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V. RESUMEN

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es la demencia senil mas frecuente, se caracteriza
clinicamente por la pérdida gradual de la memoria y a nivel histopatoldgico por la presencia de
Placas Neuriticas y Marafias Neurofibrilares (MNF). El Filamento Helicoidal Apareado es la
unidad principal que constituye a las MNF y se encuentra compuesto mayoritariamente por la
Proteina Tau en forma hiperfosforilada y truncada. Tau es una proteina que se asocia a los
microtabulos neuronales y los estabiliza, promoviendo el transporte axonal de vesiculas y
organelos. Cuando la proteina se fosforila, pierde su capacidad de unién al microtubulo y
genera la despolimerizacion de la tubulina. Este fendmeno ocurre normalmente, pero en
condiciones patoldgicas, se altera el balance entre la fosforilacion y desfosforilacion de la
proteina. La principal cinasa involucrada en la fosforilacion de Tau en condiciones fisiol6gicas
y patoldgicas, es GSK3B. Se ha propuesto que ante la agregacion de Tau, se activa una
respuesta de rescate celular mediada por Proteinas de Choque Térmico, HSP70 y HSP9O0.
Estudios recientes de asociacion genética muestran que algunas variantes en los genes de las
proteinas Tau, GSK3p y las HSP-70, podrian representar un factor de riego para desarrollar la
Enfermedad de Alzheimer. Por tal motivo, el objetivo de este estudio fue analizar
polimorfismos de cambio de un solo nucledtido (SNP) en los genes de las proteinas
mencionadas y determinar su posible asociacion con el incremento en la susceptibilidad para
desarrollar EA en la poblacion Mexicana. Para ello se genotipificaron 5 SNP en el gen de Tau,
2 en el gen de la cinasa GSK3p, 1 en el gen de la proteina HSP70-1 y otro en el gen de la
proteina HSP70-5, mediante PCR Tiempo Real, en 50 pacientes con diagnéstico clinico de EA
de tipo esporadico, 50 controles pareados por edad y 50 individuos de la poblacion general
mexicana. Nuestros resultados sugieren que, el alelo A y genotipo AA del polimorfismo
rs334558 localizado en el gen de GSK3p, podrian asociarse con el incremento en el riesgo a
desarrollar la Enfermedad de Alzheimer en nuestra poblacion. Por otra parte, se identificaron 3
genotipos multiloci derivados de las combinaciones de variantes alélicas en los genes de la
proteina Tau, la cinasa GSK3B y las HSPs, que podrian asociarse al incremento en la
susceptibilidad para desarrollar la EA en la poblacion mestiza mexicana. Durante la Ultima
década, se han reportado asociaciones de variantes alélicas que podrian conferir un riesgo para
desarrollar EA; sin embargo no todos los resultados se han replicado. Consideramos que esta
discrepancia se debe a que la mayoria de ellos no consideran la complejidad genética de las

muestras analizadas.
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ABSTRACT

Alzheimer disease (AD) is the most frequent cause of dementia, clinically is characterized by a
progressive loss of memory and histopathologically by the presence of Neuritic Plaques and
Neurofibrillary Tangles (NFT). The unit of NTF is the paired helical filaments which are
formed by Tau protein in an abnormal hyperphosphorylated and truncated form. Tau is a
microtubule-associated protein which under physiological conditions stabilizes neuronal
microtubules, promoting the axonal transport of vesicles and organelles. When the protein is
phosphorylated, loses its microtubule-binding capacity allowing the tubulin depolymerization.
This occurs normally, but in pathological conditions the balance between phosphorylation and
dephosphorylation of protein is altered. The main kinase implicated in physiological and
abnormal Tau phosphorylation is GSK3p. It has been documented that a possible cellular
rescue could be activated by chaperones as HSP-70 and HSP-90. Recent studies of genetic
association indicated that variations in the genes of Tau, GSK3p and HSP70 might be a genetic
risk factor for Alzheimer’s disease. The aim of this study is to analyze polymorphisms of single
nucleotide (SNP) in Tau (5 SNP), GSK-3f3 (2 SNP), HSP70-1 (1 SNP) and HSP70-5 (1 SNP)
genes; and their association with the risk to develop AD in Mexican population. We genotyped
those SNPs using qPCR, in 50 clinically diagnosed patients with AD, 50 paired age controls
and 50 individuals of general Mexican population. The results suggest that A allele and AA
genotype, could be associated with the risk to develop AD in our population. Moreover, we
found 3 multiloci variants of Tau, GSK3p3, HSP70-1 and HSP70-5 genes, that could be
associated with the risk to develop AD in Mexican Mestizo population. During the last decade,
positive associations between Alzheimer’s Disease and hundreds of new candidate genes have
been reported. However, we realized that some results of associations have not been further
replicated. We think that some of these studies have reported false associations, because the

authors haven't considered the genetic complexity of their samples.
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V. INTRODUCCION

5.1 Datos epidemioldgicos las demencias en la poblacién.

La demencia senil y los accidentes cerebrovasculares se estan convirtiendo en el tercer
problema de salud en paises desarrollados, detras de los accidentes cardiovasculares y el
cancer. En el 2001, se estimd que 24.2 millones de personas padecian demencia en todo el
mundo, y 4.6 millones de nuevos casos se desarrollaban anualmente. Dos tercios de toda la
poblacién con demencia estudiada, vivia en paises en vias de desarrollo, se preveé que las
cifras se duplicaran cada 20 afios, siendo el incremento mas brusco en estos paises en

comparacion con los paises de alto desarrollo (Ferri, et. al., 2005).

La Asociacion Internacional de la Enfermedad de Alzheimer (ADI) estimd que existirian
35.6 millones de personas en todo el mundo con demencia en el afio 2010. También se ha
calculado que esta cifra casi se duplique cada 20 afios, hasta los 65.7 millones en 2030, y
los 115.4 millones en 2050. Gran parte de este crecimiento se puede atribuir claramente al
incremento en el nimero de personas con demencia en paises de renta baja y media (ADI,
2009).

En México, existen pocos estudios que sefialen cudl es la prevalencia de las demencias. El
grupo de estudio DSM-IV (Manual Diagnoéstico y Estadistico de los Transtornos Mentales,
1994) perteneciente a la Asociacion Americana de Psiquiatria (APA), obtuvo una
prevalencia de 3.2% en areas urbanas y 2.4% en areas rurales. El grupo 10/66 de la ADI
determind una prevalencia de 1.4% en areas urbanas y 7.3% en areas rurales, sugiriendo
que la prevalencia es alta en paises en vias de desarrollo (Libre, et. al., 2008). Cabe sefialar,
que estos estudios sefialan la prevalencia de las demencias en general, ya que hasta el
momento no existen estudios que sefialen la incidencia de la demencia tipo Alzheimer en

pacientes mexicanos.

-



Del total de enfermos con demencia senil, el 50-70% son casos con Enfermedad de
Alzheimer (EA) (Hofman, et. al., 1991). El impacto que esta enfermedad y otras demencias
ejercen sobre las sociedades; puede considerarse una epidemia que aumenta a la par del
envejecimiento de la poblacion en todo el mundo. ElI poco reconocimiento, el
subdiagnostico y el estigma, son problemas importantes para las personas con demencia y
sus familiares, en paises y comunidades de todos los tamafios y de todos los niveles de
desarrollo (Anzola-Pérez, et. el, 1996).

En México, los datos estadisticos de la EA no parecen reflejar las cifras esperadas para
nuestra distribucion de poblacion ya que, por ejemplo, en 1990 se registraron Unicamente
111 defunciones por EA, de las cuales 56 correspondieron a hombres y 55 a mujeres. Sin
embargo, a través de estimaciones indirectas con modelos epidemioldgicos ha sido posible
estimar la prevalencia en México que podria alcanzar el 5% entre la poblacion de mayores
de 60 afios (Gutiérrez, 2001).

En 1901 el pat6logo psiquiatra alemén Alois Alzheimer (Fig. 1)
atendid en el asilo del Hospital de Frankfurt a la paciente de 51
afios, Auguste D., quien presentaba pérdida de memoria,
desorientacion y alucinaciones. La paciente muere el 8 de abril de
1906 y su cerebro fue donado a
'.. Alzheimer, quién hizo estudios

anatomopatologicos, y descubrid

que, la corteza cerebral era mas

Fig. 1 Alois )
. . estrecha de lo normal (atréfica).
Alzheimer. (Garcia,
et. al., 2009) Alzheimer presentd este caso como

una enfermedad inusual de Ila

corteza cerebral (Alzheimer, 1907). En 1910, su alumno

Fig. 2 Dibujo de marafias

Emil Krapelin designé a esta nueva enfermedad con el . ofibrilares por Alzheimer.

apellido de su maestro (Kraepelin, 1910). En 1911, (Garcia,et. al., 2009)
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Alzheimer describe clinica e histopatolégicamente, el caso del paciente Johann F.
(Alzheimer, 1911) (Fig. 2).

5.2 Caracteristicas de la EA.

La Enfermedad de Alzheimer es la causa mas frecuente de demencia en la poblacion de 50-
60 afios, en ella intervienen factores ambientales y genéticos (Dartigues, 2009). La
demencia se define como el desarrollo de multiples déficits cognitivos que incluyen la
pérdida de la memoria, déficit en la capacidad de producir o comprender lenguaje (afasia),
alteraciones para realizar movimientos coordinados (apraxia) o responder a estimulos
(agnosia); lo cual provoca una discapacidad general que impide que el paciente sea capaz
de realizar las tareas cotidianas (DSM-1V, 1994).

Sus etapas iniciales se caracterizan por la disminucion en la percepcion espacial, asi como
desorientacién en tiempo y espacio (Fig. 3). En las etapas tardias se presenta un aumento en
el tono muscular, desinhibicion emocional notable y el hundimiento de la personalidad
normal del individuo. Otros datos clinicos comunes son la pérdida del control de esfinteres,
disminucion de peso y, finalmente, el paciente termina en estado vegetativo (McKhann G,
et. al., 1984).

)
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Fig. 3 Comparacion de cerebro humano normal con el de EA.
Esta imagen representa un corte frontal del cerebro humano. En la izquierda (A) se representa el

cerebro de un individuo normal y a la derecha (B) de un individuo con Alzheimer. Se observa que
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existe una reduccion global del tejido. Los surcos en el cerebro se ensanchan notoriamente. De igual
manera, los ventriculos que contiene el liquido cefalorraquideo se agrandan. La memoria a corto
plazo se pierde al afectarse las células en el hipocampo (recuadros sefialados con flechas). Cuando
la enfermedad de Alzheimer se extiende a través de la corteza cerebral (capa exterior del cerebro) la
capacidad de juicio se altera ademéas de presentarse dafio en el lenguaje (recuadro sefialado con
cabeza de flecha) (http://www.ahaf.org/alzdis/about/adabout.htm).

Macroscopicamente se observa una atrofia simétrica y consecuente disminucion de la masa
cerebral en areas corticales (Perry, et. al., 1984), con atrofia de todos los I6bulos, aunque
generalmente el méas afectado es el temporal. En la regién subcortical, la amigdala se ve

gravemente afectada (Pearson, et. al., 1985).

En un estudio histoldgico post-mortem del tejido cerebral de pacientes con EA, es posible
observar la presencia de dos lesiones neuropatoldgicas (Fig. 4), que acompafian la pérdida
sinptica y muerte neuronal, que definen a nivel histopatoldgico la EA. Estas son las Placas
Neuriticas (PN) y las Marafias Neurofibrilares (MNF) (Khan & Alkon, 2010).

Fig. 4 Histopatologia de la corteza cerebral de
un caso con EA. Muestra la presencia de PS y
MNF, tipicas lesiones neuropatoldgicas
relacionadas con la EA. (Blennow, et. al.,
2006).
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5.3 Clasificacion de la EA.

De a cuerdo a su etiologia, la EA puede clasificarse en dos grupos, esta clasificacion toma
como criterios la edad de presentacion de los sintomas y la posible relacion con una historia

familiar. Estos grupos son:

-EA de inicio precoz o temprano (5-10%), que se relaciona con una herencia familiar de
tipo autosdmica dominante, comienza antes de los 65 afios de edad y estd asociada con la

presencia de mutaciones en proteinas especificas.

-EA de inicio tardio (90-95%), son casos de tipo esporadico que se presentan después de los
65 afos. Se desconoce la causa, pero se asocian a factores genéticos, ambientales y
nutricionales (Heyman, et. al., 1987; Bird, 2003).

5.4  Diagnéstico Clinico.

Un médico especializado tiene un 80% a 90% de probabilidades de diagnosticar
correctamente la EA. El diagndstico de Alzheimer se realiza, tomando en cuenta los

siguientes criterios:

v" Historia Clinica: en la cual se buscan antecedentes familiares del paciente y sintomas de
demencia. Esto,considerando que hubiesen familiares afectados.

v' Examen Neuropsicolégico: Existen diferentes criterios para establecer el diagnéstico de
la demencia; los mas utilizados son los incluidos en la prueba contenida en el estudio del
grupo DSM-IV de la APA (Reisberg ,2006) y los definidos por el NINCDS-ADRDA
(Dubois, et. al., 2007). Para evaluar las demencias se pueden utilizar gran namero de
pruebas de deteccion entre los que destaca el Mini Mental State Examination (MMSE),
que evaltua la orientacion, el registro de informacién, la atencion y el calculo; el
recuerdo, el lenguaje y la construccion (Dalla Barba, et al., 2008).
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v' Estudios de Imagen:

-Tomografia Computarizada (TC) y Resonancia Magnética (RM): con esta técnica es
posible excluir lesiones estructurales que causen signos clinicos de demencia, como los
tumores y coagulos. La mayoria de los pacientes con EA, presentan una atrofia cerebral con
mayor dilatacion de los surcos y mayor extension de los ventriculos, en comparacion a un

cerebro que también enfrenta el proceso de envejecimiento (Stonnington, et. al., 2010).

-Tomografia Computarizada de Foton Simple (SPECT) y Tomografia de Emision de
Positrones (PET): determinan si existe reduccion de la actividad cerebral y las areas
afectadas (Fig. 5) (1llan, et. al., 2010).

Fig. 5 Estudio de Imagen (SPECT) de paciente
con EA. En éreas azules se observa marcada
disminucion global de la perfusion cortical, de
predominio temporo-parietal bilateral (imagen
axial, sagital [flechas] y coronal posterior); con
relativa preservacion de la corteza sensorio-motora
(imagen coronal anterior). Los nlcleos basales y
estructuras  infratentoriales se aprecian de
perfusion conservada (cerebelo en tono mas
intenso). (Quintana, 2002).
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v" Estudio histopatol6gico post mortem: Sigue considerandose como el Unico diagndstico
definitivo de EA. Se obtiene mediante autopsia el tejido cerebral de zonas hipocampales
y de isocorteza, se realizan tinciones, y determina mediante andlisis por microscopia se
observa la presencia de PN y MNF, confirmando el diagnostico de la enfermedad.

Algunos protocolos de investigacion clinica, detectan en el liquido cefalorraquideo una
disminucion del AB y un incremento de la proteina Tau hiperfosforilada (Blennow &
Hampel, 2003).




El procesamiento de la PPA y formacién de PN.

La PPA es una glicoproteina transmembranal que consta de 770 aa, tiene 3 dominios: N’-
terminal (extracelular), AB (membranal) y C’-terminal intracelular (Zheng & Koo, 2006).
Esta relacionada con procesos de proliferacion y adhesion celular, y fuertemente ligada al
desarrollo y plasticidad neuronal (Spires, et. al., 2007). Su procesamiento se lleva a cabo
por dos vias (Fig. 6):

& No amiloidogénica: La PPA es cortada entre los aa 687 y 688, del dominio AP, por la
enzima a-secretasa. Como resultado de este corte, se libera el extremo extracelular de
la proteina que se denomina aPPAs. Anclado a la membrana, deja el fragmento C83,
que es escindido por el complejo multiproteico de la y-secretasa (Fig. 7), produciendo
el péptido P3, el cual es pequefio y soluble (Allinson, et. al., 2003).

Amilodogeénica: La B-secretasa corta la proteina en los aa 671 y 672, liberando
BPPAs y deja anclado a la membrana el fragmento C99 de la proteina. Este Gltimo es
procesado por el complejo y-secretasa, en los residuos 712, 714 o 715, y asi se pueden
producir 3 péptidos AP, de 40, 42 y 43 aa (De Strooper & Annaert, 2000).

y-Becretasa
R |
c83 (%) = (1) éjm:n
| Mo amiloldagénico |
n-ﬁﬂfeta? sappal) :
APP ;
' sAPPR )
[-Secretasa
{128 )
Amiloldoginico cd ﬂél .
d =
y-Secretasa [ 1 MCD ot
m‘* Placas
Pl

Fig. 6 Vias de procesamiento de la PPA. En la parte superior se observa la via no amiloidogénica de la
PPA procesada por la a-secretasa y el complejo y-secretasa, obteniéndose un péptido soluble conocido
como p3. En la parte inferior se representa la via amiloidogénica de la proteina cuando es cortada por
la B-secretasa y el complejo de la y-secretasa, produciendo fragmentos de BA, que pueden
oligomerizarse y formar las PN (Simon, et. al., 2010).

|



El AB puede depositarse de forma no agregada, localizandose en el cuerpo de las neuronas,
esto se conoce como deposito inmaduro. Cuando unidades del Ap maduran, se agregan
formando oligomeros y fibras de amiloide, que a su vez pueden unirse y formar las PN, que
por su densidad se localizan extracelularmente en prolongaciones nerviosas y su deposito
atrofia las conexiones sinapticas (Sakono, et. al., 2010). El AB4 es la forma mas abundante
del peptido en el cerebro, aunque el AB4, es considerado el més fibrilogénico y abundante
en los nucleos de las PN (Matthias, et. al., 2010).

Micastrin \ —_— Amyloid

plagues Fig. 7 Complejo
Presenilin-1 412 5 2D multiproteico de fa v
Conformado por las
APH-1 _ enzimas Presenilina 1
_ _ _ N \AaAaa Outside neuron  y 2 Nicastrina y la
B B B I""" -‘#?m? proteina APH-1. (De
desaell Hass I G0 Gl Saa il ; SR R e ieiiieieies B Stroop & Woodget,

‘U U U Inside neuron~ 2003).

APP carboxy-terminal
fragment

Las PN son agregados esféricos de 10-100 um de didmetro, los nucleos de oligdmeros de
BA, puede estar rodeado por astrocitos reactivos y ceélulas de la microglia, localizados en la
neocorteza, hipocampo y amigdala (Fig. 8). También se han encontrado filamentos
derivados a partir de la agregacion de la proteina Tau, ApoE, antiquimiotripsina y
glucosaminoglucanos (Butterfield D., 2002). Las PN son lesiones propias de la EA. Sin
embargo, podemos encontrar depdsitos de amiloide en otras patologias, asi como en sujetos

mayores sin demencia (Moran, et. al., 1992).

Fig. 8 Placa Neuritica. En rojo observamos Rojo Tiazina el cual

tifie estructuras B-plegadas, presentes en la placa neuritica.
(Mena, et. al., 2003).




Las PN activan a la microglia, astrocitos y macréfagos; los cuales producen citocinas pro-
inflamatorias como IL-1pB, IL-6, INF-y, TNF-a, que contribuye a la toxicidad del péptido en
la patologia de la EA (Weiner & Frenkel, 2006). Por otro lado y como parte de un
mecanismo de rescate celular ante la sobreproduccion del A, estas células presentadoras de
antigeno, actuan en el aclaramiento del péptido, internalizandolo mediante receptores
membranales, para su degradacion a través de proteasas como Neprilisina y Enzima
convertidora de Endotelina (Morelli et. al., 2005). Durante el curso de la EA, el aclaramiento
del BA es rebasado por su sobreproduccion, por tal motivo, este mecanismo de rescate se

vuelve ineficiente.

Otro aspecto de la toxicidad del péptido en la EA, sucede a nivel mitocondria. Se ha
propuesto que el péptido AP puede ser transportado hacia el interior, a través de los
transportadores de membrana mitocondrial TOM40 y TIM23. Dentro de la mitocondria,
desencadena un aumento en la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) e
interacciona con los complejos mitocondriales (principalmente complejo IV mitocondrial y
ATP sintetasa) de la cadena respiratoria. Esto favorece una disminucién en el potencial de
membrana y en la produccidn de energia y la posterior salida del Citocromo c, con lo cual se
activa la apoptosis. Se sugiere, que ademas de importarse el péptido a la mitocondria, PPA
forma complejos con los transportadores mencionados y puede procesarse en la membrana
mitocondrial, lo que conduciria a una mayor formacién del péptido AB, y favoreceria el

incremento en la disfuncion mitocondrial (Pagani & Eckert, 2011).

Por otro lado, se sabe que el AB tiene la capacidad de interaccionar con componentes de la
membrana plasmatica incrementando asi su permeabilidad; esto trae como consecuencia la
entrada masiva de Ca®" al citosol, el cual, se suma al Ca®* liberado por el reticulo
endoplasmico (por estrés debido a la alta produccion de ROS), promoviendo no solo la
activacion de la via apoptotica, sino también capaz de activar la via amiloidogénica (Barrow
& Small, 2007). El amiloide interacciona con los receptores a Glutamato, NMDA,
promoviendo excitotoxicidad por la entrada de Ca** a la célula (Barrow & Small, 2007).Otro

aspecto importante, es que los péptidos tienen la capacidad de unirse con alta afinidad, a
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receptores nicotinicos de acetilcolina (7nAChR) y de esta manera, pueden contribuir a la

disminucion de la sefalizacion colinérgica y liberacion de acetilcolina en la EA.

Finalmente, también se ha propuesto que esta unidn podria alterar vias de fosforilacion, al
sobreactivar ciertas cinasas; entre ellas GSK3, la cual se sabe fosforila a la proteina Tau,
alterando la estabilidad neuronal y conduciendo a la formacion de la MNF, como otro tipo

de lesion caracteristica de la EA (Wang, et. al., 2002).

5.5.1 Genes implicados en casos de EA de tipo familiar.

Los estudios reportados en la literatura, han demostrado que personas con enfermedad de
Alzheimer de tipo familiar, muestran un patron de herencia autosémica dominante, en la
cual estan implicados tres genes causales: el que codifica para PPA, el de PSEN1 y el de
PSEN2 (Tabla 1). La presencia de mutaciones en estos genes, acelera la evolucién de la
enfermedad, de tal forma que el paciente tiene una esperanza de vida de 30-42 afios de edad
(Rademakers, et. al., 2003).

Tabla 1. Genes invelucrados en la EA Familiar de inicio temprano.
(Séto-Salvia & Clarimon, 2010)

locus Gen Cromosoma Proporcidn Edad de Inicio

(simbolo) (media £ DE)
AD3 PSENT 14g924.3 20-T0% 44 + § anos
A AFFP 21921 10-15% 49 + 7 ahos
AD4 PSENZ 1331942 < 1% 59 + 7 ahos

DE: desviackin estandar.

En la actualidad, se han descrito alrededor de 30 mutaciones en el gen de la PPA en 83
familias principalmente de origen Europeo y Estadounidense, lo que representa el 10% de
estas formas genéticas tempranas de EA. Estas mutaciones se encuentran ubicadas en
regiones criticas para el procesamiento fisiologico la proteina y afectan significativamente

su metabolismo normal (http:// www.molgen.ua.ac.be/ADMutations).
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Las presenilinas son enzimas pertenecientes al complejo macromolecular y-secretasa, que
participa en el procesamiento de la PPA, para la formacion de los fragmentos insolubles de
BA. Mutaciones en el gen PSEN1 y PSEN2 causan un incremento en la actividad del

complejo y-secretasa, aumentandose la produccion del péptido BA (Selkoe, 1999).

Se han identificado en la region codificante del gen de PSEN1, mas de 120 mutaciones
distintas, que pueden cambiar un aminoacido por otro o que afectan al procesamiento del
ARN mensajero. Estas mutaciones son las mas agresivas, debido al inicio precoz de los
sintomas y a la rapida evolucién de la EA (Cruts, et. a., 1998). En el gen de PSEN2 se
reportan 14 mutaciones que afectan el dominio transmembranal de la proteina (Rogaev, et.
el., 1995; Séto-Salvia & Clarimon, 2010).

5.6 Laproteina Tauy su papel en la formacion de MNF.

La morfologia neuronal esta dada por el citoesqueleto; uno de sus componentes esenciales
de esta estructura son los microtabulos (MTSs), que intervienen en la formacion de axones y

dendritas, transporte axonal y regulacion de la muerte celular (Bamburg, et. al., 1986) (Fig.

9). Para llevar a cabo sus actividades dinamicas, de

MAPs

transporte vesicular y de organelos, los MTs se asocian .
/ "‘Qﬁ'
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= Microtubules
desfosforilacion que promueven la estabilidad de los MTs; \ = i

las principales son: MAP1, MAP2 y Tau (Matus, 1998).

La proteina Tau se encuentra mayoritariamente en los

Fig. 9 El microtdbulo neuronal. Los MTs
se encuentran asociados a MAPs.
(http://www.ahaf.org/alzheimers/about/u
nderstanding/brain-nerve-cells.html.)

MTs del axén de la neurona; es altamente soluble y
estable al calor, cuenta con estructura primaria debido a

su alto contenido en prolina y glicina (Cleveland, et. al.,




1977). La molécula se organiza en dos dominios (Fig. 10):

= El extremo amino, contiene al dominio de proyeccion, el cual posee una region acidica,
que se proyecta hacia el espacio extracelular permitiendo su interaccion con filamentos de
actina, filamentos intermedios, neurofilamentos asi como con componentes de la
membrana plasmatica. Cuenta ademéas con una region rica en prolinas, la cual presenta
gran cantidad de residuos susceptibles a ser fosforilados por la accion de diversas cinasas.

En este dominio se da interacciones con otras proteinas o cationes (Brandt, et. al., 1995).

= El extremo carboxilo contiene una region que consta de tres o cuatro dominios repetidos,
a través de los cuales se lleva a cabo la interaccion con los microttbulos (Goode, etl al.,
1997).

N [ A1 [I1]I2]1A4]B| P1 | P2 [RT]R2 | | C | COOH Fig. 10 Estructura de la proteina Tau. Los

T T T T T dorpinio'f repetidos de union al microtubulo,

45 71103 575 305 estar) sefialados como.Fgl, R2, R3, R4. Eg a

R | | través de estos dominios, que la proteina

N ! ' . lleva a cabo su funcién biolégica (Campos-
addica fica en profinas repetidos Pefia & Meraz-Rios, 2006).

Dominio de proyeccion Dominio de union

El gen de Tau se localiza en el cromosoma 1721, ocupando una region de 100 Kb. El
transcrito primario contiene 16 exones. Los exones 4A, 6 y 8 no estan presentes en el
cerebro humano, porque son especificos de proteinas tau periféricas. El exén 4A se ha
encontrado en tejidos periféricos de bovinos, humanos y roedores con un alto grado de
homologia (Lee, et. al., 1988). Los exones 6 y 8 no se han encontrado en el mMRNA de
humanos. Algunos transcritos con el exon 8 se han encontrado en cerebros de bovinos y
monos Rhesus (Lu, et. al., 1994).

La region 5” del exon 1 no se traduce, pero contiene secuencias promotoras para Tau (como
AP2 y SP1). Los exones 1,4,5,7,9,11,12 y 13 son exones constitutivos. El exén 14 se
encuentra en el mMRNA pero no es traducido a proteina. Los exones 2, 3 y 10 son cortados




alternativamente originandose 6 isoformas diferentes (+2,-3,-1,0-), (+2,+3,-1,0-),
(+2,+3,+1,0-), (+2,-3,-1,0+), (+2,+3,-1,0+) (+2,+3,+1,0+) y son especificos del cerebro
humano adulto (Fig. 11). El exdn 3 nunca aparece independiente del exén 2 (Goedert, et al.,
1989. Las variantes de tau difieren por la presencia de 3 o 4 regiones repetidas en el
extremo carboxilo codificadas por los exones 9-12 y por la ausencia o presencia de 1 o 2
insertos (29 o 58 aa) en el extremo amino; los cuales son codificados por los exones 2 y 3.
Debido al corte y empalme se obtienen las 6 isoformas de Tau que varian desde 352-441

residuos de aminoécidos (Avila, et. al., 2004).

Protein Name Length Mr pl
E2E3 E10 (Clone) (AA)  (kDa)

[ ™ H EN | Ghuds) 441 4585 8.24
[ ™ [ o EoLag) 410 4280 6.85
[l [ EIE |{Eﬂ%} 412 4297 8.96

.~ [ [ 1] | taugy) 381 3972 863
[ 1 [CIE] | tovoa) 363 4001 9.46
| [ E | fa23) 352 36.76 939

Fig. 11 Isoformas de la proteina Tau. En cada una se observa el nimero de insertos (E2 y E3) derivados
del exén 2 y 3, al igual que el nimero de dominios repetidos (3R 6 4R) que le correspondié a cada uno
por el corte y empalme de los exones 9-12 (Wang, et. al, 2008).

Las isoformas con 4R, son mas eficientes en unirse al microtabulo en comparacién con las
de 3R; esto se debe a la afinidad que en conjunto suman el primer y segundo dominio
(Goode, et. al., 1997).

Sin embargo y a pesar de ser una proteina muy estable, Tau puede adquirir cambios
conformacionales, que la hacen susceptible de agregacion. Estos cambios
conformacionales, son el resultado de modificaciones postraduccionales como son:

glicosilacion, ubiquitinacion, oxidacion, nitracion, truncacion (Glu391, Ser42l) vy
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fosforilacion. Esta ultima hasta la fecha es la mas estudiada debido a su relacién directa con

la funcion de estabilizacion al MT neuronal (Avila, et. al., 2004).

La fosforilacion de Tau en sitios especificos es el principal mecanismo por el cual, se
regula la funcién normal de la proteina. Existe evidencia en la literatura, que demuestra que
la fosforilacion alterada de Tau, la cual puede generar modificaciones en su
funcionamiento, se traduce en una disminucion de la viabilidad celular. De hecho, en todas
las enfermedades en las cuales la patologia de Tau esta presente, la proteina se encuentra
anormalmente fosforilada. Cabe sefialar que la estabilizacion de los microtdbulos
neuronales por Tau, es muy importante para mantener la morfologia celular y permitir el

transporte de vesiculas y organelos (Alonso, et. al.,1994).

La fosforilacion de Tau, tiene lugar principalmente en la region rica en prolinas y en la
region C-terminal (GSK3p y CDKS5), aunque también existen la fosforilacién en la region
de union a microtubulos (PKA, CaM cinasa Il y PKC) (Correas, et. al., 1992; Morishima &
Kosik, 1996).

Cinasas (Sitios de F.)
PEA 5214 5234 5282 5293 5325 5355 5409
PKC Tz3 5262 S396/404
CaM kinase I S418
GEK3a 546 5199202 5235 S5396/404 5424
cdk2
MAPK Ti81 T212  T231
p110mapk 5262
ATE —
AT10 — SM131
- ATZI0 = — AT180 PHF 1
I | | | | | | | | |
| [ | [ | | | | | |
1 50 100 150 200 250 300 350 400 440 aa
r I |
- Alz-50 — Tau-1 — OK2
oK1 5E2 SM133
Fosfatasas S48 5199/202 5235 5262 5396 S404
[Sitio de Df.) T123 T181 T206 |T231
PP - - - + - + - 7 + +
PP2A + + + + + - - 7 + +
PP1 - - - - + + + ? + -

Fig. 12 Sitios de fosforilacion/defosforilacion de Tau. En la parte superior izquierda, se encuentran las
principales cinasas que act(ian sobre la proteina, a su derecha aparece los sitios de fosforilacion a lo largo
de la proteina. En la parte inferior izq., aparecen algunas fosfatasas que desfosforilan a la proteina en los
sitios indicados. Las rayas color rosa indican los sitios donde los anticuerpos monoclonales reconocen a la
proteina fosforilada (Billingsley & Kincaid, 1997).




Las principales fosfatasas involucradas en el proceso de desfosforilacion de Tau son PP1,
PP2A y PP5. En condiciones patoldgicas se infiere que existe un desbalance en el patron de
fosforilacion/defosforilacion de la proteina Esto genera que la proteina Tau, que
normalmente se encuentra fosforilada en su dominio de proyeccion con aproximadamente 3
moles de fosfato, se hiperfosforile hasta adquirir 10 moles de fosfato (Alonso, et. al. 2009);
provocando un cambio conformacional que la hace susceptible de alcanzar una estructura 3
plegada (Fig. 13).
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Fig. 13 Comparacion de la fosforilacion normal y patolégica de Tau. Del lado izquierdo se relacionan las
funciones de los MTs cuando existe un equilibro en los procesos de fosforilacién/defosforilacion de la proteina
Tau, siendo esencial para el dinamismo del microtubulo. En condiciones patoldgicas se observa que el equilibrio
se rompe, desplazandose hacia la hiperfosforilacion de la proteina Tau, produciendo un cambio conformacional de
la estructura de la proteina a tipo B, que conduce a que la proteina pueda ensamblarse hasta formar los FHAs,
presentes de las MNF, que se acumulan en el soma de la neurona produciendo su muerte (Modificado de Johnson
& Stoothoff, 2004).




El dimero formado al asociarse dos proteinas Tau hiperforforiladas, tiene la capacidad de
secuestrar méas proteinas Tau, formando oligbmeros; la union de varios de estos generan
protomeros y posteriormente, Filamentos Helicoidales Apareados (FHAS) (Fig. 14), que

son las unidades estructurales basicas de las MNF (Meraz-Rios, et. al., 2010).

Las MNF (Fig. 15) son agregados que se forman en la region perinuclear del cuerpo
neuronal, que junto con los fendmenos de toxicidad de los agregados del péptido BA,

conllevan a la pérdida de los circuitos sinapticos neuronales (Selkoe, 2001).

Fig. 14 Filamento Helicoidal Apareado.
Microscopia electrénica de FHAs tratados con
un anticuerpo anti-FHA llamado mAb-42, con et. al., 2003).
pronasa y anticuerpo anti-tau. (Wischik, et. al.,

1988).

Tras la muerte de una neurona, los agregados Tau se liberan al espacio extracelular, donde
activan a la microglia, como lo hacen las PN, y de esta forma se agilizan los procesos

neurodegenerativos (Morales, et. al, 2010).

La agregacion de la proteina Tau, se manifiesta en otras enfermedades neurodegenerativas
conocidas como tauopatias; algunas de ellas son: Paralisis Supranuclear Progresiva,
demencia acompafiada de parkinsonismo y la demencia frontotemporal ligada al
cromosoma 17. Dichas enfermedades pueden originarse por la presencia de mutaciones en

Fig. 15 Marafia neurofibrilar. (Mena,




el gen de la proteina Tau; las cuales no estan presentes en la EA. Otra caracteristica
importante, que diferencia a la EA de las demas enfermedades neurodegenerativas es la
presencia de PN (Bueg, et. al., 2000).

En la EA, las MNF aparecen primero en la region transentorrinal y la capa Il de la corteza
entorrinal; las cuales se localizan en la circunvolucion del parahipocampo, del I6bulo
temporal. Este dafio es critico, puesto que las células neuronales de la capa Il de la corteza
entorrinal son las responsables de la conexion sinaptica de la neocorteza y el hipocampo.
Por lo tanto la constante destruccion de esta region, genera una desconexion completa con
las areas asociativas de la neocorteza, constituyendo asi la pérdida de la memoria y el

aprendizaje, observados conforme avanza la enfermedad.

El nimero de MNF observadas en la histologia post-mortem de casos de Alzheimer,
correlaciona con la severidad y duracion de la demencia (Braak & Braak, 1991), pero no
asi, con la neurotoxicidad. Este supuesto se deriva de estudios realizados en modelos
transgénicos para la proteina Tau en ratones (Oddo, et. al., 2003) y Drosophila (Wittmann,
et. al., 2001); en los cuales, descubrieron que la pérdida de la memoria y la

neurodegeneracion progresiva, se presentaban antes de la aparicién de las MNF.

Por otro lado, también se ha descrito que la agregacion de la proteina Tau, modula la
toxicidad del péptido AB. Lo anterior se derivd de un estudio realizado en un ratdn
knockout para el gen de tau, del cual se obtuvo un cultivo de neuronas hipocampales y se
expusieron al péptido AP. Los resultados demostraron que ante la ausencia de la proteina
Tau no se observo neurotoxicidad inducida por el péptido AB; mientras que cultivos
neuronales si expresaban a la proteina tau, la toxicidad de amiloide ocurria de manera
constante (Rapoport, et. al., 2002; Ittner & Go6tz, 2011).

Esto podria explicarse considerando que la proteina Tau tiene la capacidad de interaccionar
mediante su extremo N-terminal con una tirosin cinasa de membrana plasmatica llamada

Fyn; la cual, fosforila la subunidad 2 de los receptores a NMDA, como consecuencia, estos




se estabilizan por la union con la proteina post-sinaptica PSD95, lo cual facilita la

excitotoxicidad promovida por los agregados de Ap (Haass & Mandelkow, 2010).

Ademaés de las formas hiperfosforiladas de la proteina Tau, los estudios histopatoldgicos
post mortem sobre la presencia de las MNF, han evidenciado la presencia de formas
truncadas en el extremo carboxilo terminal; las mas comunes son Asp421 y Glu391. Estas
se han encontrado s6lo en los cerebros de pacientes con EA y correlacionan con la
progresion de la enfermedad. Actualmente se sabe que la truncacion de Tau, se lleva a cabo
después de su hiperfosforilacion y antes de la formacion de las MNF. Debido a que estas
formas truncadas e hiperfosforiladas se encuentran mayoritariamente en los FHA (Ludovic,
et. al., 2011), se ha propuesto que dichas modificaciones contribuyen a la agregacion de la
proteina (Campos-Pefia, et. al. 2009). También se ha demostrado que la truncacion requiere
de una previa desfosforilacion de Tau en sitios cercanos a los que seran escindidos,
permitiendo asi el acceso de las caspasas 3, 6, 7 y 9, que son las responsables de generar
parte de su truncacion (Mondragdn-Rodriguez, et. al., 2008). Por tal motivo, se ha ligado a
la truncacién como un evento que incrementa la apoptosis neuronal. Un estudio reciente
revelo que al menos la forma truncada de Tau en el Asp 421 junto con el AP contribuyen a

la disfuncion mitocondrial observada en la EA (Quintanilla, et. al., 2011).

5.7  GSK3p, principal cinasa que fosforila a Tau y su relacion con la EA.

El cerebro consume de 18 a 30% de glucosa, por tal motivo el metabolismo de la Glucosa
juega un papel importante en el SNC. La cinasa-3 de la Glucogeno sintasa (GSK3),
fosforila y activa a la Glucdgeno sintasa, ultima enzima en la biosintesis de glucégeno
(fuente de reserva energética). GSK3 tiene dos isoformas, GSK3a y GSK3p; estan
codificadas por el cromosoma 19 y 3 respectivamente, y guardan un 98% de similitud en su
dominio catalitico. En el SNC, estén distribuidas ampliamente, aunque GSK3p se encuentra
principalmente en los axones y es una de las principales cinasas que fosforila a la proteina
Tau, permitiendo su separacion del MT neuronal, alterando la modulacién del transporte

axonal (Muyllaert, et. al., 2008) y conduciéndola a la neurodegeneracion.
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GSK3 puede ser inhibida por factores de crecimiento y por insulina, mediante la activacion
de la via de fosfatidil inositol (PI), y la posterior activacion de la protein cinasa B (PKB o
Akt), que fosforila a GSK3 (Ser 21 para GSK3a y Ser 9 para GSK3p) blogueando la
interaccion de esta cinasa con el grupo fosfato de sus sustratos correspondientes. Los
factores de crecimiento también pueden inhibir a GSK3 mediante la activacion de cinasas
activadas por mitégeno (MAPKS) (Frame & Cohen, 2001) .

A lo largo de los afios, se ha planteado una posible relacion entre la Diabetes Tipo 2
(DMT2) y el desarrollo de EA. A este respecto se sabe que el 80% de pacientes con EA
comparten con pacientes DMT2, una desregulacion en el metabolismo de la glucosa, un
aumento de estrés oxidante, resistencia a la insulina y amiloidogénesis. Como resultado de
la hiperinsulinemia, el receptor de insulina se altera, modificandose la via de PI/Akt,
impidiendo la inactivacion de GSK3a. Esta cinasa, interacciona con la Presenilina-1 del
complejo multiproteico y-secretasa, incrementando la actividad enzimatica del complejo y
por lo tanto favoreciendo la produccion del péptido AB. Por otro lado, la alteracion de la via
PI/Akt en la EA, promueve también un aumento de la actividad de la cinasa GSK3, lo cual
podria favorecer la hiperfosforilacion de la proteina Tau y por consiguiente, la formacion
de MNF (Zhao & Townsend, 2009; Pei, et. al., 2003).

Otra via de sefializacion que regula la actividad de GSK3 es la de Wnt/B-catenina. Se activa
por ligandos Whnt, los cuales se unen a receptores de 7 a-hélices transmembranales
Ilamados Frizzled (Fz) y al receptor de lipoproteinas de baja densidad 5 y 6 (LPR5/6),
quienes reclutan a la fosfoproteina Dishevelled (Dvl) y a la Axina. Esta Ultima es
fosforilada y, no puede asociarse con la proteina supresora de pélipos adenomatosos de
colon (APC) y la cinasa GSK3p; lo cual permite que la -catenina quede libre en el
citoplasma y pueda translocarse al nucleo, donde activard al Factor de transcripcion de
células T (TCF) y al Factor estimulador linfoide (LEF), para promover funciones de
adhesion, proliferacion y migracion celular. En ausencia de ligandos Wnt, se forma el
complejo mencionado y GSK3B fosforila a la [-catenina, promoviendo asi su
ubiquitinacion y degradacion via proteosoma (Frame & Cohen, 2001; Mc Donald, et. al.,
2009).
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El AB puede interactuar con los receptores Fz mediante un residuo rico en cisteinas y ser
antagonista de ligandos Wnt. De esta forma puede inhibir la via de sefializacion Wnt y sus
funciones previamente descritas (Fig. 16). También se cree que el AB, puede promover un

incremento de la actividad de GSK3p y una mayor degradacion de la -catenina.
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Fig. 16 Via Wnt/B-catenina y su inhibicion por AB. En el panel izquierdo se muestra la activacion de la via
canonica de la Wnt/b-catenina, mediante la interaccion de ligandos Wnt con receptores Frizzled y LRP 5/6, lo
cual genera que la B-catenina citoplasmica se transloque al ndcleo para activar la transcripcion de genes, que
favorezcan funciones de adhesion, migracion y diferenciacion celular. El péptido AR, puede interaccionar con
los receptores Fz e inhibir la via Wnt, promoviendo un incremento en la actividad de GSK3, quién fosforila a
la B-catenina, impide su translocacién al nicleo y promueve su degradacion via proteosoma (Modificado de
Inestrosa & Toledo, 2008)

Lo anterior contrasta con estudios post morten, realizados en cerebros de pacientes con EA;
en donde se ha encontrado un incremento en la actividad de GSK3, el aumento de niveles
de B-catenina fosforilada y, una disminucion en los procesos de neurogénesis y plasticidad
neuronal en la zona subgranular del giro dentado en el hipocampo. El incremento de

actividad de la GSK3p, debido a la inhibicion de la via Wnt/B-catenina, desencadenada por




el péptido AP, podria favorecer la hiperfosforilacion de la proteina Tau. (Khan & Berti,
2009; He & Shen, 2009; Magdesian, et. al., 2008; Inestrosa & Toledo, 2008).

En el caso particular de la EA, se ha descrito que existe una sobreactivacion de GSK3p y se
ha sugerido que este evento induce la formacién de las MNF. Estudios post mortem
realizados en cerebros de pacientes, revelan la localizacién de GSK3p en las MNF y en
neuronas piramidales de la zona hipocampal (40-80% de colocalizacion) (Pei, 1997; Pei,
1999). De igual manera, ratones transgénicos que sobreexpresan la cinasa, muestran un
aumento en los niveles de Tau hiperfosforilada, aparicion de agregados fibrilares de la
proteina, asi como cambios en la memoria y el aprendizaje (Hooper, et. al., 2008;
Hernéndez, et. al., 2009; Hernédndez, et. al., 2010).

Otra implicacién de la cinasa en la EA es la modulacion de la via intrinseca de la apoptosis
celular. El péptido AB, promueve la generacion y acumulacion de ROS en la mitocondria,
lo cual puede favorecer la activacion de proteinas proapoptdticas; una de ellas es Bax
(miembro de la familia Bcl-2). Un estudio reveld que GSK3p fosforila a Bax en su residuo
Ser-163; al activarse esa proteina permite la generacién del poro de transicién mitocondrial
y la subsecuente liberacion del citocromo c. Normalmente, este fendmeno se compensa con
la activacion de proteinas antiapoptéticas, pero tomando en cuenta que en la EA, existe una
sobreactivacion de GSK3p, se favorecen los fendmenos apoptéticos. Bajo estas
condiciones, se inhiben factores de transcripcion como es el factor de transcripcion de
choque térmico 1 (HSF1) que modula la respuesta ante el estrés celular (Mines, et. al.,
2011). El uso de inhibidores de la GSK3p en cultivo celulares expuestos al péptido AP,
disminuye la hiperfosforilacion de la proteina Tau y la muerte celular (Takashima, et. al.,
1993; Takashima, et. al., 1998).

Estudios recientes han demostrado que GSK3p, se relaciona con la péerdida de la memoria
y aprendizaje que sufren los pacientes con EA, debido a que se ha descrito que la sobre
activacion y/o sobreexpresion de la cinasa, disminuye la LTP e incrementa la LTD, a través
de la modulacion de receptores NMDA (Peineau, et. al., 2007; Salcedo-Tello, et. al.,

2011). La potenciacion a largo plazo (LTP), es un incremento en la transmision sinéptica y
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respuesta post-sinaptica, derivada de una estimulacion sostenida, de alta frecuencia y en
periodos cortos de tiempo; la eficiencia sindptica es disminuida por la depresion a largo
plazo (LTD). La LTP contribuye a la capacidad de memoria y, se lleva a cabo en areas de

corteza entorrinal e hipocampo.

5.8  Degradacion de la proteina Tau patologica.

Ante la agregacion de la proteina Tau, se activan principalmente dos mecanismos celulares
de degradacion. Estos son la autofagia mediada por lisosomas y el proteosoma via

ubiquitinacion (Wang, et. al., 2009).

Cuando la proteina Tau se hiperfosforila, adquiere un cambio conformacional, que activa
respuestas celulares ante estrés, mediadas por las proteinas de chogue térmico (HSPs). La
funcidn de estas proteinas es reconocer el plegamiento erroneo de la proteina y dirigir su re-
plegamiento y/o degradacion (Sahara, et. al., 2007). Las principales proteinas que se
activan son la HSP70 y HSP90. Estas proteinas forman un complejo para estabilizar a la
proteina blanco en cuestion; tienen un dominio con actividad de ATPasa, mediante el cual
modulan su unién a diferentes proteinas. EI complejo es modulado principalmente por la
proteina Hop (Brehmer, et.al., 2001, Pearl & Prodromouu, 2006).

Para el replegamiento de Tau, se reclutan a fosfatasas como la PP5 y la Prolil isomeresa
Pinl, las cuales acttan sobre sitios de fosforilacion de las cinasas GSK3p y CDKS5 (Gong,
et. al., 2004; Liou, et. al., 2003).

Cuando la proteina se ha desfosforilado, chaperonas regulan la hidr6lisis de ATP para
liberar a la proteina replegada (Pearl, et. al., 2008). Se han realizado estudios en modelos
experimentales donde, el incremento en los niveles de HSP70 y HSP90; vy la inhibicion de
la actividad de ATPasa, promueve la solubilidad de la proteina Tau y su union a los
microttbulos neuronales (Jinwal, et. al., 2010).

-



En caso de que Tau, no recupere su conformacion nativa, existen algunas ubiquitin ligasas
que se unen a las HSPs, reconocen ciertos residuos hiperfosforilados de Tau y adicionan
poliresiduos de ubiquitina. La principal ubiquitin ligasa de Tau, es la Proteina CHIP; la cual
se une al complejo formado por HSP70, HSP40, HSP90 y Hop, que previamente reconoce
a Tau hiperfosforilada. La primera interaccion se da con la HSP70 mediante el dominio de
tetratricopéptido de la chaperona, generando que esta se inactive y se separe del complejo
(Petrucelli, et.al., 2004; Salminen, et. al., 2011). De esta forma, CHIP, puede afiadir a la
proteina los residuos de ubiquitina. Esta modificacion postraduccional, puede dar lugar a la
formacion de nuevos de agregados de Tau, como una forma de reducir la toxicidad que
desencadena la proteina en su forma hiperfosforilada soluble (Wang & Liu, 2008); o bien,
ser reconocida como una sefial de degradacién por el complejo del Proteosoma (Goryunov
& Liem, 2007) (Fig. 17).

El proteosoma 26S, es un sistema de degradacion proteolitica dependiente de ATP. Estéa
conformado por tres subunidades proteicas: dos 19S, que se encargan de reconocer por lo
menos 4 residuos de ubiquitina de la proteina a degradarse y tiene funcién de ATPasa; la
otra subunidad es el core proteolitico 20S, en donde finalmente se degrada la proteina Tau
(David, et. al., 2002; Yen, 2011). Aunque la mayoria de estudios apuntan a que la proteina
Tau ubiquitinada es degradada mediante el complejo del proteosoma completo,
recientemente se realiz6 un estudio in vitro con cultivos celulares donde se demostro que la
degradacion de Tau, podria darse de forma independiente de ATP y ubiquitinacion, con

solo poseer el core 20S del proteosoma (Grune, et. al., 2010).

En la EA, se ha visto que la actividad de las HSP, CHIP, y la degradacion por proteosoma
no son eficientes. Estas respuestas son inhibidas por la presencia de oligomeros del péptido
AP y por formas fibrilares de Tau, las cuales incrementan proporcionalmente con el tiempo
de evolucién de los pacientes (Salminen, et. al., 2011). A este respecto, actualmente se ha
estudiado la via de sefializacion de Akt, ya que se piensa que modula la actividad del
complejo CHIP/HSP90. Por otro lado, en la enfermedad esta via esta alterada, de tal forma
que inhibe el complejo mencionado y por el contrario induce una mayor fosforilacion de

Tau mediante la activacion de GSK3p (Dickey, et. al., 2008).
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Fig. 17 Hipotesis de degradacion de la proteina Tau patoldgica. Como resultado de un desbalance entre los
patrones de fosforilacion/desfosforilacion de la proteina Tau, se hiperfosforila y sufre un cambio
conformacional proagregatorio. Se ha propuesto que esta forma es toxica y que activa la respuesta ante
estrés mediada por un complejo de proteinas de choque térmico HSP70, HSP40, HSP90 y la cochaperona
Hop, quienes llevan a cabo la estabilizacion de la proteina y tratan de regresarla a su estado nativo. Para
ello se apoyan de fosfatasas como PP5 y Pin 1. En caso de que esta respuesta no sea exitosa, la proteina
CHIP, se une al complejo de chaperonas, desplaza a la HSP70 y adiciona poliresiduos de ubiquitina a Tau,
formandose agregados, que podrian ser menos toxicos, que la proteina en estado de hiperfosforilacion;
también puede ser una sefial reconocida por el proteosoma para la degradacion de la proteina (Modificado
de Goryunov & Liem, 2007).




5.9 Estudios de asociacion genética relacionados con la EA de tipo
esporadico.

Previamente se menciond que la mayoria de los casos con EA, corresponden al tipo
esporédico, cuyo origen es multifactorial (Kamboh, 2004). Tomando en cuenta que la EA
de tipo familiar esta determinada genéticamente, se ha tratado de identificar, cuél es la

carga genética que pudiera contribuir al desarrollo de la enfermedad de tipo esporadico.

Para tal efecto, se han utilizado como herramienta estudios de asociacion genética, los
cuales determinan la posible relacion estadistica entre variables genéticas poblacionales y
fenotipos determinados. Algunos toman en cuenta otros factores (ambientales y
nutricionales) que pudieran contribuir al riesgo de desarrollar cierta enfermedad (Sevilla,
2007).

Las variables genéticas mas comunes gque se analizan en los estudios de asociacién, son del
tipo polimorficas, las cuales representan el 1% del genoma humano (aproximadamente 12
millones de pares de bases); estimandose que existe un cambio por cada 1000-3000 pb.
Tales variantes, se pueden agrupar en tres grandes grupos: polimorfismos por deleciones e
inserciones de fragmentos cortos, polimorfismos de variacién en el nimero de copias y
polimorfismos de cambio de un solo nucleétido (SNP). Este Gltimo grupo, es uno de los

mas recurrentes en los estudios de asociacion (Iniesta, et. al., 2005; Attia, et. al., 2009).

Un SNP, es el cambio de una base en la secuencia de ADN, presente en mas del 1% de la
poblacién (Vignal, et. al, 2002). Los SNPs no contienen la fuerza necesaria para la
induccién de una enfermedad, pero si producen un incremento del riesgo a los individuos
portadores cuando se compara con la poblacién no portadora, por lo cual podrian ser usados
como marcadores de susceptibilidad para el desarrollo de la enfermedad (St. George, et. al.,
1990). Se ha reportado que las variantes alélicas, pueden dar lugar a la modificacion de los
niveles de expresion de los genes o a variaciones funcionales de las proteinas (Hoenicka,
2006).
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Para que un estudio de asociacion genética de SNPs, aporte informacion que pudiera ligarse
al desarrollo de una enfermedad, se recurre frecuentemente a un andlisis de casos y
controles. Para ello, se identifica un grupo de casos diagnosticados clinicamente con la
enfermedad y otro de individuos no afectados en la misma poblacion; a los cuales se
determinan la frecuencia de distribucion de las variantes genéticas que presentan para
determinado polimorfismo. Con estos datos, se obtiene como minimo la siguiente
informacion, que permite una comparacion estadistica entre casos y controles (Cordell &
Clayton, 2005; Bird, et. al.; 2001):
= Frecuencias alélicas: Proporcion con la cual aparece un alelo (forma alternativa de
un gen), en un determinado locus génico, en una poblacion dada.
= Frecuencias genotipicas: Proporcion de las posibles combinaciones de alelos de un
locus génico. En el caso de los SNP, se pueden obtener tres resultados; homocigoto
para un alelo, heterocigoto y homocigoto para el otro alelo.
= Frecuencias Haplotipicas y/o combinaciones multiloci: Proporcion de una
combinacion de multiples alelos que se encuentren (haplotipos) o no en un mismo

gen (combinacion multiloci).

Ademaés debera evaluarse el Equilibrio de Hardy-Weingberg (EQHW) y el Desequilibrio de
Ligamiento (LD).

El EQHW, es una forma de evaluar las caracteristicas genotipicas de la poblacion y detectar
errores en la genotipificacion. Debido a que realiza un analisis de las frecuencias
genotipicas obtenidas en el estudio y las compara con las esperadas para el EQHW. Este
equilibrio considera que las frecuencias alélicas y genotipicas se mantienen constantes de
generacion en generacion siempre y cuando: no exista traslape de generaciones, los
apareamientos se den al azar (panmixia), la poblacion sea infinita, no aparezcan

mutaciones, no existan migraciones ni seleccion natural (Attia, et. al, 2009).

El analisis LD es un recurso para identificar genes con una posible asociacion causal con el
fenotipo de interés. Evalla si ciertos loci (posiciones en un cromosoma) no son heredados

de manera independiente durante un evento meiotico, si no que pasan a la progenie en




bloques. Lo cual podria ligarse al riesgo y/o susceptibilidad para el desarrollo de
enfermedades complejas (Lunetta, 2008; Slatkin, 2008).

Si en la comparacion estadistica de las frecuencias alélicas entre los casos y los controles,
se encontrara un alelo de posible susceptibilidad, se debe de tomar en cuenta 3
posibilidades, que (Wyszynsk, 1998; Cardon & Bell, 2001):

e El alelo este realmente relacionado con el fenotipo de la enfermedad.

e El alelo no sea responsable del fenotipo, pero se encuentre en desequilibrio de
ligamiento con el alelo de otro SNP que si lo genere. Por lo que puede actuar como
marcador de susceptibilidad para el desarrollo de la Enfermedad.

e La variante encontrada sea propia de un grupo derivado de una mezcla poblacional
0 estrato genético de la poblacion analizada. Por lo cual, es necesario realizar un
estudio de subestructuracion poblacional, identificar las variantes propias de cada

grupo y descartar asociaciones falsas.

Una caracteristica importante para la validez de los estudios de asociacion genética es la
replicacion de los resultados. Lo cual consiste en el hecho que, las variantes encontradas
como asociadas a una enfermedad en determinada poblacion, deberan ser las mismas
cuando se aumente el nimero de casos y controles. De lo contrario, es necesario considerar

las posibilidades que se explicaron anteriormente (loannidis, et. al, 2001).

El primer estudio de asociacion genética en casos y controles, valido para la EA de tipo
esporadico, se realizd mediante la determinacion de los alelos del gen de la Apolipoproteina
E. Dicha proteina esta implicada en la movilizacion y redistribucion del colesterol durante
el crecimiento neuronal y después de alguna lesion (Mahley, 1988). También participa en
procesos como la regeneracion nerviosa, inmunoregulacion y en la activaciéon de algunas
enzimas lipoliticas (Mahley, et al., 2000). La determinacion de sus alelos, ha revelado que
el alelo €4, es un factor que confiere susceptibilidad genética para desarrollar la EA. Se ha
reportado que el riesgo de padecer la enfermedad de tipo esporadico, aumenta de un 20 a
90% vy la media de edad de inicio de la EA disminuye de 84 a 68 afos cuando hay dos

alelos &4 (Corder, et al., 1993; Romas et. al., 2002). Estudios realizados in vitro, han
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concluido que, la isoforma €4 de ApoE, se une al péptido AB con mayor rapidez, lo cual
podria contribuir a la formacidén PN (Strittmatter, et al., 1993). Sin embargo, la asociacion
genética de €4, no se ha replicado en diversas poblaciones incluyendo a la mexicana, donde
la frecuencia reportada para dicho alelo en nuestra poblacion es muy baja (Villalpando-
Berumen, et. al., 2008).

Se han realizado otros estudios de asociacion genética de SNP entre casos y controles, los
cuales se enfocan en genes de proteinas que tienen una relacion directa e indirecta en la
fisiopatologia de la enfermedad. Tal es el caso de la proteina Tau, cuya importancia fue

recalcada anteriormente.

Con base a lo anterior, existen en la literatura diversos estudios que tratan de relacionar la
presencia de una variante polimorfica con el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer. En
este sentido, en el afio 2005 Myers y colaboradores, realizaron un estudio sobre la relacién
que existe entre la presencia de ciertos SNP (Myers, et. al., 2005) localizados en el gen de
Tau, con el desarrollo de la EA en una poblacion estadounidense y del reino unido. Los
resultados obtenidos del analisis de locus simple, permitieron determinar que el alelo G en
el polimorfismo rs242557 (region 5° del exon 1), el alelo C en el polimorfismo rs2471738
(intron 9) y el alelo G en el polimorfismo rs3785885 (Intron 3), representaban un factor de

riesgo para el desarrollo de esta patologia.

De la misma manera, el gen de la cinasa GSK3p, localizado en el cromosoma 3g13.3. Ha
sido estudiado, debido a su papel fundamental en el proceso de fosforilacion “anormal” de
la proteina Tau. Un estudio de asociacion genética de casos y controles, realizado en una
cohorte de pacientes del Reino Unido y otra Australiana, revel6 que la presencia del alelo T
en los SNP, rs334558 y rs6438552, presentes en el gen de GSK3p, podrian conferir
susceptibilidad genética para el desarrollo de la EA (Kwok, et. al., 2008). También
observaron que esto concordaba con un estudio previo realizado en poblacion Espafiola
(Mateo, et. al., 2006). En el estudio de las cohortes mencionadas, se realizaron ademas la

determinacion del haplotipo H1 estudiado por Myers, observandose que en poblacion
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caucasica del Reino Unido, la presencia de este haplotipo y alelos T de polimorfismos en

GSK3p, incrementaban el riesgo a desarrollar EA (Kwok, et. al., 2008).

El gen de la proteina HSP70 isoforma 1, se encuentra en la region con el Complejo Mayor
de Histocompatibilidad Il1, en un cluster con dos genes que codifican para las isoformas de
las HSP en el cromosoma 6; existe un estudio de asociacion genética de casos y controles,
en poblacion sajona en el que no encuentran relacion de variantes de este polimorfismo y el
riesgo de desarrollar EA (Lehmann, et. al., 2001). Sin embargo, al ser el Unico estudio
reportado y debido a la importancia de dicha proteina en la degradacion de Tau, es

importante realizar nuevos estudios de asociacion.

Otra proteina de choque térmico con una funcion protectora en la EA, es la proteina HSP70
isoforma 5. Se activa por estrés del reticulo endoplasmico y en plegamiento erroneo de
proteinas; por lo que tiene la capacidad de unirse a la PPA-B y disminuir la produccion del
péptido AB (Yang, et. al., 1998). En el 2008, se realizé un estudio de asociacion genética de
casos y controles, en poblacién Taiwanesa de tres SNPs (rs391957, rs17840761 y
rs3216733) en busca de una posible relacién con la EA, descubriéndose que en dicha
poblacion, la presencia del alelo G en el rs391957 y una deleciéon en el rs3216733,

promovian cierta susceptibilidad a desarrollar la enfermedad (Hsu, et. al, 2008).
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VI. JUSTIFICACION

En México, no se tienen datos epidemioldgicos oficiales que reflejen la incidencia de la
Enfermedad de Alzheimer en nuestra poblacién. Sin embargo, debido a que la prevalencia e
impacto econdmico-social a nivel mundial, de esta patologia es muy elevada, es necesario
implementar estudios que identifiquen marcadores moleculares tempranos de la
Enfermedad. Todo esto con la finalidad de proponer medidas preventivas y brindar un

mejor manejo a los pacientes y familiares.

En este sentido, los estudios de asociacion genética de casos y controles, han evidenciado la
existencia de variantes polimorficas en genes de proteinas, que podrian interpretarse como
factores de susceptibilidad genética que contribuye al desarrollo de la Enfermedad de
Alzheimer de tipo esporadico. Estos resultados no se replican en todas las poblaciones, lo
cual hace pensar la importancia de factores geograficos y ambientales en la expresion
fenotipica de la enfermedad. Por tal efecto y para validar los datos obtenidos, es necesario
que los estudios de asociacion genética se realicen en cada poblacion, tomando en cuenta su

mezcla genética.

Como parte de estos esfuerzos, en el laboratorio se han realizado estudios de asociacion
genética entre casos y controles, que incluyen la identificacion de polimorfismos de cambio
de un solo nucleotido (SNP) en los genes de proteinas involucradas en el procesamiento de
la Proteina Precursora del Péptido Amiloide. Como ya se ha descrito, la formacion de
Placas Neuriticas, es uno de los marcadores histopatoldgicos que caracterizan a la EA.
Hasta el momento, el andlisis ha revelado la presencia de variantes alélicas que pudieran ser
posibles marcadores de susceptibilidad genética, para el desarrollo de la Enfermedad de

Alzheimer de tipo esporadico en nuestra poblacion.

Por otro lado, si bien la presencia de PN es un factor que define la EA, la presencia de
Marafias Neurofibrilares, es sin duda el rasgo caracteristico que correlaciona con el grado

de demencia de los pacientes. Como sabemos, las MNF estan formadas por agregados




fibrilares de la proteina Tau, en estado hiperfosforilado y la existencia de alteraciones en el
procesamiento de la proteina, como la fosforilacion y degradacion, pueden ser el factor
desencadenante de la patologia.

En la actualidad se han descritos en la literatura, estudios de asociacidn genética en casos y
controles que pretenden identificar si la presencia de ciertos SNP localizados en el gen de la
proteina Tau, GSK3B y Proteinas de Choque Térmico; pudieran estar asociados con el
desarrollo de la EA de tipo esporadico. Los resultados obtenidos demuestran que, se ha
relacionado la presencia de SNP en los genes de la proteina Tau y GSK3p con el desarrollo

de la enfermedad en poblaciones Europeas.

Con base en esto y considerando los resultados obtenidos por nuestro grupo de
investigacion, resulta de gran importancia realizar un estudio de asociacion genética, con la
finalidad de identificar si la presencia de ciertos SNP localizados en los genes de las
proteinas mencionadas, estan relacionados con el desarrollo de la EA. Los resultados
obtenidos contribuiran a determinar un posible perfil genémico en pacientes con

Enfermedad de Alzheimer en nuestra poblacion.

VIlI. OBJETIVOS

+ General

Realizar un estudio de asociacion genética entre casos y controles, evaluando alelos de
riesgo en polimorfismos de cambio de un solo nucle6tido en los genes de la proteina Tau,
asi como en los genes de la cinasa GSK3p, la HSP70-1 y la HSP70-5; mediante
discriminacion alélica en un grupo de pacientes mexicanos con Enfermedad de Alzheimer

de tipo esporéadico.
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+ Particulares

-Determinar las frecuencias alélicas, genotipicas, haplotipicas y de genotipos multiloci, de
los polimorfismos estudiados, en un grupo de 50 pacientes de Enfermedad de Alzheimer de

Tipo Esporadico y otro de 50 controles pareados por edad.

-ldentificar los factores de riesgo genético que pudieran contribuir al desarrollo del fenotipo
de la Enfermedad de Alzheimer de tipo esporédico en la muestra estudiada.

-Realizar una comparacion de nuestros resultados de frecuencias alélicas y genotipicas, con

los obtenidos en estudios realizados en otras poblaciones.

-Evaluar el Equilibrio de Hardy-Weinberg, como una medida comparativa de variabilidad

genética entre los grupos estudiados.

-Analizar los patrones de ligamiento de los loci estudiados, en casos y controles, en
busqueda de un patron de Desequilibrio de Ligamiento que pudiera estar ligado a la

Enfermedad de Alzheimer en la poblacion mexicana.

-Determinar la estructura genética de los grupos estudiados, a nivel individual vy
poblacional, mediante métodos de estadistica Bayesiana; para evitar omitir posibles falsos

positivos debidos a la estratificacion genética de nuestra poblacion.

VIIl. HIPOTESIS

“La combinacion especifica de variantes alélicas en los genes de la proteina Tau, GSK3p,
HSP70-1 y HSP70-5; favorecera el desarrollo de la Enfermedad de Alzheimer en la

poblacion mexicana”.
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IX. MATERIALES Y METODOS

9.1 Universo de trabajo.

Para llevar a cabo el estudio de asociacion genética de casos y controles, se analizaron 50
pacientes con Enfermedad de Alzheimer de tipo Esporadico, 50 controles. También se
contempld un grupo de 50 individuos de la poblacion general, con la finalidad de tomar

en cuenta la estratificacion genética de la poblacion mexicana.

» En el caso de los pacientes, se tomaron como criterios de:

M Inclusion:
-Clinicamente diagnosticados con la EA de tipo esporadico, mediante evaluaciones

neuropsicoldgicas, historia clinica y estudios de imagen. Los pacientes fueron reclutados en
el Hospital Central Militar, Hospital General de México, Instituto de Geriatria e Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia “MVS” (INNN).

-Mayores de 60 afios.
-Firma del consentimiento informado del protocolo registrado en el INNN (Ver Anexo I).

-Contar con al menos 3 generaciones de ancestros mexicanos.

Exclusion:
-Pacientes con antecedentes familiares de enfermos con Alzheimer o que no cumplieran

con los criterios de inclusion.

» Para el grupo control, se tomaron como criterios de:

M Inclusion:
-Catalogados clinicamente como sanos.

-Mayores de 60 afios. Los controles se parearon con los pacientes de acuerdo con su edad.
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-Firma del consentimiento informado del protocolo registrado en el INNN.

-Contar con al menos 3 generaciones de ancestros mexicanos.

Exclusion:
-Individuos con caracteristicas clinicas de alguna demencia senil, con antecedentes

familiares de enfermos con Alzheimer u otra demencia y/o que no cumplieran con los

criterios de inclusién.

Por dltimo, para los individuos pertenecientes a la poblacion general. Los criterios

exigidos fueron:

M Inclusién:
-Menores de 60 afios, sin importar sus antecedentes clinicos, excepto cuando se traten de

enfermedades neurodegenerativas.
-Firma del consentimiento informado del protocolo registrado en el INNN.

-Contar con al menos 3 generaciones de ancestros mexicanos.

Exclusion:
-Individuos con caracteristicas clinicas de alguna demencia, con antecedentes familiares

directos de Enfermedad de Alzheimer u otra demencia y/o que no cumplieran con los

criterios de inclusion.

A continuacidn se presenta una tabla con rango de edades y sexo promedio presentado por
cada uno de los 3 grupos de estudio incluidos en este proyecto para cada uno de los 3

grupos de estudio (Ver detalles, en los Anexo I, 11y V)




Tabla 2. Datos generales de edad promedio y sexo, presentados en los

grupos de estudio incluidos en este proyecto.

EDAD SEXO
Rango Promedio F M
PACIENTES ALZHEIMER 61-100 81 27 23
CONTROLES 61-100 81 29 21
POBLACION GENERAL 14-53 32 35 15

9.2 Obtencién de muestra sanguinea.
De cada individuo incluido en el estudio, se obtuvo una muestra de sangre periférica
completa en un tubo de 5 ml con EDTA. La sangre se extrajo mediante una venopuncion en

las venas cubital, basilica o cefalica, utilizando el sistema Vacutainer.

9.3 Extraccion de ADN.
Se ocuparon 2 ml de sangre completa de cada individuo, para realizar la extraccion y
purificacion de ADN gendmico, mediante el Kit comercial QlAamp DNA Blood Midi
Kit® de QIAGEN (No. de catalogo 51185); de acuerdo a las especificaciones del proveedor
(detalles ver Anexo V).

9.4 Cuantificacion y Verificacion de integridad de ADN.
Al finalizar la extraccion del ADN, se llevo a cabo la cuantificacion de 1 ul de cada
muestra, utilizando el espectrofotometro de UV/Vis para microvolimenes modelo ASP-
3700® de la compafiia ACTGene, el cual analiza la relaciéon de absorbancia Azeo/Asso. El
ADN cuantificado, fue diluido en alicuotas de 10 ng/ul y se guardaron en congelacion (-

20°C) hasta su uso.

La integridad del ADN, se verifico mediante una electroforesis en gel de Agarosa al 0.8 %.
(Grado Biologia Molecular, de la marca IBI®) Para la visualizacién de los &cidos

nucleicos, se afiadio a la Agarosa, 1 ul de Bromuro de Etidio. El corrimiento electroforético

.



se llevo a cabo a 100V, durante 15 min, en la camara horizontal Mini Run GE-100® de la
compafiia BIOER. La visualizacion del resultado se llevo a cabo en un trans-iluminador con
luz UV, acoplado a un sistema de Fotodocumentacion MiniBIS-Pro® de DNR Bio-Imaging

Systems.

9.5 Seleccion de SNP y disefio de sondas TagMan.
Se realizd una seleccion de 9 polimorfismos de un solo nucleétido (SNP), presentes en el
gen de la proteina Tau (MAPT), GSK3pB y HSP, con la finalidad de conjuntar aspectos
relacionados con la fosforilacion y degradacion de la proteina Tau. Los distintos SNPs, se
obtuvieron de base de datos del Alzforum (http://www.alzgene.org); en donde se reportan

los estudios de asociacion genética de la EA, realizados en diversas poblaciones.

El criterio para la seleccion de los polimorfismos de estudio, se basé en aquellos que en
mas de la mitad del total de articulos publicados, contaran con una asociacion positiva con
el desarrollo de la enfermedad. Del total de SNP seleccionados, 5 se encuentran localizados
en el gen de la proteina Tau, 2 en el gen de la cinasa GSK3p, 1 SNP en el gen de la
HSP70-1y otro en el gen de la HSP70-5 (Tabla 3).

Tabla 3. Polimorfismos de Cambio de un solo Nucleétido (SNP) seleccionados para nuestro

estudio de asociacion genética. (Datos tomados de http://www.alzgene.org y

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

POSICION EN ALELO ALELO
REGION cODIGO CROMOSOMA CROMOSOMA  ANCESTRAL  POLIMORFICO

POLIMORFISMO (vic) (FAM)
rs242557 5 delexén1l MAPT 1 17 41375548 A G
rs1467967 5 delexén1l MAPT2 17 41342006 A G
rs2471738 Intrén 9 MAPT 3 17 41431900 C T
rs7521 3'of ex6n 14 MAPT 4 17 41461242 A G
rs3785883 Intrén 3 MAPT 5 17 41410268 A G
rs2227956 Ex6n 2 HSP701 6 31778272 C T
rs391957 5’ UTR HSP705 9 128004024 C T
rs334558 5’ UTR (-50) GS1 3 119813282 A G
rs6438552 Intrén 5 GS2 3 119631814 A G



http://www.alzgene.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

La determinacion de cada SNP se realizo, mediante la técnica de la Reaccién en Cadena de
la Polimerasa (PCR) en Tiempo Real, basada en la tecnologia de sondas TagMan® de

Applied Biosystems.

A diferencia de la PCR convencinal de tiempo final, la PCR en Tiempo Real permite
realizar la deteccion del producto amplificado o amplicon y al mismo tiempo llevar a cabo
su cuantificacion por ciclo. La PCR Tiempo Real con sondas TagMan®, es un ejemplo
donde se utiliza un método de fluorescencia directo, debido a que, ademas del juego de
primers, incluye un fragmento corto de oligonucleotidos, que se alinea a una cadena del
templado de ADN.

Las sondas se encuentran marcadas con un fluoréforo (los mas comunes son VIC, FAM y
ROX) por su extremo 5’ y una molécula localizada en el extremo 3’, que mantiene apagado
al anterior denomindo quencher. El fundamento de la técnica esta basado en el uso de un
termociclador, en el cual se separan las cadenas del ADN templado, se alinean los primers
y la sonda con su secuencia complementaria. Cuando esto sucede, la polimerasa
termoestable comienza a agregar dNTP’s al templado, a partir de donde termina la
secuencia del primer y al posicionarse en el nucle6tido en donde comienza la hibridacién de
la sonda con el templado, retira al primer nucledtido 5° de dicha sonda mediante su
actividad de exonucleasa, generando la liberacion del fluoréforo, el cual emitira su
fluorescencia debido a que ya no se encuentra apagado por la molécula quencher. Es asi
como el equipo interpreta la medicion de la sefial emitida y la traduce en una curva de
amplificacion con la cual se puede detectar el producto obtenido y cuantificarlo en tiempo
real (Valasek & Repa, 2005; Kubista, et. al., 2006).

En el caso de la genotipificacion de SNP por PCR en Tiempo Real mediante sondas
TagMan®, se disefian dos sondas marcadas con fluordforos distintos, una de las sondas

contiene en su secuencia al alelo ancestral y la otra al cambio polimérfico (Fig. 18).

.
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Fig. 18 Componentes y fundamento de la Genotipificacion por PCR en Tiempo Real mediante
tecnologia TagMan®. Un SNP, consta de dos alelos, un individuo puede tener una o dos copias de un
alelo. Por tal motivo, esta técnica incluye el disefio de dos sondas marcadas con fluoréforos distintos.
Una sonda contiene en su secuencia al nucledtido complementario al del alelo ancestral y la otra al
nucle6tido complementario al alelo polimérfico. Los alelos presentados por el individuo, dictaran la
uniéon complementaria de las sondas al ADN molde. Al inicio de la PCR, la doble cadena se
desnaturaliza, se unen los respectivos primers y se alinean las sondas a su regién complementaria. La
polimerasa comienza a extender el ADN, a partir del lugar donde se localizan los primers. Al llegar al
lugar de posicionamiento de la sonda, por su actividad de exonucleasa, libera al primer nucleétido de
dicha sonda, junto con el fluoréforo que emite la sefial con la que se identificara un alelo (Modificado

de http://www.salimetrics.com/dna-analysis/snp-genotyping.php).



http://www.salimetrics.com/dna-analysis/snp-genotyping.php

El proceso de amplificacion, revelara la deteccion de la sefial de una o ambas sondas, dependiendo
de los alelos de un SNP determinado en un individuo (Fig. 19 a\b,c). La intensidad de la
fluorescencia emitida en la curva de amplificacion para cada alelo, son interpretados por el
Software del equipo en un diagrama de dispersion, gracias al cual puede llevar a cabo la
discriminacion alélica e identificacion del genotipo correspondiente a cada uno de los individuos
estudiados. Existen 3 genotipos posibles para cada polimorfismo: Homocigoto para el Alelo
Ancestral, Heterocigoto y Homocigoto para el Alelo polimorfico (Fig. 19 d).
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Fig. 19 Deteccion de la sefial de amplificacion de los alelos y su discriminacion. Se presentan los
tres posibles resultados de la sefial de amplificacién alélica: a) Amplificacion del alelo marcado con
VIC, por encima del fluor6foro basal ROX, lo que significa que el genotipo del individuo es
Homocigoto para el alelo 1, en b) se observa que la amplificacion del alelo marcado con FAM
rebasa la fluorescencia basal, lo cual se interpreta como un genotipo Homocigoto para el alelo 2, y
en c¢) se puede observar una amplificacion bialélica lo que se conoce como un genotipo
Heterocigoto. Las sefiales anteriores, son graficadas por el software del termociclador en un
diagrama de dispersion, por medio del cual puede generar la discriminacion de los genotipos de las

muestras (Imégenes tomadas de algunas amplificaciones realizadas en el proyecto).
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9.6  Genotipificacion de SNP mediante PCR Tiempo Real.

La genotipificacion de los SNP mediante PCR en Tiempo Real con tecnologia TagMan®,
se llevo a cabo en un termociclador modelo 7500 Fast® de la marca Applied Biosystems.

Para lo cual fue necesario estandarizar las condiciones ideales de reaccion (Fig. 20).

Tabla 4. Estandarizacion para una reaccion de PCR en Tiempo Real.

H20 1.85 pl

Master Mix 3.0ul
Sonda (40x) 0.15 ul
ADN (10ng/ul) 1.0 pl

47 ciclos de amplificacion
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Fig. 20 Prueba de las sondas para los 9 SNP, mediante la reaccion estandarizada de PCR en
Tiempo Real. Se observa que todas las sondas que se disefiaron amplifican correctamente y
que las proporciones de estandarizacion de la reaccién de PCR, son las adecuadas para
visualizar los resultados de las curvas de amplificacién de los alelos (Obtenida del software del

termociclador Applied Biosystems utilizado).




Una vez estandarizadas las condiciones de reaccion y la verificacion del buen
funcionamiento de las Sondas TagMan®, se procedid a realizar la genotipificacion de las
muestras de ADN de todos los individuos incluidos en el estudio. La reaccion de cada
muestra, se llevo a cabo por duplicado. Para cada sonda utilizada se incluyé un control

negativo por duplicado (mezcla de reaccion sin ADN)

9.7 Anadlisis estadistico de los resultados.

La obtencion de frecuencias alélicas se llevo a cabo mediante el uso del programa de
genética poblacional Geneétix 4.05.2 (Belkhir, et. al., 2004) y las frecuencias genotipicas
fueron determinadas en el programa Fstat 2.9.3.2. (Goudet, 2002). Nuestro estudio de
asociacion genética consta del analisis de multiples SNP localizados en diferentes
cromosomas, por tal motivo, fue necesario realizar un andlisis de frecuencias de
combinaciones multi loci presentes en cada uno de los tres grupos de estudio. La busqueda
hipotética de las combinaciones de los alelos, de los 9 polimorfismos estudiados en cada

grupo, se realizé mediante el software Arlequin 3.11 (Excoffier, et. al., 2005).

Posteriormente, se planted la necesidad de determinar la probabilidad de que una variante
alélica, genotipo o genotipo multiloci contribuyan o no al desarrollo de la enfermedad en
cuestion; para ello se toma en cuenta las frecuencias de dichas variantes en enfermos
comparadas con sus frecuencias en los controles. Al cociente de dichas probabilidades se le
denomina Raz6n de Momios (OR). Es un parametro numérico, cuyo incremento se postula,
es proporcional al incremento de riesgo y/o susceptibilidad para el desarrollo de una
enfermedad (Lewis, 2002). La determinacion de la OR se realiz6 ingresando las
proporciones de las variantes polimérficas en el programa Epilnfo6 (Myatt, 1994). La
determinacion de la OR en este programa se realiza mediante la prueba estadistica de Chi
Cuadrada de Pearson con correccion de Mantel-Haenszel, utilizando tablas de contingencia
2x2, que son adecuadas para comparar tasas de prevalencia de un parametro en casos y
controles (expuestos 0 no expuestos a determinado factor). Esta prueba estadistica evalua la

relacién entre dos variables, tras su ajuste a una tercera variable de estratificacion Ilamada
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factor de confusion, de tal forma que se puede observar en qué medida una variable esta
siendo afectada por otros factores. Tiene como hipdtesis central si existen o no diferencias
significativas entre los datos comparados, y es ideal cuando se desconoce el modelo
genético de los genes candidatos (Rial-Boubeta & Varela-Mallou, 2008; Rodriguez, et. al.,
2009).

Para tener un pardmetro de comparacion de la composicion genotipica de los grupos
estudiados, se evalud el Equilibrio de Hardy-Weinberg mediante una prueba exacta de
Fisher, en el software Genetix 4.05.2 (Belkhir, et. al., 2004). La prueba utilizada debido a
que se realiza una comparacion entre grupos de una poblacion en comun es la de Fis. El
programa compara las varianzas de las frecuencias alelicas y genotipicas esperadas en
condiciones de Equilibrio y las obtenidas experimentalmente, por locus en cada uno de los
grupos estudiados. De esta comparacion,genera un valor de significancia estadistica; sin
embargo, se llevé a cabo la correccion de Bonferrioni, la cual toma en cuenta el nimero de
variantes analizadas (0.05/no. de marcadores polimorficos estudiados), para realizar un
comparacion con mayor fuerza estadistica y determinar si la poblacion varia o no, respecto
al EQHW.

Como parte de la busqueda de marcadores polimorficos de la EA en la poblacion mexicana,
también nos intereso evaluar si de los 9 SNP analizados, existian algunos que se heredaran
por bloques a la siguiente generacion y si este patron podria ligarse a eventos de
recombinacion genética que confirieran a un individuo cierta susceptibilidad genética para
desarrollar la enfermedad. Con base a esto, se realizé un analisis de Desequilibrio de
Ligamiento, mediante el programa Fstat 2.9.3.2 (Goudet, 2002). Estableciendo un test entre
cada par de locis por cada grupo de estudio analizado, bajo un nivel nominal multi test de
1/1000.
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Por ultimo y como se habia mencionado previamente en la introduccion, para descartar
asociaciones espurias debidas a la estructuracion de la poblacion, se determind la
subestructuracion genética presentada por los individuos incluidos en este estudio, con el
programa Structure 2.3.3 (Pritchard, et. al., 2000). Este programa emplea el método de
estadistica Bayesiana de Cadenas Monte Carlo-Markov (MCMC) y determina el namero
de subpoblaciones (k) probables en la muestra estudiada. Las MCMC se llevaron a cabo
700,000 veces, empleando un burn-in de 100,000, para eliminar con ello errores tipo |
(rechazar una hipotesis verdadera) y tipo Il (aceptar una hipdtesis falsa). Como parte de
esta evaluacion, el programa arrojé el logaritmo natural de la probabilidad de k (-InP k), el
que posteriormente fue transformado en probabilidad mediante una matriz matematica.
También determind las caracteristicas genéticas de cada individuo representadas por un
vector g=qi...., gk, €n donde gk representa la proporcion genémica de cada individuo que

origina las subpoblaciones.

Después de determinar el nimero de subpoblaciones en la muestra estudiada, se utilizo el
programa STRAT 1.1 (Pritchard, et. al, 2000), el cual realiza un analisis de la distribucion
de variantes alélicas presentadas por los casos y controles, contrastandola con la
estratificacion de la poblacion previamente determinada. EI programa utiliza el método de
MCMC, considerando 700,000 repeticiones de las cadenas y un burn-in de 100,000.
Obtiene un valor de p estadistica, con el cual se determina si a pesar de la subestructuracion
de la poblacion persisten diferencias significativas en la distribucién de alelos y genotipos

entre el grupo de pacientes y grupo control.
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X. RESULTADOS

10.1 Frecuencias alélicas.

La distribucién de cada uno de alelos, para los distintos polimorfismos estudiados, en
los tres diferentes grupos, se encuentra en los Anexos VI, VII y VIII. Las frecuencias

alélicas se calcularon mediante el programa Genétix y los resultados se muestran en la

Tabla 5.
Tabla 5. Frecuencias alélicas de los polimorfismos estudiados.
POBLACION
POLIMORSIFMO | ALELO | ALZHEIMER | CONTROLES | * oo

A 0.35 0.35 0.37

rs242557
G 0.65 0.65 0.63
A 0.67 0.70 0.71

rs1467967
G 0.33 0.30 0.29
C 0.68 0.62 0.60

TAU rs2471738
T 0.32 0.38 0.40
A 0.31 0.27 0.24

rs7521

G 0.69 0.73 0.76
A 0.14 0.15 0.18

rs3785883
G 0.86 0.85 0.82
C 0.77 0.83 0.83

HSTO' rs2227956
T 0.23 0.17 0.17
(o 0.05 0.01 0.06

HS?O' rs391957
T 0.95 0.99 0.94
A 0.83 0.66 0.76

rs334558
G 0.17 0.34 0.24

GSK3p

A 0.77 0.68 0.77

rs6438552
G 0.23 0.32 0.23

F



Como podemos observar, el alelo A del polimorfismo rs334558 del gen de la cinasa
GSK3p, es més frecuente en pacientes que en controles y poblacion general. Este resultado
puede verse también de manera grafica en la Figura 21. La distribucion del resto de los

alelos no mostro diferencias importantes como puede verse en el Anexo IX.

Fig. 21 Frecuencias alélicas de los polimorfismos estudiados.
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Para determinar si esta diferencia era estadisticamente significativa, se realizé un analisis
estadistico, comparando la distribucion del alelo A del polimorfismo rs334558 entre los
diferentes grupos de estudio. Para ello empleamos la prueba de Chi Cuadrada y los
resultados se muestran en la Tabla 6. Como podemos observar, solo fue posible encontrar
diferencia significativa en este polimorfismo cuando se compara el grupo de pacientes con
el grupo control (p= 0.0059); obteniéndose una OR=2.52. Este resultado podria sugerir
que la presencia del alelo A puede conferir hasta dos veces mas riesgo de desarrollar la
enfermedad.

Tabla 6. Comparacion estadistica para el Alelo A del polimorfismo rs334558.

DIFERENCIA ESTADISTICA

Grupos de estudio p OR
Avs. PA 0.2213 1.5400
Avs. C 0.0059 2.5200

Alzheimer (A), Controles (C) y Pablacién Abierta (PA).




10.2 Frecuencias genotipicas.

Posterior al analisis de frecuencias alélicas, se determinaron las frecuencias de los
genotipos presentes en la poblacién de estudio (Tabla 7); los cuales se derivan de la

segregacion de los alelos parentales.

Tabla 7. Frecuencias genotipicas de los polimorfismos estudiados.

POLIMORSIFMO | ALELO | ALZHEIMER | CONTROLES P?-\BBII-EARC'II'ﬁN
AA 0.14 0.1 0.14
AG 0.42 0.5 0.46
rs242557 GG 0.44 0.4 0.4
AA 0.48 0.52 0.48
AG 0.38 0.36 0.46
rs1467967 GG 0.14 0.12 0.06
cc 0.50 036 0.4
TAU cT 036 0.52 0.4
rs2471738 L 0.14 0.12 0.2
AA 0.18 0.1 0.08
AG 0.26 0.34 0.36
rs7521 GG 0.56 0.56 0.56
AA 0.04 0.04 0.04
AG 0.20 0.22 0.28
rs3785883 GG 0.76 0.74 0.68
cc 0.60 0.66 0.7
HSP70-1 cT 0.34 0.34 0.26
rs2227956 s 0.06 0 0.04
cc 0.02 0 0
HSP70-5 cT 0.06 0.02 0.12
rs391957 TT 0.92 0.98 0.88
AA 0.72 0.5 0.54
AG 0.22 0.32 0.44
rs334558 GG 0.06 0.18 0.02
GSK3p AA 0.60 0.54 0.56
AG 0.34 0.28 0.42
rs6438552 GG 0.06 0.18 0.02




Al igual que en las frecuencias alélicas, en las frecuencias genotipicas, solo se observan

diferencias significativas en el polimorfismo rs334558 del gen de la cinasa GSK3[3. Como

podemos observar en la Figura 22, no existe diferencias significativas en la distribucion de

los demas polimorfismos analizados.

Fig. 22 Frecuencias genotipicas de los polimorfismos estudiados
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De igual manera, se realiz6 una comparacion estadistica de cada una de las frecuencias
genotipicas obtenidas a partir de los polimorfismos estudiados entre los distintos grupos de
estudio (Anexo X). Como se puede observar en la Tabla 8, las diferencias significativas,
solo fueron evidentes en el polimorfismo rs334558. Las principales diferencias se
encuentran cuando se compara el grupo de pacientes con EA y el grupo control,
observandose con mayor frecuencia un genotipo homocigoto para el Alelo A en los
pacientes a comparacion con los controles (p<0.0014, OR=2.57) y la poblacion general

(0.0085, OR=2.19)7, por lo cual, la presencia de este genotipo podria representar un riesgo

a desarrollar la EA.

Tabla 8. Comparacion estadistica pare los genotipos del polimorfismo rs334558.

DIFERENCIA ESTADISTICA

A/A A/G G/G
p OR p OR p OR
Avs. PA 0.0085 2.1900 | 0.0009 | 0.3600 | 0.1499 0.3200
Avs. C 0.0014 | 2.5700 0.112 0.6000 | 0.0661 0.2900




10.3 Frecuencias de genotipos multiloci.

En la busqueda de genotipos multiloci en los grupos estudiados, se encontraron 79

combinaciones (Anexos Xl y XIlI), de las cuales Unicamente 3, se encuentran con mayor

frecuencia en el grupo de pacientes con Enfermedad de Alzheimer. En la Tabla 9, se

muestran como se encuentran conformadas dichas combinaciones.

Tabla 9. Composicion de combinaciones multiloci mas frecuentes en los pacientes con EA.

COMPOSICION DE COMBINACIONES MULTI LOCI
rs242557 | rs1467967 | rs2471738 | rs7521 | rs3785883 | rs2227956 | rs391957 | rs334558 | rs6438552
AGCAGCTAA A G C A G C T A A
GACGGCTGG G A C G G C T G G
GACAACTAAA G A C A A C T A A

En la Tabla 10, se muestran las frecuencias obtenidas de las tres combinaciones multiloci

anteriormente descritas en los diferentes grupos estudiados. Podemos observar que a pesar

de que las combinaciones no son exclusivas de los enfermos con Alzheimer, encuentran

con menor frecuencia en los controles pareados por edad y en los individuos de la

poblacién general mexicana. Asi mismo, se presentan los resultados obtenidos de la prueba

de Chi cuadrada, en la que se compararon las frecuencias de las combinaciones en los

grupos de estudio. Con estos resultados se comprueba que las tres combinaciones son mas

frecuentes en los pacientes, y los datos obtenidos en la razén de momios sugieren una

posible asociacion de dichas combinaciones con el desarrollo de la enfermedad en el grupo

de estudio.
Tabla 10. Distribucion de las combinaciones multiloci mas frecuentes.
ALZHEIMER VS. ALZHEIMER VS. POB. POB. CONTROL VS. POB.
ALZHEIMER CONTROL CONTROLES ABIERTA ABIERTA ABIERTA
Individuos p OR Individuos p OR Individuos p OR
AGCAGCTAA 5 0.242 2.67 2 0.0224 Indefinida 0 0.1551 Indefinida
GACGGCTGG 16 0.0000141 | Indefinida 0 0.0028 5.41 4 0.0422 0
No No
GACAACTAA 6 0.0119 | Indefinida 0 0.0119 Indefinida 0 comparable | comparable

s



En la Figura 23, se encuentran graficadas las frecuencias de las tres combinaciones
multiloci, observandose con mayor claridad que la presencia de estas combinaciones de

variantes alélicas son més frecuentes en el grupo de pacientes.

Fig. 23 Combinaciones multiloci mas frecuentes en
los pacientes con EA.
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De la misma forma, clasificamos las combinaciones de las variantes alélicas de los
polimorfismos del gen de la proteina Tau, denominados Haplotipos. En la Tabla 11, se

muestran los 27 haplotipos, encontrados en los individuos estudiados (n=150).

La Tabla 12, muestra las frecuencias de cada uno de los haplotipos anteriores por grupo de
estudio. También se registran los datos obtenidos de la comparacion entre grupos mediante
la prueba de Chi cuadrada. Debido a que se han realizado asociaciones genéticas de la
presencia de ciertos haplotipos del gen de Tau con el desarrollo de la EA y otras tauopatias;
identificamos algunos haplotipos y subhaplotipos previamente reportados en poblacion
caucasica. Se realizd una comparacion de los resultados obtenidos en el presente estudio
con los datos reportados en la literatura. Como podemos observar, se obtuvieron diferencias
significativas para algunos haplotipos; sin embargo, el Unico que podria dar indicios de una

posible asociacion genética a la Enfermedad de Alzheimer es el conformado por las




variantes alélicas AGACA (H1h), debido a que presenta una frecuencia del 12% en
pacientes con Enfermedad de Alzheimer y 0% en los controles y el grupo de poblacién
general mexicana (p=0.119, OR=indefinida).

Tabla 11. Haplotipos del gen de la proteina tau, presentes en las muestras estudiadas.

rs1467967 rs242557  rs3785883 rs2471738 rs7521
I | | I |

5" UTR . . . . ' . . . . . . ' . FUTR

1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12 13/14
E X O N E 5§

HAPLOTIPOS DEL GEN DE LA PROTEINA TAU
rs242557 rs1467967 rs2471738 rs7521 rs3785883

AAGTG A A G T G
AGGTG A G G T G
GAGCA G A G C A
GGGCA G G G C A
AGACG A G A C G
AAGCG A G G C G
AAACA A A A C A
GAGCG G A G C G
AAGCA A A G C A
AGACA A G A C A
GGGCG G G G C G
GGACA G G A C A
GGGTG G G G T G
AGGTA A G G T A
AGGCA A G G C A
AAACG A A A C G
GAGTG G A G T G
AGATG A G A T G
GGACG G G A C G
GAACA G A A C A
AAGCG A A G C G
GAACG G A A € G
AAATA A A A T A
GAATG G A A T G
GAGTA G A G T A
AAGTA A A G T A
GGATG G G A T G

&



Tabla 12. Frecuencias haplotipicas en el gen de la proteina tau.

CONT VS.
ALZ VS. CONT ALZ VS. POB POB
ALZHEIMER p OR | CONTROL p OR POB. AB. p OR ID
9 0.4031 | 1.61 6 0.791 | 1.15 8 0.5663 | 0.72 [ Hic'
20 0.0168 | 0.38 32 0.1628 | 0.57 27 03117 1.51 [ H1?
8 0.2206 | 2.19 4 0.0149| 9.33 1 0.3587 | 4.26 | H1i®
0.2206 | 2.19 8 0.139 0.4 9 0.791 | 0.87 | H1b
2 0.242 | 0.38 5 0.242 | 0.38 5 1 1 H1P?
22 0.4165| 1.4 18 1 1 22 0.4165| 1.4 | H2a'
2 0.402 | 0.48 4 0.1423 | 0.31 6 0.5071| 0.64 | H1?
12 0.3753 | 0.67 16 1 1 12 0.3753 | 0.67 H1?
4 0.3587 | 4.26 1 0.34 0.53 7 0.0277 | 0.13 | Hid"
6 0.0119 | indef 0 0.0119 | indef 0 n.c. [nc | Hip®
2 0.402 | 0.48 4 1 1 2 0.402 | 0.48 | H1?
3 0.6965 | 0.73 4 0.4846 | 0.47 6 0.5071 | 0.64 [ H1?
3 0.0801 | indef 0 0.648 | 1.53 2 0.1551| O H1’
1 0.3173 | indef 0 0.3173 | indef 0 n.c. [n.c H1’
5 0.003 | 0.22 17 0.7504 | 0.81 6 0.009 | 3.78 | H1e
1 0.5597 | 0.49 2 1 1 1 0.5597 [ 0.49 [ H1?
1 0.0079 | 0.09 9 0.0079 | 0.09 9 1 1
1 0.3173 | indef 0 0.1708 | 0.23 4 0.0422 0
1 0.3173 | indef 0 0.3173 | indef 0 n.c. [n.c
1 0.3173 | indef 0 0.3173 | indef 0 n.c. [n.c
0 0.0119| O 6 0.0017 0 9 0.4031 | 0.62
0 0.3173| O 1 0.0119 0 6 0.0511 | 0.15
0 0.3173| O 1 0.3173 1 1 1
0 0.3173| O 1 n. c. 0 0.3173 | indef
0 0.3173| O 1 n. c. 0 0.3173 | indef
0 n.c. 0 0.0224 5 0.0224| O
0 n.c. 0 0.475 0 2 0.475 0

n.c.=no comparable; indef=indefinido. *Myers, 2005. 2Pittman, 2005. * Mukherjee, 2007

Existen reportes de estudios de asociacion genética de haplotipos en el gen de GSK3p,
derivados de las variantes alélicas de los polimorfismos rs334558 y rs6438552. Por tal
motivo, identificamos los haplotipos presentes en los individuos de nuestro estudio. Los
resultados de los haplotipos y sus respectivas frecuencias por grupo de estudio, se
encuentran registrados en la Tabla 13. En la comparacion de las frecuencias haplotipicas

mediante la prueba de Chi Cuadrada, obtuvimos que el haplotipo AA/AG es mas frecuente

&



en pacientes con EA (12%) que en controles y la poblacion general (0%) (p=0.119,

OR=indefinida). También se identificaron los haplotipos encontrados en otros estudios de

asociacion reportados en la literatura para la poblacion caucésica y asiética.

Tabla 13. Frecuencias haplotipicas del gen de GSK3p, presentadas por los individuos

analizados.
ALZ VS. CONT ALZ VS. POB CONT VS. POB
POB.
rs334558/rs6438552 ALZHEIMER p OR CONTROL p OR | AB. p OR D
(-50) / Intrén5
AA/AA 30 0.3173 | 1.50 25 0.5465( 1.28 | 27 |0.6903| 0.85 |TT/TT'
AG/AG 11 0.4906 | 0.73 14 0.0329(0.39| 21 |0.1442| 0.54 | TC/TC
AA/AG 6 0.0119 | indef 0 0.0119 [indef| © n.c. | nc |[TT/TC
GG/GG 3 0.1118 | 0.34 8 0.3098(3.13| 1 |0.0149| 9.33 |cc/cct
AG/GG 0 0.3173 | 0.00 1 n.c. |nc.| 0 [0.3173| indef |TC/CC!
GG/AA 0 0.3173 | 0.00 1 n.c. |nc| 0 [0.3173] indef | CC/TT
AG/AA 0 0.3173 | 0.00 1 0.3173(0.00| 1 1.00 | 1.00 | TC/TT

10.4 Equilibrio de Hardy-Weinberg.

n.c.=no comparable; indef=indefinido. *Kwok, 2008.

Para comparar si la distribucion de los genotipos homocigotos y heterocigotos se

encuentran de acuerdo con lo esperado por la ecuaciéon de Hardy-Weinberg, se determind el

indice de fijacion de Wright o Fis, el cual fue comparado con el indice esperado en el

Equilibrio, determinandose un valor estadistico (p). Se sabe que para que un valor sea

estadisticamente significativo debe cumplir con una p<0.05. Pero en este caso, tomamos en

cuenta la correccion de Bonferroni (p=0.05/9=0.005), por lo cual seran significativos

aquellos resultados que presenten una p<0.005. Los resultados de tal analisis se encuentran

en la Tabla 14, en la cual puede observarse que tras la correccion de Bonferrioni, el grupo

de pacientes con Alzheimer presenta una variabilidad genotipica significativa en la

evaluacion de la variabilidad general por grupo.



Tabla 14. Determinacion del Indice de Fijacion de Wright para cada locus estudiado.

Grupo Fis p
ALZ 0.17394 0.0008
VARIABILIDAD CON 0.09846 0.0351
GRAL. POB -0.01161 0.637
ALZ 0.08696 0.385
CON -0.08889 0.8275
rs242557 POB 0.0234 0.5512
ALZ 0.15055 0.2282
CON 0.15274 0.2184
rs1467967 POB -0.10707 0.8744
ALZ 0.18258 0.1664
CON -0.09356 0.8281
rs2471738 POB 0.17647 0.1674
ALZ 0.40075 0.0079
CON 0.14739 0.2422
rs7521 POB 0.02326 0.5669
ALZ 0.17923 0.2232
CON 0.14715 0.2748
TAU rs3785883 POB 0.06156 0.4805
ALZ 0.05017 0.5038
CON -0.19512 1.0000
HSP70-1 rs2227956 POB 0.0887 0.4225
ALZ 0.37712 0.0982
CON 0.0000 1.0000
HSP70-5 rs391957 POB -0.05376 1.0000
ALZ 0.23 0.1227
CON 0.29623 0.0379
rs334558 POB -0.19645 0.9725
ALZ 0.05017 0.4923
CON 0.3654 0.0123
GSK3p rs6438552 POB -0.176 0.964

10.5 Desequilibrio de ligamiento.

Como previamente se comento, se determiné la presencia de Desequilibrio de Ligamiento
entre cada par de locus, para cada uno de los grupos estudiados, lo cual se refleja en las

tablas 15,16 y 17. La p fue ajustada a un nivel nominal de 0.1% (p<0.000001). Los valores

F



menores al valor anterior, se consideran estadisticamente significativos, con un probable

desequilibrio de ligamiento entre dichos pares de locus.

Tabla 15. Determinacion del Desequilibrio de Ligamiento en el grupo de pacientes con EA.

T we o [wewmi[eens]  oses
rs242557 | rs1467967 | rs2471738 | rs7521 |rs3785883 (rs2227956(rs391957 | rs334558 | rs6438552
- 0.00939 0.89853 | 0.7753 | 0.65767 0.27847 | 0.34933 | 0.85904 | 0.62750 | rs242557
- 0.42497 | 0.56755 | 0.13181 1.00000 | O.40690 | 0.00166 | 0.0062 |rs1d467967
- 0.00276| 0.37539 0.28231 | 0.72503 | 0.38104 | 0.12176 |rs2471738
- 0.05333 0.49232 | 0.15336 | 0.34458 | 0.18224 rs7s21
- 0.22256 | 1.00000 | 0.25153 | 0.09228 |rs3785883
- 0.7749 | 0.34972 | 0.36261 |rs2227956
- 1.00000 [ 077515 | rs391957 |HSPTO-5
- 0.0000 rs334558
- rsbd38552 GSB—B

Tabla 16. Determinacion del Desequilibrio de Ligamiento en el grupo de Controles.

HSP70-5 GSK3-B
rs242557 | rs1467967 |rs2471738 | rs7521 |rs3785883|rs2227956 | rs391957 | rs334558 | rs6438552
| - 0.02852 | 0.88339 | 0.87061| 0.62457 | 0.12769 | 0.50013 | 0.35549 | 0.36767 | rs242557
- 0.0713 |0.49365| 0.12533 | 0.15403 | 0.47907 | 0.79140 | 0.65784 |rs1467967
- 0.00001| 0.51104 | 0.91171 | 1.00000 | 0.91451 | 0.74581 |rs2471738
- 0.36449 | 0.74869 | 1.00000 | 0.52664 | 0.34157 | rs7521
- 0.48851 | 1.00000 | 0.02679 | 0.04752 |rs3785883
- 1.00000 | 0.43779 | 0.78797 |rs2227956
- 1.00000 | 1.00000 | rs391957 |HSP70-5
- 0.00000 | rs334558
- rs6438552 | GSK3-p

Tabla 17. Determinacion del Desequilibrio de Ligamiento en el grupo de Poblacién Abierta.

[ mv  Tuseroafuseros] esiap
rs242557 | rs1467967 |rs2471738 | rs7521 |rs3785883 [rs2227956 (rs391957 [rs334558 | rsb438552
- 0.68525 | 0.53095 | 0.30245| 0.21608 | 0.76268 | 0.17753 | 0.70212 | 0.74926 | rs242557
- 0.08366 | 0.01481| 0.44603 | 0.12212 | 0.1147 | 0.65001 | 0.82227 |rs1467967
- 0.01447 | 0.15277 | 0.63193 [ 0.37424 | 0.02467 | 0.05966 |rs2471738
- 0.10118 | 0.66805 | 0.05913 | 0.89076 | 0.79756 rs7521
- 0.80724 | 0.26989 | 0.36573 | 0.37813 |rs3785883
- 0.00031 | 0.43396 | 0.42526 |rs2227956
- 1.00000 | 1.00000 | rs391957 [HSP70-5
- 0.00000 | rs334558
- rs6438552 | GSK3-B




10.6 Estructura genética.

Se determind de la estructura genética en las muestras analizadas, mediante el programa
Structure, el cual utiliza métodos bayesianos. La finalidad era determinar el nimero de
subpoblaciones presentes en la n=150 individuos estudiados y su composicion genética a
nivel individual. El programa se corrié bajo un método no supervisado, debido a que se
desconocia el nimero de subpoblaciones “k” presentes en las muestras analizadas. Por tal
motivo, se determino la probabilidad de tener de 1 a 5 subpoblaciones, por quintuplicado,
en cada caso se consideraron 700 000 repeticiones de cadenas de MCMC y 100 000 de
burn-in. Para cada “k” estimada, se obtuvieron 5 valores del -Ln P (k), los cuales fueron
registrados en la Tabla 14, obteniéndose un promedio. Los valores determinados por el
programa se utilizaron para construir una matriz matematica (Pritchard, et. al., 2000), a
partir de la cual se obtuvo la probabilidad de encontrar k subpoblaciones presentes en la
muestra analizada. Los resultados (Tabla 18) muestran que la k=3 fue la méas probable

(P=1), con lo cual se infiere la presencia de 3 subpoblaciones en nuestra muestra.

Tabla 18. Resultados de la determinacion del —Ln P, para cada “k” estimada.

(-)LtnP Promedio P
Ejecuciones (k=n)

-1427.2 | -1427.2 | -1427.3 | -1427.4 | -1427.3 | -1427.28 | #inum!
-1347.1 | -1350.6 | -1349.3 | -1346 | -1347.1 | -1348.02 | 2.254E-121
-1299.6 | -1311 | -1298.1 | -1298.8 | -1298.4 | -1301.18 [N
-1347.1 | -1345.4 | -1342.1 | -1344.7 | -1348.6 | -1345.58 | 1.8111E-17
-1484.2 | -1412.4 | -1393.1 | -1452.5 | -1453.8 | -1439.2 | 8.1518E-38
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Posteriormente, se corrid el programa estableciéndose una k=3 (700 000 veces de MCMC y
100 000 de burn-in) y se obtuvo un diagrama de triangulo (Fig. 24) en donde se muestran a
los individuos del estudio, distribuidos en 3 subpoblaciones (verde, rojo y azul).

g



Fig. 24 Distribucion de las muestras
estudiadas en 3 Subpoblaciones.

Al others

De igual forma, el programa brindé en un diagrama de barras (Fig. 25), la proporcidn de la

composicion genética de cada individuo de los grupos estudiados.

Fig. 25 Proporciones de la composicion genética de cada individuo
estudiado
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Finalmente se realizo la correccion de las proporciones alélicas y genotipicas, en casos y
controles, tomando en cuenta la subestructuracion de las muestras correspondientes de
ambos grupos. Este analisis se realizo mediante el programa STRAT, asumiendo una k=3 y
fijando una repeticién de 700 000 MCMC y un burn-in de 100 000. En la Figura 26, se
muestra el resultado del test de Chi cuadrada realizado por el programa, tomando en cuenta

1 grado de libertad. Se obtuvo una p<0.002, la cual es significativa.

Fig. 26 Resultado de la correccion de las proporciones alélicas y
genotipicas debido a la subestructuracién de la poblacién

STRAT by Pritchard, Stephens, Rosenberg and Donnelly (AJHG, 2000)
Code by 1.K. Pritchard
version 1.1 June 2003

Input data file = caco

structure Results file = results

wumber of populations = 3

using phenotype column: 2

wumber of simulated test stats per locus = 1000
EM stopping point = 1.000e-003

Alleles with fewer than 10 copies pooled

1: chisge 7.606 1 df; TS = 3.86,fp = 2.00000e-003 -

X1l. DISCUSION DE RESULTADOS.

La epidemiologia molecular es una herramienta fundamental para caracterizar
enfermedades complejas y realizar un seguimiento; mediante este tipo de metodologias se
pretenden establecer nuevas estrategias que ayuden en la prevencion y orientacion al
paciente y a sus familiares. También plantea la necesidad de identificar individuos con una
carga genética particular, que los predisponga al desarrollo de enfermedades

multifactoriales y poligénicas.

En términos generales, los estudios genéticos de asociacion entre casos Yy controles,
permiten determinar la posible relacion estadistica entre las variables genéticas
poblacionales y ciertos fenotipos determinados; que ayuden a identificar genes candidatos
que puedan estar relacionados con el desarrollo de enfermedades complejas. Estos estudios,

pueden llevarse a cabo mediante un analisis completo del genoma (GWAS) o con un




analisis de locus especificos en los que se determinan las frecuencias alélicas, genotipicas y

de genotipos multiloci (Attia, et. al, 2009).

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es un tipo de desorden complejo, caracterizado por un
proceso neurodegenerativo de inicio en corteza entorrinal e hipocampo. Como previamente
se describio, existen dos lesiones histopatologicas reveladas en el estudio post mortem, las
Placas Neuriticas (PN) y las Marafias Neurofibrilares (MNF). Ambas lesiones forman parte
del diagnostico confirmatorio de la enfermedad. Las MNF, se encuentran constituidas
principalmente por agregados de la proteina de unién a microtubulos “Tau”, en un estado
hiperfosforilado y truncado (Wang, et. al., 2009) y se ha demostrado que la cantidad de
MNF presentes en el cerebro de los pacientes, determina la severidad del cuadro
demencial. Al no existir un diagndstico temprano de la enfermedad, resulta de gran
relevancia estudiar genes relacionados con los procesos de hiperfosforilacion y degradacion
de la proteina; que pudieran predisponer al desarrollo de la patologia y formar parte del
diagndstico molecular, apoyando asi al diagnostico presuntivo que actualmente se realiza.

En este sentido, existen reportados en la literatura diversos estudios de asociacidn genética
en casos y controles mediante el analisis de SNP en el gen de la Proteina Tau, el gen de la
cinasa GSK3pB y en los genes de Proteinas de Choque Térmico (HSP). Los estudios
reportados han sido realizados en poblaciones Caucasica y Asiatica, mas no en la poblacion

Mestizo Mexicana (www.alzforum.org). Con base en esto se plante6 en el presente

proyecto, analizar la presencia de polimorfismos en los genes mencionados en una muestra
de 50 pacientes mexicanos diagnosticados clinicamente con EA, 50 controles pareados por
edad sin datos clinicos de demencia y 50 individuos de la poblacion general mexicana.
Incluimos este dltimo grupo con la finalidad de observar la distribucion de las variantes
genéticas en una muestra de la poblacion general menor a 60 afios y ubicar a aquellas

variantes que pudieran ser propias de la poblacién mestiza mexicana.

Infiriendo que la diferencia observada en la composicidén genotipica entre los pacientes,
controles y la poblacién general, podria asociarse con el riesgo a desarrollar la EA,

analizamos las variantes alélicas de cada locus estudiado. A este respecto no encontramos



http://www.alzforum.org/

diferencias en las frecuencias alélicas y genotipicas en los 5 polimorfismos analizados del
gen de la proteina Tau. De acuerdo a lo reportado en la literatura, la mayoria de los estudios
realizados en poblaciones Caucasicas y Asiaticas, concuerdan con nuestros resultados
(Abraham, et. al., 2009; Cousin, et. al., 2009; Feulner, et. al., 2009; Laws, et. al., 2006;
Mukherjee, et. al., 2007; Kwok, et. al., 2008). Sin embargo, un estudio realizado en
poblacion caucésica, con muestras del Reino Unido y de Estados Unidos (Myers, et. al.,
2005), sugiere que el alelo A del polimorfismo rs242557 y el alelo T del polimorfismo
rs2471738 podrian asociarse con el desarrollo de la enfermedad en la poblacion
estadounidense. La falta de replicacion de estos resultados en otras poblaciones caucasicas
(Conrad,et. al., 2004; Clark, et. al., 2003; Baker, et. al., 2000; Kwok, et. al., 2008; Laws, et.
al., 2006), asi como en nuestra muestra de poblacion mestiza mexicana, nos hace suponer
que la diferencia observada en la frecuencia del alelo T del polimorfismo rs2471738 entre
pacientes y controles, puede ser el resultado de un alto indice de flujo génico en la
poblacion estadounidense, lo cual subestructura a la poblacion y cambia las caracteristicas

ancestrales, un factor determinante en los estudios de asociacion genética.

Por lo que respecta a las Proteinas de Choque Térmico (HSPs), no encontramos alelos o
genotipos asociados con el desarrollo de la EA, en los polimorfismos rs2227956 del gen de
la HSP70-1 y rs391957 de la HSP70-5; resultados que concuerdan con los obtenidos en
cohortes de poblacién de origen Caucésico y Asiatico (Hsu, et. al., 2008; Lehmann, et. al.,
2001).

Los resultados de los polimorfismos estudiados en el gen de la cinasa GSK3f, mostraron
que el alelo A del polimorfismo rs334558 fue el més frecuente en el grupo de pacientes con
Enfermedad de Alzheimer a diferencia del grupo Control (p<0.0014) y de la Poblacion
General (p<0.0085), presentando una razon de momios (OR) mayor a 2.0, lo que sugiere
que los individuos que presenten este alelo tendrian 20 veces mas riesgo de desarrollar la
EA.

Al analizar las frecuencias genotipicas de este polimorfismo, descubrimos que el estado

homocigoto para el alelo A, se presenta en mayor proporcién en los pacientes con EA que

-



en los Controles (p<0.0248), obteniéndose OR de 2.57, siendo congruente con lo
encontrado para las frecuencias alélicas. En primera instancia, los datos sugieren que el
alelo A y el genotipo AA del polimorfismo mencionado, podrian estar relacionados con el
riesgo a desarrollar la Enfermedad de Alzheimer en nuestra poblacion. Sin embargo, es
necesario considerar la composicion genotipica de las muestras estudiadas, ya que el
resultado obtenido podria deberse a errores de tipo | (rechazar una hipotesis verdadera) y
tipo 1l (aceptar una hipotesis falsa), considerando la compleja composicion genética de la

poblacién mestiza.

Para tal efecto, se determind el Equilibrio de Hardy & Weinberg (EQHW). Los resultados
obtenidos muestran que la poblacion con EA presenta una desviacién importante
(p<0.0008) con respecto a lo esperado por HW, contrario a lo observado en las poblaciones
control y general. Esta condicion de desequilibrio podria estar asociada a la presencia de la
enfermedad, caracterizandose por la presencia de un exceso de homocigotos (Fis=0.17394).
A este respecto, es importante destacar que en los sistemas bialélicos como los SNP, resulta
dificil encontrar desequilibrio con respecto a la ecuacion matematica de Hardy-Weinberg
(DHW), debido al bajo poder de discriminacién de dichos sistemas. Este hecho sugiere que

la combinacion de los marcadores utilizados podria estar asociada con la enfermedad.

Una de las principales causas relacionadas con el DHW corresponde a la subestructuracion
genética de la poblacién. En este sentido, la composicion genética de la poblacion mestiza
mexicana es compleja y cuenta con una distribucion ancestral asimétrica relacionada con la
clase socioecondémica. Estudios recientes realizados con marcadores de sistemas sanguineos
(Lisker, et. al., 1990), marcadores ancestrales tipo SNP (Martinez-Fierro, et. al., 2009) y
marcadores hipervariables tipo STR autosomicos y patrilineales (Gomez, et. al., 2007),
demuestran que nuestra poblacidn se encuentra constituida principalmente por 3 ancestrias:
Amerindia, Europea y Africana. Estas caracteristicas ancestrales, pueden eventualmente
incrementar la presencia de errores tipo | y 1l, y generar desviaciones en la evaluacion del
EQHW. Por tal motivo, determinamos el nimero de subpoblaciones de mayor probabilidad
(k) en las muestras estudiadas, observando la presencia de 3 subpoblaciones (Fig. 24). Con

este dato realizamos una correccion estadistica por subestructuracion, empleando métodos
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bayesianos con el programa Strat. El resultado sugiere que la diferencia previamente
observada entre casos y controles, en cuanto a la distribucion del Alelo A del polimorfismo
rs334558; se conserva, mostrando una diferencia estadisticamente significativa (p<0.002).
Esto nos indica que la presencia de este alelo (en una o dos copias) es un factor genético
que podria contribuir al desarrollo de la EA en nuestra poblacion (OR=2.5). Este resultado
se replica en poblaciones de Santander en Espafia (OR=1.99 / p<0.003; Mateo, et. al.,
2006), Han China (OR=1.38 / p<0.002; Zhang, et. al., 2011), Reino Unido (OR=1.72 /
p<0.007; Kwok, et. al., 2008) y Australiana (OR=2.54 / p<0.034; Kowk, et. al, 2008); las
cuales son mas homogéneas que la poblacion mestiza mexicana, la cual mostro
subestructuracion genética alta. Sumado a fendmeno de subestructuracion y considerando
el tamafio reducido de la muestra empleada en nuestro estudio, la correlacién de los
resultados, nos indica que la presencia de este alelo esta asociada con el desarrollo de la
EA.

Otro hecho que podria incrementar la relevancia de la asociacion, es la ubicacion del
polimorfismo rs334558, el cual se localiza en la region promotora (—50) del gen de la
cinasa GSK3p y se ha propuesto que influye en la eficiencia de la transcripcion. En este
sentido, un estudio de funcionalidad en pacientes con Enfermedad de Parkinson, revel6 que
los portadores del alelo G producen una menor cantidad de la enzima, a comparacion de los
portadores del Alelo A, sugiriendo que esta relacion podria incrementarse dependiendo del
namero de copias de alelos que se presente (Kwok, et. al., 2005; Galimberti, et. al., 2011).
Haciendo una analogia, creemos que la presencia de dos copias del Alelo A podria generar
un efecto como el observado en ratones transgénicos que sobreexpresan la cinasa. Estos
ratones muestran un aumento en los niveles de Tau hiperfosforilada y la aparicion de
agregados fibrilares de la proteina, asi como cambios en la memoria y el aprendizaje
(Hooper, et. al., 2008; Hernandez, et. al., 2009; Hernandez, et. al., 2010); todas ellas,

alteraciones presentes en el desarrollo de la patologia tipo Alzheimer.

Sin embargo, considerando la complejidad de la EA y a pesar de la asociacion encontrada,
realizamos un estudio de genotipos multiloci (conocidos también como haplotipos). Este

tipo de analisis nos pueden brindar una forma mas idonea para encontrar asociaciones

.



genéticas con la enfermedad que correlacionen mejor con su naturaleza multifactorial y
poligénica. En este sentido, investigaciones realizadas en otras poblaciones sugieren una
interaccion entre GSK3p y otros loci (Tabla 19), al tiempo que refuerzan el impacto del

alelo A (rs334558) en la asociacion con el fenotipo patolégico de la EA.

Tabla 19. Estudios de interaccion de GSK3 con otros loci.

AUTOR POBLACION ANO Locl N P
Zhang, N. Han, China 2011 GSK3[3/APOE/MAPT 257 0.017
Garcia-Gorostiaga |. | Santander, Espafia 2009 GSK3[3/MAPT 285 0.02
Kowk, JB. Reino unido 2008 GSK3[B/MAPT 604 0.004

Cabe sefialar que a la fecha no existen en la literatura, estudios reportados que analicen de
manera integral los genes de las proteinas Tau, GSK3p y HSPs, lo cual resulta de suma
importancia, debido a que es necesario analizar los aspectos relacionados con la
fosforilacion de Tau y considerar los mecanismos involucrados en los procesos de

degradacion de la proteina en estado agregado.

En este sentido, el estudio de genotipos multiloci empleando los 9 SNP analizados, muestra
la presencia de 3 combinaciones que son mas frecuentes en los pacientes con EA que en los
controles y la poblacion abierta, presentandose en el 55% de los pacientes con Enfermedad
de Alzheimer. De forma independiente, la combinacion multiloci GACGGCTGG se
presento en el 32% de los pacientes, mientras que no se encontrd en la poblacién control y
se observo en el 8% de poblacién general (p<0.0000141). Por su parte, los haplotipos
AGCAGCTAA y GACAACTAA se presentaron en el 10% y 12% de la poblacion de EA
respectivamente, mostrando bajas frecuencias en los grupos control y poblacién general.
Debido a estas diferencias importantes, creemos que las 3 combinaciones son candidatas
potenciales, que pueden asociarse con un incremento en la predisposicion genética para el
desarrollo de la Enfermad de Alzheimer en la poblacién mestizo mexicana. Sin embargo,
para corroborar esta idea es necesario que los resultados se repliquen, incrementando el

tamario de muestra y comparando los resultados con otras poblaciones.




Por lo que respecta al analisis de combinaciones multiloci del gen de la proteina Tau,
obtuvimos que el haplotipo H1 es el méas frecuente en la muestra de poblacion mestiza. La
variante H1h (Tabla 12), se presentd con mayor frecuencia (12%) en el grupo de individuos
con EA y esta ausente en las poblaciones de controles y general. Por su parte, Myers y
colaboradores (Myers, et. al., 2005) describieron que el haplotipo de riesgo en poblacién
Caucésica es el Hlc, encontrandolo en el 14 % en los pacientes y en el 9% en los controles.
Lo anterior no es congruente con nuestros resultados, por lo que discrepamos de afirmar

que la presencia de H1c predispone a un individuo a desarrollar la EA.

IX. CONCLUSIONES.

El presente estudio de asociacion genética revel6 que la presencia del Alelo A (en una o dos
copias) en el polimorfismo rs334558 del gen de la cinasa GSK3p3, podria asociarse con un
incremento de 2.5 veces mas riesgo para desarrollar EA de tipo esporédico, en individuos

de la poblacién mestiza mexicana.

Los genotipos multiloci GACGGCTGG, AGCAGCTAA Yy GACAACTAA, derivados de
las combinaciones alélicas en los genes de la proteina Tau, GSK3p3, HSP70-1 y HSP70-5;

pudieran contribuir al desarrollo de la patologia.

El analisis realizado en el presente estudio hace replantear la necesidad de utilizar un
esquema de métodos analiticos de genética poblacional, que sean adecuados para
discriminar entre asociaciones verdaderas y falsas; sin importar el tamafio de muestra

empleado o la complejidad genética de la poblacion en cuestion.
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Anexo 1. Pacientes con Enfermedad de Alzheimer incluidos en el estudio.

LUGAR DE TOMA LUGAR DE TOMA
CLAVE | EDAD [ SEXO DE MUESTRA CLAVE | EDAD | SEXO DE MUESTRA

Al 65 F H. GENERAL DE M. A26 61 M H. C. MILITAR
A2 82 M H. GENERAL DE M. A27 63 F H. LA RAZA
A3 61 F H. GENERAL DE M. A28
A4 62 M H. GENERAL DE M. A29
A5 83 M H. GENERAL DE M. A30
A6 76 F H. GENERAL DE M. A3l
A7 65 F H. GENERAL DE M. A32
A8 65 F H. GENERAL DE M. A33 67 M H. GENERAL DE M.
A9 85 F H. GENERAL DE M. A34 100 F ANGELES MOCEL
Al10 68 F H. GENERAL DE M. A35 F DOMICILIO
All 81 M H. GENERAL DE M. A36 89 F ANGELES MOCEL
Al2 75 M H. GENERAL DE M. A37 82 M ANGELES MOCEL
Al3 80 F H. GENERAL DE M. A38 F H. JUAREZ DE MEX.
Al4 67 F H. GENERAL DE M. A39 84 F ANGELES MOCEL
Al5 76 F H. GENERAL DE M. A40 84 M ANGELES MOCEL
Al6 64 F H. GENERAL DE M. A42 89 F H. JUAREZ DE MEX.
Al7 65 F H. GENERAL DE M. A43 73 M H. JUAREZ DE MEX.
Al8 75 M H. GENERAL DE M. Ad4 79 FRAY BERNARDINO
Al9 81 F H. GENERAL DE M. A45 70 M GABRIEL MANCERA
A20 70 F H. GENERAL DE M. A46 85 F FRAY BERNARDINO
A21 74 F INNN A47 83 F H. JUAREZ DE MEX.
A22 72 F H. C. MILITAR A48 70 M INNN
A23 66 M INNN A49 91 M ANGELES MOCEL
A24 65 F INNN A50 69 M INNN
A25 89 M INNN A51 68 F INNN

-



Anexo I11. Controles sanos incluidos en el estudio.

LUGAR DE TOMA LUGAR DE TOMA
CLAVE | EDAD | SEXO DE MUESTRA CLAVE | EDAD | SEXO DE MUESTRA

Cl 75 F H. GENERAL DE M. C26 75 F CINVESTAV
C2 63 F H. GENERAL DE M. C27 81 M CINVESTAV
C3 61 F H. GENERAL DE M. C30 76 F NUTRICION
C4 68 F H. GENERAL DE M. C31 71 M NUTRICION
C5 67 M H. GENERAL DE M. C32 70 F NUTRICION
C6 79 F H. GENERAL DE M. C33 69 F NUTRICION
C7 73 M H. GENERAL DE M. C34 89 F NUTRICION
C8 68 M H. GENERAL DE M. C35 75 F NUTRICION
C9 75 F H. GENERAL DE M. C36 86 M NUTRICION
C10 67 F H. GENERAL DE M. C37 87 M NUTRICION
Cl1 75 F H. GENERAL DE M. C38 86 M NUTRICION
C12 67 M H. GENERAL DE M. C39 91 F NUTRICION
C13 75 F H. GENERAL DE M. C40 80 M NUTRICION
Cl4 61 M H. GENERAL DE M. C41 76 F NUTRICION
C15 68 M H. GENERAL DE M. C42 82 F NUTRICION
C16 68 M H. GENERAL DE M. C43 87 F NUTRICION
C17 73 F H. GENERAL DE M. C45 85 F NUTRICION
C18 69 M H. GENERAL DE M. C46 80 M NUTRICION
C19 73 F H. GENERAL DE M. C47 71 F NUTRICION
C20 66 F H. GENERAL DE M. C48 90 M NUTRICION
Cc21 75 M INNN C49 81 F NUTRICION
C22 74 M H. C. MILITAR C52 77 M NUTRICION
C23 69 F INNN C53 67 F DOMICILIO
C24 65 F INNN C56 75 M INNN

C25 66 M INNN C57 70 F INNN

.



Anexo 1V. Poblacién abierta incluida en el estudio.

LUGAR DE TOMA LUGAR DE TOMA
CLAVE | EDAD | SEXO DE MUESTRA CLAVE | EDAD | SEXO DE MUESTRA
PA1l 23 F INNN PA29 31 F CINVESTAV
PA2 48 F INNN PA30 28 F CINVESTAV
PA3 19 M INNN PA31 27 F CINVESTAV
PA4 22 F INNN PA32 30 M CINVESTAV
PAS 30 M INNN PA33 25 F CINVESTAV
PA6 28 M INNN PA34 23 F CINVESTAV
PA7 34 F INNN PA35 46 M INNN
PA8 30 F INNN PA36 33 F INNN
PA9 53 F INNN PA37 33 F INNN
PA10 35 F INNN PA38 18 F INNN
PA11l 23 F INNN PA39 44 F INNN
PA12 28 F INNN PA40 40 M INNN
PA13 29 F INNN PA41 14 F INNN
PA15 46 F INNN PA42 40 F INNN
PAL7 17 M INNN PA43 17 F INNN
PA18 23 M INNN PA44 50 M INNN
PA20 29 F CINVESTAV PA45 39 M INNN
PA21 29 M CINVESTAV PA46 14 M INNN
PA22 44 F CINVESTAV PA4T 28 M INNN
PA23 27 F CINVESTAV PA48 48 F INNN
PA24 33 M CINVESTAV PA49 45 F INNN
PA25 28 F CINVESTAV PA50 46 F INNN
PA26 22 F CINVESTAV PA51 42 F INNN
PA27 29 F CINVESTAV PA52 39 F INNN
PA28 36 F CINVESTAV PA53 40 M INNN

.



Anexo V. Metodologia de extraccion de ADN mediante kit QIAamp DNA Blood Midi

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Kit® de QIAGEN.

Colocar 200 ul de Proteasa QIAGEN al fondo de un tubo de 15 ml.

. Adicionar 2 ml de sangre completa.

Agregar 2.4 ml de Buffer AL. Tapar el tubo e invertirlo por 15 veces y agitarlo por 1
min. en el vortex.

Incubar durante 4 min. a 70 °C.

Agregar 2 ml de Etanol al 100%, tape el tubo e inviértalo 10 veces. Agitar
vigorosamente en el vortex.

Transferir cuidadosamente la mitad de la mezcla anterior a una columna QlAamp
Midi®, previamente colocada en un tubo de 15 ml. Cerrar el tubo y centrifugarlo a
3000 rpm durante 3 min.

Retire la columna, deseche el filtrado y coloque de nuevo la columna en el tubo.
Agregue la otra mitad de la mezcla del paso numero 5. Cierre el tubo y centrifugue
a 3000 rpm durante 3 min.

Remueva la columna, descarte el filtrado y vuelva a colocar la columna en el tubo.
Adicione cuidadosamente al fondo de la columna, 2 ml del Buffer AW1. Tape el
tubo y centrifugue a 5000 rpm durante 1 min.

Agregue 2 ml de Buffer AW2 al fondo de la columna, cuidando de no romper la.
Cierre el tubo y centrifugue a 5000 rpm durante 15 min.

Cambie la columna a un tubo nuevo de 15 ml y deseche el que contiene el filtrado
de los Buffer.

Pipetear 300 ul de agua destilada a la columna. Incubar a temperatura ambiente
durante 5 min. Posteriormente centrifugue a 5000 rpm durante 2 min.

Recoger con una pipeta el filtrado y depositarlo nuevamente en la columna.
Incubar a temperatura ambiente durante 5 min. Centrifugar a 5000 rpm durante 2
min.

Agregar cuidadosamente 200 pl de agua destilada al fondo de la columna. Incubar
a temperatura ambiente durante 5 min. Centrifugar a 5000 rpm durante 2 min.
Desechar la columna, retirar el filtrado y repartirlo en dos tubos eppendorff de 1
ml. Agitarlos en vortex.

Tomar 1 pl del filtrado y cuantificarlo. Realizar una dilucién de 10 ng/ml. Guardar el
resto de material genético en el congelador (-20 °C).

.



Anexo VI. Resultados de genotipificacion de 9 SNP en 50 pacientes con EA.

GENOTIPO POR POLIMORFISMO
CLAVE | MAP1 MAP2 | MAP3 | MAP4 MAPS HS1 HS2 GS1 GS2
Al AG AA TT GG GG CcC TT AA AA
A2 AA AG CT AG GG CcC TT AA AA
A3 AG AG CT AG GG CC TT AA AA
A4 GG AA CcC GG AG CcC TT AG AG
A5 AA AG CC AG AG CC TT AA AA
A6 AA GG CcC AA GG CcC CC AA AA
A7 AG AA CT GG GG CT TT AG AG
A8 AG AA CcC AA AG CT TT AA AG
A9 GG AG CC AG AG CT TT AA AA
A10 AG GG CT GG GG CcC TT AA AA
All AG AG CT GG GG CT TT AA AG
Al2 GG AA CT GG GG CT CT AA AG
Al3 AG AA CC AG GG CT TT AG AG
Al4 AG AG CT AA GG CT TT AA AA
Al5 GG AA CC AG GG CC TT AA AA
Al6 GG AA TT GG GG CcC TT AA AA
Al7 GG AA CT GG GG CC TT AA AA
Al8 AG AG CcC AA GG CcC TT GG GG
Al9 AG AG CC GG GG CC TT AA AA
A20 GG GG CcC AA GG CT TT AA AA
A21 AG AA CC AA AG CT TT AG AG
A22 AG AG CcC AG GG CT TT AA AA
A23 AG AA TT GG GG CC TT AA AA
A24 GG AA TT GG GG CcC TT AA AA
A25 GG AA CT GG GG CC TT AA AA
A26 AG AG CcC GG GG CcC TT AA AG
A27 GG AA CC GG GG CC TT AG AG
A28 AA AG CT GG GG CT TT AG AG
A29 GG AA TT GG GG CC TT AA AA
A30 GG AA CT GG GG CT TT AA AA
A3l AG AG CT GG GG CC TT AA AA
A32 GG AA CcC AA GG CcC TT AG AG
A33 AG GG CC GG GG CT TT AA AA
A34 AA GG CcC AG GG CcC TT AA AA
A35 GG AG CC AA AA CC TT AA AG
A36 AG AA CcC AG GG CcC CT AG AG
A37 AA AG TT GG GG CT TT AA AA
A38 GG AA CT GG GG CcC TT AG AG
A39 GG AG CT GG AA TT TT GG GG
A40 GG AG CcC AA GG CcC TT GG GG
A42 GG AA CC AG AG CT TT AA AA
A43 AA GG CcC GG GG CcC TT AA AA
Ad4 GG AA CC GG GG CT TT AA AA
A45 AG AG CT AG AG CT CT AA AA
A46 GG AA CT GG GG TT TT AG AG
A4T7 AG AA CT GG AG CcC TT AG AG
A48 AG AG CC GG GG CC TT AA AA
A49 GG GG TT GG GG TT TT AA AA
A50 GG AG CC AG AG CC TT AA AG
A5l AG AA CT AG AG CcC T AA AA

-



Anexo VII. Resultados de genotipificacion de 9 SNP en 50 controles.

GENOTIPO POR POLIMORFISMO

CLAVE | MAP1 MAP2 | MAP3 | MAP4 MAPS HS1 HS2 GS1 GS2
Cl AA AA CT GG AG CC TT AA AA
C2 AG AA TT GG GG CC 1T AA AA
C3 AG AA CC AA AG CT 1T AA AA
C4 GG AA CC AG GG CC 1T AG AG
C5 AG AA CT AG AG CC 1T AA AA
C6 GG AA CT GG GG CT 1T AA AA
C7 AG AG CT GG GG CC 1T AA AA
C8 GG AA CT GG AG CC 1T AA AA
C9 GG AA CT GG GG CC 1T AA AA

C10 GG GG CC AG GG CT 1T AG AG
Cl1 AG AG CT GG GG CT 1T GG GG
C12 AG AG CC GG GG CC 1T AG GG
C13 AG AG CT GG GG CC TT AA AA
Cl4 GG AA CT GG GG CC 1T AA AA
C15 GG AA TT GG GG CC TT AA AA
C16 AA GG CC GG GG CT 1T GG GG
C17 AA GG TT GG GG CT TT AG AG
C18 GG AA CC AA GG CC 1T AG AG
C19 AG GG CC AG GG CC TT AA AA
C20 AG AA TT GG GG CT 1T GG GG
C21 AG AG CT GG GG CT TT AA AA
C22 AG AA CC GG AG CC 1T GG GG
C23 GG AG CT GG GG CC CT AA AA
C24 AG AA CT GG GG CC 1T AA AA
C25 AG AG CT AG GG CC TT AG AG
C26 GG GG CC AA GG CT 1T AA AA
C27 AG AG CT GG AG CC TT GG GG
C30 AG AA CT GG GG CC 1T AG AG
C31 AA AG CC AG GG CT TT AA AA
C32 GG AA CT GG AG CC 1T GG GG
C33 AG AG CT GG GG CT TT AG AG
C34 GG AG CC AG AG CT 1T AA AA
C35 GG AG CC AG AG CC TT AA AA
C36 AA AA CT AG AG CT 1T GG GG
C37 AG GG CT AG AA CC TT AG AG
C38 AG AG CT GG GG CC 1T AA AA
C39 AG AG CT AG GG CC TT AA AA
C40 AG AA CC AG AG CC 1T AA AA
C41 AG AG CC AG GG CC TT GG GG
C42 GG AA CT AG GG CT 1T AG AG
C43 GG AA CC AA GG CC TT AA AA
C45 AG AG CC AA AA CC 1T AA AA
C46 AG AA CT GG GG CC TT AG AG
C47 GG AA CC AG GG CC 1T AG AG
C48 AG AG CC AG GG CT TT AG AG
C49 AG AG CT AG GG CT 1T GG AA
C52 GG AA TT GG GG CC TT AG AG
C53 GG AA CT GG GG CC 1T AG AA
C56 GG AA CT GG GG CT 1T AA AA
C57 GG AA T GG GG CcC T AG AG

-



Anexo VIII. Resultados de genotipificacion de 9 SNP en 50 individuos de la poblacion
general mexicana.

GENOTIPO POR POLIMORFISMO
CLAVE | MAP1 MAP2 | MAP3 | MAP4 MAPS HS1 HS2 GS1 GS2
PAl GG AG CT AG AA CT CT AG AG
PA2 AG AA CT GG GG CT TT AA AA
PA3 AG AG CcC GG GG CcC TT AA AA
PA4 GG AA CT AG GG CC TT AA AA
PAS5 AG AA CcC GG GG CcC TT AA AA
PAG GG AA TT GG GG CC TT AA AA
PA7 AG AA CT AG AG CcC TT AG AG
PA8 AG AG CcC GG GG CC TT AA AA
PA9 AG AG CT GG GG CcC TT AG AG
PA10 GG AG TT GG GG CT TT AG AG
PA11 AG AG CC AG AG CC TT AA AA
PA12 AG AG CcC AG AG CcC TT AA AA
PA13 AA GG CcC GG GG CT TT AA AA
PA15 AG AA CT GG AG CT TT AG AG
PALl7 AG AG CcC GG AG CT TT AA AA
PA18 AA AG CT AG GG CC TT AG AG
PA20 AG AG TT GG GG CcC TT AG AG
PA21 GG AG TT GG AG CC TT AA AA
PA22 AG AG CcC AG GG CcC TT AA AA
PA23 GG AA CC GG AG CC TT AA AA
PA24 AG AA CcC GG GG CcC TT AG AG
PA25 AG AG CcC AG GG CcC TT AA AA
PA26 GG AA CT GG AG CC TT AG AG
PA27 GG AG CT AG GG CcC TT AA AA
PA28 AG GG CC AG AG CC TT AA AA
PA29 AG AG CT AG GG CT TT AG AG
PA30 GG AA CC GG GG CC TT AG AG
PA31 AA AA CT AA GG CcC TT AG AG
PA32 AG AA CT GG GG TT CT AG AG
PA33 AG AA CcC AA AG CcC TT AA AA
PA34 GG GG CC AG GG TT TT AG AG
PA35 GG AA TT GG GG CcC TT GG GG
PA36 GG AA CT GG GG CC TT AA AA
PA37 AA AA CT AG GG CcC TT AG AG
PA38 GG AG CT AG AA CC TT AG AG
PA39 AG AA CT GG GG CcC TT AA AA
PA40 AG AG TT GG GG CC TT AA AA
PA41 AA AA TT GG GG CcC TT AA AA
PA42 GG AA CT GG GG CT TT AA AA
PA43 GG AA TT GG GG CcC TT AG AG
PA44 AG AG CT GG AG CC TT AA AA
PA45 AG AA TT GG GG CcC TT AG AG
PA46 GG AA TT GG GG CC TT AA AA
PA4T GG AA CT GG GG CT TT AG AA
PA48 GG AA CC GG GG CC TT AG AG
PA49 AA AG CT AG AG CT CT AG AG
PA50 GG AG CC AG GG CT CT AA AA
PAS5S1 GG AG CcC AG GG CT CT AA AA
PAS52 AG AG CcC AA AG CcC TT AG AG
PA53 AA AG CcC AG AG CT CT AA AA

.



(PA).

Anexo IX. Comparaciones estadisticas de las frecuencias alélicas de los polimorfismos
estudiados, entre pacientes con Alzheimer (A), Controles (C) y Poblacién Abierta

rs242557 DIFERENCIA ESTADISTICA
p OR

Avs. PA 0.7688 0.9200

Avs.C 1.0000 1.0000

Cvs. PA 0.7688 0.9200
rs1467967 DIFERENCIA ESTADISTICA
p OR

A vs. PA 0.5418 1.2100

Avs. C 0.6487 1.1500

Cvs. PA 0.8770 1.0500
rs2471738 DIFERENCIA ESTADISTICA
p OR

Avs. PA 0.2397 0.7100

Avs. C 0.3749 0.7700

Cvs. PA 0.7724 0.9200
rs7521 DIFERENCIA ESTADISTICA
p OR

Avs. PA 0.2688 1.4200

Avs.C 0.5340 1.2100

Cvs. PA 0.6273 1.1700

.




rs3785883

DIFERENCIA ESTADISTICA

p OR
Avs. PA 0.4415 0.7500
Avs.C 0.8412 0.9200
Cvs. PA 0.5686 0.8000
rs2227956 DIFERENCIA ESTADISTICA
p OR
Avs. PA 0.2900 1.4600
Avs. C 0.2900 1.4600
Cvs. PA 1.0000 1.0000
rs391957 DIFERENCIA ESTADISTICA
p OR
Avs. PA 0.7570 0.8200
Avs. C 0.0981 5.2100
Cvs. PA 0.0549 0.1600
rs334558 DIFERENCIA ESTADISTICA
p OR
Avs. PA 0.2213 1.5400
Avs. C 0.0059 2.5200
Cvs. PA 0.1200 0.6100
rs6438552 DIFERENCIA ESTADISTICA
p OR
Avs. PA 1.0000 1.0000
Avs. C 0.1551 1.5800
Cvs. PA 0.1551 1.5800

-



Anexo X. Comparaciones estadisticas de las frecuencias genotipicas de los
polimorfismos estudiados, entre pacientes con Alzheimer (A), Controles (C) y

Poblacion Abierta (PA).

rs242557 DIFERENCIA ESTADISTICA
A/A A/G G/G
p OR p OR p OR
A vs. PA 1.0000| 1.0000 | 0.6884 | 0.8500 | 0.6868 1.1800
Avs. C 0.5402| 1.4700 | 0.4245 | 0.7200 | 0.6868 1.1800
Cvs. PA 0.5402| 0.6800 | 0.6903 | 1.1700 | 1.0000 1.0000
rs1467967 DIFERENCIA ESTADISTICA
A/A A/G G/G
p OR p OR o] OR
Avs. PA 1.0000 | 1.0000 | 0.4200 | 0.7200 | 0.1846 2.5500
Avs. C 0.6906 | 0.8500 | 0.8367 | 1.0900 | 0.7673 1.1900
Cvs. PA 0.6906 | 1.1700 | 0.3117 | 0.6600 | 0.2969 2.1400
rs2471738 DIFERENCIA ESTADISTICA
c/c c/T T/T
p OR p OR p OR
A vs. PA 0.3173 | 1.5000 | 0.6818 | 0.8400 | 0.4268 | 0.6500
Avs. C 0.1594 | 1.7800 | 0.1088 | 0.5200 | 0.7673 | 1.1900
Cvs. PA 0.6818 | 0.8400 | 0.2309 | 1.6300 | 0.2776 | 0.5500
rs7521 DIFERENCIA ESTADISTICA
A/A A/G G/G
p OR p OR o] OR
A vs. PA 0.1390 | 2.5200 | 0.2820 | 0.6200 | 1.0000 | 1.0000
Avs. C 0.2513 | 1.9800 | 0.3851 | 0.6800 | 1.0000 | 1.0000
Cvs. PA 0.7280 | 1.2800 | 0.8347 | 0.9200 | 1.0000 | 1.0000

.



rs3785883

DIFERENCIA ESTADISTICA

A/A A/G G/G
p OR p OR p OR
A vs. PA 1.0000 | 1.0000 | 0.3513 | 0.6400 | 0.3753 | 1.4900
Avs. C 1.0000 | 1.0000 | 0.8070 | 0.8900 | 0.8182 | 1.1100
Cvs. PA 1.0000 | 1.0000 | 0.4906 | 0.7300 | 0.5106 | 1.3400
rs2227956 DIFERENCIA ESTADISTICA
c/c c/T T/T
p OR p OR o] OR
A vs. PA 0.2969 | 0.6400 | 0.3851 | 1.4700 | 0.6480 | 1.5300
Avs. C 0.5364 | 0.7700 | 1.0000 | 1.0000 | 0.0801 indef
Cvs. PA 0.6696 | 0.8300 | 0.3851 | 1.4700 | 0.1551 | 0.0000
rs391957 DIFERENCIA ESTADISTICA
c/c c/T T/T
p OR p OR p OR
Avs. PA 0.3173 | indef | 0.2969 | 0.4700 | 0.5071 | 1.5700
Avs. C 0.3173 | indef | 0.3098 | 3.1300 | 0.1708 | 0.2300
Cvs. PA 0.0511 | 0.1500 | 0.0511 | 6.6800
rs334558 DIFERENCIA ESTADISTICA
A/A A/G G/G
p OR o] OR p OR
A vs. PA 0.0085 | 2.1900 | 0.0009 | 0.3600 | 0.1499 | 0.3200
Avs. C 0.0014 | 2.5700 | 0.112 | 0.6000 | 0.0661 | 0.2900
Cvs. PA 0.0085 | 2.1900 | 0.0009 | 0.3600 | 0.1499 | 0.3200
rs6438552 DIFERENCIA ESTADISTICA
A/A A/G G/G
p OR p OR p OR
A vs. PA 0.6868 | 1.1800 | 0.4122 | 0.7100 | 0.3098 | 3.1300
Avs. C 0.5465| 1.2800 | 0.5186 | 1.3200 | 0.0661 [ 0.2900
Cvs. PA 0.8414| 0.9200 | 0.1442 | 0.5400 | 0.0079 | 10.7600

&



Anexo XI. Combinaciones multiloci encontradas en las muestras estudiadas

FRECUENCIA DE HAPLOTIPOS

FRECUENCIA DE HAPLOTIPOS

HAPLOTIPO  ALZHEIMER CONTROLES POBLACION HAPLOTIPO  ALZHEIMER CONTROLES POBLACION
ABIERTA ABIERTA
AATGGCTAA 7 5 7 GACAGTTGG 0 2
GATGGCTAA 19 22 19 GGCGGTTGG 0 2 0
AGCAGCTAA 5 2 0 AGCGGTTGG 0 4 0
GGCAGCTAA 2 5 4 GATGGCTGG 0 9 8
GACGACTAA 2 3 5 AACGGCTGG 0 6 0
GACGGCTGG 16 0 4 GGCGGCTAG 0 1 0
AACAACTAA 2 4 2 AGTGGTTGG 0 2 0
AGCGGCTAA 10 7 10 AGCGGTTAA 0 2 2
AGCAGCCAA 2 0 0 GACGACTGG 0 2 0
AATGGTTGG 2 1 0 GATGGCCAA 0 1 0
AACAGTTAG 1 0 0 GGCGGCTAA 0 1 0
GACAACTAA 6 0 0 AGCGACTGG 0 1 0
GGCGGTTAA 2 0 2 AACAGTTAA 0 1 0
GGCAATTAA 1 0 0 GGCAACTAA 0 4 6
GGTGGCTAA 1 0 0 AATAATTGG 0 1 0
AGCGGTTAG 1 0 0 AGTGACTGG 0 1 0
GACGGTCAG 1 0 0 AGTAGTTGA 0 1 0
AACAGTTGG 2 0 0 GACGGCTGA 0 2 0
GATAGTTAA 1 0 0 GATGATCGG 0 0 1
GACAGCTAA 2 6 6 AACGGCTAA 0 0 9
AGCAGCTGG 1 2 0 AATAGCTGG 0 0 5
GACAGCTGG 4 6 0 AACAACTGG 0 0 2
GGCAGTTAA 1 3 0 AACAGCTAA 0 0 4
GACGGTTAA 5 5 4 GATGACTGG 0 0 3
AGCGGCTAG 1 0 0 AGTGGCTGG 0 0 4
GGCAACTAG 2 0 0 GGTGGTTGG 0 0 2
AACAGCCGG 1 0 0 AGCGACTAA 0 0 5
AGTGGTTAA 1 0 0 AACGATTGG 0 0 1
GATGATTGG 1 0 0 AGCGATTAA 0 0 1
GGCGATTGG 1 0 0 AACAGCTGG 0 0 3
GGCAGCTGG 1 0 0 GGTGACTAA 0 0 2
AGCAATCAA 1 0 0 GGCAGGTAA 0 0 1
GATGGTTGG 1 0 0 GGCAGTTGG 0 0 2
AACGACTGG 1 0 0 AGCAGTTGG 0 0 1
GGTGGTTAA 2 0 0 AATGGTCGG 0 0 1
AACGACTAA 0 2 0 GACGGTTGA 0 0 1
GACAGTTAA 0 3 0 AATAATCGG 0 0 1
GACGGCTAA 0 11 13 AACAATCAA 0 0 2
AGTGGCTAA 0 7 5 GGCAGTCAA 0 0 2
AGCGGCTGG 0 3 0




Anexo XII. Diferencias estadisticas de la comparacion de combinaciones multiloci

Avs.C Avs. P Cvs. P
P OR P OR P OR
AATGGCTAA 0.5402 1.4700 1.0000 1.0000 0.5402 0.6800
GATGGCTAA 0.5439 0.7800 1.0000 1.0000 0.5439 1.2800
AGCAGCTAA 0.2420 2.6700 0.0224 indef 0.1551 indef
GGCAGCTAA 0.2420 0.3800 0.4020 0.4800 0.7280 1.2800
GACGACTAA 0.6480 0.6500 0.2420 0.3800 0.4632 0.5700
GACGGCTGG 0.0000141 indef 0.0028 5.4100 0.0422 0.0000
AACAACTAA 0.4020 0.4800 1.0000 1.0000 0.4020 2.0900
AGCGGCTAA 0.4268 1.5400 1.0000 1.0000 0.4268 0.6500
AGCAGCCAA 0.1551 indef 0.1551 indef no comp. no comp.
AATGGTTGG 0.5597 2.0400 0.1551 indef 0.3173 indef
AACAGTTAG 0.3173 indef 0.3173 indef no comp. no comp.
GACAACTAA 0.0119 indef 0.0119 indef no comp. no comp.
GGCGGTTAA 0.1551 indef 1.0000 1.0000 0.1551 0.0000
GGCAATTAA 0.3173 indef 0.3173 indef no comp. no comp.
GGTGGCTAA 0.3173 indef 0.3173 indef no comp. no comp.
AGCGGTTAG 0.3173 indef 0.3173 indef no comp. no comp.
GACGGTCAG 0.3173 indef 0.3173 indef no comp. no comp.
AACAGTTGG 0.1551 indef 0.1551 indef no comp. no comp.
GATAGTTAA 0.3173 indef 0.3173 indef no comp. no comp.
GACAGCTAA 0.1423 0.3100 0.1423 0.3100 1.0000 1.0000
AGCAGCTGG 0.5597 0.4900 0.3173 indef 0.1551 indef
GACAGCTGG 0.5071 0.6400 0.0422 indef 0.0119 indef
GGCAGTTAA 0.3098 0.3200 0.3173 indef 0.0801 indef
GACGGTTAA 1.0000 1.0000 0.7280 1.2800 0.7280 1.2800
AGCGGCTAG 0.3173 indef 0.3173 indef no comp. no comp.
GGCAACTAG 0.1551 indef 0.1551 indef no comp. no comp.
AACAGCCGG 0.3173 indef 0.3173 indef no comp. no comp.
AGTGGTTAA 0.3173 indef 0.3173 indef no comp. no comp.
GATGATTGG 0.3173 indef 0.3173 indef no comp. no comp.
GGCGATTGG 0.3173 indef 0.3173 indef no comp. no comp.
GGCAGCTGG 0.3173 indef 0.3173 indef no comp. no comp.
AGCAATCAA 0.3173 indef 0.3173 indef no comp. no comp.
GATGGTTGG 0.3173 indef 0.3173 indef no comp. no comp.
AACGACTGG 0.3173 indef 0.3173 indef no comp. no comp.
GGTGGTTAA 0.3173 indef 0.3173 indef no comp. no comp.
AACGACTAA 0.1551 0.0000 no comp. no comp. 0.1551 indef
GACAGTTAA 0.0801 0.0000 no comp. no comp. 0.0801 indef
GACGGCTAA 0.00046 0.0000 0.00012 0.0000 0.6412 0.8000
AGTGGCTAA 0.0063 0.0000 0.0224 0.0000 0.5402 1.4700
AGCGGCTGG 0.0801 0.0000 no comp. no comp. 0.0801 indef
GACAGTTGG 0.1551 0.0000 no comp. no comp. 0.1551 indef
GGCGGTTGG 0.1551 0.0000 no comp. no comp. 0.1551 indef
AGCGGTTGG 0.0422 0.0000 no comp. no comp. 0.0422 indef
GATGGCTGG 0.0017 0.0000 0.0033 0.0000 0.7910 1.1500




AACGGCTGG 0.0119 0.0000 no comp. no comp. 0.0119 indef
GGCGGCTAG 0.3173 0.0000 no comp. no comp. 0.3171 indef
AGTGGTTGG 0.1551 0.0000 no comp. no comp. 0.1551 indef
AGCGGTTAA 0.1551 0.0000 0.1551 0.0000 1.0000 1.0000
GACGACTGG 0.1551 0.0000 no comp. no comp. 0.1551 indef
GATGGCCAA 0.3173 0.0000 no comp. no comp. 0.3171 indef
GGCGGCTAA 0.3173 0.0000 no comp. no comp. 0.3171 indef
AGCGACTGG 0.3173 0.0000 no comp. no comp. 0.3171 indef
AACAGTTAA 0.3173 0.0000 no comp. no comp. 0.3171 indef
GGCAACTAA 0.0422 0.0000 0.0119 0.0000 0.5071 0.6400
AATAATTGG 0.3173 0.0000 no comp. no comp. 0.3171 indef
AGTGACTGG 0.3173 0.0000 no comp. no comp. 0.3171 indef
AGTAGTTGA 0.3173 0.0000 no comp. no comp. 0.3171 indef
GACGGCTGA 0.1551 0.0000 no comp. no comp. 0.1551 indef
GATGATCGG no comp. no comp. 0.3173 0.0000 0.3173 0.0000
AACGGCTAA no comp. no comp. 0.0017 0.0000 0.0017 0.0000
AATAGCTGG no comp. no comp. 0.0224 0.0000 0.0224 0.0000
AACAACTGG no comp. no comp. 0.1551 0.0000 0.1551 0.0000
AACAGCTAA no comp. no comp. 0.0422 0.0000 0.0422 0.0000
GATGACTGG no comp. no comp. 0.0801 0.0000 0.0801 0.0000
AGTGGCTGG no comp. no comp. 0.0422 0.0000 0.0422 0.0000
GGTGGTTGG no comp. no comp. 0.1551 0.0000 0.1551 0.0000
AGCGACTAA no comp. no comp. 0.0224 0.0000 0.0224 0.0000
AACGATTGG no comp. no comp. 0.3173 0.0000 0.3173 0.0000
AGCGATTAA no comp. no comp. 0.3173 0.0000 0.3173 0.0000
AACAGCTGG no comp. no comp. 0.0801 0.0000 0.0801 0.0000
GGTGACTAA no comp. no comp. 0.1551 0.0000 0.1551 0.0000
GGCAGGTAA no comp. no comp. 0.3173 0.0000 0.3173 0.0000
GGCAGTTGG no comp. no comp. 0.1551 0.0000 0.1551 0.0000
AGCAGTTGG no comp. no comp. 0.3173 0.0000 0.3173 0.0000
AATGGTCGG no comp. no comp. 0.3173 0.0000 0.3173 0.0000
GACGGTTGA no comp. no comp. 0.3173 0.0000 0.3173 0.0000
AATAATCGG no comp. no comp. 0.3173 0.0000 0.3173 0.0000
AACAATCAA no comp. no comp. 0.1551 0.0000 0.1551 0.0000
GGCAGTCAA no comp. no comp. 0.1551 0.0000 0.1551 0.0000

indef= indefinido.

no comp.= no comparable.
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