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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA), es un trastorno neuroldgico que se caracteriza por la
pérdida progresiva de la memoria. Su etiologia aun no es muy clara, pero se ha considerado
un origen infeccioso para este tipo de demencia debido a la deteccion directa de diferentes
agentes infecciosos (priones, virus, hongos, o bacterias) o indirecta mediante la deteccién de
anticuerpos contra alguno de ellos, en diferentes especimenes biolégicos de pacientes con la
EA. Este estudio pretende describir las caracteristicas clinicas de un grupo de personas con
enfermedad de Alzheimer y los hallazgos neuropatoldgicos, la presencia de agentes
infecciosos y la colocalizacion con placas seniles en tejido encefalico post mortem. Para esto,
se realiz6 un muestreo a conveniencia con un total 32 casos incluyendo tejido con y sin EA.
A partir de la informacion clinica disponible, se realizd un analisis retrospectivo para
relacionar los hallazgos en el tejido encefalico, los agentes infecciosos con los signos o
sintomas sugestivos de infeccion. La busqueda de agentes infecciosos (virus, bacterias,
hongos o parasitos) se realizd por la técnica de microarreglos, PCR multiplex para la
deteccion de virus de la familia Herpesviridae y un ensayo de PCR panfungico; ademas, se
realizaron cultivos microbiolégicos para la busqueda de bacterias y hongos. A partir de
colonias bacterianas aisladas se realizo identificacion por espectrometria de masas MALDI-
TOF. Finalmente, se indujo la colonizacion de tejido cerebral por bacterias durante 24 y 48
horas y se observo y cuantificé la cantidad de acimulos bacterianos colocalizados con el
péptido BA. En ninguna de las muestras de pacientes con EA analizadas con los
microarreglos, se detectaron agentes infecciosos, solo se detectaron en dos muestras control,
bacterias ambientales, enterobacterias o microbiota de piel. Ninguna muestra fue positiva
para hongos por los microarreglos o por PCR panflngica. Con respecto a los virus, tres casos
con EA fueron positivos para Virus Herpes Simple 1y 2 (VHS-1 y 2), concomitantes con el
virus Epstein Bar (VHH-4) o el virus de la varicela Zoster (VHH-3); un caso del grupo control
fue positivo para VHH-4 por la PCR multiplex. Ademas, se aislaron bacterias gram negativas
y gram positivas a partir de los tejidos cerebrales en ambos grupos de estudio.
Adicionalmente, se observaron acimulos bacterianos que colocalizaban con el péptido B-
Amiloide in situ y el area de estos fue menor en comparacién con los que no colocalizaron.
Contrario a lo reportado por otros investigadores, no se detectd6 ADN de origen fangico ni
bacteriano en las muestras analizadas con EA; tampoco se aislaron bacterias descritas en la
literatura asociadas a la etiologia de esta demencia. Adicionalmente, la presencia de ADN
viral se confirmo tanto en casos con EA como en controles. Estos resultados difieren de otros
estudios en los cuales la presencia de virus de la familia Herpesviridae es mayor en los casos
de EA. Sin embargo, si se observé la induccion de aglutinacion de bacterias in situ por el
péptido B-Amiloide como se ha reportado in vitro. La conclusion que se puede sacar con base
en los resultados obtenidos puede sugerir la necesidad de replantear la hipétesis de la
etiologia infecciosa de la EA o de proponer otro mecanismo dado que la busqueda de agentes
infecciosos se realizd en una etapa tardia de la enfermedad (post mortem). Asimismo, el
péptido B-Amiloide tiene reconocida actividad antimicrobiana, lo que puede sugerir que la
asociacion entre la EA y los agentes infecciosos pueda presentarse en etapas tempranas de la



enfermedad o secundario a la reaccién inflamatoria producto de una infeccion en un sitio
anatomico diferente al sistema nervioso central.
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3. GLOSARIO DE TERMINOS

ADN: Por sus siglas acido desoxirribonucleico, es una molécula de doble hélice compuesto
por azucar, fosfato y bases nitrogenadas, que codifican la informacion genética de un
organismo.

Agente infeccioso: Organismo (virus, bacteria, hongo, parasito) con capacidad para infectar
y producir una enfermedad.

Barrera Hematoencefalica (BHE): estructura histolégica compuesta principalmente por
células endoteliales, pericitos y astrocitos, la cual aisla el encéfalo de la circulacion sistémica,
permitiendo la homeostasis del microambiente celular, debido a su permeabilidad selectiva
a ciertas sustancias.

Demencia: Trastorno neuroldgico caracterizado por la pérdida de por lo menos dos de las
funciones cognitivas, como por ejemplo la memoria o el lenguaje.

Microarreglos: Técnica molecular que permite cuantificar la expresion génica o la deteccion
de diferentes genes, simultaneamente por medio del uso de sondas con secuencias especificas
adheridas en un chip y que se unen por complementariedad de bases a la secuencia blanco
del ARN/ADN de interés.

Trastorno neurodegenerativo: Pérdida progresiva e irreversible de las células del sistema
nervioso central a causa de factores ambientales o genéticos.

Acido periodico de Schiff (PAS): es un colorante incoloro que oxida a los glicoles, los
cuales forman grupos aldehidos que reaccionan dando un color rojo/rosa intenso. Evidencia
algunos polisacaridos (particularmente, glucogeno). Se usa para visualizar depdsitos de
fibrina, parasitos, hongos, entre otros.

PCR: del inglés polymerase chain reaction, es una técnica molecular que permite detectar
un fragmento de material genético de interés por medio de una amplificacion en el nimero
de copias a partir de un ADN molde por accion de una enzima con funcion de polimerasa.
PCR Multiplex: Variante de la PCR que permite una deteccion de diferentes fragmentos de
genoma simultaneamente por medio de cebadores especificos y emision de fluorescencia
para su deteccion.

Sistema nervioso central: Compuesto por el encéfalo y la médula espinal, responsable de
recibir, traducir y emitir una respuesta, con base a los estimulos internos o externos de un
organismo. Las neuronas, son las unidades funcionales de este tejido.

4. INTRODUCCION

4.1 Aspectos generales de la enfermedad de Alzheimer



La enfermedad de Alzheimer (EA) se describe, en el Manual de diagnoéstico y estadistica de
desordenes mentales (DSM-5) de la Asociacion psiquiatrica americana, como un trastorno
neurocognitivo mayor, que afecta los dominios de atencién, aprendizaje, memoria, lenguaje,
cognicion social y funciones ejecutivas, visoperceptivas y visoconstructivas que finalmente,
comprometen la funcionalidad de las personas afectadas (1).

Actualmente, la EA se clasifica de acuerdo con: 1) la edad de aparicion de los sintomas (antes
de los 65 se considera de inicio temprano o precoz y si es posterior se nombra como de inicio
tardio); 2) la presencia o ausencia de mutaciones en los genes asociados a la enfermedad
(genes que codifican para la presinilina 1 (PSEN1), para la presinilina 2 (PSENZ2) o para la
proteina precursora amiloide (PPA) o la afectacion en méas de un caso en un grupo familiar.
Se considera EA familiar (EAF) cuando en mas de un miembro de una familia se identifican
mutaciones en genes asociados a la enfermedad, en caso contrario, se considera de origen
esporadico (EAE) (2,3).

De la misma manera que sucede con otras enfermedades neurodegenerativas, la EA se
caracteriza por una progresion lenta de los sintomas y pérdida progresiva de la funcionalidad
(3). Inicialmente, se presentan problemas de memoria reciente de forma exclusiva o con
afeccidn de otro proceso cognitivo; se evidencia disminucion del rendimiento en el desarrollo
de actividades complejas sin que esto, necesariamente, afecte el desempefio en las actividades
que realiza de manera habitual; esta fase se conoce como trastorno neurocognitivo menor o
Deterioro Cognitvo Leve (DCL). Con el progreso de la enfermedad, los pacientes presentan
mayor compromiso en sus quejas de memoria y alteracion en otros procesos cognitivos como
orientacion, praxias, lenguaje, conducta, entre otros, para este momento, los pacientes
requieren apoyo o supervision para llevar a cabo actividades instrumentales de la vida diaria
con impacto en su funcionalidad e independencia que corresponde a un trastorno
neurocognitivo mayor o demencia debido a EA. La progresion de la demencia finalmente
lleva a una pérdida de la capacidad para realizar actividades basicas e instrumentales de la
vida diaria, generando una dependencia completa de un cuidador (4).

El diagnostico presuntivo de la EA, segun el Instituto Nacional sobre el Envejecimiento y la
Asociacion de Alzheimer, se lleva a cabo con pruebas pre mortem que incluyen exdmenes
neuropsicoldgicos, imagenologia diagnostica y deteccion del péptido B amiloide (BA) o de la
proteina hiperfosforilada TAU (pTAU) en liquido cefalorraquideo (LCR) o acumuladas a
nivel cerebral (4). Sin embargo, el diagnostico definitivo continta siendo post mortem
mediante la evaluacion macroscépica y microscopica del encéfalo: Macroscopicamente los
principales hallazgos son atrofia cerebral, ventriculomegalia, atrofia hipocampal y
adelgazamiento de la corteza cerebral. Microscopicamente, las principales caracteristicas
son: la acumulacion extracelular y en la pared de los vasos sanguineos del péptido PA
(angiopatia amiloidea cerebral-AAC-), la acumulacion intracelular de la proteina pTAU y la
activacion microglial y astrocitaria. Estos hallazgos pueden ser leves, moderados o graves,
dependiendo del estadio de la enfermedad (5).
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4.2 Etiologia de la enfermedad de Alzheimer

La EA es una patologia compleja con una presentacion fenotipica variable que impide, en
parte, dilucidar completamente los mecanismos celulares y moleculares implicados en el
desarrollo y evolucion. Factores como la edad, la genética, el estilo de vida, la presencia de
otras enfermedades (comorbilidades), en especial afectaciones vasculares, la exposicién a
toxicos y a diferentes agentes infecciosos, se han asociado a la etiologia de esta demencia,
principalmente a la forma tardia o a la EA (6,7). De todos estos factores, la edad es
considerada el principal factor de riesgo para el desarrollo de la EA porque a mayor edad
menor facilidad del organismo para adaptarse a cambios y la respuesta celular a moléculas
que pueden causar dafio es mas débil (8).

Entre los factores genéticos, ademas de las mutaciones causales en los genes PSEN1, PSEN2
o PPA, se ha demostrado que el alelo €4 del gen que codifica ApoE (ApoEe4) confiere
susceptibilidad por lo que se considera un factor de riesgo y modificador de la edad de inicio
en EA tardio (9). Esta asociacion se ha establecido con base en los valores de Odds Ratio
(OR) en estudios con individuos heterocigotos (OR 3) y en homocigotos (OR 8-12) (9).
Asimismo, en la busqueda de la etiologia de la EA se han estudiado otros genes vinculados
al metabolismo de lipidos, en el mecanismo de la endocitosis y a la respuesta inmune, pero a
diferencia de lo observado con ApoFEe4, los valores de OR (1.1-1.2) no indican asociacion
con la EA (7).

El gen ApoE codifica la apolipoproteina E (APOE), la cual cumple funciones celulares
importantes en el transporte de lipidos, en la integridad y plasticidad sinaptica y en el
metabolismo de la glucosa a nivel cerebral (10). Ademas, se ha demostrado que la isoforma
APOE4 incrementa la acumulacion del BA en forma de placa tanto en el interior de la neurona
como en el parénquima cerebral con el consecuente incremento de la AAC (11,12).

Adicionalmente, en el estudio llevado a cabo por Carmona y col. (13), se sugiere que las
variantes Trem 2, un gen importante en la respuesta inmune innata y en vias inflamatorias,
participan en la patogénesis de la EA (OR 3-4). Por otro lado, estilos de vida con malos
habitos alimenticios, baja actividad fisica, o0 consumo de sustancias psicoactivas, entre otros,
pueden convergir en la afectacion del sistema vascular y como consecuencia, afectar la
barrera hematoenceféalica (BHE), el tono muscular de la pared vascular, la unidad
neurovascular y alterar la homeostasis del microambiente cerebral presente en la EA (14).

También se ha sugerido que la exposicion a metales como el aluminio o a la polucion del
aire, a producto de procesos industriales o bioldgicos, pueden participar en la patogénesis de
esta enfermedad (6). Sin embargo, la evidencia cientifica no es suficiente para establecer una
relacion de estos factores con la etiologia de la EA.

En las Gltimas décadas, se ha propuesto que las infecciones crénicas, por diferentes agentes,
pudieran ser la causa o participar en el desarrollo de la EA (15).
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Es posible que todos los factores descritos anteriormente, pueden estar actuando como
“estresores celulares”, que afectan las vias moleculares y metabodlicas de la célula, para
terminar en muerte celular y neurodegeneracion.

4.3 Toxicidad neuronal mediada por el péptido p amiloide y por la proteina
hiperfosforilada TAU y el papel en la etiologia de la enfermedad de
Alzheimer

El péptido BA (36-43 aminoacidos) es un derivado del procesamiento sucesivo de la PPA por
accion de las enzimas del complejo presinilina 1, siendo las isoformas $-40 y f-42 las méas
toxicas para la célula (16).

La PPA es una glicoproteina transmembranal tipo 1 cuyo extremo N-terminal se encuentra
en la parte externa de la célula y el C-terminal en el citosol. Durante el procesamiento, las
enzimas a-secretasa y B-secretasa (BACEL) hacen un corte en el extremo N-terminal y como
resultado se forman los fragmentos sAPPa y sSAPP respectivamente. Posteriormente, ocurre
un segundo corte en la regiéon transmembranal mediado por el complejo y-Secretasa
(compuesto por presinilina 1, nicastrina, Aphl y Pen2) y se libera el extremo C-terminal
(AICD) al citoplasma. Este ultimo producto, es rapidamente degradado, y parece tener una
accion toxica en la célula (16).

En condiciones normales, el procesamiento de la PPA se da principalmente por la via no
amiloidogénica (mediada por a-secretasa). Sin embargo, cuando existen mutaciones en
Psenl o en PPA, el procesamiento se da por la via amiloidogénica (mediada por B-secretasa)
dando origen al péptido BA, que posteriormente se acumulara en el parénquima cerebral (16).
En los casos de EAE, donde no existen mutaciones asociadas, se cree que la acumulacion de
BA se da por defectos en la eliminacion a través del sistema linfatico, con la participacién de
las proteinas responsables del transporte de lipidos como APOE y CLU (17), responsables
del transporte de lipidos. Ademas, la proteina de ensamblaje de clatrina de unién a
fosfatidilinositol (PICALM del inglés phosphatidylinositol binding clathrin assembly
protein), presente en las células endoteliales de la BHE, facilita el transporte de BA, mediado
por la proteina relacionada con el receptor de lipoproteina de baja densidad-1 (LRP1), hacia
el espacio intersticial (18). EI BA que no se elimina, se pliega de forma anomala formando
dimeros, trimeros, oligbmeros, fibras y finalmente placas; las dos primeras formas son las
mas toxicas para las neuronas porque pueden interferir con la sinapsis y dada su naturaleza
soluble, pueden propagarse hacia otras regiones cerebrales no afectadas (16).

Por su parte, la proteina TAU tiene funciones importantes en el citoesqueleto como el trafico
vesicular, el ensamblaje y la estabilidad (16). En condiciones normales TAU es fosforilada
por las kinasas, glucégeno sintasa kinasa 3 (GSK-3) y kinasa dependiente de ciclina 5 (CDK-
5) pero cuando es hiperfosforilada (pTAU), se produce pérdida de la afinidad de la proteina
por los microtibulos con la consecuente pérdida de la estabilidad del citoesqueleto y
afectacion de la movilidad vesicular intracelular. Las formas hiperfosforiladas de TAU y del
BA, se autoagregan, de forma andémala y crdonica, en filamentos helicoidales e inclusiones
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filamentosas al interior de las neuronas alterandolas estructural, funcional y energéticamente
lo que resulta en un desbalance entre la generacion y la eliminacion de estos péptidos,
contribuyendo al desarrollo de la EA (16,19).

Tanto el BA como la pTAU afectan el metabolismo energético de la célula e inducen
disfuncion mitocondrial. La mitocondria es una organela afectada tanto por el BA como por
pTAU; en el primer caso, se induce una sobrecarga de calcio (Ca™) en la membrana interna
afectando la cadena transportadora de electrones y activando la produccion de especies
reactivas del oxigeno pTAU se asocia con alteraciones cualitativas y cuantitativas (16,20,21).

La pérdida neuronal de modulacion del Ca™ mediada por el BA, produce un aumento en las
reservas celulares de este cation dentro el reticulo endoplasmatico, lo cual activa los
receptores ionicos excitatorios que conducen a estados de excitotoxicidad e
hiperexcitabilidad afectando procesos involucrados en el aprendizaje y en la memoria en
etapas tempranas de la EA (22,23).

Los procesos sinapticos también se ven afectados desde el inicio de la EA evidenciado por
una reduccién en la cantidad de vesiculas sinépticas, por la afectacion de la potenciacion de
la sinapsis a largo plazo y por el aumento en la disponibilidad de receptores postsinaptico
(24). Estos mecanismos en conjunto conducen a la neurodegeneracion y muerte neuronal.

4.4 Hipdtesis sobre la etiologia de la enfermedad de Alzheimer

Con base en los diferentes mecanismos de dafio celular expuestos anteriormente, se han
propuesto varias hipotesis que buscan explicar el origen de esta demencia.

4.4.1 Hipotesis amiloidea

Después de haberse demostrado que el BA era el principal componente de las placas seniles
presentes en el tejido cerebral de personas con EA, se plantea que el deposito de PA es el
elemento “central” en la etiologia de la EA, no solo por los dafios celulares asociados a 10s
acumulos, sino que activa el sistema kinasas/fosfatas que hiperfosforila a TAU, condicion
que favorece la agregacion (25). En un estudio longitudinal de pacientes con EAF, se
demostré por tomografia por emision de positrones (PET del inglés positron emission
tomography) que, durante la evolucion natural de la enfermedad, la acumulacion de PA
precede a la acumulacion de TAU (23).

Aunque esta hipotesis es la mas aceptada por la comunidad académica, tiene fuertes
detractores que cuestionan la ‘“causalidad” del BA basados en argumentos como los
siguientes:

1. Los primeros modelos murinos creados para el estudio de la EA, si bien desarrollan
amiloidosis, no necesariamente desarrollan los sintomas clinicos caracteristicos ni la
acumulacion de pTAU (26).

So6lo hasta el desarrollo de un modelo murino triple transgénico (3xtgAD), el cual presenta
dos mutaciones que generan amiloidosis y acumulacion de pTAU (APPswe, PS1m146v
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(PS1-K) y TAU p301L), se pudo obtener un modelo de estudio “idoneo” para la enfermedad,
debido a que estos ratones desarrollan en primera instancia placas seniles y posteriormente
los ovillos neurofibrilares, tal y como se ha descrito en humanos, a la vez que, los sintomas
cognitivos se van presentando de forma progresiva muy similar a como se presentan en los
humanos (27). Debido a lo anterior, se sugiere que no es suficiente la amiloidosis para la
aparicion de laEA, y se cuestiona el papel central del BA en la etiologia de esta enfermedad.

2. Las diferentes terapias farmacoldgicas evaluadas en ensayos clinicos en fase 3, con el
objetivo de remover el BA del cerebro usando inhibidores de B- secretasa o y-secretasa 0
anticuerpos monoclonales o policlonales contra diferentes regiones del BA, no han sido
eficaces en el control de la progresion de los sintomas (25).

Sin duda, la acumulacién de estos péptidos causa dafio e inflamacién crénica en cerebros de
pacientes con la EA, especialmente en etapas iniciales de la enfermedad para el caso del BA,
pero es necesario dilucidar el origen del desbalance entre la produccion y la eliminacion de
estos péptidos.

4.4.2 Hipdtesis infecciosa

Debido a que la hipotesis amiloidea ha sido cuestionada por algunos investigadores, se ha
propuesto la existencia de eventos que presiden el acimulo o la oligomerizacion-del BA; con
esta premisa, en la década de los 50°s surgid la hipotesis de un posible origen infecciosos de
esta demencia, postulando que agentes infecciosos no convencionales como los priones,
pudieran estar implicados en el desarrollo de demencia (28). Posteriormente, esta idea se
reforzé con el hallazgo del acido nucleico del virus Herpes Simplex en el 16bulo temporal de
personas que fallecieron a causa de la EA (29). Desde entonces, esta hipotesis se ha
fundamentado en hallazgos directos de diferentes agentes infecciosos o alguno de sus
componentes (&cidos nucleicos, proteinas o carbohidratos) o indirectos como anticuerpos
tipo 1gG o IgM contra virus, bacterias u hongos en tejido cerebral, suero o LCR (15).

Los agentes infecciosos pueden alcanzar el parénquima cerebral por diferentes vias (mucosa
olfatoria, cavidad oral o alteracion de la BHE) y permanecer alli evadiendo la respuesta
inmune. Una vez el sistema inmune se altere, por el envejecimiento o el estrés, estos pueden
reactivarse causando directamente la muerte neuronal o indirectamente por la activacion de
la respuesta inflamatoria para contener dicha infeccion llevando a disfuncion sinaptica,
muerte neuronal y demencia (30).

La EA cursa con un proceso neuroinflamatorio crénico caracterizado por la presencia de
citoquinas de la familia tipo I (IL-2, IL-6 e IL-12), familia de la IL-1, superfamilia de TNF-
a y otras citoquinas antiinflamatorias como TGF-f e IL-10, junto con la presencia de células
de la microglia activadas y astrocitos reactivos (24,31). Este perfil inflamatorio, se cree que
es inducido por el BA y la pTAU; sin embargo, se desconoce especificamente, si la respuesta
inmune se activa en respuesta a un agente externo o por la acumulacion del BA y de pTAU
(32).
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La mayoria de los casos de EA se presentan en la vejez. En esta etapa de la vida se activa el
sistema inmune innato a nivel sistémico, con la consecuente circulacién en sangre periférica
de citoquinas como TNF-o, IL-1p y IL-6, las cuales alcanzan el parénquima cerebral via
hematogena y activan la microglia, induciendo la produccion in situ de estas citoquinas; lo
que conlleva a la neuroinflamacion y al desarrollo de la neurodegeneracion que conduce al
desarrollo de la EA (33-35).

A pesar de que la mayoria de los estudios se han enfocado en tratar de establecer una la
relacion entre la EA y algln agente infeccioso (monoinfeccion). Bu y col. (29), observaron
que personas seropositivas para mas de un microorganismo (bacterias y virus), sufrieron
mayor deterioro cognitivo y desarrollaron la EA. De acuerdo con lo anterior, se ha propuesto
no considerar un Unico agente causal, sino pensar en un conjunto de infecciones cronicas que
estarian induciendo la neuroinflamacion.

4.5 Participacion de agentes infecciosos con la enfermedad de Alzheimer

Dentro de los agentes infecciosos relacionados con la etiologia de la EA se han propuesto:
priones, virus, hongos, bacterias y parasitos

45.1 Priones

La proteina pridnica (PrP*°) se considera el agente causal de las encefalitis espongiformes,
luego de ser aislada por Stanley Prusiner, del tejido cerebral con esta patologia. La PrP*° tiene
diferentes tamarios, es autoreplicativa, transmisible (como otros agentes infecciosos),
resistente a las proteasas y a los métodos convencionales de inactivacion de acidos nucleicos
(36).

La enfermedad por priones comparte caracteristicas clinicas, neuropatolégicas y celulares
con otras amiloidosis como la EA. En condiciones normales, la proteina prionica celular
(PrP®) tiene funciones celulares importantes relacionadas con la proteccion frente a estrés
oxidativo y ambiental, sefializacion transmembranal, procesos sinapticos o de adhesion
celular (37). Cuando esta proteina cambia a la isoforma patogénica (PrP*°), se autoagrega
formando placas prionicas , caracteristicas de enfermedades humanas tales como el kurdy
otras encefalopatias espongiformes como la enfermedad de Creutzfeldt Jakob (38).

Ambas isoformas de la proteina pridnica, PrP¢y PrP*¢, se han relacionado con la EA. La PrP°¢
es una proteina fosfatidilinositol anclada a membrana (39) que se une a BA-42 en el tejido
cerebral de pacientes con EA y como consecuencia, se activan cascadas de sefializacion
implicadas en la interrupcion subita de la plasticidad sinéptica (40,41), mientras que PrP*° se
ha encontrado acumulada en forma de placas amiloides, microscopicamente similares a las
placas seniles presente en pacientes con EA, lo que ha llevado a proponer que PrP*y BA-42
posiblemente compartan vias involucradas en la generacién y propagacién de ambas
proteinas (42).
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Aunque el BA no es una proteina pridnica, se acumula como ella, formando agregados
resistentes a la degradacion microglial y la transmision entre células. En un modelo murino
transgénico portador de la mutacion E22G (mutacion del artico), al cual se le inoculd
homogenizado de tejido cerebral de pacientes con EA, se observd el desarrollo de la
angiopatia cerebral amiloidea, histopatologicamente similar a la observada en el tejido de
pacientes con EA que portaban la misma mutacion (43).

Se cree que la capacidad infecciosa del BA, es dependiente de la concentracion de proteina
soluble y agregada, asi como de la cantidad y agregacién en fibras; sugiriendo que la
alteracion en cualquiera de estas caracteristicas, podria transformar cualquier amiloide en un
prion (44).

Otra caracteristica que comparten las enfermedades pridnicas con algunos casos de EA es la
progresion clinica rapida (entre 12 y 36 meses) (38). Adicionalmente, en otros organismos
como bacterias y levaduras, la PrP° tiene un plegamiento estructural de laminas-f similar al
BA (45).

4.5.2 Virus

Diferentes virus, principalmente de la Familia Herpesviridae, se han asociado a la etiologia
de la EA. Este grupo de virus son ubicuos y de doble cadena de ADN; tras la primoinfeccion,
pueden permanecer de por vida en el hombre en forma latente. En general, no causan
enfermedad severa en individuos inmunocompetentes a diferencia de lo que sucede en los
inmunocomprometidos. Esta familia se subdivide en a-Herpesviridae (VHS-1, VHS-2 y
Varicella-Zoster -VHH-3), s-Herpesviridae (Citomegalovirus-VHH-5, VHH-6 y VHH-7) y
y-Herpesviridae (Eipstein-Barr (VHH4) y VHH-8). Si bien estos virus tienen diferentes
células blanco (células epiteliales 0 monocitos), todos pueden tener tropismo por las células
neuronales y causar muerte (46).

El VHS-1 ha sido el méas estudiado en la basqueda de su relacion con la EA, posiblemente
por una o varias de las siguientes caracteristicas: i) la alta frecuencia de la infeccién en la
poblacion mundial; ii) la evasidn de la respuesta inmune y permanencia en estado de latencia
en las neuronas; iii) la frecuencia de la reactivacion de las infecciones debido al deterioro del
sistema inmune en adultos mayores (47—49).

La relacion entre la infeccion por el VHS-1y la EA se ha sugerido desde 1991 con el estudio
realizado por Jamieson y col. (48) en el cual se detectd la presencia de ADN viral, en tejido
cerebral de pacientes con EA. En estudios posteriores, se ha demostrado tanto la presencia
de ADN viral en las cortezas temporales y frontales como anticuerpos tipo IgG en LCR o en
suero de personas con la EA (49). En un metaanalisis realizado por Steel y col. (50), se
determind que existe un aumento en el riesgo de desarrollar EA cuando VHS-1 esta presente
en el tejido cerebral [OR 1.38; 95% CI 1.14-1.66] o cuando la infeccion se reactiva (HR
1.959, P 5.012) (34).

Los mecanismos que pudieran explicar la participacion del VHS-1 en la patogénesis de la
EA estan relacionados con la interaccion con proteinas celulares que se han implicado en el

16



desarrollo de la enfermedad. En un subanalisis realizado por Steel y col. (50), se demostrd
que la presencia del alelo ApoEe4 y del VHS-1, incrementa el riesgo de desarrollar la EA
[OR 2.71; 95% CI 1.08-6.80]. Ademas, el sinergismo entre ApoEe4 y VHS-1 se demostrd
en un estudio con ratones transgénicos para ApoEe4 que al ser infectados con el VHS-1
presentaron mayor expresion de genes de latencia del virus y mayor cantidad de genoma
viral/genoma total en comparacion con ratones knockout o portadores del genotipo ApoEe3
(51). Es posible que la susceptibilidad a la infeccién por el VHS-1 en presencia del alelo
ApoEe4, pueda explicarse por menor afinidad de la APOE4 por el receptor heparan sulfato
en comparacion con el VHS-1, favoreciendo asi el ingreso del virus a la célula (52).

Por otro lado, se ha demostrado que la infeccidn por VHS-1 induce disfuncidn sinaptica por
disminucion en las proteinas presinapticas (sinapsina-1 y sinaptofisina) y en la transmision
sinaptica en neuronas corticales (51). Otro mecanismo que se ha descrito y que puede explicar
la pérdida de la funcidn sindptica que ocurre en la EA es la interaccion de la proteina US11
del VHS-1 con el extremo C-terminal de la PPA afectado el trafico vesicular dentro de la
neurona (53). EI VHS-1 también parece promover la acumulacion de BA intracelular por
medio de su accion sobre GSK3 (kinasa que fosforila a TAU) (51).

Otro de los hallazgos que involucra al VHS-1 en la etiologia de la EA, es la activacion de la
via amiloidogénica de hidrolisis de PPA mediado por un aumento en los niveles de las
enzimas [-secretasa y y-secretasa (53). También se ha demostrado que y-secretasa tiene
actividad sobre la nectina-1, un co-receptor celular que se une a la glicoproteina D de VHS-
1; es posible que esta union afecte la funcion de la enzima y en consecuencia haya mayor
produccion de BA (54). Asimismo, el hecho de que VHS-1 se una a las apolipoproteinas
APOE y APOALl vy a la vez este complejo al receptor LRP1, puede interferir en una de las
rutas de eliminacion de BA (55).

Es importante tener presente que la secuencia interna de la glicoproteina B del VHS-1,
estructuralmente es similar a la region C terminal del BA, lo que le confiere la propiedad de
agregarse formando fibrillas y placas, similares a las que se observan en la EA (55).

Otros virus de la familia Herpesviridae como VHS-2, VHS-6 y VHS-7 también se han
involucrado en la etiologia de la EA. De acuerdo con el estudio llevado a cabo por Kristen y
col. (56), el VHS-2 estimula la acumulacion de BA y pTAU en células de neuroblastoma SK -
N-MC e inhibe la via no amiloidogénica de procesamiento de la PPA. Asimismo, Ben
Readhead y col. (57), mediante un analisis de asociacion de genes (GWAS del inglés
Genome-wide association study) en cohortes independientes, encontraron una mayor
prevalencia de los virus VHS-6 y VHS-7 en tejido cerebral de pacientes con EAE en
comparacién con los controles; especificamente el VHS-6A se asocié con moléculas que
participan en el desarrollo y la progresion de la EAE.

Asi como sucede con VHS-1, proteinas de los virus VHS-8 y VHH-4, interaccionan con
proteinas implicadas en el metabolismo de TAU y BA como AKT1, APP, MAPT y APOE.
Esta coexistencia aumenta la probabilidad de desarrollar la EA (58).

La relacion del Citomegalovirus (CMV) con la EA, sélo se ha basado en la deteccion de
anticuerpos tipo IgG en pacientes con deterioro cognitivo y demencia. Barnes y Col. (59), en
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un estudio de cohorte en el cual se determiné la presencia IgG anti-HSV1 y anti-CMV en
suero de 849 participantes, observaron que hay un incremento del riesgo de padecer EA
(riesgo relativo: 2.15;[1.42-3.27]) luego de una infeccion por CMV.

La participacién del Virus de Epstein-Barr (VHH-4) se ha sugerido por la capacidad para
activar la produccion de proteinas amiloidogénicas (amilina, PPA y BA) en cultivos de
astrocitos primarios de médula espinal (52).

4.5.3 Bacterias

Se ha propuesto que diferentes especies bacterianas, en particular las que causan infecciones
crénicas como Chlamydophila pneumoniae, Treponema pallidum, Helicobacter pylori,
Actinomycetes y Cutibacterium acnes, participan en la fisiopatologia de la EA posiblemente
por la activacién de una respuesta inmune local o sistémica (60). Chlamydophila pneumoniae
es una bacteria intracelular que causa neumonia atipica con capacidad de infectar células del
sistema nervioso como astrocitos, neuronas y microglia (61). Esta bacteria puede diseminarse
por via hematogena y alcanzar el parénquima cerebral a través de un mecanismo paracelular,
infectando células endoteliales que conforman la BHE o mediante la infeccion de monocitos,
utilizandolos como vehiculo, también conocido como “caballo de Troya” (62). Ademas, en
tejido cerebral de pacientes con la EAE tardio, se han detectado tanto genes como formas
bacterianas viables o metabdlicamente activas de C. pneumoniae (61). Asimismo, esta
bacteria afecta la expresion de la proteina ocludina, un componente principal de las uniones
de las células endoteliales, generando una afectacion de la permeabilidad paracelular (62),
situacion que se presenta en la EA. Adicionalmente, Lim y col. (63), mediante la infeccion
de monocitos in vitro con C. pneumoniae, demostraron que la bacteria induce aumento en la
expresion de genes y secrecion de citoquinas, implicados en respuesta inflamatoria. La
infeccion por esta bacteria aumenta 5 veces el riesgo de desarrollar EA (OR: 5.66; 95% CI:
1.83-17.51) (60).

Treponema pallidum, es una bacteria intracelular neurotrépica que ademas de ser el agente
etioldgico de la sifilis, persiste en el tejido cerebral en donde causa infeccion crénica e
inflamacion que  progresivamente  desencadena demencia 'y  manifestaciones
neuropsiquiatricas (neurosifilis) (64). En este estado de la sifilis, se han descrito cambios
neuropatolégicos como amiloidosis y placas seniles corticales, similares a los que se
observan en la EA (65). Asi como sucede con otras bacterias, T. pallidum degrada la matriz
extracelular y dafia uniones estrechas del endotelio afectando la integridad de la BHE, como
sucede en la EA (66). La infeccién por T. pallidum representa un riesgo 10 veces mayor de
deterioro cognitivo y de padecer EA (OR: 10.61; 95% CI: 3.38-33.29) (60). Otras especies
de Treponema que causan enfermedades periodontales como T. denticola, T. socranskii, T.
pectinovorum, T. amylovorum, T. maltophilum y T. medium también se han detectado o
aislado de cerebros de pacientes con esta enfermedad neurodegenerativa (67).

Borrelia burgdorferi, asi como sucede con T. pallidum, causa atrofia cortical en etapas tardias
de la enfermedad de Lyme. La relacion entre B. burgdorferi y la EA, al igual que con otros
agentes infecciosos, se ha basado tanto en la deteccion de ADN, de proteinas bacterianas y
de bacterias colocalizadas con las placas seniles y ovillos neurofibrilares en tejido cerebral
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de personas que padecieron la EA, como con la deteccion de anticuerpos en suero y en LCR
(67).

Finalmente, las espiroquetas forman biopeliculas in vitro con caracteristicas morfoldgicas y
bioquimicas similares a las placas seniles que se observan en la EA (68). Ademas, estas
bacterias expresan una forma de PPA similar a la que se encuentra en humanos, sugiriendo
que podrian participar en la acumulacion amiloidea en la EA (68). Por su parte, Allen y col.
(69), demostraron in vivo colocalizacion de biopeliculas bacterianas y el BA, asi como
presencia de ADN bacteriano en las placas seniles.

Debido a la proximidad anatomica de la cavidad oral con el cerebro, se ha sugerido la
posibilidad de que algunas especies bacterianas implicadas en infecciones periodontales
puedan relacionarse con la etiologia de la EA (70). En una revision sistemética con
metaanalisis, Leira y col. (71), encontraron asociacion entre la enfermedad periodontal y la
EA (OR 1.69, 95% CI 1.21-2.35) y un incremento del riesgo cuando la infeccion es severa
(OR 2.98, 95% CI 1.58-5.62). Asimismo, en un estudio retrospectivo realizado por Chen y
col. (72) en Taiwan, con 9291 pacientes, se demostrd que la infeccion periodontal crénica
incrementa el riesgo de padecer la EA (HR ajustado de 1.707, 95% CI 1.152-2.528, p =
0.0077). En otro estudio llevado a cabo por Laugisch y col. (70) con pacientes con EA
temprano y tardio, se observo que las personas que tuvieron infeccion oral por Treponema
spp, Porphyromonas gingivalis o Aggregatibacter actinomycetemcomitans, presentaron
tanto niveles elevados de anticuerpos contra estas bacterias como la presencia de TAU y BA
en LCR.

Especificamente P. gingivalis o sus toxinas pueden alcanzar el tejido cerebral a través del
nervio trigémino o del nervio olfatorio, activar la respuesta inmune y causar dafio a la BHE
(66). La pérdida de integridad de la BHE facilita la colonizacion de los I6bulos frontal y
temporal por P. gingivalis (68). La asociacion entre P. gingivalis y desordenes cognitivos,
demencia y EA también fue respaldada por el estudio de Carter y Col. (73), en el cual se
demostrd interaccién génica entre genes de P. gingivalis y genes asociados a desordenes
cognitivos, demencia 'y EA.

Aunque H. pylori es una bacteria que se suele encontrar en la capa mucosa del estomago y
es un factor de riesgo para el desarrollo de gastritis cronica, Ulceras gastricas y neoplasias
(64); también se ha relacionado con la etiologia de la EA (OR:1.71 (95% CI 1.17-2.49)) (74).
Sin embargo, con los resultados del estudio de Fani y Col. (75), que consistio en la
cuantificacion de 1gG contra H. pylori a 4125 participantes, durante 13 afios, no fue posible
confirmar asociacion entre el titulo de anticuerpos y el desarrollo de la EA (HZ: 1.04 [0.90-
1.21]). Las bacterias a las cuales se les ha atribuido algin papel en la etiologia de la EA, con
excepcion de H. pylori, tienen alguna relacion directa con las neuronas. Sin embargo, se ha
demostrado que infecciones bacterianas periféricas o sistémicas también pudieran ser la
causa de la EA. Por ejemplo, McManus y Col. (76), indujeron una infeccidn respiratoria por
Bordetella pertussis en ratones APP/PS1 y ocho semanas después de la infeccion, se observé
infiltracion de células T, activacion de células gliales y aumento en el depdsito de BA en el
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parénquima cerebral. Asimismo, Zhan y col. (77), detectaron diferencias estadisticamente
significativas (p<0.001) entre la cantidad de proteina del pili (K99) de Escherichia coli en
muestras de cerebro de personas con la EA y sin esta demencia. Ademas, encontraron
lipopolisacarido (LPS) colocalizado con placas seniles. Otro estudio con el que se pudo
demostrar asociacion entre la infeccion bacteriana periférica y la EA fue el de Wendeln y col.
(78), en el cual se inocularon ratones transgénicos, con la mutacion APP23, con LPS; en el
tejido cerebral de los ratones, se observd mayor cantidad del BA y de muerte neuronal que
en grupo control. Ademas, se observé que el LPS incrementa la acumulacion de pTAU a
través de la via de sefializacion de ciclina dependiente de kinasa 5 (cdkb).

Otros hallazgos bacterianos han permitido sugerir la asociacidn de estos microoganismos con
la EA como es el caso de produccion de curli por enterobacterias. Curli corresponde a una
fibra de tipo amiloide extracelular que ademdas de estar implicada en producciéon de
biopelicula y participar en la adhesion bacteriana a la célula hospedera, estructuralmente se
compone de 20 residuos de aminoacidos dispuestos en forma de ldmina  perpendicular al
eje de la fibra de manera similar al BA (79). Streptomyces coelicolor es otra bacteria que usa
las fibras de tipo amiloide para disminuir la tension superficial del agua y permitir el
crecimiento del filamento aéreo (79).

4.5.4 Hongos

Diferentes estudios han sugerido asociacion entre la EA e infecciones por hongos por la
deteccion de estructuras fungicas (hifas y/o blastoconidias) en tejido cerebral y por la
deteccion de anticuerpos en sangre periférica y LCR, asi como de componentes celulares
fungicos como quitina, enolasa o B-tubulina en pacientes con EA (80,81). Lomiguen y col.
(82), detectaron niveles elevados de quitina en el SNC de pacientes con EA. Este polisacarido
es tdxico para las neuronas por lo que se cree que puede participar en el desarrollo de la EA.
En estudios histoldgicos de cerebros de personas con EA, ademas de los marcadores tipicos
de la demencia, se han encontrado cuerpos amilaceos, que de acuerdo con Pisa y Col. (83),
podrian estar compuestos de proteinas fungicas.

Entre los hongos implicados se encuentran especies de la microbiota residente o transitoria
de la piel o mucosas como Candida glabrata, C. famata, C. albicans, C. orthopsilosis, C.
tropicalis, Malassezia globosa, M. restricta, Saccharomyces cerevisiae o especies de hongos
ambientales como Phoma betae, Syncephalastrum racemosum, Cladosporium spp,
Neosartorya hiratsukae y Sclerotinia borealis (84). Sin embargo, llama la atencién que en
los estudios que han tenido como objetivo justificar un origen micotico de la EA, no han
encontrado especies como Histoplasma capsulatum, Aspergillus fumigatus o Cryptococcus
spp que causan infecciones en el sistema nervioso central (85).

4.5.5 Parasitos
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Hasta la fecha, el Unico parasito que se ha asociado con la EA es Toxoplasma gondii, sin
embargo, la evidencia experimental no es lo suficientemente solida para establecer su
relacion con la enfermedad (86).

4.6 Actividad antimicrobiana del péptido p-Amiloide

El BA es un péptido altamente conservado a través de la evolucion de las especies, por lo que
se ha propuesto que podria participar en funciones vitales (87). El BA es una fibra proteica,
no ramificada, con una subestructura repetitiva de laminas B que se extienden de manera
perpendicular al eje de la fibra. Su estructura secundaria, generalmente, esta formada por
residuos de 5-10 aminoacidos unidos entre si por puentes de hidrogenos entre los extremos
amino y carboxilo terminal (45). Esta conformacion o motivo estructural de laminas 3
entrecruzadas, altamente conservadas, se conoce como plegamiento tipo amiloide, y
corresponde a la estructura supersecundaria que adopta una proteina; dicha conformacion
dependera entonces de las interacciones especificas de las cadenas laterales de los residuos
de aminoédcidos, de la secuencia especifica del polipéptido y las caracteristicas fisico-
quimicas (pH, concentracién de sales, temperatura o algunas condiciones patoldgicas), que
las hacen auto agregarse para adoptar este motivo estructural de lamina B (estructura
supersecundaria) (45).

Las fibras amiloides también se han observado en las trampas extracelulares de neutréfilos o
NETs (del inglés “Neutrophil extracellular traps™), los cuales son una red de cromatina que
liberan los neutrdfilos para atrapar los microorganismos patégenos; sugiriendo que el
amiloide puede tener una participacion en la respuesta inmune (79).

La organizacion en forma de laminas B, se ha observado también en algunas familias de
péptidos antimicrobianos (AMPs del inglés “antimicrobial peptides”). Péptidos de este tipo
son la primera linea de defensa, de amplio espectro, del hospedero contra invasiones
microbianas. Algunos AMPs, tienen similitudes estructurales y quimicas (hidrofobicidad)
con el BA (88).

Una vez los AMPs se unen a una membrana celular, inicia un proceso de auto agregacion o
multimerizacion, gracias a las interacciones proteina-proteina o proteina-lipido (88). Si bien
este mecanismo molecular de unién a la membrana celular no se conoce de forma detallada,
se infiere que la secuencia de eventos es: i) Atraccion e interaccién inicial hacia la superficie
de la membrana, ii) plegamiento en su forma activa, iii) acumulacion en la superficie de la
membrana y iv) autoensamblaje u oligomerizacion (89). Este autoensamblaje u
oligomerizaciéon puede ser en forma de a-hélice (catelicidina (LL-37)), lamina-B ((o-
defensina (HDG6), proteina sérica amiloide A, familia de apolipoproteinas, protegrina 1y las
lisozimas)) o ambos, péptidos af (B-defensinas (HD2 y 3)) (90). EIl proposito de estos
cambios conformacionales es aglutinar e impedir la invasion por microorganismos,
demostrando que la eficiencia de la actividad bioldgica es dependiente de la estructura
(89,91).
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Considerando las similitudes bioldgicas entre el BA y algunos AMPs (estructura y union a
membranas celulares) y los resultados de estudios in vitro e in vivo, se ha propuesto que el
BA tiene una funcion biologica relacionada con la respuesta inmune de tipo innata (90).
Soscia y col. (92), encontraron mayor actividad anti C. albicans y antibacteriana del BA en
comparacion con el AMP LL-37. De igual forma, Spitzer y Col. (93), comprobaron que entre
las variantes amiloidogénicas del BA, el BA-42 tiene mayor actividad contra C. albicans,
Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes, E.coli (DH5a) y Staphylococcus aureus.
Asimismo, Kumar y col. (94), demostraron que el BA se une a los carbohidratos de la pared
de Salmonella typhimurium impidiendo la adhesion bacteriana a la célula blanco y que,
homogenizados de tejido cerebral de pacientes con EA, fueron méas activos in vitro contra
bacterias y levaduras que el BA sintético y el AMP LL-37.

Un estudio in vivo realizado en ratones 5XFAD y C. elegans, un modelo usado para el estudio
de la EA demostro que la oligomerizacion del BA es necesaria para su accion antimicrobiana
y que las fibras de A inhiben la adhesion a la célula hospedera y median la aglutinacion en
Candida albicans y Salmonella entérica serotipo Typhimurium (93)

Estudios in vitro han permitido identificar que el BA tiene actividad anti-VHS-1 y reacciona
contra las proteinas H3N2 y HIN1 del virus de la influenza. En el primer modelo viral afecta
el ingreso del virus a fibroblastos, células epiteliales y células neuronales posiblemente por
la competencia por los receptores celulares determinada por la homologia del péptido con la
secuencia de la region transmembranal de la glicoproteina B viral (94), en el caso del virus
de la influenza, se ha demostrado que BA 40 y BA 42: i) inhiben el ingreso de los virus a la
célula; ii) disminuyen el nimero de particulas virales en el sobrenadante de los cultivos y iii)
inducen la agregacion de los virus (95).

5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La proporcidon de pacientes con 60 afios 0 mas que tienen algun tipo de demencia es del 5-8
% (96), por lo que, a medida que aumenta la expectativa de vida en el mundo, la aparicion
de este tipo de enfermedades sera mas comun. En el afio 2019, aproximadamente 50 millones
de personas a nivel mundial fueron diagnosticadas con demencia y para el afio 2050 se espera
que los casos se tripliquen (97). La mayoria de estos pacientes viven en paises de ingresos
bajos y medios, convirtiéndose en uno de los principales problemas sanitarios y sociales para
los gobiernos (98). En este sentido, el informe ADI/Bupa (2013) (99), indic6 que para el afio
2010, 3.429.000 personas tuvieron esta patologia en Latinoamérica y el Caribe, con una
proyeccion de un aumento hasta del 368% para el afio 2050.

Colombia no es ajena a este panorama mundial, las encuestas nacionales revelaron una
prevalencia de demencia de 13.1/1000 habitantes (1C95%:8,5-19,3) (100). Posteriormente,
se estimo una prevalencia global de 17.6 % de deterioro cognitivo leve en el 2015 (101).

La EA se encuentra entre las 10 causas de mortalidad a nivel mundial. Sin embargo, la
etiologia aun se desconoce y por lo tanto no se dispone de un tratamiento eficaz (102). En
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Colombia a pesar de la presencia del grupo mas grande a nivel mundial de EA familiar (EAF)
asociado a mutaciones en el gen de presinilina 1 (23,103), no se tienen datos poblacionales
actualizados que muestren el comportamiento epidemioldgico especifico de la demencia tipo
Alzheimer en el pais.

El aumento esperado en el numero de casos nuevos de pacientes con demencia en los
préximos afios, genera una alarma en los sistemas de salud a nivel mundial, también lo hace
en los sistemas financieros, ya que estos pacientes dejan de ser productivos econdmicamente
y este hecho se suma a que se vuelven completamente dependientes del cuidado de un tercero
(familiar o personal de salud), impidiendo en la mayoria de los casos, que la persona
responsable del cuidado pueda trabajar y generar ingresos. Segun la Asociacion mundial de
Alzheimer, en el 2016 el costo del cuidado de estos pacientes fue de $236 billones de dolares
(104).

El aumento esperado en el numero de casos de EA y los costos de su cuidado, han obligado
a la comunidad cientifica a reforzar los esfuerzos en la basqueda de opciones terapéuticas
que impidan la aparicién y la progresion de los sintomas. A la fecha el tratamiento se ha
orientado a la eliminacién del BA y no ha tenido éxito en el control de la progresion clinica
de la EA (25). Estos resultados han llevado a replantear el origen de esta demencia y a
proponer que puede existir un evento previo que induce agregacion de pA y TAU.

Desde el punto de vista neuropatoldgico, en este tipo de demencia se han descrito tres
marcadores: la acumulacion de BA, la acumulacion de pTAU y la inflamacion cronica. En el
caso de la EA de origen familiar por mutacion PSEN1-E280A, desde el nacimiento se
presenta bajos niveles de acumulacion, del péptido B (105); posteriormente éste se detecta en
LCR o en el tejido cerebral por medio PET-Amiloide. A partir de la cuarta década de la vida,
aproximadamente, se presenta la acumulacion de pTAU, neuroinflamacién y la aparicion de
primeros sintomas cognitivos (alteracion de la memoria, lenguaje, entre otros), lo que
finalmente progresara a un estado de demencia (23,103). Sin embargo, a la fecha, esta
progresion de la enfermedad no es equiparable en los pacientes con EAE, debido a que aln
no es posible determinar el factor detonante de la acumulacion de estas proteinas y la
inflamacion asociada ni el momento en el que se presentan.

La deteccion directa o indirecta de agentes infecciosos en pacientes con EAy las propiedades
antimicrobianas, principalmente del BA, han servido de base para pensar que la exposicion a
lo largo de la vida a diferentes agentes infecciosos o0 a sus metabolitos, podria ser el evento
inicial en la EA y que los agregados proteicos observados en el tejido cerebral y la
neuroinflamacién, sean la consecuencia de la activacion prolongada del sistema inmune.

En Colombia y a nivel mundial, la investigacion en la EA se ha dirigido principalmente a
comprender los mecanismos fisiopatologicos de las proteinas BA y pTAU en el desarrollo de
la enfermedad. Sin embargo, no se ha estudiado sobre la posible etiologia infecciosa de la
EA vy si puede 0 no tener un impacto en el manejo terapéutico de estos pacientes. Por lo
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anterior, este trabajo pretende indagar sobre la posible asociacion de la EA y agentes
infecciosos en personas que murieron por la EA en Colombia.

Segun la hipdtesis sobre el origen infeccioso de la EA, esta demencia se produce por (32),
dafio neurologico directo, por agentes infecciosos neurotrdpicos o que llegan al parénquima
cerebral desde otro sitio del cuerpo, o indirecto a través de metabolitos que estimulan la
respuesta inmune (106). Otra propuesta para la etiologia infecciosa de la EA es la ocurrencia
de infecciones cronicas o recurrentes que activan la respuesta inmune a través de los
diferentes receptores de reconocimiento de patrones que activan vias de sefializacion que
llevan a la produccion de citoquinas proinflamatorias, activacion permanente de la microglia
y migracion de monocitos y células T hacia el parénquima cerebral dando como resultado un
estado inflamatorio (107).

Los agentes infecciosos también podrian estar propiciando la acumulacion de BA y pTAU
(marcadores tipicos de la EA), posiblemente ejerciendo una funcién antimicrobiana, en
especial al BA (92,94,108). La consecuencia de este evento podria ser la disrupcion en la
homeostasis del microambiente celular y la neurodegeneracion.

Por lo anterior, se hace necesario dilucidar la participacion directa o indirecta de los agentes
infecciosos en el desarrollo de la EA, debido a que, si se tiene en consideracion que la
mayoria de los individuos mayores de 50 afios, presentan infecciones crénicas por lo menos
de un agente infeccioso como el VHS-1 (96) y sumado a la edad avanzada, significaria que
maés de la mitad de la poblacion mayor tendria alto riesgo de padecer este tipo demencia.
Ademas, a la fecha no existen estudios publicados que busquen de forma simultanea, la
presencia de diferentes agentes infecciosos directamente en el tejido encefalico. Por esto y
gracias a la disponibilidad de tejido encefalico con EA almacenado en el biobanco del grupo
de Neurociencias de Antioquia, lo cual asegura contar con un tamafio de muestra aceptable,
este estudio busca contribuir con la investigacion sobre el origen infeccioso de la EA y la
posible accion bioldgica del peptido BA como péptido antimicrobiano. Adicionalmente, se
podria aportar con evidencia cientifica que promueva el disefio de terapias enfocadas a la
eliminacion temprana de los agentes infecciosos o hacia la modulacion de la respuesta
inmune que pudieran estar generando la neurodegeneracion propia de la EA.

6. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Qué agentes infecciosos pueden ser detectados en tejido encefalico post mortem en personas
afectadas con enfermedad de Alzheimer en comparacion con un grupo no afectado?
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7. OBJETIVOS
7.1 General

Describir las caracteristicas clinicas de un grupo de personas con enfermedad de Alzheimer
y los hallazgos neuropatoldgicos, la presencia de agentes infecciosos y su colocalizacion con
placas seniles en tejido encefalico post mortem.

7.2 Especificos

1. Analizar los datos clinicos de los casos y controles incluidos en el estudio.

2. Detectar e identificar agentes infecciosos en tejido encefalico post mortem
proveniente de personas afectadas y no afectadas por la EA.

3. Describir la colocalizacion de bacterias con placas seniles en tejido encefalico.

8. MATERIALES Y METODOS
8.1 Tipo de estudio y disefio muestral

Este es un estudio descriptivo, de casos y controles. El tamafio de la muestra se selecciond
por conveniencia, teniendo en cuenta la disponibilidad de encéfalos almacenados en el
biobanco del grupo de Neurociencias de Antioquia (GNA). Se seleccionaron 22 encéfalos en
los cuales se confirmé la EA (10 casos con EAE y 12 casos con EAF tardio), ademas se
incluyeron 10 encéfalos de personas que murieron sin afectacion neuroldgica (controles).

8.2 Criterios de inclusion

Se seleccionaron, para cada caso, muestras de hemisferio cerebral conservado en
formaldehido al 10% para el diagndstico neuropatoldgico y congelado a -80 °C para realizar
la busqueda de los agentes infecciosos, de personas con diagnéstico clinico y
neuropatolégico, de EA. Los controles correspondieron a pacientes que pre mortem no
presentaron afectacion neuroldgica ni enfermedad de origen infeccioso.

8.3 Analisis de datos clinicos

Se realizé un analisis retrospectivo de las historias clinicas disponibles en el GNA de los
casos con y sin EA, para la creacion de una base de datos con las siguientes variables:

e Sociodemograficas: Sexo y edad al momento del deceso
e Clinicas asociadas a la EA: Tiempo de evolucién (afios) de la enfermedad, sintomas
cognitivos reportados en el momento del diagndéstico, evaluacidon neuropsicolégica
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(FAST score, del inglés “Funtional Assessment Staging™) (121). Esta herramienta
neuropsicolégica clasifica la progresion de la enfermedad en siete estadios (1-7) y
subestadios (a-f) del deterioro cognitivo de los pacientes y causa probable de muerte.

e Hallazgos macroscdpicos del encéfalo: Peso global del encéfalo, peso de hemisferio
cerebral izquierdo, peso de hemisferio cerebral derecho, peso de contenido de fosa
posterior, region o regiones cerebrales con predominio de atrofia y alteraciones
morfoldgicas en sistema vascular.

e Antecedentes:

Toxicos: Consumo de licor, cigarrillo y sustancias alucindgenas.
Patolégicos:  Neoplasias, diabetes mellitus, hipertension, enfermedades
reumatoldgicas y antecedente de trauma craneoencefalico.

e Infecciones o0 hallazgos sugestivos previo al momento del deceso: Reporte de
infeccion urinarias u otras pruebas microbioldgicas, estado de piezas dentales,
tratamiento con antibidticos, cefalea, fiebre, signos de irritacibn meningea,
alucinaciones, delirium, sintomas respiratorios.

e Otros hallazgos relacionados con infeccion: Presencia en el cadaver de gastrostomia,
escaras o0 sonda vesical.

8.4 Diagnostico neuropatoldgico de la enfermedad de Alzheimer

El diagndstico de la EA se baso en el protocolo estandarizado en el biobanco del GNA cual
se basa en los criterios internacionales del Consenso de Recomendaciones para el diagnostico
post mortem de la enfermedad de Alzheimer (CERAD del inglés Consortium to Establish a
Registry for Alzheimer’s Disease) (110), del grupo de trabajo del instituto Regan (111) y en
los publicados por H. Braak y E. Braak (112).

Todos los cerebros fueron pesados y se realizo una descripcion de los principales hallazgos
observados en forma macroscopica en las estructuras cerebrales. Posteriormente, de acuerdo
al protocolo del biobanco del GNA: de cada encéfalo se obtuvieron 13 fragmentos de tejido
de las siguientes regiones cerebrales: giro frontal medio, giro temporal superior, giro
temporal medio, lobulillo parietal inferior, corteza occipital con corteza visual primaria,
hipocampo en uncus, hipocampo a nivel de cuerpo geniculado lateral, talamo/hipotalamo,
nucleo caudado, amigdala, mesencéfalo, puente en locus coeruleus y corteza cerebelar. Los
tejidos se incluyeron en parafina, se obtuvieron cortes de 4 pum y se realizo
inmunohistoquimica con los anticuerpos monoclonales clon BAM10 (1:100) y clon AT8
(1:200) (Invitrogen, EE. UU) para BA y pTAU, respectivamente. La deteccion, se realizo con
el estuche UltraView Universal DAB Detection: 760-500 (Roche, EE. UU) IRefy el sistema
automatizado BenchMark GX Ventana (Roche, EEUU), de acuerdo con las recomendaciones
del fabricante. El diagndstico de la EA se baso en la deteccion de placas seniles y de ovillos
neurofibrilares en el tejido cerebral.
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8.5 Busqueda e identificacion de agentes infecciosos en tejido cerebral

8.5.1 Obtencidn de las muestras de ADN

En primera instancia, se utilizaron 12 muestras (3 controles y 9 casos con EA) las cuales
correspondian a un “pool” de ADN obtenido de diferentes regiones cerebrales (corteza
frontal, temporal, parietal y occipital, hipocampo y corteza cerebelar) previamente obtenidas
y almacenadas en el biobanco del GNA. Considerando que los resultados de estas 12
muestras fueron negativos, se decidid extraer ADN especificamente de corteza temporal de
las 22 muestras restantes. Se selecciono corteza temporal debido a que es una de las regiones
cerebrales mas afectada por la enfermedad y de las primeras en verse afectadas (110,112).

La extraccion de las muestras se llevo a cabo con el estuchelnvisorb® Spin Tissue (Stratec
Molecular, Alemania) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

El ADN se cuantificé usando un espectrofotometro NanoDrop™ 2000/2000c (Thermo
scientific, EE.UU.). La pureza y calidad se verificaron calculando la relacién entre
absorbancias (A260/A280) y por electroforesis en gel de agarosa. A partir del ADN obtenido
se procedid a realizar la basqueda de los agentes infecciosos por microarreglos y PCR.

8.5.2 Deteccidn e identificacion de agentes infecciosos por la
tecnologia de microarreglos

Las muestras de ADN (50-500 ng/uL), se enviaron al laboratorio Lawrence Livermore
National Laboratory (EE. UU) para la deteccion de virus, bacterias, hongos y parésitos
usando la plataforma Axiom™ Microbiome Array (Thermo scientific, EEUU). La
plataforma contiene sondas especificas para identificar aproximadamente 12.000 especies.
El limite de deteccion es de 1.000-10.000 copias de ADN microbiano en una cantidad de
ADN total humano de 1-10 ng.

8.5.3 Deteccidn de hongos por PCR en tiempo real

Usando una PCR panfungica, las 32 muestras de DNA fueron procesadas para la
amplificaron de la region ITS1 del ADN ribosomal empleando iniciadores universales (113).
Esta técnica utiliza iniciadores universales que permiten detectar cualquier hongo presente
en la muestra. Se amplifica la region ITS1, empleando los iniciadores ITS1 e ITS2, mediante
PCR en Tiempo Real. El equipo utilizado fue CFX96 (Bio Rad, Madrid, Spain). La reaccion
de PCR se realiz6 en un volumen final de 20 pL y contenia: 0,8 uM de cada primer, 4.5 mM
MgCI2 y SYBR Green | binding dye (Ecogen, Bioline, Madrid, Espafa). Se realiz6 también
un programa de melting desde 65°C hasta 97°C. Se emplearon 2 uL de ADN de cada muestra.
En cada experimento se incluydé ADN de Aspergillus fumigatus como control positivo del
experimento incluyendo diferentes concentraciones de ADN (1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg) y 2
pL de agua como control negativo.
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Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: un paso inicial de 10 minutos a 95 °C, luego
50 ciclos a 95 °C por 10 segundos, 54 °C por 30 segundos y 72 °C por 30 segundos,
finalmente una fase de 30 segundos a 40 °C. Los resultados se consideraron positivos cuando
la sefal fluorescente fue superior a la sefial basal, obteniéndose un ciclo de amplificacion
(Cq). Se analizd la curva de melting generada se verificd la calidad de los productos
amplificados en un gel de agarosa al 2% (Sigma-Aldrich Quimica, Madrid, Espafa).

8.5.4 Deteccidn de virus por PCR multiplex en tiempo real

Treinta y dos muestras de ADN fueron analizadas para la deteccion de VHS-1 o VHS-2,
VHH3, VHH-4, VHH-5, VHH-6, VHH-7, VHH-8 y Enterovirus usando una PCR multiplex
en tiempo real en equipo Rotor-Gene Q MDx (US) (QIAGEN, Espafia), siguiendo el
protocolo usado del Instituto de Salud Carlos 111, Madrid, Espafia.

8.6 Aislamiento e identificacion de bacterias aerobias y hongos

8.6.1 Bacterias aerobias

Con el objetivo de aislar bacterias aerobias, se tomo6 un gramo de tejido cerebral, a partir de
la misma zona en donde se obtuvieron las muestras para la extraccion del ADN, en 13 casos
y siete controles, se maceraron y cultivaron en el medio liquido Brain Heart Infusion (BHI)
a 37 °C durante 24, 48 o0 72 h. Posteriormente, las muestras en las que se observé turbidez se
cultivaron en agar sangre y agar MacConkey (2 cultivos por muestra) e incubadas a 37 °C
por 24 h. Las colonias que predominaron en los cultivos fueron identificadas por
espectrometria de masas por ionizacidn/desorcion mediante laser asistida por matriz acoplada
a un analizador de tiempo de vuelo (MALDI-TOF, acrénimo del inglés “Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization-Time-Of-Flight™).

8.6.2 Hongos

A partir de los macerados, indicados anteriormente se realizaron cultivos en agar Sabouraud
(MDM, Colombia) y se incubaron a 25 °C durante 5 dias. Los cultivos se revisaron
diariamentey en los que se observé crecimiento de colonias con las mismas caracteristicas,
por lo menos en tres sitios de cinco inoculados, se procedié al aislamiento de las colonias y
a la identificacion por MALDI-TOF,

8.7 Colocalizacion de bacterias con placas seniles.

En el transcurso del estudio, se encontraron dos casos con diagndstico de EAF de origen
temprano asociados a mutaciones en PSEN1 (Tabla 1), los cuales por defectos de fijacion en
formaldehido al 10% presentaron mdaltiples cavitaciones macroscopicas secundario a
colonizacion por bacilos Gram positivos. Teniendo en cuenta estos hallazgos, se decidio
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tratar de replicar el evento en tejido cerebral in vitro. Para esto, se seleccionaron tres casos
adicionales con EAF de origen temprano, de los que se contaba con informacion en la historia
clinica de acumulacion de BA en el tejido encefalico pre mortem mediante PET-amiloide o
por la confirmacion de la presencia de la mutacion E280A, la cual es una variante genética
patogénica para EAF precoz (Tabla 1). El indice post mortem (periodo comprendido entre el
momento del fallecimiento y la extraccion del encéfalo) en estos casos fue menor a seis horas
(Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de los casos con colonizacion por bacterias.

Caso
1 2 3 4 5
Mutacion PSENI-E280A  PSENI-I152L PSEN1-E280A PSENI-E280A PSEN1-E280A
Indice post mortem (h) 14.6 17 3.2 6 4
L. E. L. E. L. E.

Bacteria NI* INI* ] ] )
rhamnosus  faecalis  rhamnosus  faecalis rhamnosus  faecalis

Tiempo de infeccion (hy  No aplica No aplica 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48
*No identificada.

En los otros tres casos, se tomo un fragmento de la corteza frontal de cada caso y estos fueron
inoculados en las superficies corticales y subcorticales con 200 pL de una suspension
bacteriana al 0.5 McFarland de Enterococcus faecalis ATCC 29212 y Lactobacillus
rhamnosus ATCC 7469 por separado. Luego, las muestras fueron incubadas en medio
DMEM (“Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium’) a 37 °C por 12, 24 0 48 h. Finalmente, las
muestras se incluyeron en parafina y se realizaron cortes con los cuales se realizd doble
tincion: inmunohistoquimica para la deteccion del BA y coloracion de Gram (Cristal violeta
al 1% por 3 min, lugol por 3 min, alcohol absoluto por inmersion) para visualizar las
bacterias, esto con el fin de evaluar si las bacterias se observaban de forma aledafia a las
placas seniles.

Las placas histoldgicas fueron escaneadas usando el escaner VENTANA DP 200 (Roche,
EE. UU). Se cuantifico el nimero de acimulos bacterianos con y sin BA en toda la lamina
usando el software Quantitative Pathology & Bioimage Analysis (QuPath) version 0.2.3
(Reino Unido). Luego se tomaron hasta 15 capturas de dichos acimulos con y sin BA por
cada caso y se determind el area usando el software Fiji Is Just ImageJ (FIJI) (EE. UU).

8.8 Analisis estadistico

Todos los datos recolectados fueron tabulados en MS Excel Office para su posterior analisis
usando JAMOVI version 1.8. Se realizd un analisis univariado usando medidas de frecuencia
(media y porcentaje) para la descripcion de la poblacion. Adicionalmente, se realiz6 un
andlisis de correspondencia multiple para establecer el porcentaje de acuerdo con la deteccion
de agentes infecciosos entre microarreglos, PCR y aislamiento microbioldgico e
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identificacién por MALDI-TOF, mediante una tabla de 3x2. Ademas, se realizé un analisis
bivariado con las areas de los acimulos bacterianos y el A, utilizando U de Mann Whitney
y una correlacién de Spearman para las variables, que al aplicar la prueba de Shapiro Wilk,
se confirmd que no tenian distribucion normal.

8.9 Consideraciones éticas

Este estudio evalud procesos biologicos, en basqueda de obtener un vinculo entre causa-
enfermedad y por esto se ajusta a la Resolucion No. 008430 de 1993 del Ministerio de Salud.
Por la cual se establecen las normas académicas, técnicas y administrativas para la
investigacion en salud. Ademas, se acoge al comité de ética de la Sede de Investigacion
Universitaria SIU, el cual resuelve que no es necesario presentar un aval ético debido a que
no se trabaja con seres vivos (humanos) o material a ser usado en humanos, por lo cual no
aplica los Cadigos de ética médica de Nuremberg ni de Helsinki.

9. RESULTADOS

9.1 Caracteristicas clinicas de las personas afectadas y no afectadas por la
enfermedad de Alzheimer

En la Tabla 2 se presentan los resultados del analisis retrospectivo de los datos clinicos de
los casos y de los controles incluidos en el estudio, obtenidos de las historias clinicas. En los
casos con diagnostico histolégico de EA se observo un predomino del sexo femenino (90.9%)
mientras que en los controles fue el masculino (60%). La edad promedio de ambos grupos
fue superior a los 75 afos. La causa de muerte para el grupo control estuvo asociada
principalmente a falla cardiaca o respiratoria, mientras que la mayoria de los casos del grupo
con EA, (40.91%) fallecieron por sepsis (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas clinicas del grupo control y con enfermedad de Alzheimer.
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Caracteristica Control (N=10) EA (N=22)

Masculino n (%) 6 (60) 2(9.1)
Femenino n (%) 4 (40) 20 (90.9)
edad de muerte X (DS) 78.24 (14.39) 81.93 (12.17)
FAST X (DS) 1.5(0,71)  7.58 (5.20)
Tiempo (afios) de evolucién de EA X (DS) No aplica 9.38 (4.42)
Sintomas asociados al momento de diagndstico n (%)
Quejas de memoria 0 3 (13.63)
Quejas de memoria y otro 0 9 (40.63)
Problemas de lenguaje o conducta 0 1 (4.54)
Sano 10 (100) No aplica
Causa probable de la muerte n (%)
Falla cardiaca 2 (20) 2 (9.09)
Falla respiratoria 2 (20) 3 (13.63)
Falla renal 1(10) 0(0.0)
Shock metabdlico 1(10) 1(4.54)
Sepsis 0 9 (40.91)
Neumonia 0 0
Meningitis 1(10) 0
Trauma 1(10) 0
No definido o sin dato 2 (20) 7(31.82)

En total se analizaron 32 encéfalos: 22 de casos con EA (10 con EAE y 12 con EAF tardio)
y 10 de controles (sin EA); los casos seleccionados contaron con diagnoéstico clinico y
neuropatoldgico. Diez casos confirmados con la EA, a los cuales se les habia realizado el
FAST, obtuvieron un puntaje promedio de 7.58 (DS: 5.20) (Tabla 2), lo que corresponde a
una fase moderadamente grave. Solo se obtuvo informacion de un caso (sin EA), con un
puntaje de 2, es decir la funcionalidad era normal para la edad.

El tiempo de evolucion de la enfermedad fue en promedio de 9.38 (DS:4.42) afios. Al
momento del diagndstico clinico, nueve casos presentaron ademas de quejas de memoria,
otros problemas asociados al lenguaje, comportamiento o alteraciones motoras (Tabla 2).

Dentro de ambos grupos el porcentaje de fumadores fue del 27.28% y 30% para los casos y
los controles, respectivamente. El consumo de alcohol fue del 4.54% y 20 % para los casos
y los controles, respectivamente. Es de destacar el alto porcentaje de pacientes con neoplasias
en el grupo control, distribuidas entre adenocarcinoma gastrico, cancer de prostata o de piel
(Tabla 3). En el grupo de EA se observo predominio de hipertension arterial (50%), trauma
craneoencefalico (13.64%) y enfermedad reumatologica (9.1%) (principalmente artritis)
(Tabla 3).

Tabla 3. Antecedentes de habitos tdxicos y patoldgicos en el grupo control y con enfermedad
de Alzheimer.
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Antecedente Control (N=10) EA (N=22)
Habitos toxicos n (%)

Cigarrillo 3(30) 6(27.28)
Alcohol 2 (20) 1(4.54)
Sustancias alucindgenas 1 (10) 0(0.0)
Patologicos n (%)
Neoplasia 5 (50) 10 (9.1)
Enfermedad reumatologica 1 (10) 10 (9.1)
Hipertension Arterial 4 (40) 11 (50)
Diabetes Mellitus tipo 11 1(10) 3(13.63)
Trauma Craneoencefalico 0(0) 3 (13.63)

Con relacion a la informacion sobre factores predisponentes para infecciones, sintomas
sugestivos de infeccion o infecciones confirmadas en el ultimo afio antes del deceso, fue
evidente un predominio de sintomas respiratorios en los casos de EA (50%) infeccién en
tracto urinario (45.46%) y de Ulceras por presion (45.46%). Ambos grupos compartieron
algunos hallazgos (fiebre, sintomas respiratorios, tratamiento antimicrobiano y piezas
dentales en mal estado) (Tabla 4).

Tabla 4. Factores predisponentes o infecciones en el grupo control y con enfermedad de
Alzheimer.

Caracteristica Control n(%) EAN(%)
Cefalea 0 (0.0 10 (9.2)
Fiebre 1 (10) 3(13.63)
Alucinaciones 0 (0.0) 4 (18.19)
Delirium 0 (0.0) 0 (0.0)
Sintomas respiratorios 4 (40) 11 (50)
Infeccion en tracto urinario 0 (0.0) 10 (45.46)
Presencia de gastrostomia 1(10) 5(22.73)
Presencia de Ulceras por presion 0(0.0) 10 (45.46)
Presencia de sonda vesical 0 (0.0) 1(4.54)
Tratamiento antimicrobiano 3(30) 3(13.63)
Piezas dentales en mal estado 10 (100) 18 (82.61)

9.2 Evaluacion macroscépica de los encéfalos

El peso promedio de los encéfalos fue de 1033.09 g para los controles y 978.18 g para los
casos. En ambos grupos, el hemisferio cerebral izquierdo pesé menos que el derecho. La
atrofia fue una caracteristica que predomino en los encefalos de los casos con EA. Asimismo,
en los dos grupos se observd alteracion en el poligono de Wills lo que indica afectacion en
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el sistema vascular (Tabla 5). Los principales hallazgos a nivel vascular fueron ateromas. En
la mayoria de los casos con EA, se observé ventriculomegalia de moderada a grave, atrofia
hipocampal y afectacion de la corteza cerebral.

Tabla 5. Hallazgos macroscépicos de los encéfalos del grupo control y con enfermedad de
Alzheimer.

Control (N=10) EA (N=22)
Peso (g) global del encefalo X (DS) 1033.09 (132.03) 978.18 (135.01)
Peso (g) de fosa posterior X (DS) 144.43 (20.89) 142.08 (20.32)
Peso (g) Hemisferio cerebral izquierdo X (DS) 437.43 (68.80) 408.70 (62.29)
Peso (g) Hemisferio cerebral derecho X (DS) 441.14 (61.99) 412.45 (63.09)
Region cerebral con predominio de atrofia n (%)

Global 2 (20) 7(31.82)
Frontal 2 (20) 4 (18.19)
Frontotemporal 0 4 (18.19)
Frontoparietotemporal 0 5(22.73)
Parietal 0 1(4.55)
Occipital 1(10) 0
Sin atrofia 5 (50) 0
Alteracion en Poligono de Willis n (%0) 6 (60) 20 (90.91)

9.3 Evaluacion microscopica de los encéfalos

Los casos con diagnostico clinico de EA (22) se confirmaron con la deteccion de A y pTAU
mientras que los controles, a excepcion de un caso, fueron negativos para los dos marcadores.
Los casos con EA presentaron mas de 20 placas seniles por mm? con diferentes morfologias
(difusas, maduras y placas neuriticas) y AAC en el parénquima cerebral y meninges.
También, se observé la presencia de ovillos neurofibrilares (Figura 1). S6lo en un caso, se
observaron escasas placas seniles y ovillos neurofibrilares en el hipocampo y en la corteza
occipital y frontal. Este Gltimo caso, clinicamente se encontraba en una fase temprana de la
enfermedad (deterioro cognitivo leve). En la Figura 1 se muestran fotografias de diferentes
hallazgos (Placas seniles, angiopatia amiloidea cerebral, ovillos neurofibrilares y placas
neuriticas) obtenidos por inmunohistoquimica para BA o pTAU, en cortes de tejido cerebral
de casos con EA.

A B
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Figura 1. Placas seniles, angiopatia cerebral amiloidea, ovillos neurofibrilares y placas
neuriticas. Placas seniles en giro temporal superior y medio 10X (A) y 5X (B) respectivamente.
Angiopatia cerebral amiloidea en parénquima cerebral y en meninges (40X (C) y 2.5X (D)
respectivamente (se indica con cabeza de flecha). Ovillos neurofibrilares en hipocampo en cuerpo
geniculado lateral 2.5X (E) y placas neuriticas en giro temporal superior 40 X (F) (se indica con
cabeza de flecha). Inmunohistoquimica para BA o pTAU.
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9.4 ldentificacion de agentes infecciosos por métodos moleculares

En dos casos del grupo control se identificaron virus y bacterias mientras que en tres casos
del grupo con EA se identificaron solo virus de la Familia Herpesviridae (Tabla 6). En
ninguna de las muestras se detectaron hongos con la PCR panflngica.

Tabla 6. Microorganismos detectados por métodos moleculares en muestras de encéfalos del
grupo control y con enfermedad de Alzheimer.

Controles Técnica molecular Casos con EA Técnica molecular
Caso 1 Caso 1
VYHH-4 i .
622 1053 sopias) PCR multiplex VHS-1,2 PCR multiplex
Escherichia coli Microarreglos VHH-4 .
(1.04 x 10E3 copias)
Shigella sonnei Caso 2
Shigella flexneri VHS-1.2 PCR multiplex
Salmonella enterica Caso 3
Caso 2 VHH-3 PCR multiplex
Geobacillus Microarreglos
stearothermophilus
Propionibacterium sp.
Geobacillus
kaustophilus

Escherichia coli

En la Tabla 7 se muestra la comparacién de los resultados obtenidos por microarreglos y por
la PCR para la deteccion de ADN de agentes infecciosos, observandose que en tres casos con
EA en los que se detectd virus Herpes por medio de PCR no fueron detectados por los

microarreglos.

Tabla 7. Identificacion de agentes infecciosos por microarreglos y por PCR.

Microarreglos
Resultado Control (n) EA (n)
+ - Total + - Total
+ 0 0 0 0 3 3
V(i;')’s - 0O 10 10 __0_ 19 19
Eﬂ) Total 0 10 10 0 22 22
A~ + 0 0 0 0 0 0
Hongos

(n) - 0 10 10 0 22 22
Total 0 10 10 0 22 22
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9.5 Cultivos in vitro para el aislamiento de hongos y bacterias

Ademas de las técnicas moleculares usadas con el fin de buscar e identificar agentes
infecciosos en las muestras de encéfalo, se realizaron cultivos para el aislamiento de hongos
y bacterias. Se cultivaron muestras de siete casos controles y trece casos con EA en el medio
BHI liquido, posteriormente se realizaron subcultivos en los medios Sabouraud para el
aislamiento de hongos y en agar sangre y MacConkey para las bacterias. En la Figura 2 se
muestran cultivos de algunas de las muestras. En los cultivos para el aislamiento de hongos,
se obtuvo crecimiento de diferentes especies ambientales (Figura 2D).

Figura 2. Cultivos de muestras de tejido cerebral. Cultivos en BHI liquido (48 h a 37 °C) de
muestras de cerebros (A). Colonias y-hemoliticas en agar sangre (24 h a 37 °C) (B). Colonias no
fermentadoras de lactosa en agar MacConkey (24 h a 37 °C) (C). Colonias bacterianas y fungicas en
agar Sabouraud (5 dias a 25 °C) (D).

En todas las muestras de ambos grupos, se obtuvo crecimiento bacteriano. Entre las bacterias
aisladas, se encontraron especies de diferentes caracteristicas; unas que hacen parte de la
microbiota de piel, intestinal y ambiental y otras patdgenas. En la Tabla 8 se indican las
especies aisladas.

Tabla 8. Especies de bacterias aisladas a partir de tejido encefalico del grupo control y con
enfermedad de Alzheimer.
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Control (n=7) EA (n=13)
Bacillus pumilus

Acinetobacter baumanii
Enterobacter aerogenes

. Leclercia
Enterobacter cloacae
_ adecarboxylata
Klebsiella oxytoca
. , Staphylococcus
Lactobacillus garvieae _ e
epidermidis

Klebsiella pneumoniae , ‘
Serratia marcenscens

Pseudomonas putida
Enterococcus Faecalis

Bacillus cereus

En los cultivos para el aislamiento de hongos, se obtuvo crecimiento de diferentes especies
ambientales (Figura 2D).

Basados en la informacidn de las historias clinicas de dos casos de EA que tenian reporte de
VDRL reactivo o anormal, y considerando la asociacion que se ha establecido entre la
neurosifilis y la EA (73), se procedi¢ a realizar una tincion de PAS (Periodic Acid-Schiff),
con el fin de buscar depositos de hidratos de carbono siguiendo las recomendaciones de Allen
y col., (127), quienes afirman que estos depdsitos corresponden a colonias bacterianas. En
estos casos se observaron depositos intra y extracelulares PAS positivos en todo el encéfalo
(Figura 3) pero no lesiones histologicas compatibles con neurosifilis.
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Igigura 3. Depésito; PAS posifivc;é én muestras dencéfalo. Giro teporal medio 20X (A), en
corteza cerebelar 10X (B), médula espinal 5X (C) (se indican con la cabeza de flecha) y Puente de
Varolio 5X (D).
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9.6 Colocalizacion de bacterias con placas seniles

En cuatro de cinco casos se pudo observar la aglutinacion de bacterias formando acimulos
en presencia del péptido BA en el tejido cerebral (Figuras 4 y 6). En dos casos, con un indice
post mortem mayor a 12 horas, el defecto de la fijacion por formaldehido al 10% favorecio
la colonizacion por bacilos Gram positivos.

En el primer caso, macroscopicamente se observaron multiples cavitaciones (artefacto
descrito como cerebro en queso suizo) a todo lo largo de los hemisferios cerebrales,
comprometiendo los cuatro I6bulos cerebrales y afectando especialmente la sustancia blanca
y los nucleos de la base (figura 4A). También se observaron cavitaciones en tallo cerebral,
especialmente en la porcion basal de la protuberancia y en la sustancia blanca a nivel de
cerebelo. Microscépicamente se observaron aciumulos de bacilos Gram positivos, algunos
colocalizados con el BA (Figura 4B y 4C). En algunas regiones se observo el BA bordeando
totalmente los acimulos. Con el fin de descartar que los acimulos no estuvieran contenidos
dentro de vasos sanguineos se realizd inmunohistoquimica para Vimentina (Invitrogen,
EE.UU.), comprobando que la acumulacién de los bacilos no fue dentro de estas estructuras
(Figura 4D y 4E).

A

38



Flgura 4. Acumulos bacterlanos colocallzados con el BA Artefactos. de cerebro en queso suizo”
(A) Deteccion de BA en tejido cerebral de paciente con EAF (PSEN1-E280A) 40X (B y C) (se indica
con cabeza de flecha). Vimentina negativa 20X (D y E).

En el sequndo caso, macroscopicamente también se observaron cavitaciones solo en los
hemisferios cerebrales (sustancia blanca, nacleos basales y tdlamo), de menor cantidad y
tamafio con respecto al caso anterior. Microscopicamente se observaron acimulos
bacterianos de bacilos Gram positivos que no se colocalizaron con el BA (Figura 5).

A B
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Figura 5. Acimulos bacterianos sin colocalizacion con el BA. Bacilos gram positivos 40X (A'y
B) (se indica con cabeza de flecha) y placas seniles (se indica con cabeza de flecha) 20X (C) y 40X
(D) respectivamente, sin colocalizacion en lobulo frontal de un paciente con EAF (PSEN1-1162S).
Tincién doble (inmunohistoquimica para BA y tincion de gram).

Los otros tres casos, en los que la colonizacion bacteriana fue inducida in vitro, a las 12 horas
post infeccidn, no se observd crecimiento bacteriano en el tejido cerebral. Mientras que si se
observaron acimulos de cocos y bacilos Gram positivos a las 24 y 48 horas post infeccion.
Aproximadamente el 35 % de los acimulos se colocalizaron con el BA. A las 24 horas post
infeccidn se observo la mayor cantidad (Tabla 9).

Tabla 9. Total de acimulos bacterianos en tejido cerebral.

Caso
Acumulos bacterianos 1 2 3 4 5
N 42 35 386 171 499

Colocalizacion con BA n (%) 2 (4.76) 0(0.00)  131(34.03) 60(35.09) 167 (33.43)
Tiempo de infeccion

24 horas n (%) Noaplica Noaplica 96(36.92) 37(38.54) 83(36.72)

48 horas m (%) Noaplica _ Noaplica _ 35(27.78) 23 (30.67) 84 (30.77)
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En total se obtuvieron 269 capturas de los acimulos bacterianos (cocos o bacilos) con y sin
colocalizacion con el BA durante las 24 y 48 horas post infeccion (Figura 6). A cada acimulo
se le determino el area en mm? con el fin de comprobar diferencias entre el tipo de

bacteria, presencia del BA o el tiempo post infeccion.

: 3 BAR R, ; £ G T T

Figura 6. Acamulos bacterianos con y sin colocalizacion con BA. Acumulos de E. faecalis
colocalizando con BA (15X) (A) Acumulos de E. faecalis sin BA (20X) (B) en el 16bulo frontal
después de 24 horas de infeccion. Acimulos de L. rhamnosus con BA (30X) (C) Acumulos de L.
rhamnosus sin BA (30X) (D) en I6bulo frontal después de 48 horas de infeccion. (se indica con cabeza

de flecha). Tincion doble: inmunohistoquimica para BA y tincion de Gram.

Al comparar el area de acimulos entre bacilos y cocos, se encontro que la mediana del area
de los actimulos de los cocos Gram positivos (1.39 mm?, p<0.001) fue significativamente
mayor que el area de los acimulos de los bacilos (Tabla 10). Independiente del tipo de
bacteria (bacilo o coco), se comprob6 que cuando el acimulo bacteriano se encuentra
colocalizado con el BA, la mediana del area (0.004 mm?, p<0.001) fue significativamente
menor en comparacion a cuando no se colocaliza con el péptido (Tabla 10). Por otro lado, se
observo que no existen diferencias significativas entre la mediana del area de los acimulos
bacterianos a las 24 horas ni a las 48 horas post infeccién (Tabla 10).

Tabla 10. Andlisis bivariado del area de los acimulos bacterianos en tejido cerebral con
enfermedad de Alzheimer.
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Area acamulos Mediana Shapiro-  Shapiroe- Mann-

bacte rianos (mm2) N=269 (RIQ) P25-P75 Wilk W Wilk p  Whitney U p
Tipo de bactena <0.001
Bacilos 107 0.623(1.48) 0.003-148 0.672 <0.001
Cocos 162 1.39(73.9) 0.007-73.9 0401 <0.001
Colocalizacién con fa <0.001
Negativos 143 1.61 (5.61) 0.84-6.45 0.424 <0.001
Tiempo de mfeccion 0.034
24 h 60 1.02 (0.91) 0.734-1.64 0712 <0.001
48 h 53 1.61 (3.34) 0.986-4.33  0.504 <0.001
Positivos 126 0.004 (0.355) 0.002-0.357 0.288 <0.001
Tiempo de nfeccion 0.107
24 h 69 0.004 (0.335) 0.002-0.337 0.342 <0.001
48 h 57 0.004 (26.6) 0.002-26.6  0.434 <0.001

Adicionalmente se quiso comprobar si el area del acimulo bacteriano se correlacionaba con
el area del BA, para esto se realizo una correlacion de Spearman y se encontré que hay una
baja correlacion positiva entre ambos (0.565, p<0.001).

10. DISCUSION

A pesar de que la EA es el tipo de demencia mas comun a nivel mundial, su etiologia continta
siendo desconocida hasta el momento. La deteccion directa de agentes infecciosos (ADN,
componentes estructurales o enzimas) en muestras de tejido cerebral o indirecta de
anticuerpos especificos en LCR, suero o plasma de pacientes con EA y no en individuos
sanos ha sugerido la posibilidad de un origen infeccioso para esta demencia. En este estudio,
se buscaron agentes infecciosos en tejido encefalico post mortem mediante tres
metodologias: microarrays, PCR panfungica y multiplex y aislamiento e identificacion por
MALDI-TOF. Sin embargo, contrario a lo esperado y reportado previamente por otros
autores, se detectaron agentes infecciosos en tres casos con EA y en dos casos del grupo
control. Ademas, se aislaron bacterias tanto del grupo control como en el grupo con EA. Por
otro lado, se encontraron bacterias Gram positivas colocalizadas con el péptido BA en el
tejido cerebral.

El analisis de los datos sociodemograficos de este estudio estuvo en concordancia con otros
trabajos en cuanto a la mayor afectacion del sexo femenino por la EA (114). En un
metanalisis realizado por Niu y Col. (115), se demostr6 una prevalencia en los hombres y en
las mujeres del 3,31% (IC del 95%, 2,85-3,80) y 7,13% (IC del 95%, 6,56-7,72),
respectivamente. Ademas, una incidencia de 7,02 por 1.000 personas-afio (IC del 95%, 6,06-
8,05) en los hombres 13,25 por 1.000 personas-afio (IC del 95%, 12,05-14,51) en las mujeres
en Europa. La mayor ocurrencia de esta demencia en el sexo femenino ain no esta
cientificamente explicada, sin embargo, se sugiere que factores de riesgo hasta ahora
descritos para la enfermedad, como APOE, el nivel de educacion, la enfermedad
cardiovascular o la menopausia, pueden ser influenciados por el sexo (116).
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En general, la edad de aparicion de la EA es superior a los 65 afios (117). En este estudio, el
inicio de los sintomas estuvo por encima de los 75 afios. Es claro que la edad avanzada es un
factor de riesgo para el desarrollo de esta demencia (6).

Los casos de este estudio con EA, confirmados por estudio histopatologico, clinicamente
habian presentado sintomas descritos para la EA como: el desorden amnésico, principalmente
en la memoria episddica y afectacion de la funcion ejecutiva, en el lenguaje y en la
orientacion visoespacial. Estos sintomas pueden ser explicados por la afectacion del
hipocampo y los circuitos neuronales al inicio de la enfermedad (118).

De acuerdo a los resultados obtenidos por medio de la evaluacion del compromiso de la
funcionalidad (FAST), se pudo observar que los casos con EA se encontraban en etapas
avanzadas de la enfermedad con un severo deterioro de su funcionalidad (Tabla 1). Esta
herramienta neuropsicoldgica es muy sensible, en especial en estadios finales de la
enfermedad; ademas permite correlacionar la clinica con los hallazgos neuropatologicos.
Esto es equiparable a obtener un puntaje de seis en la escala de deterioro global (GDS) (119).

En relacion con el tiempo de duracion (afios) de la EA, para los casos de este estudio fue de
9.38 afios, a diferencia de 3.8 reportados por Bryan y col. (120), en un seguimiento por ocho
afos a individuos que desarrollaron EA en EE.UU.

Las enfermedades cardiovasculares o metabdlicas se han considerado un factor de riesgo
vascular modificable para el desarrollo de la EA,; trece de los casos con EA y cinco casos
controles, presentaron patologias de este tipo (Tabla 2). Especificamente once de los casos
con EA (50%) presentaron hipertension arterial, sin embargo, los resultados de estudios
previos son contradictorios con respecto a la relacion entre hipertension y EA (121).

Por otro lado, en el grupo control, se encontr6 que la mitad (5 casos) de los pacientes
presentaron algun tipo de cancer. Se ha demostrado que existe una relacién inversa entre
cancer y el desarrollo de EA (122); sin embargo, con los datos de este trabajo no fue posible
establecer alguna relacion.

La multimorbilidad (HTA, diabetes mellitus tipo Il, obesidad, entre otros), habitos de vida
poco saludables y la edad avanzada, confiere susceptibilidad a la ocurrencia de infecciones.
Por ejemplo, en ambos grupos de estudio, la mayoria consumié cigarrillos (Tabla 2), esto
sumado a la edad avanzada, predispone a sufrir infecciones respiratorias bacterianas o virales
(123), como consecuencia de los cambios estructurales que induce esta sustancia en el
sistema respiratorio y a la disminucion de la respuesta inmune (124).

Se ha demostrado que las enfermedades cardiovasculares y metabdlicas afectan el sistema

inmune. La diabetes mellitus tipo I, por ejemplo, causa inmunosupresion e inflamacion
(125), por lo que se ha sugerido que personas con EA y con este trastorno metabdlico, suelen
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ser mas susceptibles a infecciones en el SNC por agentes como Listeria spp., Blastomyces
spp., virus del Nilo occidental y VHH-3 (126). En este estudio, la coexistencia de la EA e
infeccion por VHH-3 no se asocid a antecedentes de diabetes mellitus tipo Il. Contrario a
esto, la infeccion o reactivacion por VHS-1 no se relaciona con diabetes mellitus tipo I1, con
la hipertension, ni con el consumo de cigarrillo o licor; pero si con la edad (127).

En general, las personas que padecen de EA mueren por complicaciones como infecciones
respiratorias, urinarias o de piel y tejidos blandos. La principal causa de muerte en los
pacientes con EA del estudio fue sepsis secundaria a una infeccion respiratoria (Tabla 1),
mientras que en el estudio de Todd y col. (128), la neumonia fue la causa de muerte méas
comun. En adultos mayores, las enfermedades infecciosas son muy frecuentes, Goto y col.
(129), en un estudio realizado en EE. UU observaron que, entre las enfermedades infecciosas
en esta poblacion, las infecciones respiratorias (26.2% (95% (C1)=25.7-26.6%)) estuvieron
por encima de las infecciones urinarias o septicemia.

Por su parte, los pacientes con EA, en etapas finales o tardias de la EA, pierden su
funcionalidad y progresan a un estado de postracion que les impide movilizarse. Esto podria
explicar el aumento de las infecciones respiratorias en el Gltimo afio de los casos incluidos
en este estudio (Tabla 3).

La atrofia cerebral hace parte del proceso normal del envejecimiento, se estima que
anualmente hay una reduccion del 0.2% del volumen de la sustancia gris, principalmente en
la region frontal, como consecuencia de la pérdida de nuevas sinapsis, espinas sinapticas y
pérdida neuronal. En la EA, la disminucion del volumen cerebral es del 2-3% por afio (130)
y contrario a lo que se observa en personas sin EA, la region cerebral méas vulnerable es el
hipocampo en donde la reduccién de volumen de sustancia gris es de 10% o del 30% en
estadios iniciales y finales (respectivamente) (131). Lo anterior concuerda con lo observado
en este estudio, el peso de los encéfalos afectados por la EA fue inferior al del grupo control
(978.18 g y 1033.9 g respectivamente) (Tabla 4). Generalmente, el patron de progresion de
la atrofia a nivel cerebral en la EA suele ser similar al patron de propagacion de las placas
seniles y ovillos neurofibrilares, con inicio en el hipocampo y en la corteza entorrinal.

A la fecha, este es el primer trabajo en el que se buscaron diferentes agentes infecciosos
simultaneamente en la misma muestra de un nimero considerable de muestras de encéfalos
tanto de los casos de EA como de los controles.

A diferencia de otros estudios en los que se han encontrado diversos agentes infecciosos en
cerebros de personas con EA (15,32,66,132), en este estudio se limitd solo a tres casos (Tabla
5), a pesar de haber utilizado varias técnicas, una de ellas, microarreglos, con amplia
cobertura, con capacidad para detectar 12.513 especies (valor predictivo positivo de 96.2%.
92.6% y 61.3% para discriminar entre género, especie 0 cepa, respectivamente) (133). La
baja deteccion de agentes infecciosos en los casos de EA podria explicarse por la ausencia
de estos, por el bajo nimero de copias gendémicas y estar relacionada con la sensibilidad de
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las técnicas utilizadas. EI limite de deteccion de la técnica de microarreglos es de 100 copias
de ADN (133) y, por ejemplo, el Unico reporte a la fecha de deteccion de ADN mediante
PCR convencional de VHH-3 en tejido cerebral, reporta una sensibilidad de esta técnica
menor a 10 copias de ADN viral (134).

Los resultados de la deteccidn de virus de la Familia Herpesviridae en tejido encefalico de
pacientes con la EA son diversos, mientras que en los estudios de Wozniak y col. (135), y
Lin y col. (134), fueron exitosos, el de Kittur y col. (136), no lo fue; esta diferencia puede
estar asociada a la sensibilidad en la deteccion de copias de ADN de las técnicas utilizadas
en cada estudio.

Aunque fueron pocos los casos en los que se detectaron agentes infecciosos en este estudio,
es importante resaltar que en tres casos (13.63%), se identificaron los virus neurotrdpicos
VHS-1.2, VHH-3 y/o VHH-4 (Tabla 5). Estos virus son de amplia circulacién en la poblacion
mundial, causan infecciones latentes y son los que méas se han identificado en muestras de
tejidos encefalicos de personas que han padecido la EA, principalmente VHS-1 (Tabla 12).
El genoma de este virus se ha detectado en estructuras limbicas, unas de las regiones méas
afectadas por la enfermedad (137). Adicionalmente, Wozniak y col. (135), por medio de
hibridizacién in situ, observaron una proporcion de ADN de VHS-1 asociado a las placas
seniles igual al 70% en corteza frontal y a 74% en corteza temporal en un estudio con cinco
pacientes. Los estudios de deteccidn directa del genoma del VHS-1 son limitados, la mayoria
han sugerido la infeccion viral por la deteccion de anticuerpos (50,109). Es asi como tanto la
reactivacion y la latencia del VHS-1 se han asociado a la progresién de la EA (34,138).

A diferencia con otros estudios, en los que la deteccion de los virus VHH-5 o VHH-6 en
casos de la EA supera el 50% (Tabla 11) en el presente estudio no se detectaron.

Tabla 11. Herpesviridae detectados en tejido encefalico con enfermedad de Alzheimer.
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Agente infeccioso Encéfalos con EA Region cerebral Referencia

VHS-1 5/11 Frontal Mori vy col., J Clin Microbiol., 2004
Temporal
5/5 Frontal Wozniak y col., J Pathol., 2009
Temporal
2/2 Frontal Mori v col., J Virol., 2004
VHS-2 7/53 Frontal Liny col., J Pathol., 2002
VHH-5 16/45 Temporal
VHH-6 36/50
VHH-4 5/80 Frontal Carbone y col., Neurobiol Aging., 2014
VHS-1 1/34 Frontal Hemling v col., Ann Neurol., 2003
VHH-3 9/34 Temporal
VHH-6 30/34 Hipocampo
~ius cinoul

Los virus VHS-2 y VHH-3 aunque en menor proporcion, en comparacion con el VHS-1,
también se han detectado en tejidos de personas con EA (56,134). Sin embargo, la relacion
con la etiologia de la EA es controvertida, mientras Tsai y col. (139), en un estudio
retrospectivo realizado en Taiwan, encontraron que en pacientes con infeccion oftalmica por
VHH-3 tenian un Hazard riesgo de 2.83 (95% CI: 1.83-4.37) para la EA en comparacion con
los que no la tenian,Ou y col. (140), no encontraron riesgo asociado a este virus ni al VHS-2
para el desarrollo de la EA. Larelacion entre EA'y VHH-4 no esté clara, ademas la deteccion
en tejidos de personas con EA es baja (141).

En uno de los casos de EA de este estudio, se encontré simultineamente VHS-1, 2 y VHH-
4. Es posible que tanto el VHH-4 como el VHH-6 potencien la accién del VHS-1 para inducir
neurodegeneracion (57).

La medicion del titulo de anticuerpos totales o especificos contra estos virus en LCR o suero,
pueden ser un complemento valioso en los estudios que pretenden establecer una asociacion
entre agentes virales y la etiologia de la EA. Itzhaki RF. (142), sugirié mayor riesgo de
padecer demencia por EA, en individuos en los que se detectaron IgG o IgM que en los
seronegativos.

Los resultados del presente estudio fueron negativos, en los dos grupos, para la deteccion de
ADN fungico tanto por la tecnologia de microarreglos como por la PCR panfungica. Ademas,
ni en la historia clinica ni en el estudio macroscépico y microscépico de tejido cerebral, hubo
evidencia de meningitis, encefalitis, hidrocefalia o abscesos cerebrales que permitieran
sospechar de alguno de los hongos que causan neuroinfecciones como levaduras
(Cryptococcus neoformans, Candida spp, Trichosporon spp,), hongos moniliaceos
(Aspergillus spp,, Fusarium spp,) Mucoromycetes (Mucor spp., Rhizopus spp,), hongos
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dimorficos (Blastomyces dermatitidis, Coccidioides spp. o Histoplasma capsulatum) y
hongos dematiaceos (Cladophialophora bantiana, Exophiala dermatitidis) (143). Tampoco
se encontrd en las historias clinicas datos de trauma, cirugias o antecedentes que pudieran
favorecer una infeccion fungica.

El diagndstico de las infecciones fangicas es complicado ya que los métodos convencionales
tienen muchas limitaciones y no existen herramientas diagndsticas eficaces. Cuando no se
conoce el hongo que puede estar causando la infeccion, se recurre a técnicas moleculares
basadas en PCR denominadas “panfiingicas”. Estas técnicas emplean iniciadores universales
capaces de detectar y amplificar cualquier especie flngica. La sensibilidad de estas técnicas
en muestras de biopsias parafinadas se ha descrito que esta entre 64%-89% (144).
Especificamente en la EA, diferentes estudios han demostrado tanto la presencia de ADN
como de antigenos fungicos (enolasa, B-tubulina o quitina) en muestras de corteza frontal,
entorrinal/hipocampo o corteza cerebelar de pacientes con EA (80,83,145-147), méas no en
individuos sin EA. Adicionalmente, se ha sugerido que los cuerpos amilaceos observados en
esta patologia posiblemente sean de origen de flngico.

Llama la atencion que los hongos que se han identificado en los diferentes estudios con el
objetivo de establecer la relacién entre la EA y una etiologia fungica son principalmente
ambientales (Cladosporium spp, y Sclerotinia borealis) o hacen parte de la microbiota
permanente o transitoria de la piel o mucosas humanas (C. albicans, C. famata, Malassezia
spp y Saccharomyces cerevisiae) (84,145). En consecuencia, estos resultados deben ser
corroborados con mas estudios, con el fin de descartar que no se haya tratado de
contaminacion con los cerebros en el momento de la manipulacion para obtener las muestras.

El hecho que se hayan aislado bacterias en los dos grupos del estudio no permite sugerir la
asociacion entre la EA e infecciones por microorganismos de este tipo. Ademas, en las
historias clinicas no habia antecedentes de infecciones a nivel del sistema nervioso central,
de neurocirugias, de traumas craneoencefalico o de drenajes severos de LCR, excepto en un
caso, que pudieran facilitar la colonizacion e infeccion. Es posible que las bacterias aisladas
sean contaminantes adquiridas durante la manipulacion del tejido encefalico; sin embargo,
los cultivos microbioldgicos del ambiente y de las superficies donde se manipularon las
muestras, fueron en su mayoria negativos para hongos y bacterias y en los pocos que se
observo crecimiento, correspondieron a especies diferentes a las que se obtuvieron a partir
del cultivo de tejido cerebral.

El papel de las bacterias en la patogénesis de la EA se atribuye, por un lado, a las similitudes
estructurales de algunas de sus proteinas o colonias bacterianas con las placas seniles (148).
Por otro lado, se ha propuesto que el péptido BA tiene propiedades antimicrobianas y su
agregacion sea la respuesta a una infeccion bacteriana. Zhan y col. (77), demostraron que el
LPS colocaliza con el BA en el parénquima cerebral de pacientes con EA.
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Treponema pallidum, el agente etioldgico de la sifilis se ha relacionado con la etiologia de la
EA. Considerando lo anterior, en dos casos confirmados con la EA que habian tenido una
prueba VDRL reactiva, se realizd coloracion de PAS con el fin de observar colonias
bacterianas. Los resultados de la coloracion fueron positivos y podrian estar indicando la
presencia de colonias y biopeliculas formadas por espiroquetas tal como lo observo Allen 'y
col. (149). Sin embargo, la presencia de estas bacterias debe ser confirmada con coloraciones
mas especificas para la deteccion de espiroquetas, teniendo en cuenta que no se contd con
informacion acerca de la fecha del reporte de la prueba de VDRL y si los pacientes habian
recibido o no tratamiento. Miklossy (150), observé que las biopeliculas formadas por
espiroquetas son similares a las placas seniles observadas en la EA, concluyendo que las
placas seniles podrian corresponder a colonias bacterianas. En contradiccion con estos
reportes, Ou y col. (140), no encontraron un riesgo asociado con la infeccion por espiroquetas
y la EA.

El tipo y ndmero de microorganismos identificados en los controles pueden indicar
contaminacion ambiental o con microbiota humana, a excepcion de un caso sin EA en donde
se encontr6 ADN de varias enterobacterias y VHH-4, (Tabla 6). Ambos agentes infecciosos
se han relacionado con la EA, sin embargo, en este caso la causa probable de muerte estuvo
asociada a una meningitis bacteriana y posiblemente alguna enterobacteria causo la
infecciéon. Aunque la infeccion en el SNC por enterobacterias es poco comun, E.coli ha sido
reportada causando meningitis (151). Adicionalmente, el paciente fue diagnosticado con
carcinoma escamocelular a los 72 afios y presento antecedentes de multiples tumores en piel,
en los ultimos 5 afos. EI VHH-4 se ha relacionado con este tipo de lesiones principalmente
en individuos con algun tipo de inmuno-compromiso (152) y la infeccion por este virus es
comun en este tipo de pacientes (153).

Con respecto a la presencia de bacterias colocalizadas con el BA, ninguno de los cincos casos
habia registrado sintomatologia asociada a meningitis o encefalitis y tampoco se encontraron
hallazgos sugestivos de infeccion en el encéfalo antes del fallecimiento. Solo en un caso no
se observa dicha colocalizacion, posiblemente porque el tiempo de fijacion del tejido fue mas
rapido y la penetracion del formaldehido al 10% fue desde las areas corticales hacia el interior
del encéfalo, afectando la movilidad del BA hacia los lugares (subcorticales) donde se estaba
dando la colonizacion bacteriana.

Con respecto a los tres casos en dénde la colonizacion bacteriana fue inducida, se observo
que los acimulos bacterianos tuvieron menor area cuando estaban colocalizados con el BA
(Tabla 10). Estudios previos han demostrado in vitro que la actividad de este péptido contra
E. faecalis y L. monocytogenes estd relacionada con el aumento en la aglutinacion y
disminucion de su crecimiento (94). Spitzer y Col. (93), demostraron que diferentes péptidos
amiloidogénicos (BAi1-42, PA242, PAs43) se unen a la superficie de E. faecalis, L.
monocytogenes, Escherichia coli (DH5a), Staphylococcus aureus y C. albicans, inducen la
formacion de aglutinados y se produce una autoagregacion acelerada del péptido en presencia
de los microorganismos. En este estudio, se observo que el péptido BA puede aglutinar las
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bacterias en acimulos (Figura 6 C y 6D) similar a los acimulos observados por Spitzer y
Col. (93), cuando las bacterias crecian en medio Muller-Hilton con BA. También, Torren y
Col. (91), proponen que la agregacion del péptido BA en la superficie de la pared bacteriana
es necesario para que se dé la aglutinacion de las bacterias. Este mecanismo de aglutinacion
también se ha observado con otros AMPs presentes en saliva o con la proteina cationica de
eosinofilos, las cuales inducen aglutinacion de microorganismos para evitar la propagacion
y facilitar la fagocitosis.

Como se menciond anteriormente, el péptido PA también puede aglutinar virus como
influenza o VHS mediado por la fibrilacion u oligomerizacién del péptido, el cual se une a
las glicoproteinas de la superficie viral y acelera el deposito del BA (154). En otro estudio,
Chen vy col. (38), demostraron que no sélo los péptidos derivados de la PPA inducen
aglutinacion, sino que otros péptidos formadores de fibras amiloides presentes en la pared de
S. mutans aglutinan S. sanguis, S. aureus, E. coli y C. albicans también lo hacen.

En este trabajo no se observo diferencias entre el area de los acimulos de bacilos y de cocos
en presencia del BA (Tabla 10), posiblemente esto se debe a que el péptido BA tiene un amplio
espectro de accion contra bacterias, hongos y virus y tiene alta afinidad por el LPS bacteriano,
como el glucano (90,155).

Los resultados observados de la infeccion inducida durante 24 y 48 horas mostraron que no
existe diferencia en el area de los acimulos en presencia de BA (Tabla 10). Es posible que el
péptido tenga una accion bacteriostatica. Estudios in vitro con péptidos de BA sintéticos a
concentraciones conocidas han demostrado eficacia después de seis horas de incubacién con
los microorganimos (92,93). El presente trabajo fue una observacion in situ en el tejido
cerebral y no se conocian ni la disponibilidad ni la concentracion del péptido en el medio y
posiblemente esto pudo influir en el tiempo de accidn del péptido para aglutinar las bacterias.
También, diversos autores proponen que uno de los mecanismos de accion microbicida del
péptido PBA, es mediante la formacion de poros en la membrana de la célula, a través de
interacciones hidrofobicas, los cuales generan toxicidad y muerte (156). Por lo anterior, es
necesario realizar experimentos adicionales que permitan dilucidar si el péptido BA es capaz
de inducir la muerte del microorganismo, impide su reproduccién o si actia con los dos
mecanismos.

Por otro lado, se encontré que a 48 horas posterior a la infeccién, al menos el 30% de los
acumulos bacterianos colocalizaron con el péptido BA (Tabla 9), posiblemente esto pudo
estar relacionado a la disminucion del metabolismo y muerte celular; si bien los tejidos fueron
incubados en un medio adecuado, no se tuvieron en cuenta las condiciones Optimas para un
cultivo celular, afectando asi, la disponibilidad y produccion de BA en el medio.

Finalmente, hubo una baja asociacion entre el area del péptido BA y el area del acumulo
bacteriano (Tabla 11). Spitzer y Col. (93), calcularon el area del BA de forma similar a como

se realiz6 en este estudio. Sin embargo, no evaluaron la asociacion entre las bacterias
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aglutinadas y el péptido BA, por lo que no es posible comparar los resultados. Los demas
reportes de estudios en donde evaluan colocalizacion del péptido BA con agentes infecciosos,
son limitados y lo demuestran mediante la deteccién de una parte del agente (LPS o ADN)
in situ (77). Por lo que es necesario corroborar si a mayor cantidad de BA hay mayor
aglutinacion de bacterias.

La baja deteccidn de agentes infecciosos en la mayoria de los casos con EA, a diferencia de
lo observado en otros estudios, podria tener diferentes causas: en primer lugar, es posible que
la participacion de los agentes infecciosos en la etiologia de la EA (accidn directa) sea en
etapas tempranas de la enfermedad o a través de la induccion de respuesta inmune local o
sistémica (accion indirecta).

En segundo lugar, la basqueda inicial de los agentes infecciosos se realiz6 a nivel de corteza
cerebral, hipocampo y corteza cerebelar. Sin embargo, al no encontrar ningin agente
infeccioso en los primeros 10 casos analizados, se decidio restringir la busqueda de los
agentes especificamente en la corteza temporal de los demas casos pendientes por estudiar.
Se seleccion0 esta region cerebral, porque es una de las primeras en afectarse y la mas
afectada por la enfermedad (112). Ademas, entre los estudios que demostraron la presencia
directa de ADN de origen infeccioso, la corteza temporal ha sido de las mas utilizadas para
dicha deteccidn. Aun asi, no fue posible encontrar agentes infecciosos en la mayoria de los
casos con EA, concordando con los resultados obtenidos en la basqueda inicial cuando se
incluyé un mayor namero de regiones cerebrales. Por lo anterior, es posible que los agentes
no invadan todas las regiones cerebrales de forma permanente, sino que pueden restringirse
al sitio anatomico que facilita el acceso al parénquima cerebral (nervio olfatorio o plexos
coroides) o sélo invadir otras zonas en momentos de reactivacion.

Existe la posibilidad, si realmente agentes infecciosos como virus participan directamente en
el desarrollo de la EA, sean agentes que aun no han sido descritos en la literatura cientifica,
es decir virus nuevos o virus que, gracias a los mecanismos de coevolucion, se hayan
incorporado al genoma humano y participen en la regulacion de la expresion génica y al no
ser patdgenos hayan sido poco estudiados o las técnicas usadas en este estudio no tengan la
sensibilidad para detectarlos. En este sentido, Ludvik y col. (157), demostraron que los
retrovirus endogenos corresponden al 8% del ADN total humano y participan en el patron de
expresion en células progenitoras humanas de origen neuronal, estos retrovirus enddgenos
también han sido asociados a otros desérdenes neurologicos como esclerosis lateral
amiotrofica, esquizofrenia y trastorno afectivo bipolar, sin embargo, es un tema poco
explorado y que necesita estudios adicionales. De hecho, especificamente para la esclerosis
lateral amiotréfica, se ha descrito una sinergia por parte de los virus en las neuronas motoras,
por medio de su interaccidn en vias de expresion génica, estrés oxidativo o neuroinflamacion
(157).

Otra posibilidad es que se trate de virus nuevos, teniendo en cuenta que solo sélo se conoce
el 1% del total de virus que existen, seria pertinente usar otras metodologias diagndsticas que

50



sean capaz de detectarlos, ya que tanto los microarreglos como la PCR multiplex, detectan
secuencias conocidas y publicadas en la base de datos como el NCBI. En este sentido,
opciones metodoldgicas como la secuenciacion de proxima generacion (NGS del inglés Next-
Generation DNA Sequencing) o la amplificacion de unico cebador independiente de
secuencia (SISPA del inglés sequence indepedent single primer amplification), serian
relevantes en la busqueda de nuevos virus asociados a la EA,

Finalmente, se conoce que frente a una infeccién, el organismo activa la respuesta inmune
innata y adaptativa; en el primer caso, células del sistema inmune innato como macrofagos,
neutréfilos y natural killer, se activan y liberan al medio citoquinas, quimioquinas y 6xido
nitrico, entre otros. Estas moléculas, ademas de atraer y activar otras células, producen un
estado inflamatorio (158). Las vias de sefializacion que se activan en la respuesta inmune
frente a una infeccion viral, también se han relacionado con la EA y con otras enfermedades
neurodegenerativas (159). Ademas, el o0xido nitrico y las especies reactivas de oxigeno
durante la respuesta inmune a patdgenos pueden participar en la agregacion anémala del BA
y de pTAU (24). McManus y col. (76), demostraron que la microglia, macrofagos residentes
del tejido cerebral, puede responder a estimulos locales o periféricos y generar una memoria
inmune a nivel cerebral que, al enfrentarse de forma repetida a un mismo estimulo infeccioso,
respondera de forma exacerbada y puede influir en la progresion de la EA. Lo anterior puede
sugerir que la produccion y acumulacion del BA en este tipo de demencia, es una
consecuencia de la estimulacion de la respuesta inmune de tipo innata frente a uno o varios
agentes infecciosos, lo que se puede relacionar, con la colocalizacion de agentes virales,
bacterianos y fangicos con las placas seniles que han sido observadas en algunos estudios
(135,160). Posterior al autoensamblaje del BA en respuesta a un agente infeccioso, este
péptido de forma andmala se unird a membranas dentro de las neuronas, como en el caso de
la mitocondria, generando poros y estrés oxidativo, un mecanismo de dafio asociados a la
EA.

11. CONCLUSIONES

A pesar de que la mayoria de los casos incluidos en este estudio presentaron infecciones que
se han descrito de forma frecuente en la poblacién mayor, estas infecciones se presentaron
como consecuencia del estado avanzado de la EA y no por estar asociados con la presentacion
o0 desarrollo de esta demencia.

Aungue en ambos grupos, la mayoria de las muestras fueron negativas para agentes
infecciosos por diferentes metodologias, se detectaron agentes infecciosos en tejido
encefalico post mortem tanto en el grupo control como en los casos con EA. Por lo anterior
no es posible determinar si los agentes infecciosos tienen una participacion directa sobre el
desarrollo o progresion de la EA.
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Los resultados obtenidos en este estudio no permiten apoyar la hipotesis de una etiologia
infecciosa para la EA porque se aislaron microorganismos en los dos grupos de estudio. Sin
embargo, no se cuantificaron anticuerpos contra los virus mas implicados en la EA para
determinar si existe una correlacion entre haber tenido una infeccion y sufrir EA (accion
indirecta).

Con los resultados obtenidos por PCR Multiplex, microarreglos y el aislamiento microbiano,
se concluye que no existe una correspondencia entre la deteccion de agentes virales por PCR
Multiplex, ni entre las bacterias detectadas por microarreglos y aquellas que fueron aisladas
a partir de tejido cerebral. Seria conveniente realizar estudios adicionales mediante el uso de
técnicas con una mejor sensibilidad que permitan detectar de forma directa (ADN 0 sus
componentes) los agentes infecciosos en el tejido cerebral, con el fin de comprobar si
realmente existe una participacion directa de estos agentes en el desarrollo de la EA.

Considerando que los acimulos bacterianos presentes en el tejido cerebral son mas pequefios
cuando se encuentran colocalizados con el péptido BA, es posible pensar que este péptido
puede inducir aglutinacion de microorganismos y a razon de esto, es que se da su
oligomerizacion. Sin embargo, son necesarios mas estudios que permitan por un lado
corroborar estos resultados y establecer el mecanismo de accion como péptido
antimicrobiano y por el otro, que permitan explicar cuales son las células que participan en
la secrecion de este péptido y la secuencia de eventos que se dan frente a una respuesta
inmune innata.

Aunque el trabajo brinda informacion alrededor de la hipétesis infecciosa de la etiologia de
la EA, es importante hacer alusion a algunas limitaciones que se pueden identificar:

1. La seleccion de las muestras que conforman cada grupo de estudio fue conveniencia, esto
impidié controlar algunas variables como el sexo y el tamafio muestra en cada grupo de
estudio.

2. El tamafio maestral, a pesar de que éste supera el nimero de casos estudiados en
comparacion con otros estudios similares, es posible que no haya sido representativo.

3. El manejo no estéril de los cerebros al momento de la donacién pudo dificultar la
interpretacion del papel de las bacterias y hongos ambientales o de la microbiota humana,
aislados en algunas muestras.

Finalmente, la EA es una enfermedad multifactorial, en la que participan factores intrinsecos
y extrinsecos, entre estos se encuentran los factores ambientales, en donde se podrian incluir
los agentes infecciosos, los cuales podrian activar, de forma repetitiva, la respuesta inmune,
promover la inflamacién y como resultados la neurodegeneracion.
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