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RESUMEN

La Enfermedad de Alzheimer (EA) de inicio tardio es un desorden
neurodegenerativo progresivo que afecta la cognicién y la memoria. Trabajos recientes en
diversas poblaciones han demostrado que algunas variantes alélicas del gen APOE
(apolipoprotein E) y polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) en los genes APP
(Amyloid Precursor Protein), DYRK1A (dual-specificity tyrosine (Y) phosphorylation-
regulated kinase 1A) y RUNX1 (Runt-related transcription factor 1); aumentan la
susceptibilidad al desarrollo de dicha enfermedad. En este estudio de casos y controles se
realizd el andlisis de las variantes alélicas del gen APOE y SNPs en los genes APP
(rs364048), RUNX1 (rs4816501) y DYRKI1A (rs2835740) -éstos tres ultimos localizados
en el cromosoma 21- mediante la técnica de PCR tiempo real (PCR-Q) con el fin de evaluar
la posible asociacion de estos SNPs con la EA de inicio tardio en poblacion mexicana.
Fueron estudiados 68 pacientes con la EA de inicio tardio pareados por edad y sexo con 70
controles. Encontramos lo siguiente: APOE (e3/e4) OR=1.98, APP (AA) OR= 1.69,
DYRK1A (CC) OR=1.03 y RUNX1 (TT) OR=5.79. Nuestros datos sugieren una
asociacién entre los genes APOE, APP y RUNX1 con la EA de inicio tardio en poblacion
mexicana.

Palabras clave: Enfermedad de Alzheimer, SNPs, APP, DYRK1A, RUNX1



ABSTRACT

Late-onset Alzheimer disease (LOAD) is a neurodegenerative progressive disorder
that affects cognition and memory. Recent studies in several populations indicate that
allelic variants in APOE (apolipoprotein E) gene and single nucleotide polymorphisms
(SNPs) in APP (Amyloid Precursor Protein), DYRK1A (dual-specificity tyrosine (YY)
phosphorylation-regulated kinase 1A) and RUNX1 (Runt-related transcription factor 1)
genes are risk factors for LOAD. In this case-control study was realized an analysis of
allelic variants of APOE and APP (rs364048), RUNX1 (rs4816501) and DYRK1A
(rs2835740) SNPs —these three last genes are located on chromosome 21- by real time PCR
(Q-PCR) to evaluate the possible association between SNPs and LOAD in Mexican
population. We analyzed 68 patients with LOAD and 70 sex and age matched controls
subjects. We found: APOE (e3/e4) OR=1.98, APP (AA) OR=1.69, DYRK1A (CC)
OR=1.03 and RUNX1 (TT) OR=5.79. Our data suggested an association between APOE,
APP and RUNX1 genes with LOAD in Mexican population.

Key words: LOAD, SNPs, APP, DYRK1A, RUNX1
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l. INTRODUCCION

11 ANTECEDENTES

En 1907, Alois Alzheimer describio el caso clinico de una mujer (Auguste D.) de 51
afios que comenzd a sufrir un delirio de celos contra su marido, seguido de una pérdida de
memoria y de un répido deterioro cognitivo, desorientacion espacial, realizacion de
actividades sin sentido (llevando las cosas de un lado a otro o escondiéndolas), agresividad,
delirio de persecucion, llanto, alteraciones del suefio y que finalmente fallecio tras cuatro
afios y medio de evolucion en estado de total invalidez. Alois describié las caracteristicas
clinicas y anatomopatoldgicas de la enfermedad que llevaria su nombre, lo que él denominé
degeneracion neurofibrilar. ElI examen post mortem en esta paciente revel6 una atrofia
cerebral y lesiones especificas que describi6 como focos miliares y manojo de fibrillas
entre las células nerviosas [1, 2].

La enfermedad de Alzheimer (EA) fue considerada durante casi 70 afios, un tipo de
demencia rara de escasa prevalencia en la poblacion general. Posteriormente se hizo notar
que la mayoria de las personas de edad avanzada con declive cognitivo presentaban la
enfermedad clinica y patolégicamente descrita por Alois Alzheimer; siendo en la actualidad
un problema de salud publica [2]. De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud,
demencia se define como un sindrome debido a una enfermedad del cerebro, generalmente
de naturaleza progresiva, en la que hay déficits de multiples funciones corticales superiores,
entre las que se encuentran alteraciones de la memoria, juicio, pensamiento, orientacion,
comprension, célculo y lenguaje (Fundacion Alzheimer). Se ha demostrado que las
demencias asociadas a la edad toman cada vez mayor importancia en paises
industrializados, cuya expectativa de vida ha aumentado durante los dltimos 20 afios,
aproximadamente dos afios por década [3]. La EA es la demencia mas comun,
representando entre el 50-60% de todos los casos a nivel mundial. La prevalencia de esta
demencia es <1% en individuos de 60 a 64 afios, pero presenta un comportamiento casi
exponencial al incrementar la edad, de manera tal que en personas mayores de 85 afios la
prevalencia es entre 24-33% en paises occidentales. Se estima que tan solo en el 2001, a
nivel mundial existian mas de 24 millones de personas afectadas con EA, un nimero que se

prevé se duplicara cada 20 afios hasta llegar a 81 millones de casos en el 2040 [4].



La EA es un desorden neurodegenerativo progresivo que se caracteriza por afectar
la cognicion y la memoria [5]. Los primeros sintomas de la enfermedad estan asociados a
episodios de pérdida de memoria y dificultad con el lenguaje; seguido de disfunciones
visuales, espaciales y de comportamiento [2]. Entre los sintomas psicoldgicos y de
conducta que se presentan frecuentemente se incluyen: depresién, euforia, agitacion,
agresion, psicosis, desinhibicidn, irritabilidad, apatia y comportamientos motores aberrantes
[6]. La desnutricién y la aparicion de infecciones, debido a la pérdida de autonomia, son los
eventos mas perjudiciales en la salud de estos enfermos.

Se distinguen dos tipos de EA segun la edad de inicio. Cuando la enfermedad
aparece antes de los 65 afios se denomina EA de inicio temprano (presenil o familiar);
mientras que la forma de EA de inicio tardio (senil o esporadica) se presenta en pacientes
mayores de 65 afios [2].

1.2 FACTORES DE RIESGO

Ademés de la edad, que se considera el factor de riesgo méas importante para la
enfermedad, estudios epidemioldgicos han sugerido otros factores asociados como son:
bajo nivel educacional y ocupacional, baja habilidad mental durante la juventud y poca
actividad fisica y mental durante la vida adulta, ya que se relaciona con un bajo nimero de
neuronas Yy ramificaciones sinapticas y dendriticas [7]. Algunos estudios epidemiolégicos
muestran que el antecedente de traumatismo craneo-encefalico (TCE) puede ser un factor
de riesgo, aunque aun no se encuentra una relacion clara [8] y también se ha observado que

la incidencia de la enfermedad es mayor en mujeres [Gréfica 1] [9].
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Gréfica 1. Muestra que la incidencia de la EA aumenta con la edad

y es mas frecuente en mujeres [9].
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Otros factores de riesgo asociados son las enfermedades vasculares como
hipertension y ateroesclerosis, asi como hipercolesterolemia, obesidad, diabetes vy
tabaquismo [7]. Algunas evidencias sugieren que la ingesta de algunas vitaminas como
B12, C y E y éacido félico, asi como acidos grasos insaturados e ingesta moderada de vino
tinto pueden reducir el riesgo de la EA [10]. Sin embargo, estos datos se encuentran lejos
de ser conclusivos para hacer una generalidad sobre la dieta. Otros factores ambientales
como la exposicion a metales, pesticidas e infecciones aln se estudian como posibles
factores de riesgo [11]. Por otro lado, si bien los factores ambientales pueden incrementar el
riesgo de Alzheimer de inicio tardio, también se ha demostrado que la enfermedad tiene

una carga importante de factores genéticos [12].

1.3  DIAGNOSTICO CLINICO

El diagnostico in vivo de la EA se basa en pruebas neuroldgicas, pruebas
neurofisioldgicas y psicoldgicas; asi como estudios de gabinete como Tomografia Axial
Computarizada (TAC) y Resonancia Magnética (RM) cerebral [Figura 1]. El grado de
confiabilidad de este estudio no es absoluto, ya que Unicamente la deteccién post mortem
de las caracteristicas histopatoldgicas como las placas seniles (PS) y las marafias
neurofibrilares (MNF) permiten el diagnostico definitivo y la exclusion de otros tipos de
demencia [13-15].

Figura 1. Imagen computarizada de un corte coronal del cerebro normal (izquierda) y del cerebro de

un paciente con EA (derecha). Este ultimo est& contraido debido a la pérdida neuronal [2].
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1.4  HISTOPATOLOGIA
Los cerebros de los pacientes con EA se caracterizan por la presencia de placas
seniles (PS) extracelulares, marafias neurofibrilares (MNF) intracelulares [Figura 2],
neuritas distréficas (axones y dendritas) y la activacion de células de la ( y
), especialmente alrededor de las PS [5], ademas de una amplia afectacion del
desde estadios muy tempranos de la enfermedad [16]. Estas lesiones se localizan
en estructuras del 16bulo medio temporal y areas corticales del cerebro, donde también se

encuentra una degeneracion de neuronas y sinapsis [17].

Figura 2. Placas seniles (PS) y marafias neurofibrilares (MNF) presentes en la corteza cerebral de un

paciente con la Enfermedad de Alzheimer [17].

Las PS estan compuestas principalmente por el péptido Amiloide B (AB) y su
formacidén se considera un evento temprano en la patogénesis de la EA. Por otro lado, las
MNF son agregados intracelulares, cuyo componente principal es la proteina microtubular
Tau fosforilada [18, 19]. Esta proteina en estado fosforilado puede desestabilizar la red de
los microtibulos debido a su incapacidad de unir y promover su ensamblaje, lo que puede
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perjudicar tanto el transporte axonal como contribuir a la formacion de MNF, con la
subsecuente muerte neuronal [20, 21]. Estudios post mortem sugieren que las primeras
areas afectadas del cerebro, al menos por las MNF, son el yla

ubicados en el [22], en donde las neuronas se pierden selectivamente. A
diferencia del depdsito de amiloide B, el desarrollo de la patologia neurofibrilar sigue un
orden progresivo en términos topogréficos. Sin embargo, ain no esta claro cémo esta
progresion pasa de un estado topogréafico a otro en sentido temporal [23].

La mayor relacion estructural con la disfuncion cognitiva en la EA es la
disminucién de sinapsis en el hipocampo y la corteza, lo que se refleja en la pérdida de
pequefias vesiculas sinapticas y muchos péptidos. Eventualmente, se observa una pérdida
del 10-20% de las neuronas corticales [24]. Ademas, ocurre una pérdida neuronal
subcortical en los yenel , resultando en una
deplecion de marcadores y a nivel cortical.. EI mas profundo
y temprano deterioro cognitivo parece ser el de la memoria episodica, es decir, la habilidad
para recordar eventos en lugar y tiempo especificos [25]. Al extenderse esta patologia,
involucra areas de asociacion cortical que originan las deficiencias caracteristicas en
funciones ejecutivas (planeacion y ejecucion), memoria semantica (reconocimiento de
palabras, rostros y objetos) y alteraciones visuo-espaciales [26].

El nimero de sinapsis es la correlacién estructural que mejor se asocia con la
gravedad del cuadro clinico, como han demostrado las biopsias de la corteza cerebral [27].
También se ha correlacionado la cuantificacion de proteinas sindpticas como la proteina
vesicular [28].

Aungue la mayoria de los estudios realizados a la fecha tratan sobre la agregacion y
deposito del péptido AP en el desarrollo de las PS y la hiperfosforilacion de la proteina Tau
en la formacion de MNF, también existen estudios sobre la disfunciéon neurovascular y
anormalidades del ciclo celular, inflamacion, estrés oxidativo y alteraciones mitocondriales
[17].

13



15 PLACAS SENILES Y MARANAS NEUROFIBRILARES
e Placas seniles (PS)

La correlacion entre las PS y la EA se logré cuando Glenner y colaboradores en
1984 purificaron placas seniles para secuenciar y clonar el péptido AB, para posteriormente
identificar su secuencia de aminoéacidos (aa) [17]. Las PS son lesiones que interrumpen la
trayectoria normal de las neuritas y estan asociadas con la inflamacion y distréfia de
dendritas y axones. Estas neuritas distroficas contienen diferentes proteinas como las
sinapticas, del citoesqueleto y las relacionadas con plasticidad y crecimiento neuronal [29].

El AB es un fragmento formado de la de la glicoproteina transmembranal
precursora del B amiloide (APP, Amyloid Precursor Protein). Inicialmente el AR fue
considerado como una proteina anormal pero posteriormente se observé en el metabolismo
normal de la célula [30]. Aunque la APP se encuentra altamente expresada en cerebro y
rifidn, puede detectarse en varios tejidos en mamiferos y cierto porcentaje se encuentra
presente en la superficie de las células del cerebro [31-33].

Estudios in vitro indican que la secrecion de APP puede actuar como
para estimular la proliferacion y adhesion celular [34]. A diferencia de la APP que se
encuentra en la superficie celular; la cual posee una actividad promotora de neuritas [35],
co-localizada con componentes de adhesion [33, 36] y vesiculas de reciclaje que participan
en la sinapsis [37], lo que sugiere que un porcentaje de APP puede funcionar como receptor
en la superficie celular, en transduccidn de sefiales desde la matriz extracelular hasta el
interior de la célula [31, 38] o en asociacion con otras proteinas, en la regulacion de la
transcripcion [39]. Por otro lado, APP también esta involucrada en el desarrollo neuronal,
sinaptogénesis y plasticidad sinaptica [40-42].

e Marafias neurofibrilares (MNF)

Las MNF son lesiones intraneuronales compuestas por una proteina microtubular
alterada llamada Tau. Esta proteina se encuentra extremadamente fosforilada, lo que la hace
insoluble, formando una estructura filamentosa de doble hélice [43, 44]. Se desconoce el
mecanismo mediante el cual la proteina Tau se altera, pero es importante mencionar que
personas sanas de edad avanzada pueden desarrollar MNF, aungue éstas se encuentran
limitadas al y son relativamente escasas [16]; a diferencia de la EA, en la
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cual hay un patrén de expansion de las MNF desde las zonas mediales en direccién al
I6bulo temporal y de ahi al resto de la corteza cerebral [45]. Aunque existe una gran
variedad de procesos que contribuyen a la muerte neuronal, el depdsito intracelular de las
proteinas insolubles y su efecto directo en la arquitectura del citoesqueleto es claramente un
factor critico [46]. Sin embargo, resulta interesante que las mutaciones en el de la
proteina Tau no conducen al desarrollo de la EA [16].

Las MNF se forman debido a la hiperfosforilacién de Tau mediante mecanismos
que provocan la disociacién de los microtubulos y la formacion espontanea de filamentos
insolubles. Se han podido inducir marcadores antigénicos de hiperfosforilacion de Tau y
depésitos limitados de Tau en neuronas in vitro mediante tres diferentes vias: aumento de la
concentracion intracelular de calcio, reduccion de la energia disponible y aumento de la
concentracion de glutamato. Esto parece indicar que las MNF surgen subsecuentemente al
estrés neuronal [47].

1.6 METABOLISMO DE LA APP

La APP es una proteina transmembranal con un extremo N-terminal extracelular, un
dominio AB que se encuentra embebido en la membrana plasméatica y un dominio C-
terminal intracelular. La APP puede ser procesada por dos vias [Figura 3]:

1. La via de la a-secretasa. Esta enzima corta el APP incluyendo el dominio Ap
resultando un fragmento soluble de APP (APPas) [17]. Esta molécula tiene efectos
positivos sobre las neuronas en cultivos celulares [48]. El fragmento C-terminal
remanente (aCTF o C83) es cortado por la y-secretasa, que da como resultado un
pequefio péptido. El residuo del dominio APP intracelular (APP intracellular
domain, AICD) es metabolizado en el citoplasma.

2. La via de la B-secretasa. Esta enzima corta la APP justo antes del dominio A,
resultando un fragmento soluble distinto de APP (APPfs). El remanente BCTF o
C99 es cortado por la y-secretasa que da como resultado un péptido A libre de 40 o
42 aa El residuo AICD es metabolizado en el citoplasma.
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Figura 3. Metabolismo de la APP. La APP se procesa mediante las secretasas
-0, -B y —, las cuales producen APPs y Ap42.
Este péptido puede agregarse y formar PS caracteristicas de la EA [17].

El procesamiento normal de la molécula APP por la a-secretasa imposibilitaria la
generacién de cualquiera de los fragmentos p pero en la EA el metabolismo normal de la
proteina APP se altera significativamente y se observa que el AB se deposita en cualquiera
de sus longitudes de 40-42 aa [49]. Se sugiere que la acumulacién inicial es del fragmento
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1-42, aunque éste parece no producir una reaccion inflamatoria intensa y permanece
soluble. Sin embargo, se propone que la acumulacion del fragmento 1-40 es la mas
asociado con las PS maduras [16, 50]. La y-secretasa parece ser la responsable del origen
del péptido APs,. Este péptido de 42 aa puede formar agregados fibrilares tdxicos
insolubles [51, 52]. El péptido 40-43 (fragmento B) de la APP se deposita en el centro de
las PS y se encuentra también en las paredes de la red vascular del cerebro [16].

1.7 GENES IMPLICADOS EN LA EA DE INICIO TEMPRANO

La EA de inicio temprano es una patologia con herencia autosémica dominante que
inicia antes de los 65 afios. En estas formas familiares se han observado mutaciones en los
genes presenilina 1 (PS1) localizado en el cromosoma 14, presenilina 2 (PS2) en el
cromosoma 1 [17, 53] y APP en el cromosoma 21. Sin embargo, este tipo de EA representa
menos del 5% de los casos [17, 54].

Se sabe que las presenilinas regulan el procesamiento de APP a través de sus efectos
sobre la y-secretasa, enzima que interviene en el metabolismo de la APP. Tanto las
mutaciones PS1 como PS2 elevan los niveles de ABi4; en sangre, en el liquido
cefalorraquideo (LCR) y en el cerebro de los casos afectados [50, 55], lo que predispone a
las neuronas a la muerte celular programada (apoptosis).

1.8 HIPOTESIS DE LA CASCADA DEL Ap

De acuerdo a la hipétesis de la cascada del A, el proceso de desregulacion de APP
es un evento temprano en la EA resultando en la sobreproduccion [56], acumulacion y
deposito de AP para formar las PS en la corteza cerebral y en algunas regiones
subcorticales. EI Ap inicia una cascada de eventos: dafio neuritico y sinéptico, activacion de
microglia y astrocitos (respuesta inflamatoria), alteracion en el equilibrio idnico neural,
dafo oxidativo, cambios en las actividades de [fosfatasas y formacion de MNF
[57]. Todo esto lleva a la muerte celular. Ademas, se cree que la EA de inicio tardio esta
relacionada con el medio ambiente, especialmente algunos tipos de estrés como isquemia
[58], estrés oxidativo [59] baja energia [60], estrés calorico [61] y dafio mecénico [62]
[Figura 4].
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Figura 4. Hipdtesis de la cascada amiloide que explica el desarrollo de la EA a partir de la

acumulacion del péptido amiloide [17, 63].

Sin embargo, existe otra teoria que dice que las PS no son causa de la EA de inicio
tardio, sino que la acumulacion de péptido AP es una respuesta protectora al dafio oxidativo
originado por una disfuncion mitocondrial. Se ha observado que la densidad de las PS se
correlaciona muy poco con la severidad de la demencia, a diferencia de las MNF donde
existe correlacion entre la cantidad de éstas con el decline en habilidades cognitivas.

Existen dos variantes en el carboxilo terminal de AB: ABi40 es secretado por la
mayoria de las especies en cultivo celular y se encuentra en el LCR; mientras que APi-s2 €S
el mayor componente de los depdésitos de amiloide [64]. Los niveles del péptido AB;42 en
el plasma de pacientes con la EA no han revelado diferencia con respecto a controles,
mientras que se observa una reduccion de este péptido en el LCR de pacientes comparados
con controles [65, 66].
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1.9 GENES IMPLICADOS EN LA EA DE INICIO TARDIO

La apolipoproteina E (ApoE) es una proteina de 34kDa que se sintetiza en el higado
[67]. Esta funciona en la periferia como un mediador del metabolismo de la lipoproteina a
través de la unién de particulas de ApoE del plasma a las membranas de la super familia de
receptores de lipoproteinas de baja densidad (LBD). Dentro del sistema nervioso, ApoE es
sintetizada y secretada por astrocitos y microglia. Esto es importante, ya que ningun otro
tipo de lipoproteinas se encuentran en el cerebro. Se piensa que la ApoE juega un papel
importante en la redistribucion de lipidos y colesterol durante la reparacién membranal y en
el transporte de lipoproteinas [68].

En humanos existen cominmente 3 del gen ApoE: €2, €3 y €4. En cultivos
neuronales, ApoE induce la formacién de neuritas y funciona como un antioxidante
enddgeno [69]. Los receptores de ApoE (expresados en neuronas) se involucran en la
migracion de poblaciones neuronales. Ademas, ApoE4 tiene efectos en la fosforilacion de
la proteina Tau, aunque adn se desconoce con precision este proceso [70].

Se ha determinado que el alelo €4 de ApoE incrementa 3 veces el riesgo de la
enfermedad en heterocigotos y 15 veces en homocigotos y se ha observado que este alelo
disminuye la edad de inicio en casi 10 afios [17]. Esta demostrado que los casos de EA que
son portadores del alelo €4 tienen una cantidad mayor de AR y PS que los que no son
portadores de este alelo [71, 72] y es posible que la ApoE participe en el proceso de
deposito neurofibrilar y de PS [73]. Aunque el alelo €4 de APOE es necesario, no es
suficiente para causar la EA [74].

ApoE acta como un transportador de colesterol en el cerebro y se ha observado que
el alelo €4 es menos eficiente que otras variantes para reutilizar lipidos de membrana y en
la reparacion neuronal. ApoE4 es también esencial para el depdsito del AB, promoviendo la
formacién de MNF posiblemente por la accion de una chaperona patolégica.

Es probable que la contribucion de otros genes sea menor. Aungue algunos estudios
reportan débiles asociaciones con diferentes genes, éstas no han sido verificadas. Una
posible explicacion para esta dificultad puede ser que la forma esporadica de la enfermedad
no es enteramente homogénea y que los genes de susceptibilidad solo confieren un pequefio

incremento en el riesgo junto a una compleja interaccion con factores ambientales [17].
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Recientemente, se encontrd evidencia que variantes alélicas en los promotores de
ciertos genes pueden ser relevantes en algunas enfermedades por la alteracion de
actividades transcripcionales. Algunos ejemplos incluyen en los promotores
de genes relacionados con enfermedades neurolégicas como el gen a-sinucleina asociado a

la Enfermedad de Parkinson [75] y en APOE que se asocia a riesgo de la EA [76].

1.10 POLIMORFISMOS DE UN SOLO NUCLEOTIDO (SNPs)

En un individuo 99.9% de su secuencia de ADN es idéntica a la de otra persona. Del
0.1% de diferencia, mas del 80% son (SNPs). Un SNP
es una sustitucion de un nucledtido por otro, ambas posibilidades son observadas en general
en la poblacién a una frecuencia superior al 1% [perkinelmer.com]. Un SNP se origina de
una mutacién puntual, por lo que cambia un nucleétido por otro. Si la mutacion es en las
celulas reproductoras de un individuo, una 0 mas de sus descendientes podria heredar la
mutacion y, después de varias generaciones, el SNP podria establecerse en una poblacion
determinada. Asi que sOlo existen dos alelos posibles: el de la secuencia original y el de la
version mutada [77].

Ejemplo: Cuando la secuencia de un individuo A es AGTCAGAAATC mientras
que de un individuo B es AGTCACAAATC, el SNP es G/C [Figura 5].

Allele |

L GTCAGAAATC..

Allele 2

A GTCACARATC .

Figura 5. Ejemplo de polimorfismo de un solo nucleétido (SNPs) [78]

Se estima que los SNPs ocurren 1 cada 1,000 pares de bases. Esto implica que
existen 3 millones de SNPs entre genomas y cerca de 10 a 30 millones de SNPs potenciales
en el genoma humano. Mas de 4 millones de SNPs han sido identificados y cerca de 2.6
millones de ellos se encuentran en la base de datos del NCBI que se identifican como
rsSNPs.
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Muchas enfermedades en humanos son causadas por complejas interacciones entre
multiples genes, factores ambientales y estilo de vida. Factores genéticos confieren
susceptibilidad o resistencia a la enfermedad; asi como en la severidad o progresion.
Estudios de asociacion pueden detectar e indicar con que frecuencia estan asociados los
polimorfismos en los genes que causan la enfermedad. Eventualmente serdn establecidos,
perfiles de SNPs que son caracteristicos de una variedad de enfermedades, para que
después sea posible escanear la susceptibilidad de los individuos a desarrollar una patologia
s6lo analizando su ADN en busca SNPs especificos. Con ello, los SNPs también serviran

para los estudios farmacogenomicos [perkinelmer.com].

1.11 ESTUDIO DE LIGAMIENTO Y ASOCIACION

Se han realizado diversos estudios de ligamiento para EA de inicio tardio. El
primero lo realizé el grupo de Roses (1991) obteniendo una >3.0 para el
cromosoma 19 en la regién q13.2. Dos afios después el mismo grupo de investigacion
realizd un estudio de asociacion con las variantes (g2, €3, €4) del gen ApoE y obtuvieron
una asociacion positiva para la variante 4.

Por otro lado se ha visto que pacientes con Sindrome de Down (SD, trisomia 21)
desarrollan un depdsito temprano de AP en el cerebro [78-80], por lo que se especula que
independientemente del alelo €4 de APOE existen factores de riesgo genéticos relacionados

con la EA en el cromosoma 21 [81, 82].

e APP

En el SD existe una copia extra del gen APP, la duplicacion de este gen lleva a una
sobreexpresion de la APP [83], eleva los niveles de circulacion del AB e incrementa el
deposito del AB en las PS [84], el cual resulta en una EA de inicio temprano
aproximadamente a los 30 afios de edad. Estas observaciones ilustran la importancia de la
regulacion del gen APP en el desarrollo de la EA [85].

Existen reportes acerca de que la duplicacion del gen APP es transmitido en
pacientes con la EA con angiopatias cerebrales de inicio temprano [86], aunque no ha sido

reportada una relacion con la duplicacién de APP en estudios de caso-control [87, 88].
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e DYRKI1A

El gen DYRK1A (dual specificity tyrosine (Y)-phosphorylation-regulated kinase
1A) se encuentra en el cromosoma 21 y codifica para una proteina quinasa. Dyrk1A tiene
un sustrato dual que se autofosforila en los residuos de tirosina para su propia activacion y
fosforila sus proteinas blanco en los residuos de serina/treonina (Ser/Thr) [89]. Dyrk1A
participa en el desarrollo cerebral y regula las redes dendriticas en las neuronas [90].
Durante este periodo, Dyrk1A se expresa tanto en el nicleo como en el citoplasma de las
neuronas [91].

Poco se conoce acerca de la funcion de Dyrk1A en el cerebro adulto, aunque resulta
de interés en diferentes enfermedades neurodegenerativas; ya que Dyrkl fosforila a la
proteina Tau en la posicion (Thr), y éste residuo se ha observado fosforilado en estadio fetal
e hiperfosforilado en la EA [92]. Esta hiperfosforilacion depende de la accion de diversas
quinasas y fosfatasas, ya que distintas quinasas activas se expresan en asociacion con
depésitos de Tau fosforilada en neuronas y células gliales en la EA [93].

La fosforilacion de Tau en regiones ricas en prolina induce cambios
conformacionales [94], que conducen a los microtubulos a forman uniones con la proteina
hiperfosforilada y la subsecuente formacién de agregados. De tal manera que la
fosforilacién de Tau por Dyrk1A inhibe la capacidad de Tau para promover el ensamblaje
de microtubulos, lo que culmina en la formacion de MNF [45]. Esta reduccion en la
capacidad de Tau para promover el ensamblaje de microtubulos es proporcional al nivel de
fosforilacion de Tau [95].

e RUNX1
RUNX1 (Runt-related transcription factor 1) codifica para un factor de transcripcion
que es requerido para activar la represion en los timocitos CD4-negativos/CD8-negativos.
Mutaciones en este gen causa un desorden familiar en las plaquetas con predisposicion a
leucemia mieldégena aguda [96]. El homdlogo de RUNXL1 en ratones se expresa en algunos

tipos de neuronas motoras y sensoriales postmitaticas.
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Las proteinas Runx actian como factores de unién al ADN; que dependiendo del
contexto del promotor regulan la activacion y represion transcripcional, controlado
diferentes vias de desarrollo [97]. Runxl es sintetizado también por neuronas motoras
somaticas en la médula espinal y en neuronas motoras colinérgicas branquiales y viscerales
[98]. Una alteracion en la funcion de Runxl in vivo no parece perturbar la generacion
inicial de estas células pero si altera su desarrollo postmitético, resultando en una pérdida
de estos tipos de neuronas, lo que sugiere que Runxl juega un papel importante en la
diferenciacion postmitética de algunas neuronas en el Sistema Nervioso Central y
Periférico [99].
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1. JUSTIFICACION

Actualmente (2009) se estima que en México existen aproximadamente 1 millén
250 mil pacientes con EA. Por ello resulta de gran importancia realizar estudios de los
factores de riesgo genético en ésta enfermedad, con el fin de implementar diferentes
medidas preventivas y de tratamiento para mejorar la calidad de vida en estos pacientes, Se
reconoce que ademas de ser una tragedia personal y familiar, la EA y otras demencias
representan un problema financiero para los servicios de salud.

Uno de los primeros pasos en el estudio de la EA es proponer métodos para el
diagndstico de esta enfermedad in vivo, pues actualmente solo es posible dar un diagndstico
preciso post mortem. Dado que existen estudios que demuestran una clara asociacion entre
SNPs y diversas enfermedades, es viable que mediante genotipificacion, identificar
genotipos de riesgo (GR) para la EA que permitan un diagnéstico de certeza.

Existen algunos estudios sobre SNPs asociados a la EA pero ninguno de ellos en
nuestro pais; por lo que este proyecto de investigacion resulta de gran relevancia para
conocer los SNPs que representan un factor de riesgo a desarrollar EA en nuestra
poblacion.
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I11.  OBJETIVO GENERAL

Establecer asociacién entre los SNPs de los genes APP (rs364048), DYRK1A
(rs2835740) y RUNX1 (rs4816501) con la EA de inicio tardio en una muestra de pacientes
mexicanos.

Objetivos particulares:

Determinar la frecuencia alélica y genotipica de los SNPs rs364048 (gen APP), rs2835740
(gen DYRK1A) y rs4816501 (gen RUNX1) en 68 pacientes con EA de inicio tardio.

Determinar la frecuencia alélica y genotipica de los SNPs rs364048 (gen APP), rs2835740
(gen DYRK1A) y rs4816501 (gen RUNX1) en 70 controles sanos.

Identificar si existe asociacion entre los SNPs en los genes APP, DYRK1A y RUNX1 con
la EA de inicio tardio.
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IV. MATERIAL Y METODO

1. Obtencién de muestras de sangre
Las muestras utilizadas en este proyecto fueron obtenidas de tres instituciones:
Instituto Nacional de Nutricion “Salvador Zubiran” (INN), Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suéarez” (INNN) y Hospital General de
México (HGM). Todas las personas que accedieron a donar sangre fueron notificadas de los
objetivos de este proyecto y firmaron una carta de consentimiento informado que se

encuentra en el Anexo A.

A) Pacientes: fueron diagnosticados clinicamente con la Enfermedad de Alzheimer de

inicio tardio de acuerdo a los siguientes criterios de seleccion:

- Criterios de inclusién
Pacientes con diagnostico clinico de EA de inicio tardio*
Edad =60 afos
Carta firmada de consentimiento informado

*Que cumpla con los criterios de DSM-IV (Anexo B)
- Criterios de exclusion
Aquellos casos en los que no se pueda completar los analisis clinicos y

moleculares.

B) Controles: individuos > 60 afios que llegaron al hospital por razones ajenas a un

diagndstico de demencia.

Un total de 68 pacientes y 70 controles se les extrajeron alrededor de 4mL de sangre

periférica que fue almacenada a 4°C hasta su uso

26



2. Extraccion de ADN gendmico (ADNQ)
Cada muestra fue procesada para la obtencion de ADNg por medio de columnas de
afinidad del Kit Versagene para Purificacion de ADN Gendmico (Gentra Systems). Los

detalles técnicos se encuentran en el anexo C.

3. Concentracién y pureza de ADNg
Las muestras de ADNg fueron ajustadas a la misma concentracion [25ng/uL], mediante
lecturas del espectrofotometro Eppendorf a 260 y 280 nm. Para confirmar la cantidad y
determinar la calidad del ADNg extraido, se realizé electroforesis en un gel de agarosa al

0.8% tefiido con bromuro de etidio.

4. PCR-Q, Reaccion en Cadena de la Polimerasa Cuantitativa

Se realizé una PCR-Q debido a que es una técnica especifica, sensible y rapida. Para
cada muestra de ADNg con 6 diferentes Sondas Tagman de los distintos alelos que
corresponden a los genes APP, DYRK1A y RUNX1 (los alelos de cada uno se muestran en
el Anexo D), utilizando un equipo ABI Prism 7000 de Applied Biosystems, con un
volumen final de 10 pL y cantidades de la siguiente manera:

Reactivos y cantidades
1. Uracil-N-glicosilasa 3.75pL Agua destilada { ADN Polimerasa
2 min a 50°C 50pl. MasterMix Nucledtidos
\ 0.25uL Sonda 1Buﬂ'er
\/ 1.0pl. gDNA
2. Desnaturalizacion | 10-0 1L Volumen final
10 min a 95°C
\\.
~—
— \%
3. Desnaturalizacion
15 sega 95°C
[40x] —

4. Alineamiento y Extension del cebador
1 min a 60°C

—
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Las sondas Tagman usadas en este trabajo tienen dos tipos de reporteros
fluorescentes para cada alelo posible de un gen: VIC (V, emision: 552 nm) y FAC (F,
emisién 535 nm). Cuando la PCR-Q se lleva a cabo, una de las sondas se une a la cadena
templado de acuerdo a la secuencia y la ADN polimerasa degrada la union entre V o F
(segun el caso) y el apagador (Q); de manera que una molécula fluorescente se libera por

cada cadena de ADN. Esto nos indica la amplificacion que tiene cada alelo [Figura 6].

1. Compunenl=s v cadens lempledo

L Sonda /"l'ﬁ y Sonda )'.":‘a

3 { - e Crelbadn myverse
Cebador dx =cle v v 9 & v o
G A —
2 _ cacenz templade |GA -,3'.
b —— e — - - —
| | | 111 14N | | | 111
; [C/1] :
2. Desustwelizacion ¢ libridaciin v ¥
el o
Sonda ‘:)"G Sumla t)!"‘" Cebador mverso
S v e @ @
. = A
Cckader dircete \ \ /
[cT] i
3. Polimenzzcion v peneracicn de seial S < ?
Cebador inverse
=
Sonda ,'&“?
& T
C.ehadnr directn ¥
,”_h_ . E_“@fﬂjhu
il nin | | _jI (e rrrrs
C

Figura 6. Esquema que representa un ensayo de la técnica de PCR-Q usando el método Tagman

[Tomado de Applied Biosystems].
28



5. Andlisis estadistico

La frecuencia genotipica fue calculada para cada gen de acuerdo al equilibrio de

Hardy-Weinberg:

p’+2pq + ¢
p = frecuencia del genotipo homocigoto dominante
pq = frecuencia del genotipo heterocigoto

q = frecuencia del genotipo homocigoto recesivo

El andlisis estadistico de los datos generados para cada gen consistio en la

estimacion de la razén de probabilidades u odds ratio (OR) que se obtuvo mediante el

cociente entre la probabilidad de que una persona desarrolle la EA y la probabilidad de que

no la desarrolle; en relacion a los SNPs que presenta en los genes APP, DYRK1A y

RUNXU1. Si el valor de OR es igual o menor que 1.10 (OR<1.10) no hay asociacion entre la

presencia de SNPs y la enfermedad; mientras que un valor mayor a 1.11 (OR>1.11) indica

una asociacion positiva con la enfermedad.

Con base en estudios previos se consideraron los siguientes GR:

APP AA Lv et al, 2008
DYRK1A CcC Kimura et al, 2007
RUNX1 TT Kimura et al, 2007

A continuacion se muestra la formula para obtener el OR:
FRp(+) / FRp{-)
FRc(+) / FRe(-)

OR. =
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Donde:

FRp(+) es el nimero de pacientes homocigotos que presentan el factor de riesgo
positivo.

FRp(-) es la suma de los pacientes homocigotos y heterocigotos que presentan el
factor de riesgo negativo.

FRc(+) es el nimero de controles homocigotos que presentan el factor de riesgo
positivo.

FRc(-) es la suma de los controles homocigotos y heterocigotos que presentan el
factor de riesgo negativo.
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V. RESULTADOS

* Caracteristicas de la Poblacion

Pacientes
Sexo femenino: 41 (60.3)
Sexo masculino: 27 (39.7)
Total 68
Edad promedio (afios): 75.72 [60-92]

* Identificacion de genotipos

Controles

43 (61.4)

27 (38.6)

70

73.32 [60-92]

La identificacipon de genotipos se realiz6 mediante PCR-Q. La cantidad de

fluorescencia emitida por las sondas TagMan fue graficada por el software ABI Prism7000

SDS, lo que permitio la agrupacion de los genotipos homocigotos y heterocigotos (Figura

7.
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Figura 7. Ejemplo de identificacion de genotipos mediante la grafica de fluorescencia.
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* Equilibrio de Hardy-Weinberg
Para demostrar que la muestra fue tomada aleatoriamente, calculamos las
frecuencias genotipicas y encontramos que existe una proporcion entre el grupo de

pacientes y de controles para cada gen estudiado de acuerdo al equilibrio de Hardy-

Weinberg.
Ejemplo APP:
GG GA AA
e Pacientes 2 11 55 =68
2/68 11/68 55/68
0.03 0.16 0.81 =1
p% + 2pq + o (0.03)? + 2(0.16) + (0.81)* = 0.98
e Controles 0 20 50 =70
0 0.29 0.71 =1
p% + 2pq + o 0+ 2(0.29) + (0.71)*=1.08

Valores del Equilibrio de Hardy-Weinberg:

Gen Pacientes Controles
APP 0.98 1.08
DYRKI1A 1.07 1.04
RUNX1 0.88 1.00

* Frecuencia alélica y genotipica

A continuacién se muestran los resultados de la PCR-Q, donde se indica la
procedencia de cada muestra asi como el genotipo asignado para el gen APP [tablas 1y 2].
Y en la tabla 3 se encuentra el calculo OR.
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Tabla 1. Genotipos de pacientes para el gen APP.

Las columnas de alelos indican la sefial fluorescente normalizada emitida por la PCR-Q.

Namerode | Numerode | Procedencia Alelo G Alelo A Genotipo
paciente Muestra
1 1P HG 1.689 2.374 GA
2 2P HG 1.849 2.521 GA
3 3P HG 0.145 4.099 AA
4 4P HG 0.086 4.577 AA
5 5P HG 0.07 4.194 AA
6 6P HG 0.084 5.177 AA
7 7P HG 0.088 4.675 AA
8 9P HG 0.111 4.805 AA
9 10P HG 0.126 4.995 AA
10 11P HG 0.069 4.881 AA
11 12P HG 0.039 4.623 AA
12 13P HG 0.079 5.127 AA
13 14P HG 0.028 5.43 AA
14 15P HG 0.098 4.617 AA
15 16P HG 0.113 4.981 AA
16 17P HG 0.055 4.854 AA
17 18P HG 0.104 4.99 AA
18 19P HG 0.082 5.049 AA
19 20P HG 0.092 5.143 AA
20 21P HG 0.208 5.753 AA
21 22P HG 0.091 3.175 AA
22 23P HG 1.456 2.739 GA
23 24P HG 0.049 3.686 AA
24 25P HG 0.067 1.945 AA
25 26P HG 0.145 4.366 AA
26 1P INN 0.102 4.258 AA
27 2P INN 0.081 4.015 AA
28 3P INN 1.323 2.078 GA
29 4P INN 1.052 1.326 GA
30 5P INN 0.028 3.215 AA
31 6P INN 0.07 4.176 AA
32 7P INN 0.057 3.93 AA
33 8P INN 0.109 4.092 AA
34 9P INN 0.092 4.497 AA
35 10P INN 0.11 4.165 AA
36 11P INN 0.024 4.068 AA
37 12P INN 0.053 4.197 AA
38 13P INN 0.021 3.974 AA
39 14P INN 0.075 4.03 AA
40 15P INN 0.026 3.605 AA
41 16P INN 1.388 2.444 GA
42 17P INN 0.009 3.338 AA
43 18P INN 0.05 4.328 AA
44 19P INN -0.01 3.018 AA
45 20P INN 0.04 4.147 AA
46 21P INN 1.637 2.661 GA
47 22P INN 0.034 4.038 AA
48 23P INN 1.225 2.016 GA
49 24P INN 1.665 0.351 GG
50 25P INN 0.006 3.641 AA
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51 26P INN 1.78 0.387 GG
52 27P INN 1.473 2.433 GA
53 28P INN 0.046 3.324 AA
54 29P INN 0.1 4.658 AA
55 30P INN 0.089 3.554 AA
56 31P INN 0.103 3.958 AA
57 32P INN 0.092 3.24 AA
58 1P INNN 0.336 1.368 AA
59 2P INNN 0.114 2.89 AA
60 3P INNN 0.057 1.212 AA
61 4P INNN 0.07 2.461 AA
62 5P INNN 2.636 3.85 GA
63 6P INNN 0.048 1.797 AA
64 7P INNN 0.116 2.377 AA
65 8P INNN -0 1.24 AA
66 9P INNN 1.18 5.388 GA
67 10P INNN 0.005 1.275 AA
68 11P INNN 0.435 1.823 AA

Tabla 2. Genotipos de controles para el gen APP.

Las columnas de alelos indican la sefial fluorescente normalizada emitida por la PCR-Q.

Namero de Numero de Procedencia Alelo G Alelo A Genotipo
paciente muestra
1 1C HG 0.064 4.832 AA
2 2C HG 2.001 3.143 GA
3 3C HG 1.795 2.499 GA
4 4C HG 1.123 1.377 GA
5 5C HG 0.008 4.488 AA
6 6C HG 0.087 5.068 AA
7 7C HG 0.102 5.178 AA
8 8C HG 0.092 5.032 AA
9 9C HG 0.064 5.229 AA
10 10C HG 0.205 4.376 AA
11 11C HG 0.031 4.75 AA
12 12C HG 0.115 5.032 AA
13 13C HG 0.022 4.709 AA
14 14C HG 0.084 5.141 AA
15 15C HG 0.138 3.981 AA
16 16C HG 0.453 4.601 AA
17 17C HG 0.09 1.288 AA
18 18C HG 0.154 2.619 AA
19 19C HG 0.133 3.813 AA
20 1C INN 0.055 3.253 AA
21 2C INN 0.1 3.507 AA
22 3C INN 1.611 2.411 GA
23 4C INN 0.111 3.875 AA
24 5C INN 0.062 3.599 AA
25 6C INN 0.06 3.82 AA
26 7C INN 0.108 3.462 AA
27 8C INN 1.531 2.263 GA
28 9C INN 0.055 3.664 AA
29 10C INN 0.095 3.944 AA
30 11C INN 1.624 2.46 GA
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31 12C INN 0.097 4.07 AA
32 13C INN 0.008 4.032 AA
33 14C INN 0.061 3.834 AA
34 15C INN 0.064 4.221 AA
35 16C INN 0.056 3.999 AA
36 17C INN 0.041 3.191 AA
37 18C INN 1.558 2.485 GA
38 19C INN 0.092 4.239 AA
39 20C INN 0.029 2.971 AA
40 21C INN 0.043 4.145 AA
41 22C INN 0.023 3.707 AA
42 23C INN 1.463 2.384 GA
43 24C INN 0.065 3.642 AA
44 25C INN 0.053 3.927 AA
45 26C INN 0.058 4.156 AA
46 27C INN 0.053 3.479 AA
47 28C INN 1.615 2.453 GA
48 29C INN 1.492 2.526 GA
49 30C INN 0.028 4.118 AA
50 31C INN 0.09 4.274 AA
51 32C INN 0.101 4.277 AA
52 33C INN 0.094 3.754 AA
53 34C INN 1.406 2.32 GA
54 3C INNN 0.72 1.312 GA
55 4C INNN 0.08 3.503 AA
56 5C INNN 0.005 2.77 AA
57 6C INNN 1.268 1.865 GA
58 7C INNN 1.274 2 GA
59 25C INNN 0.081 3.115 AA
60 31C INNN 0.049 3.328 AA
61 32C INNN 1.007 1.188 GA
62 33C INNN -0.013 2.531 AA
63 35C INNN 0.033 3.088 AA
64 36C INNN 1.293 1.87 GA
65 37C INNN 1.43 2.051 GA
66 38C INNN 0.097 3.114 AA
67 40C INNN 1.347 2.025 GA
68 41C INNN 0.999 1.211 GA
69 42C INNN -0.059 2.712 AA
70 44C INNN 0.928 1.021 GA
Tabla 3. Frecuencias genotipicas y calculo OR del gen APP.
GG GA AA
Pacientes 2 (0.03) 11 (0.16) 55 (0.81)
Controles 0 20 (0.29) 50 (0.71)
Pacientes Controles

Factor de Riesgo (+) 55 50
Factor de Riesgo (-) 13 20

OR =1.69
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En las tablas 4 y 5 se encuentran los resultados de la PCR-Q con la procedencia de
cada muestra y el genotipo asignado para el gen DYRK1A y en la tabla 6 se encuentra el

OR calculado.

Tabla 4. Genotipos de pacientes para el gen DYRK1A.
Las columnas de alelos indican la sefial fluorescente normalizada emitida por la PCR-Q.

Namero de | Namerode | Procedencia Alelo C Alelo T Genotipo
paciente muestra
1 1P HG 0.152 1.224 TT
2 2P HG 1.465 0.992 CT
3 3P HG 0.936 0.643 CT
4 4P HG 1.151 0.908 CT
5 5P HG 0.104 1.73 T
6 6P HG 0.1 0.962 TT
7 7P HG 0.136 0.81 TT
8 9P HG 0.09 1.644 TT
9 10P HG -0.011 1.024 TT
10 11P HG 0.794 0.662 CT
11 12P HG 0.09 2.031 TT
12 13P HG 1.904 1.175 CT
13 14P HG 1.108 0.966 CT
14 15P HG 1.011 1.024 CT
15 16P HG 0.025 1.047 T
16 17P HG 0.046 1.529 TT
17 18P HG -0.035 2.132 TT
18 19P HG 0.735 0.537 CT
19 20P HG 0.081 1.836 TT
20 21P HG 0.786 0.68 CT
21 22P HG 0.061 2.343 TT
22 23P HG 1.223 1.239 CT
23 24P HG 1.105 1.023 CT
24 25P HG 0.073 2.119 TT
25 26P HG 0.125 1.88 T
26 1P INN 1.018 0.926 CT
27 2P INN 1.559 1.775 CC
28 3P INN 0.059 1.913 TT
29 4P INN 0.054 1.954 TT
30 5P INN 0.985 0.955 CT
31 6P INN 0.066 1.961 TT
32 7P INN 0.055 1.826 TT
33 8P INN 0.174 3.557 TT
34 9P INN 0.07 1.927 TT
35 10P INN 0.89 0.854 CT
36 11P INN 1.011 1.015 CT
37 12P INN 0.065 1.901 TT
38 13P INN 0.084 1.746 TT
39 14P INN 1.05 0.988 CT
40 15P INN 0.053 1.783 T
41 16P INN 0.076 1.716 TT
42 17P INN 0.07 1.86 TT
43 18P INN 0.082 1.794 TT
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44 19pP INN 0.059 2.223 TT
45 20P INN 0.056 2.136 TT
46 21P INN 0.046 2.085 TT
47 22P INN 0.074 2.024 TT
48 23P INN 0.048 1.331 TT
49 24P INN 0.053 1.693 TT
50 25P INN 0.044 2.045 TT
51 26P INN 1.037 0.427 cC
52 27P INN 1.052 0.833 CT
53 28P INN 0.053 0.881 TT
54 29P INN 0.06 1.914 TT
55 30P INN 0.111 1.925 TT
56 31P INN 0.07 1.632 TT
57 32P INN 0.559 0.916 CT
58 1P INNN 0.154 1.408 TT
59 2P INNN 3.427 5.267 CT
60 3P INNN 4.155 5.369 CT
61 4P INNN 0.122 1.076 TT
62 5P INNN 3.384 4.37 CT
63 6P INNN 3.801 1.837 CT
64 7P INNN 0.724 8.618 TT
65 8P INNN 0.397 6.799 TT
66 9P INNN 2.519 4.082 CT
67 10P INNN 0.533 8.244 TT
68 11P INNN 1.551 2.656 CT

Tabla 5. Genotipos de controles para el gen DYRKI1A.

Las columnas de alelos indican la sefial fluorescente normalizada emitida por la PCR-Q.

Namero de | Numerode | Procedencia Alelo C Alelo T Genotipo
Paciente muestra
1 1C HG 0.083 1.631 TT
2 2C HG 0.047 3.069 TT
3 3C HG 0.773 0.638 CT
4 4C HG 0.135 1.809 TT
5 5C HG 0.022 1.743 T
6 6C HG 0.724 0.507 CT
7 7C HG 1.124 1.086 CT
8 8C HG 1.405 0.967 CT
9 9C HG 0.182 3.146 TT
10 10C HG 0.077 1.597 T
11 11C HG 0.537 0.374 CT
12 12C HG 0.159 3.392 TT
13 13C HG 1.032 0.907 CT
14 14C HG 0.105 1.875 TT
15 15C HG 0.104 1.744 T
16 16C HG 1.251 1.232 CT
17 17C HG 0.08 1.988 TT
18 18C HG 0.633 0.605 CT
19 19C HG 1.368 0.554 CC
20 1C INN 0.723 0.609 CT
21 2C INN 0.869 0.786 CT
22 3C INN 0.942 0.84 CT
23 4C INN 0.054 1.805 TT
24 5C INN 0.043 1.939 TT
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25 6C INN 0.057 1.679 TT
26 7C INN 0.05 1.962 TT
27 8C INN 0.947 0.72 CT
28 9C INN 1.017 1.065 CT
29 10C INN 0.7 0.56 CT
30 11C INN 0.074 1.708 TT
31 12C INN 0.917 0.977 CT
32 13C INN 0.08 1.648 TT
33 14C INN 0.103 1.473 TT
34 15C INN 0.088 2.141 TT
35 16C INN 0.095 1.95 TT
36 17C INN 0.082 1.433 TT
37 18C INN 1.001 0.904 CT
38 19C INN 0.066 1.796 TT
39 20C INN 0.114 1.533 TT
40 21C INN 0.097 1.717 TT
41 22C INN 0.063 1.856 TT
42 23C INN 0.097 1.732 TT
43 24C INN 0.91 1.372 CT
44 25C INN 1.037 0.85 CT
45 26C INN 0.122 1.824 TT
46 27C INN 1.219 1.088 CT
47 28C INN 0.962 0.935 CT
48 29C INN 0.122 2.027 TT
49 30C INN 0.1 2.103 TT
50 31C INN 0.069 2.361 TT
51 32C INN 0.104 2.07 TT
52 33C INN 0.064 2.027 TT
53 34C INN 0.036 1.994 TT
54 3C INNN 0.098 2431 TT
55 4C INNN 0.129 2.795 TT
56 5C INNN 0.091 0.517 TT
57 6C INNN 0.825 0.465 cC
58 7C INNN 1.75 0.641 CT
59 25C INNN 0.071 1.979 TT
60 31C INNN 0.944 0.505 CT
61 32C INNN 0.072 1.624 TT
62 33C INNN 0.093 1.193 TT
63 35C INNN 1.139 0.642 CT
64 36C INNN 0.123 0.73 TT
65 37C INNN 0.047 0.761 1T
66 38C INNN 0.128 2.851 TT
67 40C INNN 0.097 2.356 TT
68 41C INNN 0.088 2.752 TT
69 42C INNN 0.047 1.585 TT
70 44C INNN 0.067 1.193 TT
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Tabla 6. Frecuencias genotipicas y OR del gen DYRK1A.

CcC CT TT
Pacientes 2 (0.03) 24 (0.35) 42 (0.62)
Controles 2 (0.03) 23 (0.33) 45 (0.64)
Pacientes Controles
Factor de Riesgo (+) 2 2
Factor de Riesgo (-) 66 68
OR=1.03

Las siguientes tablas [7 y 8] presentan los resultados de la PCR-Q indicando la

procedencia de las muestras y el genotipo que les fue asignado para el gen RUNX1.

Ademas, la tabla 9 contiene el OR calculado.

Tabla 7. Genotipos de pacientes para el gen RUNXL.

Las columnas de alelos indican la sefial fluorescente normalizada emitida por la PCR-Q.

Namero de | Namerode | Procedencia Alelo C Alelo T Genotipo
Paciente Muestra
1 1P HG 0.987 0.063 CC
2 2P HG 0.988 -0.014 CC
3 3P HG 1.255 0.165 CC
4 4P HG 1.099 0.034 CC
5 5P HG 0.019 1.66 T
6 6P HG 0.991 0.048 CC
7 7P HG -0.107 4.413 TT
8 9P HG 0.536 2.709 CT
9 10P HG 0.885 0.074 CC
10 11P HG 0.967 -0.059 CC
11 12P HG 0.451 1.372 TT
12 13P HG 0.6 1.974 CT
13 14P HG 0.923 0.008 CC
14 15P HG 0.841 -0.062 CC
15 16P HG 0.55 1.925 CT
16 17P HG 0.719 2.914 CT
17 18P HG 1.222 0.135 CC
18 19P HG 0.666 2.484 CT
19 20P HG 0.958 0.071 CC
20 21P HG 1.068 0.158 CC
21 22P HG 0.854 0.109 CC
22 23P HG 0.99 0.033 CC
23 24P HG 0.563 -0.047 CC
24 25P HG 0.9 0.253 CC
25 26P HG 0.877 3.8 T
26 1P INN 1.368 0.184 CC
27 2P INN 0.392 1.009 TT
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28 3P INN 1.284 0.083 cC
29 4P INN 0.846 -0.107 CcC
30 5P INN 0.49 1.157 CT
31 6P INN 1.014 0.004 cC
32 7P INN 1.038 -0.156 cC
33 8P INN 1.014 0.294 cC
34 9P INN 0.57 1.131 CT
35 10P INN 0.943 0.305 CcC
36 11P INN 0.789 -0.071 cC
37 12pP INN 0.397 0.639 TT
38 13P INN 0.725 -0.1 cC
39 14P INN 0.669 -0.113 cC
40 15P INN 0.712 -0.076 CcC
41 16P INN 0.859 -0.124 cC
42 17pP INN 0.434 0.837 TT
43 18P INN 0.41 0.859 TT
44 19pP INN 1 -0.047 cC
45 20P INN 0.533 1.163 CT
46 21P INN 0.681 -0.077 cC
47 22P INN 0.569 -0.086 CcC
48 23P INN 0.617 1.68 CT
49 24P INN 0.9 -0.164 cC
50 25P INN 0.879 -0.15 CC
51 26P INN 0.749 -0.114 CcC
52 27P INN 0.915 -0.123 cC
53 28P INN 0.37 1.239 TT
54 29P INN 0.808 -0.044 cC
55 30P INN 1.135 0.143 CC
56 31P INN 1.311 0.226 cC
57 32P INN 0.897 0.164 cC
58 1P INNN 0.048 4.741 TT
59 2P INNN 0.835 3.386 TT
60 3P INNN 2.112 0.664 CC
61 4P INNN 1.329 0.151 cC
62 5P INNN 0.524 2.292 TT
63 6P INNN 0.057 2.862 TT
64 7P INNN 1.153 0.227 cC
65 8P INNN 2.452 0.417 CC
66 9P INNN 2.305 1.011 cC
67 10P INNN 0.639 2.504 TT
68 11P INNN 2.089 0.905 CC

Tabla 8. Genotipos de controles para el gen RUNX1.

Las columnas de alelos indican la sefial fluorescente normalizada emitida por la PCR-Q.

Namero de | Namerode | Procedencia Alelo C Alelo T Genotipo
paciente Muestra
1 1C HG 0.857 -0.039 CC
2 2C HG 1.406 0.141 CC
3 3C HG 1.266 0.086 CC
4 4C HG 1.19 0.079 CC
5 5C HG 1.079 0.037 CC
6 6C HG 1.353 0.14 CC
7 7C HG 1.249 0.109 CC
8 8C HG 1.085 0.161 CC
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9 9C HG 0.654 2.359 CT
10 10C HG 1.256 0.269 CC
11 11C HG 0.693 2.408 CT
12 12C HG 1.152 0.06 cC
13 13C HG 1.08 -0.035 cC
14 14C HG 0.901 0.062 cC
15 15C HG 0.607 2.143 CT
16 16C HG 1.029 0.365 cC
17 17C HG 0.327 2.391 CT
18 18C HG 1.021 0.365 cC
19 19C HG 1.344 0.224 cC
20 1C INN 0.677 0.138 CcC
21 2C INN 0.6 3.038 CT
22 3C INN 0.896 0.132 cC
23 4C INN 1.075 0.235 cC
24 5C INN 0.841 0.161 cC
25 6C INN 0.504 1.676 CT
26 7C INN 0.596 2.123 CT
27 8C INN 1.229 0.145 cC
28 9C INN 0.508 1.761 CT
29 10C INN 1.224 0.31 cC
30 11C INN 0.978 0.236 CC
31 12C INN 0.658 2.476 CT
32 13C INN 0.951 0.206 CcC
33 14C INN 0.744 0.153 cC
34 15C INN 1.123 0.155 cC
35 16C INN 1.314 0.083 CcC
36 17C INN 0.856 0.196 cC
37 18C INN 1.368 0.16 cC
38 19C INN 0.599 2.049 CT
39 20C INN 0.485 0.209 cC
40 21C INN 1.312 0.236 CC
41 22C INN 1.35 0.193 cC
42 23C INN 0.552 1.766 CT
43 24C INN 0.691 2.985 CT
44 25C INN 0.664 2.774 CT
45 26C INN 1.323 -0.018 CC
46 27C INN 0.644 0.684 CT
47 28C INN 0.697 3.415 CT
48 29C INN 0.861 -0.043 cC
49 30C INN 0.588 1.373 CT
50 31C INN 0.896 0.298 CC
51 32C INN 1.18 0.264 cC
52 33C INN 1.226 0.19 cC
53 34C INN 1.149 0.139 cC
54 3C INNN -0.124 4.556 TT
55 4C INNN 1.516 0.132 CC
56 5C INNN 1.606 0.108 cC
57 6C INNN -0.139 5.061 TT
58 7C INNN 1.555 0.102 cC
59 25C INNN 1.107 0.06 cC
60 31C INNN 0.869 3.82 CT
61 32C INNN 1.308 0.027 cC
62 33C INNN 0.953 3.525 CT
63 35C INNN -0.077 3.943 TT
64 36C INNN 1.287 0.01 cC
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65 37C INNN 1.428 0.077 cC
66 38C INNN 1.576 0.112 cC
67 40C INNN 1.486 0.137 cc
68 41C INNN 1.63 0.125 cc
69 42C INNN 1.599 -0.039 cc
70 44C INNN 1.791 0.261 cC
Tabla 9. Frecuencias genotipicas y OR del gen RUNX.
TT TC CC
Pacientes 14 (0.21) 9(0.13) 45 (0.66)
Controles 3(0.04) 18 (0.26) 49 (0.70)
Pacientes Controles
Factor de Riesgo (+) 14 3
Factor de Riesgo (-) 54 67
OR=5.79

En los genes APOE, APP y RUNX1 encontramos un OR>1.11, lo que indica que la

presencia de SNPs en dichos genes se asocia a mayor ocurrencia de la EA [tablas 3, 6 y 9].

* Analisis de resultados

Se incluyeron los genotipos del alelo €4 de ApoE en pacientes y controles obtenidos

previamente en el Servicio de Genética del HGM, pues ya antes se han reportado SNPs en

estos alelos que representan un factor de riesgo para desarrollar la EA. En nuestra

poblacidn, el alelo €4 se presenta con una incidencia del 19% en los pacientes y 10% para

los controles. En la tabla 10 y en la gréfica 2 se muestra el nimero de pacientes y controles

que presentaron los GR. El polimorfismo mas frecuente en los pacientes fue el de gen APP

(81%), mientras que el polimorfismo con la menor frecuencia fue el del gen DYRK1A

(3%).
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Ntmero de casos

Tabla 10. Frecuencia de GR de los genes analizados.

Genotipos | Pacientes | Controles
de riesgo
ApoE 13 (19%) | 7 (10%)
APP 55 (81%) | 50 (71%)
DYRKIA | 2 (3%) 2 (3%)
RUNXL | 14 (21%) | 3 (4%)
e
60 —
50 -
ap
a0 ¢
20 -
5 - L
o ~
ApoE APP DYRK1A RUNX1

N Pacientes

Controles

Gréfica 2. Numero de pacientes y controles con los GR
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En las tablas 11 y 12 se encuentran los GR que presenta cada caso estudiado

Tabla 11. GR acumulados en pacientes.

Los GR de cada gen se encuentran en rojo

NUm. de GR
Procedencia No. Paciente Sexo Edad ApoE APP DYRK1A RUNX1 acumulados

HGM 1 1 M 82 E3/E3 GA TT CcC 0
HGM 2 2 F 61 E3/E3 GA CT cC 0
HGM 3 3 M 62 E3/E3 AA CT cC 1
HGM 4 4 M 83 E3/E3 AA CT cC 1
HGM 5 5 F 60 E3/E4 AA TT TT 3
HGM 6 6 F 76 E3/E3 AA TT cC 1
HGM 7 7 F 84 E3/E3 AA TT TT 2
HGM 8 8 F 70 E3/E3 CT 0
HGM 9 9 F 65 E3/E4 AA TT cC 2
HGM 10 10 F 85 E3/E3 AA TT CcC 2
HGM 11 11 F 68 E3/E3 AA CT TT 2
HGM 12 12 M 81 E3/E3 AA TT CT 1
HGM 13 13 M 75 E3/E3 AA CT cC 1
HGM 14 14 F 80 E3/E3 AA CT cC 1
HGM 15 15 F 68 E3/E3 AA CT CT 1
HGM 16 16 F 77 E3/E4 AA TT CT 2
HGM 17 17 F 64 E3/E3 AA TT cC 2
HGM 18 18 F 65 E3/E3 AA TT CT 1
HGM 19 19 M 75 E3/E3 AA CT cC 1
HGM 20 20 F 81 E3/E3 AA TT CcC 1
HGM 21 21 F 70 E3/E3 AA CT cC 1

INN 1 22 F 83 E3/E4 AA TT cC 2

INN 2 23 F 79 E3/E3 AA CT cC 2

INN 3 24 M 82 E3/E3 GA CT cC 0

INN 4 25 F 74 E3/E4 GA TT CT 1

INN 5 26 F 75 E3/E3 AA TT cC 2

INN 6 27 F 76 E4/E4 AA CT TT 3

INN 7 28 F 74 E3/E3 AA cC cC 3

INN 8 29 F 92 E3/E3 AA TT cC 1

INN 9 30 F 81 E3/E4 AA TT TT 3
INN 10 31 M 76 E3/E3 AA CT cC 2
INN 11 32 M 73 E3/E3 AA TT cC 1
INN 12 33 M 81 E3/E4 AA TT cC 2
INN 13 34 F 80 E3/E3 AA TT CT 2
INN 14 35 F 71 E3/E3 AA TT CcC 1
INN 15 36 F 79 E3/E3 AA CT cC 1
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INN 16 37 M 87 E3E3  GA cT TT 1
INN 17 38 M 76 E3E3  AA TT cC 1
INN 18 39 F 90 E3E3  AA TT cc 1
INN 19 40 F 73 E3E3  AA cT cc 1
INN 20 41 M 87 E3E3  AA TT cc 1
INN 21 42 F 86 E3E3  GA TT TT 1
INN 22 43 M 82 E3E3  AA TT TT 2
INN 23 44 F 73 E3E3  GA TT cc 0
INN 24 45 F 87 E3E3 GG TT cT 0
INN 25 46 M 74 E3E3  AA TT cc 1
INN 26 47 F 73 E3/E3 GG TT cc 0
INN 27 48 M 65 E3E3  GA T cT 0
INN 28 49 M 75 E3E3  AA TT cc 1
HGM 22 50 F 77 E3/E3  AA TT e 1
HGM 23 51 M 77 E3E3  GA T cc 0
HGM 24 52 M 68 E3E3  AA cc cc 2
HGM 25 53 M 84 E3E3  AA cT TT 2
HGM 26 54 M 83 E3E3  AA TT cc 1
INN 29 55 F 82 E3/E3  AA TT cC 1
INN 30 56 F 86 E3E3  AA TT cc 1
INN 31 57 M 78 E3E3  AA TT cc 1
INN 32 58 F 82 E3E3  AA cT TT 2
INNN1 59 F 62 E4E3  AA TT TT 3
INNN2 60 M 67 E3E3  AA cT cC 1
INNN3 61 F 69 E4E3  AA cT cc 2
INNN4 62 M 59 E3E3  AA TT TT 2
INNN5 63 M 67 E3/E3  GA cT TT 1
INNNG 64 M 66 E4E3  AA cT cc 2
INNN7 65 F 70 EAE3  AA TT cC 2
INNNS 66 F 69 E3E3  AA TT cc 1
INNN9 67 F 82 E3/E3  GA cT TT 1
INNN10 68 M 73 E3E3  AA TT cc 1
INNN11 69 F 82 E3/E3  AA cT cc 1
27 M (40%)  75.6376812 13 55 2 14
41F (60%)  [60-92]
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Tabla 12. GR acumulados en controles.

Los GR de cada gen se encuentran en rojo

NUm. de GR
Procedencia ~ No. Paciente Sexo Edad ApoE APP DYRK1IA RUNX1 acumulados

HGM 1 1 F 65 E3/E4 AA TT CC 2
HGM 2 2 F 75 E3/E3 GA TT CcC 0
HGM 3 3 F 81 E3/E4 GA CT CcC 1
HGM 4 4 F 60 E3/E3 GA TT CcC 0
HGM 5 5 M 73 E3/E3 AA T CC 1
HGM 6 6 M 68 E3/E3 AA CT CC 1
HGM 7 7 F 60 E3/E4 AA CT CcC 2
HGM 8 8 F 75 E3/E3 AA CT CC 1
HGM 9 9 F 67 E3/E3 AA TT CT 1
HGM 10 10 F 67 E3/E3 AA T CC 1
HGM 11 11 M 60 E3/E4 AA CT CT 2
HGM 12 12 M 68 E3/E3 AA TT CC 1
HGM 13 13 M 68 E3/E3 AA CT CC 1
HGM 14 14 F 73 E3/E3 AA TT CC 1
HGM 15 15 M 69 E3/E3 AA T CT 1
HGM 16 16 F 73 E3/E3 AA CT CC 1
INN 1 17 F 89 E3/E3 AA TT CT 1
INN 2 18 F 75 E3/E3 AA CT CC 1

INN 3 19 M 86 E3/E3 GA CcC CC 1

INN 4 20 M 87 E3/E3 AA CT CC 1

INN 5 21 M 86 E3/E3 AA CT CT 1

INN 6 22 F 91 E3/E3 AA CT CcC 1

INN 7 23 M 80 E3/E2 AA TT CcC 1

INN 8 24 F 76 E3/E3 GA TT CcC 0

INN 9 25 M 76 E3/E2 AA T CT 1
INN 10 26 F 82 E3/E3 AA TT CT 1
INN 11 27 M 71 E3/E3 GA CT CcC 0
INN 12 28 F 87 E3/E3 AA CT CT 1
INN 13 29 F 70 E3/E3 AA CT CC 1
INN 14 30 F 69 E3/E3 AA T CC 1
INN 15 31 M 90 E3/E3 AA CT CT 1
INN 16 32 F 81 E3/E3 AA TT CC 1
INN 17 33 F 78 E3/E3 AA TT CcC 1
INN 18 34 F 84 E3/E3 GA TT CcC 0
INN 19 35 F 81 E3/E3 AA T CC 1
INN 20 36 F 92 E3/E3 AA TT CC 1
INN 21 37 M 77 E3/E3 AA CT CcC 1
INN 22 38 F 85 E3/E3 AA TT CT 1
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INN 23 39 M 80 E3/E3  GA TT cc 0
INN 24 40 F 71 E3E3  AA TT cc 1
INN 25 41 M 76 E3/E3  AA TT cc 1
INN 26 42 F 71 E3/E3  AA TT cT 1
INN 27 43 F 69 E3/E3  AA cT cT 1
INN 28 44 F 83 E3E3  GA cT cT 0
INN 29 45 F 76 E3/E3  GA TT cC 0
INN 30 46 F 75 E3E2  AA cT cc 1
INN 31 47 F 84 E3/E3  AA cT cT 1
INN 32 48 F 73 E3/E3  AA TT cc 1
INN 33 49 M 78 E3E3  AA TT cT 1
INN 34 50 F 75 E3/E3  GA TT e 0
HGM 17 51 F 68 E3/E3  AA TT cc 1
HGM 18 52 F 80 E3/E3  AA TT cc 1
HGM 19 53 F 69 E3/E3  AA TT cc 1
INNN 1 54 F 76 E3/E3  GA TT TT 1
INNN 2 55 M 62 E3E4  AA TT cC 2
INNN 3 56 F 75 E3/E3  AA TT cc 1
INNN 4 57 M 67 E3/E3  GA cT TT 1
INNN 5 58 F 68 E3/E3  GA cc cc 1
INNN 6 59 M 60 E3E4  AA TT cc 2
INNN 7 60 M 63 E3/E3  AA cT cT 1
INNN 8 61 F 62 E3/E3  GA TT cc 0
INNN 9 62 F 79 E3/E3  AA TT cT 1
INNN 10 63 M 67 E3/E3  AA cT TT 2
INNN 11 64 M 63 E3E3  GA TT cc 0
INNN 12 65 M 60 E3E3  GA TT e 0
INNN 13 66 F 62 E3E4  AA TT cc 2
INNN 14 67 M 62 E3/E3  GA T cC 0
INNN 15 68 F 64 E3/E3  GA T cC 0
INNN 16 69 M 60 E3E2  AA TT cc 1
INNN 17 70 M 60 E3/E3  GA TT cC 0
27 M (39%)  73.3285714 7 50 2 3
43 F (61%) [60-92]
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Tabla 13. Frecuencias genotipicas y OR del gen ApoE.

E2/E2 E2/E3 E3/E3 E2/E4 E3/E4 E4/E4
Pacientes 0 0 57 (0.83) 0 11 (0.16) | 1 (0.01)
Controles 0 4 (0.06) 59 (0.84) 0 7 (0.10) 0
Pacientes | Controles
Factor de Riesgo (E4+) 13 7
Factor de Riesgo (E4-) 125 133
OR=1.98

De los 68 pacientes analizados, 5 casos del sexo femenino (7.3%) presentaron tres

GR acumulados como méximo. Mientras que 13 mujeres (19.1%) y 7 hombres (7.4%)

presentan dos GR acumulados. A diferencia de los 70 controles, 3 mujeres (4.3%) y 4

hombres (5.7%) presentan dos GR acumulados. Es importante resaltar que ninguna de los

pacientes presento los cuatro GR estudiados [tabla 14 y gréfica 3].

Tabla 14. GR acumulados en pacientes y controles.

Pacientes Controles |
GR acumulados Femenino Masculino Femenino Masculino

0 4(5.9%) 4(5.9%) | 9(12.9%) 6 (8.6%)
1 19 (27.9%) 16 (26.5%) | 31 (44.3%) 17 (24.3%)
2 13(19.1%) 7 (7.4%) | 3(4.3%) 4 (5.7%)
3 5 (7.3%) 0 0 0
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Gréfica 3. GR acumulados en pacientes y controles.
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VI. DISCUSION

En los ultimos afios se han realizado diversos estudios de casos y controles con el
fin de asociar polimorfismos genéticos con distintas enfermedades neurodegenerativas. En
este trabajo encontramos que existe una asociacion positiva entre los SNPs de los genes
APP y RUNX1 con la EA en poblacién mexicana. Para el caso de DYRKZ1A no fue posible
establecer una relacion con la enfermedad; ya que obtuvimos un OR <1.11.

Ademas de estos tres genes, se incluyeron datos de ApoE €4 debido a que es
considerado el factor de riesgo mas importante para desarrollar EA. Este alelo participa en
el anclaje y depdsito de la proteina Ap y la fosforilacion de la proteina Tau. Encontramos
que la incidencia del alelo €4 es de 19% en pacientes y 10% en controles con un OR de
1.98.

Olson, et al. (2001) realizaron un estudio de ligamiento del cromosoma 21 con la
EA de inicio tardio en poblacion estadounidense, mostrando una Puntuacion LOD de 0.05
para la region g21.3 donde se localiza el gen APP. Y observaron que el LOD score
incremento a 1.13 cuando se agrega &4 [100].

La hipotesis del AP estd sustentada en el estudio de ratones transgénicos que
sobreexpresan APP mutante, los cuales presentan una concentracion muy elevada del
péptido AB en las PS en las mismas regiones que en humanos con la EA [101]. Sin
embargo, en estos ratones se observo también que los depdsitos de Ap no dependen s6lo de
la concentracion de dicho péptido, ya que no siempre una concentracion alta de AB conduce
al desarrollo de PS, lo cual sugiere que existen otros factores que intervienen en la
aparicion de PS [102]. Debido a que la produccion de AB depende del gen APP, es posible
que la regulacién de expresion de éste pueda contribuir al desarrollo de la EA.

Lv et al. (2008) secuenciaron 1150 fragmentos del promotor proximal de APP en 20
individuos y caracterizaron tres SNPs: -877T/C, -955A/G y -9G/C. Obtuvieron un OR = 1.7
para -955A/G (rs364048) ya que se encontraron con mayor incidencia en pacientes con
respecto a los controles y se determind un efecto alelo-dosis en los homocigotos -955A,
incluso en sujetos sin €4. Los SNPs pueden llegar a un cambio importante en los niveles de

expresion y contribuir al desarrollo de la EA [85].
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En este trabajo encontramos el genotipo AA del gen APP en 55 pacientes y 50 controles, lo

que conlleva a un OR de 1.69 indicando una fuerte asociacion con la EA.

Kimura et al. (2007) realizaron un estudio de ligamiento, en poblacion japonesa,
para la EA de inicio tardio con 417 marcadores del cromosoma 21. Obtuvieron resultados
positivos en la region 22.13 donde se localizan los genes SAMSN1, PRSS7, NCAM2,
KCNJ6, DYRK1A y RUNX1. Posteriormente realizaron la genotipificacion de diferentes
SNPs en éstos genes, obteniendo una fuerte asociaciébn con DYRKI1A (rs2835740) y
RUNX1 (rs4816501), con valores de OR de 2.99 y 23.3 respectivamente.

El mMRNA DYRKU1A es expresado especialmente en el cerebro y se inmunolocaliza
en corteza cerebral, hipocampo y cerebelo. Se ha detectado que en pacientes con Sindrome
de Down se encuentra sobreexpresado; es por ello que éste gen es considerado como el
responsable del deterioro de la memoria y el aprendizaje en estos pacientes [103]. Los
residuos de la proteina Tau: Ser-202, Thr-212 y Ser-404 son fosforilados por Dyrk1A in
vivo e in vitro, y la fosforilacién general de Tau se ve incrementada en los cerebros de
ratones transgénicos que contienen dos copias del gen Dyrk1A de ratén y una copia de la
proteina DYRK1A humana [104]. Sin embargo, en ratones transgénicos con sobreexpresion
de Dyrk1A no se incrementa la fosforilacién especifica en Thr de Tau, lo que sugiere que
esta sobreexpresion de Dyrk1A no tiene relacion per se con la hiperfosforilacién en Thr de
Tau in vivo [105]. También se ha observado que Dyrk1A fosforila APP en Thr-668 in vitro
e in vivo, y causa un incremento en la agregacion de A, por lo que DYRK1A se propone
como blanco terapéutico para pacientes con la EA 'y SD [104] a través de la reduccién de
los niveles de AB y de la fosforilacion anormal de Tau [106]. Kimura et al. (2007)
observaron en cultivos celulares que la sobreexpresion de Tau fosforilada en Thr por
Dyrk1A, puede ser una consecuencia rio abajo de la sobreproduccion de Ap, por lo que
posiblemente la fosforilacién de Tau en Thr es una respuesta de proteccién contra la muerte
neuronal [103].

Sin embargo, en la poblacion del presente trabajo, observamos que el gen DYRK1A
presenta el polimorfismo CC, en 2 de los pacientes y en 2 de los controles, por lo que en el
analisis estadistico observamos un OR=1.03.
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El caso mas representativo de este estudio lo encontramos en el polimorfismo TT
del gen RUNX1 en 14 pacientes y 3 controles, presentando un OR=5.79. Estos resultados

nos indican su fuerte asociacion con la EA.

Tres de los genes analizados en este trabajo (ApoE, APP y RUNX1) mostraron una
asociacion positiva con la enfermedad, de la misma forma que en estudios previos
realizados en otras poblaciones; con lo que se confirma la relacion de estos con la EA. Sin
embargo, DYRK1A presento un valor ligeramente por debajo de 1.11 y no logramos

establecer una relacién con la enfermedad.

Se ha observado una mayor incidencia de la EA en mujeres, aunque se desconoce
con certeza la razén, se ha propuesto que se debe a una mayor longevidad de estas. Los
datos generados en este proyecto nos indican que las mujeres tienen un porcentaje mayor en
cuanto a la acumulacion de GR, pues presentaron 3 GR (7.3%) de las pacientes femeninas y
ningum varon. Es posible extender el analisis de estos resultados a través de una ANOVA
con el fin de establecer la causa de dicha incidencia, dado que puede deberse a la

proporcién de sexos en las muestras.

Este estudio se puede fortalecer agregando datos de pacientes con la EA confirmada
por estudios histopatoldgicos post mortem, a manera de controles positivos y asi establecer
una asociacion con los GR acumulados en estudios sanguineos. Por otro lado para
corroborar que los valores OR de los genes estudiados, efectivamente se relacionan con la
EA, seria necesario afiadir controles negativos para analizar frecuencia y OR de genes que
se conocen no estan ligados a esta enfermedad.
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VII. CONCLUSIONES

Se encontrd una proporcion entre el grupo de pacientes y el grupo control de
acuerdo al Equilibrio de Hardy-Weinberg para cada gen estudiado.

Los genes APOE, APP y RUNX1 presentaron un OR>1.11, lo que indica una

asociacion positiva con el desarrollo de la EA de inicio tardio en pacientes mexicanos.

El OR obtenido del gen DYRKZ1A fue de 1.03 por lo que no es posible establecer su
asociacion con la EA.

El polimorfismo de riesgo méas frecuente en los pacientes con EA corresponde al
gen APP seguido por RUNX1, APOE vy finalmente DYRKI1A.

Encontramos dos GR acumulados en 26.5% de los pacientes vs 9.7% de los
controles y tres GR acumulados como méximo en 7.3% de pacientes femeninas. De tal

manera que 33.8% de los pacientes vs 9.7% de los controles presentaron >2 GR.

Agradecimientos.

Este trabajo fue apoyado por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyYT)
Clave N0.2004-C01-129, la Secretaria de Desarrollo Institucional de la Universidad
Nacional Auténoma de México (UNAM) Grant con No. SDEI. PTID.05.5 y la Direccion
de Investigacion del Hospital General de México (HGM) con Clave de Registro

Dic/04/311/03/074.

52



VIII. ANEXOS
A. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

México D. F.; a de 200-

Yo , en mi calidad de

representante legal y/o familiar de

otorgo el consentimiento para que a mi y a mi familiar nos sean practicados los estudios
genéticos considerados en el proyecto de investigacion titulado “Analisis de
polimorfismos génicos asociados con la demencia tipo Alzheimer en poblacion
mexicana” Se me ha explicado que cuando esta enfermedad se inicia después de los 60
afios estan involucrados tanto factores genéticos como ambientales. También me
comentaron que mdultiples estudios realizados en diferentes poblaciones del mundo han
mostrado la existencia de polimorfismos génicos que aumentan la susceptibilidad para
desarrollar la enfermedad. Me informaron que el objetivo fundamental de este proyecto es
conocer cuales son los polimorfismos génicos que estdn asociados con la demencia en
poblacion Mexicana. Se me ha explicado con detenimiento que nuestra participacion
consiste en que nos sean extraidos con jeringa (4ml) de sangre venosa, que no
ocasionara molestias mayores (riesgo menor al minimo) y que solo pudiera presentarse

la formacién de un pequefio moretén en el &rea puncionada. Ademas se nos ha

asequrado gque la informacién obtenida en este estudio y relacionada con nuestro

patrimonio genético no serd divulgada ni usada para otros fines que no sean los

establecidos en el proyecto de investigacion mencionado. El investigador principal se ha

comprometido a darme informacion oportuna sobre los resultados del estudio, asi como a
responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le plantee sobre dicho estudio
o cualquier otro asunto relacionado con la investigacion. Entiendo que conservo el
derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo considere conveniente,

sin que ello afecte la atencion médica que recibo de este servicio.

Nombre y Firma del Representante Firma Investigador Principal*
Direccion y Teléfono Dr. Carlos Venegas

Testigo (1) Nombre y Firma Firma Investigador Asociado*
Direccion y Teléfono M en C Nayeli Najera Garcia
Testigo (2) Nombre y Firma Firma Investigador Asociado*
Direccion y Teléfono Dr.

* Direccion: Servicio de Genética. Hospital General de México Teléfono: 27892000 Ext. 1278 y 1279
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B. Criterios DSM-1V para el diagndstico de la EA

Desarrollo de deficiencia cognitiva multiple, manifestada por:

e Alteracion de memoria (aprender nueva informacién y evocar la ya aprendida) y una
0 més de las siguientes alteraciones cognitivas: afasia, apraxia, agnosia y/o
alteracién de funciones ejecutivas.

e Las alteraciones previas representan un deterioro con respecto a las capacidades
previas del paciente y producen dificultades significativas en las funciones
ocupacional y social.

e Laevolucion se caracteriza por insaturacion gradual y deterioro cognitivo continuo.

e Las alteraciones de memoria expresadas no se deben a los siguiente:

- Otros trastornos del SNC que puedan ocasionar deterioro progresivo de la
memoria y de otras funciones cognitivas, por ejemplo: enfermedad
cerebrovascular, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington,
hematoma subdural, hidrocefalia de presion normal, tumor cerebral.

- Trastornos sistémicos que pueden ocasionar demencia, por ejemplo,
hipotiroidismo, deficiencia de vitamina B12, &cido folico, niacina,
hipercalcemia, neurosifilis, SIDA.

- Intoxicaciones.

» Las alteraciones no ocurren tnicamente durante un sindrome confusional agudo.

e El trastorno no es atribuible a una alteracion psiquiatrica que pudiera justificar las
manifestaciones, como por ejemplo una depresidon mayor o una esquizofrenia.

C. Protocolo para purificar ADN de 0.4 a 3.0 mL de sangre.
VersaGene ADN Blood Kit Gentra Systems.

a) Lisis de células rojas sanguineas o eritrocitos (Red Blood Cell, RBC)

Mezclar 1 volumen de sangre con 3 volimenes de RBC Lysis Solution en un tubo de
15 a 50 mL.

Invertir 5 veces para mezclar e incubar 10 minutos a temperatura ambiente. Invertir al
menos una vez méas durante la incubacion.

Centrifugar a 2 000 x g por 1 minuto para formar un boton (células empaquetadas) de
células blancas sanguineas o leucocitos (White blood cells, WBC).

Retirar el sobrenadante e invertir el tubo sobre un papel limpio absorbente por 1
minuto. Dar de 5 a 10 golpecitos sobre dicho papel para remover el exceso de residuos
de células rojas lisadas como sea posible, sin alterar el botén de WBC.

Mezclar el boton de WBC a alta velocidad por 30 segundos hasta re-suspender las
celulas.

Agregar 500 pL de RBC Lysis Solution para re-suspender las células.

Mezclar a alta velocidad por 30 segundos para mezclar.

Transferir la suspension de células a un tubo de 10mL.

Centrifugar 2 000 x g por 1 minuto para obtener un botén de células.

. Retirar el sobrenadante e invertir el tubo sobre un papel limpio absorbente por 1

minuto. Dar de 5 a 10 golpecitos para remover el exceso de residuos de células rojas
lisadas como sea posible, sin alterar el boton de WBC.

68



11. Mezclar el bot6n a alta velocidad por 30 segundos para resuspender completamente los
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leucocitos.

b) Lisis de células blancas sanguineas o leucocitos (White blood cells, WBC).
Agregar 400uL de Lysis Solution para re-suspender las células.

Mezclar a alta velocidad por 30 segundos para lisar las células.

Agregar 700uL de Binding Solution para lisar.

Pulsar 5 veces en el vortex para mezclar.

c) Unién de ADN y Lavado

Pipetear 600uL del lisado a otra columna de purificacion.
Centrifugar a 7 000 x g por 1 minuto.

Retirar el lavado y re-usar el tubo colector.

Pipetear el resto del lisado a la columna de purificacion.
Centrifugar a 7 000 x g por 1 minuto.

Transferir la columna de purificacion a un nuevo tubo.
Agregar 200uL de Wash Solution a la columna de purificacion.
Centrifugar a 7 000 x g por 1 minuto.

Agregar 200uL de Wash Solution a la columna de purificacion.

0 Centrifugar a 13 000-16 000 x g por 2 minutos.

d) Elucion del ADN

Transferir la columna de purificacion a un nuevo tubo.

Agregar 100uL de Elution Solution a la columna de purificacion.

Incubar a temperatura ambiente por 5 minutos.

Centrifugar a 13 000-16 000 x g por 1 minuto.

Agregar 100uL de Elution Solution a la columna de purificacion.

Centrifugar a 13 000-16 000 x g por 2| minutos. Desechar la columna de purificacion.
Almacenar la solucion restante a 4°C por no mas de 4 meses.

Antes de ser usado, se debe mezclar de 5 a 10 segundos a alta velocidad.
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D. SNPs ESTUDIADOS

APP refSNP 1D: rs364043
Organism: human (Homo sapiens)
chromosome 21 Allele
SNP:

Variation Class:

single nuclectide polymaorphism
RefSNP Alleles: C/T

Ancestral Allele: T
El gen APP se encuentra en la cadena antisentido y el alelo de riesgo es T; sin embargo, en
este trabajo consideramos A (visto en la cadena codificante) como el alelo de riesgo de
acuerdo al trabajo de Lv et al, 2008.

DYRKIA refSHNP 1D: rs2835740
Organism: human (Homio sapiens)
chromesome 21 Allele
SNP:

Variation Class: —.~ ~ : _
single nucleotide polymorphism

RefSHP Alleles: C/T

Ancestral Allele: T
El alelo de riesgo del gen DYRKZLA es C, mismo que consideran en la publicacion de
Kimura et al, 2007 y en este trabajo.

RUNX1 refSNP 1D: rs4816501
Organism: human (Homo sspiens)
chromosome 21 Allele
SMP:

Variation Class: —. ~ ~ . .
single nucleotide polymorphism

RefSHP Alleles: C/T

Ancestral Allele: C
El gen RUNX1 se encuentra en la cadena antisentido, siendo el alelo de riesgo T. Este

mismo se considera como alelo de riesgo en la publicacion de Kimura et al, 2007 y en

nuestro trabajo.
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IX. GLOSARIO

Alelo - Una de las dos variantes en las que puede presentarse un gen 0 un
polimorfismo, en una posicién especifica del genoma.

Astrocito — Célula de la glia mas frecuente en el SNC.

Colinérgico — Perteneciente o relativo a la transmision nerviosa que utiliza como

neurotransmisor la acetilcolina

Corteza entorrinal — Estructura del I6bulo temporal medial relacionada con la

memoria.

Gen - Unidad fisica y funcional de la herencia que ocupa una posicion especifica en
el genoma y esta constituido por una secuencia de ADN que contiene la informacion

para elaborar al menos una proteina especifica.

Glia —» Conjunto de células provistas de largas prolongaciones ramificadas, que estan

situadas entre las células y fibras nerviosas.

Hipocampo - Parte del cerebro situado en el Iébulo temporal que participa en la

memoria y orientacion espacial.

Lobulo temporal — Desempefia un papel importante en tareas visuales complejas,
como el reconocimiento de caras. Recibe y procesa informacion del olfato, auditiva,
contribuye al balance y el equilibrio, y regula emociones y motivaciones como la
ansiedad, el placer y la ira.

Locus Coeruleus — Region del tallo cerebral involucrada en la respuesta al panico y al

estrés.

Microglia — Células pequefias con nucleo alargado y prolongaciones cortas e
irregulares que tienen capacidad fagocitaria. Se originan en precursores de la médula

Osea y alcanzan el sistema nervioso a traves de la sangre.
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Neurdpilo - Porcion del tejido nervioso que contiene una trama de procesos
entremezclados e interconectados de células neuronales y gliales. Es en el neuropilo

donde ocurren la mayoria de las interacciones sinépticas.

Noradrenérgicos — Perteneciente o relativo a la transmision nerviosa que utiliza como
neurotransmisor la noradrenalina. El sistema noradrenérgico esta centrado en el locus

coeruleus, donde se almacena principalmente.

Nucleos basales de Meynert — Involucrados en el procesamiento y la integracion de

aferencias sensitivas y en la modulacion de respuestas motoras y emocionales.

Polimorfismo — Variacién en una posicion o region especifica en la secuencia de

ADN que se presenta en al menos un 1% de la poblacion.

Polimorfismo de un solo nucleétido (SNPs) — Variacion comin en la secuencia de
ADN que ocurre por el cambio de un solo nucleétido (A, T, G y C), con una frecuencia
aproximada de 1 por cada 600 a 800 bases.

Protedlisis — Degradacion de proteinas mediante enzimas especificas llamadas

proteasas o por medio de digestion intramolecular.

Puntuacién LOD - Método estadistico que utiliza los marcadores genéticos en
familias para determinar si dos loci estan ligados. EI LOD score es el logaritmo de la
probabilidad a favor del ligamiento. Por convencion se acepta que un LOD Score de 3
(probabilidad de 1 000:1 a favor) es prueba de ligamiento y un LOD Score de -2 (100:1
en contra) es prueba de que los loci no estan ligados.

Quinasa —» Enzima que transfiere grupos fosfato del ATP a un sustrato diana. El
proceso se llama fosforilacién. La diana puede activarse o inactivarse mediante la

fosforilacion.

Sefial autocrina — Las células implicadas, célula emisora y célula receptora,
pertenecen a un mismo tipo celular, por lo que las sefiales liberadas, ademas de a otras
células cercanas, también afectan a la propia célula secretora de la sefial.
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Sinaptofisina — Glicoproteina acida que se une al Ca++ que forma parte de la

membrana de las vesiculas sinapticas.

Sistema limbico — Sistema formado por el tAlamo, hipotalamo, hipocampo, amigdala
cerebral, cuerpo calloso, septum y mesencéfalo. Relacionado con respuestas

fisioldgicas ante estimulos emocionales.
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