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Introducción.  La mutación E280A en el gen de presenilina 1 se encuentra asociada al grupo
familiar más grande del mundo con enfermedad de Alzheimer. La presenilina 1 es un
componente esencial del complejo γ-secretasa, responsable de la producción del péptido
β-amiloide, considerado clave en la fisiopatogenia de la enfermedad.
Objetivo.  Determinar si la mutación E280A en presenilina 1 incrementa la producción de β-
amiloide, como reflejo de la ganancia de función γ-secretasa.
Materiales y métodos.  Se evaluaron, por la tinción con rojo congo e inmunohistoquímica,
depósitos sistémicos de β-amiloide en tejidos de cadáveres afectados, portadores de la
mutación E280A en la presenilina 1 y cadáveres de no afectados. Se cuantificó por la técnica
de ELISA el β-amiloide de 40 y 42 aminoácidos en cultivos de células CHO que expresan la
proteína precursora de amiloide, transfectadas con los cADN de presenilina 1 portando las
mutaciones M146L, E280A, ∆E9 y L392V.
Resultados.  Se encontraron depósitos proteicos en todos los tejidos estudiados y escasos
depósitos de β-amiloide. No se encontró diferencia en la cantidad de depósitos, ni en su
localización. No se observó incremento en la producción de β-amiloide en las células
transfectadas con los cADN de presenilina 1 con las mutaciones comparadas con los controles.
Conclusiones. La mutación E280A en presenilina 1 no aumentó la producción de β-amiloide
en tejidos periféricos no neuronales o en el modelo in vitro, contrario a lo que sucede en una
ganancia de función de γ-secretasa.

Palabras clave:  beta amiloide, mutación E280A, presenilina-1, enfermedad de Alzheimer,
rojo congo.

Evaluation of amyloid- β by the E280A mutation in presenilin gene

Introduction.  The E280A mutation of the presenilin 1 gene has been found to be the most
common associate in Alzheimer’s patients with a family history of this disease. Presenilin 1 is a
critical component of the γ-secretase complex and plays an essential role in the production of
amyloid-β peptide. This peptide has been strongly associated with the physiopathology of the
disease.
Objective.  The E280A mutation in the presenilin 1 was investigated for increased production of
amyloid-β, as a response to gain in γ-secretase function.
Materials and methods.  Levels of systemic amyloid-β were measured with congo red staining
and immuno-histochemistry of the tissues of affected cadavers, compared with non-affected
cadavers. The 40 and 42 amino acid amyloid-β levels were quantified by ELISA assay in CHO
cell cultures. The amyloid precursor protein expressed by the cultures was detected by
transfection with the cDNAs of presenilin 1 carrying the M146L, E280A, DE9 y L392V mutations.
Results. Protein deposits were found in all tissues investigatged, but only a few with β-amyloid
deposition. No differences were observed in the amount or location of amyloid-β between
affected and unaffected cadavers. Not increase was noted in the production of amyloid-β from
the CHO cells transfected with cDNA from any of the mutations of presenilin 1.
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Conclusions. The E280A mutation in the presenilin 1 gene was not associated with the
increased production of amyloid-β in non-neuronal peripheral tissues, or in the in vitro model.
This is in contrast to the expectation in a γ-secretase gain of function.

Key words:  amyloid beta-protein, mutation/genetics, presenilin-1, Alzheimer disease,
congo red.

La enfermedad de Alzheimer fue descrita en 1907
por Alois Alzheimer como una amiloidosis cerebral
(1) y años más tarde se describieron grupos
familiares afectados por la enfermedad (2). El
estudio de estos grupos familiares permitió la
identificación de los genes que codifican para las
proteínas precursora de amiloide, presenilina 1 y
presenilina 2 (3). Una mutación en la presenilina
1 es la transversión de adenina por citosina en el
codón 280, que provoca en la proteína un cambio
de ácido glutámico por alanina. Esta mutación
afecta al grupo familiar más grande del mundo
con enfermedad de Alzheimer (4).

La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por
depósitos amiloideos en el cerebro (placas
seniles), cuyo componente principal es el péptido
β  amiloide; este péptido es producto del
procesamiento de la proteína precursora de
amiloide por la  γ-secretasa (5). La  γ-secretasa
es un complejo aspartil-proteasa conformado por
heterodímeros de presenilina, nicastrina, aph-1 y
pen-2 que corta proteínas integrales de membrana
tipo 1 en la membrana citoplasmática (6-8). El
procesamiento de la proteína precursora de
amiloide se inicia con la proteólisis por las enzimas
α-secretasa o β-secretasa, lo que produce la
liberación al exterior de la membrana de
fragmentos amino terminales de diferentes
tamaños llamados: proteína precursora de
amiloide soluble α o β, respectivamente, y deja
anclados a la membrana los fragmentos carboxilo
terminales llamados de acuerdo con su tamaño,
C83 y C99, según si la proteólisis es realizada
por α-secretasa o β-secretasa, respectivamente (9).

Los polipéptidos C83 y C99 son sustratos para la
γ-secretasa, que puede cortarlos en el sitio ε (en
el borde interno de la membrana citoplasmática)
(10) o en el sitio γ (porción media dentro de la
membrana celular); cuando el sustrato es C83, el
corte γ genera un pequeño fragmento llamado p3
y, cuando lo hace en C99, se genera el β amiloide
que posee un rango de longitud entre 37 a 43
aminoaácidos; en condiciones fisiológicas, el β
amiloide 1-40

 
es el más abundante, seguido por

el β amiloide 1-42 (11,12). La presenilina es el
centro catalítico de la γ-secretasa, que no sólo
interviene en la proteólisis de la proteína precursora
de amiloide, sino que interviene también en el
procesamiento de otras proteínas involucradas en
múltiples actividades celulares (13).

Se han reportado depósitos de β amiloide en piel
e intestino, en individuos afectados con
enfermedad de Alzheimer y en afectados con
síndrome de Down (14). Las proteínas precursora
de amiloide y presenilina 1 son proteínas de
expresión ubicua (15,16) y el β amiloide es
producido tanto por células neuronales como no
neuronales como producto del metabolismo celular
(17), por lo cual se ha pensado que el β amiloide
generado en órganos no neuronales podría penetrar
al cerebro por vía plasmática atravesando la
barrera hematoencefálica; por ello se han
realizado mediciones de β amiloide plasmático
buscando una relación entre los niveles
plasmáticos de β  amiloide y los cambios
patológicos en cerebros con enfermedad de
Alzheimer. Esta relación aún no se ha encontrado,
pero continúa siendo un importante foco de
investigación en la enfermedad de Alzheimer (18).

El incremento en la generación del péptido β
amiloide 1-42 por mutaciones en presenilina 1, se
ha demostrado, tanto en ratones como en cultivo
de células neuroblastoides, y se ha encontrado
que sólo unas pocas mutaciones en la presenilina
1 incrementan también el péptido β amiloide 1-40
(11,19,20). El incremento en la producción de β
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amiloide 1-42 en los portadores de un alelo mutado
de presenilina 1, lleva a pensar en una ganancia
de función (o disfunción) del alelo mutante sobre
el alelo silvestre, también llamado efecto
dominante negativo (21).

Estos hallazgos condujeron al grupo de Dennis J.
Selkoe a proponer la hipótesis amiloidea (22). Esta
hipótesis da un papel central al β amiloide 1-42
en la génesis de la enfermedad de Alzheimer;
también trata de explicar los casos que no son
atribuidos a estas mutaciones por alteración en
el proceso de degradación de β amiloide que llevan
a que predomine el β amiloide 1-42 y, por medio
de una cascada desencadenada por la toxicidad
del mismo, se genera el fenotipo de demencia
característico de la enfermedad (23). Con base
en esta hipótesis, se ha propuesto reducir la
producción del β amiloide como tratamiento para
la enfermedad de Alzheimer (24).

Un incremento en la función γ-secretasa debe
llevar a un aumento en la producción de β amiloide,
por lo cual planteamos el objetivo de evaluar si la
mutación E280A en la presenilina 1 incrementa la
producción de β amiloide (ganancia de función).
En el presente trabajo evaluamos la producción
de β amiloide en tejidos no neuronales de
afectados con enfermedad de Alzheimer familiar,
portadores de la mutación E280A, y en cultivos
de células CHO que expresan establemente la
proteína precursora de amiloide y transfectadas
con las mutaciones M146L, E280A, ∆E9 y L392V
en presenilina 1.

Materiales y métodos

Población y tejidos estudiados

Los cadáveres de seis individuos afectados con
enfermedad de Alzheimer familiar, portadores de
la mutación E280A en presenilina 1, previa
autorización de los familiares, fueron sometidos
a autopsia y se extrajeron muestras de piel,
músculo esquelético, pulmón, corazón, hígado,
bazo, páncreas, intestino, riñón y glándula
suprarrenal.

Como individuos control se usaron los tejidos de
seis cadáveres provenientes de medicina legal,
que carecían de historia familiar de demencia y
que poseían edad y sexo homólogos a los de los
cadáveres de los afectados con enfermedad de
Alzheimer familiar. De los seis controles usados,
uno debió ser excluido del estudio debido a
problemas técnicos en el procesamiento de la
muestra (cuadros 1 y 2). Del grupo de los
afectados, A2, A3 y A6 eran de sexo femenino,
al igual que C2, C4 y C5, en el grupo control. La
edad de la muerte fue 52, 58, 59, 60, 61 y 74
años para A1, A2, A3, A4, A5 y A6,
respectivamente, y para el grupo control fue 51,
56, 60, 60 y 71 años para C1, C2, C3, C4 y C5,
respectivamente.

Rojo congo e inmunohistoquímica para βββββ
amiloide

Los tejidos se fijaron en formol al 10% con pH
estabilizado en 7,4 y luego se incluyeron en

Cuadro 1. Tabla comparativa de los depósitos amiloides de casos y controles: tinción de rojo congo para amiloide. Se indica
con el signo + la presencia de amiloide y con el signo -, su ausencia; (NA) significa no aplicable.

                                                                                                            Casos

A1 A2 A3 A4 A5 A6 C1 C2 C3 C4 C5
Muestras

Piel + - + - - - + - - + -
Músculo esquelético + - + - - + - + - + +

Pulmón + - + + NA - - + - + +
Corazón + + + + + + - + + + -

Hígado + - + - - + - + - + -
Bazo + - + + - + NA + + + +
Páncreas + - + + + - NA + + + -
Intestino NA - + + - + - + + + -
Riñón + - + - - - - + - NA +
Glándula suprarrenal + - + + NA - - + - - -
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bloques de parafina y se hicieron cortes de 4 µm
con micrótomo de rotación convencional (Leica,
2035), los cuales se tiñeron mediante la técnica
de rojo congo, para detectar depósitos amiloideos.
Se reportaron como positivos cuando se observaba
birrefringencia verde al examinar la muestra en el
microscopio de luz polarizada (25).

Para identificar el componente de β amiloide en
los cortes realizados y su distribución en los
depósitos amiloideos identificados por el rojo
congo, los cortes se sometieron a inmuno-
histoquímica, para la detección del péptido β
amiloide. Para la técnica de inmunohistoquímica,
se usó la de biotina-avidina-peroxidasa, con el
anticuerpo policlonal R1282 (dilución 1:1000,
donado por D. Selkoe, Boston, MA), derivado de
conejo y que reconoce βA 1-40 y 1-42 humanos
(26). Para el proceso de tinción, se usó el estuche
Dako (Glostrup, DK), de acuerdo con las
instrucciones dadas por el fabricante; la presencia
de β amiloide se evidenciaba por un precipitado
café y en dicho caso se reportaba como positivo.
Como controles positivos para la inmuno-
histoquímica se emplearon cortes de cerebro de
un caso de enfermedad de Alzheimer familiar
portador de la mutación E280A, previamente
estudiado.

Plásmidos y vectores

Para el efecto usamos los vectores pZeoPS1wt,
pZeoPS1∆E9, pZeoCMVPS1M146L y pZeoL392V,

donados por el laboratorio dirigido por Weiming
Xia (Center for Neurologic Diseases, Harvard
Medical School); el pZeoE280A se fabricó a partir
del vector pZeoPS1wt, usando el estuche de
mutagénesis dirigida Quik Change (Stratagene).
Como control de transfección se usó el plásmido
pZeo (Invitrogen, Carlsbad, CA).

Cultivos celulares

Las células CHO, que expresan en forma estable y
en exceso la proteína precursora de amiloide
humana (línea celular CHO-7W) (27), creciendo
en platos de cultivo de seis pozos, fueron
transfectadas transitoriamente mediante la técnica
de lipofectamina (Invitrogen, Carlsbad, CA) con
1,0 µg de ADN de cada uno de los vectores:
pZeoPS1wt, pZeoPS1∆E9, pZeoCMVPS1M146L,
pZeoE280A, pZeoL392V y pZeo. Esos vectores
portaban el cADN de presenilina 1 humana:
silvestre, con la deleción del exón 9, presenilina
1 con la mutación M146L, presenilina 1 con la
mutación E280A, presenilina 1 con la mutación
L392V y el vector vacío, respectivamente. A las
36 horas de la transfección, las células fueron
sometidas a ELISA y Western blot para evaluar
la expresión de β amiloide (40 y 42) y presenilina
1, respectivamente.

Western blot

Después de la transfección, las células se
cosecharon y lisaron en una solución tampón que
contenía 50 mM trisHCl, pH 7,6, 150 mM NaCl, 2

Cuadro 2.  Tabla comparativa de depósitos de β amiloide de casos y controles: inmunohistoquimica para el péptido β
amiloide, se indica con el signo + la presencia de β amiloide y con el signo -, su ausencia; (NA) significa no aplicable.

      Casos

A1 A2 A3 A4 A5 A6 C1 C2 C3 C4 C5

Muestras

Piel - - - - - - - - - - -
Músculo esquelético - - - - - - - - - - -
Pulmón - - - + NA - - - - - +
Corazón - - - - + + - + - - -
Hígado - - - - - - - - - - -
Bazo - - - - - + - - - - -
Páncreas - - - - - - - - - - -
Intestino - - - - - - - - - - -
Riñón + - - - - - - - - NA -
Glándula suprarrenal + - - - - - - - - - -
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mM EDTA, 0,2% SDS, 1% nonidet P-40 e inhibidor
de proteasas en tabletas cóctel (Roche). La
cuantificación de proteínas en el lisado se hizo
con el estuche BCA (Pierce, Rockford, IL); 20 µg
de cada una de las muestras se usaron para
electroforesis en geles de glicina de 4%-20% SDS-
PAGE, con la solución tampón de muestra
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Las proteínas fueron
electrotransferidas a membranas PVDF (BioRad,
Hercules, CA) y el blot se hizo con el anticuerpo
monoclonal de antipresenilina 1 derivado de rata
(dilución 1:750, Chemicon, Temecula, CA). Para
evaluar la concentración de proteínas, se usó el
anticuerpo policlonal anti-α-actinina derivado de
conejo (dilución 1:1000, Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA). Los anticuerpos primarios se
incubaron con las muestras durante 12 horas. Los
anticuerpos secundarios conjugados con
peroxidasa fueron: anti-IgG de rata derivado de
conejo (1:3000, Sigma, Sant Louis, MI) y anti-
IgG de conejo derivado de burro (1:5.000,
Amersham Biosciences, Piscataway, NJ). Las
membranas se sometieron a quimioluminiscencia
con el estuche ECL (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA) y la reacción se detectó mediante
autorradiografía (Kodak, Rochester, NY).

ELISA para βββββ amiloide

El β amiloide de 40 y 42 fue cuantificado en el
medio recolectado y analizado por ELISA de
sándwich doble, al igual que las células, las cuales
fueron lisadas en una solución tampón enfriada
en hielo que contenía 5,0 M guanidinaHCl y 50
mM trisHCl, pH 8,0; las muestras estuvieron en
incubación por 3 a 4 horas y luego se diluyeron
1:10 en solución tampón enfriada en hielo con
caseína al 0,25%, azida de sodio 0,05%, 20 µg/
ml de aprotinina, 5 mM EDTA, pH 8,0, 10 µg/ml
de leupeptina en PBS. Se centrifugaron a 16.000g
por 20 minutos a 4oC.

La ELISA en sándwich específico para  amiloide
1-42 utiliza el anticuerpo de captura 21F12,
específico para los aminoácidos 33-42 y el
anticuerpo reportero fue el biotinilado 3D6,
específico para los aminoácidos 13-28 del β
amiloide. Para la detección del β amiloide 1-40, el
anticuerpo de captura fue el 2G3, específico para
los aminoácidos 33-40 y el anticuerpo reportero

fue igualmente el 3D6 biotinilado. Esta ELISA no
detecta el péptido truncado en el N-terminal p3
(mayores detalles sobre la ELISA en Jonson-
Wood K, et al. 1997 y Seubert P, et al. 1992)
(28,29). Para la cuantificación del β amiloide
plasmático se usó la técnica de ELISA, de acuerdo
con el protocolo descrito por K. Johnson-Wood et
al. (28).

Análisis estadístico

Para el análisis estadístico se empleó el programa
SPSS y se aplicó ANOVA de una vía para buscar
diferencias entre los grupos. Para analizar
diferencias entre variables cualitativas de dos
grupos, se aplicó el test exacto de Fisher.

Resultados

Depósitos amiloideos en portadores de la
mutación E280A de presenilina 1

Con el rojo congo, 33 muestras fueron positivas
para los afectados con enfermedad de Alzheimer,
de las cuales, 10 correspondieron a un individuo;
mientras que, en los individuos control, hubo 26
muestras positivas y 9 de éstas pertenecieron a
un individuo (cuadro 1). Todas las muestras de
corazón del grupo con enfermedad Alzheimer
produjeron birrefringencia, mientras que para los
controles, tres de las cinco muestras de corazón
fueron positivas. En las muestras de piel, músculo
esquelético, pulmón, bazo, intestino y riñón se
presentaron igual número de casos positivos,
tanto para portadores de la mutación, como para
los controles. Mientras que en hígado la relación
fue de tres a dos, en páncreas se presentaron
cuatro a tres positivos de los individuos afectados
frente a los controles, respectivamente. Para la
glándula suprarrenal, la proporción de muestras
positivas de los afectados con enfermedad de
Alzheimer frente a los controles, fue de tres a
uno. Al comparar los grupos (afectados con
enfermedad de Alzheimer versus grupo control),
el valor de p fue de 0,75; lo cual indica que no
hubo diferencias en los resultados obtenidos.

βββββ amiloide en portadores de la mutación E280A
de presenilina 1

La reactividad contra β amiloide sólo se observó
en seis muestras de los afectados con
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enfermedad de Alzheimer, frente a dos muestras
en los controles. Los tejidos que mostraron
depósitos de β amiloide en los portadores de la
mutación fueron: corazón (dos casos), pulmón,
bazo, riñón y glándula suprarrenal; con un caso
positivo cada uno. Para los controles, las únicas
muestras positivas fueron una de corazón y una
de pulmón (cuadro 2). El análisis estadístico en-
tre ambos grupos (afectados con enfermedad de
Alzheimer versus grupo control) no indicó
diferencias, con un valor de p de 0,23. El β
amiloide, en todos los casos se encontró en
depósitos difusos y perivasculares (figura 1); en
ningún caso se encontraron depósitos en placas.

Expresión de presenilina 1 silvestre y
presenilina 1 mutante en células CHO

Las células CHO-7W expresan establemente la
proteína precursora de amiloide humana y fueron

transfectadas con presenilina 1 silvestre y
presenilina 1 portadora de las mutaciones M146L,
E280A, ∆E9 y L392V. Se evaluó la expresión de
presenilina 1 por medio del Western blot (figura 2)
y la proteína α-actinina se usó como control de la
concentración de proteínas. Se observó una
adecuada expresión de presenilina 1 en las células
transfectadas con los cDNA portadoras de
presenilina 1 silvestre y con las mutaciones; en
la mutación ∆E9, se observó ausencia del
fragmento amino, fenómeno previamente
reportado debido a que la proteína presenilina 1-
∆E9 no sufre endoproteólisis (30). No se observó
inhibición de la proteólisis de presenilina 1 en las
otras mutaciones evaluadas diferentes a ∆E9.

Producción de βββββ amiloide en células CHO

La actividad γ-secretasa fue determinada por la
detección del producto (β amiloide), el cual se

Figura 1. Microfotografías comparativas de tejidos para casos y controles de las tinciones de rojo congo e
inmunohistoquímica para β amiloide. Se pueden observar las coloraciones de rojo congo (A, C, E y G) e inmunohistoquímica
para βA (B, D, F y H). En los casos que fueron positivos: para corazón, el caso A5 (A y B) y el caso C2 (C y D). De igual
manera se muestra para pulmón, el caso A4 (E y F) y el caso C5 (G y H). En el caso de la tinción rojo congo, se observa
en tono verde claro la birrefringencia que indica depósitos amiloideos; en la inmunohistoquímica para β amiloide, los
depósitos se observan en un tono marrón dado por la peroxidasa.
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discriminó entre β amiloide 1-40 y 1-42; además,
se diferenció entre el excretado (detectado en el
sobrenadante) y el que se encuentra en las células
(proveniente de extractos celulares).

En las células CHO, CHO-7W y CHO-7W + pZeo,
se detectó producción de β amiloide de 1-40 y 1-
42; los niveles excretados de β amiloide de 1-40
fueron mayores con diferencia no significativa, en
el grupo de células transfectadas con los cADN
mutados en comparación con el de las células
control (CHO, CHO-7W, CHO-7W + pZeo y CHO-
7W + PS1wt). Todas las células produjeron β
amiloide 1-40 excretado; pero, en los extractos
celulares, las células CHO-7W y CHO-7W + pZeo
no mostraron niveles detectables y las células
CHO mostraron una mayor producción de β
amiloide 1-40 intracelular que el excretado.

El β amiloide 1-42 extracelular de células CHO-
7W mostró niveles muy significativos (p<0,001)
al compararlos con los niveles de las otras células
estudiadas. Las células CHO-7W fueron las únicas
células control (CHO, CHO-7W y CHO-7W + pZeo)
que mostraron producción de β amiloide 1-42
excretado. Todas las células control presentaron
niveles intracelulares de β amiloide de 1-42, pero,
fueron significativamente mayores en las células
transfetadas con el cADN normal (presenilina 1

silvestre), al ser comparadas con respecto al de
las células que portan las mutaciones L392V y
E280A, con valores de p de 0,014 y 0,022,
respectivamente. Las células CHO-7W y las
transfectadas con el cDNA portadora de las
mutaciones L392V y E280A tuvieron una
producción de β amiloide 1-42 extracelular, mayor
que la producción intracelular (figura 3).

Las mediciones de β amiloide 1-40 y 1-42
permitieron hacer un análisis de la relación entre
el producido de uno con respecto al otro (β amiloide
1-42/1-40) y analizar la producción de cada uno
de los dos β amiloides con respecto al espacio
donde fueron detectados (extracelular o
intracelular). Este análisis se obtiene al hacer la
división de los promedios de los niveles obtenidos
para cada una de las células en su respectivo
espacio (intracelular o extracelular). De este
análisis debieron excluirse en varias ocasiones
las células CHO, CHO-7W y CHO-7W + pZeo,
debido a niveles no detectables en los extractos
celulares o en los sobrenadantes.

Las células CHO-7W tuvieron una diferencia muy
significativa (p<0,001), para la relación del β
amiloide 1-42/1-40 en el sobrenadante, con
respecto a las otras células. Se pueden observar
tendencias, como es el caso de una relación

Figura 2. Western blot para presenilina 1 en células CHO: en el cuadro superior se encuentra la señal obtenida para el
fragmento amino y presenilina 1 holoproteína, debido a que el anticuerpo empleado es específico para la región amino de
la proteína; en el cuadro inferior se observa la señal obtenida para α-actinin, la cual es un control de concentración. Cada
carril corresponde a las células señaladas en el cuadro superior.
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extracto/sobrenadante para el β amiloide 1-42,
más baja para las células transfectadas con el
cDNA mutante, comparadas con las CHO-7W y
las transfectadas con el cDNA sin mutación
(presenilina 1 silvestre), lo cual indica una
proporción mayor de β amiloide 1-42 extracelular
para las mutantes en presenilina 1 que las que no
llevan la mutación (cuadro 3).

Discusión

En los portadores de la mutación E280A en la
presenilina 1 no se encontraron depósitos de β
amiloide en los tejidos en los que previamente se
habían reportado depósitos en personas afectadas
con enfermedad de Alzheimer (piel e intestino)
(14). Se observó un gran número de muestras
positivas para rojo congo y pocas positivas para
β amiloide, probablemente debido a la gran
especificidad de la inmunohistoquímica para la

Figura 3. Histogramas de los niveles de β amiloide de 1-40 y 1-42 en células CHO. En el recuadro superior se encuentran
los niveles de β amiloide 1-40 y en el recuadro inferior corresponde a los niveles de β amiloide 1-42. Las barras de color
negro representan los niveles de β amiloide extracelular y las barras de color gris representan los niveles de β amiloide
intracelular. En la parte inferior de cada columna se encuentra el nombre de las células a las cuales corresponden los
niveles señalados. En el extremo izquierdo de cada histograma se encuentra la concentración en picogramos del β amiloide
detectado.

detección del β amiloide. En corazón fue más
evidente el fenómeno, puesto que este órgano es
rico en colágeno, con el cual el rojo congo
presenta reactividad cruzada (31). El β amiloide
se encontró como depósitos difusos y
perivasculares, lo que puede tener relación con el
receptor de productos de glicosilasión avanzada,
el cual se encuentra en el endotelio vascular y
transporta β amiloide del plasma al parénquima
cerebral (32).

La inhibición de la endoproteólisis de presenilina
1 se ha descrito en mutaciones de presenilina 1
(33). Nuestros resultados no mostraron inhibición
de endoproteólisis de presenilina 1, en las
mutaciones M146L, E280A y L392V, a pesar de
que E280A se encuentra muy cercana al sitio de
corte y de la tirosina 288 que es considerada
esencial para la endoproteólisis (34).
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Los resultados esperados suponían un incremento
sustancial del péptido β amiloide 1-42

,
 por las

células transfectadas con las mutaciones en
presenilina 1, con respecto a las controles (CHO,
CHO-7W y CHO-7W + pZeo), al igual que dicho
péptido debiera estar incrementado en sistemas
diferentes al nervioso de los portadores de la
mutación E280A.

Sin embargo, los resultados se apartaron
considerablemente de lo esperado. El incremento
de producción de β amiloide excretado en líneas
transfectadas con mutaciones en presenilina, se
ha reportado como un incremento de β amiloide
1-42 y 1-40 (35), mientras que otros autores
indican que el incremento sólo se encuentra en el
β amiloide 1-42 (10) o que el incremento en la
producción de β amiloide 1-42 se produce a
expensas (reduciendo la frecuencia) de especies
más cortas de β amiloide (36).

Un factor importante que incide en los diferentes
reportes es el método que se utiliza para cuantificar
el β amiloide; autores como Ikeuche et al. (35),
usan técnicas cientos de veces más sensibles y
específicas que la de ELISA, a tal punto que
demuestran el incremento de β amiloide 1-40 y
no sólo el incremento en la relación de β amiloide
1-42/1-40, como se reporta en la mayoría de las
publicaciones (11,19,35,37-39).

En nuestro trabajo, la razón β amiloide 1-42/1-40
nos dio a la inversa de lo esperado, ya que fue
mayor en células transfectadas con presenilina 1

Cuadro 3.  Relación de la concentración de β amiloide en células CHO: la relación se calcula por la división de los promedios
obtenidos de las mediciones realizadas por medio de la técnica de ELISA. Se evalúa la proporción de producción del β
amiloide 1-42 con respecto al de 1-40 y al sitio de su medición (extracelular o intracelular). En negrilla se señala el único valor
que fue muy significativo en el análisis estadístico. Si el número de lecturas no es suficiente para tener un número
representativo, causado por lecturas por fuera del rango de la prueba de ELISA se reporta como NA (no aplicable).

Células CHO CHO-7W CHO-7W CHO-7W CHO-7W CHO-7W CHO-7W  CHO-7W
+pZeo  +PS1wt +M146L +E280A +DE9  +L392V

Relación 1-42/1-40
Extracto celular 0,889 NA NA 2,055 1,035 0,173 0,740 0,257
Sobrenadante NA 2,833 NA 0,588 0,376 0,403 0,389 0,331

Relación 1-42 NA 2,021 NA 1,772 0,999 0,422 1,298 0,397
Extracto/sobrenadante

Relación 1-40 1,142 NA NA 0,635 0,610 1,091 0,623 0,646
Extracto/sobrenadante

Relación total NA NA NA NA 0,179 0,325 0,251 0,072
Extracto/sobrenadante

silvestre que en las portadoras de las mutaciones,
y fue más notable en extracto celular que en
sobrenadante; estos resultados pueden ser
explicados por factores como el tipo de célula
utilizado, puesto que al utilizar células CHO es
más difícil extrapolar los resultados a las células
neuronales, mientras varios autores utilizan
células neuronales obtenidas de ratones
manipulados genéticamente.

Otro factor importante que influenció nuestros
resultados es el sustrato utilizado para presenilina
1. Otros autores frecuentemente prueban las
mutaciones de presenilina 1 con células que
poseen la proteína precursora de amiloide con la
mutación sueca (KM595/596NL) (11,35,40-42), que
aceleran notablemente la producción de β amiloide
1-42 (43). En cambio, en nuestro trabajo, las
células CHO-7W contienen la proteína precursora
de amiloide silvestre.

Los altos niveles de β amiloide 1-42 detectados
en células CHO-7W demuestran que la presenilina
1 de ratón procesa la proteína precursora de
amiloide humana en el sitio γ y produce el mismo
efecto que algunas mutaciones en la presenilina
1 humana.

Esto puede deberse a que la homología entre la
proteína precursora de amiloide humana y la de
ratón no es del 100% (44,45). La variabilidad
observada en la producción de β amiloide se debió
a que el complejo γ-secretasa contiene solamente
la presenilina 1 humana, ya que las otras tres
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proteínas que son cruciales para dicha función
(nicastrina, aph-1 y pen-2) son de ratón, lo cual
conlleva a que se conformen diferentes tipos de
complejos γ-secretasa (46); las células de ratón
pueden generar ocho combinaciones de
heterodímero (presenilina, nicastrina, aph-1 y
pen-2) y no seis combinaciones, como en las
células humanas (47,48).

Además, las células CHO conservan la presenilina
1 y presenilina 2 de ratón, las transfectadas con
los cADN de presenilina 1 (silvestre o mutado),
pueden formar el complejo con un fragmento de
ratón y el otro humano, lo cual aumenta el número
de combinaciones; y, si se tiene en cuenta que
en humanos se forman complejos con
heterodímeros que contienen fragmentos de
presenilina 1 y presenilina 2, incluso dímeros de
holoproteínas, se puede comprender el
comportamiento tan variable en la producción del
β amiloide (49-52).

El panorama se puede hacer aún más complejo
si consideramos que, para que la γ-secretasa sea
funcional, deben unirse, al menos, dos complejos
tetraméricos (presenilina, nicastrina, aph-1 y pen-
2) y estos complejos pueden estar conformados
por las combinaciones ya mencionadas (53,54).
Además, el fragmento C99 humano se ancla en
microdominios lipídicos de una membrana de
ratón, cuya composición en colesterol y
esfingomielinas debe ser diferente a los
microdominios lipídicos humanos, no sólo por el
aspecto filogenético, sino por el tipo de célula.

En las células CHO-7W + pZeo, los niveles de β
amiloide 1-40 y 1-42 (tanto intracelular como
extracelular) fueron menores que los producidos
por CHO-7W, lo cual se explica por un fenómeno
de competencia entre los vectores empleados (55),
puesto que ambas líneas celulares portan la
proteína precursora de amiloide expresada bajo
un promotor de CMV; pero, las CHO-7W + pZeo
portan, además, el vector pZeo que también posee
un promotor de CMV, el cual compite por los
elementos que intervienen en la transcripción;
como resultado lógico, producirá menores niveles
de expresión de la proteína precursora de amiloide,
que se reflejan en los resultados del β amiloide
producido.

Se observó una disociación entre el β amiloide
intracelular y el extracelular. Pocos trabajos han
evaluado la concentración de β  amiloide
intracelular, puesto que la mayoría se basan en
la producción de β amiloide excretado; algunos
autores reportan poco efecto de las mutaciones
en la proteína precursora de amiloide (56),
presenilina 1 y presenilina 2, sobre la
concentración de β amiloide intracelular (42); las
mutaciones en la presenilina 1 son las que exhiben
el menor incremento en la producción intracelular
de β amiloide. Llama la atención que varios
autores hayan identificado al β amiloide intracelular
como el primer indicador de disfunción neuronal,
sináptica y cognitiva, y el primer paso en la
formación de placas seniles (57-59).
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