]o,

5
extracelulares menor en los linfoblastos EA que en los controles de
edad similar, tanto en presenciacomo en ausenciade benzamil, La
tabla XV muestrael valor del [Ca

2~] libre citosólico máxima. Este
parámetroes mayor en presencia de benzamil que en su ausencia.
En estas condiciones los linfoblastos EA muestranun aumento en el

valor de [Ca2+]max libre citosólico respecto a los linfoblastos
6

controles, que fue especialmente significativo cuando los
linfoblastos se mantuvieron en reposo, esto es en ausenciade suero,
durante las 48 previas a la realización del experimento.

2.3.6 Efecto del envejecimiento en la cinética de

reemplazamientode Ca2+

La figura 16 muestra los niveles de Ca2~ libre citosólico en
individuos sanos de edades comprendidasentre 42 y 57 años (edad

1
media) y entre 68 y 89 anos (edad avanzada) que se
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FIGURA 15

Representación de dobles recíprocos de las curvas de
entrada de Ca2+ en los linfoblastos en respuesta al

aumento de la ICaZ+]extracelular ¡
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En la figura se representanlos valores inversos de la [Ca2~]intraceIular
frente a la inversa de la [Ca2~]extracelular de las curvas de la fig 14 ¡

TABLA XIV

Valores para la carga de [Ca2+J..
5 necesaria para saturación

EA Edad avanzada Edad media-

Medio con suero:

normal 0.176±0.029 0.240±0.05 0.436±0.15

+benzamil 0.287±0.057 0.360±0.01 0.504±0.25

Medio sin suero:

normal 0.264±0.056 0.334±0.056 0.467±0.06

+benzamil 0.307±0.047 0.427±0.112 0.468±0.1

El experimento es el mismo descrito en la figura 14. El cálculo de lCa
2~]oj se

realizó como se describe en el texto. Los valores son medias de 7 controles y 9
EA ± error estandar..
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TABLA XV

Valores de [CaZ+1 intracelular máxima

EA Edad avanzada Edad media

Medio con suero:

normal 36.6±2.3 33±2.6 29±1.8
+benzamil 48±43 43.6±4 32±4

Medio sin suero:

normal 37.3±4.5 33.6±3.4 34±7.6

+benzamil 66.2±10* 41±2 37±3.7

El experimento es el mismo descrito en la figura 15. El cálculo de
[Ca

2~]intracelular (nM) máxima se realizó como se describe en el texto. Las
concentraciónde benzamil fue 1 ~M. Los valores son medias de 7 controles y 9
EA ±E.S.. *Por el método de la t de Student: P=O.056

FIGURA 16

Efecto de la edad sobre la cinética de restauración de la
[Ca2~]intracelular en linfoblastos deprivados de Ca2~

extracelular
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El experimento se realizó como se describe en la figura 15 con una
población de controles de mediana edad (panel A) .EI panel B representa la
entrada de calcio en presencia de lgM benzamil. Las líneas utilizadas fueron
líneas C-10, Cdl, C-12, C-18, C-33, C-36 y C-42 en el grupo de edad avanzada ( 77
años de media) y C-37, C-39, C-43, C-45, C-48 en el grupo de mediana edad (48
años de media)
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alcanzan después de reemplazar con distintas concentracionesde
Ca2+ extracelular los niveles de Ca2+ intracelular. Los linfoblastos de
controles de edad avanzadaalcanzanniveles de Ca2+ libre citosólico

mayores que los de edad media. Cuando estos datos fueron
sometidos a un tratamiento similar al que hemos descrito para la
figura 14 (tablas XIV y XV) vemos que, aunque el envejecimiento
disminuye el valor de [Ca2+]o,s extracelular, no afecta la [Ca2~]max
libre citosólico a diferencia de lo que ocurre en linfoblastos EA, lo
que indica que los mecanismosimplicados en la elevación de [Ca2+]
libre citosólico son distintos en ambosprocesos.

2.4 Regulación del PH intracelular en linfoblastos

La determinación del pH intracelular (pHi) basal no mostró
diferencia alguna entre linfoblastos control y EA (7,1±0,05y
7,1±0,03,respectivamente). Este resultado fue inesperado puesto
que la existenciade una relación entre pHi y [Ca2~] libre citosólico
ha sido descrita en una gran variedad de sistemas. La tabla X
muestraque el [Ca2+] libre citosólico basal es mayor en linfoblastos
EA que en los controles, lo cual sugiere una alteración simultáneaen
la [H+1. La figura 17 muestra que en tos linfoblastos tambien existe

esa correlación, puesto que la inhibición del intercambiadorNa+/H+
por la adición de 5.-(N-etil-N-isopropil) amilorida (EIPA) (Lesburg y
col, 1990) da lugar a un aumento estadísticamentesignificativo de
[Ca2~] libre citosólico en respuestaa la adición de aIgM. Esta
observación indica que al igual que ocurre en otros sistemas
biológicos (Van Obberghen-Schillingy col, 1985; Moolenar, 1986;
Urcelay y col, 1994) en los linfoblastos los estímulos extracelulares
pueden actuar controlando simultaneamente pHi y [Ca2+.] libre

citosólico. De acuerdo con esta posibilidad, la figura 18 muestraque
la adición de aIgM produce un aumento en el pH intracelular de
-0,01 unidades. Esta misma figura muestra que en los linfoblastos
EA, la adición de ctígM da lugar a una acidificación del ¡ medio
intracelular en lugar de la alcalinización observada en los
linfoblastos control. Estos resultadossugieren la posibilidad de que
los linfoblastos EA tengan una alteración en el intercambiador

Na+/H+ que afecte a su regulación. La activación del intercambiador
Na+/H+ en respuestaa distintos estímulos está mediada por la
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FiGURA 17

Efecto de EIPA sobre la respuesta a al gM
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La figura representa el aumento en el A[Ca2+]intracelular en respuesta
a 10 ‘g/ml de aIgM en presenciay ausenciade 10 mxM EIPA, un inhibidor del
intercambiador Na~/H~. Los valores son medias de los resultados obtenidos
con dos líneas celulares control, C-34 y C-36,y dos EA, AZ27 y AZ34. Las barras
verticales representan el error estandar. *por el método de la t de Student

FIGURA 18

Respuesta a aIgM del pH~ de linfoblastos control y EA
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Los registros representanel valor medio del cambio en el registro de pH
intracelular de 7 líneas linfoblásticas control y 7 EA en respuestaa 20 j.ig/ml
de aIgM. El valor ApH para los controles es 0.01±0.007unidades mientras que
para EA es de -0.021+0 009 estadísticamentedistintas (p= 0.017 por el método
de la t de Student para muestras no apareadas). Las líneas celulares usadas
para esta serie fueron AZ13, AZ27, AZ46, AZ54, AZ67, AZ72 y AZ75 para el
grupo EA y C-12, C-33, C-37, C-40, C-46 y C-47 parael grupo control.
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activación de proteína quinasa C (Moolenar, 1986; Grinstein y col,
1989; Urcelay y col, 1993>. Sin embargo,el hecho de que algM no
induzca la transiocación de proteína quinasa C del citosol a la
membrana(Figura 12) indica que éste no es el mecanismomediador
de la respuestadel pl-li a aIgM mostrado en la figura 1K El
intercambiador Na+/H+ es una proteína fijadora de calmodulina y la

activación mediada por factores de crecimiento y choque osmótico
es dependiente-~decalmodulina (Bertrand y col, 1994). Puesto que
la calmodulina también parece jugar un papel importante en la
respuestaa aIgM de los linfoblastos (figura 11), consideramosde
interés determinar si diferencias en la actividad del intercambiador
N a+/H+ podían dar cuenta de las diferentes respuestasde los
linfoblastos control y EA a aIgM. Para ello determinamos la
velocidad de recuperaciónde la células frente a una carga de ácido.
Utilizamos el abordajeexperimental descrito por Góbel y col. (1994)

que consisteen la adición de ácido propiónico a células cargadascon
la sonda fluorescenteBCECF (Biscarboxietilcarboxí-fluoresceina)y el
registro continuo de la fluorescencia emitida a 530 nm cuando se

excitan las células de forma alternativa a 495 y 440 nm. La figura
19 (panel A) muestra un experimento típico de respuestaa una
carga de ácido propiónico. La eliminación de H~ del medio
intracelular es sensible a EIPA lo que confirma su dependenciadel
intercambiador Na+/H+. Un segundo procedimientoutilizado fue el
de Grinstein y col. (1989). Este procedimiento se basa en el uso de
nigericina, un ionóforo carboxílico que cataliza el intercambio

electroneutrode K+ por 11+. La adición de nigericina a células en un
medio sin Na+ ni K+, dará lugar a que el K+ citosólico se intercambie
por H+ extracelular. El medio intracelular se acidificará mientras

4
esté la nigericina presente. La eliminación de nigericina, mediante

la adición de albúmina, acabarála acidificación intracelular y tras la

adición de Na+ se pondrá en marcha el intercambiador Na+/H+
dando lugar a una alcalinización del medio intracelular, cuya
velocidad será proporcional a la actividad del intercambiador. La
Figura 20 (panel A) muestra un experimento típico con la
recuperacióndel pH intracelular y su sensibilidad a EIPA.

La figura 19 (panel B) muestra la velocidad de recuperación
de la carga ácida en linfoblastos control y EA utilizando el primero
de estos métodos y la figura 20 (panel B) la velocidad de
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FIGURA 19

Activación del intercambiador Na.s-IHi. mediante -

acidificación con propiónico
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Los linfoblastos fueron cargados con BCECE como se describe en
Métodos. Panel A: Cuando se indica, se añadió 50 mM ácido propiónicd. El
panel de la izquierda muestra el cambio de pH intracelular en respuestaa
ácido propiónico y el panel de la derecha en presencia de 10 ¡±M ELPA,
inhibidor del intercambiador Na~/H4. Panel E: Se determiné la velocidad de
recuperación del pH intracelular en los 30 seg. que siguen a la adición de
ácido propiónico. Los resultados son medias de los valores obtenidos con las
líneasCIO, C-11, C-12, (>33, C-34, C-37. C-40, C-42, C-46, C-47 para el grupo
controly AZ13, AZ23, AZ2Ó. AZ27, AZ4Ó, AZ54, AZ72, AZ73 .y AZ7S para el grupo
EA. Las líneas verticales representanlos errores estandar.
*
p=0.05 (test de la t de Student para valores no emparejados)
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FIGURA 20

Activación del intercambiador Na+/H+ mediante1
acidificación con nigericina en medio libre de Na+
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Panel A: Linfoblastos cargados con BCECP como se describe en Métodos se
acidificaron mediante incubación en tampón de carga sin Na~ (con colina
como substituto) en presencia de 5 ¡tM nigericina. La acidificación se
interrumpió eliminando la nigericina con 5 mg/ml de albúmina bovina.
Cuando se indica se añadió 50 mM NaCí y 10 gM ELPA. Panel B: Se determinóla
velocidad de recuperacióndel pH intracelular en los 30 seg. que siguen a la
adición de CINa. Las líneas celulares control utilizadas fueron C-10, C-11, C-12,
C-33, C-34, C-37, C-40, C-42, C-46, C-47 y AZ13, AZ23, AZ26, AZ27, AZ46, AZ54,
AZ67, AZ72 y AZ7S para el grupo EA Las líneas verticales representanlos
errores estandar. *p4J,003 (método t de Student para valores no emparejados).
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recuperación utilizando el segundo método. Con ambos

procedimientos se pudo observar una mayor velocidad de
alcalinización en los linfoblastosEA. La diferencia con la velocidad
de alcalinización de los controles fue estadísticamentesignificativa,
tanto cuando se utilizó el procedimientode la nigericina como con el
procedimiento del ácido propiónico. Estos resultadossugieren que
los linfoblastos EA tienen una mayor actividad del intercambiador

Na+/H+. Sin embargo, cuando determinamos la velocidad real de
salida de H+ como consecuenciade la carga con ácido propiónico, los
resultados obtenidos no apoyan esa conclusión. La Tabla XVI
muestra que la capacidadde tamponar cambios en la concentración
de H~ de los dos tipos celulares es distinta.

TABLA XVI.

Capacidad de tamponamiento de los linfoblastos ante un
choque de ácido propiónico

CONTROL EA

Capacidad de tamponamiento(ApH/mM H~) 118±11 88±8*

Velocidad inicial de salida de H~ (mM/mm) 12±1 9±0,6

Velocidad máxima de salida de H~ (mM/mm) 71±6 66±6

El experimento se realizó como se describe en Métodos. Las unas linfoblásticas
control utilizadas para la determinación de la capacidad de tamponamiento
fueron C-10, C-11, C-12, C-33. C-34, C-37, C-40, C-42, C-46, (>47 y A213. AZ23,
AZ2Ó, AZ27, AZ46, A254, AZ72, AZ73 y AZ75 para el gmpo EA. Con cada línea
celular se realizaron de 2 a 7 determinaciones y se calculó un valor medio. Los
valores mostrados son las medias de los valores medios obtenidos coh cada
línea celular ± error estándar. La determinación de las velocidades inicia] y
máxima de salida de H~ fue realizada con los datos de ApH mostrados en la
figura 19 y corregidos por la capacidad de tamponamiento media. *Por el
método de la t de Student: P=0,05

La capacidad tampón «~) es la cantidad de H+ necesariospara
producir un cambio en una unidad de pH intracelular. Se calcula de
acuerdo con la fórmula: p=A[Prop-Ji/pHi, donde ApH~ semide
inmediatamentedespuésde la acidificación y [Propj1 se calcula con
la fórmula (Góbel et al, 1994):

[Propii = [Prop] (IOPHi-PK/l+lOPHO-PK)
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donde [Propi~=concentración intracelular de propionato;
[Propjj=propionato sódico añadido; pH~=pH intracelular despuésde la
acidificación; pK=constante de disociación del ácido propiónico

(4,87); pH0=pH extracelular (7,4).

Cuando se calcula la velocidad inicial de salida de H+ de cada
línea celular utilizando los valores individuales de capacidad
tampón calculados, no hay diferencias significativas (Tabla XVI).
Tampoco se pueden observar diferencias en la velocidad máxima de
la actividad del intercambiador Na~/H~ calculado extrapolando~los
resultadosobtenidos a un pH intracelular de 6.

2.5 Análisis estructural del gen de la calmodulina

Los resultados descritos anteriormente muestran que los
linfoblastos EA tienen disminuida la capacidad de tamponar los
cambios agudos en [Ca

2~] libre citosólico y de [He]. Una posible
interpretación de esta observación podría ser la existencia de

alteraciones estructuralesen alguna de las proteínas fijadoras de
Ca2+ y de 14+. La calmodulina cumple esta función dentro de la
célula (Weinstein y Mehíer, 1994) y es una proteína codificada por

tres genes, localizados en los cromosomas 2 (2p2l.l-p2l3), 14

(14q24-31) y 19 (19q13.2-13.3)(Berchtold y col, 1993). La EA de
aparición tardía muestra ligamiento con el cromosoma 19, eh la

región entre 19q13.l y 19q13.3 (Pericak-Vance y col,1993),
mientras que la de aparición precoz muestra ligamiento con el
cromosoma 14 regiónl4q24.3 (Schellenberg y col, 1992; St George-
Hyslop y col, 1992; Van Broeckhoven y col, 1992). Además, se ha
descrito que la expresión de calmodulina está aumentada en
linfoblastos en comparacióncon linfocitos (Colomer y col, 1994), lo

que sugeriría que las consecuenciasde una alteración estructural
del gen que codifica alguna de las formas de calmodulina serían más
facilmente detectables en nuestro modelo experimental.

Consideramosjustificado abordar el análisis estructural del gen y
para ello estudiamosel gen de la calmodulina 3, que es el que está

localizado en el cromosoma 19, puesto que la mayor parte de los
casos de EA que teníamos eran de aparición tardía y mostrabanun
ligamiento con el alelo e4 de la ApoE. Esta otra proteína está
localizada en la misma zona del cromosoma19 que la calmodulina.
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Resultados

El abordaje experimental que utilizamos se basó en hacer un rastreo

por el procedimiento de detección de polimorfismos
conformacionales de ADN monocatenario (SSCP). Para ello,

diseñamos una serie de oligonucleótidos correspondientes a
secuenciasintrónicas próximas a los exonesIII, IV y V del gen de la
calmodulina 3 (CALM3) que nos permitieran amplificar por PCR
fragmentos de ADN de unas 200 pb, que pudieran ser analizados
por SSCP. La figura 21 muestra la estructura primaria de la
calmodulina. Como se puede ver estos tres exones codifican la
secuencia de aminoácidos correspondientea los cuatro sitios de
fijación de Ca2~.

Las figuras 22, 23 y 24 muestran los resultadosdel análisis por

SSCP correspondientesa los exones III, IV y V de una serie de
muestrasde EA. La existenciade polimorfismos es evidente y para
intentar determinar la alteración estructural precisa a la que se
debían procedimos a donar y secuenciar estos fragmentos de ADN.
Los productos de amplificación de exones fueron donados en

vectores-T siguiendo los principios generales descritos previamente

(Marchuk y col, 1991). La figuras 24 y 25 muestran como las
alteraciones estructurales detectadas corresponden a las zonas
intrónicas, sin que pudieramos detectar alteración alguna en las

zonas codificadoras que pudiera dar lugar a una proteína alterada.
Puesto que alguna de las alteraciones estructurales estaban
próximas a la zona límite exón-intrón, consideramosla posibilidad
de que pudieran dar lugar a un procesamientoalternativo del ARN,
con la aparición de sitios de escisión crípticos (Krawczak y col,

1992). Para abordar esta cuestión, preparamosARN mensajerode
las siguienteslíneas linfoblásticas AZl3, AZ23, AZ26, AZ27, AZ75, C-

36 y C-40. Utilizando un oligonucleótido antisentido,
correspondienteal extremo 3’ no codificador del ARN mensajero,
preparamosADN complementariocomo se describe en Métodos, y
amplificamos por PCR toda la zona codificadora de la calmodulina.
Los oligonucleótidos utilizados fueron:

C3 sense(pos. 68)
5~CrrGATCCCCGTGc[CCGGA-3’

C3 complementario(pos 586)

5~TG¶VrGAAGAGAGAGTGCGCGC-3’
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Pudimos comprobar que existía un único producto de PCR. El

fragmento amplificado fue purificado y donado en un vector-T. Su

secuenciacióncompleta no mostró ninguna alteración estructural.

FIGURA 21

Estructura de la proteína calinodulina y del gen CALM3
que la codifica

Panel A: Estructura primaria y secundaria de la calmodulina. Las
flechas indican los sitios donde empiezan las zonas codificadas por los
distintos exones. Panel B: Estructura del gen de la CALM3. Las zonas
sombreadas indican los distintos exones
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FIGURA 23

SSCP del exón 4 deI gen de la calmodulina (CALM3)

pos. 1324
5-AGCAflcTccATcc1TTCLDcc-XI

—

A
5’-ACCCGGAccTCCTGGAAGTGG-3

pos. 1541

A24

Si-;

Se diseñaron oligonucícótidos para amplificar el exón 4 de CALM3
(panel A) y con el fragmento resultante de 237 pb se hizo electroforesis en
cadena simple (panel B) donde se observó que algunos de los enfermos (AZIS
en la figura) presentabanuna banda extra. En la posterior secuenciaciónde
los fragmentos de DNA se pudo comprobar que estos enfermos presentaban
una substitución A-->G en el intrón,señalado en el esquema del panel A.

FIGURA 24

SSCP del exón 5 de la CALM3

pos. 1657

5~TcAcTGccTcTcTccccAccG3~
— mm

ú~&s
A

5’-GCGAVrGTCVTCnG1TCCAG-3
pos. 1878

E — —

El exón 5 se amplificó por PCR con los oligonucleótidos descritos en el
en panel A. dando lugar a un fragmento de 243 pb. El panel 13 muestralos
patrones de SSCP de una serie de muestrasde enfermos sin alteración alguna.
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FIGURA 22

SSCP del exón 3 del gen de la calmodulina (CALM3)

pos.1027
5-TGTGGACcTTGTGAccTcTGA-3

A —5-GAcACGGGcTCATCCATCACC-3’
pos 1285

AZ43 O AZ4O ALZ3 AZIO

B

C Aflo A243 AZ49 AZS

4 4

Se diseñaron oligonucleótidos que flanquean el exón 3 del gen CALM3
de la calmodulina (panel A) y se amplificó un fragmento de 279 pb con el que
se llevó a cabo electroforesis de SSCP como se describe en el apartado de
métodos. La resolución de las bandas sugería alguna diferencia entre las
distintas muestras de enfermos (panel 13) pero el fragmento era demasiado
grande por lo que se digirió con lid ¡ en dos fragmentosde 145 pb y 134 pb
que sí presentaron patrones claramente distintos (panel C) cuando se
sometiron a electroforesis en cadena simple. La secuenciación de las
muestras demostró la presencia de un cambio C-->.T en el intrón, bomocigoto
en el enfermo AZ3 y heterocigotoen AZIO, AZ43 y AZ49 (panel A).
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Discusión

1. ALTERACIONES ESTRUCTURALES EN LOS GENES
IMPLICADOS EN LA ENFERMEDADDE ALZHEJMER.

La importancia de la herencia en la aparición de la EA ha
sido un tema de discusión durante los últimos diez años. Los
estudios epidemiológicos demostraron que las familias con
enfermos de EA tiene más casos de EA entre los parientes

cercanos que las familias control (Van Dujin y col,Il 991). El
seguimientode la enfermedaden hermanos gemelos sugirió que la
herencia de los genes defectuosos era importante en la
patogénesisde la EA (Nee y col, 1987; Rapoport y col, 1991). Sin
embargo, los estudios realizados sobre la base de grandes
poblaciones no parecen mostrar de forma unívoca la forma de
herencia que puede estar implicada. Algunos autores han sugerido
que la EA es autosómica dominante (Mohs y col, 1987), sin
embargo, esta hipótesis es difícil de demostrar. La EA aparece
tardíamentey los parientes de los enfermos fallecen a menudo de
otras causasantes de alcanzar la edad de riesgo. La evidenciamás
convincente de que hay genes defectuososimplicados en la EA se
obtuvo mediante los estudios realizadoscon familias con casos de
EA de aparición precoz, en las que la enfermedadse transmite de
una forma autosómica dominante (Bird y col, 1987; Bird y col,
1989; Van Broeckhoveny col, 1987; St. George-Hyslopy col, 1987;
Irleston y col, 1991). En algunasde las familias estudiadasla edad
de aparición esta entre Los 30 y 40 altos, siendo el riesgo de

padecerla enfermedadde un 50 % (Van Broeckhoveny col, 1987).

1.1 Alteraciones Istructurales en el gen de la APP

En los últimos años se ha avanzado considerablementeen la
identificación de mutaciones responsablesde estos casos de EA

familiar de aparición precoz, con la identificación de mutaciones
en el gen de la proteína precursoradel péptido ¡5-amiloide (Goate y
col, 1991; Naruse y col. 1991; Yoshioka y col. 1991; Hendriks y col,
1992; Murrell y col. 1991; Chartier-Harlin y col. 1991).

Estas mutaciones aparecen en tres zonas determinadasdel
gen, todas ellas en zonas correspondientesal péptido 13-amiloide: la

89



Discusión

zona amino terminal, la región central y el extremo carboxilo.
Nosotros abordamos el estudio de posibles alteraciones
estructurales en el gen de la APP haciendo un rastreo de los
exones 16 y 17 de la APP, que codifican la región de la proteína
que correspondeal péptido j3-amiloide (Kang y col, 1987). La
técnica utilizada para hacer este rastreo se considera que tiene
una fiabilidad muy alta (Myers y col, 1985). Por tanto, parece
improbable que hayamos pasado por alto la existencia de alguna
mutación. El hecho de que no encontraramosninguna alteración
estructural en los 50 casos de EA de aparición tardía, aunque
algunos de ellos (12) parecen tener un componentefamiliar (Tabla

V) confirma la hipótesis de que estas alteraciones estructurales
dan lugar a una forma de EA de aparición precoz.

El estudio que hemos realizado incluye también 20 casos de
EA de aparición precoz, de los cuales 4 reconocían la existenciade
historia familiar de demenciasenil (Tabla y). En ninguno de ellos
pudimos encontrar alteracionesen los exones 16 y 17 del gen de
la APP. Los datos existentes en la literatura coinciden en señalar
que la aparición de estas mutacioneses rara, incluso dentro de las
familias de EA de aparición precoz. Cuatro mutaciones han sido
descritashastael momento, asociadascon la EA. Tres de ellas en
el codon 717 (Chartier-Harlin y col, 1991; Goate y col. 1992;
Murrelí y col. 1991). Una de ellas solo ha sido encontradaen once
familias en todo el mundo, mientras que las otras dos solamente

se han encontradoen una familia cada una (Houlden y col, 1993;
Tanaka y col, 1993). La cuarta mutación encontradaen casos de
EA de aparición precoz, es en realidad una mutación doble en los
codones 670/671 (Mullen y col. 1992), que ha sido encontrada

solamenteen una familia (Lannfelt y col, 1993). Por tanto, la
observaciónde que no existe una alteración estructural del gen de
la APP en los enfermos estudiadospor nosotros está de acuerdo
con la baja frecuenciade mutacionesen EA.

La existenciade estas mutaciones,aunque sea con tan baja
frecuencia, demuestra que la molécula de APP, por si misma,
puede ser responsablede la enfermedad. La pregunta que queda
por contestares de qué forma la alteración estructural de la APP

puede ser causa de la enfermedad. Existen varias teorías para
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intentar responder a esta pregunta, aunque todavía no se ha
conseguido una respuesta definitiva. Algunos autores han

observado que la transfección de ADNc que codifica el péptido ¡3-
amiloide conteniendo la doble mutación da lugar a un aumento de

5-8 veces en la secreción del péptido ¡3-amiloide al medio de
cultivo de las células transfectadas(Citron y col, 1992; Cai, y col,
1993). La transfecciónde ADNc conteniendo la mutación alanina-

glicina en la región central del péptido ¡3-amiloide no da lugar a un

aumento en la secreción del péptido, sin embargo,da lugar a un
péptido truncado al que le faltan los aminoácidos polares y
cargados del extremo N-terminal y que puede tener mayor
facilidad de agregación(Haass y col, 1994). Por último, la tercera
clase de mutaciones, localizadas en el extremo carboxilo del

péptido ¡3-amiloide, tampoco parecen aumentar la producción de

péptido, pero se ha sugerido que puede dar lugar a un péptido I~-
amiloide que contenga aminoácidos adicionales en el extremo
carboxilo con una mayor capacidad de agregación (Jarret y
Lansbury, 1993).

Las mutacionesen el gen de la APP dan cuenta de algunos
de los casos en los que previamente se había observado un

ligamiento de la enfermedad con el cromosma 21q21.1. Sin

embargo, existen casos descritos de EA con ligamiento genético al

cromosoma 21 en una región centromérica, distinta de la del APP

(St. George-Hyslop y col. 1987; Tanzi y col. 1992), lo que sugiere

un segundo locus en este mismo cromosoma. Lo que parecemás

frecuente es la asociación de la EA de aparición precoz con el
cromosoma 14. Muy recientemente se ha descrito el gen
responsablede la tnfermedad en este cromosoma (Sherrington y

col, 1995) así como un gen similar en el cromosoma1 (Sherrington
y col, 1995b; Levy-Lahad y col, 1995), que también aparece

mutado en una familia con EA de aparición precoz. Es posible que
algún(os) de los casos estudiados por nosotros tengan estas
mutaciones. Aunque, en principio parece claro que existen

mutaciones asociadas en estos dos genes en casos de EA de

aparición precoz, todavía no hay estudios en la literatura que

aclaren la posibilidad de que exista alguna mutación en estos

genes asociadaa EA de aparición tardía. De los casos de E-A de
aparición tardía estudiados por nosotros, solamente un 34%
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muestran asociacióncon el alelo 4 de la apoE (tabla VI), lo cual
indica que en estos casos existe un ligamiento genético con el

cromosoma 19. El resto de los casos, de los cuales 11% tienen
historia familiar de demencia,no tienen el alelo 4 de la ApoE, por
tanto, la posibilidad de que puedan estar asociados a otro

cromosoma sigue abierta.

1.2 Asociación de la EA con el alelo 4 de la ¿‘¿poE.

El papel de la apoE en la patogénesisde EA se basa en su
capacidadde formar estructuras monofibrilares con el péptido I~-
amiloide, siendo el alelo s4 más eficaz que el s3 (Sanan y col,
1994). La observaciónde que las demenciasseniles de otro origen
distinto a EA (Noguchi y col, 1993; Betard y col, 1994) y el declive
cognoscitivo de los ancianos (Feskens y col, 1994) también están
asociadasa un aumento en la frecuenciadel alelo £4 ha planteado
dudas sobre la especificidaddel papel de la apoE en la patogénesis
de EA. En el estudio que hemosrealizado los controles obtenidos
sin selección alguna, esto es, los donantesde sangreprocedentede
diversos hospitales de Madrid, muestran una frecuencia del alelo
d (6 %) muy baja en comparación con la descrita en otras
poblacionesde origen caucásico(10-16 %) (Mayeux y col, 1993;
Houlden y col, 1993; Saunders y col, 1993) y similar a la
encontrada en la población de centenarios franceses (5.2 %)
(Sch~chter y col, 1994). También es similar a la población
japonesa (6-9.5 %) en la que la prevalenciade la enfermedad es

menor (Ueki y col, 1993; Kawamatay col, 1994; Yoshizawa y col,
1994; Okuizumi y col, 1994). Sin embargo, en la población
españolano pareceque la prevalenciade EA sea menor que en el

resto de los paises cuya población es de origen caucásico(Rocca y
col, 1991). Todas estas observacionessugieren que existen otros
factores, distintos de la frecuencia del alelo e4, que son
importantes para el desarrollode la enfermedad. De acuerdo con
esto, se ha un estudio reciente realizado en Nigeria ha mostrado
por primera vez falta de asociaciónentre la frecuencia del alelo s4
y la EA (Osontukuny col, 1995).

La frecuencia del alelo s4 aumentay la de £3 disminuye en los
enfermos de EA de forma similar a lo observado en otras
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poblaciones (Strittmatter y col, 1993; Ueki y col, 1993; Anwar y
col, 1993; Poirier y col 1993; Brousseauy col, 1994; Lehtiinaki y
col, 1995). Nuestros datos muestran que la distribución de los
alelos de la apoE no es estadísticamentedistinta en los enfermos
de aparición precoz que en los controles (Tabla VII), lo que

confirma los resultadosdescritos previamente, que indicaban una
asociacióndel alelo s4 sólo con la EA de aparición tardía (Saunders
y col, 1993; Kawamata y col, 1994). Sin embargo,esto es en el
momento actual motivo de controversia, porque existen bastantes
grupos que han encontradoasociación del alelo £4 con la EA de
aparición precoz (Dai y col, 1994; Okuizumi y col, 1994; van Duijin
y col, 1994; Yoshizawa y col, 1994; Lehtovirta y col, 1995). En lo
que se refiere a la asociaciónentre el alelo s4 y la EA de aparición

tardía todos los autores están de acuerdo y nuestros resultados
también coinciden (34%) con los datos existentes en la literatura
(Strittmatter y col., 1993; Ueki y col, 1993; Anwar y col, 1993;
Poirier y col, 1993; Brousseauy col, 1994; Lehtimaki y col, 1995).
Nuestros resultados también apoyan la idea (Corder y col, 1993;
Payami y col, 1994; Lehtovirta y col, 1995) de que la presenciadel
alelo £4 da lugar a una adelanto en la edad de aparición de la EA

de aparición tardía.

Algunos autores han sugerido que el alelo e2 podría tener un
efecto protector contra la EA (Corder y col, 1994; Chartier-Harlin y

col, 1994; Talbot y col, 1994; Rubinsztein y col, 1994). Nuestros
resultados no están de acuerdo con ello, puesto que no pudimos
observar ninguna disminución en la frecuenciade este alelo en los

enfermosde EA (Tabla VI).
4

La asociación de patología neurofibrilar con el alelo e4
(Hansen y col, 1994) y la observación de que hay una

sobrerrepresentacióndel alelo e4 (Galasko y col, 1994) en la
variante de EA con cuerposLewy (Hansen y col., 1990) nos sugirió
la posibilidad de incluir en nuestro estudio un grupo de pacientes
de enfermedadde Parkinson. La patología de la enfermedadde

Parkinson se caracteriza por la - aparición de cuerpos de Lewi y
entramados neurofibrilares similares a los descritos en la EA

(Hakim y Mathieson, 1979). Sin embargo, de acuerdo con otros
autores (Marder y col, 1994; Rubinsztein y col, 1994), no pudimos
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Klein, 1982). Por tanto, una interpretación posible es que las
células B derivadas de los controles probablementepresentanun
fenotipo más maduroque la de los pacientesEA.

2.1 Expresión de la APP.

El modelo experimental utilizado, la preparación de
linfoblastos de los pacientes, nos - ha permitido obviar las
dificultades inherentes a la obtención de material de estudio
procedente del sistema nervioso, asumiendo que las mismas
anomalías estructurales o de procesamiento de la proteína
precursora de ¡3-amiloide deben de manifestarse en todas las
células que la expresen, a pesar de que las repercusiones

funcionales sean distintas en cada tipo celular. De hecho hemos
podido comprobar que en los linfoblastos se expresan las dos
isoformas de la APP, APP751 y APP77O, característicasde los

tejidos periféricos (Kang y col, 1990b; Neve y col, 1988; Tanaka y
col, 1989). Los datos existentes en la literatura no permiten
definir si variaciones en la expresión de alguna de las isoformas
de la APP juega algún papel en el desarrollo de la enfermedad.

Algunos autores han sugerido que la proporción APP75I/APP695,
es mayor en EA (Tanzi y col, 1988b; Tanaka y col, 1988, 1989;
Johnson y col, ‘1989, 1990), sin embargo, estudios posteriores de
expresión de las isoformas 695, 751 y 770 en la corteza cerebral
de enfermos de EA y controles sanos no mostraron diferencia

alguna (Ohyagi 1992). Por tanto, el hecho de que los linfoblastos
no expresen la APP695, no parece que sea óbice para su

utilización en el estudio de posibles factores implicados en la EA.
e

2.2 Crecimiento celular

Una observación interesante es que los linfoblastos EA
muestran una velocidad de crecimiento significativamente
superior a los linfoblastos control (Ng. 7). El hecho de que este
aumento en la velocidad de crecimiento no vaya acompañadade
un aumento en la proporción de células que están en la fase de
síntesis de DNA, indica que puede existir un aumento de la
velocidad a través de todo el ciclo sin que se pueda observar un
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efecto específico en alguna de las diferentes etapas. Una

observación similar se ha realizado en linfoblastos obtenidos de
enfermos de hipertensión esencial. Estos linfoblastos tienen una
velocidad de crecimiento superior a la de los controles (Rosskopfy
col, 1993; Rosskopf y col, 1995). De la misma forma los linfoblastos
de pacientescon diabetes de tipo 1 con nefropatía muestran una
mayor velocidad de crecimiento celular (Ng y col, 1994). Existen
diversos estudios que han mostrado que distintos tipos celulares
de enfermos de hipertensión esencial muestran un aumento en el
transportede protones (Livne y col, 1987; Ng y col, 1989; Canessa
y col, 1991) que parece ser debido a un cambio en las propiedades

cinéticas del intercambiador Na~/H~ (Canessay col., 1991). Esta
observaciónjunto con el hecho de que el pH intracelular parece

ser importante para la proliferación celular (Pouyssegur y col,
1985; Grinstein y col, 1989) sugirió que los linfoblastos de
enfermos con hipertensión esencial tienen una mayor velocidad de
crecimiento debido a la mayor actividad del intercambiador

Na+/lI+. Sin embargo, éste no parece ser el caso, ya que
experimentos realizados con cultivos de linfoblastos en medios
alcalinos ha permitido disociar estos dos fenómenos, llevando a la

conclusión de que la mayor proliferación celular no está
relacionada con el aumento de la actividad del intercambiador
Na~/H~ (Rosskopfy col, 1995).

Los linfoblastos EA no muestran diferencias significativas en

el pH intracelular con los linfoblastos control. Por tanto, no parece
que el aumento de la velocidad de proliferación celular esté
directamenterelacionado con el pH intracelular. Tampoco parece
que exista una c4relación con la actividad del intercambiador
Na~/H~, ya que la velocidad de transportede H~ no está alterada
en los linfoblastos EA. Por tanto, pareceque existen otros factores
implicados. Una posibilidad estriba en la mayor concentraciónde
Ca2~ libre citosólico detectadoen los linfoblastos de EA. El papel
del Ca2~ en el ciclo celular es ejercido a traves de la proteína

quinasa de tipo II, dependientede calmodulina y se cree que
actuaría impidiendo la degradaciónde ciclinas y favoreciendo la
salida de la metafase(Lorca y col, 1994).
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2.3 Homeostasis de Ca2~ en linfoblastos.

Una de las hipótesis existentes sobre las causasque conducen
a la EA es que los procesosque conducena la disfunción y muerte
neuronal convergenen una misma vía con un aumentode la [Ca2+]
libre citosólico (Kachaturian, 1993). Esta hipótesis asume que el

aumento de la [Ca2~] libre citosólico puede tener lugar
crónicamenteo de forma aguda pero, en cualquier caso, lleva a la
célula a un camino irreversible de necrosis y muerte. La [Ca2+]
libre citosólico tambien ha sido implicada en las acciones
neurotóxicas del péptido ¡3-amiloide. Este péptido produce un
aumento en la [Ca2+] libre citosólico en distintos tipos celulares
(Mattson, y col, 1992; Joseph y col, 1992; Hartman y col, 1993;
Eckert y col, 1993). Cuando se incorpora en una bicapa lipidica
forma canales selectivos de cationes con capacidad para
transportar Ca2~ (Arispe y col, 1993; Arispe y col, 1993).
Podemos, por tanto, concluir que existe suficiente evidencia para
implicar al Ca2~ en la etiopatogeniade la EA. De acuerdocon esta

hipótesis, los linfoblastos de pacientes de EA estudiados por
nosotros muestran un aumento significativo de la [Ca2+] libre
citos6lico (Tabla XII). Este aumento se observa principalmenteen
los linfoblastos de células que se mantienen en un estado
proliferativo. Cuando las células se mantienen en ausencia de

suero fetal bovino en el medio de cultivo, pasan a un estado no
proliferativo y la [Ca2~] libre citosólico pasa a ser similar a la de

los controles. Estos resultadossugieren que el aumentode (Ca2~]
libre citosólico acompaña la respuesta a la activación de la

proliferación celular causada por factores presentes en el suero
fetal bovino. El hecho de que la activación de los linfoblastos
mantenidos en estado no proliferativo mediante la administración
de aIgM dé lugar a un aumentode la ECa2~1 libre citosólico mayor
en los linfoblastos EA que en los controles (Tabla XIII) apoya esta
posibilidad. Por tanto, nuestros resultadosestán de acuerdo con la
hipótesis de que la [Ca2~] libre citosólico está implicada en la

etiopatogeniade la EA.

El hecho de que el aumento de [Ca2~] libre citosólico en
respuesta al péptido ¡3-amiloide sea tambien mayor en los
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linfoblastos EA que en los controles (Tabla XIII), sugiere que no

son los mecanismosimplicados en la señalización intracelular de la
respuestaa aIgM los que están alterados. La interpretación más
simple es que existe una alteración en la cinética de fijación de
Ca2~ a las estructurasintracelulares. En apoyo de esta hipótesis
estan las observacionesde que la [Ca2+]maxcalculada sobre la base
de la cinética de restauraciónde los niveles de Ca2+ intracelular es
mayor y la [Ca2~]o

5 menoren los linfoblastos EA que en los

controles (Tablas XIV y XV). Algunos autofes (Colvin y col, 1994)
han encontrado que en distintas zonas del cerebro EA existe un
aumento de la actividad del intercambiador Na~/Ca

2~. Esta
observación sugiere que el aumento de la actividad del
intercambiador Na~/Ca2~ jugaría un papel neuroprotectoren EA y
podría ser consecuenciadel aumento de la [Ca2+J libre citosólico.
En nuestro caso (Fig. 14), el mayor aumento en la [Ca2+] libre
citosólico se observa cuando el intercambiador Na~/Ca2~ está
inhibido por la presenciade benzamil, (Kaczorowski y col, 1989),
lo que indica que una posible alteración en la actividad de este
intercambiador no está implicada en el aumento de [Ca2~] libre
cítosólico. Diferencias en la expresión de proteínas fijadoras de

Ca2~ se han descrito en cerebrosEA (Heizmann y Braun, 1992;
Van Eldik y Griffin, 1994); sin embargo los datos son bastante
inconsistentes, probablemente debido a que los protocolos

experimentaleso los intervalos portmortem fueran distintos. Los
experimentos realizados con fibroblastos no mostraron diferencias

en la expresión de las proteínas fijadoras de Ca2~ (Fúhr, y col,
1994). Sin embargo, el hecho de que esta observación se haya
realizado con fibroblastos obtenidos de EA de aparición precoz y
que nuestros datos estén realizados mayoritariamente con
linfoblastos de EA de aparición tardía, no permite descartaresta
posibilidad, especialmente sobre la base de publicaciones

anteriores en las que no se encontraron alteraciones en la
homeostasisde calcio en linfoblastos EA de aparición precoz
(Patersony col, 1986).
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2.4 Homeostasis de H~ en linfoblastos.

La mayor parte de las células de mamíferos poseen

mecanismos, aparentemente redundantes, para defender al
compartimiento citosólico de cambios agudos de pH. Quizás el
mecanismo más importante para controlar el pH intracelular es la
actividad del intercambiador Na~/H~ (G;instein y col, 1989). La
respuestacelular a muchos aclivadores parece estar acompañada
de una activación de este intercambiador (Little y col, 1988;

Moolenar y col, 1984; Hatori, N. y col, 1987; Urcelay y col, 1994),
incluso en ausencia de alcalinización intracelular (Ganz y col,
1989) lo que sugiere que el papel de la activación del
intercambiador Na+/H+ es protegera la célula de una acidificación

aguda.

El mecanismocomún a la mayor parte de los agonistas que
inducen la activación del intercambiador Na+/H+ es que estimulan
fosfolipasa C, dando lugar a un aumentoen la [Ca2~] libre citosólico
y activación de proteína quinasa C. La activación de proteína
quinasa C parece estar implicada en la activación del
intercambiador (Moolenar, 1986; Grinstein y col, 1989; Urcelay y

col, 1993), pero el aumento de [Ca2~] libre citosólico también
puede activar el intercambiador mediante la activación de

proteína quinasas dependientes de Ca2~-calmo d u Li n a
(Wakabayashiy col, 1994) o bien a través de un mecanismo que
implica la activación de la Ca2~-ATPasa de la membrana

plasmática que intercambiaría H~ extracelular por Ca2+

intracelular. De e~ta forma se neutralizaría el aumento transitorio

de [Ca2+] libre citosólico, cuya consecuenciasería un aumentoen la
carga ácida de las células, que induciría la activación del

intercambiador Na+/H+. En tase a los datos anteriormente
expuestos, el hecho de que los’ linfoblastos EA respondana la
activación por aIgM con una acidificación del medio intracelular,
en lugar de la pequeñaalcalinización observadaen los linfoblastos
control (Hg. 18), puede ser interpretada como que fallan los
mecanismos de activación del intercambiador. Una posibilidad
sería que no sean capacesde respondera una sobrecargade ácido.
Sin embargo, los resultados obtenidos por dos procedimientos

99



Discusión

distintos, indican que la velocidad de respuestadel pH a una carga

ácida es significativamentemayor en los linfoblastos EA que en los
controles (Figs. 21 y 22). Por tanto, la diferencia de la respuesta
de los dos tipos de linfoblastos a la activación ‘por algM, no puede
ser interpretada sobre la base de diferencias cinéticas en la
actividad del intercambiador. Parece más probable que la
alteración resida en los mecanismosimplicados en la señalización
intracelular implicada en la respuestaa aIgM. La respuestade la
IjCa2~] libre citosólico a este agonista es sensible:a W-7, lo que
implica a los mecanismos mediados por la activación de

calmodulina. Es interesanteseñalarque, al igual que ocurre con la
[Ca2~] libre citosólico, los linfoblastos EA tienen menor capacidad
de tamponar los cambios agudosde pH que los linfoblastos control
(Tabla XVIII) y que la calmodulina es una proteína con capacidad
para fijar ambos Ca2+ y H+. Incluso algunos autores consideran
que la calmodulina debería de ser consideradacomo una proteína
fijadora de Ca2+ y de H~, y que puede servir de sensor de los
cambios en ambos iones (Busa y Nuccitelli, 1984). Por tanto una
alteración estructural o funcional de esta proteína podría explicar
los resultadosobtenidos hasta ahora. Los esfuerzos realizados en

este sentido no nos han permitido detectar alteraciones
estructuralesen uno de los genes de la calmodulina, CALM3. Sin

embargo, no podemos descartar que otras alteraciones, como una
menor expresión del ARN mensajero o una alteración de los
mecanismos de activación de la calmodulina puedieran estar
alterados.

2.5 Significado funcional de las alteraciones en la

homeostasis de Ca2~ y H4.

Una de las característicasde la EA es la muerte neuronal
(Terry y col, 1981; Coleman y Flood, 1987; Mountjoy y Evans,
1983). Existen dos mecanismos básicos de muerte celular,
necrosis y apoptosis. La necrosis se considera un mecanismo de
degeneracióncelular pasiva como consecuenciade la pérdida de la
función celular, mientras que en la apoptosis se supone que la
célula participa activamente mediante un proceso de suicidio
celular dirigido por genes específicos (Kerr y col, 1972). Hay
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evidencia convincente de que el Ca2~ puede tener un papel
importante en la muerte celular, tanto en el sistema nervioso
central como en otros tejidos. El papel del Ca2+ sería importante

tanto en el caso de necrosis como de apoptosis, siendo
especialmentecrítico en el sistema nervioso central y en el

sistema inmune (Orrenius y Nicotera, 1994).
Durante el proceso de apoptosis se produce un aumento en

[Ca2~] libre citosólico (McConkey y col, 1938) y una disminución
del pH intracelular (Barry y Eastman, 1992), y estos dos
acontecimientosse consideran importantes para el comienzo del
proceso Los resultados obtenidos con las lineas celulares

lintoblásticas muestranque en respuestaa estimulación celular los
linfoblastos EA tienen una respuesta mayor de [Ca2~] libre

citosólico que los linfoblastos control (Fig. 12). Asi mismo, en los
linfoblastos EA se produce una acidificación celular en respuestaa

activación celular mientras que los linfoblastos control muestran
una ligera alcalinización (Fig. 18). Estos datos sugieren que las
características ionotrópicas de los linfoblastos EA son más
próximas a las de una célula apoptótica que las de los linfoblastos
control. Obviamente,no se pueden extrapolar los datos obtenidos
con los linfoblastos a lo que ocurre en las neuronas, pero esta
observación apoya la posibilidad de que exista una muerte
neuronal por apoptosis en la EA. Tambien apoya esta posibilidad
el hecho de que el péptido pA4(25-35) de lugar a un aumento del

[Ca2~] libre citosólico mayor en linfoblastos EA que en controles,
esto es, la enfermedadEA va acompañadade una amplificación de
la respuestacelular al péptido. La posible acción neurotóxica del
péptido ¡3-amiloide~ sido sugerido por varios autores (Yankner y
col, 1990; Kowall y col, 1991; Pike y col, 1991; Emre y col, 1992;
Pike y col, 1993). El estudio de ratones transgénicosque expresan

este péptido en las neuronas ha mostrado que produce una
degeneraciónneuronal extensa(LaFerla y col, 1995). Por tanto, el
hecho de que su acción esté amplificada en EA sugiere que otros
factores ademásde la presenciadel péptido están implicados en la
enfermedad, y que este péptido tendría una acción neurotóxica
más importante en EA que en controles. El reciente
descubrimientode alteraciones genéticasen genes distintos del de
la APP, asociadasa la enfermedad de Alzheimer, que codifican
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proteínas de membrana con posible actividad de transporte de
iones (Sherrington y col, 1995), abre nuevas perspectivas al
estudio de las bases estructurales para entender la diferente
respuestaionotrópica de los dos tipos celulares.

e
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CONCLUSIONES

1- El análisis estructural de regiones relevantes del gen que

codifica la proteína precursoradel péptido ¡3-amiloide de más de
100 casos de enfermos de Alhzeimer y de un número

significativo de controles normales no ha desvelado la existencia
de anomalías, Estas observaciones confirman la escasa
frecuencia de alteracionesen este gen asociadasa la demencia
de Alhzeimer.

2- La frecuencia del alelo 84 de la apolipoproteina E en la

población del área de Madrid varía de un 6% en la población
normal a un 50% en los casos familiares de la enfermedadde
Alzheimer de aparición tardía.

3- La presencia del alelo £4 de la apolipoproteina E es mucho
menor en la población madrileña que en poblaciones de paises
en los que la prevalenciade la enfermedadde Alhzeimer es la
misma. Esta observación parece indicar que factores ajenos a
esta proteína, genéticos o ambientales, deben de estar
involucrados en la etiopatogeniade la demencia de Alhzeimer.

.4. No hemos hallado relación entre frecuencia del alelo £4 de la
apolipoproteina E y la enfermedad de Parkinson en pacientes
sin signos detectablesde demenciade Alzheimer.

5- Hemos establecido un banco de líneas celulares inmortales de
enfermos de Alhzeimer mediante transformación linfoblástica
de linfocitos B con virus de Epstein Barr. Estas líneas celulares,
además de ser uña fuente inagotable de DNA, permiten la

ejecución de experimentos que de otra forma sería imposible
llevar a cabo por las dificultades de obtención de material, sobre

todo de forma repetida.
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6- Los linfoblastos de enfermos de Alzheimer presentan las

siguientes singularidades:

A) Su velocidad de crecimiento es mayor que la de los
linfoblastos control.

B) Expresan las isoformas 770 y 751 del precursorde

proteína amiloide.
C) Tienen unos niveles basalesde Ca2~ libre citosólico

significativamentemás altos que los controles.

7- La activación de linfoblastos de enfermos de Alhzeimer inducida
por aIgM produce un aumentode la concentraciónde Ca2~ libre

citosólico significativamentemayor que en linfoblastos control.

8- El tratamiento con el péptido pA25-35 también produce un
mayor aumento en la concentraciónde Ca2+ libre citosólico en

linfoblastos de enfermos de Alhzeimer que en controles, lo cual
indica que la respuestaa aIgM no es debida a un efecto

especifico mediado por su receptor.

9- La cinética de repleción de los niveles de Ca2~ libre citosólico en
células previamente deprivadas de Ca2+ muestra que en
linfoblastos de enfermos de Alhzeimer se alcanzan valores de

calcio libre citosólico máximos a concentracionesmenores de
Ca2+ extracelular que en linfoblastos de controles de edades
similares.

Los linfoblastos de enfermos de Alhzeimer también

mostraron una menor capacidadpara tamponar cambios agudos
de Ca2~ libre citosólico, dado que los niveles máximos de

‘6

concentraciónde Ca2+ fueron mayores que en los contro!es.

1 0- El estudio de linfoblastos de individuos sanos de edadesmedia y
avanzada ha puesto de manifiesto que el envejecimiento se
acompaña de cambios en la cinética de repleción de Ca2+

similares a los observados en linfoblastos de pacientes de
Alhzeimer, aunque sin afectar los niveles máximos Ca2~ libre
citosólico.
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111 - La activación de linfoblastos de enfermos de Alzheimer inducida
por aIgM da lugar a una acidificación intracelular en lugar de la
alcalinización observada en línfoblastos control. Los linfoblastos
de pacientes de Alzheimer mostraron la misma eficiencia que
los controles para eliminar una sobrecargaintracelular de Ht
Esta obaservación indica que la diferencia en la respuesta a

si IgM no puede ser causadapor ana ajteración en la capacidad
del intercambiador Na+/H+ sino a una alteración-en las vía(s) de
señalización intracelular responsable de la activación del

intercambiador Na+/H+.

1 2- Los linfoblastos de enfermos de Alzheimer muestran una menor
capacidadpara tamponar cambios agudos de pH intracelular, lo
que sugiere la existencia de alteraciones cualitativas o
cuantitativasen la expresión de proteínasfijadoras de H+.

1 3 - El análisis estructural del gen de la calmodulina que mapea.en
la misma zona del cromosoma 19 que la enfermedad de

Alzheimer (CALM3), no ha mostrado cambios que pudieran
alterar sus propiedadesde proteína fijadora de Ca2~ y de H+.

14- En resumen, la inmortalización de linfocitos humanos es un
modelo adecuado para el estudio de perturbacionesfuncionales
de índole variada. Hemos puesto de manifiesto que en la
demencia de Alzheimer existen cambios significativos en la
homeostasisde Ca2~ y de H+ que podrían estar implicados en la
etiopatogeniade este proceso. Cambios de esta naturalezaen el

“medio internt” celular pueden ser capacesde alterar tasas de
expresión, procesamiento, solubilidad, y/o función de múltiples
proteínas.
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