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RESUMEN.

La enfermedad de Alzheimer (EA) es considerada como la principal causa de
demencia y la cuarta causa de muerte en paises desarrollados. Se define como
un padecimiento neurodegenerativo del sistema nervioso central y se
caracteriza por un deterioro progresivo de las funciones cerebrales
superiores(Florence, et al., 2001). Se acepta dos grupos de EA segun la edad
de inicio del cuadro clinico en forma presenil o temprana y forma senil o tardia;
hay que puntualizar que morfolégicamente no presentan diferencias y solo se
les ha dividido por la edad de inicio de la enfermedad (Enzo E., et. al., 2004).

Se han identificado mutaciones asociadas con la enfermedad de Alzheimer
autosdmica dominante de inicio temprano en el gen de la proteina precursora
del B amiloide (PPBA), el gen de la presenilina 1 (PS1) y el gen de la
presenilina 2 (PS2) (Sorbi, et. al., 2001). No se han identificado causas
mendelianas en la enfermedad de Alzheimer de inicio tardio. Sin embargo,
tanto la de inicio tardio familiar como la esporadica se asocian con el alelo 4
del gen de la apolipoproteina E (APOE), aunque a este respecto existen
numerosas controversias, se han desarrollado varios estudios en diferentes
poblaciones del mundo, los cuales han permitido conocer que el alelo €3 tiene
una mayor frecuencia que los alelos €2 y ¢4. En muchos estudios se ha
encontrado relacidon entre la presentacién del alelo ¢4 y la EA, pero en otros
no; por lo que se ha propuesto que la ubicacién geogréfica y el grupo étnico al
que pertenezca cada poblacion de estudio, puede definir si el alelo ¢4 de APOE
tiene relacién o no con el desarrollo de la EA en cualquiera de sus formas
(Singh, et. al., 2006).

En el presente trabajo se determind la frecuencia en la que se presentan cada
uno de los alelos de APOE en una muestra de 49 pacientes con probable
demencia tipo Alzheimer y 43 individuos sanos captados en consulta externa
de neurologia y geriatria del Hospital Central Militar y la Clinica de
Especialidades Médicas. Utilizando la prueba de Minimental se establecié el
estado mental y el grado de deterioro cognitivo (si es que se presenta). Se
realizaron pruebas de gabinete y para la realizaciéon de la genotipificacién se
trabajo con muestra de sangre total, para realizar la extraccién de ADN vy
mediante PCR se obtuvieron los fragmentos para la genotipificacion. Las
frecuencias alélicas obtenidas en el total de la muestra fue de 95.65% para el
alelo €3, 20.65% para el alelo ¢4 y de 17.4% para el alelo ¢2. Aunque no se
encontrd relacion entre la presencia del alelo ¢4 y la EA, este podria estar
involucrado con la evolucién patoldgica de la enfermedad.



1. INTRODUCCION

El 4 de noviembre de 1906, Alois Alzheimer en la XXXVII Conferencia de
Psiquiatras del Sureste Aleman, en Tubingen, describié por primera vez una
forma de demencia que posteriormente, por sugerencia de Emil Kraepelin se
conocié como la enfermedad de Alzheimer (www.universomedico.com).

El Dr. Alois Alzheimer describié una alteracion fisica encontrada en el cerebro
de una paciente de 51 afos que presentaba graves problemas de memoria y al
realizar cortes histoldgicos del cerebro y revisarlos al microscopio observd la
existencia de una degeneracién de las células nerviosas lo que impide el paso a
las sefiales electroquimicas entre una neurona y otra, provocando el deterioro
de funciones intelectuales como la memoria, el pensamiento y el
razonamiento, por lo que generalmente también la conducta registra
importantes alteraciones (www.salud.gob).

Anteriormente se pensaba que esta alteracion era propia de la senectud ya que
se observa con mucho mas frecuencia en edades avanzadas por lo que se le
dio el término de demencia senil, posteriormente se observdé que esta
demencia se podia presentar en personas jovenes y de forma progresiva,
anatomopatoldgicamente idéntica, con atrofia cerebral difusa, pero que se
presenta bastante tiempo antes del periodo senil, por lo que se le llamé
demencia presenil. Esta distincidon entre ambos procesos es puramente clinica;
anatomopatoldégicamente tan sélo difieren por el hecho de que las anomalias
caracteristicas tienden a ser mas graves y difusas en los casos de inicio
temprano que en los que aparecen en la edad senil (Enzo, et. al., 2004).
Actualmente se sabe que la razén de esta diferencia es debida a que los
pacientes de edades avanzadas pueden llegar a morir antes de que se
presenten sintomas aun mas agudos (Harrison, et. al., 1979).

La enfermedad de Alzheimer es una forma de demencia caracterizada por la
destruccion de neuronas, que conduce a una alteracién de los
neurotransmisores, en particular de aquellos que se encargan de almacenar
informacion en la memoria, de ahi que tenga un impacto importante
particularmente en esta area del pensamiento. En la década de los ochenta a
esta enfermedad se le reconocié como un problema mayor de salud publica a

nivel mundial. (www.salud.gob).

En la actualidad de los mas de 20 millones de casos detectados de Alzheimer
en el mundo, dos millones corresponden a México, afirmé Margarita Teran,
doctora en sociologia por la Universidad de Salamanca, Espafia y profesora
titular de la Escuela Nacional de Trabajo Social (ENTS) de la Universidad
Nacional Auténoma de México (UNAM), durante el intercambio de experiencia
con docentes del Augsburg College, de Estados Unidos. Refirid que la
Organizacién Mundial de la Salud calcula que el Alzheimer afecta entre 17 y 25


http://www.universomedico.com/
http://www.salud.gob/
http://www.salud.gob/

millones de personas en el orbe, o que representa 70% de las enfermedades
geriatricas. (La Jornada, martes 26 de junio de 2007).

Es importante considerar que pocas afecciones tienen un impacto tan grande
sobre la calidad de vida del enfermo y de su familia como los padecimientos
mentales y, en particular, la enfermedad de Alzheimer (www.salud.gob).

La edad avanzada es el principal factor de riesgo para sufrir la EA, aunque una
minoria puede presentarla antes de los 60 afios. Se ha visto que entre el 2y 3
% de la poblacion menor de 65 afos muestra signos de la enfermedad,
mientras que con cada 5 afios de envejecimiento, el riesgo casi se duplica,
pues aumenta hasta en un 25 y 30% en los mayores de 85 afios (Pareja, et.
al., 2008; Di Carlo, et. al., 2002). También hay diferencia en el sexo, ya que
se aprecia un riesgo mayor de padecer la enfermedad en las mujeres, en
particular entre la poblacion mayor de 85 afios (Di Carlo, et. al., 2002;
Andersen, et. al., 1999).

La prevalencia de la EA en la poblacion depende de factores como la incidencia
o cantidad de casos nuevos y la supervivencia de los pacientes ya
diagnosticados. Debido a que la incidencia de la EA aumenta con la edad, es de
particular importancia incluir en los datos la edad promedio de la poblacién
estudiada. En los Estados Unidos, |la prevalencia de la EA fue de un 1.6% en el
ano 2000, tanto en la poblacion general como en la comprendida entre los 65 y
74 afos. Se aprecid un aumento del 19% en el grupo de los 75 a 84 afios de
edad (Hebert, et. al., 2003); sin embargo las tasas de prevalencia en las
regiones menos desarrolladas del mundo son inferiores (Ferri, et. al., 2005).
La Organizacién Mundial de la Salud estim6 que en 2005 el 0.379% de las
personas a nivel mundial tenian demencia y que la prevalencia aumentaria a
un 0.441% en 2015 y aun 0.556% en 2030 (World Health Organization 2006)
Varios estudios han llegado a las mismas conclusiones (Ferri, et. al., 2005).
Otro estudio estimd que el afo 2006, un 0.4% de la poblacién mundial (entre
0.17 - 0.89%; valor absoluto aproximadamente 26,6 millones o entre 11,4 -
59,4 millones) se veria afectado por la EA y que la prevalencia triplicaria para
el afo 2050 (Brookmeyer, et. al., 2007).



1.1. ANATOMIA DEL CEREBRO.

1.1.1. CEREBRO.

El cerebro humano pesa cerca de 1.350g, de los cuales aproximadamente el
15%, o unos 200 ml, corresponde a liquidos extracelulares. El volumen de
sangre intracelular representa unos 100 ml, la mitad de ellos son liquidos
extracelulares y el volumen de LCR craneal suma otros 100 ml (Matthew, et.
al., 2006) Los hemisferios cerebrales, con sus cubiertas, constituyen la parte
principal del encéfalo. Estos hemisferios son “espejos gemelos”, cada uno con
un equipo completo de centros para las actividades sensitivas y motoras del
cuerpo, y cada uno relacionado con la mayor parte de un lado del cuerpo, es
decir, el lado derecho del cerebro controla el lado izquierdo del cuerpo y el lado
izquierdo del cerebro controla el lado derecho del cuerpo. Los centros
nerviosos que gobiernan todas las actividades sensitivas y motoras, asi como
las &reas todavia mal definidas supuesta sede de la razén, memoria e
inteligencia estan localizadas en los hemisferios cerebrales (Figura 1) (Stanley,
et. al., 1985).

emisEe Hemisferio)
Derecho) Izquierda

Figura 1. Fotografia de un cerebro humano, muestra los
hemisferios del cerebro. (Disefiada por D.G. Sergio Cruz)



El hemisferio izquierdo, que tiene que ver con las funciones de: escritura,
l6gica, razonamiento y musica ritmica. Estd asociado con el intelecto,
pensamiento convergente, abstracto, analitico, calculado, lineal, secuencial y
objetivo; se concentra en los detalles y en las partes del todo. Produce
pensamientos que son directos, verticales, sensibles, realistas, frios, poderosos
y dominantes. (Rangel, et. al., 2008) Procesa la informacién analitica y
secuencial, paso a paso, de forma légica y lineal; es el que analiza, abstrae,
cuenta, mide el tiempo, planea procedimientos paso a paso, verbaliza, piensa
en palabras y en numeros; es decir, contiene la capacidad para las
matematicas y para leer y escribir. Este hemisferio emplea un estilo de
pensamiento convergente obteniendo nueva informacion al usar datos ya
disponibles, formando nuevas ideas o datos que ya tiene. Aprende de la parte
al todo y absorbe rapidamente los detalles, hechos y reglas; analiza la
informacion; capta los componentes uno por uno. (Matthew, et. al., 2006).

Por otra parte, el hemisferio derecho tiene relacién con las funciones de
intuicién, emocion, imaginacion, creatividad artistica y la musica melddica;
también controla el lenguaje y los pensamientos ldgicos, esta involucrado en la
creacion de imagenes y también en lo que se conoce como inspiracién, parece
especializado en la percepcién global, sintetizando la informacién que le llega.
Con él vemos las cosas en el espacio, y cdmo se combinan las partes para
formar el todo. (Matthew, et. al., 2006). Gracias al hemisferio derecho,
entendemos las metéaforas, sofiamos, creamos nuevas combinaciones de ideas.
Es el experto en el proceso simultdneo o de proceso en paralelo; es decir, no
pasa de una caracteristica a otra, sino que busca caracteristicas similares.
Procesa la informacién de manera global, partiendo del todo para entender las
distintas partes que componen ese todo. Produce pensamientos que son
flexibles, divertidos, complejos, visuales, diagonales, misticos y sumisos.
(Rangel, et. al., 2008)

1.1.2. CORTEZA CEREBRAL.

La corteza cerebral es la capa externa gris de los hemisferios cerebrales. La
division real del cerebro en l6bulos obedece a conveniencia para la descripcién;
estos |6bulos llevan el nombre de los huesos del craneo que estan situados
encima de ellos e incluyen lébulos frontal, parietal, temporal y occipital (Figura
2) (Stanley, et. al., 1985).

Por otro lado el sistema nervioso se compone de un tejido especial que
contiene dos tipos principales de células: neuronas, los elementos conductores
activos, neuroglia y los elementos de sostén (Ganong, et. al., 2002).

El sistema nervioso consiste en una agregaciéon celular muy compleja, parte de
la cual forma una red de comunicacion y el resto una matriz de soporte. La red
de comunicacién estd formada por neuronas que son la unidad funcional del
sistema nervioso. Se estima que en cada milimetro del cerebro hay cerca de
50.000 neuronas. (Guyton, 1993)
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Figura 2. Lobulos de la corteza cerebral, cara externa,
lado izquierdo y vista superior (Stanley, et. al., 1985).

1.1.3. NEURONA.

La unidad basica del sistema nervioso es la neurona, o célula nerviosa. El
cerebro humano contiene aproximadamente 10'? neuronas (Figura 3) Estas
células estan especializadas en recibir informacién, tomar decisiones al
respecto y transmitir sefales a otras neuronas o a células efectoras como el
musculo o células glandulares (Matthew, et. al., 2006). Su especializacion
depende de diversos tipos de extensiones del cuerpo celular de una neurona, o
soma. La mayoria de las neuronas tienen varias dendritas y un axén (Ganong,
et. al., 2002). Las neuronas se comunican entre si por medio de un proceso
llamado sinapsis. Se inicia con una descarga quimico-eléctrica en la membrana
de la célula emisora o presinaptica; una vez que este impulso nervioso alcanza
el extremo del axdn, la informacion se transmite a través de la conduccién de
una sefal eléctrica (el impulso nervioso o potencial de accién) con lo cual se
libera un neurotransmisor quimico y comunica sefiales de informacion a la
célula siguiente. La transmision sinaptica puede tener un efecto excitador o
inhibidor (Hormuzdi SG, et. al., 2004).
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Figura 3. Esquema de una neurona, que muestra sus partes principales
(Ganong, et. al., 2002).

Las células conjuntivas del SN estan constituidas por la neuroglia (“pegamento
de los nervios”). El cerebro humano tiene 10 veces mas neuroglia que
neuronas. En la figura 4 se muestran diversos tipos de neuroglia. Parte de
estas células, denominadas astrocitos por su aspecto en forma de estrella en
los cortes histoldgicos teiidos, contribuyen a mantener un medio local
adecuado para las neuronas. Otro grupo, llamado oligodendroglia por su
nimero reducido de prolongaciones, envuelve los axones para aumentar la
velocidad de propagacion de los impulsos nerviosos. La microglia son fagocitos
que eliminan los productos resultantes de las alteraciones celulares del SNC.
Probablemente derivan de la circulaciéon (Ganong, et. al., 2002).

B
Astrocito protoplasmico Astrocito fibroso

Microglia Oligodendrocitos

Figura 4. Las células gliales del encéfalo (Ganong,
et. al., 2002).



1.2. METABOLISMO DE LOS LIPIDOS.

1.2.1. DIGESTION Y ABSORCION DE LAS GRASAS.

Los triacilgliceroles proceden de tres fuentes principales: 1) la alimentacién, 2)
la biosintesis de novo, en especial en el higado y 3) las reservas existentes en
los adipositos. El principal problema al que se enfrentan los animales en la
digestion, absorcion y transporte de los lipidos procedentes de la alimentacion
es la insolubilidad de estas sustancias en los medios acuosos. La accién de las
sales biliares, sustancias detergentes secretadas por la vesicula biliar es
esencial para la digestion de los lipidos y su absorcién a través de la mucosa
intestinal. El problema del transporte por la sangre y la linfa se resuelve en
parte con la formacién de complejos de lipidos con proteinas para formar unos
agregados insolubles denominados lipoproteinas, éstos forman agregados
moleculares distintos entre si, varian extensamente en tamafo, pero
virtualmente todas parecen ser microemulsiones (Jameson, et. al., 1998).

Los productos de la digestion de las grasas comprenden una mezcla de glicerol,
acidos grasos libres, monoacilgliceroles y diacilgliceroles. Menos del 10% de los
triacilgliceroles originales permanece sin hidrolizar. Durante la absorcion a
través de las células de la mucosa intestinal, se produce una abundante
resintesis de triacilgliceroles a partir de los productos de hidrélisis. Esta nueva
sintesis de triacilgliceroles tiene lugar en el reticulo endoplasmico y el complejo
de Golgi de las células de la mucosa. Los triacilgliceroles van a parar al sistema
linfatico formando complejos con proteinas para dar lugar a las lipoproteinas
denominadas quilomicrones. El quilomicrén constituye también un transporte
del colesterol en el organismo y éstos son tan sélo una de las clases de
lipoproteinas que se encuentran en el torrente sanguineo (Mathews, et. al.,
2000)

Estos complejos desempefian un papel esencial en el transporte de los lipidos a
los tejidos, ya sea para el almacenamiento de energia, o para su oxidacion. Los
lipidos libres son todos casi indetectables en la sangre. Las apoproteinas, o las
cadenas polipeptidicas de las lipoproteinas se sintetizan principalmente en el
higado, aunque alrededor del 20% se producen en las células de la mucosa
intestinal (Jameson, et. al., 1998).

1.2.2. CLASIFICACION Y FUNCIONES DE LAS LIPOPROTEINAS.

Se han descrito diversas familias de lipoproteinas, cada una de las cuales
desempefa funciones concretas en el transporte de lipidos. Estas familias se
clasifican en funcidn de su densidad, determinada mediante centrifugacion.
(Tabla 1)



Tabla 1. Propiedades de las principales clases de apoproteinas plasmaticas humanas (Mathews, et. al.,
2000).

QUILOMICRONES VLDL IDL LDL HDL
Densidad (g/ml) <0.95 0.950 - 1.006 - 1.019- 1.063-1.210
1.006 1.019 1.063

Componentes (% de peso seco)

Proteinas 2 8 15 22 40 - 50
Triacilgliceroles 86 55 31 6 4
Qolesterol libre 2 7 7 8 4
Esteres de 3 12 23 42 12 - 20
colesterol

Fosfolipidos 7 18 22 22 25-30
Composicion de A-1, All, B-48, C-I, B-100, C-I, B-100,C-I, B-100  A-I, A-II C-I,
apoproteinas C-II, C-III C-II, C-III, E C-II, C-III, C-II, C-11I, D,

E E

Las lipoproteinas son complejos macromoleculares esféricos con cubierta de
unos 20 A formados por un nucleo que contiene lipidos apolares (colesterol
esterificado y triglicéridos) y una capa externa polar formada por fosfolipidos,
colesterol libre y proteinas (apolipoproteinas). Las apolipoproteinas son
proteinas unidas a lipidos y su funcion principal es mantener la estructura de la
lipoproteina y regular el metabolismo y transporte de triglicéridos, fosfolipidos,
colesterol y ésteres de colesterilo entre los 6rganos. (Murray, et. al., 2008). En
las lipoproteinas humanas se encuentran un total de nueve apolipoproteinas
principales. En su mayoria son sintetizadas por el higado y algunas otras por el
intestino delgado. Fueron denominadas en un orden alfabético arbitrario.
(Fauci, et. al., 2007). Sus propiedades se resumen en la Tabla 2. Dado que los
lipidos tienen una densidad mucho menor que las proteinas, el contenido
lipidico de una clase de lipoproteinas estd inversamente relacionado con su
densidad. La clasificacion estandar de las lipoproteinas incluye, por orden
creciente de densidad; quilomicrones, lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL), lipoproteinas de densidad intermedia (IDL), lipoproteinas de baja
densidad (LDL) y lipoproteinas de alta densidad (HDL). Algunos esquemas de
clasificacidon establecen dos clases de HDL, y a demas existe una lipoproteina
cuantitativamente menor denominada lipoproteina de muy alta densidad
(VHDL) (Mathews, et. al., 2000).

Tabla 2. Apoproteinas de las lipoproteinas plasmaticas humanas (Mathews, et. al., 2000).

APOPROTEINA PESO MOLECULAR CARACTERISTICAS

A-1 28300 Proteina principal de las HDL; activa la CLAT

A-II 17400 Proteina principal de las HDL

B-48 241000 Se encuentra exclusivamente en los quilomicrones

B-100 513000 Proteina principal de las LDL

C-1 7000 Se encuentra en los quilomicrones; activa la LCAT y
la LPL

C-11 10000 Se encuentra principalmente en las VLDL; activa la
LPL

C-III 9300 Se encuentra principalmente en los quilomicrones,
las VLDL y las HDL; inhibe las LPL

D 35000 Proteina de las HDL; también denominada proteina

de la transferencia de los ésteres de colesterol
E 33000 Se encuentra en las VLDL, HDL y LDL
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A pesar de sus diferencias de composicion lipidica y proteica, todas las

lipoproteinas comparten caracteristicas estructurales comunes, especialmente
una forma esférica. (Figura 5)

ApoE

ApoB ApoA

ApoC ApoB

Figura 5. Estructura de una lipoproteina (quilomicron) ApoA, ApoB, ApoC, ApoE
(apolipoproteinas); T (triacilgliceroles); C (colesterol); verde (fosfolipidos) (Murray, et. al.,
2008).

Algunas apolipoproteinas poseen actividades bioquimicas especificas distintas
del papel que desempefian como transportadores pasivos de los lipidos de un
tejido a otro (como es el caso de apo C-II que es un activador de la hidrdlisis
de los triacilgliceroles). Otras dirigen determinadas lipoproteinas hacia las
células especificas, al ser identificadas por receptores de las membranas
plasmaticas de estas células. Asi, por ejemplo, la apo E es captada
principalmente por las neuronas por lo que una forma variante de ella, es
asociada con un aumento del riesgo de desarrollar la enfermedad de Alzheimer
(Mathews, et. al., 2000).

1.2.3. TRANSPORTE Y UTILIZACION DE LAS LIPOPROTEINAS.

El transporte de los lipidos desde el higado hacia los tejidos periféricos y de
estos nuevamente al higado se realiza a través de las interconversiones
metabolicas de la VLDL, IDL, LDL y HDL; donde la principal implicada es la
Lipasa de Triglicéridos Hepatica: HTGL estd enzima es capaz de eliminar TAG
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de los restos de VLDL. Otro sistema enzimatico muy importante es el de la
Lecitina Colesterol Tranferasa (LCAT) enzima que cataliza el fosfolipido
superficial y el colesterol libre en esteres de colesterilo y lecitina estos son
transferidos a las VLDL y finalmente a las LDL. Por ultimo hay otra enzima muy
implicad que es la Proteina de transferencia de esteres de colesterol (CETP)
que intercambia los esteres de colesterilo que contienen las HDL con TAG de
los quilomicrones y las VLDL (Fauci, et. al., 2007). Los quilomicrones
constituyen la forma en que se transporta la grasa del alimento desde el
intestino a los tejidos periféricos, especialmente el corazén, el musculo y el
tejido adiposo. (Figura 6). Las VLDL desempefian un papel comparable para los
triacilgliceroles sintetizados en el higado. Los triacilgliceroles en ambas
lipoproteinas se hidrolizan a glicerol y acidos grasos en las superficies internas
de los capilares de los tejidos periféricos (Florence, et al., 2001).

INTERIOR DEL CAPILAR
® ok
e Quilomicrén
Triacilgliceroles
@ —— ApocH

Lipoproteina lipasa

.

"~r’. I|
f: 4 F_. l_:"| :'LI -
P

P =
i

-

Cadena de
polisacarido

Superficie endotelial
de la célula

Acidos grasos
libres + glicerol

EXTERIOR DEL CAPILAR

Figura 6. Unién de un quilomicron a la lipoproteina
lipasa en la superficie interna de un capilar (Mathews,
et. al., 2000).

Esta hidrdlisis comporta una activacién de la enzima extracelular lipoproteina
lipasa por la apoproteina C-II. Algunos de los &acidos grasos liberados se
absorben por las células proximas, mientras que otros, que contindan siendo
bastante insolubles, forman complejos con la albumina sérica para ser
transportados a células mas distantes. Tras la absorcién en la célula, el glicerol
y los acidos grasos procedentes de la accidén de la lipoproteina lipasa pueden
catabolizarse para generar energia o, en las células adiposas, utilizarse para
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volver a sintetizar triacilgliceroles. (Murray, et. al., 2008) Los aspectos
generales del metabolismo y transporte de las lipoproteinas se resumen en la
siguiente figura:

GRASA Y COLESTEROL HIGADO
DE LA DIETA
o
& - Eal:sﬂili_a_re_s‘: ’ Biosintesis Captacion de colesterol o
=i Colesterol fecal de s :
» T %ec0
©0 g '

Intestino O . o o

&

Colesterol

mﬂ\ O OO o oo(g Oo%

(0] o ©)

Restos de O
Quilomicrones quilomicrones VLDL (Restos) TEJIDOS
PERIFERICOS
{musculos, diversos
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Apo B-100 +
colesterol
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vy colesterol ‘
Capilares
Capilares A

los triacilgliceroles

\ en los capilares

~—
~——
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Lipoproteina
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. Capa hidrdfila
(proteina, fosfolipidos, etc.) Glicerol Acidos grasos ——_a  f#-Oxidacion en los tejidos periféricos
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Colesterol T Transporte mediante
Resintesis y almacenamiento la albdmina serica

principalmente en el tejido adiposo

Figura 7.Visidon general de las rutas de transporte y del destino de las lipoproteinas (Mathews, et.
al., 2000).

Como consecuencia de la hidrdlisis de los triacilgliceroles en los capilares, tanto
los quilomicrones como las VLDL se degradan para dar lugar a restos ricos en
proteinas. La clase de lipoproteinas IDL procede de las VLDL, y los
quilomicrones se degradan para dar lugar a lo que se denominan simplemente
restos de quilomicrones. Ambos tipos de restos son captados por el higado a
través de la interaccibn con receptores especificos y degradados
posteriormente en los lisosomas hepaticos. Las apoproteina B-100 se reutilizan
en la sintesis de las LDL (a través de las IDL). Las LDL constituyen la principal
forma de transporte del colesterol a los tejidos, y las HDL desempefian el
principal papel para eliminar el exceso de colesterol de los tejidos y devolverlo
al higado para su metabolismo o excrecion (Mathews, et. al., 2000).
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1.3. DEMENCIA.

La demencia es un sindrome complejo, caracterizado por un estado de
progresivo deterioro psiquico, en el que se aprecia un deterioro de las
facultades intelectuales, fruto de lesiones del sistema nervioso central, que
producen alteracién del cerebro de causa degenerativa e irreversible. Su causa
puede deberse a los efectos fisioldgicos directos de una enfermedad, a los
efectos toxicos persistentes de una sustancia o a multiples etiologias; estd
relacionado con lesiones cerebrales de tipo vascular, degenerativo, traumatico,
toxico, infeccioso o tumoral (Florence, et al., 2001).

1.3.1. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una forma de demencia por lo cual es un
trastorno mental progresivo, multifactorial y que conlleva a un deterioro
sostenido y multidimensional de la funcidn intelectual, empeorando con el paso
del tiempo hasta provocar incapacidad total y muerte (Florence, et al., 2001).
Esta enfermedad se inicia, por lo general, a los 60 afios y el riesgo de
contraerla aumenta con la edad. Aunque las personas mas jovenes también
pueden desarrollarla, es mucho menos comun entre ellas. Cerca de un 5 por
ciento de hombres y mujeres entre los 65 y los 74 anos de edad tienen
Alzheimer, y casi la mitad de aquellos que tienen 85 afios de edad en adelante
pueden tener la enfermedad. Sin embargo, es importante advertir que la
enfermedad de Alzheimer no es parte del proceso natural de envejecimiento
(Enzo, et. al., 2004). Los pacientes pueden presentar pérdida de la memoria
reciente y alteraciones del juicio, sobre todo en las situaciones sociales y las
que requieren de una determinada actitud moral, descuido en el arreglo e
higiene personal y pérdida de la verglienza (Andreoli, et. al., 1999). Su
capacidad de atencidén disminuye, en ocasiones sufren de labilidad emocional,
caracterizada por cambios rapidos del humor y crisis de llanto, rabia o risa.
Todo esto debido a que se da la pérdida progresiva de neuronas en la totalidad
de la corteza cerebral afectando preferencialmente al Iébulo frontal, siendo
esté el area que controla las funciones intelectuales superiores en el hombre.
Uno de los ultimos sintomas que pueden presentarse en esta enfermedad es la
incontinencia urinaria ya que el lIébulo paracentral el cual participa en el control
de las funciones vesicales (particularmente en la inhibicion de los reflejos
medulares propios de la micciéon) se encuentra en la porcion media del |6bulo
frontal (Florence, et al., 2001).

La EA esta considerada como la principal causa de demencia y ésta, es la
cuarta causa de muerte en paises desarrollados. Constituye la tercera
enfermedad en costos sociales y econdmicos superada sdlo por la cardiopatia
isquémica y el cancer (Ferri, et. al., 2005; Brookmeyer, et. al., 2007).

Existen varios factores que pueden ser asociados con un incremento en el
riesgo a padecer la enfermedad de Alzheimer, pero de la misma manera
existen factores que se cree reducen el riesgo a padecerla. (Tabla 3) (Florence,
et al., 2001).
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Tabla 3. Algunos factores de riesgo y factores de proteccién para la presentacion de Alzheimer
(Florence, et. al., 2001).

FACTORES DE RIESGO FACTORES DE PROTECCION

Edad Alto nivel de educacion

Historia familiar con demencia Consumo moderado de vino

Lesiones en la cabeza Uso de terapia sustitutiva de
hormonas femeninas

Sindrome de Down Uso de farmacos anti-inflamatorios

Enfermedad de Parkinson

Depresion

Hipotiroidismo

Incremento en la concentracion de
aluminio en el agua para beber
Consumo de tabaco

Abuso en el consumo de alcohol
Factores de riesgo vasculares

Diabetes

Se aceptan como definicidn dos grupos de EA segun la edad de inicio del
cuadro clinico:

» Forma presenil o temprana (EA de inicio precoz): generalmente
con agregacion familiar; comienza antes de los 65 afios de edad y
constituye el 5 al 10% de todos los casos.

> Forma senil o tardia (EA de inicio tardio): aparece después de los
65 aflos de edad; en su mayor parte esporadica, y representa
entre el 90 y 95% de todos los casos (Guimer3, et. al., 2002).

En las formas familiares se han identificado 3 genes diferentes cuyas
mutaciones conducen a la acumulacién del péptido B amiloide involucrado en la
fisiopatologia de la enfermedad. Los genes descritos hasta el momento
asociados como factor causal de la EA familiar son:

W E| gen de la presenilina 1 (PS1) ubicado en el cromosoma 14.
/Bl E| gen de la presenilina 2 (PS2) ubicado en el cromosoma 1.

M E| gen precursor de la proteina B amiloide en el cromosoma 21.
Siguiendo un patrén de herencia autosémico dominante.

La enfermedad de Alzheimer esporadica, no tiene un patréon de herencia
definido y puede presentarse tempranamente o no.

Por otro lado se asocia que al presentarse ciertos polimorfismos en el gen de la
Apolipoproteina E, mas concretamente el alelo €4 incrementa el riesgo en la
aparicién de la enfermedad en cualquiera de sus formas (Sorbi, et. al., 2001).
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1.4. NEUROPATOLOGIA
1.4.1. PATOLOGIA MACROSCOPICA.

Hay que entender que la severidad de la enfermedad radica en la afectacién a
la corteza cerebral en general, lo cual implica que se afecten varias areas del
cerebro y aunque la afectacién del I6bulo temporal es la mas comun, también
puede afectarse el 16bulo parietal, el I6bulo frontal, el 16bulo occipital, las areas
de proyeccion y areas de asociacion (Ferri, et. al., 2005).

Las alteraciones estan tipificadas por atrofia generalmente simétrica y difusa
de los giros cerebrales (Figuras 8 y 9), que se evidencia en la disminucion del
espesor de las circunvalaciones, aumento en la profundidad de los surcos,
dilatacién del sistema ventricular y disminucion del peso y volumen cerebral
(existe una correlacién negativa entre el peso del encéfalo y el tiempo de
evolucion de la enfermedad) (Guimer3, et. al., 2002).

Figura 8. Vision superior del cerebro de un paciente con
EA. En el hemisferio izquierdo ha sido eliminada la
aracnoides y gran parte de los vasos que ocupan el
espacio subaracnoideo. Nétese la marcada atrofia cerebral
difusa que caracteriza a la EA, en el ensanchamiento de
las fisuras y el adelgazamiento de las circunvalaciones
(Guimer3, et. al., 2002).

Figura 9. Cortes coronales de un hemisferio
provenientes de un paciente con Alzheimer. Notese la
marcada atrofia cortical asi como subcortical, puesta
de manifiesto en la dilatacion de las cavidades
ventriculares (Guimera, et. al., 2002).
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El patréon de atrofia mas comun es el difuso, seguido por una combinacién de
atrofia fronto-temporal, frontal o temporal aisladas, y en menor proporcién
puede haber un compromiso pariento-occipital (Guimera et. al., 2002).
Secciones a través de los hemisferios cerebrales revelan un adelgazamiento de
la ldmina cortical y dilatacion simétrica del sistema ventricular (Figura 10). Los
ganglios basales, diencéfalo, mesencéfalo y el tronco cerebral no muestran
anormalidades notables. El cerebro no muestra lesiones francas (Wenk, 2003).

ETE  HDW R HILI*

Figura 10. Cerebro con enfermedad de
Alzheimer (derecha), comparado con
uno normal (izquierda) en imagenes
capturadas por resonancia magnética
nuclear (Wenk, 2003).

1.4.2. PATOLOGIA MICROSCOPICA.

La enfermedad de Alzheimer se caracteriza esencialmente por 2 tipos de
lesiones cerebrales:

» Las placas seniles.
> Las degeneraciones neurofibrilares.

Las placas seniles estan constituidas por una proteina denominada p amiloide o
péptido B amiloide. Estad proteina se metaboliza para crear una cadena corta de
40 (BA40) aminoacidos y 2 cadenas largas de 42 aminoacidos (BA42 y BA43).
La causa de la formacién en exceso de péptido BA es debida a una mutacién en
el gen que codifica para esta proteina. (Wenk, 2003). Las placas seniles
(Figura 11) son lesiones esféricas, bien delimitadas, que pueden tener 150 um
de didmetro. Se ubican en la zona de la corteza cerebral, principalmente en el
area asociativa. Son depdsitos densos de prolongaciones nerviosas
degeneradas, lo que indica que estas lesiones se sitlan fuera de la célula
(Guimers3, et. al., 2002).
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Figura 11. Seccidn de tejido de un caso de EA. (a) Se
observan unas placas neuriticas, estas son lesiones
complejas que contienen amiloide, procesos neuriticos
distroficos y células gliales reactivas. (b) También se
pueden observar DNF (Guimera, et. al. 2002).

Las degeneraciones neurofibrilares son intra celulares (Figura 12). Son
constituidas principalmente por una proteina Tau anormalmente fosforilada
(Guimer3, et. al., 2002).

Figura 12. Corteza cerebral de un paciente con EA que muestra DNF
(sefialadas por flechas) en neuronas de tamafio medio, puestas en
manifiesto con inmunotincién para la proteina Tau (Guimer3,et. al.,
2002).
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La proteina Tau es un constituyente de los neurofilamentos que forman a los
microtubulos del citoesqueleto. Esta proteina es codificada por un solo gen que
contiene 16 exones y que se localiza en el cromosoma 17. La proteina Tau es
una fosfoproteina que sufre procesos de fosforilacion y desfosforilacion en el
extremo C terminal (Andersen, et. al., 1999) Desfosforilaciones anormales
provocan la agregacién de proteina Tau en pares de fragmentos en forma de
hélice lo que atrofia a los microtubulos, (Figura 13) provocando asi
degeneracion cértico - basal, paralisis supranuclear progresiva, demencias
frontales y fronto temporales en la enfermedad de Alzheimer (Wenk, 2003).

Figura 13. Imagen microscépica de una degeneracion neurofibrilar, conformado por una
proteina tau hiperfosforilada (Wenk, 2003).

El concepto de “Taupatias” existe para designar las enfermedades que se
producen por componentes agregados intra neuronales de proteina Tau
anormalmente fosforilada. Estas fosforilaciones estdan genéticamente
determinadas, por mutaciones en el gen que codifica para la proteina Tau. En
el caso de la enfermedad de Alzheimer se ha identificado que una mutacién en
el gen produce mas de 3 proteinas Tau anormales cuyos pesos son: 60, 64 y
68 kD (Wenk, 2003; Chun y Johnson 2007).

Las primeras lesiones aparecen en la region de la cara interna del lébulo
temporal, abarcando el area asociativa (implica atrofia de la informacion), el
hipocampo (dafio de la memoria), hasta producir una invasiéon a la corteza
temporal, parietal y frontal (produciendo dafio de la memoria, lenguaje y
abstraccion) (Ferri, et. al., 2005).

Existe una correlacion entre el deterioro intelectual y la densidad de las
degeneraciones neurofibrilares en la corteza cerebral del hipocampo (Guimer3,
et. al., 2002)

La pérdida neuronal afecta particularmente a las capas superficiales de la
corteza, y representa aproximadamente un 36% de la poblacidn neuronal. Las
neuronas que sobreviven exhiben un nucléolo pequeifo anormal y una
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reduccién del ARN citoplasmatico. Estudios comparativos de cromatina
muestran un descenso en la cantidad de eucromatina con un incremento
correspondiente de heterocromatina en neuronas y células gliales. Esto puede
ser interpretado como una consecuencia de la reduccidn en la capacidad
transcripcional (Guimera et. al., 2002; Chun y Johnson 2007).

En el campo de los neurotransmisores, la caracteristica mas marcada es el
descenso en la actividad colinérgica. La reduccion en acetilcolintransferasa es
el doble de la pérdida neuronal esperada en la corteza. Las terminales
colinérgicas estan particularmente afectadas. También estan afectadas las
neuronas de proyeccion que producen transmisores monoamina, y neuronas
corticales que producen glutamato, GABA, somatostatina, neuropéptido Y,
factor liberador de coticotropina, substancia P, y otros neuromoduladores.
Existe una reduccidon en la actividad de neurotransmisor en los sistemas
serotoninérgico, noradrenérgico y dopaminérgico. No hay una correlacién entre
el grado de demencia y las anormalidades del sistema transmisor
monoaminérgico. También se han encontrado reducciones en receptores
muscarinicos en el hipocampo y receptores de GABA en el nucleo caudal
(Guimer3, et. al., 2002).

1.5. ACTIVACION MICROGLIAL Y MACROFAGICA.

Uno de los procesos que contribuyen a exagerar la lesion neurodegenerativa es
la reactividad microglial. Las células gliales regulan la actividad nerviosa ya
que intervienen en fendmenos de plasticidad neuronal, supervivencia de las
neuronas, nutricion neuronal, regulacién del crecimiento, destoxificacion y
regulacién homeostatica (Guimera, et. al., 2002).

Cuando el tejido nervioso sufre un dafo, las células microgliales tienen la
capacidad de actuar rapidamente y de manera heterogénea. Una vez activada,
la microglia sufre cambios morfoldgicos, sobre expresa diferentes receptores y
es capaz de migrar, proliferar y transformarse en formas especificas de
microglia reactiva. La reactividad de la microglia, mediante la fagocitosis y la
secrecién de elevados niveles de citocinas, proteasas y otros factores, puede
cumplir una funcién destructiva o bien puede desempefiar una funcion
beneficiosa (Wenk, 2003)

La deposicion de la proteina p amiloide induce una respuesta inflamatoria local.
También induce la activacion de la microglia, mediante dos receptores
microgliales: el receptor RAGE (Advanced glycation end products receptor) y el
receptor SR (scavenger receptor). La microglia activada por los efectos del BA
experimenta una serie de cambios morfoldgicos asociados a un incremento de
su metabolismo, expresion de novo de ciertas moléculas y sobreexpresion de
otras ya presentes en la microglia inactiva. Esta actividad se ve asociada
directamente al proceso de degeneraciéon neuronal por ser una gran fuente de
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radicales libres de oxigeno, contribuyendo a exagerar el estrés oxidativo y sus
efectos neurodegenerativos (Bozena, et. al., 2003).

La forma reactiva de la microglia es un estado muy complejo que incluye
fagocitosis y también sintesis y expresién de diferentes moléculas involucradas
en el control de la inflamacidon local y en la modulacién de la respuesta
inmunoldgica. La fagocitosis estd protagonizada por macréfagos, que invaden
el area lesionada para eliminar remanentes celulares. El origen de estos
macrofagos puede derivar de la microglia residente o de la infiltracion de
monocitos exdgenos sanguineos. Estos ultimos invaden el tejido nervioso
atraidos por factores quimiotacticos, como la trombospondina y las b-
quimiocinas, secretadas por la microglia reactiva. La reaccidon inflamatoria
protagonizada por la activacién de la microglia viene asociada a una activacién
y proliferacion de los macréfagos cerebrales (Pratico, 2008).

1.6. GENETICA DE LA ENFERMEDAD.

La mayoria de los casos de EA son esporadicos, pero se han identificado
familias con EA de inicio temprano las cuales siguen un patréon de herencia
autosémico dominante. Estudios genéticos han identificado que
aproximadamente el 5% de los casos siguen este patréon y que son 3 los genes
como los responsables de la enfermedad. El gen para la proteina precursora
del B-Amiloide localizado en el cromosoma 21, el gen para la Presenilina-1 en
el cromosoma 14, y el gen de la Presenilina-2 en el cromosoma 1. Las
mutaciones en cualquiera de los 3 genes, resultan en el aumento de la
produccion del péptido BA de 42 aa que se deposita en mayor cantidad en el
cerebro de los pacientes con EA y es una de las caracteristicas primarias de la
enfermedad (Pratico, 2008). Por otro lado se ha asociado como factor de
riesgo al gen de la Apolipoproteina E localizado en el cromosoma 19 pero el
mecanismo por el cual actlia aun no esta bien claro, inclusive existen opiniones
encontradas en si tiene o no relacién con la enfermedad (Liu, et. al., 2008).

1.6.1. PROTEINA PRECURSORA AMILOIDE.

El primer gen en ser identificado en asociacion con la susceptibilidad de
presentar EA fue el gen del precursor de la proteina p amiloide (PPBA), el cual
se encuentra ubicado en el cromosoma 21g21.2 y codifica una proteina que se
sitla en la transmembrana celular. La isoforma larga de esta proteina contiene
770 aminoacidos, y ésta contiene dos exones que codifican para un dominio en
el que se localiza un inhibidor de proteasa Kunitz, asi como la secuencia
homodloga de 19 aminoacidos para el antigeno ox-2, y es expresado en muchos
tejidos. En contraste, la isoforma corta contiene 695 aminoacidos y es
predominantemente expresada en el cerebro. (Figura 14)
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Figura 14. La imagen muestra el dominio funcional del gen del PPBA. El extremo N-terminal es localizado en
la zona extra celular y contiene las sefial del péptido (no se muestra), el sitio rico en cisteina, y varios sitios
posibles para la O- y N- glicosilacion (CHO). Los exones 7 y 8 del gen del PPBA estan alternadamente
empalmados el residuo 289 que codifica para el inhibidor de la proteasa Kunitz (KP1) y el dominio ox-2,
respectivamente. El péptido BA (caja negra) abarca al final el dominio extracelular y parte en la
transmembrana. El dominio C-terminal corto se localiza intracelularmente (Takahashi, et. al., 2008).

Se conocen otras formas raras de la proteina. La proteina inmadura sufre una
O- y N- glicosilacion y fosforilacidon, provocando asi un error en el metabolismo
que se realiza en el aparato de Golgi. El péptido BA sufre una divisidén
proteolitica produciéndose asi una proteina de tamafo normal de 672 a 711
residuos de los cuales; los ultimos 28 residuos son de dominio extracelular y
los primeros 14 son dominios de la transmembrana. La funcion del gen PPBA es
desconocido, aunque se propone que sea necesario para que la célula cumpla
con funciones como la adhesién, el desarrollo sindptico, o la reparacion
neuronal (Takahashi, et. al., 2008).

La relacién del gen del PPBA con la EA, se apoya en 5 observaciones:

1. El producto de la division proteolitica del PPBA de 40- a 43-
aminoacidos es el principal componente de las placas amiloides
en la EA (Guimer3, et. al., 2002).

2. Estudios genéticos en pacientes con historia familiar con
Alzheimer (HFA) implican la existencia de un gen en
aproximadamente la misma regién del cromosoma 21 que el
gen del PPBA (Pratico, 2008).

3. Los pacientes con trisomia 21, que llegan a los 40 afos
invariablemente presentan lesiones neuropatoldgicas atribuidas
a EA (Sorbi, et. al., 2001).

4. Una mutacién sin sentido de una glutamato por glutamina en el
codon 693 del gen de PPBA puedo ser descubierto en sujetos
con un raro desorden cerebro vascular que se sabe es
hereditario y produce una hemorragia cerebral con amiloidosis
(HCCA), que es caracterizada por depdsitos de BA dentro de los
vasos sanguineos y con algunas placas amiloides en el
parénquima cerebral (McNamara, et. al., 1998).

5. Estudios demuestran que el acumulo de PPBA en el cerebro de
los pacientes con EA favorece el estrés oxidativo ya que en
estudios pos mortem se han encontrado en el tejido dafado
especies de oxigeno y nitrogeno reactivo (Pratico, 2008).
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En analisis subsecuentes del gen del PPBA en una muestra de pacientes con
historia familiar de Alzheimer y sus familias, se descubrieron otros 3 codones
que producen otras mutaciones y fenotipos, como se resume en la tabla 4.

Tabla 4. Mutaciones en el gen PPBA (Fan, et. al., 2008).

CODON MUTACION FENOTIPO
665 GIn —> Asp Presentacion tardia de EA, no segregacion.
670/671 Lys-Met —> Asn-Leu EAF, incremento de la produccion de BA.
673 Ala —>Thr Fenotipo no enfermo.
692 Ala — Gly EAF + hemorragia cerebral; incremento de BA.
693 Glu —Gly Presentacion tardia de EA, no segregacion.
Glu — GIn HCCA.
713 Ala —> Val Esquizofrenia, no segregacion
Ala —> Thr EA, no segregacion
717 Val —> lle EAF, incremento de la isoforma larga de BA
Val —> Phe EAF
Val — Gly EAF

Numerosos estudios hechos en lineas de cultivo celular y muchos analisis de
homogenizados de tejido cerebral sugieren que el PPBA se sintetiza en el
reticulo endopldsmico rugoso, pasa por el aparato de Golgi donde se glicosila y
se empaqueta en vesiculas de transporte, atraviesa el citoplasma y finalmente
se inserta en la membrana celular en donde puede seguir dos vias metabdlicas
que compiten por la misma parte de la proteina. En la via mas comudn una «
secretasa, fracciona a la PPBA en péptidos de BA con residuos entre Lys687 y
Leu688, esto es, entre 16 y 17 residuos que corresponde a el fragmento
amino-terminal largo y soluble y un fragmento carboxi-terminal, de 10 KD
lamado C83, el cual permanece unido a la membrana para posteriormente ser
procesado por y secretasa. El resultado de esta nueva escisién es un péptido
no dafiino con un PM de 3 KD denominado P3, este proceso es conocido como
Via no amiloidogénica (Figura 15) (Fan, et. al., 2008).
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Figura 15. Esquema del proceso del PPBA. El PPBA inmaduro sufre una O- y N- glicosilacién terminal en el
aparato de Golgi, y es transportada a la superficie celular, donde pueda ser dividido en el péptido BA por la
o secretasa (via no amiloidogénica) se libera el extremo soluble N- terminal mientras el extremo C- terminal
es dividido pory secretasa generando asi el fragmento p3, o el PPBA maduro puede ser dividido pos aparato
de Golgi, formando un complejo endosoma - lisosoma en el que los extremos N- y C- terminales del BA son
liberados por la p secretasa y la y secretasa, respectivamente para liberar el A (via amiloidogénica) (Fan, et.
al., 2008).

En la otra via una proteasa denominada B secretasa, corta al PPBA liberando un
fragmento N-terminal soluble de 100 KD y un fragmento carboxi-terminal de
aproximadamente 12 KD llamado C99 que también queda unido a la
membrana y tras ser procesado por y secretasa se produce un aumento en una
serie de péptidos que contienen de 40 a 42 aminoacidos que corresponde al
péptido BA (Fan, et. al., 2008) Al finalizar estas divisiones el BA con 40
residuos es la isoforma predominante producida durante el metabolismo
normal de PPBA; la cual es relativamente soluble. Los péptidos BA terminales
con 42 o 43 residuos, llegan a ser menos solubles por lo que se acumulan en el
cerebro actuando como neurotdéxicos (Ghania, et. al., 2008). Evidencias
substanciales sugieren que estas isoformas pueden tener distintos sitios de
accion en las neuronas en comparacién con el BA40, lo cual puede producir una
acumulacién de lipidos como respuesta (Holmes, et. al., 2008).

La hipétesis del stress oxidativo plantea que la presencia de placas de BA en el
cerebro asi como las placas neurofibrilares colaboran a la patogénesis de la
enfermedad; ya que se sabe que como parte de las reacciones metabdlicas
normales en la célula se generan especies reactivas de oxigeno y nitrégeno las
cuales son quimicamente inestables por lo que presentan una alta reactividad
(Pratico, 2008), debido al acumulacion del PBA en la célula la habilidad
antioxidante de la misma se excede generandose alteracion de la funcién
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celular y se produce dafio neuronal lo cual trae como consecuencia un proceso
inflamatorio que esta relacionado con una variedad de procesos (Ghania, et.
al., 2008), entre ellos la formacion de radicales libres, la obstruccién de la
membrana mitocondrial, alteraciones en la homeostasis del calcio y el estrés
oxidativo que conduce a activar los procesos de apoptosis celular (Holmes, et.
al., 2008).

1.6.2. PRESENILINA-1Y 2.

Estudios genéticos realizados en numerosas familias con casos de Alzheimer de
presentacién temprana muestran un locus en comun en el cromosoma
14924.3, y se le ha asociado con una forma particularmente agresiva de
presentacién temprana de EA (el inicio de la enfermedad se da entre los 30 a
60 afios de edad), y en general el 50% de los casos con EAF presentan
mutaciones en este gen, ya que es un tipo de herencia autosémica dominante.
Este gen codifica para una proteina llamada Presenilina 1 (PS1) (Figura 16)
(Zhu, et. al., 2008).
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Figura 16. Cromosoma 14 con bandas G en el cual se muestra la localizacién del gen de la
presenilina 1 (Zhu, et. al., 2008).

La funcidn del gen PS1 no esta bien dilucidada, pero gracias a estudios /i v
con amplificados de ADNc se cree que muy probablemente es una proteina
integral de la membrana y que cuenta con al menos 7 dominios en la parte
hidrofébica y dos dominios en la parte hidrofilica, localizados en el extremo N-
terminal, 6 dominios en medio de la transmembrana y 7 dominios en la
transmembrana (Figura 17) (Fraser, et. al., 2000).

Poco después del descubrimiento de PS1, se identificé un tercer gen, el cual
mostré homologia con PS1, el nuevo gen fue mapeado en el cromosoma
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1g42.1, se le denomino gen de Presenilina 2 (PS2) y codifica para una proteina
de 448 a.a (Jeffrey, et. al., 2002).

Todas las mutaciones en PS1 ocurren en sitios altamente conservados con PS2,

la mayor parte de éstas mutaciones son puntuales y provocan un cambio en la
estructura primaria de la proteina (Zhu, et. al., 2008).
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Figura 17. La figura muestra la posible estructura de los genes de presenilina. Lineas delgadas, secuencias
que son pobremente conservadas entre los genes de presenilina 1 y presenilina 2; lineas obscuras, dominios
conservados. La regidon sefialada por asteriscos es alternativamente empalmada en algunos tejidos (Fraser,

et. al., 2000).

Estudios realizados en secuencias de ADNc mostraron que al ser captadas por
linfocitos T, tiene la capacidad de suprimir la apoptosis, ademas de que se
encontré que la porcién C-terminal de PS2 es homodloga a la de PS1. Se
plantean tres propuestas sobre la funcion y relacidon de estas proteinas y la EA.

1. Estas proteinas son metabolizadas en el reticulo endoplasmico o
en el aparato de Golgi y son parte estructural de la membrana, lo
cual es muy significativo ya que son los sitios en donde se
metaboliza al PPBA (Jeffrey, et. al., 2002).

2. Tienen una funcidon en la homeostasis intracelular de iones,
particularmente en el metabolismo del calcio, el cual se ve
afectado en pacientes con EA (Zhu, et. al., 2008).

3. Puede cumplir una funciéon en la modulacidn de los mecanismos
de muerte celular (Fan, et. al., 2008).



25

1.6.3. APOLIPOPROTEINA E.

La Apolipoproteina E (APOE) es esencial para el catabolismo de lipoproteinas
ricas en triglicéridos. APOE fue inicialmente reconocida por su importancia en
el metabolismo de lipoproteinas y enfermedades cardiovasculares. Mas
recientemente, fue estudiada por su participacion en diversos procesos
biolégicos directamente relacionados con el transporte de lipoproteinas,
incluyendo la EA, inmunoregulacién y cognicién (Singh, et. al., 2006).

La APOE es una proteina que esta constituida por 299 a.a, y su actividad tiene
que ver con el transporte de lipoproteinas, vitaminas y colesterol dentro del
sistema linfatico y circulatorio. Esta se sintetiza principalmente en el higado,
pero se puede encontrar en otros tejidos como el cerebro, rifiones y bazo. El
sistema nervioso, células no neuronales, la astroglia y microglia son los
productores primarios de APOE, y son las neuronas las que preferentemente
expresan el receptor para APOE. En el organismo humano se pueden encontrar
tres isoformas de APOE y estas son: apoE €2, €3 y ¢4 denominadas asi por sus
diferentes alelos que son: €2, €3 y &4; respectivamente (Figura 18). Estas tres
isoformas difieren Unicamente en un aminoacido: (Hill, et. al., 2007)

polimorfismos E2 E3, E4
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Figura 18. El gen de la apolipoproteina E. (Hill, 2007).

El alelo ¢4 del gen de la APOE es el factor de riesgo mas aceptado para la
presentacién de la EA tardia pero el mecanismo por el cual actia aun no esta
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bien claro (Liu, et. al., 2008). ApoE es el encargado del transporte del
colesterol en el cerebro y es necesario para su homeostasis, debido a esto se
ha establecido que existe una relacidon entre la edad de presentaciéon y el que
se presente el alelo ¢4 (Jicha, et. al., 2008).

Existen varias hipdtesis para explicar el mecanismo por el cual la APOEe&4
colabora con la patogénesis de la enfermedad uno de ellos es el propuesto por
Uwe Beffert y cols.; ellos trabajaron induciendo lesiones en el cerebro de ratas.
El modelo representa (Figura 19) la hipdtesis del mecanismo de reciclaje del
colesterol y los fosfolipidos en el hipocampo después de la induccion de
lesiones en la corteza cerebral. Las lesiones en el entorno de la corteza
cerebral causan degeneracidon de las terminales nerviosas en el hipocampo.
Estas terminales nerviosas degeneradas inicialmente se internan y son
degradadas por los astrositos. El colesterol derivado de la degradacién de las
membranas de las terminales nerviosas (1) es utilizado como FC y se
ensamblan en un complejo constituido por apoE/FC/lipoproteina, (2) o se
convierte en CE para utilizarlo posteriormente. Los complejos (a) pueden ser
exportados al medio extracelular, para atravesar barrera hematoencefélica y
salir a circulacion y/o (b) llegar a células neuronales que requieran lipidos. Los
complejos de APOE son nuevamente captados (3) por la neuronas las cuales
internan estos complejos a través de un receptor para apoE (LDL, LRP, etc.) y
el colesterol liberado (4) es utilizado para la proliferacién dendritica y/o la
remodelacién sindptica. Al incrementarse los niveles de colesterol libre en las
células conduce a una reduccién de la sintesis de la enzima reductasa HMG-
Coa (Uwe, et. al., 1998). Lo que se cree que sucede cuando se presenta el
alelo €4 es que el complejo apoE/FC/lipoproteina es muy fuerte lo cual evita
que se libere el colesterol, debido a esto se acumula dentro de la célula y
favorece la formacién de los complejos patolégicos de la enfermedad (Jicha, et.
al., 2008; Zhou, et. al., 2008).

La relacidn de este gen con la EA estd basada en varias observaciones
importantes:

1. Estudios genéticos realizados en individuos con EA familiar
de presentacion tardia sugieren que existe una asociacién
entre la enfermedad y la regién del cromosoma (Uwe, et.
al., 1998).

2. En estudios de inmunoreaccion se ha encontrado que APOE
forma parte de las placas seniles y placas neurofibrilares,
en pacientes con EA (Jicha, et. al., 2008).

3. En andlisis de fluido cerebro espinal, se ha encontrado una
asociacién entre APOE y el péptido BA (Singh, et. al.,
2006).

4. Diversos estudios revelan que al presentarse el alelo ¢4 se
considera un factor de riesgo para la presentacién
esporadica o tardia de la enfermedad (Devanand, et. al.,
2008).
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5. También se ha observado que pacientes que presentan el
alelo ¢4 responden pobremente a la terapia con colino
miméticos (Horsburgh, et. al., 2000).

6. El alelo €4 y una historia familiar de la EA son ambos
factores de riesgo para la presentaciéon de la enfermedad.
Lo mas interesante es que los nifios que cuentan con estos
dos factores muestran dificultades en el aprendizaje (Bloss,
et. al., 2008).

7. También se relaciona la presencia del alelo y la edad con
los efectos sobre la funcion cognitiva (Liu, et. al., 2008).

Por otro lado al alelo £3, se le asocia como factor de riesgo intermedio; todo
esto debido a que estudios . «»+ demuestran que las isoformas 3 y ¢4, estan

relacionadas con la formacién de una apoproteina que se une mas fuertemente
a las lipoproteinas, impidiendo asi, que sean facilmente liberadas estas
después de ser interiorizadas por la célula, provocando la formacién de placas
neurofibrilares. También se ha observado que el alelo €2 puede proteger contra
la enfermedad aun en edades avanzadas o minimo postergar su presentacion
temprana (Growdon, 2008).

Otro factor que sustenta la relacion de APOE con la EA es el hecho de que el
cerebro es el principal sitio de expresion para el ARNm para APOE en humanos,
la trascripciéon de APOE esta distribuida en varias regiones del cerebro, y puede
ser localizada por hibridacién insitu en los astrositos y microglia. Al realizar la
hibridacion se puede observar que APOE es sintetizada y secretada por células
de la glia, particularmente por los astrositos, pero no por neuronas (Liu, et. al.,
2008). En el sistema nervioso, la importancia de los polimorfismos de ApoE
también se ha relacionado con la funcién de la plasticidad neuronal y con otras
patologias que muestra la EA. Especialmente el alelo ¢4, ya que este tiene un
efecto importante en el desarrollo de la enfermedad, como; la extensién de la
lesidon de la célula neuronal, la actividad colinérgica, la acumulacidon de placas
amiloides en el hipocampo y &reas corticales y la produccién total del B
amiloide y los depdsitos amiloides en el cerebro de los sujetos con EA. Los
portadores del alelo ¢4 muestran una pobre remodelacién sinaptica y un
defecto en la plasticidad de las areas vulnerables del cerebro. Actualmente, el
papel de ApoE en la manutencién de la integridad sinaptica y la plasticidad es
un tema central en la fisiologia del cerebro ya que la pérdida de esta habilidad
se ha encontrado principalmente en sujetos portadores del alelo ¢4. Aunque
cabe sefalar, que el efecto del genotipo de ApoE en la plasticidad sinaptica, no
es Unicamente en la EA; también se da en la enfermedad de Parkinson, en la
esclerosis lateral amiotrdpica, en la demencia boxer, y después de ciertos
traumatismos cerebrales (Ezquerra, et. al., 2008).

En concreto se ha encontrado que en personas con Alzheimer existe un
incremento en los niveles de ARNm de APOE ¢4 comparado con los niveles
presentados en personas sanas. Esta diferencia en la expresion alélica del gen
de APOE en la EA sugiere que en adicidon con el efecto cualitativo de sus



28

polimorfismos, la expresion cuantitativa puede producir un factor de riesgo
genético para la presentacién de la EA (Alachkar, et. al., 2008).

El gen de la APOE se localiza en el cromosoma 19q13.2 y es altamente
polimorfico (Figura 20). Este gen tiene una longitud de 3.7 kb y contiene 4
exones. Esta integrado a un gen familiar que contiene los genes para apo C-I,
C-1" y C-II.
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Figura 20. Cromosoma 19 con bandas G en el cual se muestra la localizacion del gen de APO E y
APO C (Alachkar, et. al., 2008).

De cualquier modo APOE ¢4 no es ni necesario, ni suficiente para el desarrollo
de la demencia, ya que pueden existir otros factores de riesgo genéticos y que
estos solos o en conjunto con APOE &4 pueden provocar el desarrollo de la
enfermedad (McNamara et. al., 1998).

Se ha visto que el estrés oxidativo también contribuye de forma importante en
el desarrollo de la enfermedad y que ademas se relaciona con la acumulacién
de APOE (Ghania et. al., 2008). La apolipoproteina E es una molécula
multifuncional que es activada durante el desarrollo, mantenimiento y dafo del
cerebro. El alelo ¢4 es reconocido como factor de riesgo para la beta
amiloidiosis, pero el mecanismo responsable no esta claro. La asociacion de la
pérdida de memoria y el genotipo APOEe4 puede ser encontrado en
poblaciones de mediana edad y se presenta particularmente en mujeres post
menopausicas. Algunos estudios muestran que el aprendizaje y las deficiencias
en la memora se presentan en mayor proporcidn en la presencia del alelo
(Bour et. al., 2008).
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2. JUSTIFICACION.

La Enfermedad de Alzheimer o Demencia Senil, provoca que el enfermo se
pierda en lugares conocidos, olvide nombres de familiares cercanos, se olvide
de como vestirse, cdmo leer o cdmo abrir una puerta; éstos son algunos de los
sintomas mas comunes. (Florence, et al., 2001). En la actualidad la
enfermedad de Alzheimer es considerada el tipo de demencia mas importante
a nivel mundial, ya que la presentacion de esta enfermedad se ha
incrementado, esto atribuido a diversas causas, como pueden ser: el que la
poblacion pueda alcanzar una mayor longevidad gracias a los avances en los
diferentes campos de la medicina; el estrés y la contaminacién, ademas de la
aparicién de nuevas enfermedades que crean importantes estragos en la salud
fisica y mental, sin olvidar la predisposicién genética que pueda tener cada
individuo a esta enfermedad (Pareja, et. al., 2008; Di Carlo, et. al., 2002). Se
tiene bien documentado que a nivel genético las personas con historia familiar
de Alzheimer llegan a ser mas susceptibles de padecerla, aunque se ha visto
gue es necesario tener un factor detonante (Pratico, 2008).

La enfermedad de Alzheimer es una de los desérdenes neurodegenerativos
mas frecuentes con etiologias heterogéneas incluyendo factores genéticos.
Muchos de los casos familiares de Alzheimer de presentacion temprana pueden
ser explicadas por mutaciones en el gen de la Presinilina 1 (PS-1) y el gen del
precursor de la proteina B amiloide (APP) (Fraser, et. al., 2000). Por otro lado,
la presentacién temprana <65 afios y tardia > 65 anfos de la etiologia
Unicamente puede ser parcialmente explicada por el alelo ¢4 de la
apolipoproteina E (Bloss, et. al., 2008). Existen en general tres diferentes
alelos de este gen en la poblacién que son €2, €3 y ¢4 y la presencia de el alelo
¢4 se relaciona con el incremento del riesgo a padecer la enfermedad, por el
contrario se dice que el alelo €2 confiere proteccién para no presentar la
enfermedad o por lo menos retardar su aparicién. (Liu, et. al., 2008). Es
precisamente en esto en lo que se basa este trabajo ya que se pretende
realizar la genotipificacion del gen de APOE en individuos sanos y con
demencia tipo Alzheimer, para establecer si existe relacién entre los
polimorfismos y la enfermedad en una muestra de la poblacion mexicana ya
que no hay que olvidar que la diversidad genética se relaciona con la
diversidad de la raza.



31

- 4

3. Hipotesis:

La presencia de los alelos €2, €3 y €4 de ApoE en pacientes con
demencia tipo Alzheimer e individuos clinicamente sanos, se cree que
estan asociados con el riesgo para desarrollar la enfermedad de
Alzheimer.

3.1. Objetivo General:

Determinar las frecuencias alélicas del gen de la apolipoproteina E
(Apo E) en muestras de individuos sanos y enfermos con probable
demencia tipo Alzheimer.

3.2. Objetivos Particulares:

1. Obtener el material genético (DNA) de individuos sanos y con
probable demencia tipo Alzheimer mediante la técnica de
extraccion con Fenol / Cloroformo.

2. Amplificar el gen de ApoE del DNA por medio de la técnica de
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

3. Establecer el genotipo de ApoE en ambos grupos de individuos
mediante el empleo de la técnica de Restriccién con la enzima
Hhal o Cfol.

4. Estimar la frecuencia con la que se presentan los alelos ¢2, 3 vy
¢4, y determinar si este Ultimo representa un factor de riesgo para
la aparicion de la enfermedad.

5. Realizar el andlisis estadistico para determinar si existe
significancia en la relacidon de la frecuencia alélica y genotipica con
el riesgo a desarrollar la enfermedad y su relacion con la edad.
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4. METODOLOGIA

POBLACION DE ESTUDIO: La muestra total fue de 92 individuos de los
cuales 43 fueron individuos sin demencia y 49 individuos con probable EA;
incluyendo hombres y mujeres. El parametro de edad en ambos grupos fue
desde 49 afos hasta 92 afos. Todos ellos fueron captados durante un periodo
de 1 afo y medio en consulta externa de neurologia y geriatria del Hospital
Central Militar y Especialidades Médicas. Los criterios de inclusién y exclusion
fueron: historial médico completo incluyendo historia con EA, diagndstico de
salud mental o demencia de cada uno de los integrantes de nuestra muestra
para lo cual fue necesario realizar bateria de pruebas neuropsicoldgicas
incluyendo el Minimental o MMSE vy estudios de gabinete (resonancia
magnética, tomografia axial computarizada), se realizo una quimica sanguinea
completa en la cual se cuantifico el colesterol total, lipidos de alta y baja
densidad y triglicéridos, todo evaluado por un equipo multidisciplinario y dando
seguimiento a cada uno de los casos. Para realizar el estudio de
genotipificacién a los individuos se les tomé una muestra de sangre total,
previa elaboracién de hoja de consentimiento informado.

EXTRACCION DE DNA GENOMICO: Se utilizo un método rapido de
alta calidad para la extraccion de ADN a partir de sangre, el cual se basa en la
obtencién de un extracto de ADN directamente de linfocitos obtenidos de una
muestra de sangre completa, por medio de una desnaturalizacién con una
subsiguiente precipitacion selectiva de ADN, que permite obtener un extracto
de ADN cuantitativo y reproducible (Watson, et. al., 2005; Thomson, et. al.,
2004).

PROCEDIMIENTO:

Extraer la muestra de sangre periférica en tubos vacutainer con anticoagulante
EDTA (7 ml de muestra), posteriormente centrifugar los tubos a 1000 rpm
durante 10 min. Después separar la capa logistica que es la que contiene
mayor cantidad de leucocitos utilizando tubos Eppendof. Etiquetar y almacenar
a -749 C. Posterior mente descongelar las muestras y la proteinasa K (20
ug/ml) a temperatura ambiente, en este lapso de tiempo preparar el baho
maria a 65°C y una vez descongeladas las muestras se toman 200 pl de la
muestra y después adicionar 600 ul de Buffer de extraccion (8% DTAB, 1.5M
NaCl, 100 mM Tris-HCI pH 8.6, 50 mM EDTA), mezclando por 3 min.

Adicionar 15 ul de proteinasa K (20 pug/ml) y agitar suavemente. Incubar por
30 min. a 65°C. En este lapso preparar otros tubos. Después de finalizada la
incubacién adicionar 700 pl de una mezcla de fenol - cloroformo - alcohol
isoamilico (25:24:1 v/v) y mezclar perfectamente por 3 min. Posteriormente
centrifugar por 5 min. a 2500 rpm para posteriormente separar con la ayuda
de una micropipeta la mayor cantidad de fase acuosa cuidadosamente.
Después agregar 500 pul de una solucion de cloroformo isoamilico (V/V), vy
mezclar perfectamente por 3 min.
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Centrifugar por 5 min. a 2500 rpm y preparar huevamente otros tubos para
colocar en ellos la fase acuosa. Adicionar (V/V) 500 ul de etanol absoluto y 20
ul de NaCl 0.2M y mezclar cuidadosamente hasta que se precipite el ADN.
Centrifugar por 5 min. a 10,000 rpm. Decantar cuidadosamente para no
desechar el ADN. Lavar 3 veces con 500 pul de etanol al 70%, con
centrifugaciones de 10,000 rpm por 5 min entre cada lavado. Secar para
eliminar el etanol y resuspender en 100ul de agua estéril, hasta homogenizar
completamente. Conservar la muestra a - 21°C.

Para comprobar que se obtuvo el ADN correr un gel de agarosa al 1% para lo
cual se pesa en un matraz Erlenmeyer 0.2 g de agarosa y disolver en 20 ml de
TBE al 0.5%, agregar 0.5 ul de Bromuro de etidio. Decantar el contenido en
una bandeja para electroforesis, colocar un peine en la parte superior del gel y
esperar a que solidifique. Luego colocar 5 ul de la muestra de ADN en cada
poso y colocar un control positivo (una muestra de ADN vya identificada
previamente), a 90 volts por 40 min.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR): Se fundamenta
en la amplificacion enzimatica .~~~ de un fragmento de ADN y/o RNA imitando
al fenédmeno de replicacion. Requiere el conocimiento de las secuencias que
flanquean la regidn a amplificar. Se producen oligonucleétidos
complementarios de estas secuencias mediante sintesis quimica automatizada
y se utilizan como cebadores en una serie especifica de reacciones catalizadas
por la ADN polimerasa (Mathews, et. al., 2000).

PROCEDIMIENTO: Para la realizacién de la PCR fue necesario preparar una
mezcla de reaccion de la siguiente manera:

Tabla 5. Reactivos con sus respectivas concentraciones y volumenes, para la mezcla de PCR (Silva, et. al.,
2002).

REACTIVO CONC. SOL. CONC. REQUERIDA VOLUMEN EN
STOCK
MgCl2 50 mM 0.75 mM 0.75
Buffer 10 X 1X 2.5
DNTP s 100 mM 200 mM c/u 2.5
DMSO 100% 10% 2.5
PRIMER F 10 uM 1 uM 2.5
PRIMER R 10 uM 1uM 2.5
Taq. POL. 5 U/ul 0.02 U/ul 0.1
ADN 250 ng 4
H20 Ajustar dependiendo del volumen 7.65
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La secuencia de los oligonucledtidos a trabajar fue (Silva, et. al., 2002):
PRIMER F
5 TCC AAG GAG CTG CAG GGG CA 3'(TM de 78)
PRIMER R
5°ACA GAA TTC GCC CCG GCC TGG TAC ACT GCC 3°(TM de 98)
La concentracién de la solucion de ADN que se trabajo fue de 50 ng/ pl
Programa de ciclos para amplificacion del ADN:

1) Desnaturalizacion a 96°C durante 2 min. y 94°C durante 3 min.
2) 45 ciclos con tres temperaturas:
a) 94°C por 30 seg. (Desnaturalizacién).
b) 65°C por 20 seg. (Hibridacién).
c) 72°C por 30 seg. (Extension).
3) Se finalizo la reaccion mediante el paso de extensién a 72°C por 5 min.

Para comprobar si se llevd a cabo la amplificacién, se corrid 5 ul del producto
de PCR en un gel de agarosa al 2.5% (70voltios/ 20 min.). Se obtuvo un
amplicon de 227 pb el cual contenia los sitios polimérficos de ApoE.

Digestion del producto de PCR: Se fundamenta en la realizaciéon de uno o
varios cortes dentro de un segmento especifico de ADN, mediante el uso de
una enzima de restriccion. Las cuales son obtenidas de bacterias que contienen
enzimas del tipo de las endonucleasas de restriccion y las metilasas que
reconocen secuencias especificas en el ADN (Aranega et. al., 2002).

PROCEDIMIENTO: Del producto de PCR se tomd 10ul y se adicionaron 3 ul de
Buffer 1, 16 ul de agua y 12 U (1 pl) de la enzima de restriccién Cfol (el corte
para esta enzima es GCGC) y se incub6 a 37°C toda la noche. Se concentro la
muestra en un volumen final de 10 pl. Se corrié 5 pul de la digestidon en un gel
de agarosa 1000 al 3%. Para lo cual se pesd 0.6 g de agarosa y se disolvid en
20 ml de TBE al 0.5% (80 voltios/40 min). Se corrié junto con un marcador de
peso molecular de 25 pb. Finalmente se identificaron los alelos de la apoE
segun las siguientes tablas:

Tabla 6. Bandas para cada alelo (Silva, et. al., 2002).

ALELOS BANDAS ESPERADAS (pb)
€2 91 81 21 18
€3 91 48 33 21 18 16
€4 72 48 33 21 19 18 16




Tabla 7. Bandas para cada genotipo (Silva, et. al., 2002).

GENOTIPOS BANDAS ESPERADAS (pb)
€2/€2 91 21 18 16
€2/e3 91 48 33 21 18 16
€3/€3 91 48 33 21 18 16
€3/€4 91 48 33 21 18 16
€4/€4 48 33 21 18 16
€4/€2 91 48 33 21 18 16

Estadistica: Una vez identificado cada uno de los genotipos, se procedié
a la realizacion de tablas y graficos para el analisis estadistico (los programas
estadisticos se utilizaron fueron Sigmaplot y Sigmastat) mediante la técnica de
OR y ANOVA. Posteriormente se elaboro el

conclusiones.

analisis de

resultados vy




5. DIAGRAMA DE FLUJO.

Grupo control Grupo problema
43 individuos sanos 49 pacientes con
diagnhostico de la

enfermedad

Obtencidon de muestra de
sangre total.

Extraccion del ADN gendomico
por el método de Fenol -
Cloroformo.

Amplificacion del DNA
mediante PCR.

PCR con la enzima Cfol.

Digestion del producto de “

Genotipificacién del gen en

un gel de agarosa 1000 al
3%.

Construccién de tablas y
graficos para el analisis
estadistico y de resultados.
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6. RESULTADOS.
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3 La siguiente figura muestra los amplificados que se obtuvieron mediante la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

322
303

24 —»
265 —0

34—

Figura 24

PBR Amp. Amp. Amp. Amp. MRxn. PBR

Figura24. Gel de agarosa al 2.5% ,

El carril 1 ¥ 7 contieren m arcador de peso molecular de 322 pb,
los carriles 2, 3, 4 v 5 contienen el producto de reacidn
despugs de concluida la PCR; como se observa el amplificado
(Amp) es de 227 pb. El camril 6 contiene la mezcla de reacin
(MRxn.) la cua se utilizd para verificar gue no exista
contam inacién de ningun tipo,

227pb
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® La siguiente figura muestra genotipos obtenidos despues de realizada la digestién del
producto de PCR conla enzima Cfol

225 pb

125 pb
100 pb

75 pb

50 pb

25 pb

Figura 25

S—0 ¢—¢ 06— —¢ ¢—¢ ¢—
MPM  Amp. £2/3 £3/e3 £4/cd  £3/c4

Figura 25. Gel de agarosa 1000 al 3% . El carril 1 contiene
el Marcador de Peso Molecular de 2Spb{MPM), el carril 2
muestra el amplificado (Amp) de 227pb. Los carriles 3, 4, 5
y 6 contienen los productos de digestion y en base a el
patron de bandeo presente en cada uno de ellos se
establece el genotipo (véase tablas 6 y 7). En la figura 24
se muestran Unicamente los cuatro genotipos encontrados
durante la experim entacidn.

> El patrén de bandeo del carril 3 corresponde a un genotipo E2/E3 por
que contiene las bandas 91,81,48,21,18,16.

> El patrén de bandeo del carril 4 corresponde a un genotipo E3/E3 por
que contiene las bandas 91,48,21,19,18,16.

> El patréon de bandeo del carril 5 corresponde a un genotipo E4/E4 por
que contiene las bandas 72,48,21,19,18,16.

> El patrén de bandeo del carril 6 corresponde a un genotipo E3/E4 por
que contiene las bandas 91,72,48,21,19,18,16.
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Las tablas 8, 9 y 10 muestran la lista de los individuos pertenecientes a cada
grupo.

TABLA 8. Se muestra el grupo de hombres con posible demencia tipo Alzheimer (casos) y el de hombres
control. La tabla contiene la edad de cada uno, asi como el genotipo obtenido para el gen de ApoE. Como se
observa ambos grupos se encuentran relacionados por edades con un intervalo de +/- 3 anos.

SEXO (CASOS) EDAD GENOTIP SEXO ‘ EDAD ‘ GENOTIP ‘
o (CONTROLES) o

Masculino 80 afnos E2/E3 Masculino 78 anos E3/E3
Masculino 49 anos E4/E4

Masculino 55 afios E2/E3 Masculino 57 afios E2/E3
Masculino 65 afios E3/E3 Masculino 66 afios E3/E3
Masculino 49 anos E4/E4

Masculino 70 afos E2/E3 Masculino 67 afos E3/E3
Masculino 72 afios E2/E3 Masculino 69 afios E3/E3
Masculino 77 anos E3/E3 Masculino 74 anos E3/E3
Masculino 73 afos E3/E3 Masculino 72 afios E2/E3
Masculino 66 afios E3/E3 Masculino 66 afios E3/E3
Masculino 71 afios E2/E3 Masculino 70 afios E3/E3
Masculino 70 afnos E3/E3 Masculino 70 afnos E3/E3
Masculino 92 afios E3/E3 Masculino 90 afios E3/E4

TABLA 9. En esta tabla se enlistan a mujeres y hombres con posible demencia tipo Alzheimer (casos) que no
se incluyeron en las tablas 6 y 7 por no contar con el dato de edad, pero que si se trabajaron para la
obtencion del genotipo por lo que se analizaran estadisticamente.

SEXO (CASOS) GENOTIPO HOMBRES (CASOS) \ GENOTIPO
Femenino E3/E4 Masculino E3/E4
Femenino E3/E3 Masculino E2/E3
Femenino E4/E4 Masculino E2/E3
Femenino E2/E3
Femenino E3/E3
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TABLA 10. Se muestra el grupo de mujeres con posible demencia tipo Alzheimer (casos) y el de mujeres
control. La tabla contiene la edad de cada una, asi como el genotipo obtenido para el gen de ApoE. Como se
observa ambos grupos se encuentran relacionados por edades con un intervalo de +/- 3 afios.

SEXO (CASOS) EDAD GENOTIPO SEXO (CONTROLES) EDAD GENOTIPO
Femenino 57 afios E3/E3 Femenino 56 afios E3/E3
Femenino 56 afios E2/E3 Femenino 56 afos E2/E3
Femenino 71 afos E2/E3 Femenino 71 afios E3/E3
Femenino 80 afios E2/E3 Femenino 81 afios E3/E3
Femenino 61 afios E3/E3 Femenino 63 afios E3/E3
Femenino 69 afios E3/E4 Femenino 67 afios E3/E4
Femenino 72 afios E3/E3 Femenino 72 afios E3/E3
Femenino 88 afios E3/E3 Femenino 87 afios E2/E3
Femenino 59 afios E3/E3 Femenino 61 afios E3/E3

Femenino 52 afios E3/E3
Femenino 65 afos E3/E4 Femenino 65 afios E3/E3
Femenino 70 afios E3/E3 Femenino 70 afios E3/E3
Femenino 55 afios E3/E3 Femenino 53 afios E3/E3

Femenino 51 afios E3/E3
Femenino 77 anos E3/E3 Femenino 77 afos E3/E3

Femenino 52 afios E3/E3

Femenino 49 afios E3/E3
Femenino 72 afios E3/E3 Femenino 72 afos E3/E3
Femenino 70 afios E3/E3 Femenino 73 afios E4/E4
Femenino 86 afios E2/E3 Femenino 86 anos E3/E3
Femenino 82 afos E3/E3 Femenino 83 afios E3/E3
Femenino 81 afios E3/E4 Femenino 80 afios E3/E4
Femenino 87 afos E3/E3 Femenino 90 anos E3/E3
Femenino 80 afios E3/E3 Femenino 79 afios E3/E4
Femenino 88 afios E3/E3 Femenino 90 afios E3/E3
Femenino 82 afios E3/E4 Femenino 79 afios E3/E3
Femenino 68 afos E3/E3 Femenino 66 anos E3/E3
Femenino 77 afios E3/E4 Femenino 78 afios E3/E4
Femenino 62 afios E3/E4 Femenino 61 afios E3/E3
Femenino 90 afios E3/E3 Femenino 90 afios E3/E3
Femenino 74 aifos E3/E4 Femenino 74 afos E3/E4
Femenino 76 afos E3/E3 Femenino 76 anos E3/E3
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Tabla 11. Frecuencias genotipicas y alélicas que se encontraron en los individuos sanos e individuos con
demencia tipo Alzheimer. Para el calculo del porcentaje de los genotipos encontrados en cada uno de los
grupos evaluados, se tomo para los casos 49 individuos y para los controles 43 individuos como el 100 %
respectivamente. En el caso de la frecuencia alélica se sumaron los individuos que presentan cada alelo de
forma individual y se calculo el porcentaje es por esto que si se suma el por ciento, este excede al 100%.

GENOTIPO CASOS CONTROLES  ALELO CASOS CONTROLES
£2/€3 12 (24.49%) 4 (9.3%) £2 12 (24.49%) 4 (8.3%)
£3/¢3 25 (51.02%) 32 (74.42%) e3 46 (83.88%) 42 (97.67%)
£3/e4 9 (18.37%) 6 (13.95%) ¢4 12 (24.49%) 7 (16.28%)
e4/ed 3 (6.12%) 1 (2.33%)

TOTAL 49 (100%) 43 (100%)

FRECUENCIAS PARA CADA GENOTIPO DE APOE ENCONTRADO EN
AMBOS GRUPOS.

80%
70%
60%
50%

% 40%
30%
20%
10%
0%

GENOTIPOS
E2/E3 E3/E3 E3/E4 E4/E4
CASO 24.49% 51.02% 18.37% 6.12%
m CONTROL 9.30% 74.42% 13.95% 2.33%

Figura 26. Frecuencia genotipica de ApoE en individuos normales y en el grupo con demencia tipo Alzheimer
(Véase tabla 11).
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FRECUENCIAS ALELICAS DE APOE ENCONTRADO EN AMBOS GRUPOS.

# DE 30
INDIVIDUOS 20

ALELOS
E2 E3 E4
OCASO 12 46 12
ECONTROL 4 42 7

Figura 27. Frecuencia alélica de ApoE en individuos sanos e individuos con probable demencia tipo Alzheimer
(Véase tabla 11).

6.1 ESTADISTICA DESCRIPTIVA.

De manera general se encontré que de los 92 individuos (100%) 49 de
ellos (53.26%) fueron individuos con probable EA de los cuales 16
(32,65%) fueron hombres y 33 (67.35%) mujeres. Por otro lado 43 de los
individuos (56.74%) formaron parte del grupo control (pacientes

clinicamente sanos) de los cuales 11 (25.58%) fueron hombres y 32
(74.42%) mujeres.

El genotipo con mas frecuencia en ambos grupos fue el €3/€3. El alelo €4 se
encuentra en su forma homocigota y heterocigota en ambos grupos pero se

encuentra en mayor porcentaje en los casos (véase tabla 11 y las figuras
26y 27).

6.2. PRUEBA EXACTA DE FISHER.

Ho: La presencia del alelo ¢4 no es factor de riesgo para el desarrollo de la
demencia tipo Alzheimer.
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Tabla 12. Numero de individuos con presencia o ausencia del alelo &4, en
ambos grupos, ya sea de forma homocigota o heterocigota.

PRESENTAN AUSENCIA TOTAL

4 4
CASOS 12 37 49
CONTROLES 7 36 43
TOTAL 19 73 92
(P=1)
SUJETOS 12 7
37 1 0 VALOR
0.5 0.5 VALOR ESPERADO
100 0 % FILA
100 0 % COLUMNA
50 0 % TOTAL
36 0 1 VALOR
0.5 0.5 VALOR ESPERADO
0 100 % FILA
0 100 % COLUMNA
0 50 % TOTAL

La proporcién de las observaciones en las diferentes categorias que define
la tabla de contingencia no es significativamente diferente del suceso
esperado por el azar. Por lo que Ho se acepta.

Nota: El calculo de esta prueba se hizo en el programa SigmaStat 2.03

6.3. CALCULOS DEL "ODDS RATIO” (OR)

Tabla 13. Proporcion entre el genotipo £2/€3
y el genotipo €4/€4.

| '€2/e3 | e4/ea OR=(12X1)/(3X4)=1

[cAso (12 E
| CONTROL |4 1

Tabla 14. Proporcion entre el genotipo £3/€3
y el genotipo €3/¢€4.

OR=(25X6)/(9X32)=0.521
| 'E3/E3 [E3/E4 (25X6)/(9X32)

| CASO |25 9
| CONTROL |32 6
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Tabla 15. Proporcion entre el genotipo €3/¢4
y el genotipo €4/€4.

| |E3/E4 |E4/E4 OR=(9X1)/(3X6)=0.5

[cAsO 9 '3
|CONTROL |6 1

Tabla 16. Proporcion entre mujeres
y hombres.

| "MUJERES [HoMBres || OR=(33X11)/(16X32)=0.71

| CASO 133 16
| CONTROL |32 11
6.4. CALCULO DE LA ANOVA.

Tabla 17. Frecuencias de cada genotipo que se presentan
en los diferentes intervalos de edad, Unicamente en el
grupo de individuos con demencia tipo Alzheimer.

| EDADES | £2/e3 | £3/e3 | €3/e4 | c4/c4
1 45-55 | 1 | 1 | o | 2
' 56-65 | 1 | 4 | 2 | 0
' 66-75 | 4 | 7 | 3 | 0
'76-85 | 2 | 5 | 3 | o
'86-95 | 1 [ 5 [ o [ o

Ho: La frecuencia con la que se presentan cada uno de los genotipos en los
diferentes intervalos de edad es independiente.

Hi: La frecuencia con la que se presentan cada uno de los genotipos en los
diferentes intervalos de edad no es independiente.

GRUPOS | N | VALORES PERDIDOS | MEDIA DESVIACION ERROR
ESTANDAR ESTANDAR DE
LA MEDIA
1 5 0 1.800 1.304 0.583
2 5 0 4.400 2.191 0.980
3 5 0 1.600 1.517 0.678
4 5 0 0.400 0.894 0.400




FUENTE gal SC Varianza F P
ENTRE GRUPOS 3 |42.550 | 14.183 | 5.910 | 0.007

Residual 16 |38.400 | 2.400

Total 19 |80.950
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La diferencia en los valores de la media entre los grupos tratados es mayor al
que debe esperarse, por lo que se da una diferencia estadisticamente
significativa (P= 0.007)

Con un o = 0.05: 0.828

Como p es > a 0.05 se rechaza la Ho, por lo tanto, la frecuencia con la que se
presentan cada uno de los genotipos en los diferentes intervalos de edad no es

independ

iente.

Procedimiento de comparaciones multiples por parejas (Prueba de Tuckey):

COMPARACION DIFERENCIAS DE LAS MEDIAS | P Q P P<0.050
Col 2 vs. Col 4 4.000 4 | 5.774 | 0.004 Si
Col 2 vs. Col 3 2.800 4 | 4.041 | 0.050 No
Col 2 vs. Col 1 2.600 4 | 3.753 | 0.074 *
Col 1 vs. Col 4 1.400 4 |2.021 | 0.501 No
Col 1 vs. Col 3 0.200 4 | 0.289 | 0.997 *
Col 3 vs. Col 4 1.200 4 11.732 | 0.621 *

El * significa que las diferencias entre las medias

no son significativas.
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7. DISCUSION.

Como se observan en las figuras 21, 22 y 23 la extraccion de ADN con el
método de fenol:cloroformo permitié obtener un ADN integro y en buena
cantidad, ya que como se puede apreciar en los geles, las bandas se visualizan
uniformes y sin barridos. Es conveniente que el ADN aparezca en cada carril
del gel como un barrido homogéneo, sin que se observen flecos ni bandas que
puedan indicar la presencia de degradacién (Aranega, et. al., 2002).

La PCR es una técnica capaz de generar “/» «" un gran numero de copias de

un fragmento de ADN original (del orden de 10° copias), lo que la convierte en
una herramienta extraordinariamente Uutil en el ambito de Ila biologia
molecular. Todo esto mediante replicaciones sucesivas de la secuencia de ADN
gue nos interesa. Este proceso requiere el uso de dos cebadores nucleotidicos
o “primers” complementarios de las secuencias situadas en los extremos del
fragmento de ADN que queremos amplificar (Watson, et. al., 2005). La figura
24 muestra un gel que contiene el amplificado de 227 pb correspondiente al
gen de APOE, por lo que las condiciones para la realizacién de la PCR, asi como
los “primers” utilizados son los indicados.

Las endonucleasas de restriccidon tipo II producen ruptura dentro o muy cerca
de la secuencia de reconocimiento, lo que hace que generen fragmentos de un
tamafo definido. Ello las convierte en herramientas imprescindibles en las
técnicas de biologia molecular (Watson, et. al., 2005). Como se observa en la
Figura 25 la digestién hizo posible la genotipificacién de cada una de las
muestras trabajadas. La genotipificacion se elaboro en base al patron de
bandeo obtenido después del uso de las endonucleasas Cfo I, utilizando la
tabla 7.

En la poblacion total se encontré que la frecuencia alélica es de 95.65% para el
alelo €3, 20.65% para el alelo ¢4 y de 17.4% para el alelo 2. El orden de
frecuencia coincide con el que se encontrd para una muestra de 72 individuos
del Hospital Central Militar (Silva, et. al., 2002).

Como se observa en la Tabla 10 el alelo mds comun en el grupo control es
£3(97.67%), ¢4(16.28%) y £€2(8.3%) en sus formas homocigota y heterocigota
y en el grupo con EA el alelo con mayor frecuencia es £3(83.88%) en sus
formas homocigota y heterocigota, y la frecuencia del alelo €2(24.49%) es la
misma que la del £4(24.49%). Las frecuencias alelicas en el grupo control
coinciden con las frecuencias alelica para la poblacién mexicana sana que se
reportan son: £3(90.9)<e4(6.7)<e2(2.4) (Guerrero, 1997). Se encontraron 4
diferentes genotipos para APOE y sus frecuencias fueron: (véase Tabla 11 y
Figura 26)

# En el grupo control: €3/e3 con 74.42%, £3/¢4 con 13.95%, €2/¢3 con
9.3% y ¢4/¢4 con 2.33%.
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# En el grupo con EA: €3/¢3 con 51.02%, €2/¢3 con 24.49%, el €3/¢4 con
18.37% vy el ¢4/¢4 con 6.12%.

Por otro lado, se observa un aumento de frecuencia para ¢4 en sus formas
homocigota y heterocigota en el grupo con DTA respecto al grupo control. Lo
cual concuerda con lo reportado en otros estudios en los que se ha visto un
incremento en la frecuencia del alelo ¢4 en pacientes con EA (la frecuencia del
alelo en EA es aproximadamente de 40%, comparado con el 15% en la
poblacion normal) (Poli, et. al., 2008). También se observa un aumento en la
frecuencia del genotipo €2/¢3 en el grupo con EA.

Para la realizacion del analisis de la relacién entre el alelo ¢4 y la EA se utilizo
la Prueba exacta de Fisher, la cual se puede aplicar para verificar si existe
asociacién estadistica entre dos variables cualitativas nominales (tablas 2x2)
(Martinez, et. al., 2001). No tiene requisitos de aplicacion. Por tanto, al ser un
método mas exacto, es siempre recomendable utilizarlo al comparar
proporciones. Se puede utilizar en vez de la ji cuadrada, cuando uno de los
valores esperados es menor de 5 (Wayne, et. al., 2002) y como se observar en
la Tabla 11 se tienen datos con valores menores a 5.

Esta prueba indica que no existe relacién entre la presencia del alelo ¢4 de la
APOE y la EA dentro de la muestra trabajada (P=1). Este valor es similar a los
reportados para Chinos (Zhou, et. al., 2008) y Colombianos, (Jicha, et. al.,
2008) pero es significativamente diferente a los valores reportados para otras
poblaciones y grupos étnicos en los cuales si se ha encontrado relacion. Esta
observacién enfatiza la importancia de la localizacién geografica y la diversidad
de grupos étnicos (Hill, et. al., 2007). La asociacidén entre ¢4 y EA debe ser
confirmada con numerosos estudios y en diferentes grupos étnicos, ya que
muchos reportan la asociacidon entre ¢4 y EA, debido a que es posible que
existan excepciones, como los negros americanos y los hispanoamericanos
(Liu, et. al., 2008).

Los valores de OR para los diferentes genotipos encontrados indica que:

» En la Tabla 13 el valor de OR es de 1 por lo que el riesgo de presentar
la enfermedad es la misma para ambos genotipos.

» El resultado de OR para la tabla 14 y 15 es de 0.5 por lo que no hay
relacion entre la enfermedad y el genotipo que se presenta.

> Asi mismo se observa en la tabla 16 que el riesgo de presentar EA es
igual para ambos sexos.

El Riesgo Relativo (RR) es la razon del riesgo de desarrollar la enfermedad
entre individuos con el factor de riesgo con respecto al riesgo de desarrollar la
enfermedad entre individuos sin el factor de riesgo. El valor de RR puede ser
cualquiera entre cero e infinito. Un valor de cero indica que no existe
asociacién entre el estado del factor de riesgo y el estado de la variable
dependiente. RR se interpreta como 1 para significar que el riesgo de adquirir
enfermedad es la misma para aquellos individuos con el factor de riesgo y
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aquellos sin el factor de riesgo. Un valor de RR mayor que 1 indica que el
riesgo de adquirir la enfermedad es mayor entre los individuos con el factor de
riesgo que entre los individuos sin el factor de riesgo (Joseph, et. al., 1981).

Existen, bdasicamente, dos tipos de estudios por observacién, estudios
prospectivos y estudios retrospectivos. El estudio prospectivo es un estudio por
observacién donde se seccionan dos muestras aleatorias para los individuos.
Una muestra consiste en individuos que poseen el factor de riesgo, y la otra
muestra consiste en individuos que no poseen el factor de riesgo. El estudio
retrospectivo es el inverso del estudio prospectivo. Se seleccionan muestras a
partir de aquellos que caen dentro de las categorias de variable resultado. El
investigador mira hacia atras (es decir, revisa de manera retrospectiva) en los
individuos y determina cudles tienen (o tuvieron), y cudles no tienen (o no
tuvieron) el factor de riesgo. A partir de estos estudios también es posible
elaborar tablas de contingencia. Pero no se puede utilizar el calculo del riesgo
relativo (Joseph, et. al., 1981).

Actualmente una medida muy utilizada es la que se denomina “odds ratio”
(OR), para la que no hay un término en castellano que sea bien aceptado. El
odds (ventaja) es otra forma de representar un riesgo, mediante el cociente
entre el numero de veces que ocurre el suceso frente a cuantas veces no
ocurre. Esta claro que la interpretacidon del riesgo relativo es mas intuitiva que
la del odds ratio ¢Por qué entonces se usa tanto éste ultimo? Hay varias
razones. En primer lugar puede ser calculado en cualquier tabla 2X2, mientras
que el riesgo relativo no se puede calcular en los estudios caso - control,
debido a que la muestra es fijada por el investigador (Joseph, et. al., 1981).

Por otro lado permite examinar el efecto que otras variables pueden causar en
esa asociacion (como podrian ser por ejemplo la edad, el sexo, etc.). Otra
propiedad del odds ratio es que no varia aunque se cambie el orden de las
categorias en cualquiera de las variables, lo que no ocurre con el riesgo
relativo. Por otro lado , cuando los riesgos (o0 los odds) en ambos grupos son
pequefios (inferiores al 20%) el odds ratio se aproxima bastante al riesgo
relativo pudiendo considerarse como una buena aproximacion de éste. El
calculo del OR a partir de los datos de frecuencia de una tabla 2X2 es muy
sencillo: (Joseph, et. al., 1981)

la [b | OR =(a x d)/ (b x ¢)
e

Para comparar dos medias en mas de dos grupos, se debe utilizar el anélisis de
la varianza de una via, quedando abreviada ANOVA. El ANOVA no compara
varianzas, sino medias y es la prueba indicada cuando se desea comparar mas
de dos medias de una variable cuantitativa. Es importante elaborar una
comparacion después de haber realizado un anadlisis de varianza ya que
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permite observar, de una manera mas clara la relacidn que se da entre las
diferentes variables (Martinez, et. al., 2001).

Por medio del calculo de la ANOVA se analizaron las medias para las diferentes
edades en el grupo de pacientes con EA. Se encontré que la presentacion de la
enfermedad es dependiente de la edad. Como se observa en la comparacion el
genotipo £2/¢3 se presenta con mayor frecuencia en el intervalo de 66 a 75
afos, el genotipo £3/e3 y £3/¢4 tienen una mayor frecuencia a partir de los 56
anos y el genotipo ¢4/¢4 se presenta Unicamente en el intervalo de 45 a 55
anos. Lo cual estd mostrando que aunque el alelo 2 esta presente en el grupo
de individuos con EA, pueda estar ejerciendo un efecto de retardo en la
presentacién de la enfermedad comparandolo con los alelos €3 y €4. Asi mismo
se observa que este Ultimo se estad presentando Unicamente en individuos con
EA jévenes. Los sujetos con EA portadores de uno o dos alelos ¢4, muestran
presentacién temprana de la enfermedad (p<0.001). Estos datos sugieren que
el alelo ¢4 incrementa el riesgo de la EA en diferentes poblaciones (Hill, et. al.,
2007). En una muestra del sur de Italia se reporta que la frecuencia del alelo
¢4 de APOE es muy alta en pacientes con EA temprana y el alelo €2 juega un
papel protector (Uwe, et. al., 1998). En diversos estudios se muestra que el
riesgo de padecer EA se incrementa con la edad y la presentacidon temprana
aumenta con el numero de alelos ¢4 que se porte. En contraste, el alelo €2 de
APOE confiere una relativa proteccién a la presentacién de la EA disminuyendo
el riesgo y retardando la edad de presentacién (Growdon, et. al., 2008). Por
otro lado se ha establecido de forma mas significativa, la interrelacion que
existe entre el nimero de copias de ¢4, y la edad de presentacién de la
enfermedad, ya que la enfermedad se desarrolla a edades mas tempranas en
sujetos con genotipo e€4/¢4 que en sujetos heterocigotos. En sujetos con el
alelo €2, se retrasa la edad de presentaciéon (Bour, et. al., 2008).
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8. CONCLUSIONES.

La frecuencia alélica en el total de la muestra es de 95.65% para el alelo
€3, 20.65% para el alelo ¢4 y de 17.4% para el alelo 2.

Se encontraron 4 diferentes genotipos para APOE en la muestra (£2/¢3,
e3/e3, €3/¢4, y £4/¢4), y la frecuencia que se obtuvo para cada uno de
los grupos fue de 74.42% para €3/e3, 13.95 para £3/¢4, 9.3% para €2/¢3
y 2.33% para ¢4/¢4 en el grupo control. En el grupo con DTA: £3/¢3 con
51.02%, €2/¢3 con 24.49%, el ¢3/¢4 con 18.37% vy el ¢4/¢4 con 6.12%.
No hay relacién entre el alelo ¢4 para APOE y desarrollar la Enfermedad
de Alzheimer (p = 1) como tampoco existe una diferencia entre la
presentacién de la enfermedad y portar los aleos ¢2 (heterocigoto) y ¢4
(homocigoto o heterocigoto) OR = 1. Pero si se observa un incremento
en la presencia del alelo en el grupo con probable EA y el grupo control.
El alelo €2 retarda la aparicion de la enfermedad en comparacién al alelo
3. El alelo ¢4 colabora con la presentacion temprana de la enfermedad.
Por lo que si existe relacidon entre la edad y la EA.

La EA se presenta en mayor frecuencia en mujeres que en hombres.
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