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DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES DE AMILOIDE
40 Y AMILOIDE 42 EN EL LIQUIDO AMINIOTICO DE MUJERES
EMBARAZADAS CON FETOS CON TRISOMIA 21

Saul Villasmil 1, Himara Mohamad 2, Freddy Gonzales 3,
Carmen Garcia ®, Ricardo Bello ©

RESUMEN: Las personas con sindrome de Down (SD), debido a la trisomia del
cromosoma 21, muestran una mayor expresion de los genes ubicados en este
cromosoma, incluido el gen que codifica la proteina precursora 8 amiloide (BAPP). La
BAPP se expresa normalmente en diferentes tejidos y entre sus subproductos metabdlicos
se encuentran los péptidos 3 amiloides de 40 y 42 aminoacidos (AB40 y AB42). Alrededor
de los 40 afios, la mayoria de las personas con SD presentan cambios neuropatologicos
cerebrales y trastornos cognitivos similares a los de la enfermedad de Alzheimer (EA).
Varias evidencias sugieren que ARB participa en la patogenia de la EA tanto en individuos
con cariotipo normal como en individuos con SD. Estudios previos han determinado los
niveles de AB40 y AB42 en varios fluidos bioldgicos en adultos y nifios con SD. Sobre la
base de la posibilidad de que estas proteinas pudieran ser secretadas o excretadas por el
feto en el liquido amnidtico (LA), y ser utilizado como marcador bioquimico para
diagnostico de SD, se analizaron muestras de mujeres embarazadas con fetos con
cariotipos normales y con trisomia 21 para determinar el contenido de AB40 y AB42. La
hipétesis de trabajo fue que el LA de mujeres embarazadas con fetos con trisomia 21
tendria niveles mas altos de estas proteinas AB. Las muestras se obtuvieron entre las
semanas 14-20 de embarazo, no pudimos determinar la presencia de estas proteinas en
el LA (indetectable). Estos hallazgos no descartan la posibilidad de que en las ultimas
etapas del embarazo, las proteinas AB estén presentes en el LA, ya sea libres o en el
medio intracelular. Nuestros hallazgos descartan la posibilidad de utilizar AB como

marcador bioquimico intrauterino para el diagnéstico de SD.
PALABRAS CLAVE: sindrome de Down, cromosoma 21, liquido amniético,

enfermedad de Alzheimer, amiloide, péptido beta-amiloide, proteina precursora amiloide
B, PPAS, ApA0y Ap42
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ABSTRACT: People with Down Syndrome (DS), due to trisomy of chromosome 21, show
increased expression of the genes located on this chromosome including the gene that
encodes for the amyloid B precursor protein (BAPP). BAPP is normally expressed in
different tissues and among its metabolic by-products are the 40 and 42 amino acid 8
amyloid peptides (AB40 and AB42). Around the age of 40, most people with DS present
brain neuropathological changes and cognitive disorders similar to those with Alzheimer's
disease (AD). Several evidences suggest that A3 participates in the pathogenesis of AD
both in individuals with normal karyotype and in individuals with DS. Previous studies have
determined AB40 and AB42 levels in various biological fluids in adults and children with
DS. Based on the possibility that these proteins could be secreted or excreted by the fetus
into the amniotic fluid (AF), and be used as a biochemical marker for the diagnosis of DS,
samples from pregnant women carrying fetuses with normal and trisomy 21 karyotypes
were analyzed for AB40 and AB42 content. The working hypothesis was that AF from
pregnant women with fetuses with Trisomy 21 would have higher levels of these AB
proteins. When samples were obtained between weeks 14-20 of pregnancy, we were
unable to determine the presence of these proteins in AF (undetectable). These findings
do not rule out the possibility that in the later stages of pregnancy, AB proteins are present
in AF, either free or in the intracellular medium. Our findings rule out the possibility of using

AR as an intrauterine biochemical marker for the diagnosis of DS.

KEY WORDS: Down Syndrome, chromosome 21, amniotic fluid, Alzheimer’s Disease,

amyloid, beta-amyloid peptide, amyloid g precursor protein, PPAS, Ap40 and Ap42.
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INTRODUCCION

La anomalia cromosOmica mas
comun asociada con el retraso mental
es la trisomia 21, la principal causa
del sindrome de Down (SD)!. La
identificacion y caracterizacion de los
genes del cromosoma 21 (HSA21) ha
sido de gran ayuda para comprender
las bases moleculares de esta
enfermedad. La secuencia del brazo
largo de este
(21qHSA21) se definio

completamente en el afio 2000 y se

cromosoma

identificaron los genes que contiene.
Hay dos regiones de la HSA21,
denominadas regiones criticas del
sindrome de Down (DSCR1 vy
DSCR?2), donde se agrupan los genes
responsables del fenotipo de los
pacientes con SD2 Entre las
proteinas codificadas por estos
genes, podemos mencionar las
siguientes:  superoxido dismutasa
(SOD1), cistationina beta sintasa
(CBS), S100B, proteina precursora
de B-amiloide (BAPP) y p-secretasa
BACE-23,

El gen BAPP se encuentra en la
posicion g21.3-22.05 del brazo largo
del cromosoma 214 °; este gen se

expresa normalmente en numerosas

células y tejidos del cuerpo, incluidas
las neuronas, las células del musculo
liso de la pared vascular y las
plaquetas®®.

Tres isoformas de PBAPP que
contienen 695, 751 'y 770
aminoécidos son el resultado del
corte 'y empalme alternativo del
ARNm de BAPP y de diferentes
modificaciones postraduccionales, las
neuronas expresan principalmente la
isoforma 695, mientras que el resto
se expresa ampliamente por células
no neuronales’. Las funciones que se
han postulado para la BAPP incluyen
la inhibicion de ciertas serina
proteasas, el aumento de la adhesion
celular al sustrato, los efectos
neurotrépicos y otros efectos que
promueven el crecimiento y las
propiedades neuroprotectoras®.

El metabolismo de esta proteina
produce, entre otros, los péptidos
beta amiloides (AB) compuestos por
40 aminoacidos (Ap40) y 42
aminoacidos (Ap42)°. La BAPP se
escinde de dos formas. Primero por la
via a, ABPP es hidrolizada por a-
secretasa y luego por y-secretasa;
este proceso no produce AP

insoluble®. El segundo método es a
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travées de la via B, la BAPP es
hidrolizada por la [(-secretasa
(BACE1) y luego por la y-secretasa
para producir AR insoluble. Una
pequefia cantidad de PBAPP se
hidroliza mediante el segundo método
11, 12, 13.

La presencia de una copia
adicional del gen BAPP conduce a un
aumento de los niveles de AB en el
cerebro del paciente con SD?, asi
como a un acortamiento en la
longitud de los axones o un cambio
en la frecuencia a la que operan las
neuronas, causando retraso mental
en diferentes grados; en otros casos,
puede causar una no disyuncion en el
momento de la  segregacion
cromosomical4.

La mayor parte del AB libre en los
fluidos  biolégicos es de 40
aminoé&cidos (APB40). Solo alrededor
del 10% de AB son 42 aminoé&cidos
(AB42)!>. Se han estudiado las
concentraciones de ABR40 y AB42 en
diversos liquidos, como el liquido
cerebroespinal, el plasma, la orina y
la saliva, donde se encuentran
normalmentel6.17,

Estos péptidos se han cuantificado

en el plasma de pacientes con SD,

encontrandose niveles aumentados
de ApB40 tanto en jévenes como en
adultos con SD en comparacion con
su control; cuando se determind ApR42
en jévenes con SD, las
concentraciones fueron similares a
las de los controles®. Se ha
encontrado un aumento de AB40 en
la orina de pacientes con SD 19, asi
como en el plasma.

Las concentraciones de estas
proteinas en la etapa intrauterina no
se han estudiado en profundidad.
Bartha et al 20052° llevaron a cabo un
estudio en sangre del cordén
umbilical de fetos con Trisomia 21, no
encontrando diferencia significativa
en los niveles de AB42 al compararlos
con sus controles con cariotipo
normal, no apoyando la hipotesis de
gue este amiloide pudiera estar
relacionado con la gravedad del dafio
cerebral en los recién nacidos con
SD; por el contrario, niveles elevados
de este péptido en fetos sin SD
favorecen un papel fisiolégico de
estos péptidos durante el desarrollo
cerebral.

Alrededor de los 40 afios, los
individuos con SD presentan cambios

neuropatoldgicos cerebrales y
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trastornos cognitivos similares a los
de los pacientes con enfermedad de
Alzheimer (EA) 2.

La EA es un trastorno
degenerativo cronico y progresivo y
es la causa mas comun de demencia.
Se caracteriza clinicamente por la
pérdida de funciones cognitivas como
la memoria, el razonamiento, la
abstracciéon y el lenguaje ?2. Los
avances en la investigacion han
permitido una comprension detallada
de la patogénesis molecular de los
signos distintivos de la enfermedad,
es decir, placas compuestas por B
amiloide (AB) y ovillos neurofibrilares,
compuestos por tau hiperfosforilada
23_

Varias evidencias sugieren que AB
participa en la patogenia de la EA,
tanto en individuos con cariotipo
normal como en individuos con SD3.
Por esta razon, los niveles de AB en
varios fluidos biolégicos de pacientes
con la EA se han estudiado
extensamente. Niels A. y col.
(1999)?4, informaron de un aumento
de AB42 en el liquido cerebroespinal
en pacientes con EA, lo que sugiere
gue podria utilizarse como marcador

bioquimico para diagnosticar la

enfermedad?®> 26, Tanto AB40 como
AB42 se han estudiado en la saliva y
se han encontrado niveles
aumentados de AP42 en pacientes
con EA?’; sin embargo, otros ensayos
no han podido detectar estas
proteinas en este liquido?.

Con base en la posibilidad de que
el AB pudiera ser secretado o
excretado por el feto en el liquido
amniotico (LA) durante la etapa
intrauterina, y que presumiblemente
los niveles de AP serian mayores en
muestras de gestantes con fetos con
Trisomia 21, analizamos los niveles
de AB40 y AB42 en el LA de
gestantes con fetos con cariotipo
normal y en muestras de LA de
gestantes con fetos con Trisomia 21.
Pudiéndose  utilizar como  otro
marcador bioquimico para
diagndstico temprano del SD.

El LA se forma muy temprano en
la gestacion. Pasada la novena
semana, la cavidad amnidtica esta
completamente formada, y el LA que
rodea al feto con la que mantiene un
intercambio constante. La cantidad de
LA es el resultado del equilibrio entre
su produccion y eliminacion y al ser

de origen fetal contiene todas las
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caracteristicas e informacion del feto.
En el primer trimestre el origen del LA
estd en el corion, las membranas
amniodticas y la piel fetal provocando
que su composicion sea muy similar a
la del liquido extracelular. A las 12
semanas, los rifiones fetales
comienzan a ser funcionales y la
produccion de orina fetal contribuye
principalmente a la composicién del
LA, y a las 22 semanas de gestacion
comienza la queratinizacion de la piel
fetal, disminuyendo su contribucion a
la composicidon del LA, pasando

practicamente a su composicion al

sistema urinario, seguida de
secreciones bronquiales y
transmembrana?®30:31,

METODOS

Muestras

La amniocentesis se realizé en el
Centro Nacional de Genética Humana
y Experimental de la Universidad
Central de Venezuela. La prueba se
realizd entre las semanas 14 y 20 de
embarazo, segun lo determinado por
una ecografia. En este ensayo se
incluyeron las muestras de LA de 20

gestantes con cariotipo normal y 8

muestras de LA de gestantes con
fetos con trisomia 21, diagnosticadas
mediante analisis del cariotipo del
cultivo celular del liquido amnidtico.
Las muestras se centrifugaron y el
sobrenadante de las células de LAy
sedimento se almacenaron en el
congelador (-60) hasta el momento
de medir el péptido y determinar el
AB40 y el Ap42. Se obtuvo el
consentimiento informado de todos
los sujetos antes de que ingresaran al
estudio.
Determinacion de [  amiloide
utilizando el método E.L.1.S.A

El E.L.I.S.A. Para la deteccién de
AB40 y AB42 se utilizé el kit -fabricado
por Biosource-. En este kit, se ha
fijado un anticuerpo monoclonal
especifico para el N-terminal de Hu
AB (beta amiloide humano) en las
paredes de los orificios de la placa.
De esta manera, las Muestras o
Patrones con wuna concentracion
conocida de Hu AB se colocan y se
incuban con el anticuerpo de conejo
especifico para el extremo C-terminal
de un AB40 o un Ap42. Esta
secuencia es detectada por wun

anticuerpo marcado con peroxidasa.
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Después de eliminar el anticuerpo
que no ha podido unirse, se agrega la
soluciéon de sustrato de peroxidasa
para desarrollar el color. La
intensidad del color es directamente
proporcional a la concentraciéon de Hu
AB40 o 42 que esta presente en la
muestra  original. Se utilizaron
controles apropiados para validar la

eficacia del kit.

Financiamiento

Este trabajo de investigacion fue
financiado por el CDCH-UCV bajo el
Proyecto N° Pl 09-00-5655-2004.

RESULTADOS

Los niveles de AB40 y AB42 en las
muestras de LA procedentes de
mujeres embarazadas (semanas 14 a
20 de gestacion) portadoras de un
feto con cariotipo normal o portadoras
de un feto con trisomia 21 no eran
detectables o estaban por debajo del
limite de deteccion del método

utilizado en el presente estudio.

DISCUSION
El sindrome de Down (SD) es la
patologia genética mas frecuente.

Afecta a 1 de cada 800 bebés recién

nacidos. Aproximadamente entre un
90% y un 95% de todos los casos de
SD se atribuyen a una trisomia en el
cromosoma 21. Algunas otras causas
que vale la pena mencionar son las
trisomias parciales y las
translocaciones robertsonianas3?. El
mecanismo para explicar como una
copia adicional del cromosoma 21
contribuye a la patologia del
sindrome de Down sigue bajo
investigacion. Sin embargo, existen
varios indicios de que el sindrome de
Down puede definirse como una
"enfermedad de dosificacion
genética". Esto significa que el
exceso de determinadas proteinas,
codificadas por genes en el
cromosoma adicional, altera algunas
vias bioquimicas que son importantes
para el desarrollo y la funcién
adecuados de las estructuras
afectadas en el sindrome de Down 33,

Los amiloides estan formados por
pares de laminas B intermoleculares
repetitivas que forman una estructura
cruzada de laminas [3. Esta estructura
permite que los amiloides crezcan
reclutando la misma proteina. Los
amiloides tienen el potencial de auto-

replicarse y pueden adaptarse al
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medio ambiente, causando
transmisibilidad de célula a célula,
infectividad pridnica y toxicidad34. La
repeticion de cristal unidimensional
en amiloide proporciona un marco
para los polimorfismos, también estan
muy ordenados y se asocian con
muchas enfermedades, incluida la
enfermedad de Alzheimer (EA) 3.

Ademas del retraso mental, que
esta presente en todas las personas
con SD; La trisomia 21 se asocia con
mas de 80 rasgos clinicos que
incluyen cardiopatia congeénita,
estenosis o atresia duodenal, ano
imperforado, enfermedad de
Hirschprung, hipotonia muscular y EA
de inicio temprano 2.

La evidencia que se deriva de
varias fuentes - genéticas, entre ellas
- sugiere que la AP participa en la
patogénesis de la EA 36, ademas, la
hipétesis de que la EA tiene una base
genética surgio de la observacion de
que practicamente todos los sujetos
con trisomia 21 que sobreviven 40
afos o mas desarrollan lesiones
histopatoldgicas tipicas de la EA%.
Estos cambios patoldgicos parecen
estar relacionados con la pérdida

progresiva de funciones cognitivas y

conductuales observadas después de
los 35 afios 8.

Es dificil no atribuir el sindrome de
Alzheimer que desarrollan
directamente con el desequilibrio de
dosificacion de genes de PBAPP39,
porque todo el cromosoma se ftriplica
en pacientes con trisomia 21. Sin
embargo, este problema se resolvio
con la evaluacion de un paciente con
translocacion SD, en la que se
duplicé la region que determina este
sindrome en la porcion distal del
cromosoma 21, pero el punto de corte
fue telomérico al gen PBAPP. Este
individuo no desarrollé6 evidencia
definitiva de deterioro del
comportamiento y en el estudio post
mortem no se encontraron depositos
cerebrales de AP ni otras lesiones
40,41_

Normalmente, AB40 y APB42 se
pueden detectar en diferentes fluidos
bioldgicos, como el liquido
cerebroespinal, la orina y el
plasma'®'’. En EA y SD, la
cuantificacion de AB40 y AB42 se ha
utilizado como marcador bioldgico #2.

La certeza del diagndstico clinico
de EA es bastante variable (60 a

95%), de ahi la busqueda de otros
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analisis para discriminar
inequivocamente a los pacientes con
esta enfermedad. Es factible utilizar la
combinacion de varios marcadores
biologicos para obtener una mejor
precision diagndstica; por ejemplo, la
relacion entre ApB40 / AP42 en
combinacion con la determinacion de
los niveles de tau, una proteina
citoesquelética anormalmente
fosforilada en la EA y que en el
liquido cerebroespinal ha tenido una
alta sensibilidad y especificidad
diagnostica en la EA 4243, 44,

Los AB se han cuantificado en
diferentes fluidos biolégicos de
individuos con SD. Mehta et al.,
20038 determinaron AB40 y AB42 en
plasma de individuos con SD vy
encontraron que los niveles de AB40
en pacientes jovenes y adultos tenian
una concentracion  similar  con
respecto a su control, cuando
determinaron AB 42 en los jovenes no
hubo diferencia con sus controles; sin
embargo, los niveles de AB42 fueron
mas altos en los SD viejos que en los
controles o los SD jovenes. Por otro
lado, se ha encontrado un aumento
de AB40 en la orina de pacientes con
SD'.

Los estudios encontraron que el
AB es consistentemente mas alto
entre las personas con sindrome de
Down; sin embargo, el vinculo entre
los péptidos AR (AB42 y AB40) y la EA
entre el SD fue inconsistente®.

El analisis de AB40 y ApB42 en la
etapa intrauterina ha sido poco
estudiado. Bartha y col. 2005 20
analizaron solo AB42 en sangre del
cordon umbilical de fetos con trisomia
21, sin

significativas en los niveles de AB42

encontrar  diferencias
con sus controles, lo que también
indica que en algunas muestras de
plasma no se pudo determinar AB. En
este mismo trabajo, los autores no
pudieron detectar Ap42 en 3
muestras de LA, sin embargo, el
numero de muestra fue pequeno.

En nuestro estudio, determinamos
la concentracion de AB40 y ABR42 en
muestras de LA de mujeres
embarazadas con fetos con trisomia
21 y de mujeres embarazadas con
fetos de cariotipo normal. Estas
muestras se recolectaron entre las
semanas 14-20 de gestacion, por ser
una etapa en la que existe menos
riesgo de afectar el embarazo al

utilizar un método invasivo como la
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amniocentesis. Ademas, en esta
etapa de la gestacién, es bien
conocido el aporte que tiene el feto
en la composiciéon del LA a través de
algunas secreciones como: digestiva,
renal, respiratoria y el intercambio
directo a través de la piel que recién

comienza a queratinizarse 6.

CONCLUSIONES

En conclusién, los niveles de ABR40
y AB42 en las muestras de LA
provenientes de mujeres
embarazadas (semanas 14 a 20 de
gestacion) portadoras de un feto con
cariotipo normal o portadoras de un
feto con Trisomia 21 no se detectaron
o estuvieron por debajo del limite de
deteccion de la método utilizado en
este estudio. Estos hallazgos no
descartan la posibilidad de que en las
ultimas etapas del embarazo, las
proteinas AB estén presentes en el
LA, libres o en el medio intracelular.
Nuestro hallazgo en LA descarta la
posibilidad de utilizar AR como
marcador bioquimico intrauterino en

el diagnéstico de SD.
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