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“Se puede pensar que la mente es el reflejo del estado y presencia del alma en una persona. En mi
busqueda de teorias, al parecer, el fin de la vida no es la Unica via para que la mente se apague y el
alma pueda volar libremente. Algunos al parecer son “elegidos” para alcanzar ese fin de manera
gradual; Su mente se va apagando y su alma progresivamente va liberandose de las cadenas y
adquiriendo la capacidad de volar. Al final, solo queda ese “cascaron” biolégico hecho de atomos
formados alguna vez en el corazon de una estrella agonizante. Dichos atomos quiza, pasaran a
conformar otro organismo, con nuevas cadenas que encarcelaran otra alma durante el transcurso de
un nuevo ciclo biolégico”.
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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la demencia mas comun, caracterizada por la
disminucion gradual y progresiva de la memoria y la cognicion, una raiz de distintos
mecanismos, siendo la formacién de proteina B-amiloide (AB) el proceso mas
conocido. En Colombia no existen datos epidemiolégicos actualizados, por lo que
resulta imposible acceder a un dato preciso de esta enfermedad. Tras 25 afios no se
ha obtenido un tratamiento eficaz y dilucidar los mecanismos de la enfermedad, ha
sido una tarea dificil dada la complejidad del cerebro humano, por esta razon, el
modelado de la EA en animales con estructuras nerviosas conocidas ofrece grandes
avances. Caenorhabditis elegans (C. elegans) es un nematodo de vida libre
ampliamente utilizado como modelo neurobioldégico, dado que su genoma contiene
un 60% de similitud con el genoma humano. CRISPR/Cas9 ha sido la herramienta
de edicion genética mas revolucionaria desde su descubrimiento en Arqueas. El
sistema CRISPR tipo Il (Cas9) es por mucho, la tecnologia mejor desarrollada para
editar cualquier gen, esto lo convierte en una alternativa con potencial terapéutico
en EA. Conociendo las hipotesis de la cascada amiloide, Presenilinas y enfoque de
matriz APP como principales hipotesis de EA, es posible determinar el papel en la
progresion de EA que tiene genes como APP, PSEN, ApoE, SORL1, ABCA7 entre
otros. Esto permite modelar AR, APP y Tau en cepas de C. elegans, para identificar
estrategias terapéuticas de CRISPR/Cas9; Ya sea en el aclaramiento de AB o

corrigiendo mutaciones ya conocidas implicadas en EA.

Palabras claves: CRISPR/Cas9, Caenorhabditis elegans, Alzheimer, AB, Tau



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is the most common dementia, characterized by the
gradual and progressive decrease in memory and cognition, a root of the loss of
neurons due to the action of different mechanisms, the formation of (-amyloid
protein (AB) being the mechanism better known. In Colombia there are no updated
epidemiological data, making it impossible to access accurate data on this disease.
After 25 years, an effective treatment has not been obtained and elucidating the
mechanisms of the disease, it has been a difficult task, due to the complexity of the
human brain, for this reason, the modeling of AD in animals with known nerve
structures offers great advances. Caenorhabditis elegans (C. elegans) is a
nematode widely used as a neurobiological model, since its genome contains 60%
similarity to the human genome. CRISPR / Cas9 has been the most revolutionary
genetic editing tool since its discovery in Arqueas. The CRISPR type Il system
(Cas9) is by far the best developed technology to edit any gene, this makes it an
alternative with therapeutic potential in AD. Knowing the hypotheses of the amyloid
cascade, Presenilins and APP matrix approach as the main hypotheses of EA, it is
possible to determine the role in the progression of EA that has genes such as APP,
PSEN, ApoE, SORL1, ABCA7 among others. This allows to model AR, APP and Tau
in strains of C. elegans, to identify therapeutic strategies of CRISPR / Cas9; Either in
AP clearance or by correcting known mutations involved in EA.

Key Word: CRISPR/Cas9, Caenorhabditis elegans, Alzheimer, AB, Tau
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1. INTRODUCCION

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma de demencia mas comdn presente a
nivel mundial, caracterizada por ser una patologia de tipo neurodegenerativa que
afecta diferentes areas de la memoria y la conciencia, a razon de la pérdida
progresiva e irreversible de neuronas colinérgicas principalmente. La causa de esta
enfermedad predomina en base a la hipétesis de la cascada amiloide, la cual
plantea que diversas mutaciones en genes provocan la formacién y posterior
acumulacion de proteina AB en Placas seniles (“Senile Plaques” SP), junto con la
formacion de Ovillos neurofibrilares (“Neurofibrillary tangles” NFTs) en placas
neuriticas. Estos factores desencadenan diferentes mecanismos celulares y
moleculares que al final conllevan a la lisis o apoptosis de neuronas colinérgicas

principalmente (20).

Con base a la edad de aparicion, la EA fue clasificada en dos tipos: EA de inicio
temprano y en EA de inicio tardio. La EA de inicio temprano a pesar de representar
la menor cantidad de casos (cerca del 2%), es la mas estudiada y se conoce con
gran detalle sus causas y heredabilidad genética que sigue patrones mendelianos.
La EA de inicio tardio es la de mayor incidencia, siendo la forma presente en cerca
del 98 — 99% de los casos a nivel mundial. Diversos estudios han demostrado la
importancia de diferentes genes en su aparicion, por lo cual es la forma de
Alzheimer mas estudiada por multiples empresas y laboratorios alrededor del mundo
(22).

Después de 25 afios de desarrollo farmacologico buscando frenar o revertir la
enfermedad, no se ha obtenido un tratamiento efectivo, lo cual abre el debate de un
nuevo enfoque terapéutico. Peor aun, esta enfermedad se ha convertido en un serio
desafio para todos los sistemas de salud del mundo debido a su desproporcionada
tasa de incidencia, siendo Colombia un pais donde se presenta un elevado
crecimiento de casos a medida que la esperanza de vida de la poblacibn aumenta
(29)

Desafortunadamente, en Colombia son pocos los estudios que reportan la
frecuencia o carga econdémica generada por la EA. Sin embargo, un estudio de la

universidad ICESI informo una estimacion de la enfermedad: Para el afio 2005,



216380 colombianos mayores de 60 afos tenian algun tipo de demencia, siendo el
70% de los casos, demencia por EA. Para el 2020 se estima en Colombia un total
de 342956 personas con demencia, siendo un total de 258498, casos de EA. En
este punto, la terapia génica mediante técnicas de edicion genética como el sistema
CRISPR/Cas9, ofrecen un nueva camino y esperanza en la busqueda de un

tratamiento (27).

Debido a la complejidad del sistema nervioso central (SNC) mamifero, la
fisiopatologia y los pocos marcadores de progreso, el abordaje sistémico de esta
enfermedad resulta bastante complejo. Estas razones han llevado a la basqueda y
uso de diferentes modelos animales que permitan el estudio detallado de la
enfermedad. Aun en mamiferos pequefios como ratones, la complejidad y la falta de
conocimientos respecto a la estructura y funcidén cerebral limita en gran parte la
investigacion. C. elegans, es un nematodo cuyo genoma y estructura neuronal se
conocen por completo, su tamafio reducido, ciclo de vida corto y genes ortélogos
con los humanos brindan a este nematodo, las caracteristicas de un modelo de
estudio neurobiolégico ideal. Gracias a la investigacion en C. elegans se ha podido
definir algunas posibles estrategias que frenen o eviten la aparicion de la
enfermedad, basadas en la edicibn genética (60). En la presente revision se
exponen algunas de las oportunidades o posibles opciones terapéuticas que nos
brinda la edicién genética mediante el uso de tecnologia CRISPR/Cas9 aplicado en
el modelo de estudio neurobioldgico C. elegans, utiles para el tratamiento de la EA

humana.

Para lograr este objetivo se realizé una revision de articulos publicados en los
ultimos afios en y reportados en diferentes bases de datos, se seleccionaron los que
mencionaba el uso de tecnologia CRISPR/Cas9 en la EA, asi como su uso o
aplicacién en el modelo de C. elegans, donde se determinen las oportunidades
terapéuticas que nos brinda esta herramienta y que permiten revertir, frenar o evitar
el desarrollo y progreso de la EA. A partir de aqui, se describen los origenes y
estructura del sistema CRSPR, las hipotesis de la EA mas estudiadas, las
mutaciones genéticas y genes implicados, que representan un punto clave o una
diana terapéutica con potencial aplicable. De igual forma, se Identifican aquellos

modelos transgeénicos de C. elegans que permiten evidenciar in vivo la expresion



proteinas de importancia para EA, con ello, se establece la utilidad de la tecnologia
CRISPR en perspectivas relacionadas al desarrollo de terapias o tratamientos Utiles
en EA.

2. ANTECEDENTES

Byerly L. et al (1976) Realiza la primera descripcion detallada del ciclo de vida del
nematodo C. elegans. Aqui se exponen los estudios del como el nematodo pasa por
todos sus estadios en base a diversas condiciones ambientales, entre las cuales, la
temperatura y la disponibilidad de recursos son los mas importantes al generar
cambios en los estadios del nematodo. También se detalla el ciclo y tiempos de

reproduccion del nematodo a diferentes temperaturas ambientales.

Kenyon C. et al (1988) Realiza una publicacion donde detalla el proceso de
diferenciacion celular durante las etapas lavarias de C. elegans. Kenyon dilucida
con mayor detalle aquellos mecanismos de diferenciacién celular, algunos genes
importantes en el desarrollo y enfoques celulares individuales a fin de estudiar la
anatomia detallada del nematodo. Gracias a esta publicacion, se tiene un perfil mas
detallado de la anatomia de C. elegans.

Schafer WR. et al (2005) Publica un estudio donde expone la relacion de genes y el
comportamiento del nematodo, a fin de comprender el papel de cada una de las
neuronas de C. elegans en todos los diferentes procesos de comportamiento y
aprendizaje, datos que permiten desarrollar modelos predictivos para comenzar a
modelar patologias humanas en modelos mamiferos mas complejos y poco

conocidos a la fecha.

Coghlan A. (2005) realiza una revision detallada y bastante completa de todos
aquellos conocimientos recopilados por diferentes autores e investigaciones, dando
a conocer detalles poco conocidos de la anatomia, estructura y diferenciacion
celular, genética y modelado de enfermedades en el nematodo a partir de procesos
de transgénesis, los cuales comenzaban a ganar fuerza en el campo de la

investigacion.



Praitis V. et al (2006) presenta en su investigacion, una novedosa técnica para
generar modelos transgénicos de C. elegans mediante el bombardeo de génadas
usando microparticulas con genes de interés. Aungue en ese momento no era una
metodologia muy extendida, Praitis demostr6 que esa técnica ofrecia resultados
mas eficientes, que los métodos tradicionales de transgénesis en C. elegans.

Gregorio. P et al (2006) brinda la entrada a un tema algo controversial y cuya
definicién se ha ido modelando a lo largo del tiempo en base a los descubrimientos
cientificos. La demencia en la actualidad abarca un nimero de enfermedades
originadas por diferentes causas pero que conllevan casi siempre al desarrollo de
una sintomatologia comun en quienes desarrollan este sindrome. En este aspecto
es importante no solo diferenciar las principales demencias, si no también es
importante realizar un correcto diagnéstico diferencial con el fin de brindar soporte o
un tratamiento que ayude a mejorar la calidad de vida de quienes padecen

demencia.

Lee. M et al en (2009) hace una revision detallada de los factores de riesgo mas
comunes en los casos de demencias, que a diferencia de afios atras se consideraba
como unico factor de importancia la edad. Hoy en dia se sabe que la edad, aunque
es un factor de riesgo importante, no es el Unico y que junto a otros determinan el
inicio y progreso a lo largo del tiempo de las demencias. En este contexto ya se
aclara que la demencia es el concepto macro que abarca un sin namero de

enfermedades neurodegenerativas.

Gazes Y, et al (2012) comienza mencionando la historia de la enfermedad,
descubierta hacia el afio de 1906 por un médico aleman gracias al estudio de una
paciente de edad con problemas de memoria, desorientacion espaciotemporal y
pérdida gradual de funciones mentales junto con anomalias a nivel cerebral, el cual
seria el primer indicio de la proteina AB; Dicha enfermedad seria nombrada en honor

a su descubridor.

Castellani RJ, et al (2014) publica una revision que proporciona una ventana a la
patologia y patogenia conocida de la EA en los cerebros humanos respecto a
caracteristicas neuropatolégicas determinadas por la presencia de proteina AR en

SP y Tau en NFTs provenientes de proteinas estructurales celulares con cambios



guimicos y moleculares, ademas de  mencionar un aspecto importante en la
degeneracion neuronal producto del de cambios importantes en la produccion y

metabolismo de neurotransmisores.

Merino EN, et al (2015) realiza una destacable publicacién en espafiol en la cual
hace énfasis en la hipotesis de la cascada ABcon el fin de buscar o desarrollar
biomarcadores capaces de adelantar el diagndstico de la enfermedad a fases méas
precoces con el fin de brindar tratamiento u ofrecer una mejor esperanza a los
pacientes. Bajo este concepto el autor plantea una revision conceptual de la EA ya
gue no se debe considerar como un tipo de demencia sino una entidad clinica y
biolégica independiente que comienza en una fase asintomatica y termina como

demencia grave en un tiempo estimado de unos 20-30 afios.

Tekeuchi Y. et al (2015) publica uno de los pocos estudios epidemiolégicos que se
tienen en Colombia respecto a la EA. Tekeuchi menciona datos en numero de
pacientes en el afio 2005 y predice un aumento bastante considerable de casos de

demencias para el 2020, siendo la EA, la de mayor peso en el sistema de salud.

Selkoe DJ, et al (2016) escribe y publica una revisién respecto a la hipétesis
amiloide tras 25 afios de investigacion cientifica y ensayo de farmacos disefiados
para tratar de frenar o evitar la formacion de placas de proteina AR ya sea
enfocando su eje de accion en las proteasas encargadas de escindir la proteina
precursora amiloide o en la proteccién de las neuronas respecto a las respuestas

inflamatorias activadas producto de la acumulacion de A.

De Strooper B, et al (2016) Brinda una importante revisién correspondiente a una
mejor comprension de la EA desde el conocimiento de la biologia molecular, la
fisiopatologia y la bioguimica. Todo esto en base al estudio del cerebro como un
complejo contexto celular. en donde las neuronas, la microglia, la astroglia y
finalmente, los oligodendrocitos contribuyen a una fase celular compleja de la
enfermedad que evoluciona durante décadas, y como las reacciones benignas
iniciales finalmente se vuelven cronicas, lo que resulta en una falla irreversible del

cerebro.



Hooli, B. et al (2016) Publica uno de los estudios mas completos respecto a la base
genética de la EA, teniendo en cuenta los genes que ya se conocian, junto con los
nuevos genes de riesgo que se han descubierto a través de estudios de
secuenciacion de genoma completo GWAS, realizados por diferentes instituciones a
nivel mundial. También deja en tela de juicio, como el factor genético es lo que debe
representar los nuevos enfoques investigativos.

Por dltimo: Kanchiswamy, CN. et al (2016) expone las técnicas de la nueva
generacion en el campo de la edicidbn genética, y como la edicion genética
representa una verdadera revoluciéon no solo en el tratamiento de enfermedades
incurables, sino también en la investigacion con microorganismos Yy otros
organismos vivientes, para obtener recursos o mejorar los procesos a nivel
ecoldgico e incluso industrial. Las técnicas de ediciébn genética conocidas hasta la
fecha, son desglosadas, dando entrada al campo de CRISPR/Cas9, objetivo de este

trabajo.

3. MARCO TEORICO

3.1Caenorhabditis elegans

De todos los modelos de estudio animal con especial enfoque hacia el campo de las
neurociencias y otras enfermedades de tipo genético, C. elegans representa uno de
los mejores modelos debido a las mdltiples ventajas que ofrece respecto a su facil
cultivo, ciclo de vida corto y reproduccion hermafrodita (1). La investigacion con C.
elegans recae mayoritariamente a los estudios realizados por Sydney Brenner en
1974. El doctor Brenner y otros investigadores aislaron una gran cantidad de cepas
mutantes de C. elegans las cuales muestran diversas modificaciones morfoldgicas

en comparacién con el nematodo de tipo salvaje (1).

C. elegans fue inicialmente seleccionado como modelo de estudio gracias a la
busqueda de un organismo multicelular que permitiera su analisis con facilidad y
resoluciéon amplia, caracteristicas que hasta un tiempo fueron exclusivas de los
microorganismos. Todo este proceso llevo a obtener un mapa genético detallado,

asi como el desarrollo de métodos para su analisis genético, descripcion completa



de sus células durante el desarrollo embrionario y un detallado conocimiento de su

anatomia (1,2).

Existen varias razones por las cuales C. elegans es sin duda un excelente modelo
de estudios genéticos. Primero: toma alrededor de 3 dias poder realizar un cruce
genético en C. elegans. Segundo: Su producciébn es mayoritariamente por
autofecundacion, lo que permite obtener cepas con mutaciones homocigotas.
Tercero: Este modelo puede ser congelado, permitiendo mantener cepas mutadas
de manera indefinida. Cuarto: El cuerpo del nematodo es transparente a durante
todas las etapas de su desarrollo, Io que permite visualizar en microscopia Optica
muchos de los eventos y cambios que ocurren en tiempo real. Por ultimo: C.
elegans involucra mecanismos bioquimicos y moleculares conservados en todo el

reino animal (1,2).

Desde el punto de vista ecoldgico, los nematodos son los organismos mas
abundantes del reino animal. Se estima que los nematodos podrian oscilar entre
40000 y 10000000 especies. Son los organismos del reino animal mejor adaptados,
variando desde zonas articas, habitats marinos hasta parasitando tejidos de
animales y plantas (3). C. elegans pertenece a la familia Rhabditidae, siendo un
nematodo de vida libre no parasitario que vive en ambientes calidos y generalmente
ricos en materia organica y fuentes de agua. Su alimentacién esta basada en el

consumo de bacterias (3,4).

3.1.1 Ciclo de viday desarrollo

Al ser un organismo de vida libre, C. elegans existe como parte de la microfauna del
suelo, alimentandose de las bacterias que prosperan producto de la descomposicion
de materia organica. En el laboratorio, su dieta basada en cultivos de Escherichia
coli le permiten desarrollarse y pasar cada una de sus etapas en apenas 3 dias a

una temperatura de 25°C (4,5).

Existen dos sexos en C. elegans; El hermafrodita autofertilizante con dos
cromosomas X (XX) y el macho con un solo cromosoma X (X0). Los hermafroditas
son basicamente hembras modificadas que, a lo largo de la evolucion, lograron

adaptarse para generar un crecimiento rapido de la poblacion. Generalmente la



mayor cantidad de individuos son hermafroditas, ya que los machos surgen a partir
de una delecion de un cromosoma X, caso que se da en 1 de cada 500 individuos

nuevos (5).

El ciclo de vida de C. elegans es simple. Comienza en los hermafroditas adultos
autofértiles, los cuales contienen espermatozoides ameboides y ovocitos. Los
ovocitos fecundados se desarrollan algunas horas en el Utero. Cada hermafrodita
coloca aproximadamente 330 huevos los cuales eclosionan 9 horas después
completar su desarrollo embrionario a 25°C larvas de primera etapa o larvas L1.
Las larvas L1 son larvas de 0,15 mm de largo conformadas por 558 células
somaticas (554 machos). En esta etapa las larvas tienen la mayoria de érganos y
sistemas presentes en adultos, excepto por los 6rganos reproductivos. Tras

alimentarse, la larva comienza a crecer y desarrollar sus 6rganos sexuales.
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Figura 1. Estructura anatomica del hermafrodita y el macho adultos de C. elegans. Los hermafroditas
miden entre 1y 1.5 m, teniendo sus estructuras reproductivas completamente desarrolladas. Los
machos son mas pequefos. Recuperado de C. elegans. Encyclopedia of Genetics. 2001

El paso de larva L1 a L2, L3, L4 y adulto se realiza en un tiempo de 10 horas
aproximadamente entre cada etapa, finalizando en un organismo adulto, con una
vida de entre 14 y 21 dias aproximadamente. Existe una etapa alterna en el ciclo de
vida denominada larva Dauer (del aleman dauer = duraderas) (Figura 2). Las larvas
dauer son larvas alternas a las larvas L3 y L2 que se desarrollan a causa de
condiciones medioambientales adversas como hacinamiento o privacién de
nutrientes (5,6). Son una adaptacion evolutiva de resistencia ya que, en esta etapa,
las larvas pueden permanecer viables incluso varios meses hasta que las

condiciones mejoren, madurando directamente a la etapa L4 (5).



Las larvas adultas miden un maximo de 1.5 mm (hermafroditas) con un total de 959
células somaticas distribuidas en tejidos y sistemas bien diferenciados, son
sexualmente funcionales, siendo los hermafroditas los Unicos capaces de
autofecundarse y por ende la mayor cantidad de individuos de la poblacién. Su

genoma ha sido secuenciado, teniendo un tamafio de 97 megabases (5-8).
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Figura 2. Ciclo de vida de C. elegans. Su desarrollo desde su etapa de huevo hasta el gusano adulto
transcurre en apenas 3 semanas. Recuperado y modificado de: C. elegans. Encyclopedia of
Genetics. 2001

3.1.2 Utilidad de C. elegans en investigacién

El abordaje de enfermedades requiere imitar los cambios o alteraciones genéticas
bases de cada enfermedad o reproducir los patrones moleculares y proteicos
conocidos durante el transcurso y desarrollo de una patologia. Una de las ventajas
maés importantes que ofrece C. elegans como modelo animal de investigacion, es
permitir la reproduccién de estos fenotipos ya sea mediante la mutacién de genes
conservados a través de la evolucion en el nematodo o mediante la insercion y
expresion de DNA exégeno mediante transgénesis a fin de expresar proteinas

humanas o animales que no se encuentran en el nematodo (9,10).

La induccion de mutaciones en C. elegans es una de las primeras formas de
obtener cambios a nivel genético para estudiar algunas patologias. Aunque hay
varios métodos, el mas comun y generalizado es la induccién de mutaciones por
meétodos quimicos que producen rupturas en las hebras de DNA y aprovechando los
mecanismos de reparacion celular, obtener mutaciones, generalmente a partir de la

aparicion de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP). Sin embargo, muchas



veces no se conoce el fenotipo producto de la expresion génica e incluso algunas
mutaciones parecen no tener un impacto fenotipico significativo en las cepas
estudiadas. La insercion de DNA exogeno en C. elegans se realiza mediante
procesos de transgeénesis (10,11). La transgénesis en C. elegans se popularizo
mediante el método de inyeccion de linea germinal, en el cual se micro inyecta el

DNA exdgeno directamente en los hermafroditas adultos (Figura 3).
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Figura 3. Esquema de transgénesis por inyeccién de linea germinal en C. elegans. En la imagen se

observan los érganos principales y el sitio de microinyeccion del DNA exdégeno donde son visibles los

nacleos de las células germinales. Recuperado de: Generation of C. elegans Transgenic Animals by
DNA Microinjection. Bio-protocol. 2017

El DNA micro inyectado se incorpora al genoma de los ovocitos en desarrollo y una
vez obtenida la progenie F1, esta se estudia para determinar la expresion de los
genes inducidos. A pesar de esto, el genoma incorporado muchas veces no se
transmite a las progenies con un 100% de fidelidad, por lo que se puede dificultar la
interpretacion de los patrones de expresion génico. (10-12). A raiz de esto se han
ido perfeccionando este método mediante diversas modificaciones que aumentan el
porcentaje de transmision de la matriz génica inducida. No obstante, métodos
mucho méas avanzados y eficientes han ido apareciendo a lo largo del tiempo. Uno
de los mas estudiados es el método de transgénesis mediante el bombardeo de

microparticulas gracias a su facilidad técnica y eficacia en comparacion con los

métodos tradicionales. (12-14)



3.2 Demencias y Enfermedad de Alzheimer
La palabra demencia proviene del latin “demens” o “dementiae” (mens= mente - ia=
cualidad) lo cual se traduce como “cualidad de salirse de su mente”. Es un término
gue ha sido implementado desde la antigiedad y se ha ido moldeando a lo largo del
tiempo. Cuando se hablé por primera vez del término “demencia senil”’, este
buscaba abarcar todas aquellas personas que desarrollaban alteraciones cognitivas
y conductuales en edades avanzadas lo cual fue considerado como una
consecuencia directa e incluso normal del proceso de envejecimiento del SNC (15).
Sin embargo, existen casos en los cuales dicha sintomatologia aparece en edades
tempranas y no se podia explicar la razén dentro del concepto de demencia, eso
llevd a los investigadores a reformular las bases del concepto de demencia y a
investigar mejor su causa. Para comienzo del siglo XXI la demencia ya representaba
un serio problema de salud a nivel mundial, cuyo efecto recaia con mas peso sobre
los paises desarrollados debido a un aumento explosivo en la cantidad de casos

cada afio (15).

Actualmente, la demencia se entiende como un sindrome cuyo sintoma central es la
pérdida de un nivel de conciencia normal y cuya base puede abarcar diferentes
patologias que pueden estar relacionadas entre si. Una caracteristica importante es
gue casi todas las enfermedades de tipo neurodegenerativo conllevan al desarrollo
demencia. Muchos de estos procesos neurodegenerativos tienen algo importante en
comuan, la polimerizacion aberrante de proteinas importantes para el normal
funcionamiento SNC (15,16).

3.2.1 Etiologia de las demencias

Las diferentes enfermedades que conllevan al desarrollo de demencia tienen
etiologias distintas entre cada una de ellas, sin embargo, hay ejes en comun y que
se sabe, son claves en la aparicion de demencia en personas de edad avanzada. La
causa indiscutiblemente radica en la polimerizacién u otra alteracion aberrante en
diferentes proteinas, cuya causa radica en cambios, polimorfismos o mutaciones
genéticas, pero sin excluir totalmente otras causas como lo son enfermedades
infecciosas de tipo viral o prionica, factores ambientales y otras enfermedades

subyacentes (15,16).



3.2.2 Clasificacion de las demencias

La clasificacion de demencias mas aceptada por la comunidad médica y cientifica
se basa en la publicacion CIE-10 (clasificacion internacional de enfermedades, 10.2
edicion) realizada por la organizacion mundial de la salud y que se encuentra
vigente hasta el afio 2022. En esta clasificacion, las demencias son divididas en tres
clases dependiendo de su enfermedad de base, las zonas del cerebro

comprometidas y/o el origen del dafio celular (Tabla 1). (15-17).

Las demencias primarias corresponden al mayor nimero de enfermedades de base
en todos los casos de demencia, entre ellas la demencia cortical conocida como EA
es la mas representativa seguida de la demencia subcortical, enfermedad de
Parkinson. Estas demencias generalmente son provocadas por una serie de
factores entre los cuales destacan cambios o alteraciones de tipo genético, la
mayoria de veces hereditarios. Las demencias primarias por lo general suelen ser
bastante agresivas con el deterioro cognitivo, cognoscitivo y psicosocial de quien la
padece, llevando a la persona a un punto de dependencia total con consecuencias
fisiologicas que deterioran rapidamente el estado del cuerpo hasta llegar finalmente
a la muerte (16).

Las demencias vasculares, aunque son una causa menor de los casos de
demencia, suelen tener mejor pronéstico debido a que algunas de ellas incluso
pueden llegar a tratarse sin consecuencias importantes para el paciente. Su base
radica en la muerte neuronal derivada de procesos isquémicos o hemorragicos y su
prondstico depende del tiempo de atencion médica o tratamiento suministrado a fin
de frenar la necrosis celular.

Las demencias secundarias, aunque son menos comunes, normalmente son
producto de otras enfermedades de base ya existentes, infecciones adquiridas o
habitos que pueden detectarse a tiempo con el fin de mejorar la calidad de vida de

la persona y prevenir la aparicion temprana de la demencia (16-18).

DEMENCIAS PRIMARIAS DEMENCIAS VASCULARES DEMENCIAS SECUNDARIAS
Predominio Cortical - Demencia Multiinfarto - Metabdlica: encefalopatia
- Enfermedad de Alzheimer urémica, hepatica.
-  Demencia frontotemporal - Demencia por infarto
- Otras degeneraciones Unico - Carencial: tiamina, acido
focales corticales nicotinico, acido folico y

- Enfermedad de vitamina B12.



Predominio Subcortical

Degeneracién Corticobasal
Demencia con cuerpos de
Lewy

Paralisis supranuclear
progresiva.

Enfermedad de Parkinson
Enfermedad de Huntington

pequefios vasos

Demencia por
hipoperfusién

Demencia hemorragica

Otros Mecanismos
vasculares.

Endocrina: insuficiencia
hipofisaria, hipo e
hiperparatiroidismo,
hipotiroidismo,
insuficiencia suprarrenal y
sindrome de Cushing.

Infecciosas: bacterias,
micosis, virica y priones.

Mecanismo expansivo
cerebral: tumor cerebral e
hidrocefalia normotensiva.

Farmacos,

Toéxicos: alcohol, toxinas
organicas, metales
pesados.

Postraumatica.

Enfermedades del
colageno: sarcoidosis,
bechet, lupus eritematoso
sistémico y esclerodermia.

Enfermedades por
deposito: porfiria,
leucodistrofias,
enfermedad por depésito
de lipidos.

Tabla 1. Clasificacién de las demencias adoptada a partir de la CIE-10 OMS. Recuperado de
DEMENCIA. Sociedad Espafiola de Geriatria y Gerontologia. Madrid: International Marketing &

3.3 Enfermedad de Alzheimer

El nombre de EA hace honor a quien actualmente es reconocido por consenso
como su descubridor, el médico neuropatélogo aleman, Alois Alzheimer. Alzheimer
identifico la enfermedad por primera vez en el afio de 1906 tras el estudio post-
mortem del cerebro de una mujer de 51 afios llamada Auguste, quien habia
presentado sintomas de demencia en sus ultimos afios de vida. Tras el estudio de
muestras del tejido cerebral, Alzheimer describié por primera vez la presencia de
(SP) y (NFTs) (Figura 4) formadas por una sustancia que no se identificé hasta afios

Communication, S.A.; 2006

después gracias al desarrollo de la gendmica y la protedmica (19).



Figura 4. Ovillos neurofibrilares (NFTs) dibujados por Alois Alzheimer. Recuperado de Alzheimer's
Disease: Critical Notes on the History of a Medical Concept. Archives of Medical Research 2012

Afos tras la descripcion inicial del doctor Alzheimer, la EA no fue considerada como
una enfermedad grave ya que, para aquel tiempo, la demencia era considerada
como parte del envejecimiento normal. Solo hasta la década de los setenta, la EA
fue reconocida como una enfermedad especifica con bases patologicas en el
cerebro (19). En 1983, se aisld el nucleo de la proteina que conforma las SP y se
determind su composicién de aminoacidos. Poco después, George Glenner y Caine
Wong aislaron el principal componente proteico de la SP, primero del cerebro de
una persona con EA y luego del cerebro de una persona con sindrome de Down.
Asi, determinaron la secuencia de aminoacidos de los primeros 24 residuos. La
secuencia parcial que Glenner y Caine obtuvieron no coincidia con ninguna
proteina conocida, razon por la cual ellos llamaron esta “nueva proteina” como
proteina B (20).

Actualmente la EA es la demencia humana mas comun constituyendo un 60-80% de
todos los casos de demencia a nivel mundial, afectando a mas de 25 millones de
personas, incluyendo casi la mitad de las personas mayores de 85 afios. (20,21). La
EA es una enfermedad neurodegenerativa caracterizada por el deterioro de la
cognicion y la memoria con una pérdida gradual de la capacidad de realizar
actividades de la vida diaria (21). Los primeros sintomas de la enfermedad
generalmente son déficits sutiles en la memoria de tipo episodica, pero después de
transcurrido un tiempo, el deterioro progresivo termina afectando la memoria

declarativa y no declarativa.



La EA actualmente se ha clasificado de dos maneras en base a su edad de
aparicion. la EA de inicio temprano, la cual aparece a una edad anterior a los 65
afos y corresponde a sélo un 1-2% de todos los casos a nivel mundial, y la EA de
inicio tardio, la cual aparece después de los 65 afios y representa la forma mas
comun de la enfermedad. La falta de un tratamiento efectivo y los altos costos de
atencion médica han convertido a esta enfermedad en uno de los mayores desafios

para todos los sistemas de salud del mundo (21).

3.3.1 Fisiopatologia de la EA

A lo largo del tiempo no se ha desarrollado un método analitico clinicamente
extendido para diagnosticar EA a partir de marcadores serologicos o en LCR, a
pesar de que se conocen algunos posibles marcadores. Todos los diagndsticos se
basan mayoritariamente en pruebas neuropsicoldgicas, entrevistas y algunas
imagenes diagnosticas del cerebro donde se evidencia atrofia cortical y de otras

zonas cerebrales (21,22).

Figura 5. Tincion con carbonato de plata amoniacal de una zona de la corteza cerebral en un
paciente post-mortem con EA. A la izquierda (A) se observan placas amiloides (SP) a poco aumento.
A la derecha (B) se observan Ovillos neurofibrilares (NFTs) ocupando el citoplasma de numerosas
neuronas. Recuperado de. EA. Programa de Formacién Médica Continuada Acreditado 2015

El diagnéstico patolégico completo de EA requiere un andlisis Post-mortem del
tejido cerebral donde se puede observar dos eventos confirmatorios. El primero es
la presencia de NFTs, los cuales son enredos o marafias conformadas de filamentos
helicoidales de 20 nm junto con filamentos rectos de 15 nm hechos a partir de una
proteina anormalmente insoluble ubicada a nivel intracelular conocida como
proteina Tau en un alto estado de hiperfosforilacién (Figura 4B). El segundo es la

presencia de estructuras proteicas extracelulares en forma de placa denominadas



SP (Figura 4A). Estas placas estan formadas por agregados de una proteina
insoluble de 4 kDa conocida como proteina AB (AB) (21,22).

Los pacientes con EA presentan enormes cantidades de NFTs a lo largo de la
corteza entorrinal, el hipocampo y la amigdala, asi como la presencia de SP a lo
largo de varias zonas del cerebro y las cuales son mas abundantes en etapas mas
terminales de la EA. La EA de inicio temprano a pesar de representar la menor
cantidad de casos, es la forma de EA mas conocida en base a que se han
identificado diferentes mutaciones genéticas hereditarias de forma autosomica
dominante en distintas familias del mundo. Por el contrario, la EA de inicio tardio o

esporadico no tiene una base sélida de factores genéticos. (21- 23).

3.3.2 Fase bioquimica de la EA

e Proteina AB y las Placas seniles SP

Un paso crucial en la comprension de la EA fue la determinacion de la secuencia de
aminoacidos C-Terminal y N-Terminal de la proteina AB. Gracias a esto se logro
clonar el gen que codifica la proteina AB e identificar qué AB es solo un fragmento
de una proteina precursora mucho mas grande denominada proteina precursora
Amiloide (APP) (21-24). La aparicién de la EA es invariable en las personas con
trisomia del cromosoma 21 o Sindrome de Down, la razén de esto es que el gen
gue codifica para la APP se encuentra localizado en el cromosoma 21 y al tener una
copia adicional, las personas con Sindrome de Down inevitablemente desarrollan la
enfermedad, razén que valido los estudios de Glenner respecto al papel que juega

la sobreproduccion de APP en el desarrollo de EA. (21-24).

En los humanos, la traduccion del gen APP y el posterior empalme alternativo de los
fragmentos proteicos da lugar a la formacion de tres transcripciones principales, que
dan como resultado proteinas de 695, 751 o 770 aminoacidos. Las tres isoformas
son glicoproteinas transmembranales unipaso o tipo 1 que luego son sometidas a
un procesamiento proteolitico postraduccional mediante dos vias distintas, la via

amiloidogénica y la via no amiloidogénica (Figura 5) (21-24).
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Figura 6. Esquema de vias de procesamiento proteolitico de la proteina precursora amiloide APP.
Recuperado de: Alzheimer's Disease and the Amyloid B-Protein. Progress in Molecular Biology and
Translational Science 2012

e Via amiloidogénica (BACE)

La via amiloidogénica es la que conduce al desarrollo de la EA. La produccién de AR
es iniciado mediante una enzima aspartil proteasa conocida como B-secretasa
(BACE). Esta enzima escinde la APP en el dominio AB de la proteina generando dos
fragmentos diferentes. Un fragmento N-terminal conocido como APPsf y un
fragmento C-Terminal transmembranal denominado C99 (99 hace referencia a la
cantidad de residuos). C99 posteriormente sirve como sustrato para una enzima
aspartil-proteasa denominada y-secretasa con capacidad de escindir enlaces
peptidicos al interior de una membrana celular, algo que no se tenia del todo claro.
La y-secretasa realiza una segunda escisién en C99 la cual no es del todo precisa,
generando dos isoformas de AR con diferente cantidad de residuos ABR40 y AB42.
(21-24) La unica diferencia entre Ab42 y Ab40 son los dos residuos C-terminales
adicionales en Ab42, generando una mayor capacidad de formacion de placas
amiloides (22-24).

e Viano amiloidogénica
Al igual que a via amiloidogénica, la via no amiloidogénica comienza con la escision
de un fragmento N-Terminal de la APP, dicho corte a diferencia de la via
amiloidogénica, es realizado por una enzima perteneciente a la familia de las

desintegrinas y metaloproteinasas; La a-secretasa realiza un corte en APP



generando un fragmento N-Terminal de menor tamano (APPsa), y un C-Terminal
C83, que es 16 aminoacidos mas corto comparado con C99 de la via
amiloidogénica. Este fragmento C-Terminal sufre un segundo tratamiento
proteolitico transmembranal por la y-secretasa generando un fragmento P3 (3 en
base a su peso molecular) el cual no tiene la capacidad de formar agregados y
puede eliminarse ya sea por fagocitosis o0 por transporte activo a través de la
Barrera hematoencefélica BHE y su disposicion finalmente en circulacion sanguinea
(22-24).

e Tauylos NFTs

Al igual que las SP, la presencia de NFTs es una caracteristica conservada en todos
los cerebros de pacientes que sufren EA. Tau hiperfosforilada es el principal
componente molecular de los NFTs. Tau es una proteina altamente conservada en
animales, codificada en humanos por el gen MAPT se presenta en 6 isoformas
debido a su transcripcion y traduccion a partir de 16 exones. Los exones 2, 3y 10 se
empalman de forma alternativa dando lugar a cada isoforma conocida, donde
difieren entre ellas por la presencia de 3 o cuatro dominios repetitivos de unién a
microtUbulos en la parte C-terminal de la proteina. Las seis isoformas se presentan
en el cerebro humano adulto, siendo las isoformas 3R y 4R las mas dominantes y

en menor cantidad se encuentran expresadas las isoformas 1N, ON y 2N. (22-24).

Tau es expresada predominantemente en las neuronas, siendo los axones el sitio
de mayor presencia, sin embargo, el soma también contiene una cantidad de esta
proteina cumpliendo diferentes funciones. La ubicacién y el control axonal de la
proteina Tau esta dirigida por diferentes mecanismos, entre los cuales la traduccion
local de mRNA vy el transporte por kinesinas son los mas importantes. La expresion
de las diferentes isoformas coincide con la formaciéon de sinapsis y la plasticidad

neuronal durante el desarrollo del SNC a lo largo de la vida (23,24).

Tau es una proteina soluble compuesta de 4 dominios estructurales y funcionales a
lo largo de la secuencia de aminoacidos. ElI dominio de proyeccién N-terminal
sobresale de la superficie de los microtibulos y actia como espaciador, la region

rica en prolina involucrada en sefalizacion celular y de unirse a diferentes quinasas,



la region de union a microtubulos cuya funcion es flanquear y dar soporte a la
estructura de los microtubulos y por ultimo la region C-terminal, importante en la
regulacion de la polimerizacién de los microtubulos y en la unién a la membrana
plasmatica. Cuando Tau se une a los microtubulos, el dominio de proyeccion N-
terminal se ramifica lejos de la superficie de los microtibulos debido a un efecto de
repulsion electrostatica, actuando como un espaciador entre los microtibulos y

brindando soporte o conexion a otros elementos proteicos (Figura 6). (24,25)
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Figura 7. Esquema estructural y funcional de la proteina Tau. En la parte superior se muestra la
isoforma de Tau mas larga presente en el SNC humano dividida en sus cuatro dominios
correspondientes; Recuperado de: Tau and tauopathies. Brain Research Bulletin 2016.

e Formaciéon de NFTs

Tau es una proteina que sufre un proceso de fosforilacion postraduccional debido a
la presencia de 85 residuos aceptores de fosfato distribuidos en 45 serinas, 35
treoninas y 5 tirosinas distribuidos a lo largo de la estructura proteica. Esta
fosforilacion es un proceso altamente regulado que en determina la actividad
estabilizadora de los microtubulos, asi como también su interaccion con la
membrana y con otras moléculas de transporte axonal, sin embargo, muchas veces
de manera negativa. En el cerebro humano adulto normal, este proceso ocurre a

una cantidad de entre 2 y 4 moles de fosfato por molécula de Tau. La fosforilacion



de Tau es llevada a cabo por una serie de enzimas Protein quinasas, ya que Tau al
poseer una gran cantidad de serinas y treoninas, representa un sustrato altamente
eficiente para estas enzimas (25,26).

En muchos estudios se ha intentado determinar el proceso de fosforilacion anormal
de Tau, a lo cual se han identificado méas de 20 tipos de quinasas diferentes con
actividad mas o menos regulada dependiendo la isoforma de Tau presente; La
glucégeno sintasa quinasa 3p (GSK-3)), la quinasa dependiente de ciclina 5 (cdkb)
y la protein quinasa activada por mitdgeno p38MAPK son algunas de las quinasas
mas representativas en este proceso (25-28). La formacion de NFTs comienza con
la insolubilizacién de Tau a causa de la hiperfosforilacién. Estos cambios provocan
gue Tau se desprenda de los microtibulos, aumentando su cantidad y a su vez se
cree que este efecto provoca una mayor fosforilacion al ejercer cambios en la
funcion de las Protein Quinasas, asi como también se suman los efectos toxicos de
los agregados de AR, estrés oxidativo, el plegamiento incorrecto de Tau, entre otros.
Esta falta de soporte y estabilizacion en los microtibulos conlleva a la alteracion del
citoesqueleto, provocando deterioro en el transporte axonal y muerte celular (Figura
7) (28).

Figura 8. Estructura del microtlbulo su asociacion con Tau. La imagen B muestra la estabilizaciéon de
los microtubulos en condiciones normales por parte de Tau. La imagen C muestra el aumento de la
fosforilacion de Tau, lo que produce el desprendimiento y dislocacion de las moléculas de Tau
afectando la estabilidad del microtabulo. Recuperado de: Tau and tauopathies. Brain Research

e Apolipoproteina E (ApoE)
Solo la presencia de SP y Tau en la patologia de la EA no parecen ser suficientes

para explicar todos o la mayoria de los mecanismos bioquimicos conocidos.

Numerosos estudios indican que existen mecanismos independientes de AB que



conducen a la aparicion o al empeoramiento de la enfermedad. En la EA de inicio
tardio se conoce el factor de riesgo que representa la alteracibn en un gen
denominado ApoE (29)

La Apolipoproteina E (ApoE) es una lipoproteina codificada por el gen APOE,
compuesta de 299 aminoacidos cuya funcién es unirse a los lipidos y transportarlos
hasta los receptores celulares para ApoE. Es producida principalmente por
astrocitos a nivel del SNC debido a que esta lipoproteina es el principal transporte
de lipidos y colesterol hacia las neuronas. ApoE esta constituida por dos dominios
estructurales: Un dominio N-Terminal de 136 a 150 residuos aminoacidicos en
donde se localiza la region de unién al receptor y un dominio C-Terminal de 227 a
244 residuos aminoacidicos donde se localiza la regién de union a lipidos. El
colesterol es un componente critico en todas las células ya que hace parte de la
membrana celular, sin embargo, en el SNC el colesterol es componente esencial de
la mielina. algunas hormonas esteroideas, los astrocitos, entre otros (29,30).

A nivel del SNC el colesterol debe sintetizarse de Novo ya que la barrera
hematoencefélica impide la entrada de colesterol sanguineo al liquido
cefalorraquideo de manera libre. Cierta cantidad de colesterol es transportada
activamente a través de transcitosis por las células de la barrera hematoencefalica,
sin embargo, la mayoria del colesterol proviene de los astrocitos, los
oligodendrocitos y en menor proporcion, de las mismas neuronas. Para que el
colesterol libre pueda ser usado por las células del SNC, debe ser transportado
hasta los receptores transmembrana de lipoproteinas de baja densidad (LDLR)
entre ellos ApoE, LDLR, LRP1, VLDLR y ApoER2. Dicho transporte es mediado por
la ApoE vy sus isoformas. (29,30). La ApoE humana se presenta en tres isoformas,
distinguidas por dos sustituciones de aminoacidos (Arginina / Cisteina) en el dominio
N-Terminal, en las posiciones 112 y 158 a causa de dos SNPS (polimorfismos de un
solo nucleatido) localizados en el Gen APOE (rs429358 y rs7412). (Figura 8) (30).



region de region de

unién al unién a
receptor lipidos
—— -
B 136 150 167 ,06 244 272 299
ol @) HE
112 158

Diferencia de Aminodcido

idoble SMP)

112 158
(rs429358) (rs7412)

ApoE2 | Cys(TGC) Cys(TGC) -
ApoE3 | Cys(IGC) Arg (CGC)
[ ApoEd ] Arg (CGC)  Arg (CGC)

Figura 9. Estructura de ApoE humana y sus diferentes isoformas. Compuesta de 299 aminoacidos
distribuidos a lo largo de dos dominios N-terminal y C-terminal donde se ubican las regiones de unién
al receptor y a lipidos respectivamente. Las tres isoformas se distinguen por la sustituciéon de Arginina

por Cisteina a causa de dos SNPs correspondientes (rs429358 y rs7412). Recuperado de
Apolipoprotein E and Amyloid-B-Independent Mechanisms in Alzheimer’s Disease. Genes,
Environment and Alzheimer's Disease. 2016

e Papel de ApoE en EA

Se sabe que de los tres alelos (ApoE2, ApoE3 y ApoE4), ApoE 4 representa el alelo
de mayor asociacion de riesgo a desarrollar EA a raiz de su papel en la
hipercolesterolemia, mientras que ApoE2 juega un papel protector frente a la EA
(30,31). La hipercolesterolemia ligada a ApoE4 es quizas el desencadenante de
dafio celular mas significativo. La barrera hematoencefélica limita el paso de
sustancias, entre ellas el colesterol dado que la Unica manera de que ingresen
ciertos acidos grasos y esteroles es a través de transcitosis. Al aumentar los niveles
de colesterol en circulacion sanguinea, aumenta el transporte a través de la barrera
hematoencefélica y por ende aumentan las concentraciones de colesterol en LCR, a
su vez la produccién in situ de colesterol por los astrocitos es dependiente de la
concentracion de colesterol en LCR, por lo que se incrementa la actividad de los
atrocitos. Este aumento excesivo de colesterol endégeno en el SNC conlleva al
dafio de la estructura y al aumento de la permeabilidad de la barrera
hematoenceféalica, lo que permite el ingreso de sustancias neurotéxicas al LCR,
incrementando el dafo celular en la EA. Un marcador importante de dafio a la

barrera hematoencefalica es el nivel de albumina en LCR (30,31).



La ApoE4 intracelular es mas susceptible a la escision proteolitica comparada con
las otras isoformas, estos fragmentos escindidos causan disfuncion mitocondrial
llevando a la célula a un proceso de toxicidad. Los fragmentos de ApoE4 tienen la
capacidad de exacerbar la fosforilacion de Tau, sin embargo, ApoE4 extracelular
tiene efectos en Tau mediante la activacion de Quinasas reguladas por sefiales
extracelulares (31). La respuesta inflamatoria en el SNC es un factor clave en el
dafo neuronal presente en EA. ApoE4 tiene la capacidad de aumentar la respuesta
inmune innata mediante la interaccibn con TLR (Toll Like Receptor), lo que
desencadena la produccion de diferentes citoquinas proinflamatorias. Este
mecanismo, aunque poco estudiado, podria evidenciar una fuerte relacion entre la
EA y ApoE4 dependiente de inmunidad (31,32).

ApoE tiene un rol importante en los mecanismos de aclaramiento de los productos
de escision de APP y la acumulacion de AB en el SNC. El alelo ApoE4 al conducir el
aumento de colesterol en LCR, conlleva a un aumento intracelular de colesterol, el
cual es acumulado en microdominios de membrana ricos en colesterol y en
esfingomielina, formando balsas lipidicas de membrana. Estas balsas contienen una
mayor cantidad de B-secretasa y y-secretasa; Las balsas a su vez promueven la
uniéon de receptores APP, facilitando asi su tratamiento proteolitico y con ello
aumentando la produccién de péptido AB lo que conlleva a la formacion de SP
(31,32).

3.3.3 Fase celular de EA

El planteamiento de la fase celular durante la EA es un concepto clave en el intento
de dilucidar cada uno de los procesos que conllevan al desarrollo de la enfermedad.
Es bien conocido que por si solos, las SP formadas por Ap42 consecuencia de Tau
son procesos insuficientes en el desarrollo y cronicidad de la enfermedad, razén de
esto radica en la presencia de ABR40 o incluso AB42 en etapas tempranas de la vida
0 en etapas de avanzada edad sin que desarrollen alguna sintomatologia
demencial. Otra razén también es la formacién de NFTs en cerebros de edades muy
tempranas sin que se evidencie algun sintoma demencial o pérdida neuronal

considerable. Estos y otros aspectos muestran que existe un umbral durante la fase



bioquimica, en la cual la formacion de SP Y NFTs alcanzan cierto nivel en el cual se

da inicio a la fase celular de la EA de una manera cronica y agresiva. (33,34)

El inicio de la fase celular de la EA tiene un punto central el cual radica en la
disminucién y/o falla de los mecanismos de depuracion de AB y Tau. Durante la
etapa bioquimica diferentes proteasas tienen la capacidad de escindir AR y Tau, sin
embargo, es conocido que el mecanismo de depuracion mas importante radica en la
eliminacion vascular activa a través de la barrera hematoencefalica, proceso llevado
a cabo por diferentes interacciones entre receptores como LDL y proteinas
transportadoras como a-2 Macroglobulina o ApoE. La integridad de la barrera
hematoencefélica empieza a verse comprometida por la acumulacion excesiva de
AB y Tau, sin embargo, a esto se suman factores genéticos que desencadenan un
mal funcionamiento de los pericitos. Dichos factores genéticos se han
correlacionado con alteraciones en genes como ApoE o PICALM. Una vez
comprometida la funcion depuradora de la barrera hematoencefélica, la acumulacion
de proteinas aberrantes, junto con otros procesos adyacentes son los que marcan la

aparicion de los sintomas demenciales (33,34)

El factor vascular esta relacionado con la funcionalidad e integridad de la barrera
hematoencefélica. Se plantea que el dafio vascular inicial es lo que precipita los
sintomas y el dafio celular en la EA. La hipoperfusién y la hipoxia a nivel tisular
produce dafios irreversibles en la estructura de la barrera hematoencefalica. Se
conoce que ApoE es un factor de riesgo para las células endoteliales ya que genera
dafio a partir de mecanismos dependientes de NFkB. La hipoperfusién al mismo
tiempo conlleva a un deficiente aclaramiento de AR y Tau, limitando la eliminacion

de estos por via vascular (33-35).

e Neuronas, oligodendrocitos y gliosis reactiva

Se sabe que predominantemente la disfuncion de la funcion cerebral caracteristica
en la EA se debe a la disminucidn o pérdida de la plasticidad sinaptica. Las
numerosas alteraciones en la homeostasis y la conectividad neuronal han sido
estudiadas y se ha demostrado que estos cambios conllevan al desarrollo de una

actividad de hiperexcitabilidad neuronal, generando convulsiones epilépticas,



caracteristica comun en pacientes con EA. Estos cambios se saben que son
provocados mayoritariamente por los efectos neurotoxicos de AB y Tau junto con las
alteraciones de células en diferentes regiones con grados distintos de
susceptibilidad, tal como se ha comprobado en modelos murinos transgénicos para
EA. Los cambios en la excitabilidad neuronal dependen enormemente de las

alteraciones de los Oligodendrocitos (33,34).

Los oligodendrocitos son el tipo de célula mas abundante en el SNC ya que
constituyen alrededor del 75% de todas las células de la neuroglia. Su funcion mas
importante radica en su papel durante la produccion de mielina, sustancia aislante
de los axones de las neuronas y que permite la conductividad de impulsos
excitatorios de una neurona a otra, adicionalmente también juegan un papel
importante dando soporte metabdlico y amortiguacion bioquimica a los axones. El
envejecimiento produce un importante descenso en la cantidad de oligodendrocitos,
lo que conlleva a estudiar su rol en la EA, ya que se ha demostrado que en cerebros
con EA y en presencia de ApoE4, su cantidad disminuye de manera dramatica (33-
35).

Esta caracteristica fue identificada por el mismo Alois Alzheimer, describiéndola
como una proliferacion de astrocitos en zonas lesionadas del SNC, lo cual conlleva
a considerarla como una respuesta protectora ante el dafio, sin embargo, durante la
EA parece jugar un papel contrario a lo que se consideraba. La gliosis reactiva
durante la EA produce un aclaramiento defectuoso de AB y otros compuestos
debido a su regulacién negativa en la expresion de Acuaporina4. La gliosis reactiva
es una respuesta temprana al dafio, aparece incluso mucho antes que la formacién
de SP (33,35).

e Inflamacién por Microglia

Las células microgliales son las principales células fagociticas del SNC y por eso es
reconocido su papel en la fase celular de la EA. Su rol fagocitico es intimo con la
presencia de SP, asi como también de los procesos de inflamacién, junto a
monocitos y astrocitos. Las células microgliales tienen la capacidad de fagocitar

neuronas e inducir su apoptosis de manera directa, interactian en la formacion del



complejo de ataque a la membrana del sistema de complemento, la produccion de
citocinas proinflamatorias, estrés oxidativo, entre otros. La fagocitosis es quiza el
mecanismo de aclaramiento de AP mas importante, una alteracibn en este
mecanismo desencadena la mayoria de los cambios ya conocidos en la fase
bioquimica y celular de la enfermedad. El receptor activador expresado en células
mieloides 2 (TREM2) es quizd el componente del proceso de fagocitosis e

inflamacion mas conocido actualmente (33-36,39).

El receptor TREM2 es una proteina transmembrana tipo 1 expresada en
macréfagos, monocitos y células microgliales, que junto con TYROBP tiene la
funcion de activar los procesos fagociticos y de producir citoquinas proinflamatorias,
cruciales en la proteccion del SNC durante procesos infecciosos o
neurodegenerativos. Se conoce que mutaciones en TREM2 aumentan el riesgo en
la aparicién de EA y otras enfermedades neurodegenerativas (35,36-39). En la EA,
las alteraciones de TREMZ tienen efectos directos sobre el aclaramiento de AR vy la
escasa produccion de citocinas, a su vez la formacion de SP genera un aumento en

IL-10, citocina que inhibe la inflamacién, empeorando la patologia (39,40).

3.4Edicidn genética

Desde la secuenciaciéon del primer organismo, hasta la creacion de animales
transgénicos, la edicidon genética ha pasado por numerosos avances en cuanto al
descubrimiento y perfeccionamiento de técnicas utilizadas para editar el codigo de la
vida (39). La edicion genética es entonces, un proceso en el cual se modifica de una
manera precisa el DNA genomico utilizando proteinas denominadas nucleasas, las
cuales producen inserciones, deleciones o cambios en las secuencias de pares de
bases al interior de una célula perteneciente a cualquiera de los tres dominios de la
vida, sea eukarya, archaea o bacteria (41,42).

Una de las primeras técnicas de edicion genética utilizadas es la recombinacion
homologa, implementada para la generacion de ratones Knockout. Sin embargo,
este proceso requiere demasiados recursos Y tiene varias desventajas, por lo cual
no resulta viable y a razon de esto, se han desarrollado nuevas y mejores técnicas

de edicion genética, las cuales han permitido con el paso del tiempo, estudiar las



funciones de los genes, regular la expresion de proteinas, obtener modelados de
enfermedades de origen genético, transferir rasgos fenotipicos, corregir genes

defectuosos, entre otros (42).

El eje central del desarrollo de la edicion genética fue descubrimiento de las
rupturas de doble cadena de DNA, DSB (Double strand DNA breaks) las cuales,
dirigidas especificamente, pueden usarse para estimular la maquinaria de
reparacion de DNA y con ello, conseguir la aparicion de distintas modificaciones
genéticas. El primer paso en la edicidbn genética es generar un DSB mediante un
mecanismo de direccionamiento de DNA obtenido a través de un domino de union al
DNA junto con la actividad de corte de una nucleasa. Una vez posicionada la
nucleasa en la secuencia especifica, esta realiza el DSB en la doble hebra de DNA,
a lo cual se inicia la respuesta de los mecanismos de reparacion celular. Las
diferentes vias de reparacion que puede tomar el DNA son: la via de recombinacion

no homéloga (NHEJ) y la via de reparacion directa por homologia (HDR) (42,43).

La NHEJ es una via de reparacion en la cual los dos extremos cortados de DNA son
ligados o unidos nuevamente, dando cabida a la aparicion de pequefas inserciones
o deleciones (INDELS) de pares de bases en el sitio de reparacion, lo que produce
mutaciones que afectan la expresion de genes, formando proteinas truncadas al
afiadir codones de parada anticipados o silenciando genes por completo. La HDR es
una via re reparacion dependiente de una plantilla de DNA exdgeno, en la cual se
inserta adicionalmente de la nucleasa, un fragmento de DNA exégeno el cual servira
como plantilla molde para que los mecanismos de reparacion celular reparen el DSB
basados en la secuencia de nucleétidos del DNA exbégeno, permitiendo la insercion
precisa de cualquier secuencia deseada de DNA, ofreciendo asi la posibilidad de
reparar genes alterados; Por ejemplo, cuando se requiera reparar proteinas

incompletas o truncadas (43).
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Figura 10. Se muestran los tres principales sistemas de edicion genética. (A) las nucleasas de dedos
de zinc, (B) las nucleasas tipo activadoras de la transcripcion y (C) las repeticiones palindrémicas
cortas agrupadas y regularmente espaciadas. Los tres sistemas se basan en la capacidad de realizar
DSB’s (D) en la hebra bicentenaria de DNA, activando la maquinaria de reparacion celular la cual
puede tomar dos vias diferentes. La NHEJ (E) generando INDEL'’s y la HDR (F), dependiente de una
plantilla de DNA.

En la actualidad, los sistemas para editar genes en organismos vivos mas utilizados
son las nucleasas de dedos de zinc (ZFN), las nucleasas tipo activadoras de la
transcripcion (TALEN), sin embargo, las repeticiones palindromicas cortas
agrupadas y regularmente espaciadas (CRISPR), estan siendo muy estudiadas en
los ultimos estudios en investigacion por sus multiples aplicaciones (43).

4. METODOLOGIA

En esta revisibn se consultdé informacion en diferentes bases de datos, se
seleccionaron articulos con cuartil Q1 segun Scimago y con un factor de impacto
mayor de 4, los temas fueron abordados desde neurociencia y genética
principalmente. La busqueda bibliografica se abordé a través de las bases de datos
con como “ScienceDirect’, “PMC” y “WormBase” entre otras, donde se exploraron
articulos de revision y de investigacion los cuales implementaban el sistema de
edicion genética CRISPR/CAS9 como posible alternativa terapéutica de la EA,
teniendo en cuenta estudios de esta enfermedad llevados a cabo en el modelo de C.
elegans. Para ello se realiz6 una busqueda de términos como “Alzheimer disease”

“‘CRISPR-CAS” y “C. elegans. Se tuvieron en cuenta articulos de investigacion y



revision no mayores a 4 afos, los cuales se muestran en los resultados de este
trabajo.
Criterios de inclusion:

e Alzheimer desease relacionados hipétesis y genes

e CRISPR-CAS-9

e C. elegans

e 2016 en adelante

Criterios de exclusion:
e Alzheimer y farmacologia, patologia, epidemioldgicos, diagndstico.
e CRISPR-CAS aplicado a enfermedades diferentes Alzheimer y otros tipos
de sistemas diferentes al tipo |l
e C elegans todos los estudios realizados en otras patologias
e Anteriores la 2016

5. RESULTADOS

Durante los procesos de busqueda bibliografica para esta revision, se utilizaron
palabras clave como: “C. elegans” “Alzheimer disease” CRISPR” “genetic edition”
“‘CRISPR in Alzheimer's disease” reuniendo un total 71 articulos clasificados segun
la revista o base de datos de origen (Figura 11). La busqueda en las bases de datos
arrojé una gran cantidad de informacion, por lo que se llevé a cabo un tamizaje y

seleccién de articulos teniendo en cuenta los criterios de exclusion.
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Figura 11. Clasificacion de referencias usadas en todo el trabajo.

Los resultados que se muestran fueron estructurados a partir de 45 referencias. La
figura 12 muestra el porcentaje de distribucion de las referencias que conforman los
datos descritos en la siguiente forma: En primer lugar, se describe el sistema
CRISPR/Cas9. A continuacién, los mecanismos en los que CRISPR/Cas9 se puede
implementar en la EA, luego se abordan las hipotesis mas destacadas y los genes
representativos de EA, para relacionarlos y postular como la EA se puede modelar
en C. elegans junto con los genes ortélogos de EA en el nematodo y por ultimo se
expone CRISPR/Cas como terapia de EA aplicado en C. elegans . Para el tamizaje
de la bibliografia usada en los resultados de este trabajo, se utiliz6 como base, la
seleccion de articulos del afio 2016 a 2019, al igual que la relevancia de su

contenido.
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Figura 12. Distribucién de referencias en porcentaje respecto a cada tema expuesto en los
resultados

Los articulos que conforman los resultados donde se aborda el tema de la
tecnologia de CRISPR, son representados de acuerdo a cuatro temas tratados
(origen, estructura, CRISPR tipo Il y el uso de CRISPR en la EA) mostrando el

porcentaje de articulos distribuidos respecto a cada tema (Figura 13)
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Figura 13. Distribucién de referencias en porcentaje respecto a cada tema expuesto en CRISPR

La EA se aborda con base a las hipotesis mas relevantes de esta enfermedad y los

genes involucrados en la enfermedad como se muestra en la Figura 14.
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Figura 14. Distribucién de referencias en porcentaje respecto a cada tema expuesto en EA.



Los articulos de C. elegans, se abordaron para describir las cepas mas comunes y
los procesos de modelado de la EA. También se consulté la herramienta de
busqueda genética de la WormBase. Se presentan aquellos genes de C. elegans
ortdlogos de la EA y la estrategia en la que CRISPR/Cas9 que demuestran ser

viable como opcion terapéutica. (Figura 15)
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Figura 15. Distribucién de referencias en porcentaje respecto a cada tema expuesto en C. elegans.

A partir de este punto, se describe el sistema CRISPR y como su aplicacion se
considera una de las mejores opciones en la busqueda de un tratamiento de la EA,
llevado a cabo su uso en modelos de C. elegans que expresan proteinas presentes

en la patologia.

5.1 CRISPR/Cas9

CRISPR tiene su origen en 1993, en Alicante — Espafia, donde Moijica et al.
estudiaban la funcién de las enzimas de restriccion en Haloferax mediterranei, un
tipo de Archaea, que presenta tolerancia extrema a altas concentraciones de sal.
Ellos encontraron una secuencia de 30 pares de bases de DNA con multiples copias
repetidas de forma casi perfecta y mas o menos palindrémicas, e intercaladas por
secuencias espaciadoras de 36 pares de bases que no concordaban con ninguna

secuencia conocida hasta ahora (45,46).



Otros estudios hallaron una estructura similar, pero con una secuencia de
nucleédtidos diferente en los fragmentos espaciadores, solo que esta vez en la
bacteria de Escherichia coli, lo que permitié concluir que esa secuencia tenia una
funcién importante en estos microorganismos. Para el afio 2000, Mojica habia
descubierto la misma secuencia en mas de 20 microorganismos procariotas
diferentes. Mojica llamé a esta secuencia CRISPR (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats por sus siglas en ingles), por sugerencia de otros
investigadores, ya que inicialmente la habia denominado SRSR (Short Regularly
Spaced Repeats) (45).

En 2003, Mojica descubri6 mediante comparaciones con BLAST, que alguna de
esas secuencias espaciadoras presentes, tenian una similitud exacta con la
secuencia P1 de un fago de Escherichia coli, por lo que propuso que CRISPR se
trataria de un sistema de defensa presente en procariotas. Por otro lado, el
genetista Gilles Vergnaud, estudi6 muestras de Yersinia pestis donde encontré la
secuencia CRISPR, con diferentes secuencias espaciadoras correspondientes
también a DNA de fagos, que se situaban en el extremo frontal de la estructura
CRISPR poniendo en evidencia nuevamente que CRISPR en efecto, se trataba de
un sistema de defensa con memoria presente en Bacterias y Archeas. (45,46).

Philippe Horvath, investigador de la empresa Rhoodia food, quien fabricaba
bacterias iniciadoras para produccidén lactea, queria desarrollar procesos de
fermentacion mediante el uso de Streptococcus thermophilus, asi como la
introduccién de métodos basados en DNA, con el fin de identificar cepas y superar
las frecuentes infecciones por fagos que plagaban los cultivos usados para
fermentacion. Horvath realizé un ensayo de seleccion genética en cepas de
Streptococcus thermophilus sensibles a fagos, empleando dos fagos diferentes.
Horvath descubrié que las cepas que desarrollaron resistencia a los fagos, habian
adquirido secuencias de DNA del fago insertandolas en su secuencia CRISPR.
También analizo el papel de dos genes ubicados antes de la secuencia CRISPR,
Cas7 y Cas9, entendiendo su papel como nucleasas en la adquisicion y ejecucion
del complejo CRISPR (45-47).



Fue hasta el aflo 2008 cuando John van der Oost et al. Describieron los
componentes del sistema CRISPR de manera individual. Para determinar el papel
de cada componente, Van der Oost procedi6 a insertar la secuencia CRISPR de una
cepa de Escherichia coli en otra cepa que carecia de su propio sistema endogeno,
lo cual les permitié caracterizar un complejo de cinco proteinas CAS denominado
complejo Cascada. (45,46,48).

5.1.1 Estructura del Operén Cas y la matriz CRISPR

El operon Cas y la matriz CRISPR estan conformados esencialmente por: los genes
Cas que codifican para distintas proteinas Cas, una matriz CRISPR conformada por
las secuencias palindromicas repetidas junto con las secuencias espaciadoras que
corresponden al DNA de fagos y en el caso de CRISPR tipo I, una secuencia que
codifica un transcrito de RNA transactivador (tracrRNA) (41- 43,47,55).

Los genes Cas son una serie de genes codificantes para proteinas Cas, que varian
segun el tipo de sistema. En el sistema CRISPR tipo I, los genes Cas codifican un
total de ocho proteinas: El gen Cas3 codifica para una helicasa/DNAsa, cinco genes
Cas designados con una letra en orden descendente (CasA, CasB, CasC, CasD,
CasE) codifican para una serie de proteinas denominadas complejo Cascada, el gen
Casl, codifica una integrasa y el gen Cas2, codifica una endorribonucleasa (Figura
16) (41,47-52,59).
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Figura 16. Organizacioén del operén Cas y la matriz CRISPR, componentes de un sistema CRISPR
tipo | presente en Escherichia coli. El operén Cas cuenta con 8 genes Cas y una matriz CRISPR
adyacente inmediatamente. Con flechas rojas estan indicados los promotores de la transcripcion de
los genes cas y los genes CRISPR. El complejo cascada esta conformado por Cas: A, B, C, D, E,
casl y Cas2. Recuperado y modificado de: Bacteria Immune System. Genome Stability 2016



El sistema CRISPR tipo Il es el sistema menos comprendido hasta la fecha. Varia
considerablemente de las especies que lo utilizan, siendo usando por lo general en
archaeas, codificando genes para polimerasas y complejos cascada (47).

El sistema CRISPR tipo Il, es el sistema mas sencillo en términos de genes Cas,
estd conformado por cuatro genes: Casl, Cas2. Csn2 y Cas9 junto con una
secuencia de DNA encargada de formar el transcrito tracrRNA (47). A razon de su
simplicidad, y el desarrollo que se ha realizado con el fin de convertir este
mecanismo en una herramienta de edicion genética, se aborda a CRISPR tipo I
como la herramienta ideal para su aplicacion en el modelo de C. elegans y la EA
(47,59).

5.1.2 CRISPR TIPO Il (Cas9)

El sistema CRISPR/Cas9 esta conformado por 4 genes Cas (Casl, Cas2, Csn2y
Cas9), una matriz CRISPR y unas secuencias de DNA que codifican un transcrito de
RNA corto llamado RNA transactivador (tracrRNA). Las proteinas Casl, Cas2 y
Csn2 estan involucrados en la etapa adaptativa (etapa 1) mientras que Cas9,
tracrRNA y la matriz CRISPR estan involucrados en las etapas de expresion,
maduracion e interferencia (48,50)

Durante la etapa de adaptacion, las proteinas transcritas de los genes Casl, Cas2 y
Csn2 se encargan de incorporar fragmentos de DNA proveniente de bacteriéfagos o
plasmidos invasores en su propio genoma. Estos fragmentos llamados espaciadores
se incorporan a la Matriz CRISPR, separados por secuencias repetidas en tandem.
En la etapa de expresion y maduracion, el tracrRNA y el transcrito de la matriz
CRISPR llamado pre-crRNA se expresan. El pre-crRNA es procesado en conjunto
por Cas9, tracrRNA y una RNAsa Il para formar crRNA maduro con un tamafo de
entre 30 a 50 nucledtidos, quien es el encargado de otorgarle la especificidad
objetivo del complejo. En este punto, Cas9 se asocia con el tracrRNA y el crRNA
para formar el sistema CRISPR/CAS9 (50-53).

Durante la etapa de interferencia, esta secuencia se dirige al DNA objetivo formando
un hibrido DNA-RNA en un sitio denominado secuencia Protospacer o PAM, Cas9
es una endonucleasa que se une al hibrido de DNA-RNA vy realiza una rotura de
doble cadena o DBS (Double-Strand Breaks) en la hebra de DNA mediante la



accion de dos dominios diferentes: Un dominio RuvC, el cual corta la hebra de DNA
desplazada al formarse el hibrido DNA-RNA y un dominio HNH, que realiza el corte

en la hebra que forma el hibrido con el crRNA (50,52).
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Figura 17. Esquema estructural del sistema CRISPR tipo Il (CRISPR/Cas9). Cas9 es una nucleasa
compuesta de dos dominios: El dominio HNH y el dominio RuvC. El sgRNA es el encargado de guiar

a Cas9 al sitio donde se realiza un corte DBS en la hebra de DNA objetivo. Recuperado y modificado
de (49).

Para editar genomas, el tracrRNA y el crRNA fueron fusionados en una Unica
molécula de RNA de 96 nucledtidos llamada sgRNA (RNA guia) (Figura 17). Los
primeros 20 nucleétidos corresponden al elemento espaciador, seguido por 30
nucleodtidos que corresponden a la secuencia de repeticibn y los ultimos 46
nucleétidos corresponden a la cadena que actlia como anclaje a la nucleasa Cas9.
Gracias a esa modificacidn, solo basta cambiar la secuencia de los primeros 20

nucleotidos del sgRNA para dirigir a Cas9 y asi editar cualquier gen deseado (50).

5.2 Potencial de CRISPR/Cas9 en tratamiento de EA.

Desde la publicacion de la secuencia gendmica humana en 2003, se han realizado
importantes avances en enfermedades poco conocidas o consideradas intratables al
tener un origen genético poco determinado. Las enfermedades neurodegenerativas
fueron a partir de ahi, un centro de trabajo conjunto de mudultiples empresas que
buscaban comprender los mecanismos detras de enfermedades como la EA.
Aungue la EA se desencadena a raiz de diversos factores, el origen genético

representa un enfoque fundamental; Por ello, la terapia génica se ha convertido en



una alternativa de tratamiento para la EA. CRISPR/Cas9 es una herramienta simple,
rentable, eficiente que posee la capacidad de editar genomas de cualquier tipo de

célula, lo cual abre las puertas el tratamiento de la EA (43,44,53,54).

La capacidad de producir DBS en el DNA con la posterior activacion de la
magquinaria de reparacion del DNA celular mediante las vias NEHJ o HDR, fue lo
que revoluciono el campo de la edicion genética y abrio la posibilidad de reparar
genes defectuosos, dejando al descubierto nuevas oportunidades terapéuticas. El
sistema CRISPR/Cas9 representa un tratamiento, el cual se puede abordar a partir
de dos puntos: El primero es la opcion que ofrece CRISPR/Cas9 al permitir disefar
0o modelar la enfermedad en diferentes animales, desde invertebrados hasta
vertebrados con el objetivo de reproducir una o varias de las patologias presentes
en la enfermedad y estudiar con ello el uso de farmacos y otros compuestos. Como
segunda opcion es el uso de CRISPR/Cas9 directamente como herramienta de

edicion genética que evite el desarrollo de la patologia de la EA (53-56,59,68,69)

El entender las hipotesis que mejor describen la fisiopatologia de la EA es una
estrategia importante (Figura 18), dado que permite discriminar diferentes
alternativas en las que CRISPR podria apuntarse como terapia, de manera en que
los resultados puedan ser comparables a los conocimientos ya establecidos en cada

hipotesis y asi determinar su eficacia (68).
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Figura 18. Diagrama de hipotesis de EA. Recuperado y modificado de: A and the dementia
syndrome: Simple versus complex perspectives. European Journal of Clinical Investigation 2018.

5.3 Hipotesis de EA

5.3.1 Hipoétesis de la cascada amiloide
La hipotesis amiloide sugiere que el aumento gradual y progresivo de AB a partir de
AB total o del incremento en la relacion de ABR42 sobre la AB40 tienen un papel
toxico y son la causa del inicio y progresion de la EA. El argumento primario de esta
hipotesis sostiene el hecho de que tanto la EA de inicio temprano como en la EA de
inicio tardio comparten caracteristicas clinicas y neuropatoldgicas cuyo punto central
es la presencia de SP y NFTs (29,30,32-34,36-40,65).

La evidencia genética que sustenta esta hipotesis proviene de los mecanismos
subyacentes a la EA de inicio temprano, dado que esta forma de la enfermedad esta
relacionada con mutaciones autosémicas dominantes en los genes APP y PSEN.
Cada mutacion esta fuertemente asociada con el aumento en el tamafio de los
fragmentos de AR, especificamente en el aumento de la relacion AB42/AB40 y cuya
diferencia es analizada como un biomarcador de progresion de la enfermedad

(Figura 18). La evidencia neuropatologica subsecuente también apoya esta



hipotesis, dada la formacion de SP y NFTs y que se evidencia en los analisis de
tejidos cerebrales post mortem. Dadas estas caracteristicas, la hipdtesis de la
cascada amiloide sugiere que la reduccion de AB es la terapéutica esencial, algo en
el que al igual que el desarrollo de farmacos, la edicion genética apunta (29,30,36-
39,65).

5.3.2 Hipotesis de la presenilina

Esta hipotesis surge en base a las evidencias estudiadas a partir de los casos de EA
de inicio temprano. Las presenilinas (PSEN1 y PSEN2) son dos genes que
proporcionan instrucciones para la produccién de dos proteinas implicadas en el
procesamiento proteolitico de la proteina precursora amiloide y cuyas mutaciones
juegan un papel fundamental en la aparicion y subsecuente desarrollo de la
enfermedad. Estas mutaciones especificamente se encuentran relacionadas a los
cambios en la actividad de la enzima y-secretasa y en la alteracion del sitio de
escision de la APP lo que provoca cambios en la longitud de los fragmentos de AB
(Figura 18).

Al igual que la hipétesis de la cascada amiloide, una fuerte evidencia que apoya
esta hipétesis se basa en las mutaciones autosbmicas dominantes en los genes
PSEN que derivan en la pedida de una funcién normal de las proteinas codificadas
por este gen (30-32,65).

5.3.3 Enfoque de la matriz APP

La hipétesis del enfoque de la matriz APP propone que todo el sistema proteolitico
de la APP puede entenderse como un centro repetitivo, el cual recibe informacion de
sistemas celulares encargados de la regulacién de las escisiones proteoliticas. Mas
especificamente, esta plantea que las enzimas proteoliticas B-secretasa y a-
secretasa se regulan de manera dinamica alrededor de un punto homeostatico
asociado a la correcta funcion neuronal (Figura 18). Cuando cambian los
parametros alrededor de este eje homeostatico, aparece la enfermedad. Ap40 y
AB42 no son los unicos péptidos producidos por el procesamiento proteolitico de
APP, por ejemplo, también se encuentra el fragmento P3 producido a partir de la

actividad de a-secretasa y y-secretasa y del cual existe sospecha de que juega un



papel en la agregaciéon de AB40 en SP mediante un papel de unién competitiva. De
igual forma, P3 tiene la capacidad de agregarse en fibrillas y oligdmeros asociados a
la formacion de SP y de la activacion de vias apoptéticas mediada por caspasas
(65).

Por otra parte, los péptidos producidos en las vias amiloidogénica y no
amiloidogénica por las enzimas (-secretasa y a-secretasa (APPsB y APPsa) estan
involucrados en funciones de adhesion celular, crecimiento de neuritas y plasticidad
sinaptica. Estos péptidos tienen la capacidad de unirse a otras proteinas,
brindandole un papel de retroalimentacion de otros sistemas celulares, al sistema
proteolitico de APP. En conjunto, cualquier cambio en todos estos mecanismos van
a afectar otros sistemas celulares y eso hace que la EA sea una consecuencia de
una compleja alteracion en diversos sistemas (65).

5.4 Genes implicados en la EA

Los factores genéticos que conducen a la aparicion de EA son complejos y
heterogéneos, esto demuestra que la EA se atribuye a una interaccion entre
factores ambientales y genéticos. Pese a que el factor ambiental representa
importancia, se sabe que el 80% de los casos de EA son a raiz de factores
genéticos. Los conocimientos mas concretos provienen de técnicas de andlisis de
ligamiento, donde la EA de inicio temprano se ha analizado, determinando su origen
gue sigue un modelo mendeliano autosémico dominante (29,36,37,63,64,66)

Dicho modelo es originado por variantes en genes APP, PSEN1, PSEN2 y ABCA7
recientemente asociado; Estos genes son la base central que apoya la hip6tesis de
la cascada amiloide (Tabla 2). Por otro lado, la EA de inicio tardio no demuestra un
patron de heredabilidad familiar, sin embargo, estudios de secuenciacion han
determinado que el gen ApoE, representa el factor de riesgo mejor asociado a EA
de inicio tardio, siendo el alelo ApoE4 un factor de riesgo hasta 14 veces mas alto
respecto a otros alelos. Los mismos estudios de secuenciacion han asociado a
TREM2 a SORL1 y a ABCA7 como factores de riesgo representativo (Tabla 2) (63).
Aunque el 80% de los casos de EA estan asociados a un factor hereditario, los
genes mencionados solo explican entre el 40 y 50% de los casos esa cantidad.

Como plantean las hipétesis, la EA se desarrolla a partir de maltiples alteraciones,



por lo que no es de sorprender que ese porcentaje restante de heredabilidad se
deba a genes desconocidos. (36-38,64-66)

En este punto se han descubierto nuevos genes con una relacion significativa en
EA. Estos resultados han sido proporcionados por estudios de asociacion de
genoma completo GWAS. El GWAS asociado con EA mas grande realizado hasta la
fecha, fue llevado a cabo por Lambeer et al. en 2013 en el que participaron 74046
personas. Los resultados de Lambeer determinaron el descubrimiento de 20 genes
con implicacién en EA (Tabla 2) (66).

Gen Ubicacién cromosémica Rol en EA Método de descubrimiento
APP 21g21.3 -Cascada amiloide Andlisis de ligamiento
-Enfoque de la matriz APP
PSEN1 14924.2 Presenilinas Analisis de ligamiento
PSEN2 1g42.13 Presenilinas Analisis de ligamiento
ABCA7 19p13.3 Sin asociar GWAS Secuenciacion de

Ultima generacion

ApoE 19g13.32 Cascada Amiloide Secuenciacion de dltima
Enfoque de la matriz APP generacion

SORL1 11g24.1 Cascada Amiloide GWAS Secuenciacion de
Enfoque de la matriz APP ultima generacion

TREM2

ABCA7 19p13.3 Sin asociar GWAS Secuenciacion de

Ultima generacion

ABCA7 19p13.3 Relacionado con acumulacion GWAS
de AB y respuesta inmune

BIN1 29q14.3 Relacionado con NFTs GWAS

CASS4 20913.31 Relacionado con Respuesta GWAS
inmune

CD33 19qg13.3 Relacionado con acumulacion GWAS
de AB y respuesta inmune

CD2AP 6pl2.3 Relacionado con Respuesta GWAS
inmune

CELF1 11p11.2 Relacionado con acumulacion GWAS
de ABy NFTs

CLU 8p21.1 Relacionado con acumulacion GWAS

de AB



CR1 1g32.2 Relacionado con Respuesta GWAS

inmune

DSG2 18qg12.1 Relacionado con acumulacion GWAS
de ARy NFTs

EPHA1 7935 Relacionado con Respuesta GWAS
inmune

FERMT2 14922.1 Relacionado con NFTs GWAS

HLA-DRB5 6p21.3 Relacionado con Respuesta GWAS

DRB1 inmune

INPP5D 2937.1 Relacionado con Respuesta GWAS
inmune

MEF2C 5q14.3 Relacionado con Respuesta GWAS
inmune

MSA4ABA / 11g12.2 Relacionado con Respuesta GWAS

MS4A4E inmune

NMES8 7pl4a.l Relacionado con Respuesta GWAS
inmune

PICALM 11q14.2 Relacionado con acumulacion GWAS
de AB

PTK2 8924.3 No definido GWAS

SLC24A4 14g32.12 No definido GWAS

SORL1 11924.1 Relacionado con GWAS

acumulacion de AB

Tabla 2. Clasificacion de genes relacionados con EA en base a su rol y método de descubrimiento.
Los genes mas conocidos tienen relaciéon con alguna de las hip6tesis planteadas. Por otra parte, los
genes asociados a EA identificados en el GWAS realizado por Lambeer et al. juegan una posible
asociacién en diferentes mecanismos implicados en el desarrollo de la EA.

5.5 Modelado de la EA en C. elegans y genes implicados

Numerosas caracteristicas han convertido a C. elegans en un nematodo Util para
modelar la conectividad neuronal e investigar el desarrollo, la apoptosis y el
envejecimiento celular. En base a esto, se han desarrollado modelos predictivos de
enfermedades neurodegenerativas, siendo la EA una de las mas estudiadas.
Diferentes genes humanos asociados a EA, tienen una homologia significativa con
C. elegans. Esta importante caracteristica permite investigar los mecanismos
moleculares y celulares de la EA, mediante la creacion de modelos que expresan
uno, o multiples fenotipos de la enfermedad (57,60,65).

Es importante que dichos modelos ofrezcan resultados medibles del estado de salud
del nematodo (Figura 19). Estos resultados son provocados por aberraciones en la

estructura o integridad de las neuronas, y cuya caracteristica se pone en evidencia



mediante la expresion de proteinas fluorescentes en los tejidos especificos vy

alteraciones en las caracteristicas fisioldgicas del nematodo (60,61,67).

Neurodegeneracion

Esperanza de vida

Locomocion

Mecanosensacion

Quimiosensacion

Figura 19. Caracteristicas fisioldgicas medibles en modelos de C. elegans para EA. La
neurodegeneracion, la esperanza de vida, la locomocion, la mecanosensacién y la quimiosensacion
son el resultado de las alteraciones en la funcién de las neuronas y subtipos a nivel individual.
Recuperado y modificado de: Genetic and Pharmacological Discovery for Alzheimer's Disease Using
C. elegans. ACS Chem Neurosci. 2017

5.5.1 Modelado de AB en musculo

La toxicidad mediada por la formacion y posterior acumulacion de AB es la base de
la hipbétesis mas estudiada y es el patron molecular mas significativo presente en
ambas presentaciones de la EA. C. elegans cuenta con un gen ortélogo de la APP
humana, el Apl-1, cuya estructura carece de la capacidad de producir AB por si solo,
por lo que la expresion de AR humano debe llevarse a cabo mediante la generacion
de modelos transgénicos. Los primeros modelos de C. elegans en evaluar AB, se
basaron en el efecto de AB en la pared muscular del nematodo (CL2006). La
toxicidad del AB induce la paralisis de los musculos a medida que el animal
envejece. Con la paralisis, C. elegans ya no exhibe un fenotipo de movilidad circular

y rodante, sino que se vuelve rigido y no responde a los estimulos (60).

5.5.2 Modelado de AB y APP en neuronas

La formacion de SP es un proceso producto de la acumulacion de AB a raiz de la

produccién de AB y una alteracion en los mecanismos fagociticos y de remocion de



AB por parte de las células gliales del SNC en humanos. En C. elegans el sistema
nervioso es muy sencillo. Sin embargo, ocurre un proceso analogo, donde la
expresion de AB a nivel neuronal es empaquetada en vesiculas extracelulares
denominadas “Exophers” para posteriormente ser fagocitadas por celomocitos
(andlogos a glia). Este mecanismo ha sido modelado en C. elegans mediante la
expresion de AB en neuronas anfibias usando el promotor flp-6 y su posterior
visualizacion mediante la expresion de GFP mediante el promotor gcy-5. (Figura
20a) (60).

Aunque la locomocion y el comportamiento son resultados cuantificables de
toxicidad, no son resultados mensurables directos del proceso de
neurodegeneracion. Para generar un modelo de C. elegans que permita medir
neurodegeneracion mediada por AR, la expresion de AB y GFP se restringe a las
neuronas glutamatérgicas, las cuales corresponden a 78 de las 302 neuronas que
posee el nematodo. De estas 78, 5 estan ubicadas en la cola del nematodo y se
degeneran de manera proporcional a la edad en respuesta a la expresion

constitutiva de AR mediante el uso del promotor eat-4 (Figura 20b).
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Figura 20. Visualizacion de los mecanismos de aclaramiento neuronal y toxicidad mediada por A en
C. elegans. (a) corresponde al proceso de remocion de AB en neuronas anfibias mediante la
acumulacion y fagocitosis de los “Exophers” formados. (b) Neurodegeneracion provocada por A en
5 neuronas glutamatérgicas ubicadas en la cola de C. elegans (sefialadas con flechas) y cuya
morfologia se evidencia a través de la expresion de GFP. Recuperado de: Genetic and
Pharmacological Discovery for Alzheimer's Disease Using C. elegans. ACS Chem Neurosci. 2017

5.5.3 Modelado de Tau



Los NFTs corresponden a otra caracteristica patolégica en las dos formas de EA. C.
elegans permite el modelado de la patologia Tau gracias al gen Ptl-1, ortélogo de
Tau humana. Ptl-1 al igual que Tau también es responsable de mantener la
estructura neuronal, lo que permite generar un modelado practico para estudiar la
patologia inducida por Tau en EA. Sin embargo, Ptl-1 no tiene la capacidad de
formar agregados o NFTs en las neuronas de C. elegans, por lo que reproducir este
modelo, requiere expresar una isoforma Tau con mutaciones de pseudo-

hiperfosforilacion (PHP) para imitar la Tau hiperfosforilada humana. (28,60,61)

GABAergic neurons

Neuron structure and integrity
(Punc-25::GFP)
Synaptobrevin localization
(Punc-47::snb-1::GFP)

b Pro-aggregating Tau Anti-aggregating Tau

D
S5 M

WT Tau PHP Tau

c Mechanosensory Neurons
\\ /

Pmec-4::GFP l BN | ‘ I

Pmec-4::GFP + low-expression Tau l - | l 5 I

Pmec-4::GFP + high-expression Tau l E—— || = |

Figura 21. Visualizacion de los efectos de expresién de Tau en neuronas Gabaérgicas y
mecanosensoriales de C. elegans usando como marcador GFP. Recuperado de: Genetic and
Pharmacological Discovery for Alzheimer's Disease Using C. elegans. ACS Chem Neurosci. 2017

El modelado de Tau en C. elegans se lleva a cabo mediante la expresién de Tau
junto con GFP para la determinacion de la estructura e integridad de neuronas
gabaérgicas usando el promotor unc-25. Por otro lado, se analiza la expresion de
sinaptobrevina en neuronas gabaérgicas usando el promotor unc-47 (figura 21a). La
sobreexpresion de diferentes isoformas Tau en C. elegans tiene como resultado
fenotipos agregantes o antiagregantes de Tau. La isoforma PHP induce interrupcién
neuronal y crecimiento anormal, evidenciado por la reduccion en la expresion de
sinaptobrevina, mientras que la sobreexpresion de una isoforma Tau antiagregante

(F3AK280), minimiza los dafos inducidos por Tau (figura 21b). En otro modelado, se



analiza el crecimiento anormal de neuritas producto de una elevada expresion de
Tau junto con GFP en neuronas mecanosensoriales usando el promotor mec-4
(Figura 21c) (60,61).

El modelado ideal en C. elegans esta enfocado en cualquiera de los genes ortélogos
presentes en el nematodo, sin embargo, no todos los genes representativos de EA
tienen un ortdlogo en C. elegans. De los estudios se secuenciacion y GWAS
realizados encontramos un total de 26 genes con un papel en EA. Una revision a
través del motor de busqueda de genes de la WormBase, nos determina que, de
esos 26 genes, 14 genes (54%) cuentan con uno o varios genes ortologos en C.
elegans (Figura 22) los cuales podrian ser posibles genes a los cuales modelar y
dirigir CRISPR/Cas?9.

GENES EN EA

H Genes con ortologo en
C. elegans

Genes sin ortologo en C.
elegans

Figura 22. Gréfico de porcentaje de genes de C. elegans ortélogos a genes de EA. Los datos son
obtenidos mediante basqueda en la WormBase y posteriormente comparados.

El conocimiento de la actividad o funcién de los genes ortélogos de C. elegans sirve
como guia durante el proceso de modelado de la EA en C. elegans. (Tabla 3). El
papel de cada gen indica que tan representativo al tipo de modelado puede llegar a
ser el gen y con ello, determinar como implementar CRISPR/Cas9 para dirigirlo a

uno o varios genes en especifico.

APP Apl-1 Esta involucrado en la morfogénesis del cuerpo y
desarrollo larvario
PSEN1 sel-12 Participa en varios procesos, incluida la localizacion de
PSEN2 proteinas apicales; oviposicion y regulacion de la

transduccion de sefiales
ABCA7 abt-2 Actividad transportadora transmembrana acoplada a



ATPasa y actividad transportadora de lipidos

BIN1 amph-1 Tiene actividad de union a fosfolipidos.
CD2AP cdap-2 No definido
CELF1 etr-1 tiene actividad de unién a ARN
EEED8.12 tiene actividad de unién a ARN
R05D3.8 tiene actividad de unién a ARN
EEEDS8.4 tiene actividad de unién a ARN
KO7H8.10 tiene actividad de unién a ARN
DDR2 kin-23 Receptor transmembrana con actividad de proteina
tirosina quinasa.
FERMT2 unc-112 Tiene actividad de unién a integrina
INPP5D cil-1 Tiene actividad fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 5-
fosfatasa
MEF2C mef-2 Participa en la regulacién negativa de la transcripcion
por la ARN polimerasa Il
NMES8 ndk-1 Exhibe actividad de union a proteinas. Participa en

varios procesos, incluida la regulacién positiva de la
cascada MAPK

PICALM unc-11 Tiene actividad de union a la cadena pesada de clatrina
y actividad de unién a fosfatidilinositol.
PTK2 kin-32 Tiene actividad de union a ATP y actividad de proteina

tirosina quinasa.

Tabla 3. Genes representativos en EA con su respectivo ortdlogo de C. elegans y la posible funcion
genética asociada a este. Tomado y modificado de Genetics of Alzheimer's Disease. Dement
Neurocogn Disord 2018. Blsqueda de ortélogos realizada a través del motor de la WormBase:
https://wormbase.org/

Modelar los 12 genes representativos de EA que no tienen naturalmente un ort6logo
en C. elegans no representa un obstaculo, dado que es posible crear cepas
transgénicas, insertando genes o secuencias codificantes deseadas dentro del
genoma de C. elegans junto a un promotor y a un indicador. CRISPR/Cas9 es una
de las herramientas recientes que tiene la capacidad de realizar estas
modificaciones en el genoma de C. elegans. (60,65,67,71)

A la fecha, han sido modelada la EA en muchas cepas transgénicas de C. elegans,
cada cepa diseflada para expresar una o varias proteinas involucradas en la fase
bioquimica de la EA en diferentes tejidos o tipos celulares del nematodo. La tabla 4
presenta las cepas mas destacadas en el modelado de EA, diferenciadas en base al
modelado de AB, el gen APP y Tau. El genotipo de cada cepa y la referencia con la

cual es reconocida a nivel internacional (60).

Tipo de modelado Genotipo Referencia de cepa
Pardlisis cronica por AB dvis2 [pCL12 (unc-54/Péptido humano AB42 CL2006



minigeno) + pRF4 (Marcador de coinyeccion)]

Apl-1 mutada szT1 [lon-2(e678)] |; apl-1 VC1246
ApBen musculo dvis14 [ (pCL12) unc-54::Ap42 + (pCL26) mtl-2::GFP] CL2120
AB panneuronal permisivo dvis50 [pCL45 (snb-1::AB42::3' UTR (long) + mtl- CL2355
2:GFP]
Paralisis aguda por AR dvis27 [myo-3p::Ap42::let-851 3'UTR) + rol-6 CL4176
(su1006)] X
AB42 en musculos dvis100 [unc-54p::AB42::unc-54 3'-UTR + mtl- GMC101
2p::GFP]
AB glutamatérgico [balnI32; Peat-4::ssAB42,Peat-4::gfp, Pmyo- UA166
2::mCherry]
AB glutamatérgico baln32[Peat-4::ss AB42,Peat-4::GFP,Pmyo- UA198
2::mCherry]
pan-neuronal apl-1 ynls109[Psnb-1::apl-1 cDNA::GFP] ynls109
overexpression
pan-neuronal APP vxSi38 [Prab-3::huAPP695::unc-54 UTR, Cb unc- JPS67
overexpression 119(+)]
Tau [aex-3p::hTau V337M + myo-2p::GFP] V337M
Tau A152T
Pan-neuronal tau byls193 [Prab-3::F3AK280; Pmyo-2::mCherry] BR5270
F3AK280
Low-expression tau byls162;[Prab-3::F3AK280(1277P) PIR3
(1308P); Pmyo-2::mCherry]
High-expression tau pirls4 [Psnb-1::htau40WT-high;Pmyo- PIR4
2::9fp]
Low-expression tau pirls5 [Psnb-1::htau40A152T-low;Pmyo- PIR5
(A152T) 2::gfp]
High-expression tau pirls6 [Psnb-1::htau40A152T-high; PIR6
(A152T) Pmyo-2::gfp]

Tabla 4. Cepas representativas de los diferentes tipos de modelado de EA en C. elegans.
Recuperado y modificado de: Recuperado de: Genetic and Pharmacological Discovery for
Alzheimer's Disease Using C. elegans. ACS Chem Neurosci. 2017

5.6 Terapéutica usando CRISPR/CAS9 en EA Y C. elegans

5.6.1 Aclaramiento de proteinas responsables de EA en C. elegans

El aclaramiento de proteinas aberrantes es una de las estrategias mejor
establecidas para la aplicacion de CRISPR/Cas9 en EA. El proceso de aclaramiento

busca mediante la sobreexpresion o represion de determinados genes, mejorar la



eficiencia de los mecanismos de eliminacion de AR y Tau. Existen genes conocidos
gue tienen un papen en los procesos de AB a nivel de SNC. Se ha demostrado que
aquellas zonas del cerebro mayormente afectadas por la acumulacién de SP y
NFTs, tienen la particularidad de tener un nivel reducido de expresion en genes
como LRP1y AQPA4.

LRP1 codifica una proteina de la familia de receptores LDL, importante en los
procesos de internalizacion y aclaramiento de sustancias. AQP4 codifica para un
canal de agua en células del SNC. Este canal tiene un rol vital en el equilibrio hidrico
y de iones (70).

Roshni Mishra et al. comprob6 estos datos en el modelo de C. elegans mediante
ensayos de quimiotaxis, tamafio promedio de cria (no significativo) y velocidad
promedio de tres diferentes cepas. Una cepa que expresa AB antropogénica
(CL2006), una cepa con una mutacion en el gen apl-1 (VC1246) y una cepa N2 (tipo
salvaje) que funciono como control del ensayo para comparar los datos. Mediante la
técnica de microinyeccion en las gbénadas de C. elegans. Mishra disefio un sgRNA y
mediante Cas9, inserto los genes LRP1 Y AQP4 de forma independiente y en
conjunto, abajo del promotor apl-1 junto con GFP como marcador de expresion (70).
El ensayo de quimiotaxis demostré una reduccion drastica de la capacidad
quimiotactica de las cepas VC1246 y CL2006 sin modificar. La cepa VC1246 en la
gque fue expresado LRP1 y AQP4 conjuntamente, presentan un incremento
significativo de 0.5 en el indice quimiotactico (p=0.0067 valor p=<0.05). La cepa
VC1246 en la que fue expresado LRP1 y AQP4 conjuntamente, presenta un
incremento de 0.12 en el indice quimiotactico (p=0.0075 valor p=<0.5). A pesar de la
notable recuperacién, las cepas no alcanzan un nivel de quimiotaxis idéntico a la
cepa N2. (61) La cepa en las LRP1 y AQP4 fueron expresados de manera

independiente, arrojan resultados poco significativos (70). (Figura 23)
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Figura 23. Ensayo de quimiotaxis en cepas de C. elegans que expresan los genes AQP4 y LRP1 de
manera independiente y conjunta. Recuperado de: Expression of anti-neurodegeneration genes in
mutant C. elegans using CRISPR-Cas9 improves behavior associated with Alzheimer’s Disease 2019

El ensayo de velocidad promedio no arrojo un aumento significativo al expresar
LRP1 y AQP4 por separado, sin embargo, en la cepa CL2006 al expresar LRP1 y
AQP4 de manera conjunta, similar al anterior ensayo, se observa un aumento de 20

pum/s, lo cual es un resultado significativo (p=0.0269 valor p=<0.05) (Figura 24)
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Figura 24. Ensayo de velocidad promedio de cepas de C. elegans que expresan los genes AQP4 y
LRP1 de manera independiente y conjunta. Recuperado de: Expression of anti-neurodegeneration
genes in mutant C. elegans using CRISPR-Cas9 improves behavior associated with Alzheimer’s
Disease 2019

5.6.2 Correccion de mutaciones responsables de EA en C. elegans



A la fecha, no se han publicado ensayos en los que se realice edicion de
mutaciones en genes importantes para la EA en C. elegans mediante el uso de
CRISPR/Cas9. Sin embargo, existen estudios que nos pueden Dbrindar
aproximaciones y enfoques del como utilizar C. elegans para corregir mutaciones de
EA ya conocidas y que suelen tener un impacto significativo en la EA de inicio
temprano a partir del modelado en genes ortélogos 0 en cepas que expresan
proteinas de EA.

Ortiz-Virumbrales et, al. genero neuronas colinérgicas derivadas de células iPSC.
Las neuronas AD1 y AD2 portan la mutacion PSEN2-N1411 (mutacién de PSEN2 +
Alelo E4 ApoE). Utilizando el sistema de CRISPR/Cas9 se generé un DBS en la
zona de la mutacion, y mediante una plantilla de DNA donante, corrigié la mutacion.
Para corroborar que la correccion fue realizada exitosamente, se secuencio por
método Sanger las neuronas control, neuronas AD1 con la mutacion PSEN2-N1411
y las células después de modificado el gen con CRISPR/Cas9 (iAD1 y iAD2). Por
otro lado, se midié por medio de Elisa, el nivel de Ap42 sobre AB40 producido por
las neuronas AD1 y AD2 en comparacion con las células editadas con
CRISPR/Cas9. Se evidencia una significativa reduccién en la relacion AB42/Ap40, lo
gue indica, que la correccion de la mutacién en el gen PSEN2, se realizé de manera
eficiente (62). (Figura 25)
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Figura 25. Implementacién de CRISPR/Cas9 en la edicion de la mutacién PSEN2-N141l presente en
neuronas colinérgicas derivadas de iPSC. Recuperado y modificado de: CRISPR/Cas9-Correctable
mutation-related molecular and physiological phenotypes in iPSC-derived Alzheimer's PSEN2 N141l|

neurons. Acta Neuropathol Commun 2017



6. DISCUSION

Esta revision presenta el sistema de edicion genética CRISPR como una
herramienta de edicion genética con grandes opciones aplicables en terapéutica o
tratamiento de la EA tanto de inicio temprano, como de inicio tardio, teniendo como
eje de investigacion, el modelado de la enfermedad en un animal ampliamente

estudiado; C. elegans.

Se determino el origen del sistema CRISPR/Cas9, desde el descubrimiento de
secuencias CRISPR por Mojica et, al. hasta el conocimiento completo del operén
Cas y la Matriz CRISPR. Se demostr6 como el sistema CRISPR/Cas9 (CRISPR
Tipo Il) es el sistema méas desarrollado a la fecha en cuanto a su capacidad de
editar genomas de cualquier organismo gracias a las modificaciones realizadas a lo

largo del tiempo (48,50)

CRISPR/Cas9 puede ser aplicado al tratamiento de enfermedades de tipo
neurodegenerativas mediante dos estrategias fundamentales que difieren de su
metodologia de aplicacién pero que permiten ya sea, editar mutaciones en genes
conocidos durante diferentes etapas de la vida, o facilitar el aclaramiento de
proteinas aberrantes al inicio o transcurso de la demencia en EA, lo que frena la
perdida cronica de neuronas. Esto sin duda abre nuevos caminos a formas de

tratamiento que anteriormente no se consideraban adecuadas o posibles (54).

Las hipétesis de la EA mas destacadas son el punto aplicable para esclarecer genes
de importancia en la patologia y a los cuales se puede dirigir el sistema
CRISPR/Cas9. Entender las principales hipétesis establecidas en el proceso de
comprension de la enfermedad, determina enfoques mas precisos para establecer
estrategias de investigacion. Cada hipoétesis es dominada por una serie de genes

bien conocidos por su papel en la EA (68)

La hipdtesis de la cascada amiloide, por lejos es la hipétesis mejor comprendida y
mayormente aceptada por la comunidad cientifica dado que la acumulacion de ARy
la posterior formaciéon de SP y NFTs son signos patologicos caracteristicos en

ambas formas de la enfermedad. Aunque esta hipétesis enfoca el papel del gen



APP como el centro de la patologia, la hipotesis de la cascada de amiloide no se ha
aceptado completamente, ya que no explica bien toda la heterogeneidad y la
patologia mixta que se ha evidenciado en tejidos de cerebro de diversas
poblaciones humanas representativas de EA. La hip6tesis de las presenilinas surge
en el intento de explicar la EA a partir del rol de los genes PSEN. Aunque esta
hipotesis es fuertemente apoyada por el papel de diferentes mutaciones en los
genes PSEN en la EA de inicio temprano, aun es incapaz de explicar muchos de los

procesos de la fase celular en la EA (65).

En un intento por desarrollar una hipétesis que ofrezca una mejor comprension de la
EA, surge la hipotesis del enfoque de la matriz APP, la cual a partir del rol del gen
APP, aborda una serie mecanismos bioquimicos activados por los distintos
fragmentos generados a partir de la escisidon proteolitica de APP y que son
indispensables para mantener una homedstasis celular a nivel cerebral. Una vez, se
presenta alteracion en alguna de estas vias, diferentes mecanismos celulares se
ven afectados, llevando a la apoptosis neuronal y provocando la demencia. A pesar
de su interesante planteamiento, es una hipotesis poco probada y conocida a nivel

general (65).

Como ya se ha demostrado, estas hipétesis estan basadas en el origen genético de
la EA de inicio temprano y parte de la EA de inicio tardio. A partir de estudios de
secuenciacion, se han determinado mutaciones genéticas importantes, Sin
embargo, estas mutaciones estan lejos de explicar todos los casos de EA que se
presentan a nivel mundial, por lo que ha sido sospecha de la comunidad cientifica,
el rol de genes desconocidos en la EA. Los estudios GWAS han demostrado el
papel de mas de veinte genes que representan un factor de riesgo para la EA. Estos
genes son el punto de partida de CRISPR/Cas9, en una enorme oportunidad de
investigacion a fin de dilucidar los mecanismos de cada uno de ellos y con ello,

desarrollar una terapia génica efectiva.

Para poder evaluar el rol de cada gen, primero es importante comprender su papel y
asi modelar su funcién en un modelo animal. C. elegans es sin duda, uno de los
mejores modelos por sus multiples ventajas ya abordadas anteriormente. Para esto

se determinaron los mecanismos que ofrece C. elegans para modelar la EA. Ya se



ha demostrado que es posible modelar cualquier proteina, expresandola a partir de
genes ortélogos o mediante la insercion de el gen de interés junto a promotores de
expresion en el genoma de C. elegans. De esta manera, se crean cepas
transgénicas, que son identificadas con una nomenclatura internacional para su uso
por distintas entidades. Se relacionaron las principales cepas desarrolladas para
modelar EA, cada una, expresa un tipo distinto de proteina, lo cual es util a la hora

de disefiar una estrategia de implementacion de CRISPR/Cas9

La WormBase sin duda es una de las herramientas mejor desarrolladas para la
busqueda y comparacion genética de C. elegans. Gracias al motor de busqueda, se
identificaron 14 genes de importancia en EA, con uno o varios genes ortélogos en el
nematodo. Esto es una enorme ventaja, ya que abre en muchas, las posibilidades

de abordar estrategias terapéuticas (71).

Roshni Mishra et al. aplicaron todos estos conceptos y comprobaron como
CRISPR/Cas9 es util como estrategia de aclaramiento de AR expresado en musculo
de C. elegans. (Cepas CL2006 Y VC1246) Mediante la insercidon y expresion con
CRISPR/Cas9 de genes implicados en procesos de aclaramiento de A como LRP1
y AQP4. Esta aplicacion demostrd claramente mediante ensayos de quimiotaxis y
velocidad promedio, como el proceso de aclaramiento de AB al expresar ambos
genes conjuntamente es mucho mas eficiente. La capacidad quimiotactica y la
velocidad promedio aumentaron significativamente después de expresar ambos
genes, lo cual es un resultado directo de la reduccion de la toxicidad provocada por
AB en las paredes musculares del nematodo. Esto demostrd que el aclaramiento de
APB es una estrategia importante a seguir como una posible aplicacion terapéutica en

modelos mas complejos, como lo son Zebrafish o incluso modelos murinos (70).

Similar al experimento de edicién de mutaciones genéticas mediante CRISPR/Cas9
hechos por Ortiz-Virumbrales et, al en neuronas colinérgicas procedentes de células
iIPSC, hace falta realizar estudios de este enfoque en cepas de C. elegans
representativas de EA, para corroborar que CRISPR/Cas9 tiene la capacidad de
corregir las mutaciones presentes y frenar o evitar el dafio celular producto de la
agregacion de AB y Tau. A diferencia de un modelo celular, C. elegans ofrece
resultados cuantificables in vivo, lo que es sin duda una importante ventaja y un

camino para estudiar la implementaciéon de CRISPR/Cas9 (62).
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Figura 26. Diagrama de enlace entre cada uno de los campos abordados en esta revisién. Aunque la
terapia génica abarca un sin numero de posibilidades en cuando a modelado y enfoque terapéutico
de enfermedades neurodegenerativas, las ventajas de aplicarla a un modelo animal que ofrezca
resultados rapidos y precisos de la EA es la propuesta central planteada.

La terapia génica tiene muchos campos de aplicacion en la actualidad, siendo el
sistema CRISPR/Cas9 uno de los mas implementados en el mundo. En relacion con
la EA, CRISPR/Cas9 esta por lejos, a un tiempo de aplicarse en el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas. C. elegans es un modelo por mucho,
ampliamente usado ya que permite estudiar muchas otras patologias de base
genética y CRISPR/Cas9 ya es usado en este nematodo a fin de investigar estas
enfermedades. Por otra parte, C. elegans es usado en el disefio y prueba de
farmacos elaborados para tratar muchas enfermedades. A pesar de todas estas
oportunidades, la terapia génica es por mucho, un campo revolucionario de
tratamiento. Por esta razén, utilizar CRISPR/Cas9 en un modelo como C. elegans,
representa una gran oportunidad para determinar todas y cada una de las ventajas
de este sistema, asi como comprender aquellas desventajas con el fin de corregirlas

o mejorarlas (Figura 21).

CRISPR/Cas9 ha demostrado que como opcion terapéutica., permite alcanzar los
objetivos planteados, sin embargo, es importante primero superar algunas de las
barreras o limitaciones que existen antes de considerar el uso de esta herramienta.

El principal y mas importante obstaculo, radica en los efectos fuera del objetivo que



se pueden presentar con el uso de esta herramienta. El uso de CRISPR/Cas9
plantea la posibilidad de que se produzcan efectos en sitios diferentes al gen
deseado. Debido al enorme tamafo del genoma humano, los efectos en sitios
diferentes son considerablemente significativos, es por esto que actualmente se han
desarrollado variantes o modificaciones en el tamafio y especificidad del sgRNA o
en la funcion de Cas9 con el fin de disminuir al minimo posible los efectos en sitios
diferentes, obteniendo a la fecha, excelentes resultados en modelos animales
pequefios (53).

Desde una perspectiva bioética, CRISPR/Cas9 aun genera especulacion a nivel
internacional, dado que la ediciébn de genes es considerada como una practica
‘riesgosa” ya que son desconocidas las consecuencias de la edicion a largo plazo
en seres humanos. Sin embargo, es comprensible que parte de estos temores
provengan de practicas poco éticas llevadas a cabo en el campo de la medicina,
similares a las practicas nazis durante la segunda guerra mundial. Sin embargo,
CRISPR/Cas9 usado de forma bioética y una vez resueltas las dudas y llenado los
vacios respecto a su uso, abrird las fronteras hacia una mejor calidad de vida

humana y animal (59).

7. CONCLUSIONES

e El mecanismo CRISPR de tipo Il (CRISPR/Cas9) es la herramienta de
edicion genética mas desarrollada y con mayor potencial aplicable a EA, ya
gue desde su origen en Arqueas y por su estructura modificada de una
nucleasa Cas9 y hebra de sgRNA, presenta una alta eficacia al editar genes.

e La revisidn permitio identificar los genes APP, PSEN1, PSEN2 y ABCA7 con
la EA de inicio temprano y los genes ApoE, SORL1, TREM2 y ABCA7 con la
EA de inicio tardio. Ademas de otros 17 genes asociados que fueron hallados
en el GWAS del 2013 y que estan altamente relacionados en la acumulacion
de AB y otros fallos a nivel celular.

e Se establecieron tres principales estrategias de estudio de EA en el
nematodo C. elegans: El modelado de AB, de APP y de TAU en neuronas y

células musculares, permitiendo obtener resultados cuantificables de la



expresion de genes en proteinas, junto a GFP como el principal indicador de
expresion.

e Larevision identifico las cepas transgénicas de C. elegans: CL2006, VC1246,
ynils109 y V337 como las cepas mas destacadas en el modelado AB, APP y
TAU, junto con 17 genes ortdlogos a los genes de EA identificados en el
GWAS, presentes en este modelo y que permiten estudiar cada una de las
principales hipétesis de EA establecidas.

e Se han registrado dos estrategias terapéuticas en donde el sistema
CRISPR/Cas9 puede ser empleado: El aclaramiento de proteinas y la
correccion de genes responsables en EA. Los pocos resultados basados en
los experimentos, sugieren este modelo como un excelente camino a seguir
para obtener mejores datos que ofrezcan la posibilidad de implementar
CRISPR/Cas9 a modelos méas complejos.

e Aunque se podrian considerar dos estrategias como posibles oportunidades
terapéuticas en EA, la tecnologia CRISPR aun se encuentra en desarrollo, a
fin de garantizar procesos de edicion genética con una alta precision. Esto se
suma a una serie de cuestionamientos éticos acerca de la edicion genética
en humanos y sus consecuencias, a lo cual, hace falta una investigacion
mayor que demuestre que esta tecnologia representa una manera segura, de

dar tratamiento a enfermedades de origen genético.
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9. ANEXOS

Participacion en eventos internacionales

Esta revision ha sido presentada en dos eventos internacionales bajo la modalidad
de Poster.

Anexo 1: Certificado de participacion en el VIII Congreso Internacional de la
Asociacion cientifica latina ASCILA llevado a cabo en la Universidad de la salud del
estado de México, en la ciudad de Toluca de Lerdo — México.
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Anexo 2: Certificado de participacion en el Second Latin American Worm Meeting
llevado a cabo en la Bolsa de Comercio de Rosario, en la ciudad de Rosario Santa
Fe — Argentina.
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