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Resumen 

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa más frecuente de demencia en el 

adulto mayor. Es un padecimiento neurodegenerativo del sistema nervioso central 

que se caracteriza por una pérdida progresiva de la memoria y un deterioro 

intelectual debido a la aparición de dos lesiones cerebrales fundamentales: las 

placas seniles y las marañas neurofibrilares. La alteración bioquímica exacta que 

origina la neurodegeneración es aún desconocida. Aunque la mayoría de los casos 

los primeros síntomas de las alteraciones de memoria y conducta aparecen después 

de los 65 años (EA de inicio tardío o senil), en algunos casos la enfermedad inicia 

más temprano (EA de inicio temprano o presenil). 

La etiología de la EA es compleja. A la fecha los estudios genéticos en varias 

familias afectadas con la EA han identificado 3 genes asociados con la EA de inicio 

temprano con una penetrancia elevada. El gen de la presenilina 1 (PSEN1), el gen 

de la presenilina 2 (PSEN2) y el gen de la proteína precursora del -amiloide (APP) 

y un gen (Apolipoproteína E) asociado con la EA de inicio tardío. En este trabajo se 

realizo el análisis molecular del gen PSEN1 mediante secuenciación directa del 

DNA genómico. Se estudiaron 12 familias no relacionadas con la EA de inicio 

temprano y en todas se identificó una mutación patogénica. La mutación Met233Leu 

en el exón 7, en una familia de Guanajuato, 2 familias con la mutación Glu3l8Gly en 

el exón 9 (provenientes de Aguascalientes y Morelos) y la mutación Ala431Glu en el 

exón 12 del gen



PSENI se encontró en 9 de estas familias (75%) que segregaba mostrando un 

patrón de herencia autosómico dominante. Debido a que estas 9 familias eran 

originarias del estado de Jalisco se sospechó que pudieran tener un origen común. 

La posibilidad de que fuera un efecto fundador se investigó utilizando dos 

marcadores microsatélites cercanos al gen. El análisis de los haplotipos de estos 

microsatélites mostró un origen en común en estas 9 familias. En conclusión, la 

mutación Ala 431 Glu es una causa prevalerte de la EA de inicio temprano en familias 

M estado de Jalisco. La evidencia genética apoya que es una mutación fundadora 

originada a partir de un solo ancestro común. Estos hallazgos tienen implicaciones 

importantes para el diagnóstico certero y para el consejo genético en pacientes 

mexicanos con EA familiar que provengan de Jalisco.



Abstract 

Alzheimer's disease (AD) is the most common cause of the dernentia in the elderly. It 

is a neurodegenerative disorder of the central nervous system charactenzed by 

progressive memory loss and intellectual decline due to the appearance of two major 

brain lesions: senile plaques and neurofibnllary tangles. The exact biochernical 

pathway leading to neurodegeneration is still unknown. Although, in most cases the 

first symptoms of memory dysfunction or behavioral change become apparent after 

age 65 years (late-onset or senile AD), in sorne cases, the disease starts earlier in 

life (early-onset or presenil AD). 

The etiology of Alzheimer's disease (AD) is complex. To date molecular genetic 

studies in severa¡ families affected with AD have identified three genes associated 

with highly penetrated early-onset AD: Presenilin 1 (PSEN1), Presenilin 2 (PSEN2) 

and -amyloid precursor protein (APP); and one gene (Apolipoprotein E) associated 

with late-onset AD. Herein, a molecular analysis of the PSEN1 gene was performed 

by direct sequencing of genomic DNA. 

Twelve unrelated Mexican families with early-onset AD were analyzed and a 

pathogenic mutation was identified in al¡ of them. The Met233Leu in the exón 7 of a 

Guanajuato's family, two families with Glu3l8Gly mutation in exon O (from 

Aguascalientes and Morelos) and the Ala431GIu mutation in exon 12 of PSEN1 was 

found in 9 (75%) of these families, which segregated showing autosomal dominant 

inhentance. Because al¡ families bearing the mutations are from the State of Jalisco 

(located in Western México), a founder effect was hypothesized. The possible



founder effect was investigated analyzing two highly polymorphic microsatellite 

markers flanking the PSEN1 gene. Microsatellite haplotype analysis suggested a 

common ancestor in these 9 kindred's. In conclusion, the AIa431GIu mutation is a 

prevalent cause of early-onset familia¡ Alzheimer disease in families from the State of 

Jalisco, México. 

Genetic evidence supports that it is a founder mutation descending from a single 

common ancestor. These findings have important implications for prompt diagnosis 

and genetic counseling for Mexican patients with familial AD from Jalisco.
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1. INTRODUCCIÓN. 

LI ANTECEDENTES. 

La enfermedad de AL'heinier tEA) es un padeciiiuentu de nnecdin del it;ma 

nervioso central (SNC), que se caracteriza por la pérdida de memoria y deterioro de 

las funciones cognoscitivas; fue descrito en 1907 por Alois Alzheimer y los criteric 

para realizar el diagnóstico de EA fueron establecidos en 1984 por McKhann y C( 

En ellos se refiere que para un diagnóstico definitivo de la enfermedad es necesaria 

a evidencia histopatológica obtenida por biopsia o autopsia (Tanzi y cols., 1991: 

Bdckman, Small., 2007). Han transcurrido cien años desde que un grupo de 

psiquiatras describiera los depósitos anormales de proteína en el cerebro de estos 

pacientes y definiera a la más común de las enfermedades neurodegenerativas. 

En el 2006 se calculó que la prevalencia mundial de la EA fue de 26.6 millones y se 

espera que para el 2050 ésta se pueda cuadruplicar (Goedert y Spillantini., 2006). 

El desarrollo científico de las últimas décadas ha permitido la disminución de la 

mortalidad y el mejoramiento en la calidad de vida. Sin embargo como resultado ha 

habido un aumento en la esperanza de vida lo que permite que las enfermedades 

propias del envejecimiento se incrementen, como es el caso de las demencias, las 

cuales son un importante problema de salud entre los adultos mayores y son cada 

vez más frecuentes conforme avanza la edad (Kawas, Brookmeyer., 2001). 

La demencia es un síndrome complejo que puede ser causado por más de 60 

padecimientos, sin embargo se considera que el 60% de los casos corresponden a 

la enfermedad de Alzheimer (EA), 20% a demencia vascular y el 20% restante a



diversas enfermedades que incluyen padecimientos metabólicos, infecciosos, 

tóxicos, hereditarios, etc. (Alonso y cols., 1998; Ramírez y cols., 2005). 

Se considera a la enfermedad de Alzheimer como la 4" causa de muerte en el 

adulto, su incidencia produce una pendiente vertiginosa conforme a la edad y es dos 

veces más común en mujeres que en hombres (Gao y cols., 1998; Lunetta y cols., 

2007), 

1.2 CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS. 

La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por un síndrome con múltiples variantes 

patogénicas, sin embargo las principales características clínicas son: 

Alteraciones de la memoria, que constituyen el aspecto clínico predominante y son 

las primeras manifestaciones que se presentan, ya que olvidan información nueva o 

sucesos recientes, ésta se va haciendo más notoria y progresa conforme avanza el 

padecimiento (Khachaturian, 1985; American Psychiatric Association., 1994). 

Afasias: que corresponden a alteraciones del lenguaje tanto en su comprensión 

(lenguaje hablado y escrito) como en su emisión, puede haber repetición de lo que 

oye por medio de sonidos o palabras una y otra vez. En estadios avanzados los 

pacientes pueden enmudecer por la dificultad generada por la pérdida de 

vocabulario, ocasionalmente repitiendo sólo las sílabas finales de una palabra 

(Alberca y cols., 1998). 

Apraxias: se refieren al deterioro de la capacidad de ejecución de actividades 

motoras, se pierde la habilidad del uso de objetos para realizar una tarea, así como 

la actividad constructiva de actos motores conocidos, por ejemplo el movimiento de



las manos para saludar, decir adiós, peinarse, cepillarse los dientes, etc. 

(Khachaturian, 1985; American Psychiatric Association., 1994). 

Agnosias: la incapacidad de reconocerse a si mismo y/o a sus familiares, así como 

para identificar objetos, a pesar de tener una función sensorial y visual intacta. 

Alteraciones en la capacidad de ejecución: implica el deterioro del pensamiento 

abstracto, para planificar, iniciar, secuenciar, monitonzar y detener un 

comportamiento complejo. El paciente es incapaz de encontrar diferencias entre dos 

objetos, también se puede manifestar por la incapacidad de afrontar situaciones 

nuevas ya que requieren del procesamiento de información nueva y compleja, lo 

que le impide realizar actividades de la vida diaria como bañarse, vestirse, el uso del 

sanitario, etc. (Pérez-Tur, 2000) (Fig. 1). 

En etapas finales o más tardías, el deterioro cognoscitivo progresa y se acompaña 

de ansiedad, depresión, trastornos del sueño, alucinaciones y en algunos casos 

pueda presentarse crisis convulsivas (Pérez-Tur, 2000; Pérez-Tur, 2001; Báckman 

y Smali , 2007)
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Fig.1 Se muestran las principales áreas del cerebro y su función, que en la EA se encuentran 

alteradas y dan como resultado los principales síntomas de la enfermedad (Tomada y modificada de 

www.criticalcare.com ) 

1.3 PATOLOGÍA DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER. 

Las principales características de la EA son la acumulación masiva de amiloide 

compuesto de agregados fibrilares del péptido -amiloide (P-A) y la acumulación 

intracelular de la proteína tau anormalmente fosforilada que conduce a una extensa 

neurodegeneración. Esto da como resultado la demencia progresiva e irreversible, 

la cual es eventualmente fatal (Hardy y Selkoe., 2002). 

Los hallazgos más importantes en el cerebro de los pacientes con EA son la atrofia 

cerebral, la pérdida de neuronas, presencia de marañas neurofibrilares y placas 

neuríticas, también se puede observar degeneración granulovacuolar y cuerpos de 

4



Hirano principalmente en neuronas piramidales del hipocampo (Katzman, 1986; 

Mena y García, 1998; Girones y cols., 2002). 

La EA interrumpe cada uno de los tres procesos que mantienen las neuronas 

saludables: la comunicación, el metabolismo y la reparación. Esta interrupción causa 

que ciertas células nerviosas interrumpan su función, pierdan las conexiones con 

otras células nerviosas, y por último, mueran (Mizutani y cols., 1990). 

La destrucción y la muerte de las células nerviosas provocan una falla en la 

memoria, cambios de personalidad, problemas para llevar a cabo las actividades 

diarias y otras características de la enfermedad. Aunque la patogénesis de la 

enfermedad todavía no esta completamente entendida, dos cambios 

histopatológicamente ocurren dentro del cerebro e involucran agrupamientos 

anormales de proteínas dentro y fuera de la neurona (Mehler y Gokhan., 2000: 

Mehler y Gokhan., 2001). Los cambios tempranos ocurren dentro de la corteza 

entorrinal proyectándose dentro del hipocampo lo cual lleva a interrumpir los 

procesos de aprendizaje y memoria a corto plazo. Las dos principales lesiones 

localizadas en hipocampo y corteza cerebral son: 

Placas neuríticas: están compuestas de racimos de terminaciones nerviosas 

degeneradas tanto dendríticas como axonales unidas a un corazón (core) que 

contiene filamentos lineales ordenados extracelularmente que corresponden a la 

proteína -amiloide. Este péptido está formado de 42 a 43 aminoácidos (aa) es 

insoluble y es el principal componente de la placa que se deposita en el cerebro de 

estos pacientes (Fig. 2). Las placas neuríticas o seniles tienen un tamaño de 100 a



200 p de diámetro, es posible obsérvalas con tinciones de Golgi y con técnicas de 

inmunohistoquímica (Guimera y cols., 2005). 

Fig. 2 Se muestra en un corte de tejido cerebral la presencia de una placa neuritica o placa senil 

constituida por una zona central de -amiloide rodeada de neuritas distróficas y algunas células 

gliales (lesión extracelular). Cortesía del Dr. Rembao Daniel del Dpto. de Patología del INNN y 

vwneurogJjt, wAw h'ocarnpo,orq  

El componente fundamental es el péptido -amiloide, otros constituyentes no 

celulares de las placas son: mucopolisacáridos que forman parte del amiloide, al-

antiquimotripsina, inmunoglobulinas, factores del complemento, fibrinógeno, ApoE, 

presenilinas y elementos inorgánicos principalmente aluminio y sílice. (Gandy, 

Petanceska 2000; Guimera y coPs., 2005). Además, otro componente de las placas 

son las células gliales, en especial se ha tomado atención a las microgliales como 

elementos inmunitarios del SNC con capacidad de liberar citocinas y de producir 

daño oxidativo por liberación de radicales libres (Selkoe, 1989; Selkoe, 1991).

6



Marañas neuro fibrilares: se localizan intra neurona¡ mente, ya que corresponden a 

neuronas anormales cuyo citoplasma está lleno de estructuras filamentosas 

globulares (Fig. 3). Están compuestas de filamentos apareados o entrelazados en 

forma helicoidal y de microtúbulos los cuales precipitan en el interior de la célula 

causándole la muerte (Nee y cols., 1993; Gandy, Petanceska., 2000). El principal 

componente de los filamentos es la proteína tau (de 50 a 70 KDa) que está 

anormalmente fosforilada. La proteína tau forma parte del citoesqueleto, es una 

proteína de unión a microtúbulos que estabiliza la tubulina, al alterarse su función 

normal, conduce a la desorganización de los mismos y altera el trasporte axonal, 

ocasionando la formación de las marañas neurofibrilares, a diferencia de la 

estructura normal de la neurona como se muestra en Fig. 3 (Selkoe, 1991). En la EA, 

la proteína tau está altamente fosforilada, es insoluble y difícilmente degradable, por 

este motivo los complejos formados por proteínas tau anormales y otras proteínas 

del citoesqueleto no se degradan por proteolisis y se acumulan ocasionando la 

degeneración neurofibrilar (Gandy yPetanceska., 2000). 

Las marañas neurofibrilares pueden observarse en grandes neuronas piramidales 

del hipocampo, corteza entorrinal y parahipocampal y se tiñen perfectamente con 

técnicas específicas de plata y también con anticuerpos específicos de distintas 

proteínas normales y anormales del citoesqueleto (Mizutani y cols., 1990). En el 

examen con microscopia electrónica se pueden observar dos tipos de fibrillas 

anormales: fibrillas formadas por pares de filamentos de 8 a 10 nm de diámetro 

plegados helicoidalmente y otras fibrillas están constituidas por filamentos rectos de 
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10 a 20 nm de diámetro, ambos se pueden encontrar en una misma neurona (Coria 

y cols., 1994; Guimera y cols., 2005)

JI! 

Fig. 3. Se muestra las marañas neurofibrilares. La proteína tau al estar h i perfosfori lada 

desestabiliza la formación del citoesqueleto y forma filamentos insolubles que se acumulan en forma 

de degeneración neurofibrilar y dañan la apariencia de la neurona como se muestra en forma de 

fantasmas. Cortesía del Dr. Rembao Daniel del Opto. de Patología del INNN, 'Nw.neuroIoqía.it 

www.hipocampo org. 

Una vez muerta la neurona, la permanente acumulación de fibrillas anómalas en el 

neuropilo, da lugar a la formación de las llamadas madejas fantasma (ghost tangles). 

Se ha sugerido que la degeneración neurofibnlar conlleva a una reducción de las 

prolongaciones celulares (atrofia neuronal) y mas adelante conduce a la muerte 

neuronal. Sin embargo algunos trabajos han mostrado que las neuronas con 

degeneración neurofibrilar pueden vivir décadas (Guimera y cols., 2005).
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1.4. EPIDEMIOLOGÍA. 

Los estudios epidemiológicos en la EA se basan en diseños observaciónales y 

requieren de un diagnóstico con elevada sensibilidad y especificidad; sin embargo, 

existen limitaciones importantes en estos estudios, como la dificultad para conocer el 

momento exacto en el que el sujeto inicia una demencia o desde cuando podrá ser 

reconocida. Existen diferentes estudios epidemiológicos acerca de la prevalencia de 

la enfermedad, la cual varía de 1.9 a 11% en población mayor de 65 años, siendo 

mucho mayor (47%) en población entre 75 a 84 años (Evans y cols., 1989). 

La prevalencia entre los individuos de 85 años o más varía según los diferentes 

estudios entre 20 a 50%, siendo mayor su frecuencia entre las personas que se 

encuentran hospitalizada (Bachman y cols., 1993; Katzman y cols., 1986). Algunos 

investigadores han encontrado que la prevalencia se duplica cada 5 años entre las 

edades de 65 y 85 años (Wernicke y cols., 1994). 

En México no tenemos investigaciones epidemiológicas que nos permitan conocer la 

prevalencia de la enfermedad. En un estudio realizado en el Instituto Nacional de 

Neurología y Neurocirugía se revisaron 6258 expedientes, se encontró diagnóstico 

de EA en 0.2% de ellos (Alonso y cols., 1989). Una revisión reciente sobre la 

prevalencia de la EA de 25 estudios realizados, sugiere que se ha producido un 

aumento en las tasas de prevalencia en los últimos 20 años. A este incremento 

contribuyen varios factores: el progresivo envejecimiento de la población que supone 

un mayor porcentaje de personas en edad de riesgo, las condiciones 
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socioeconómicas, los avances en el tratamiento médico y la mayor supervivencia 

después del inicio de la enfermedad. 

El número de estudios sobre incidencia es mas bajo que los de prevalencia debido a 

que tienen un costo económico mayor y a que se han de realizar durante un 

periodo de tiempo mas largo. Estos estudios nos permiten evaluar factores de riesgo 

y sus distribuciones. Todos los estudios sobre incidencia muestran un aumento con 

la edad y que el número de casos se multiplica por 3 cada 10 años a partir de los 65 

años (Hofman, 2000; Luukineny cols., 1999; van Duijn y cols., 1991). 

La tasa de incidencia total oscila entre unos 10.3- 39.111000 casos anuales en 

mayores de 65 años, dependiendo de la metodología utilizada y la zona geográfica 

en la que se ha llevado el estudio (Lobo y cols., 2000). La incidencia de la EA parece 

ser menor en Asia y África que en Estados Unidos o en Europa, aunque estas 

variaciones son atribuidas a las diferencias metodológicas entre estudios. Las tasas 

más bajas a nivel mundial se han observado en un estudio Indo-Americano de 

seguimiento durante 2 años y en Taiwan y Nigeria con tasas muy inferiores a las de 

los países en desarrollo como se muestra en la Tabla 1 (Chandra y cols., 2001; 

Fratigloni y cols., 2000). 

La edad es el principal factor de riesgo para la presentación de la enfermedad, 

aunque existe discrepancia en los datos en edades avanzadas (>90 años) debido a 

la falta de estudios. Algunos investigadores sostienen que existe una disminución de 

la misma en edades avanzadas. A la controversia sobre si la EA es edad 

dependiente o edad relacionada, contribuye el limitado poder estadístico de los 
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datos por el bajo número de casos a esa edad y el poder mantener un seguimiento 

(Rocca y cols., 1986; Rocca y cols., 1991; Thomas y cols., 2006). 

Tabla 1. Incidencia de la EA según diversos estudios (casos/1000 habitantes/año) 

Edad Euroderm 1 Baltimore2 Taiwan  India4 Nigeria 5 Indianápolis5 

65-74 2.2 2.7 

75-84 15.4 15.2 

+84 44.4 64.8

2.5 1.2 3.8 13.8 

11.4 4.8 14.1 32.9 

42.6 24.8 50.2 70.7

Fratigloni y cos., 2000 2 Kawas y cols., 2000	Liu y cols, 1998	'Chandra y cols., 2001	Hendrie y cos., 2001 

Se ha observado también una mayor incidencia en el sexo femenino, sin embargo, 

existen inconsistencias entre los diferentes estudios, aunque es posible que estas 

diferencias se deban a la distribución de los factores genéticos y ambientales, que 

deben tenerse en cuenta (Evans y cols., 1997; Fratigloni y cols., 2000; Kawas y cols., 

2000; Liu y cols., 1998; Chandra y cols., 2001; Hendrie y cols., 2001). 

Las razones por las cuales el sexo femenino puede presentar mayor riesgo son 

inciertas, algunas explicaciones pueden ser: una supervivencia selectiva de los 

hombres en edades avanzadas, bajos niveles de estrógenos en mujeres o que el 

sexo femenino presenta mayor susceptibilidad genética (Fratiglioni y cols., 1991 y 

2000, Gao y cols., 1998; Rapp y cols., 2003; Pirskanen y cols., 2005). 



2. GENES ASOCIADOS CON LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER. 

La EA esporádica representa a la mayoría de los casos de EA y la evidencia de que 

hay influencia genética en la EA dio lugar a la búsqueda de factores genéticos 

(Thomas y Fenech., 2007; Serretti y cols., 2007). 

De los múltiples loci y genes candidatos que hasta la fecha se han descrito como 

factores de susceptibilidad para la EA (Tabla 2), el único observado de manera 

consistente en los distintos estudios es la apolipoproteína E (APOE), que constituye 

el principal gen de susceptibilidad que aumentan de 20 a 90% el riesgo de padecer 

la EA y su efecto es dosis-dependiente con respecto al alelo c4 (Corder y cols., 

1993 van-Duijn y cols., 1994; Warwick y cols., 2000). 

El gen que codifica para la APOE se localiza en el brazo largo del cromosoma 

19q13.2 y codifica para una proteína de 299 aa con tres variantes polimórficas o 

alelos (Strittmattery cols., 1993). El gen APOE posee tres secuencias polimóríicas 

denominadas c2, c3, c4 (que dan origen a 6 genotipos: c2/2, E312, 1,313, c4/2, 1;4/4 y 

E4/3). Las isoformas APOE 2, 3 y 4 difieren en los residuos 112 y 158 de su 

secuencia de aa como se muestra en la Tabla 3. (Zarinis y cols., 1981; Payami y cois 

1994). 

El análisis de las distribuciones alélicas de c2, E3 y c4 en diferentes poblaciones 

demuestran que el alelo más frecuente en cualquier grupo humano es el c3 (78%), 

mientras que la frecuencia aléfica de ;4 es mayor en mujeres que en hombres 

(Strittmattery cols., 1993; Hixson, Vernier., 1990; Payami y cols, 1996)
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Tabla 2. 

Nombre

Genes tifactores 

Localización 

cromosómica

defIriesgo 

Inicio

r41	implicados

Familiar/Esporádica

i-i 1 FiEA 

Implicación 

en la EA 

PPA 21q21 .3 Temprano Familiar Confirmado 

PSENI 14q24.3 Temprano Familiar Confirmado 

PSEN2 1q42.1 Temprano Familiar Confirmado 

APOE 19q13.2 Tardío Familiar/Esporádica Confirmado 

MM 12p13.31 Tardío Esporádica Incierto 

LRP 12q13-q14 Tardío Esporádica Incierto 

ACE Xp22 Tardío Esporádica Incierto 

VIDL-R 9p24 Tardío Esporádica Incierto 

BChE 3q26.1-q26.2 Tardío Esporádica Incierto 

MPO 17q21.3-q23 Tardío Esporádica Incierto 

LPL 8p22 Tardío Esporádica Incierto 

1L6 7p21-p15 Tardío Esporádica Incierto 

TGF 19q13.1 Tardío Esporádica Incierto 

BLMH 17q1 1.2 Tardío Familiar/Esporádica Incierto 

MAPT 17q21 Tardío Esporádica Incierto 

ILIA 2q12-q21 Tardío Esporádica Incierto 

NOS3 7q36 Tardío Esporádica Incierto
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Strittmatter y cols. (1993b), reportaron que la APOE tiene elevada afinidad para 

unirse al 3-amiloide, así como un incremento en la frecuencia del alelo E4 en 

pacientes con EA familiar de inicio tardío y en casos esporádico (Evans y cols., 

1997; Kamboh, 1995b, Luo y cols., 1986; Walden, Hegele., 1994, Poirier y cols., 

1993; Xu y cols., 1996). 

Tabla 3. Sustitución del aminoácido que distingue a cada isoforma de apolipoproteíria E. 

Codon	€2	 £3	 €4 

112	Cisteína	Cisteína	Arginina 

158	Cisteína	Arginina	Arginina 

El análisis de las secuencias polimórficas de APOE en poblaciones americanas, 

asiáticas y europeas en individuos sanos, ha permitido determinar que las 

frecuencias de estos alelas varían de 61.9 a 84.6% para €3 y de 4.6 a 13.0% para 

€2 y entre 7.4 a 29.1% para €4 (Hailman y cols., 1991; Hong y cols., 1996; Tang y 

cols., 1996; Muros y cols., 1996; Sahota y cols., 1997; Tang y cols., 1998, Tang y 

cols., 2001). Asimismo la asociación entre el alelo €4 de APOE y la EA ha sido 

confirmada en diferentes grupos étnicos y se ha calculado un aumento de riesgo 

para desarrollar la enfermedad de 2.2 a 4.4 para heterocigotos con alelo €4 y de 5.1 

a 17.9 para homocigotos según diferentes estudios (Maestre y cols., 1995; Tsai y 

14



cols., 1994; van-Duijn y cols., 1994). Sin embargo, algunos investigadores han 

observado falta de asociación entre el alelo £4 y la EA (Sobe¡ y cols., 1995). La 

mayoría de los portadores E4 no desarrollan demencia y la mitad de los pacientes 

con EA no tienen asociación por lo tanto no puede usarse como prueba predictiva 

para detectar portadores de EA en estado presintomático (Lannfelt y cols., 1994). 

Corder y cols. (1994), reportaron que el alelo E2 parece ser característico de 

personas longevas y podría conferir un efecto protector para desarrollar la EA, sin 

embargo esto aun no es muy claro. 

Las distintivas propiedades de unión de las isoformas de APOE al péptido Ai 

(Strittmatter y cols., 1993) y a la proteína tau pueden indicar la manera mediante la 

cual APOE interviene en el desarrollo de la EA. APOE-c4 promueve la formación de 

fibrillas Aíl mejor que APOE-c3, ya que este se une con mayor rapidez que la 

isofoma 3 (LaDu y cols., 1994). Es posible que la interacción entre APOE-c3 y tau 

sirva de protección contra la fosforilación de tau y por tanto evite la formación de 

madejas neurofibrilares, ya que ¡n vitro se ha demostrado que APO-c4 no se une a 

tau (Poirier, 1994; Strimatter y cols., 1994a; Strimatter y cols., 1994b). De igual 

manera se ha sugerido que APOE puede actuar como una proteína de respuesta a 

daño neurona¡, posiblemente transportando lípidos durante la regeneración y 

remodelación nerviosa. Demostrándose, en experimentos con cultivos de raíces 

dorsales de neuronas ganglionares en presencia de í-VLDL, APOE £-3 promueve el 

crecimiento neuritico, mientras que APOE :-4 inhibe el crecimiento y ramificación 

(Nathan y cols., 1994; Strimatter y cols., 1993a; Strimatter y cols., 1993b).



De manera interesante, el alelo 4 no se ha asociado a los casos de EA familiar de 

inicio temprano, los cuales son motivo de estudio en este trabajo; sin embargo este 

alelo ha mostrado asociación a una edad de inicio más temprana, así como un 

mayor incremento del depósito PA en pacientes con EA (Gómez-Isla y cols., 1996; 

Levy-Lahad ycois., 1995a). 

3. FORMAS FAMILIARES DE EA DE INICIO TEMPRANO 

Aunque la mayoría de los casos con EA son esporádicos y de etiología compleja 

producto de factores de susceptibilidad genética y ambiental, existen también 

formas familiares monogénicas de EA debidos a mutaciones en una serie de genes 

los cuales se describen en este apartado. En la mayoría de los casos de EA, los 

primeros síntomas de alteración de la memoria o cambios en la conducta aparecen 

después de los 65 años (EA senil). 

La etiología de la enfermedad de Alzheimer se desconoce, se han establecido 

causas genéticas y ambientales que conducen a la demencia y desde hace varios 

años se inició la búsqueda de los genes responsables de producir EA en las formas 

familiares. Aproximadamente el 10% de los casos de EA corresponden a formas 

familiares de inicio temprano y co-segregan con un patrón de herencia autosómico 

dominante. En estas familias se han identificado mutaciones en 3 genes: la proteína 

precursora del t3-ami!oide (PPA) en cromosoma 21, presenilina 1(PS-1) en 

cromosoma 14 y presenilina 2 (PS-2) en cromosoma 1 (Raux y cols., 2005; Lendon y 

cols., 1997; Ray y cols., 1998; Spence y cols., 1986; Weitkamp y cols., 1983, 

Lunetta y cols., 2007).
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4. GEN DE LA PROTEÍNA PRECURSORA DEL -AMlLOlDE. 

En 1987 se localizó y aisló el gen que codifica para la Proteína Precursora Del /3-

Amiloide (PPA) en el cromosoma 21 q21 .3 (Goldgaber y cols., 1987). 

El gen PPA tiene 18 exones, presenta procesamiento alternativo (splicing) que da 

lugar a 3 isoformas comunes de 695, 775 y 777 aa respectivamente, al menos 2 

isoformas contienen un dominio con función de inhibición de proteasas (Chartir-

Harlin y cois., 1991a; Hardy y Selkoe., 2002). Esta glucoproteína transmembranal de 

las células neuronales, está constituida de dominio amino-terminal extracelular, un 

dominio transmembranal corto e hidrofóbico y un dominio carboxilo-terminal 

intracelular (Chartir-Harlin y cols., 199 la; Hardy y Selkoe., 2002; Fig. 4). 

La PPA sufre un procesamiento complejo, del que resulta la formación de varios 

fragmentos solubles que se segregan al espacio extracelufar y la proteolisis esta 

mediada por acción de una u.-secretasa que corta a la PPA y origina una forma 

extracelular, denominada Nexina II (fragmento amino-terminal largo y soluble), que 

se incorpora a la matriz extracelular y un péptido de 83 aa, denominado C83 (un 

fragmento carboxilo terminal de 10 kD). Este último puede ser degradado aún más 

por la acción de una y-secretasa para formar uno o más péptidos de menor tamaño 

(3 kD), no tóxicos y solubles (PPAas) denominados p3 (Hiltunen y cols., 2006, Lleó y 

cols., 2002; Xia., 2000; Betanhir y cols. 2006).



N-termina¡ 

Pi ptido 
A692G J -amdoide 
E693Q(

Membrana

Fig. 4. Estructura de la PRA donde se índica el sitio donde actúan las proteasas, así como donde se


localizan las mutaciones y el -A. (Tomada y modificada de López de Munain. 2003) 

En la segunda vía amiloidogénica o amiloidea, la acción es realizada por una ¡3-

secretasa, que al cortar la proteína PPA y libera dos fragmentos que se segregan 

al medio extracelular, un amino-terminal soluble de 100 kD (PPAs) y otro formado 

por el péptido ¡3 y el extremo carboxilo de la PPA, de 12 kD llamado C99. Este 

último sufre una nueva digestión proteolítica por Ja y-secretasa, que corta el extremo 

carboxilo del péptido ¡3 y libera al péptido ¡3A maduro de 4 kD como se muestra en la 

Fig. 5 (Alberca y cols., 1998; Vassary cols., 1999; Thomas y Fenech., 2007).
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Fig. S. Producción de 3-A. La PPA es una proteína de la membrana que produce un número de 

isoformas de diferente tamaño, con un rango de 695 a 770 aa. La proteolisis de la PPA involucra: a, 

y y-secretasas. La PPA es cortada de la membrana por una a-secretasa y libera PPAas (fragmento 

de 83 aa). Mientras que el corte de la PPA por una 13-secretasa libera de la membrana al fragmento 

PPAI3s de 99 aa, el cual puede ser cortado por una y-secretasa para producir fragmentos 

extracelulares de 3-A 40142 aa (Tomada y modificada de Thomas y Fenech., 2007). 

La función de la PPA esta relacionada con el crecimiento neurítico, la adhesión 

celular, en la función sináptica y la inducción de apoptosis. Al parecer la PPA tiene 

un número importante de funciones neurológicas postnatales y durante el 

desarrollo. Cuando se alcanza un cierto grado de muerte neuronal, el trastorno se 

expresa clínicamente como deterioro cogntivo y finalmente demencia. Los



mecanismos moleculares implicados en la producción, agregación y depósito de í-A 

están sirviendo de fundamento para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos 

(Leschik y cols., 2007) 

S. MUTACIONES EN EL GEN PPA. 

Desde la d escripción do la primera mutación por Goate y uds. en el gen PPA hasta 

fecha, se han identificado 27 mutaciones patogénicas en el gen PPA para EA de 

inicio temprano (Tabla 4), 4 de las cuales están en el codón 717 (exón 17), cerca del 

extremo carboxilo terminal de la proteína, que normalmente codifica para valina y en 

estas mutaciones hay sustitución por isoleucina 717, fenilalanina 717 y glicina 717 

(Chartíer-Harlin y cois., 1991a; Chartier-Harlin y cois., 1991b., Goate y cols.,1991)_ 

flr ha reportado una doble mutación en algunas familias que resulta en una 

Itución de usina por asparagina y metionina por leucina en los codones 670 y 

671, respectivamente (Goate y cols., 1991; Murrell y cols., 1991). En conjunto estas 

mutaciones originan un poco más del 10% de las formas familiares de EA de inicio 

temprano. La penetrancia de estas mutaciones que se transmiten de forma 

autosómica dominante es casi completa a los 60 años. La edad media de inicio de la 

EA en los pacientes con estas mutaciones oscila entre los 48 y 55 años, la presencia 

de un alelo APOE-c4 puede favorecer un inicio más precoz de las características 

clínicas en los individuos con mutaciones en el gen PPA. (Nussbaum y cols., 2003)
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Tabla 4. - Mutaciones más frecuentes en la PPA asociadas con la EA. 

PPPA Completa
1

(250%) 8 (10.53%) 

N-terminal

J

-	7 (25.0%) 15(19.74%) 

TM4 13 (46.43%) 52 (68.42%) 

C-terminal 1 (3.57%)

as mutaciones en PPA se encuentran en: AlzhemerDease Mutaton Database (ADMD), elaborado y actualizado por 

arc Cruts y de www.molgen ua ac be/AD mutations 

Los diferentes trabajos sugieren que las mutaciones en la PPA pueden causar EA, 

por un incremento en la producción del péptido PA debido presumiblemente a una 

mayor susceptibilidad de los sitios de corte proteolítico (Suzuki y cols., 1994; Games 

y cols., 1995) 

En conjunto estas mutaciones originan un poco más del 10% de las formas 

familiares de EA de inicio temprano. La penetrancia de estas mutaciones que se 

transmiten de forma autosómica dominante es casi completa para los 60 años, 

aunque existen al menos tres casos de ausencia de penetrancia ligados a un 

haplotipo APOE protector. La edad media de inicio oscila entre las diferentes familias 

•ntre los 48 y 55 años, la presencia de un alelo APOE-E4 puede favorecer un inicio 



más precoz de las características clínicas en los individuos con mutaciones en el gen 

PPA (Caí y cols., 1993; Citron y cols., 1994) 

Las mutaciones en el gen PPA son raras, se observan en un número muy reducido 

de familias (<lO%) con herencia autosómica dominante (AD) e inicio temprano, lo 

cual ha sugerido heterogeneidad genética (St George-Hyslop, 2000). 

6. PRESENILINAS. 

El segundo locus relacionado con una forma de herencia dominante de EA, se 

localizó en el cromosoma 14, en un grupo de familias con EA de inicio temprano, que 

no estaban asociadas con mutaciones en el cromosoma 21 (Sherrington y cois., 

1995). 

Las mutaciones en el gen de la PPA del i-amiloide son raras y corresponden entre 

un 5 a 10% de las familias con inicio temprano y patrón de herencia autosómico 

dominante, sin embargo existen familias con las mismas características pero debidas 

a mutaciones en los genes de las presenilinas y éstas corresponden entre un 50 a 

70% de los casos (Gómez-Isla y cols., 1999; St George-Hyslop, 2000). 

6.1. LOCALIZACIÓN Y ESTRUCTURA DE LAS PRESENILINAS. 

Schellenberg y cols. (1992), encontraron ligamiento en familias de inicio temprano y 

herencia AD con marcadores del cromosoma 14, este hallazgo fue confirmado por 

otros autores (Mullan y cols., 1992; St George-Hyslop y cols., 1992; Schellenberg y 

cols, 1992). Por clonaje posicional en 1995, se aisló el gen denominado S182 que 
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;EENi aumentar	roducción del Aj34284388 que es el amiloide que se deposita 

p :	j:acas seniles (Mann y cos.. 1995: Jankowsky y cols., 2004). El gen de la


.SEN-1 está constituido por 12 exones de les cuales los dos primeros son regiones 

5' no traducidas de manera que la proteína está codificada por los exones del 3 al 12 

'esultando en una proteína de 467 aa (Sherrington y cols.,1995; Alzheimer's Disease 

Collaborative Group, 1995). 

PRESENIUNA 1	 Psi -NT	PSI -CT 

O

T*291-Me1298

 

 

COOH	 Cinasas Ay C rP 

NH 
Caxas 8.6 y 11: Mp 333> Asp34S 

2 Caosc3.7y1A34S 

Fig. 7. Estructura de la presenilina 1, donde se muestran los 8 dominios transmembranales, horquillas 

hidrofóbicas e hidrofihicas y la generación de los extremos amino y carboxilo terminal que se orientan 

hacia el citosol, así como las regiones blanco de acción de caspasas y cinasas.
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6.2. EA Y MUTACIONES EN LAS PRESENILINAS. 

El gen de PSEN-1 presenta procesamiento alternativo y el Grupo Colaborativo para 

el estudio de la EA en 1995, encontró en 40 familias de inicio temprano 6 

mutaciones diferentes a las previamente descritas. Hasta la fecha se han descrito 

más de 166 mutaciones distintas en más de 356 familias de diferentes orígenes 

étnicos (Tabla 5, Fig 8), la mayoría de ellas son de sentido equivocado y en el marco 

del sitio de procesamiento (splicing), este gen se ha considerado responsable de la 

EA en la mayoría de las familias de inicio temprano (Cruts y cols, 1996; Thomas y 

Fenech, 2007; Alzheimer Disease Mutation Database , www.molqen.ua.ac.be/AD).  

Desde el punto de vista clínico, la edad de inicio en estas familias oscila entre 35 a 

55 años, con un margen estrecho dentro de cada familia y una penetrancia completa 

a la edad de 60 años, aunque puede existir penetrancia incompleta (Alonso y cois., 

1992; Raux y cols., 2005). Las mioclonías es un rasgo fenotípico característico de 

estas mutaciones, así como la presencia de crisis epilépticas y semiología 

extrapiramidal (Lopera y cols., 1997) 

El cuadro histopatológico es el característico de la EA y la duración de la 

enfermedad es más corta que en otras formas familiares o esporádicas de EA; 

(Karlstrom y cols., 2007).



-Taba S. Mutaciones descritas en el gen PSENI asociadas a la EA familiar de inicio temprano 

bI'1JIIII'- J1NL'II1T- IL'LLIIf.IS]I* 

N-terminal 1 (0.61 %) 7 (1.94%) 

TM-1 8 (4.88%) 9 (2.49%) 

HL-1 17 (10.37%) 36	(9.97%) 

TM-II 20 (12.20%) -	56 (15.51%) 

HL-II 3 (1.83%) 17	(4.71%) 

TM-111 17 (10.37%) 24 (6.65%) 

HL-111 2 (1.22%) 3 (0.83%) 

TM-IV 10	(6.10%) 28 (7.76%) 

HL-IV 4 (2.44%) 5 (1.39%) 

TM.V 16 (9.76%) 23 (6.37%) 

TM-V1 8 (4.88%) 15 (4.16%) 

HL-VIa 15 (9.15%) 28 (7.76%) 

HL-VI 14 (8.54%) 36 (9.97%) 

HL-VIb 2 (1.22%) 2 (0.55%) 

TM-VII 11	(6.71 %) 17 (4.71%) 

HL-VII 11(0.61  %) 1 (0.28%) 

TM-VIII 7 (4.27%) 10 (2.77%) 

HL-VIII 2 (1-22%) 35 (9.70%) 

TM-IX 6 (3.66%) 9 (2.49%) 

TM: horquilla transmembranal, HL: asa hidrofíhca o hidrofílica
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En ros casos con mutaciones en PSEN1 el alelo s-4 de la Apolipoproteína E (APOE) 

no modifican la edad de inicio de la enfermedad. Un gran número de mutaciones 

aparecen agrupadas (Fig.8) en el segundo dominio transmembranal codificado por el 

exón 5 y el sexto dominio hidrofilico codificado por los exones del 8 al 11, lo que 

sugiere un papel funcional importante en estas zonas (Tandon, 2000; Tedde y cols., 

2003). La mayoría de las mutaciones son puntuales y producen la sustitución de un 

aminoácido, están predominantemente localizadas en los dominios 

transmembranales (TM) altamente conservados, cercanos a la interíase de la 

membrana, o en el amino terminal hidrofóbico, o en los residuos hidrofóbicos del C-

terminal putativos a la horquilla del dominio TM6-TM7 y se muestran en la Fig. 8 y 9. 

Se han identificado dos mutaciones que afectan el sitio de splicing, una mutación 

puntual en el sitio aceptor de splicing hacia el extremo 5' localizado en el exón 9. 

Esta mutación ocasiona que este exón se fusione con el exón 11, removiendo una 

serie de residuos cargados (carga ácida) en la punta de la horquilla hidrofílica, entre 

los dominios TM6 y TM7 sin embargo ésta no modifica el marco de lectura de la 

proteína (Queralt y cois., 2000; Russo y cols., 2000; Russo y cols., 2001). 

La segunda mutación en el sitio de splicing resulta de la deleción de una G (guanina) 

del nucleótido del sitio donador de splicing localizado hacia el extremo 3', en el exón 

5; por lo que es necesario usar un sitio donador alternativo, causando una inserción 

en el marco de lectura de una tirosina dentro de la horquilla formada entre los 

dominios TM1 y TM2 (Rogaev y cols., 1997; Russo y cols., 2000).
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Fig. 8. Representación esquemática de la topología de la Presenilina 1 humana, en donde se 

muestran los nueve sitios transmembranales (TM) y la distribución de mutaciones, que son indicadas 

por los círculos rojos, mutaciones no patogénicas por círculos naranja. Los dominios de interacción 

con PPAJTLN o NCT/APH-1/PEN 2 son marcados en azul, así como los residuos conservados D257 y 

D385 forman el sitio catalítico putativo. La interacción con el dominio C-terminal y el asa hidrofílica 

mayor con proteínas G, Go del cerebro, calseriilina, proteínas asociadas a PSEN1 (PSAP), b y d-

cateninas, p0071 y PLD1, son mostradas en verde oscuro. Los sitios de corte endoproteolítico que 

separan NTF-PSEN1 y CTF en la séptima región hidrofóbica SSP en el TM 9 y los sitios de corte de 

caspasas en el asa hidrofilica son indicados por flechas amarillas. (Tomada y modificada de Dillen K y 

Annaert W, 2006; www.alzforum.orglres/com/mut/pre/diagram2006.asp),
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Se ha informado de casos con mutaciones en PSEN1 en pacientes diagnósticados 

como demencia frontotemporal, que después del estudio anatomopato lógico 

resultaron ser Alzheimer (Zekanowski y cols., 2006), as¡ como una probable 

mutación de novo (S17OF) en un caso de inicio temprano (Golan y cols.,2007; Piccini 

y cols.,2007) 

Se ha descrito un efecto fundador con la mutación Gly206Ala, en el exón 7 de la 

PSEN1, en 8 de 19 familias Hispano Caribeñas con EA de inicio temprano con 

patrón de herencia AD, se trataba de una mutación no reportada en las bases de 

datos públicas, en la que los individuos portadores de la mutación presentaban una 

variante alélica de un marcador microsatélite cercano al gen PSENI, el cual 

segregaba con la mutación, lo que indicaba un ancestro común. (Athan y cols., 

2001) 

6.3. PRESENILINA 2 

El tercer Iocus se pudo conocer a partir de un grupo de casos de EA familiar en las 

comunidades descendientes de colonos alemanes instalados por los zares en la 

región del Volga, en Rusia y que en los últimos 100 años y tras la segunda Guerra 

Mundial, han emigrado a los Estados Unidos ya Alemania (Bird y cols., 1998, Bird y 

cols., 1989a; Bird y cois., 1989b). Mediante análisis de ligamiento, estas familias 

mostraron ligamiento a marcadores del cromosoma 1. En 1995 se localizó y clonó el 

gen responsable en el cromosoma 1q42.1, que produce una proteína llamada STM2 

o presenilina 2 de 448 aa, la cual tiene 84% de homología (en los dominios 

hidrofóbicos transmembranales y en menor grado hacia la región amino terminal, 
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Fig. 9) con la secuencia de aa de la PSEN1 (Cruts y cols., 1996; Levy-Lahad y cols., 

1995b, Levy-Lahad y cols., 1995c). 

En el caso del gen PSEN2 sólo se han descrito 10 mutaciones (Tabla 6) en este 

gen, las primeras 3 de ellas identificadas en las familias germanas del Volga, en una 

familia italiana y en una holandesa (Piscopo y cols., 2005; Finckh y cols., 2005). La 

edad de inicio de la enfermedad en las familias alemanas es alrededor de los 54 

años, con una gran variabilidad y la duración de la enfermedad es significativamente 

más larga que en las familias con mutación en PSENI. Al igual que en PSEN 1, no 

se ha observado cambio en la edad de inicio, en función del haplotipo APOE 

acompañante y desde el punto de vista neuropatológico, esta demencia es 

indistinguible de la EA esporádica. 

Tabla 6. Mutaciones descritas en el gen PSEN2 asociadas a la EA de inicio temprano. 

N-terminal 1	(10.0%) 1	(5.56%) 

HL-1 2 (20.0%) 3 (16.67%) 

TM-11 2 (20.0%) 9 (50.00%) 

TM-V 3 (30.0%) 3 (16.67%) 

TM-IX 1 (10.0%) 1 (5.56%) 

C-terminal 1 (10.0%) 1 (5.56%)

Las mutaciones en P52 se encuentran en: AIzhemer Disease Mutation Database (ADMO). elaborado y actualizado por Marc 

Cruts y de viw mo!qe ua ac he/AD mutations. TM: horquilla transmernbranal. HL: horquilla hidrofóbica
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Otra profunda diferencia entre las mutaciones en PSEN1 y PSEN2, es que el 

fenotipo asociado con PS2 es mucho más variable, así el rango de edad de inicio en 

portadores heterocigotos de mutaciones en PS2 es entre 40 y 80 años de edad 

(Cruts y cols., 1998). Existe una falta de penetrancia en algunos octogenarios que 

transmiten la enfermedad a su descendencia, en contraste con el reducido rango de 

edad de inicio y la alta penetrancia de las mutaciones en PSENI (Gómez-Isla y cois., 

1999, Leo y cols., 2002). Estas diferencias se observan a pesar de las fuertes 

similitudes en estructura y en secuencia de aa de las proteínas PSEN1 y PSEN2, 

pero es probable que tengan actividades similares o las sobrelapen. Las mutaciones 

en ambas presenilinas incrementan la secreción del péptido f-amiloide 42 además 

de que las mutaciones en PSEN2 también incrementan la sensibilidad a apoptosis, 

pero no es claro aún si se trata de un efecto independiente (Xia, 2000; Lleo y cols., 

2001; Walter y cols., 2005; Bentahir y cols., 2006). Las mutaciones en las 

presenilinas producen proteínas que se ha encontrado están localizadas dentro de 

la membrana nuclear, centrómeros y cinétocoros (Lamb y cols., 2005). Por lo que su 

papel en la segregación y organización del cromosoma pueden alterar la capacidad 

y funcionamiento de otras proteínas para bloquear o eliminar cromosomas de la 

membrana nuclear durante la mitosis, conduciendo a errores en la segregación de 

cromosomas dando como resultado una elevación de aneuploidias principalmente 

de cromosomas 18 y 21 (Petronis, 1999: Thomas y Fenech.,2007; Panossian y 

cols. ,2003). Las células aneuploides pueden ser susceptibles para la muerte celular 

programada lo que conduce directamente a la neurodegeneración por sobre-
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expresión de los genes PSEN1, PSEN2 y PPA que se incrementa en células 

sensibles a estimulo apoptótico. Estas células sucumben a la apoptosis producen 

áreas de inflamación inducidas por fagocitos de la microglía cerebral, que rodea la 

placa neuritica (Leschik y cols., 2007)

PSEN2

turnen 

Cdosol 

Fig. 9. Representación esquemática de la topología de la Presenilina 2 humana, en donde se muestran 

los ocho sitios transmembranales (TM) y la distribución de mutaciones. Se representan también las 

regiones hidrofóbicas (R1-17 y RH8), entre ambas una asa hidrofílica mayor. (Tomada y modificada de 

Crook R, 2002,
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u hiperfosfonlación de tau conduce al rompimiento del sistema de microtúbulos, lo 

ual produce aneuploidias por defectos en el huso mitótico (Fath y cols, 2002: 

Thomas y Fenech., 2007) 

.4 FUNCIÓN DE LAS PRESENILINAS EN LA EA. 

Las presenilinas se expresan en diferentes tejidos como: corazón, hígado, páncreas, 

bazo, riñón, testículo y cerebro, sus transcritos están presentes en neuronas de 

hipocampo, corteza cerebral, cerebelo y plexos coroides (Levy-Lahad y cols., 

1995c). 

El análisis histoquímico de secciones de cerebro de pacientes con EA usando un 

anticuerpo policlonal para el carboxilo terminal de la PSEN1, ha permitido localizarla 

en las placas neuriticas en forma similar al 3-amiloide. La PSEN1 funciona como un 

complejo multiproteíco que compromete al menos 3 proteínas transmembranales 

denominadas: nicastrina, Aph-1 y Pen-2 como se muestra en la fig. 18. La 

biogénesis de estas cuatro proteínas y su ensamblaje forma un complejo de alto 

peso molecular, que esta altamente regulado, por un proceso que depende de la 

disponibilidad de cada uno de las proteínas en concentraciones estequiométricas 

(Leem y cols., 2003). 

PSEN1 es sintetizada como un polipéptido de 42 a 43 kD y sufre un proceso 

endoproteolítico en la horquilla citoplasmática que une a los segmentos 

transmembranales 6 y 7 para generar un fragmento amino terminal de 27 a 28 kDa 

(NTF) y un fraqmento cnrhoxift) terminal de 16 u 17 kDu (CTF



celulas transfectadas sólo una fracción de PSEN1 se sobrexpresa y es 

convertida a un NTF y CTF estable, mientras que la mayoría del polipéptido 

ntt düqradado, indicando que la acumulación del NTF y CTF 

í:JUIJd(	y s HraLk (LVoie y cols. 2003). Así la endoproteálisis de las


presenilinas (S Un proceso altamente conservado de eventos que regulan la 

acumulación de estos fragmentos y su posible función biológica. Existen evidencias 

directas de que el ensamblaje NTF/CTF es parte activa del complejo enzimático de 

la y-secretasa, resultado de los estudios realizados con análogos inhibitorios de 

proteasas aspárticas (Duyckaerts y cols., 2007). 

Evidencias bioquímicas, genéticas y farmacológicas recientes en Caenorhabditis 

efegans demuestran que la endoproteólisis y la acumulación de fragmentos son 

regulados por la disponibilidad de nicastrina, Aph-1 y Pen-2. (Fig 10) 

Interesantemente, cada una de estas proteínas parece ser co-dependiente para su 

biogénesis, maduración y estabilidad por ejemplo: la nicastrina es una proteína de 

membrana tipo 1, altamente glicosilada no madura, ni sale al RE en células que 

carecen de la expresión PSi, mientras que PSi falla en la endoproteólisis para 

generar NTF y CRF estables en células - / . nicastrina (Georgakopoulos y cols., 

1999; Xia ycols., 2000) 

Es claro ahora que la actividad de 'y-secretasa depende de la expresión 

;tequiométrica de cada uno de estos componentes y de su propio ensamblaje y 

:ralrco	as localia, conos suh(:clularus apropiadas. Strooper y cois., fueron los 

H1OrO5 un u,ortar el papel diru tE) de PSLN1 en el proceso de liberación del P-A, 
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cuando notaron la pérdida de secreción del -A y la acumulación de fragmentos CT 

de la PPA en neuronas PSEN 1 / y la fuerte similitud con del corte proteolítico del 

receptor transmembranal Notch (Tabaton y Tamago., 2007). 

Por su homología con otras proteínas del reino animal, se han establecido 

similitudes funcionales que tienen de homología las proteínas spe-4 y se¡-12 del C 

elegans (57%) e incluso plantas como la Arabidopsis tha liana (33%) y en un 90% 

con Xenopus laevis. Esta homología con otras especies reside en la secuencia de 

aa dentro de las regiones hidrofóbicas (Fraser y cols., 2000). 

4	Limen o Ep c tr'etuI2r 

PSI	 Íi-secretasa 

1+ 
77-secretasa 

í-Cal
Actina 

Citoplasma

Ivá

Ncast rina 

Fig. 10. Complejo multiproteíco de PSEN 1, en que involucra a las proteínas Notch, riicastrina, c y 3 

caderinas. Tomada y modificada de La Voine y cois., 2003)
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El gen Se! 12 de C. elegans afecta la vía de señalamiento intercelular mediada por 

lin121notch en el intercambio de señales entre la superficie celular y el núcleo (Ray 

y cols., 1999; Czech y cols., 2000). 

El segundo gen spe 4 se expresa en organelos de unión a membrana derivados de 

Golgi de espermatocitos primarios, se requiere para la unión de los organelos a los 

cuerpos fibrosos de estos precursores espermáticos y esta unión es esencial para el 

transporte intracelular de proteínas durante la espermatogénesis de C. ele gans y 

podría realizar funciones similares en las neuronas (sin olvidar que en humanos la 

presenilina 1 se expresa de manera importante en las gónadas masculinas) 

(Wittenburg y cols., 2000; Yu y cols., 2000). 

La presenilina 1 humana muestra un 48% de identidad en su secuencia de aa con la 

proteína se¡-12, la cual participa drante el desarrollo de C. elegans en la 

transmisión directa de señales de la superficie al núcleo. La presenilina 2 muestra 

homología con alg-3 una proteína que bloquea la transducción de señales durante la 

inducción por células T de muerte celular por apoptosis, lo que explica el posible 

papel funcional de estas proteínas (Czech y cols., 2000; Wittenburg y cols., 2000). 

Se han desarrollado ratones deficientes en PSEN1 y se ha demostrado que la 

PSEN1 de mamífero también puede funcionar en el señalamiento Notch, a partir 

M acumuló de fragmentos derivados de la actividad -secretasa, se ha propuesto 

que la presenilina sea la enzima que participa en al rotura de Notch además del fi-A 

(Holcomb y cols., 1998; Kostyszyn y cols., 2001).
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6.5. PRESENILINAS Y ANIMALES TRANSGÉNICOS 

Los ratones nuhagóticos mueren antes o poco después del nacimiento con 

hemorragias severas 

!:JJ	.L:EN1 se requiere para 

el desarrollo del SNC (Donoviel y coPs., 1999; Russo y cols., 2001). 

Para entender los mecanismos patológicos de las mutaciones en PSEN1, en 

pacientes con EA familiar de inicio temprano es importante determinar si se debe a 

una ganancia o pérdida de la función, el hecho es que estas mutaciones 

incrementan la producción del JA-42143 influyendo en las actividades de fi y 

ysecretasas (Ponting y cols., 2002; Russo y cols., 2000). 

Esto se ha confirmado parcialmente por dos observaciones en ratones knock-out 

(PS'): primero, estos animales presentan un fenotipo de mortalidad perinatal 

temprana, sin evidencia de enfermedad de Alzheimer (Czech y cols., 2000). 

Esta pérdida de función en animales con el fenotipo (PS), puede ser 

completamente rescatada por transgenes silvestres (wildtype) o PSEN1, ya que los 

ratones con mutaciones homocigotas no sobreviven al primer día de vida. Mientras 

aquellos con mutaciones heterocigotos pueden ser viables y fértiles y sólo presentar 

algunas alteraciones fenotípicas como: bajo peso al nacer, estatura corta, 

anormalidades esqueléticas en la columna vertebral, curvatura en la cola (Donoviel y 

cols., 1999).Las alteraciones esqueléticas observados en ratones knock-out para 

PSEN1, se observan al 9 1 día de vida embrionaria y hallazgos similares se han 
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encontrado en animales knock-out para la proteína Notch y DLL1 (homólogo de 

Notch en drosófila) sufren una anormalidad similar en la somitogénesis, lo cual ha 

sugerido una relación entre PSEN1 y Notch. La vía de señalización Notch es 

importante para el desarrollo embrionario, la hematopoyesis y la diferenciación 

neuronal. Confirmándose estos resultados en ratones nulicigóticos para PSEN1 que 

mueren durante la embriogénesis y muestran malformaciones esqueléticas y 

defectos del SNC causados por la pérdida de células neuronales y hemorragias 

severas las cuales indican que PSEN1 se requiere para el desarrollo del SNC (Struhl 

y cols., 2000). 

Los ratones (PS p ) tienen un defecto en el procesamiento de la PPA manifestándose 

por una falla en el corte realizado por la y-secretasa y la acumulación de 

fragmentos C-terminal de la FRA producidos por el corte de (i y 3-secretasas. El 

defecto en el procesamiento FRA es completamente revertido por transgenes 

silvestres o mutantes PSEN1 (Oían y cols., 1998; Rosenberg, 2000). 

La ganancia de función es dada por los transgenes mutantes porque además 

inducen a un incremento del fA-42, lo cual es consistente con los efectos 

bioquímicos de las mutaciones PSi. Sin embargo y usando cDNAs de PSi humana 

en ensayos de comple menta riedad de mutantes sell2 en C. elegans sugieren que 

la PSi humana tipo silvestre es capaz de complementar la pérdida de la función en 

mutantes sell2, pero no así los cDNAs de PSi mutantes (Price y cols., 1998; Struhl 

y cols., 2000).
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Independientemente de que las mutaciones en PSEN1 o PSEN2 causen una 

ganancia o pérdida de la función, se ha visto que probablemente un efecto sea 

alterar el procesamiento de la PPA al favorecer la producción del péptido de 42 aa, 

potencialmente tóxico (Sisodia y cols., 1999; Lleo y cols., 2002). 

La liberación del péptido tóxico forma parte del mecanismo por el cual es procesada 

la PPA por y-secretasas, ya que el amiloide polimeriza en la placa neurítica con una 

configuración de hojas beta contribuyendo así a su neurotoxicidad. Es interesante 

también como las placas amiloides co-localizan con diversas moléculas involucradas 

también en la patogénesis de la EA, incluyendo ubiquitina, APOE, u 1 anti-

quimotripsina, (Z2 -macroglobulina, PSEN1 y PSEN2 (Hutton y cols., 1997). 

En cultivo de fibroblastos con mutaciones PSENI se produce un incremento del 50% 

de productos de corte de 28 y 18 kD incrementándose también en un 50% la 

producción í-amUoide de 42 a.a., sugiriendo que el corte por presenilina tiene un 

efecto directo sobre la síntesis y procesamiento del I-amiloide (Lleo y cols., 2001). 

Las mutaciones en ambas presenilinas alteran el proceso proteolítico normal del í-A 

mediante la 3 y y secretasas dando lugar aun acumuló de 3-A junto con la 

degeneración neurofibrilar y una mayor perdida neurona¡ en el cerebro de los 

pacientes con EA. 

Las presenilinas pueden funcionar influyendo con la actividad de y-secretasas o 

pueden ser un cofactor de y-secretasa (Czech y cols., 2000; Fraser y cols., 2000). 

Las mutaciones en PSEN1 incrementan la actividad de caspasas (proteasas 

especificas de aspartato dependientes de cisteina), inducen apoptosis y una 
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desregulación en importantes vías de señalización (Fig.1 1), en el plegamiento de 

proteínas de respuesta en el retículo endoplasmático (Scheper y cols., 2000; 

Yukioka y cols.2007). 
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Fig. 11. Rutas de apoptosis, su actividad se dispara por diferentes vías y puede ser conducida por la 

actividad de las caspasas en las neuronas de los cerebros de los pacientes con EA. Esto conduce a 

la producción del -A, así como al rompimiento de proteínas neuronales, que provocan mal 

funcionamiento neurona( y finalmente la muerte neuronal. (Tomada y modificada de Marx J., 2001)
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Las mutaciones en PSEN-1, PSEN-2 y PPA conducen a la patología de la EA 

familiar a través de una vía bioquímica común, y en el caso de PSEN1 condicionan a 

un inicio más temprano y severo de la enfermedad. Además de estos genes 

implicados en las formas familiares de EA, existen otros genes relacionados con la 

susceptibilidad a padecer la EA en conjunto con otros factores genéticos o 

ambientales no conocidos. Sin embargo en nuestra población no se conoce la 

frecuencia de mutaciones en las presenilinas principal causa de EA familiar de inicio 

temprano y menos aún su efecto, por lo que es de gran interés establecerlo, ya que 

la EA tiene un pronunciado impacto en nuestra vida social y económica. 

Un diagnóstico temprano y preciso en orden para identificar la expresión anormal de 

estos genes conocidos, incluyendo factores de riesgo en individuos presintomáticos 

con un incrementado riesgo de padecer la EA, permitirá el desarrollo e 

implementación de medidas preventivas contra esta enfermedad.
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It.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

Debido a que la EA es la principal causa de demencia en las distintas poblaciones, 

desde hace más de 10 años en el Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía 

"Manuel Velasco Suárez" (INNNMVS) se han realizado estudios clínicos en familias 

con EA, siendo de particular interés aquellas que presentan un patrón de herencia 

autosómico dominante, en las cuales resulta de gran interés investigar la causa 

molecular que condiciona el desarrollo de la EA. Los resultados obtenidos permitirán 

conocer la participación de mutaciones en el gen de la presenilina 1 en familias 

mexicanas con EA de inicio temprano, así como determinar cómo segregan estas 

mutaciones en el resto de la familia e investigar si en estas familias existen 

mutaciones frecuentes que pudiera sugerir un efecto fundador. 

III. HIPÓTESIS 

Mutaciones en el gen de la Presenilina 1 son causa frecuente de enfermedad de 

Alzheimer de inicio temprano en familias mexicanas.
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IV.- OBJETIVO GENERAL 

Realizar la caracterización genética y molecular de las mutaciones y/o polimorfismos 

en el gen de la PSENI implicados en la enfermedad de Alzheimer familiar de inicio 

temprano

OBJETIVOS PARTICULARES 

1 Consolidar y ampliar el acopio actual de las muestras de DNA genómico de 

pacientes con EA familiar de inicio temprano y de sus familiares en riesgo -

2.-

 

Identificar mutaciones y/o polimorfismos en el gen PSENI, en pacientes con EA 

familiar de inicio temprano y estudiar su segregación en el resto de la familia. 

3.- Correlacionar fenotipo y genotipo mediante el análisis de las mutaciones y/o 

polimorfismos identificados con las características clínicas de los pacientes.
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V.- RELEVANCIA E IMPACTO. 

Se contribuirá al conocimiento de la etiología de la enfermedad de Alzheimer en 

familias mexicanas, ya que se desconoce en muestro país las causas de la misma. 

Se conocerá cómo contribuyen las mutaciones y/o polimorfismos de PSEN1 en los 

mecanismos bioquímicos y patológicos de la enfermedad, así como en la edad de 

inicio y progresión de la enfermedad, para ofrecer un mejor diagnóstico y poder 

establecer los riesgos genéticos en el resto de la familia. 

Se contribuirá al conocimiento, manejo y asesoramiento genético y en un futuro 

poder ofrecer diagnóstico presintomático en los individuos en riesgo que lo soliciten. 

44



Material y Métodos



VI.- MATERIAL Y METODOS. 

1.1 SUJETOS DE ESTUDIO. 

Se realizó la captación de pacientes con EA y familiares de primer grado que 

acudieron al Depto. de Neurogenética del INNNMVS que cumplieron los criterios 

diagnósticos para probable EA propuestos por McKhann y cols (1984), del grupo de 

NINCDS-ADRDA y por el DSM-IV-R (1994) y que aceptaron donar una muestra de 

sangre, previa firma de una carta de consentimiento informado. La muestra consistió 

de 97 individuos que pertenecen a 12 familias con enfermedad de Alzheimer de 

inicio temprano, 12 fueron probandos y el resto familiares en riesgo. 

Para determinar si un cambio en la secuencia del gen PSEN1 era un polimorfismo o 

una mutación patogénica, se utilizó una muestra de 100 controles sanos, con un 

rango de edad de 60 a 92 años (50 individuos de la ciudad de México y del Edo. De 

México, así como 50 individuos del Estado de Jalisco), individuos no relacionados, 

sin antecedentes familiares de demencia, que acudieron a donar sangre al Instituto 

Nacional de Neurología y Neurocirugía "Manuel Velasco Suárez" (INNNMVS), así 

como de organizaciones gubernamentales de jubilados y pensionados (INSEN). 

Criterios de Inclusión. Se incluyeron pacientes con EA familiar de inicio temprano 

que cumplieron los criterios clínicos descritos en el DMS-IV, previa valoración 

neurológica y psicológica. Así como a los familiares que aceptaron participar en el 

estudio. En el caso del grupo control a los individuos mayores de 60 años se les 
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aplicó la prueba de Minimental para asegurar que no presentaban deterioro 

cognoscitivo. 

Criterios de Exclusión. Pacientes que no cumplieron los criterios clínicos y 

genéticos para EA y aquellos que no aceptaron participar en el estudio. 

1.2. AISLAMIENTO DE DNA. 

Se tomó una muestra de 20 ml de sangre periférica en tubos vacutainer con 

anticoagulante ACD, a cada uno de los probandos, así como a los familiares en 

riesgo y al grupo control previo consentimiento informado. 

1.2.1. OBTENCIÓN DEL DNA GENÓMICO. 

La extracción del DNA genómico se realizó a partir de leucocitos, empleando dos 

métodos de extracción, dependiendo de la cantidad de muestra obtenida. Se empleo 

el método de precipitación por sales extracción/fenol-cloroformo (Miller y cols., 1988, 

modificado por nuestro laboratorio) o el uso de un kit comercial (Qiagen o 

Eppendorf), siguiendo los siguientes pasos: 

1.2.2 EXTRACCIÓN DE DNA POR EL MÉTODO DE PRECIPITACIÓN CON SALES 

Se realizó el procedimiento de lisis de células rojas, hasta obtener el botón de 

células blancas libre de hemoglobina. 

1.2.2.1 LISIS DE CÉLULAS ROJAS. 

Se vertió el contenido de los tubos vacutainer a un tubo cónico de 50 ml y se 

adicionaron 2 volúmenes del amortiguador de lisis de células rojas (5mM MgCl 2, 10 

mM Tris pH 7.6, 10 mM NaCI), se mezclaron por inversión cuidadosamente para 

espués ser centrifugados por 10 mm., a 5.000 rpm a 4°C Después de l 
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centrifugación se eliminó el sobrenadante y se añadió nuevamente amortiguador 

para volver a repetir este paso hasta que el botón de células blancas que se forma 

quedara libre de hemoglobina. 

El botón se resuspendió con 1 ml. del amortiguador de células rojas y se 

adicionaron al vial: 886 Ll de NaCI 5 mM, 46 pl de SDS al 10%, se mezcló con 

vortex y se adicionó 308 pi de NaCI saturado, se mezcló nuevamente y se 

centrifugó durante 15 mm. a 11,000 rpm a 4°C. Después de centrifugar el 

sobrenadante se pasó a un tubo limpio y se realizó el método de extracción con 

fenol-cloroformo y la precipitación se realizó con un volumen de isopropanol frío. 

1.2.2.2- EXTRACCIÓN CON FENOL-CLOROFORMO. 

a) Se añadió un volumen equivalente ( y/y ) de fenol saturado, se mezcló por 

inversión manual, durante 10 mm. , hasta obtener una emulsión completa. 

b) Se centrifugó durante 10 mm. a 3,000 rprn/4°C, se tomó la fase superior y 

se pasó a un tubo limpio (evitando llevarse la interfase). 

c) Se realizó una segunda extracción con la mezcla fenol-cloroformo-alcohol 

isoamílico ( y/y), repitiéndose el paso de centrifugación. 

d) La fase superior se pasó a un tubo limpio y se realizó la tercera extracción 

con la mezcla cloroformo-alcohol isoamílico ( y/y), repitiendo las mismas 

condiciones.
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1.2.2.3- PRECIPITACIÓN CON ISOPROPANOL 

La fase superior de la	última extracción se pasó a un tubo limpio y se 

adicionaron	2 volúmenes de	isopropanol frío a —20°C, se mezcló

suavemente por inversión hasta que el DNA precipitó 

Se lavó el DNA con etanol al 70% dos veces, centrifugando entre cada una de 

las lavadas y eliminando el sobrenadante sin remover el botón de DNA. Se 

eliminó el exceso de etanol y se secó el DNA para ser resuspendido en agua 

estéril. 

1.2.2.4 CUANTIFICACIÓN DEL DNA. 

Se analizó la integridad del DNA por electroforesis en gel de agarosa al 1% en 

amortiguador TBE 1X (Tris base 0.0891VI, ácido Bórico 0.089 M, EDTA, pH 8, 0.002 

M), el corrimiento se realizó a 100 V por 30 mm. Después de la electroforesis el gel 

fue teñido con bromuro de etidio (0.5 tg/ml) y se analizado bajo luz UV. 

Se cuantificó el DNA por espectrofotometría a 260 nm y se estableció su pureza 

mediante la relación 2601280. 

Se realizaron dos métodos de extracción de DNA dependiendo de la cantidad de 

sangre que se podía obtener, en general por ambos métodos se obtuvo DNA 

genómico de alto peso molecular, de buena calidad e integridad como se muestra en 

la Fig. 12. 

En promedio se obtuvo una concentración de 500 ng/pi y la relación 260/280 fue de 

1 .8, lo cual cumple con lo establecido en pureza para DNA genómico.
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9.416 pb 

6,557 pb 

M	1	2	3	4	5	6	7	8	M

Hg. 12. Gel de agarosa al 1% muestra DNA genómico de alto peso molecular (carriles 1 al 8), 

extraído a partir de sangre periférica, comparado con el marcador (M) de peso molecular (DNA 

JHind III, concentración 0.5 tg/il, donde se observa que la banda superior es de 23,130 pb). 

2. ANÁLISIS DE LAS MUTACIONES EN EL GEN PSEN1 

Se establecieron las condiciones para el análisis de las mutaciones del gen PSEN1, 

el cual se realizó mediante la amplificación en reacción en cadena de la polimerasa 

(POR) del DNA genómico y secuenciación directa. Se analizaron las regiones 

codificantes (exones 3 al 12) y las uniones intrón-exón del gen PSEN1 en la tabla 7 

se muestran las secuencias de los oligonucleótidos y el tamaño obtenido en cada 

uno de los exones amplificados. (Cruts y cols., 1998)
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Tabla 1. Secuencia de los obgonucteótidos y tamaño de los productos de PCR 

amplificados de los exones 3-12 

Exón Oligonucleótido	 Secuencia	 Tamaño (pb) 

S182ex3-1	ACAAAGTTCTGTTTTTCTTTCCC 

	

3	S182ex3-2	CAGCATTTCTCAGAGGTGAGG	 247 

S182ex4	 CUACCUGAUCTCTG 

	

4	S182ex4-2	GACATGCTGTAAAGAAAAGCC	 371 

S182ex5-3	i GATTGGTGAGTTGGGGAAAAGTG 

	

5	S182ex5-4	ATACCCAACCATAAGAAGAACAGG	 335 

S182ex6-3	GGTrGTGGGACTGTtÁkñ	 i 

6 Sl 82ex6	 UUCTGWGACAGACCC	 149 

S1ex7-1	 GÁCCÁTCACATTATTCTAAA  

	

7	Sl 82ex7-2	AACAAATTATCAGTCTTGGGTTT	 326 

S182ex8-f	TTACAñGCóATACAf rT± 

	

8	S182ex8-2	TCAAGTTCCCGATAAATTCTAC	 215 

S182ex9-1 -	TGTGTGTWAGTGMACCTG 

	

9	S182ex9-2	TGUAGCTTATMCAGTGACCCTG	 188 

Si 82ex1 0-1	CCAGCTAGTTACAATGACAGC 

10S182ex10-2 -	TCMAAAGGTTGATAATGTAGCT - --	345 

S182ex11-1	
1 GGTTGAGTAGGGCAGTGATA 

	

11	S182ex1 1-2	TTAAAGGGACTGTGTAATCAAAG	 275 

S182ex12-1	GTCTTTCCCATCTTCTCCAC 

	

12	S182ex122	GGGAf{CTAACCGCAAATAT h199
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La reacción de PCR se realizo de la siguiente manera (Tabla 8): 

DNA (200ng/Vd)	201I 

Master Mix (1OX) 

Primer F (250 p.M/ tl) 

Primer R (250 

Agua (cbp 25 .tl)

-	10.0 j1l 

2.0 jJ 

2.0 jtl 

9.0 Jl

Se estableció el programa de PCR de acuerdo a la temperatura de desnaturalización 

(tm) de cada uno de los oligonucleótidos, la cual determina la temperatura de 

alineamiento. La reacción de PCR se sometió al programa y se realizo en un 

Termociclador (Applied Biosytem) en forma general consistió de: 

Desnaturalización inicial	94°C,10 mm. 

Desnaturalización	94°C,	30 

seg.	 35 ciclos 

Alineamiento	 52°C,30 seg. 

Extensión	 72°C,45 seg. 

Extensión final	 72°C, 5 mm. 

4°C	 (L
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247 371 335 149 326 215 188 345 275 199 Pb 

'e 
'e 

4.4 

3*$ 

te 
lIS 

Se analizó el tamaño de cada uno de los productos esperados para cada exón, por 

etectroforesis en geles de agarosa al 3% en TBE1X, comparándolos con el marcador 

de peso molecular VIII (Roche) (Fig. 13). 

M	 Exones 

Vtii 3 4	5 6 7	8	9 10 11 12 

Fig. 13 Se muestran los tamaños de los productos de PCR obtenidos para los exones de la región 

codificante del gen PSENI, analizados en gel de agarosa al 2.5%/TBE1X.
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2.1. SECUENCIACIÓN. 

Para determinar las mutaciones presentes en la región codificante del gen PSEN1 

los productos amplificados fueron secuenciados, por lo que fue necesario purificarlos 

empleando el kit QlAquick (QIAGEN) y el siguiente método: 

1.- Se adicionaron 5 volúmenes de amortiguador PB por un volumen de 

reacción de PCR. Se mezcló antes de poner en la columna (150 pl de 

amortiguador PB X 30 pl de reacción de PCR). 

2.- Se colocó la columna QlAquick en un tubo colector de 2 ml y se adicionó la 

mezcla del paso 1, para unir el DNA a la columna. 

3.- Se centrifugó a 13,000 rpm! 30 - 60 seg. 

4.- Se eliminó el sobrenadante y se colocó nuevamente la columna en el 

mismo tubo. 

5.- Para lavar la columna, se adicionaron 0.75 ml del amortiguador PE y 

después se centrifugó a 13,000 rpm por 30 a 60 seg 

6- Se eliminó el fluido y se puso nuevamente la columna sobre el mismo tubo, 

se centrifugó por un minuto a máxima velocidad para eliminar de esta forma 

restos de etanol. 

7.- Se pasó la columna a un tubo nuevo de microcentrífuga previamente 

rotulado.
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8.- Se eluyó el DNA de la columna adicionándole 50 pl del amortiguador EB o 

agua estéril a pH: 7 - 8.5, en el centro de la columna y se centrifugó por un 

minuto para recuperar el DNA. 

2.1.1. REACCIÓN DE SECUENCIACIÓN 

Los productos purificados fueron nuevamente analizados en geles de agarosa al 2.5 

% en TBE1X, previo a la reacción de secuenciación (Tabla 9) la cual consistió de: 

Tabla 9. Reacción de secuenciación componentes de la reacción. 

Producto de PCR purificado	1.0 VII 

Big Dye V3.3
	

1.O PI 

Primer F o R
	

1.0 tl 

La reacción se realizo en un Termociclador (Applied Biosytem) bajo el siguiente 

programa:	Desnaturalización 96°C, 30 seg 

Desnaturalización 95°C, 30 seg 

Alineamiento 50°C, 10 seg 25 ciclos 

Extensión 60°C, 4 mm	J 

Extensión final 72°C, 1 mm

4°C	 a
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2.1.2. PURIFICACIÓN DE PRODUCTOS DE SECUENCIACIÓN. 

1. Después de realizar la reacción de secuenciación los productos se purificaron 

para eliminar productos inespecíficos, por medio de columnas Centri—sep 

previa hidratación con 750 pl de agua estéril. 

2. Se invirtieron varias veces las columnas y con ayuda del vortex se eliminaron 

las burbujas de aire en la columna. 

3. Se dejaron en refrigeración durante 2 horas las columnas, para asegurar una 

hidratación completa, posteriormente se quitó el tapón inferior y el superior 

para eliminar el resto de agua. 

4. Después se centrifugaron a 3,000 rpm durante un minuto para empaquetarlas 

y eliminar el resto de agua. 

S. La reacción de secuenciación se colocó al centro de la columna y 

posteriormente se centrifugó a 3,000 rpm durante un minuto. 

6. El producto purificado se secó por vacío (speed-vac) durante 45 mm. 

7. El producto seco se rehidratá con 16 pl de formamida ultrapura, se 

desnaturalizó y finalmente fue secuenciado (secuenciador de DNA 

automatizado ABI PRISM 3100).



Se analizaron primero los casos índices de cada una de las familias y en caso de 

encontrar un cambio se buscaron en los individuos en riesgo que aceptaron 

participar en el estudio, para establecer la relación fenotipo-genotipo. 

3.-DETERMINACIÓN DE LOS ALELOS DEL GEN APOE POR PCR. 

Se amplificó DNA por medio de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), 

empleando los oligonucléotidos que flanquean el exón 4 deI gen APOE descritos 

por Emi y cols. (1988). Se realizó la amplificación de las secuencias ApoE que 

incluía los aminoácidos en la posición 112 y 158, esperándose un producto 

amplificado de 193 pb. El segundo paso fue la digestión del producto amplificado 

con la enzima de restricción Hhal que reconoce y corta el sitio (GCGC). Se realizó la 

amplificación empleando la metodología descrita por Hixson y Vernier (1990), con 

modificaciones hechas en el laboratorio (Tabla 10), para lo que fue necesaria la 

siguiente reacción: 

Tabla 10. Componentes de la mezcla de reacción para la determinación del gen ApoE. 

DNA genómico	 300400 ng	20 tl 

Oligonucleótido F4
	

200 ng
	

2.0 jil 

Oligonucleátido F6
	

200 ng
	

2.0 tl 

Amortiguador 1 O
	

lx
	

3.0 pl

Aniplitaq (10 U/uI) 2 u 0.2 jil 

DIVISO 10% 30 pl 

Agua cbp 30jil 17.8 Id
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De esta manera se realizó la ¡sotipificación de los fragmentos polimóríicos de 

restricción (RFLPs) generados, que nos permitieron identificar los 6 genotipos 

posibles E3/3, 414, 2/2,413,412 y 312. 

La mezcla de reacción se sometió al siguiente programa de PCR: 

Desnaturalización inicial
	

94°C	5min. 

Desnaturalización
	

94°C	30seg. 

Alineamiento
	

60°C	30 seg.	40 ciclos 

Extensión
	

70°C	1.5 minj 

Extensión final
	

70°C	lOmin. 

3.1. DIGESTIÓN ENZIMÁTICA. 

Se realizó una digestión del producto amplificado con la enzima de restricción Hha / 

(3U) y se obtiene un corte completo del producto amplificado, cuando se digieren a 

37°C, durante 4 hrs.



3.2. ELECTROFÓRESIS EN GELES DE ACRILAMIDA. 

Los productos amplificados y digeridos con la enzima de restricción Hha 1, se 

resolvieron en geles de poliacrilamida no desnaturalizante al 8%, durante 2.5 hrs. a 

45 mA, flanqueando el gel con marcadores de peso molecular conocidos, marcador 

V (pBR322 DNA-Hae III) y VIII (pUCBM2 DNA-Hpa 11+ pUCBM 21 DNA Dra 1 + 

Hind III de ROCHE). Después de la electrofóresis el gel se tiñó con bromuro de etidio 

(0.5 tgIml) y se analizó bajo luz ultravioleta en un transiluminador. Se tomó 

fotografía del gel para su posterior análisis. Los tamaños de los fragmentos se 

estimaron por comparación con los marcadores de peso molecular conocidos.



Resultados



VII. RESULTADOS 

CARACTERISTICAS CLINICAS DE LAS FAMILIAS EN ESTUDIO. 

Las características clínicas son similares a las descritas en los pacientes con EA, 

todos ellos muestran atrofia cortical y subcortical por imagen en estudios de 

Tomografia axial computarizada (TAC) o por Resonancia Magnética (RMN). Ninguno 

de ellos muestra un rasgo fenotípico particular, sin embargo si muestran variabilidad 

fenotípica entre los pacientes. Un paciente sufre de paraplejía espástica, otro 

manifiesta mioclonías y uno más tiene una historia positiva de crisis parciales 20 

años antes del inicio de la enfermedad. 

MUTACIONES EN EL GEN DE LA PRESENILINA 1 

En 12 probandos se identificarón 3 mutaciones en gen de la PSENI, la ubicación y 

y el cambio de nucleótido se muestran en la tabla 11. 

Tabla 11. Familias estudiadas para el gen PSENI.

#Probandos # Familias Exón Mutación Nucleótido Cambio de AA 

estudiados estudiadas 

1 1 7 M233L 945 Met-Leu 

2 2 9 E318G 1201 GIu-Gly 

12 9 12 A431  1540 Ala -Glu
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FAMILIA 2 

Mutación E318G. 

La mutación Glu3l8Gly (E318G), se debe al cambio de A por G en el nucleótido 

1201 del gen PSENI fue identificada en el probando de la familia 2, la edad de 

inicio del paciente fue de 42 años, procedente del estado de Aguascalientes, en esta 

familia se confirmo el cambio en 2 hermanos más que iniciaban síntomas y no se 

encontró en uno asintomático Fig.15. Este mismo cambio se encontró en el 

probando de la familia 11 y en 2 individuos en riesgo de la misma familia. Los 

electroferogramas se muestran en la Fig. 16. 

MUTACIÓN E318G

FAMILIA 11 

Fig. 15. Se muestra las genealogías de 2 familias que presentaron la mutación E318G, indicándose 

con una M los individuos con la mutación y síntomas. Los individuos sin mutación se indican con las 

siglas S/M y también se muestran en la familia 11 dos individuos que portan la mutación pero que se 

encuentran actualmente asintomático, las flechas rojas indican el caso Índice o probando.
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MUTACIÓN E318G 

Secuencia normal:
	

AAT GCA GAA AGC 

Secuencia de aa:
	

N	A	E	S 

Número de codón 

Secuencia mutada: AAT GCA GGA AGC 

Secuencia de aa:	N	A G	S 

Fig. 16. Se muestra el electroferog rama con normal y con la mutación E318G, así como la ubicación 

del cambio de aa en la secuencia de PSEN1 

Para confirmar si este cambio corresponde a una mutación o aun polimorfismo de 

riesgo se analizaron 50 controles sanos, sin presentar el cambio ninguno de ellos.



MUTACIÓN A431E 

De manera interesantemente 9 de los 12 probandos estudiados pertenecientes a 9 

familias distintas, presentan una misma mutación en el exón 12 localizada en el 

nucleótido 1540 el cual se traduce en el cambio del aa del codón 318 de Alanina por 

ácido Glutámico (A431 E), todos los probandos presentaron inicio temprano (34 a 46 

así como historia familiar positiva de EA. Las características de estas familias 

uestran en la tabla 12. 

Tabla 12. Se muestran las características estructurales de las familias mexicanas con la mutación 

431E del gen de la PSEN1 

a racteristicas 

N° de familias estudiadas 

N° de pacientes con EA 

N° de familiares en riesgo 

Total de individuos con mutación 

iad de inicio, promedio y rango 

Edad de fallecimiento, promedio y rango 

Duración de la EA, promedio y rango 

Alelos APOE-4

Familias con la mutación A431  

9


13


60


41


40 (34-48 años)


48 (44-57 años)


10 (6-14 años)


presente en 2 pacientes heterocigotos
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III 

1 

Ir 

y 

La mutación A431 	se encontró en 28/60 (46.6%) individuos en riesgo 

aparentemente sanos, por el tipo de herencia AD ellos tenían un 50% de riesgo de 

presentar la enfermedad y con estos reaultados se confirma este riesgo. De las 12 

familias mexicanas estudiadas 9 presentan la mutación A431  que corresponde al 

75% de la muestra estudiada. Se muestra la genealogía de una de las familias con 

la mutación, as¡ como los electroferogramas se muestran en la Fig. 17. Esta 

mutación se identifico empleando el oligonucleótido reverso, por lo que se incluyen 

ambas secuencias Fig 18. 

Fig. 17. Se muestra la genealogía de una familia con 4 generaciones afectadas y que portan la 

mutación A431 E, indicándose con una M los individuos con la mutación y síntomas. Los individuos 

sin mutación se indican con la letra S y también se muestran los individuos que portan la mutación 

pero que se encuentran actualmente asintomático, las flechas rojas indican el caso índice o 

probando.
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MUTACIÓN A431 

C -' 

G + T reverso 

Secuencia normal 

Secuencia reverso 

Secuencia de aa: 

Número de codón: 

AAG AAA G-
- A

TTG CCA 

liC nr CT AAC GGT 

K K L P 

429 430	431 432 433

Secuencia mutada:	AAG AAA GAA TlG CCA 

Secuencia reversa:	TTC m CTT AAC GGT 

Secuencia de aa:	K	K	E	1	P 

Fig. 18. Se muestra el electroferograma con normal y con la mutación A431 E, así como la ubicación 

del cambio de aa en fa secuencia normal reversa y mutada reversa de PSEN1
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Debido a la frecuencia elevada que muestra el cambio del codón 431 con mayor 

frecuencia en las familias estudiadas, se evaluó si se trataba de un polimorfismo de 

riesgo o de una mutación con un posible efecto fundador, ya que las 9 familias 

pertenecen al Estado de Jalisco. 

Para probar estas hipótesis se analizaron 50 controles sanos del estado de Jalisco y 

50 de la población en general del Distrito Federal. Interesantemente, la mutación 

A431 E no se encontró en ninguno de los 100 controles sanos. 

El efecto del alelo E4 del gen de la APOE fue evaluado como factor modificador de la 

edad de inicio de la EA en las familias en estudio. 

El alelo :4 estuvo presente en 2 pacientes heterocigotos (413) con la mutación 

A431 E, aparentemente sin afectar la edad de inicio, ya que en los individuos con E4 

la edad de inicio fue de 41.50 años y sin alelo ;4 fue de 41.56 años. 

Estas diferencias no son estadísticamente significativas (p=O.980), el resto de los 

sujetosde estudio presentaron el alelo común ;3 y los genotipos encontrados se 

muestran en la Fig. 19
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3/3 312 4/3 4/2 

Fig. lft Gel de poliacrilamida al 8%, donde se muestran los diferentes genotipos ApoE encontrados 

en los individuos portadores de la mutación A431 E . Se identifican individuos homocigotos 313 (carril 

4), así como los heterocigotos 3/2, 413 y 412 (carriles 5, 6 y 7 ). El gel muestra los productos 

amplificados de 193 pb sin digerir (-), carriles 3 y 8. El tamaño de los fragmentos se determinó por los 

marcadores de peso molecular que flanquean el gel marcador pBR322 DNA-Hae III) y VIII (pUCBM2 

DNA-Hpa 11+ pUCBM 21 DNA Dra 1 + Hind III de ROCHE) 

Los 12 probandos con la mutación A431  provienen de los Altos del estado de 

Jalisco como se muestra en la Fig. 27, el cual se localiza al Oeste de la República 

Mexicana con una densidad de población de 6 322,000 habitantes.
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Fig. 20. Mapa de la República Mexicana donde sobresale el estado de Jalisco, con estrellas rojas se 

denotan los pueblos a partir de los cuales provienen las familias con la mutación A431 E 

En base a los árboles genealógicos de estas familias estudiadas se realizó el 

análisis de segregación de la mutación A431GE en aquellos individuos en riesgo a 

partir del caso índice o probando a partir del cual se realizó el estudio, todos los 

probandos estudiados tienen la mutación A431 E, la cual segrega con el resto de la 

familia indicándonos que se trata de una mutación patogénica. Esto se confirmó al 

estudiar 50 controles sanos de la ciudad de México y 50 controles sanos del estado 

de Jalisco en los cuales no se encontró el cambio, lo cual sugiere se trata de una 

mutación patogénica y no de un polimorfismo de riesgo.
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Estos resultados apoyan fuertemente la hipótesis de que se trate de una mutación 

con efecto fundador. Se investigó esta posibilidad y se analizaron dos microsatélites 

polimórficos cercanos al gen de la PSi, ambos marcadores fueron dinucleótidos CA 

y GT en posición 33117 y 23000 (Genebank accesión N° AF109907) en los 

integrantes de estas familias incluyendo el caso índice, así como 50 controles sanos 

de la ciudad de México y 50 controles sanos del estado de Jalisco. Los resultados 

obtenidos mostraron que los individuos afectados con la mutación y los individuos en 

riesgo portadores de la mutación A431  segregan con el mismo haplotipo (haplotipo 

4/5), siendo para el marcador CA el alelo común fue 4 de 273 pb, mientras que para 

el marcador GT fue el alelo 5 de 205 pb, estos marcadores fueron analizados 

también en los dos grupós control (Fig. 21). Del grupo control del estado de Jalisco, 

4 (8%) presentaron el alelo 4 del marcador CA, mientras que sólo 2 (4%) presentan 

el alelo 5 del marcador GT respectivamente, mientras que estos alelos no se 

encuentran en ninguno de los controles de la ciudad de México.
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Discusión



Análisis del Efecto Fundador

Repetido CA y GT

- 273 p 

205 pb

Controles	 Controles 

=	-	 Alelo 5 

Pacientes	 común 

Controles 

g c

Fig21. Se muestra que todos los portadores de la mutación A431 E, segregan con un alelo 
en común en os dos marcadores utilizados a diferencia de los controles indicados en las 
cajas rojas
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VIII. DISCUSIÓN 

La EA es la forma más común de demencia y parece ser una patología 

genéticamente compleja ya que se han descrito 3 genes causales de formas 

familiares y diferentes polimorfismos genéticos que alteran el riesgo de la misma. En 

este trabajo nosotros describimos tres mutaciones en el gen de la PSEN1 causales 

de EA de inicio temprano, con patrón de herencia autosómico dominante en 12 

familias mexicanas, no relacionadas. 

Las características clínicas de nuestros pacientes son similares a la de los casos 

reportados en la literatura, existe variabilidad fenotípica y un caso con paraparecia 

espástica la cual se ha asociado con mutaciones en el gen de la PSENI (Karlstromy 

cols., 2007) 

Las mutaciones encontradas en estas familias no son nuevas, se encuentran 

reportadas en la literatura en diferentes bases de datos y han sido identificadas en 

diferentes poblaciones del mundo (Aldudo y cols., 1997; Roagaeva y cols 2001: 

Sandbrink y cols., 1996: Cruts M y cols., 1998; Aldudo y cols., 1998; Mattila y cois., 

1998: Dermaut y cols., 1999; Helisalmi y cols., 2000, Raux y cols., 2005) 

La mutación Met233Leu se localiza en el exón 7, en la región transmembranal V de 

PSEN1 afectando residuos no conservados. Asimismo, la mutación Glu3l8Gly 

localizada en la parte media de la horquilla hidrofílica VI de la proteína PSEN1 está 

cercana al sitio de reconocimiento de caspasas y a una secuencia consenso para 

proteína cinasa A y C que fosforilan PSEN1 y son causa de EA familiar (Aldudo y 

cols., 1997; Roagaeva y cols 2001: Sandbrink y cols., 1996: Cruts M y cols., 1998; 
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Aldudo y cols., 1998; Mattila y cols., 1998; Dermaut y cols.,1999; Helisalmi y cols., 

2000; Raux y cols., 2005) 

Para determinar su frecuencia y evaluar su contribución en la EA en población 

mexicana, analizamos 100 cromosomas sanos, sin encontrar en ellos la mutación. 

Sin embargo la encontramos en 2 familias y en una tercera la cual además portaba 

la mutación A431 E. 

Nuestros resultados difieren de los reportados, ya que en la mayoría de ellos 

encuentran una baja frecuencia de la mutación en población sana, considerándola 

como un potencial factor de riesgo que contribuye a la patogénesis de la 

enfermedad, similar al papel que desempeña ApoE como factor de riesgo genético 

para la EA. 

Sin embargo nuestros datos sugieren al igual que el estudio realizado por Taddei y 

cols (2002), que se trate de una mutación parcialmente penetrante o neutra; para 

confirmar esto requerimos de un número mayor de pacientes. 

La localización de la mutación Glu3l8Gly en este sitio puede ser compatible con la 

ausencia de los efectos patogénicos (polimorfismo) o con efectos patogénicos 

débiles (penetrancia reducida)(Mattila y cols 1998; Helisalmi y cols., 2000; Taddei y 

cols., 2002; Raux y cols., 2005) 

La patogenicidad de esta mutación ha sido cuestionada porque no ha sido posible 

demostrar su co-segregación en familias con la EA, debido a la falta de suficientes 

miembros de la familia en todos los casos reportados incluyendo el nuestro.

72



Se describió también la mutación Ala431Glu (A431 E) en 15 pacientes de 12 familias 

no relacionadas con EA. Estas familias provienen del estado de Jalisco (Rogaeva y 

cols., 2001; Miravalle , y cols2002; Lee y cols., 2006; Murrell y cols., 2006) 

Todos los potadores de la mutación muestran el mismo haplotipo para dos 

marcadores microsatélites en el locus PSEN1. Además este haplotipo no se 

encontró en 100 controles mexicanos, incluyendo 50 individuos del estado de 

Jalisco, esto sugiere fuertemente que todos los individuos portadores de la mutación 

Ala431Glu tienen un ancestro común. 

Esta mutación pudo haber ocurrido por un cambio en un haplotipo extremadamente 

raro o que el alelo mutado pudo haberse originado de una población de inmigrantes 

que no comparte este haplotipo con la población local. Esta mutación ha sido 

descrita en 9 pacientes de diferente origen étnico con diagnóstico clínico de EA. 

La mutación Ala431Glu se localiza en la horquilla hidrofílica VIII y esta altamente 

conservada entre las diferentes especies y de acuerdo al programa PolyPhen 

(htt p ://www.tux.embl-heidelberg .de/ramensky/indexshtml) el cual predice las 

consecuencias funcionales de la sustitución de aa, en este caso la sustitución del 

ácido glutámico en la posición 431 puede ser posiblemente dañina para la función de 

PSEN1. 

Más de 166 mutaciones en PSEN1 se han identificado y la gran mayoría tienen 

penetrancia completa, sin embargo a pesar de ser recurrentes en el gen PSEN1 son 

debidas a simples fundadores. Son raros los efectos fundadores sin embargo para 

PSEN1, se han descrito en tres mutaciones localizadas en los exones 4, 7 y en el 
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intrón 4. Uno de estos efectos fundadores se ha descrito con la mutación Gly206Ala 

localizada en el exón 7, como causa de EA de inicio temprano en familias Hispano-

Caribeñas. Sin embargo el componente étnico en este grupo Hispánico es muy 

diferente de las familias mestizo mexicana (Athan y cols., 2001). 

En términos de composición genética la población mexicana mestiza es el resultado 

de la mezcla predominante de españoles (50-60%), Amerindios (37-49%) y en 

menor contribución de Africanos (1-3%) (Cerda y cols.,2002) 

Es importante mencionar que la mutación Ala431Glu, no ha sido reportada en 

pacientes españoles y esto nos permite especular que esta mutación se pudo 

originar en generaciones más recientes de mestizos-mexicanos o en los primeros 

grupos Amerindios, sin embargo serán necesarios futuros estudios para verificar 

esta hipótesis. 

La alta prevalencia de la mutación Ala431Glu en familias procedentes del estado de 

Jalisco, nos facilita el diagnóstico molecular porque directamente se realiza su 

identificación en el exón 12 La detección de la mutación permite la realización del 

diagnóstico presintomático en individuos en riesgo y proporciona un asesoramiento 

genético adecuado y preciso. La identificación de las mutaciones ha sido útil para la 

creación de blancos terapéuticos, así como la elaboración de modelos animales ya 

que hasta el momento el tratamiento esta limitado a mejorar los síntomas y no la 

progresión. 

El avance de la biología molecular en los últimos años ha permitido hacer 

diagnósticos moleculares precisos en muchas enfermedades como es el caso de la 
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EA. Esto ha dado lugar a la posibilidad de diagnóstico presintomatico, el cual nos 

permite identificar al individuo que presenta la mutación antes de que manifieste 

síntomas de la enfermedad. 

En el caso de enfermedades neurodegenerativas de inicio tardío como es la EA este 

tipo de diagnósticos tiene implicaciones éticas importantes, ya que hemos 

desarrollado la capacidad de predecir, pero no de prevenir ni curar. Por esto el 

diagnóstico presintomático de la EA debe realizarse mediante un programa 

asesoramiento genético y apoyo psicoterapéutico antes y después de la prueba y 

debe seguir los lineamientos internacionales publicados para la enfermedad de 

Huntington. En este programa debe participar un equipo multidisciplinario formado 

por neurólogo, psiquiatra, genetista, biólogo molecular y trabajadora social. 

Este diagnóstico debe ser voluntario y sus resultados confidenciales. Con este 

trabajo hemos estandarizado la técnica para detectar mutaciones en el gen de la 

PSEN1 lo cual nos permite ahora poder ofrecer el diagnóstico presintomático a los 

individuos en riesgo que lo soliciten siguiendo los lineamientos antes mencionados. 

Sin embargo es importante aclarar en el caso de la EA que si el individuo en riesgo 

no presenta la mutación, no se le puede asegurar que no presentara la EA porque 

debido a su elevada frecuencia y heterogeneidad genética podría desarrollarla, por 

otras causas independientes de la mutación (Lannfelt y cols., 1995; Steinlart y cois., 

2001)



Conclusiones



IX. CONCLUSIONES 

r Se identificaron 3 mutaciones causativas de formas familiares de EA de inicio 

temprano, estas mutaciones ya han sido descritas en otras poblaciones del 

mundo. 

- El efecto patogénico de la mutación GIu318Gli (E318G) es controversia¡ ya 

que por nuestros resultados nos sugiere que puede tratarse de una mutación 

de baja penetrancia, debido a que esta no se encontró en controles sanos y 

esta presente en 2 familias o que este actuando como un potencial factor de 

riesgo para la EA y no interacciona con APOE. Debido a que los portadores 

de este cambio fueron homocigotos para el alelo común (313). Esto da 

evidencia que la asociación entre la mutación E318G y la EA familiar varía 

entre los diferentes grupos étnicos. 

.- La mutación Ala431Glu (A431 E) tiene una alta frecuencia en familias con EA 

familiar de inicio temprano provenientes del estado de Jalisco y es una 

mutación proveniente de un ancestro común. Estos hallazgos facilitaran el 

diagnóstico molecular de la EA y permitirán realizar el apropiado consejo 

genético a estas familias.
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Al)stract The etiology of Alzhcirner's disease (AD) is 
coiitplex. To date, molecular gcnetic studies in severa] 
:iinilies affected with AD have identitied thrce genes 

associated with highly penetrant early-onset AD: Presenilin 
1 (I'SEN 1), Presenilin 2 (PSEN2) amI -arnyloid precursor 
prolein (APP); and one gene (apolipoprotein E) associated 
witlt late-onset Al). Molecular analysis of thc PSENI gene 
was pertormed by direct sequencing ofgenomic DNA- The 
posstble founder effect was invesligated analyzing two 

.hly polyiuorphic inicrosatellite markers flanking thc 
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PSFN 1 gene. Twclve unrelated Mexicait tiiitilies witit 
early-onset Al) were analyzed. '¡'he Ala43 1 ( ilu mutatiori in 
exon 12 of PSENI was found in nine (75%) of these 
families, which segregated showing autosornal dorninani 
inheritance. Recause al] families hearing the mutation are 
from the State oí' Jalisco (locaed in Western Mexico), a 
fottnder effect vas hypolhesized. Microsaiellite haplotype 
analysis suggested a common ancestor in these nine 
kindreds. In conclusion, the Ala43lGlu mutation is a 
prevalent cause of early-onset farnilial Alzheimer's disease 
in families from the State oí' Jalisco, Mexico. Genetic 
evidence supports (hat it is a founder mutalion dcscending 
froin a single comrnon ancestor. These írndings have 
important tmplicalioris for prornpt diagnosis and genel!c 
counscling li,r Mexican patidnts with limilttl A[) írom 
Jalisco. 

Keyvords Farly-onset Alzlteinter's disease 
PSEN 1 gene Mutation - Founder effect 

Introduction 

Alzhciirters disease (Al)) is lhe itiost CtiItIIlii)I1 cati.L 
dernentia in the ekterly. It is a neurodegenerative disoiJ. 
of Ihe central nervous system characterized by progressi.. 
memory loss and intellectual decline due (o (he appearance 
of two major brain Iesions: senile plaqtiesand neo 
tibrillary tangles. The exaci hiochemical pathway Icadi 
lo neurodegeneration is still unkiown. Although, in iii 
cases, [he firsi symptorns oí ' memory dystitnction 
behavioral changes hecomc apparent atier age 65 yen 
(late-onset or senile AD), in sorne cases, (he disease stari:, 
earlier in life (early-onsei or presenil AD) II]. Three gene:, 
are currenlly known to have a causal role in early Onset 
autosomal doniíriant AD: (he -aniyloid precursor protein 
(APP) gene on chromosome 21q21.1 [2], presenilin 1 
(PSENI) on chronsosonie 14q24.3 [3], and presenilin 2 
(PSEN2) on chromosorne 1q42.1 [4]. These thrce genes 
togelher account for about halfofal] cases of tiimilial early



onsQt Al), ISFN 1 mutations heing (he most frcqueut [5]. fu 
addition, (he Apolipoprotein E (APOE) c4 variant is 
considered as a susceptibility allele, as it significantly 
ncreases (he risk of AD artd decreases (he age of onse [6, 71. 

In this study, we describe a single misscnse mutation 
(A1a43 1 Glu) in the I'SEN 1 gene found in nine of Ihe 12 
apparently unrelated Mexicaii families with early onset AD 
and fiud evidence that the mutation originated from a 
coninion ancestor. 

Metliods 

Study subjects 

The sample consisted of 12 unrelated probands with early-
onset AD, whose ages of onset ranged between 34 and 
48 years (mean 40 years). Patients and (heir flrst degree 

relatives were recruited from Genetics Depariment uf the 
Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía Manuel 
Velasco Suarez (INNNMVS) in Mexico City over a 
17-year period (1986 (o 2003) including pMients from ah 
over the country. All cases met McKhann's criteria for 
probable AD, and one was diagnosed as definite AD on 
autopsy [8]. Thc study received approval from the 
INNNMVS Review Board and infornied consent was 
oh(aincd froin alt suhjects al (he moment ofhlood drawing. 

Cases werc considered familial ifat least one tirst-degree 
relative suffi.rcd from early-onset deinentia. Age at onsct 
wa.s hased cii the verbal reporis of the patient and fainily 
mcmhcrs. All pedigrees showed autosornal dominan( 
transmissiori in at least three gencralions, with a mean 

a ge of onset of 40 years (range 34-48 years). 
,\Ll prohands recruited agreed lo participale, so that a 

total oí' 97 individuals (12 probands and 85 first degree 
relatives) were included in the study. The control sample 
cor,sistcd of lOO healthy unrelatcd indtviduals (50 
individuals froni Mexico City or its surroundings and 50 
individuals from ihe State of Jalisco in Western Mexico) 

aged 60 lo 92 years (mean 76 years) with no sigas of 
denientia aíer a minimental test evaluation. 

v1utatioual analysis of PSEN 1 

Geiomic DNA was exiracted frrn peripheral blood 
Icukocytes using a salting-out/saft chlorofbm inethod 
[91. Subsequently, eight exons lexons 5 12) of (he 
PSFNI gene were arnplificd frori genomic DNA by 
polyinerase chain reactiOn (PCR) wih exon-specific sets of 
oligonucleotides as previously I described [lO] and 
scquenced using AB] PRISM BigD'e Terminators version 
3 on an ABI3 lOO autornatcd scqu4ncer according lo (he 
manufac(urer's protocol (AppI ied Biosystems).

( ;eUOtv)W of polymorphisnis flanking presenihiri 1 

Two highly polymorphic microsatellites markers (CA and 
GT rcpeals located 31.5 and 21.3 kb upstream of the 
PSEN1 gene, respectively [Genebank acccssion no. 
AFI099071) were genotyped as previously described [II]. 

Apol ipoprotein E geriotypulg 

APOF haplolyping was performed as described [12). 

Results 

Mulational analysis of PSFN 1 vas performed in prohands 
of the 12 Mexican farnilies with early-oriset autosomah 
dominant Alzheiiuer's disease. The structure and clinical 
characleristics of ihese families are surnrnarizcd ¡ti Table 1. 
Clinical aspects of sorne of the.se families liad beco 
previously reponed [13, 141. All showed cortical and 
subcortical atrophy on computerized axial tomography 
scans or nlagnetic resonance imaging. No particular 
phcnolypic trail was observed in these palients, ahhough 
pheno(ypic variahility was observed. One proband (family 
18) suf1red spastic paraplegia, another (family 3) 
exhihited myoclonias and one more (family 22) had a 
history nípartial seizures 20 years before Al) onset whicli 
was most likely unrela(ed lo the disease. 

Wc identified a single mutation (A]a431Glu) in exon 12 
of PSEN 1 in 9/12 probands (75%). Alt probands had early-
onset (34-46 years) and a fainily history of AD. The 
A1a43 1 Glu niu(ation was found in 19/60 (31.7%) appar-
enily unaffected individuals tested in (he nine fainilies, hut 
nor in lOO healthy unrelated individuals. APUE £4 was 
preseni ja tour of the 22 patienls wi(h the Aha43 ICHo 
mutation, apparently without affecting the age of disease 
onse (wi(h e4 41.50 years; without t:4 41.56 years, 
ps0.980). E)etailed information on APOF genotypes for 
AD family membcrs is slmwri in Tahte 2. 

1ahk 1 Ctinical and siructural charactenslics of earty-onsta AL) 
Mexican familics wjth (he Ala431GIu Presenihin 1 niutation 

Characierisiics	 Early onsel familics 

with PSI 
A1a43 1 Cito inutatioli 

Number of Iimi1ies 9 

Number of patienis wtth Al) 13 

Nuniher of famihy members 60 

Total larnil y incmbers with che rnutation 41 

Aize ¿it onsci. mean (ranee) 40 (34 4) yc 

Age al dealh 4	(44 57) 

Duration of AD 10 (6	14) y, 

\t	i:1	itIeL	preeii1	iii	Al) patIcIlts



(1!:.I),Ii 
addition, the Apolipoprotein E (APUE) E4 vanant is 
c(iisidered as a susceptibility allele, as it significantly 
oc reases the nsk of AD and decreases (he age ofonsct (6, 71- 

lo this study, we describe a single missense mutation 
Aa431Glu) in thc PSENI gene found in fine of the l2 

apparently unrelated Mexican families with early onset Al) 
ami find evidence that (he mutation originated from a 
Coil 111100 aricestor. 

Metliods 

Stiidy subjects 

Thc sample consisted of 12 unrelated probands with early-
onset AD, whosc agcs of onset ranged bctween 34 and 
48 years (mean 40 years). Patients and their first degree 
relatives were recruited from (icnetics Dcpartment of thc 
Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía Manuel 
Velasco Suarez (INNNMVS) in Mexico City over a 
17-year period (1986 lo 2003) including patients from ah 
over the country. Al¡cases met McKhann's criteria for 
probable AD, and one was diagnosed as definite AD on 
autopsy [8]. The study received approval froin the 
INNNMVS Review Board and informed consent was 
ohtained from alI suhjects at the moment of blood drawing. 

(ases were considered farnihial ifat least cine tirst-degree 
relative sufkrcd frum early-onset dementia. Agc al onsct 
was based on (he verbal reports of the patient and family 
iiicrnhers. Afi pedigrees showed autosornal dominant 
transrnission in al lcast three gcnerations, with a mean 
oge of onset of 40 years (range 34-48 years). 

AH probands recruited agreed lo participate, so that a 
total of 97 individuahs (12 probands and 85 tirst degree 
relatives) were included in the study. Thc control sample 
coiisisted uf 100 healthy unrelated individuals (50 
In(lividuals from Mexico City or its surroundings and 50 
individuals froni the State of Jalisco in Western Mexico) 
aecd 60 to 97 vears (mean 76 vears) vith no signs oí'

pi::imt.Ii.	1 

Two highly polyrnorphic rnicrosalcllites markers (CA ai: 
GT repeats located 31.5 and 21.3 kb upstream of dv 
PSEN 1 gene, respectively [Genebank accession o 
AF1 ()d9071 ) \VCÍ( i'eniitvped lS plc\IOUSIV desirihed 11 

A ptd Ipepro.leiii 1	oiiat\ Pilid 

AP4:)F haplo(yping was per1oriiid as dcrihe.1 j i 2.1 

Results 

Mutational analysis of PSFN 1 was performed lo prohartds 
of the 12 Mexican faniihics with early-onsct autosomal 
dominant Alzheimer's disease. The structure and clinical 
characteristics of these farnuhies are surnmarized in Table 1 
Clinical aspects of sorne of these farnihies liad beco 
prcviously repofled [13, 141. All showcd cortical ard 
subcortical atrophy un computerized axial lomography 
scans or magnctic resonance imaging. No particular 
phcnotypic trait vas observed in these patients, althotldll 
phenotypic variahility was observed. One proband (faiiirly 
18) suffircd spastic paraplegia, another (family 3) 

exhibited myoclonias and one more (faniily 22) liad a 
history of partial seizurcs 20 years before AD onset whied 
was most hrkchy unrehated (o (he disea.se. 

We identified a single mutation (A1a43 1 Glu) iii exon 1 2 

ofPSENI in 9/12 probands (75'). AlI probands liad earl 
uiiset (34-46 years) and a family history of AD. 1 he 
A1a43 1 Glu mutation was frurid in 19160 (31.7%) appar 
ently unaffected iridividuals tested ¡ti (he nine famuhies, hut 
fol in 100 heallhy unrehated jndividuals. APOL E4 v 
prescnt jo four of the 22 patients with the A1a43 1 ( 
inutation, apparently without affecting (he age of dise. 
onset (with 4 41.50 ycars; without r4 41.56 y(-a' 
¡=0.980), l)et;iiled inhiruiatioti no APOI	enuiRpcs 
.'\í) Einii.	• a lilaL. 1lil  

(ienomic DNA was extracted from peripheral blood 
leukocytes using a salting-out/salt chloroforrn method 
[9]. Subsequently, eight exons (exons 5- 12) of thc 
P8ENI gene were amplified from genomic DNA by 
polynierase chain reaction (PCR) with exon-spccific sets of 
uli gonucleotides as previously described [10] and 
sequenced using AB! PRISM BigDye Terminators version 
3 on an ABI3 lOO automated sequencer according lo the 
iiiami hicturer piutocol (Appl cd Biosystenis).

, - L_i1,I,I	I,::[	i 

Icxican taiiiilics wttli Llie AUMUu Presenilin 1 inutalion 

(Iuracterisiics	 Early onsci familics 
wiih PSI 
A1a431(11u iriulation 

Number of fariiilics 
Nuinber of patienis with Al) 
Number of family members 
Total unu ly mci nbcrs with the ILILIL311011 

Age al onsci. mean (range)	 40 (3 4 15) 
Atie al deaih	 4 (44 57) 
I)uration of Al)	 lO (6 14) yeIi 

ApF e4 allele prcsent in Al) pa1icnr



lalile 2 Presence oí Ati43 l(itu nuilation md APOII gciioivpcs mu uhjeUs from nume cmrly-onsel Al) Mexicun faimmilic 

I:aiil ily number	Subjcct	Sex	Alzhcimcr disease	A1a43 1 (ilu niutation	APOE genolype	(urrent age or age at onset 

Prohand M + + 313 45 
Sihling F - - 413 33 
()tEpring Nl - - 3/3 36 
()ítpring F - - 3/3 32 
Nicce F - - 313 39 
Nicce F -- - 313 36 
Nicce F - - 313 33 
Niecc F - + 413 40 
Ncphcw M - - 413 43 
Ncphcw M - - 413 35 
Ncphew M - - 413 45 
Ncphew M - + 4/3 42 
I'roband F + + 313 37 
Sibling F + + 313 46 
Nephew M - 3/3 35 
Niccc F - - 313 38 
Nicce F - + 313 35 
Nicce E - + 313 32 
Niecc E - + 313 38 
Froband E + 4 312 41 
Sihliiig M + 4 313 43 
Sihling M + 4 313 43 
Sibling E - 3/3 53 

()ífspring F - + 3/2 29 
Oífspring E - + 312 21 
OI1pring F - + 313 22 
()ffspring F - + 313 37 
Uftspring F - + 312 32 
Uífspring F - + 312 39 
(ffipring M - + 313 
Olfspring E - - 3/3 37 
Nephew M - + 4/3 
Ncphew M - - 3/3 23 
Nicce F - + 4/2 2 
Proband M + + 3/3 40 
Sihling E + 4 3/3 42 
Sibling M + + 3/3 44 
Sibling F - 413 39 
UtTspring E - - 3/3 33 

2	 Proband M + + 3/3 
Sihlini! F - - 313 46 
Siblin g F 4 + 313 42 
Sihling F + 313 3() 

Sibling E -f 4 3/3 IX 
()ftspring M - 4 413 19 
()ffspring M - + 313 20 
()lipring E - -* 413 23 
Nephew M - 313 23 
Ncphcw M — — 313 21 
Niece F — — 313 22 
Niece E — - 313 IX
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Table 2 (continued) 

Famit y number	Subject	Sex	Alzhcimer discase	AIa431Glu mutation	APOE gcnotype	Currcnt age or agc al onseI 

13
	

Prohand
	

F 
Sbting	F 
Sibling	F 
Sibling	F 
Sibhng	M 
Stbling
	

F 
Sibling
	

F 
Sihling
	

F 
Nephew	M 
Nephew	M 
Niece	F 
Niece	F 
Prohand
	

F 
SihLing	F 
Offsp ring	Nll 

mi
	

Probarid
	

M 
Sihling	E 

22	 Proband	F 

E Female, M mate 
'Age at onset jídemerited (ycars) 

I3ccause ah nine prohands bearing the A1a43 (ilu 
mutation carne Ironi the state of Jalisco located jo Western 
Mexico, with a poputatiori of 6,322,000 habitants (Fig 1) 
[15], we further inves6gated the possibility of a cornrnon 
ancestor causing a fournier effect. Wc studied two highly 
polyrnorphic microsatellites (CA and GT markers) tlanking 
Ihe PSEN1 gene in (he nine AD families with [he 
Ala431Glu mutation and lOO control individuals (50 
fi-orn Mexico City and 50 from Jalisco, Mexico) Al¡ 41 
mutation bearers shared the same 4-5 haplotypc (allele 
4=273 hp for (he CA rnarker, and allele 5=205 bp for (he 
(iT rnarker), which was in contrast absent from all 100

unretated Mexican controis. Moreover, only tour (8%) and 
2 (4°•-) controls fi-orn Jalisco showed alleles 4 and 5, 
respectively, while these alleles were not found in any of 
(he controis from Mexico City. 

Discossion 

Wc describe PSENI gene mutation (Ala431Glu) in 13 
patients from fine apparently unrelated AD faniihtes (mm 
Mexico. These nine farnilies were from Jalisco. Alt 
mutation carriers showed the sarne haplotype (br two 
microsatehhite markers in the PSEN 1 locus. in adclition, this 

3/3
	

34 

3/3
	

43 
4/2
	

38 
4/2
	

45 

3/3
	

54 

4/3
	

49 

3/3
	

33 

3/3
	

37 
4/3
	

24 
4/3
	

25 
4/3 
4/3
	

26 
+	 +	 4/3

	
40 

+	 4/3
	

45 
4/3
	

32 
+	 +	 3/2

	
3'-) 

+	 +	 4/3
	

40 
+	 -4-
	 3!3

	
42 

State of Jalisco haplotype kN,,as not found in lOO Mexican unrelated 

Area: 80.137 km2 controis, including 50 individuals frorn Jalisco. This 
Popuialion: 6 3 millen strongly suggcsts that al] individuals carrying the A]a43 1-

- Glu mutation had a common anccstor. The Ala431GIu 
-	 =	PSEN 1 mutation may have occurred by chance on art 

\	 \_,,4\	 ----	 extremely u-are haplolype or the mutated allele may have 

'	 originated from an immigrated population not sharing this 
\	.	 .	 hapbotype with (he local population. 

This rnutation had heen descrihed innine patients of 

---. - -	 undefined ethnic origin with clinical diagnosis of AD 
[16. 171. It is irnportant lo point out ihat one of our ninc 

( - , farnihies had participated in a previous study where the 
condition vas linked lo chromosome ]4q24.3 [18] in 
whorn the Ala431Glu rnutation was subsequently identi-
fied (Schellenberg 1998, personal communication). The 
substituted alanine (A1a431) is highly conserveci among 

 different species and according lo Ihe PolyPhen prograrn 
Fig. 1 Map of Mexico, witli the State of Jalisco hrghIihied. ]-he 
rr,ç denote ihe location of ihe countieS/cities from hih eihl of 

(http://www.rux.ernbl-heidelherg.deiramensky!index.shtrnl). 

tlie A1a43 1 (un mutalion faniilies are from The remamnder Iarity	which prcdicts (he 1unctional consequence of amino acid 
lrn the Siale oí	howecr, ihe city of orinmn o unLnn\ u	suhstitutiim, a gtutaniic acid residue al position 431 ' ouhd



be possibly damaging lo the function of PSEN 1. Neuro-
psychological studies have been recently described in AD 
Mexican farnilies wilh this mutation [19]. 

To our knowledge, a fourider mutation in Alzheimer's 
disease was suggcsted for the first time iu 1988 in a group 
of American Alzheimer families who were descendanis of 
the Volga Gernians [20]. This was conf irmed whcn a 
PSEN2 mutation was found in this group [4]. However, 
recurrent mutations in AD are not always the conseqitence 
of a founder effect, and may be due Lo mutational hotspots. 
Such is the case of APP mutations affecting codon 717 
causing AD [21]. Nevertheless, the majonty of recurrent 
mutations in the PSEN 1 gene seem lo be due to single 
founders. A founder effect for PSEN 1 has been described 
for three other mutations located in exons 4 and 7, and 
intron 4 [lO, II, 22, 23]. One of these founder mutations 
(GIy206AIa in exon 7) causing early-onset Alzheimer's 
disease was identi6ed in apparently unrelated Caribbean 
Hispanic fainilies. 1-lowever, ihe ethnic background of this 
Hispanic group is very different lo that of our Mexican 
mestizo farnilies. In temis of genetic composition, Ihe 
Mexican mestizo population is the result of admixture with 
predominantly Spanish—European (50-60%) and Amcr-
indian (37-49%) contributions, with a minor African (1--
3%) contribution [24]. It is interesting Lo note that thc 
A1a43 1 Glu mutation has fol been reported ¡ti pates from 
Spain, so it can be speculatcd that it may have originated in 
more recent generations of Mexican—Mestizos, or perhaps 
in earlier Amerindian groups. Further studies are necessary 
lo verity this hypothesis. 

The high prevalence of ihe Ala431GIu mutatiori in AD 
famities from Jalisco has implications (br the diagnostic 
approach. For all early-onset AD cases from this region, (be 
initial molecular approach should be lo directly screen for 
AIa43lGIu, and PSEN 1 aud other early-onsct AD genes 
should be sequenced only ifthe mutation is absent. Positive 
A1a43 IGlu identification would ahlow accurate genctic 
counsehing and presymptomatic genetic testing for al risk 
individuals could be offered. For this purpose, a carcful 
protocol for counseling aud support must be developed, 
following the guidelines for genetic presyniptomalic 
testing in iluntington's disease [25]. 

In conclusion, the Ala431G]u mutation is prevalcnt 
among families with early-onset familia] Alzheimer's 
disease from Jalisco, Mexico, and is a founder niulation 
descending from a single common ancestor. This finding 
will ahlow a pronipt diagnosis and gcnetic counseling of 
Mexican patients with fismilial AD from Jalisco. 
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Abstract The etiology of Alzheimer's disease (AD) is 
complex. To date, molecular genetic studies in severa¡ 
families affected with AD have identified three genes 
associated with highly penetrant early-onset AD: Presenilin 
1 (PSENI), Presenilin 2 (PSEN2) and 0-amyloid precursor 
protein (APP); and one gene (apolipoprotein E) associated 
with late-onset AD. Molecular analysis of the PSEN 1 gene 
wa.s performed by direct sequencing of genomic DNA. The 
possible founder effect was investigated analyzing two 
highly polymorphic microsatellite rnarkers flanking the 
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PSENI gene. Twelve unrelated Mexican famities with 
early-onset AD were analyzed. The A1a43 1 Glu mutation in 
exon 12 of PSENI was found Ifl fine (75%) of these 
families, which segregated showing autosomal dominant 
inheritance. Because all families bearing the mutation are 
from the State of Jalisco (located in Westem Mexico), a 
founder effect was hypothesized. Microsatellite haplotype 
analysis suggested a conimon ancestor in these fine 
kindreds. In conclusion, the Ala43lGlu mutation is a 
prevalent cause of early-onset familia! Alzheimer's disease 
in families from the State of Jalisco, Mexico. Genetic 
evidence supports that it is a founder mutation descending 
from a single common ancestor. These findings have 
important implications for prompt diagnosis and genetic 
counseling for Mex ican patients with familia] AD from 
Jalisco. 

Keywords Early-onset Alzheimer's disease 
PSEN 1 gene' Mutation • Founder effect 

Introduction 

Alzheimer's disease (AD) is the most common cause of 
dementia in the elderly. It is a neurodegenerative disorder 
of the central nervous system charactenzed by progressive 
memory loss and intellectual decline due lo the appearance 
of two major brain lesions: seni]e plaques and neuro-
fibrillary tan gles. The exact biochemical pathway leading 
lo neurodegeneration is still unknown. Although, in most 
cases, the first symptoms of memory dysfunction or 
behavioral changes become apparent afier age 65 years 
(late-onset or senile AD), in sorne cases, the disease starts 
earlier in life (early-onset or presenil AD) [11. Three genes 
are currently known lo have a causal role in early onset 
autosomal dorninant AD: the (3-amyloid precursor protein 
(APP) gene on chromosome 21q21.] [2], presenilin 1 
(PSENI) on chromosome l4q24.3 [3], and presenilin 2 
(PSEN2) on chromosome 1q42.1 [4]. These three genes 
together account for about half of al] cases of familia! early
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onset AD, PSEN1 mutations being the most frequent [5]. In 
addition, the Apolipoprotein E (APOE) c4 variant is 
considered as a susceptibility allele, as it significantly 
increases the nsk of AD and decreases the age of onset [6, 7]. 

In this study, we describe a single niissense mutation 
(Ala431GIu) in the PSEN1 gene found in fine of the 12 
apparently unrelated Mex ican families with early onset AD 
and find evidence that the mutation originated from a 
common ancestor. 

Methods 

Study subjects 

The sample consisted of 12 unrelated probands with early-
onset AD, ,;,hose ages of onset ranged between 34 and 
48 years (mean 40 years). Patients and their first degree 
relatives were recruited from Genetics Department of the 
Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía Manuel 
Velasco Suarez (NNNMVS) in Mexico City over a 
1 7-year period (1986 to 2003) including patients from all 
over the country. AH cases met McKbann's criteria for 
probable AD, and one was diagnosed as definite AD on 
autopsy [8]. The study received approval from the 
INNNMVS Review Board and informed consent was 
obtained from al] subjects at the moment ofblood drawing. 

Cases were considered familia] ifat least one first-degree 
relative suifered from early-onset dementia. Age at onset 
was based on the verbal reports of the patient and family 
members. Al] pedigrees showed autosomal dominant 
transmission in at least three generations, with a mean 
age of onset of 40 years (range 34-48 years). 

Al]probands recruited agreed lo particípale, so that a 
total of 97 individuals (12 probands and 85 íirst degree 
relatives) were included in the study. The control sample 
consisted of 100 healthy unrelated individuals (50 
individuals from Mexico City or its surroundings and 50 
individuals from the State of Jalisco in Western Mexico) 
aged 60 to 92 years (mean 76 years) with no sin of 
dementia after a minimental test evaluation. 

Mutational analysis of PSEN 

Genomic DNA was extracted from peripheral blood 
leukocytes using a salting .-outlsalt chloroform method 
[9]. Subsequently, eight exons (exons 5-12) of the 
PSENI gene were amplified from genomic DNA by 
polymerase chain reaction (PCR) with exon-specific sets of 
oligonucleotides as previously described [10] and 
sequenced using ABI PRISM BigDye Terminators version 
3 on an ABI3 100 automated sequencer according lo the 
manufacturer's protocol (Applied Biosystems).

Genotyping of polymorphisms flanking presenilin 1 

Two highly polymorphic microsatellites markers (CA and 
GT repeats located 31.5 and 21.3 kb upstream of thc 
PSEN1 gene, respectively [Genebank accession no. 
AF109907]) were genotyped as previously described [III 

Apolipoprotein E genotyping 

APOE hapiotyping was perfr ::oc:d 1 1. 

Results 

Mutational analysis ofPSENI was performed in proban.k 
of the 12 Mexican families with early-onset autosomo! 
dominant Alzheimer's disease. The structure and cIinicfl 
charactenstics of these families are summarized in Table 
Chinical aspects of sorne of these families had he.r 
previously reported [13, 141. AH showed cortical ano 
subcortical atrophy on computerized axial tomograpi 
scans or magnetic resonance imaging. No particu!.. 
phenotypic trait was observed in these patients, althounn 
phenotypic variabihity was observed. One proband (faml!\ 
18) suffered spastic paraplegia, another (family 
exhibited myoclonias and one more (family 22) had 
history of partía] seizures 20 years before AD onset which 
was most likely unrelated lo the disease. 

We identifled a single mutation (A1a43 1 Glu) in exon 12 
ofPSENI in 9/12 probands (75%). Al]probands had early-
onset (34-46 years) and a family history of AD. The 
AIa43IGIu mutation was found in 19/60 (31.7%) appar-
ently unaffected individuals tested in the nine families, but 
not in 100 healthy unrelated individuals. APOE E4 was 
present in four of the 22 patients with the AIa431GIu 
mutation, apparently without affecting the age of disease 
onset (with E4 41.50 years; without E4 41.56 years. 
p=0.980). Detailed information on APOF nenotvpes for 
\D tini1v inomhcrs is sllo\vn o TihIc . 

1	.d	 .: crl',_.nc:	\) 
Niexican iainilies with tIte A1a43 1 (ilu Presetulin 1 mutation 

Characteristics	 Early onset families 
with PSI 

A1a43 1 Glu inutation 

Numbcr of families 

Number of patients with AD 

Number of family members	 61 

Total family mcmbers with the mutation	4 

Age al onset. mean (range)	 41) 

Age al death	 48 (44 57) year 
Duration of AD	 lO (6-14) year. 

ApoE c4 allele present in AD patients



Tabk 2 Presence of A1a43 1 Glu mutation and APOE genotypes in subjects from fine early-onset AD Mexicari families 

Family number Subject	Sex	Alzheimer disease	AIa431Glu mutation	APOE genotype	Current age or age at onsct 

Proband M + + 3/3	 4s 
Sibling F - - 4/3	 33 
Offsprrng M - - 313	 3 
Offspring F - - 3/3	 32 
Niece F - - 313 
Mece F - - 313 
Niece F - - 3/3	 32 
Niece F - 4/3	 4 
Nephew M - - 4/3	 4-,' 
Nephew M - - 413 
Nephew M - - 4/3	 4 
Nephew M - + 4/3	 41 

3	 Proband F + 313	 37 
Sibling F + -- 313	 4( 
Nephew M - - 313	 13 
Niece F - - 3/3 
Niece F - + 3/3	 13 
Niece F - + 3/3	 32 
Niece F - ± 3/3	 38 

6	 Proband F + + 3/2	 41 
Sibling M + ± 3/3	 43 
Sibling M + + 3/3	 43 
Sibling F - - 3/3	 53 

Offspring F - + 312	 29 
Offspring F - + 3/2	 24 
Offspnng F - 4- 3/3	 21 
Offspring F - + 3/3	 37 
Offspring F - + 3/2	 32 
Offspring F - + 3/2	 39 
Offspring M - + 3/3	 33 
Offspring F - - 3/3	 37 
Nephew M - + 4/3 
Nephew M - - 313	 22 
Niece F - + 4/2 
Proband M -f + 3/3	 4') 
Sibling F -1- + 3/3	 47 
Sibling M + + 3/3	 44 
Sibling F - - 4/3	 39 
Offspring F - - 313	 33 

2	 Proband M + + 313	 46 
Sibling F - - 3/3	 46 
Sibling F -4- + 313	 42 
Sibling F + + 3/3	 36 
Sibling F + + 313	 48 
Offspring M - + 413	 19 
OtTspring M - + 313	 20 
OtTspring F - -4- 4/3	 23 
Nephew M - - 313	 23 
Nephew M - - 313	 21 
Niece F - 

-
- 

-
313	 21
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Table 2 (continued) 

Family number	Subject	Sex	Alzheimer disease	ALa43 IGlu mutation	APOE genotype	Current age or age at onset' 

13	 Proband F -f + 313 34 

Sibling F + + 313 43 

Sib[ing F -4- + 412 38 

Sibling F - - 412 45 

Sibting M - - 313 54 

Sibling F - - 4/3 49 
Sibling F - + 3/3 33 
Sibling F + + 3/3 37 
Nephew M - - 413 24 

Nephew M - -1- 4/3 25 

Niece F -. - 413 22 

Niece F - - 413 26 
LX	 Proband E + -4- 4/3 40 

Sibling F + -f 413 48 

Offspnng M - - 413 32 
21	 Proband M + + 3/2 39 

Sibling F + + 413 40 
22	 Proband F + -- 3/3 42

E Female, Al mate 
A ge at onsct if demenicd (ycars) 

I3ecause afl fine probands bearing Ihe A1a43 iGlu 
mutation carne from the state of Jalisco located in Westem 
Mexico, with a population of 6,322,000 habitanis (Fig. 1) 
[15], we fiirther investigated the possibility of a common 
ancestor causing a founder effect. We studied two highly 
polymorphic microsatellites (CA and GT markers) flanking 
the PSENI gene in the fine AD famihies wth the 
AIa431Glu mutation and 100 control individuals (50 
from Mexico City and 50 from Jalisco, Mexico). All 41 
mutation bearers shared the same 4-5 haplotype (allele 
4=273 bp for the CA marker, and ahlele 5=205 bp for the 
(;T marker), which was in contrast absent from ah 100 

State of Jalisco: 
Area: 50,137 km2 

Populabon: 63 million 

Hg. 1 Map of Mcxico, with Ihe State of Jalisco highlighxed. The 
stars denote the location of the counties/cities from which eight of 
ihe Ala431Glu mutation familics are from. The remainder family is 
from the State of Jalisco however, the city of origin is unknown

unrelated Mexican controis. Moreover, only four (8%) and 
2 (4%) controls from Jalisco showed ahleles 4 and 5, 

respectively, while thesc alleles were not found in any of 
the controis from Mexico City. 

Discussion 

We describe PSENI gene mutation (AIa431Glu) in 13 
patients from fine apparently unrelated AD famihies from 
Mexico. These nine families were from Jalisco. Alt 
mutation carriers showed the same haplotype for two 
microsatellite markers in the PSENI locus. In addition, this 
haplotype was not found in 100 Mexican unrelated 
controls, including 50 individuals from Jalisco. This 
strongly suggests that ah individuals carrying the A1a431-
Glu mutation had a common ancestor. The A1a43 IGlu 
PSENI niutation may have occurred by chance on an 
extremely rare haplotype or the mutated allele may have 
originated from an immigrated population not sharing this 
haplotype with the local population. 

This mutation had been described in nine patients of 
undefined ethnic origin with clinical diagnosis of AD 
[16, 17]. It is important lo point out thai one of our fine 
families had participated in a previous study where the 
condition was hinked lo chromosome 14q24.3 [18] in 
whom the A1a43 1 Glu mutation was subsequently identi-
fied (Schehlenberg 1998, personal communication). The 
substituted alanine (A1a431) is highly conserved among 
different species and according to the PolyPhen program 
(http://www.tux.embl-heidelberg.de/ramensky/index.shtrnl),  
which predicts the functional consequence of amino acid 
substitutions, a ghutaniic acid residue al position 431 would 



1 (1C) 

he possibly damaging to the function of PSEN 1. Neuro-
psychological studies have been recently described in AD 
Mexican families with this mutation [19]. 

To our knowledge, a founder mutation in Alzheimer's 
disease was suggested for the first time in 1988 in a group 
of American Alzheimer families who were descendants of 
the Volga Germans [201. Ibis was confirmed when a 
PSEN2 mutation was found in this group [4]. However, 
recurrent mutations in AD are not always the consequence 
of a founder etTect, and may be due to mutational hotspots. 
Such is the case of APP mutations affecting codon 717 
causing AD [21]. Nevertheless, the majority of recurrent 
mutations in the PSENI gene seem to be due to single 
founders. A founder effect for PSEN 1 has been described 
for three other mutations located in exons 4 and 7, and 
intron 4 [10, 11, 22, 231. One of these founder mutations 
(Gly206Ala in exon 7) causing early-onset Alzheimer's 
disease was identified in apparently unrelated Caribbean 
Hispanic families. However, the ethnic background of this 
Hispanic group is very different to that of our Mexican 
mestizo families. In terms of genetic composition, the 
Mex ican mestizo population is [be result of admixture with 
predominantly Spanish—European (50-60%) and Amer-
indian (37-49%) contnbutions, with a minor African (1-
3%) contribution [24]. It is interesting lo note that the 
A1a43 1 Glu mutation has not been reported in patients from 
Spain, so it can be speculated that it may have originated in 
more recent generations of Mexican—Mestizos, or perhaps 
in earlier Amerind jan groups. Further studies are necessaiy 
to verify this hypothesis. 

The high prevalence of the Ala43IGlu mutation in AD 
families from Jalisco has implications for the diagnostic 
approach. For alI early-onset AD cases from this region, the 
initial molecular approach should be lo directly screen for 
A1a43 1 Glu, and PSEN 1 and other early-onset AD genes 
should be sequenced only if the mutation is absent. Positive 
Ala431GIu identification would allow accurate genetic 
counseling and presymptomatic genetic testing for at risk 
individuals could be offered. For this purpose, a careful 
protocol for counseling and support must be developed, 
following the guidelines for genetic presymptomatic 
testing in Huntington's disease [25]. 

In conclusion, the Ala431Glu mutation is prevalent 
ainong fainilies with early-onset familial Alzheimer's 
disease from Jalisco, Mexico, and is a founder mutation 
dcscending from a single common ancestor. This finding 
will allow a prompt diagnosis and genetic counscling of 
Mexican patients with familia] AD from Jalisco. 
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