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V. RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es el tipo de demencia que se presenta con mayor prevalencia
a nivel mundial. Consiste en la pérdida progresiva de la habilidad cognitiva debido al dafio
neuronal que ocurre por la presencia de dos tipos de lesiones a nivel cerebral, placas neuriticas
formadas por depositos extracelulares del péptido amiloide beta y marafias neurofibrilares
debidas a la acumulacién intracelular de la proteina de union a microtubulos tau en un estado
hiperfosforilado. Diversos estudios han permitido la identificacion de genes involucrados en su
desarrollo; tal es el caso de la enfermedad de Alzheimer de inicio temprano la cual se vio que
esta influenciada por la presencia de mutaciones en tres genes: presenilina 1 (PSEN1),
presenilina 2 (PESEN2) y la proteina precursora de amiloide (PPAb), mientras que en la
enfermedad de Alzheimer de inicio tardio se ha visto como Unico factor de riesgo la presencia del

alelo €4 en el gen de la apolipoproteina E.

Debido a que se trata de una enfermedad multifactorial, es necesario investigar otros genes de
susceptibilidad que pudiesen estar involucrados en su desarrollo. Estudios realizados en otras
poblaciones han encontrado que la presencia de ciertos polimorfismos en el gen de la enzima
convertidora de angiotensina (ACE), enzima degradadora de insulina (IDE), 24-dehidrocolesterol
reductasa (DHCR24) y protocadherina 11 (PCDH11) estan presentes en mayor frecuencia en
pacientes con demencia tipo Alzheimer. Sin embargo hasta el momento no existen estudios
reportados en la literatura que evaluen este tipo de polimorfismos en la poblacion Mexicana. Por
tal motivo, se realiz6 la genatipificacion de 3 polimorfismos localizados en el gen de la enzima
convertidora de angiotensina, 4 en el gen de la enzima degradadora de insulina, 3 en el gen de la
24-dehidrocolesterol reductasa y 4 en el gen de la protocadherina 11 mediante PCR en tiempo
real en un grupo de 94 pacientes con diagnéstico de demencia tipo Alzheimer y 100 sujetos sin

diagnostico de demencia como grupo control.

Los resultados obtenidos muestran que para el gen IDE la presencia del alelo C en el
polimorfismo rs3758505, el genotipo homocigoto para el alelo A y el genotipo heterocigoto A/G
en el polimorfismo rs4646954 confieren un incremento en el riesgo de desarrollar la enfermedad
de Alzheimer en la poblacion Mexicana. Asi mismo, se encontraron 6 combinaciones multiloci en
los genes ACE, IDE y DHCR24 y un haplotipo en el gen de IDE presente en el grupo de
pacientes con demencia tipo Alzheimer, lo cual podria indicar que su presencia conlleve a una

mayor susceptibilidad de desarrollar la enfermedad.



VI. ABSTRACT

Alzheimer’s disease (AD) is the type of dementia that occurs with the highest prevalence
worldwide. A progressive loss of cognitive function occurs due to the neuronal damage
caused by the presence of two types of lesions in the brain, neuritic plaques formed by
extracellular deposits of amyloid-p protein and neurofibrillary tangles, which are intracellular
accumulations of the microtubule associated protein Tau in a hyperphosphorylated state.
Several association studies have allowed the identification of genes involved in its
development; that is the case of early onset Alzheimer’s disease (EOAD) which was seen is
influenced by mutations in three genes, presenilin 1, presenilin 2 and the amyloid- precursor
protein while, the only risk factor associated with the late onset Alzheimer’s disease (LOAD) is

the presence of €4 allele in apolipoprotein E (ApoE).

Because it is a multifactorial disease, it is necessary to investigate other susceptibility genes
that may be involved in its development. Studies in other populations have found that the
presence of certain polymorphisms in the gene for angiotensin-converting enzyme (ACE),
insulin-degrading enzyme (IDE), 24-dehydrocholesterol reductase (DHCR24) and
protocadherin 11 (PCDH11) are present in Alzheimer’s disease patients. Since there are no
reported studies that assed the presence of these polymorphisms in the Mexican population,
we decided to genotype three polymorphisms located in the gene for ACE, four in IDE gene,
three in the gene for DHCR24 and four in the PCDH11 gene by real-time PCR in a group of
94 patients diagnosed with Alzheimer-type dementia and 100 subjects without a diagnosis of

dementia as the control group.

The results show that for the IDE gene the presence of the C allele in the rs3758505
polymorphism, the homozygous genotype A/A and the heterozygous genotype A/G in the
rs4646954 polymorphism confer an increased risk in the development of AD in the Mexican
population. Also, we found 6 multiloci combinations comprising ACE, IDE and DHCR24 genes
and a haplotype in the IDE gene present in the case group, which could indicate that their
presence may lead to an increased susceptibility of developing the disease.



VIl. ANTECEDENTES

7.1 Lademenciaa nivel mundial y en México

La demencia, de acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud®, es una serie de signos y
sintomas causados por varias enfermedades cerebrales que afecta la memoria, el
pensamiento, el comportamiento, la orientacion, el lenguaje, la toma de decisiones y la
habilidad de realizar actividades de la vida cotidiana. Aunque se presenta con mayor
frecuencia en adultos mayores, no implica que sea parte normal del envejecimiento. En el
aflo 2010 se estim6 que a nivel mundial habia 35.6 millones de personas que sufrian
demencia, cifra que se vera duplicada cada 20 afios. La demencia, es un problema de salud
gue afecta no solo a la persona que la padece, ya que ocasiona la discapacidad del individuo
y por lo tanto requiere de cuidados constantes por lo que tiene un alto impacto familiar. De
acuerdo a los sintomas que se van presentando se pueden distinguir tres etapas: fase
temprana, que se da en los primeros dos afios; fase media, del segundo al quinto afio y fase

avanzada, del quinto afio en adelante (Tabla 1).

Tabla 1. Etapas de la Enfermedad de Alzheimer: sintomas

Fase temprana

Fase media

Fase avanzada

-Olvidadizo con situaciones
gue acaban de ocurrir
-Dificultad  para  encontrar
palabras para comunicarse y
en la toma de decisiones

-Se desorienta en lugares que
le son conocidos

-Pérdida de la nocion del
tiempo
-Pérdida de interés en sus

actividades o pasatiempos
-Cambio en su estado de
animo como depresion o
ansiedad

-Muy olvidadizo con eventos
recientes y con el nombre de
personas

-Puede necesitar ayuda en el
cuidado personal

-Incapaz de preparar sus
alimentos, limpiar o ir de
compras

-Cambios en su
comportamiento como
deambular, gritar o]

perturbaciones de suefio

-Dificultad comprender lo que
sucede a su alrededor

-No reconoce amigos,
familiares u objetos

-Dificultad para comer sin
ayuda

-Necesita recibir asistencia

para el cuidado personal
-Cambios en su movilidad,
puede no ser capaz de
caminar por lo que necesita
una silla de ruedas

-Se intensifican los cambios en
su comportamiento e incluir
agresion y agitacion no verbal

Fuente: OPS. 2013."



En México, se estima que cerca de 800 mil personas sufren de algun tipo de demencia.? En
el afio 2014 se consolido el Plan de Accion Alzheimer y otras demencias en el cual participan
asociaciones civiles e Institutos de Salud, con la finalidad de promover una concientizacion
en la enfermedad al favorecer el acceso a la informacion, la capacitacion y la creacion de un

modelo de atencion integral que culmine en mejorar la calidad de vida del paciente.

7.2 La enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer es la forma mas comun de demencia en las personas de edad
avanzada, se trata de una pérdida progresiva de la habilidad cognitiva y funcional del
paciente asi como cambios en su conducta.® En la enfermedad de Alzheimer el cerebro es el
organo que se ve afectado, principalmente en la corteza entorrinal, el hipocampo, la
amigdala y las areas de asociacion cortical. A nivel macroscépico, ocurre una pérdida del
volumen cerebral por el ensanchamiento de los surcos, los ventriculos donde se encuentra el
liquido cefalorraquideo se agrandan, hay dafio en las neuronas localizadas en el hipocampo
con lo que se compromete la memoria a corto plazo, y hay pérdida en la capacidad de juicio
y lenguaje por la extension del dafio a la corteza, que es la parte mas exterior del cerebro
(Figura 1).

) .
A \ { * \\ B
pan
Surco — - J { SurcoG
G g < - - . // /"° Figura 1. Comparacién del cerebro de un individuo normal con el
/‘\ de enfermedad de Alzheimer. (A) Del lado izquierdo se muestra
44/ el cerebro de un individuo normal y (B) del lado derecho el de un
Ventriculo — individuo con EA. Se observa una disminuciéon del volumen
d cerebral; en recuadros se muestran las areas que se ven
S s { «| afectadas al extenderse el dafio. Fuente: Campos-Pefia, V,
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A nivel microscopico se caracteriza por la presencia de dos tipos de lesiones representativas,
que son las placas neuriticas (PN) y las marafias neurofibrilares (MNF).> En 1991 Braak &
Braak® realizaron un estudio para conocer la distribucién de estas lesiones en tejido cerebral,
ellos observaron que los depdsitos de amiloide se localizaban principalmente en la corteza
cerebral pudiéndose diferenciar solo tres estadios de acuerdo a su densidad, en A, By C.
Por el contrario, la distribucion de las marafias neurofibrilares seguia un patrén bien definido,
por lo que fue posible clasificar su evolucion en seis etapas: I, II, Ill, IV, V y VI (Ver detalles

mas adelante).

En la corteza, la neocértex es el sitio principal donde se acumulan los depdésitos del péptido
AB. Con respecto a su distribucion, el estadio A se caracteriza por la presencia de regiones
poco densas en la neocortex principalmente en la porcién basal de los I6bulos frontal,
temporal y occipital. En el estadio B, la densidad de los depédsitos de amiloide esta presente
en casi todas las areas de asociacion en la neocorteza y en el estadio C, hay depdsitos de
amiloide en las areas primarias de la neocorteza (Figura 2).°

~ ~
AN -
Normal Estadio A Estadio B Estadio C

Figura 2. Progresion de la acumulacion de placas neuriticas. En el estadio A se observan depésitos en las porciones
basales de la isocortex, en el estadio B los depésitos de amiloide se localizan en todas las regiones de asociacion en la
isocortex ademas de que el area de formacion hipocampal esta medianamente comprometida; en el estadio C los depdsitos
de AP se observan en todas las areas de la isocortex incluidas el area sensorial y motora.

Debido a que la distribucion de las MNF sigue un patrén definido los estadios pueden
agruparse de acuerdo al area de inicio, el estadio | y Il inicia en la region transentorrinal, el
estadio Il y IV tiene su inicio en la region que comprende el sistema limbico y, en los
estadios V y VI ademas se ve afectada la isocortex. Los estadios | y Il incluyen la presencia
de degeneracion neurofibrilar en la corteza entorrinal, la corteza transentorrinal y la region

CA1 subicular al hipocampo (Figura 3). En los estadios Ill y IV se observa, ademas,
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degeneracion neurofibrilar en el sistema limbico (Figura 4). Finalmente, en los estadios V y

VI, la degeneracion neurofibrilar esta presente también en la neocértex (Figura 5).°

entorhin. i,
region

Figura 3. Etapas transentorrinales. (I) Presencia de MNF en células que residen dentro de la regiéon de la corteza
transentorrinal (color amarillo), posteriormente (Il) el dafio se acentla en la corteza transentorrinal, extendiéndose a la
corteza entorrinal y a la regiéon CA1/CA2 del hipocampo (color morado).

Figura 4. Etapas limbicas. (Il y V) El dafio observado en las etapas transentorrinales se acenttia, ademas se extiende hacia
areas del sistema limbico (color azul claro).

Figura 5. Etapas isocorticales. (V y VI) Hay destruccion severa y masiva de areas del sistema limbico, ademds ahora se ven
involucradas areas de asociacion cortical. Fuente: modificado de Braak, H., E. Braak. 1995.7
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7.2.1 Placas neuriticas (PN)

Se localizan en la corteza e hipocampo de individuos afectados, presentan una conformacion
esférica e inclusive pueden alcanzar 200 um de diametro (Figura 6). Se trata de depositos
extracelulares cuyo principal componente es un péptido de 4 kDa conocido como amiloide
beta (AB).® El péptido AB es generado a partir del procesamiento proteolitico de la proteina
precursora de amiloide beta (PPARB), que da lugar a fragmentos de 39 a 43 aminoacidos
dependiendo del sitio de corte de y secretasa.® La mayoria del péptido amiloide beta que se
encuentra formando las placas corresponde a aquel que cuenta con 42 aminoacidos (ABa42),
debido a que es mas propenso a agregarse; sin embargo, también existe en conjunto
amiloide beta de 40 aminoacidos (AB4o) €l cual se produce de forma mas abundante por las

células.®

El péptido amiloide beta puede encontrarse en forma de monémero, dimero, oligbmero o en
fibras los cuales comienzan a agregarse adoptando una estructura en forma de hoja
plegada. Alrededor de los nucleos de las placas de AB hay presencia de neuritas distroficas,

microglia activada y astrocitos.

Figura 6. Placa neuritica. Fuente: modificado de Perl, D.P. 2010."°

7.2.2 Marafnas neurofibrilares (MNF)

Son el resultado de la agregacion anormal de material proteico al interior de las neuronas
ocupando poco a poco el espacio intracelular®, el principal componente es la proteina tau

(Figura 7). Tau es una proteina asociada a microtubulos (MAP) cuyo gen se localiza en el
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brazo largo del cromosoma 17. En las neuronas, se localiza principalmente en el axén.™*
Existen 6 principales isoformas en el ser humano que presentan dos dominios, el dominio de
proyeccioén que corresponde al N-terminal que cuenta con una region acidica y otra rica en
prolinas y el dominio C-terminal, que cuenta con varios dominios repetidos que constituyen el

dominio de unién a microt(bulos (MTBD).*

Es una proteina estable, altamente soluble y que presenta una estructura primaria que
permite que sufra modificaciones post-traduccionales tales como glicacion, nitracion,
oxidacion o fosforilacion, siendo esta ultima el principal mecanismo asociado con su

agregacion anormal.

La fosforilacidon de tau es el mecanismo mediante el cual se regula su funcion, en ella
participan cinasas como la glucégeno sintasa cinasa 3 (GSK3p) o la ciclina dependiente de
cinasa 5 (cdk5), y fosfatasas como PP2A, PP2B ¢ PP1.2 La unién de tau al microttbulo (MT)
depende de su grado de fosforilacion y desfosforilacion, en las células existen diversas pozas
de la proteina con diferentes estados de fosforilacion, la mayor parte de estas proteinas se
encuentran fosforiladas y sélo una pequefia porcion se encuentra unida a los microtubulos.
La fosforilacion de Tau, ocurre preferentemente en los residuos de serina, treonina y
prolina.* La hiperfosforilacién de la proteina conlleva a que disocie del MT favoreciendo su
acumulacion y posterior agregacion en la forma de mondémeros, dimeros/trimeros, filamentos

helicoidales apareados (PHF) y finalmente, MNF.

Esta proteina ademas de promover el ensamblaje y estabilidad de los MT participa en el
crecimiento de las neuritas, el transporte en el axén, la transduccion de sefales e interactia

con la membrana plasmatica y el citoesqueleto.®

Figura 7. Marafias neurofibrilares. Fuente: modificado de Bennett, D.A., et al.
2004."
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7.2.3 Diagnostico

Actualmente, el diagnéstico definitivo de la EA es el neuropatoldgico. Este, consiste en un
examen macroscopico y microscopico del cerebro. A nivel macroscopico se observa la
morfologia de las estructuras cerebrales donde habra una disminucion del volumen cerebral,
el adelgazamiento de la corteza cerebral, el agrandamiento de los ventriculos asi como la
reduccion del hipocampo (Figura 1) y a nivel histopatoldgico, se realiza la tincion de tejido
cerebral para observar las lesiones caracteristicas de la enfermedad, PN y MNF (Figuras 6,
7).

El diagnéstico clinico se realiza considerando el expediente clinico del paciente, pruebas

neuropsicoldgicas y pruebas de neuroimagen.

Las pruebas neuropsicologicas involucran la realizacion de una entrevista con preguntas
estructuradas al paciente y algun familiar directo. Las preguntas tienen asignado una
puntuacion cuya sumatoria dard a conocer el estado mental del sujeto, ejemplos de estas

pruebas son:

= MMSE.' La escala de puntuacién va de <9 a 30. Un puntaje <9 significa que el
individuo tiene un deterioro cognitivo grave mientras que 30 puntos es que tiene buena
salud mental.

= CDR.!® Es una escala global especifica para identificar la demencia tipo Alzheimer
cuyos valores van de cero a tres; el valor de cero significa que el sujeto no presenta
ningun deterioro mientras que un valor de tres implica que presenta deterioro severo.

= NINCDS-ADRDA.'® En 1984 un grupo de investigadores se reunié con la finalidad de
conjuntar criterios que llevasen al diagnostico de la EA, para ello se consider6 la
historia clinica del paciente, el examen fisico, pruebas neuropsicoldgicas y ensayos de

laboratorio.

Las técnicas de neuroimagen®® permiten el estudio del cerebro humano a nivel funcional y
estructural. Las pruebas que se utilizan con mayor frecuencia son la resonancia magnética
nuclear (RMN), la tomografia por emision de positrones (PET), la tomografia computada (TC)

y la tomografia computarizada por emisién de fotones simples (SPECT).
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7.2.4 Genética del Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer se puede clasificar en dos tipos: familiar o de inicio temprano
(Early Onset Alzheimer Disease, EOAD) y esporadico o de inicio tardio (Late Onset
Alzheimer Disease, LOAD).

7.2.4.1 Alzheimer de inicio temprano

Ocurre en personas de edad menor a 65 afios siendo del 1 al 5 por ciento de todos los
casos. Presenta una herencia Mendeliana autosomica dominante. Se ha asociado con la
presencia de mutaciones en tres genes que son presenilina 1 (PSEN1), presenilina 2
(PSEN2) y la proteina precursora de amiloide beta (PPAB). La presencia de estas

mutaciones, est4 asociada con un incremento en la produccion del péptido AB4z.*

= Presenilina 1 (PSEN1)
Fue descubierta en 1995. Su gen se localiza en el brazo largo del cromosoma 14. Es una
proteina de 50-55 kDa que tiene nueve dominios transmembranales con un loop entre el
sexto y séptimo. La enzima es activa en un amplio rango de pH pero sus condiciones
6ptimas son a pH neutro o ligeramente 4cido.?” Se encuentra como un heterodimero debido
a que sufre una endoprotedlisis por una proteasa referida como “presenilinasa” que da lugar
a dos fragmentos asociados, C-terminal (CTF) y N-terminal (NTF).”* Cada uno de los

fragmentos dona un aspartato lo que le da la actividad al complejo y secretasa.*

= Presenilina 2 (PSEN2)
Fue descubierta en 1995 poco después del hallazgo de PSEN1. Su gen se localiza en el
brazo largo del cromosoma 1. Es homélogo de la presenilina 1.%

= Proteina precursora de amiloide (PPAR)
Fue descubierta en 1987. Es una proteina membranal de tipo 1 cuyo gen se encuentra en el
cromosoma 21. Cuenta con un dominio extracelular hidrofilico conformado por el N-terminal,
un anico dominio transmembranal hidrofébico y un dominio citopladsmico que corresponde al

C-terminal.®® Su sintesis ocurre en el reticulo endoplasmico (RE) tras lo cual una pequefia
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porcién, aproximadamente el 10%, se localiza en la membrana plasmatica y el restante en el

aparato de Golgi y la red trans Golgi (Figura 8).%°
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Figura 8. Movimiento intracelular de la PPAR.
Moléculas nuevas de la PPAB (barras negras)
maduran a través de su paso del RE al aparato de
Golgi, una vez que la PPAB llega a la superficie
puede ser rapidamente internalizada para ser
transportada de nuevo a la superficie celular o para
ser degradada en los lisosomas. El procesamiento
no amiloidogénico ocurre principalmente en la
superficie celular donde alfa secretasa esta
presente mientras que el procesamiento por la via
amiloidogénica requiere que la PPAB sea
internalizada en vesiculas endosomales donde se
encontrard con beta y gamma secretasa. Fuente:
Thinakaran, G., E.H. Koo. 2008.%¢

Corresponde a un grupo heterogéneo de polipéptidos que sufren modificaciones

postraduccionales como la adiciébn de azucares, grupos sulfato o fosfato. Existen ocho

isoformas que contienen de 365 a 770 aminoacidos, sin embargo, las isoformas que

contienen la secuencia que codifica para el péptido AR sélo se encuentran en las isoformas

que contienen 751, 770 y 695 residuos de aminoacidos.?’ Las dos primeras se expresan en

células no neuronales tales como aquellas pertenecientes al musculo, rifidn o pulmon;

mientras que la Gltima se expresa en mayor proporcioén en las neuronas.?®

7.2.4.1.1 Procesamiento de la proteina precursora de amiloide

Si bien la mayoria de la PPAB es degradada en el reticulo endoplasmico, es durante su

transporte hacia la membrana celular cuando sufre cortes por tres enzimas proteoliticas

denominadas secretasas. Existen dos vias mediante las cuales se lleva a cabo su

procesamiento (Figura 9).
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(a) Via no amiloidogénica (b) Via amiloidogénica
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Figura 9. Vias de procesamiento de la PPARB. Existen dos vias mediante las cuales ocurre el procesamiento, (a) la via no
amiloidogénica donde participan alfa y gamma secretasa, y (b) la via amiloidogénica donde participan beta y gamma
secretasa. Fuente: modificado de Meraz-Rios, M.A. 2014.%°

1. Viano amiloidogénica
En esta via participan a y y secretasa. La accién de a secretasa sobre la PPAB genera un
péptido soluble, sPPA-a, y un fragmento, C83, que queda retenido en la membrana.
Posteriormente, y secretasa actua sobre C83 para dar lugar a un fragmento extracelular de 3
kDa, p3, y un fragmento intracelular denominado CTFy.* La accién de a secretasa sobre la

PPAp requiere que se encuentre anclada a la membrana celular.

= [ secretasa
La actividad de a secretasa se ha asociado con ciertos miembros de la familia ADAM3! entre
los que destacan ADAM10, ADAM17 y ADAM9.

2. Via amiloidogénica
En esta via participan B y y secretasa. La PPAB que no es procesada por a secretasa es
internalizada en vesiculas, donde 3 secretasa se localiza y actua uniéndose a la PPAB dando
lugar a un fragmento soluble, SPPA-B y un fragmento anclado a la membrana, C99.** La

formacion de amiloide beta (AB) tiene lugar debido a la accion de y secretasa sobre C99.
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= [3 secretasa
BACE1 (B-site APP-cleavage enzyme) es la principal B secretasa.®®* Se localiza
principalmente en la red trans Golgi y en los endosomas. Su sintesis ocurre en el RE, tras lo
cual es trasportada a la membrana plasmatica; al igual que la PPAB es internalizada en
vesiculas endosomales que le proporcionan un ambiente acido necesario para su actividad
6ptima.*°

» v secretasa®*®
Esta conformada por cuatro proteinas transmembranales de tipo 1 que son: presenilina 1 6 2
(PSEN1, PSENZ2), nicastrina (Nct), PEN-2 (presenilin enhancer 2) y Aph-1 (anterior pharynx-
defective-1) (Figura 10). El ensamble del complejo inicia en el RE, donde primeramente Ncty
Aph-1 se unen formando un complejo estable al que posteriormente se asocia PSEN y PEN-
2.

e Presenilina
Su estructura consiste en nueve dominios trasmembranales. Se le considera el sitio activo
del complejo debido a que entre en sexto y séptimo dominio se localizan los aspartatos, los

cuales son necesarios para el procesamiento proteolitico.

¢ Nicastrina (Nct)
Es una glicoproteina de 709 aminoacidos cuyo dominio transmembranal es el sitio de
interaccién entre PSEN y Aph-1. Cuenta con un dominio intracelular C-terminal corto y un

dominio extracelular N-terminal que actia como el sitio receptor.

e PEN-2
Es una proteina de 101 aminoacidos con dos dominios transmembranales de los cuales el N-
terminal interactia con PSEN mientras que el C-terminal activa y favorece la protedlisis de
PSEN. Permite la salida de Nct del reticulo endoplasmico al aparato de Golgi, donde ocurre

su maduracion.
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° Aph-l
Es una proteina con siete dominios transmembranales, un motivo conservado en el cuarto

dominio transmembranal permite la interaccion intermolecular entre PSEN y PEN-2.

N
C§ Espacio extracelular
P
Cc

Citosol

Estabiliza a PSEN junto con Nct.

Pen-2 Aph-1 PS Nct

Current Opinion in Pharmacology

Figura 10. Complejo y secretasa. Conformado por cuatro proteinas transmembranales que son presenilina 1 6 2, Nicastrina,
PEN-2 y Aph-1. Fuente: modificado de Lundkvist, J., J. Naslund. 2007.%

7.2.4.2 Alzheimer de inicio tardio

Representa del 85 al 90 por ciento de los casos que se presentan a nivel mundial en la
poblacién mayor de 65 afios.®” El principal factor de riesgo genético asociado es la presencia

del alelo €4 del gen de la apolipoproteina E (ApoE).

= Apolipoproteina E
Es una proteina de 33 kDa y 299 aminoacidos cuyo gen se localiza en el cromosoma 19.
Existen tres isoformas que se diferencian por un cambio de aminoéacido en los residuos 112 y
158; ApoE2 tiene cisteina en ambas posiciones, ApoE3 tiene cisteina en el sitio 112 vy
arginina en el 158 y por el contrario, ApoE4 tiene arginina en ambas. Cuenta con dos
dominios, el N-terminal donde se localiza la region de union a receptor y la C-terminal donde

se encuentra la region de unién a lipidos (Figura 11). Cada isoforma es metabdlicamente
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diferente y difieren una de otra en su afinidad por las particulas lipoproteinicas, asi como por

su unién a los receptores lipoproteinicos de baja densidad.

Receptor Lipid
binding Hinge binding
1 136 150 region 244 272 299
NH, "'-I H | | | COOH
Argél Arg or Cys| |Arg or Cys Glu255
L |

Domain interaction in APOE4

|

5 N-terminal domain |‘ C-terminal domain

Figura 11. Esquema de ApoE. Fuente: Bu, G. 2009. *

Se expresa en el higado y en el cerebro, sitio donde es producida por los atrocitos, seguido
por la microglia y bajo ciertas condiciones por las neuronas.*® Regula el transporte de lipidos
y colesterol mediante la union a receptores en la membrana celular pertenecientes a la

familia de receptores de lipoproteinas de baja densidad (LDLR).*

La presencia de una copia del alelo €4, incrementa tres veces el riesgo de presentar la
enfermedad de Alzheimer; mientras que la presencia de ambas copias incrementa el riesgo
de la enfermedad hasta doce veces.** ApoE3 es la isoforma mas com(n mientras que ApoE2

es la isoforma menos frecuente, ya que se presenta del 1 al 5 por ciento de la poblacion.

Un metabolismo anormal de lipidos esta relacionado con la EA debido a que el incremento
intracelular de colesterol inhibe la actividad de a secretasa favoreciendo la actividad de By y
secretasas.®” El paso que marca la formacién de placas neuriticas es el cambio de
conformacion del AB de a hélice, que es soluble, a hoja B plegada; estudios in vivo han
demostrado que ApoE se asocia con las placas neuriticas ya que se une mas facilmente a la

conformacion B.%2
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7.3 Toxicidad del péptido amiloide beta

La acumulaciéon de AB se debe a un desequilibrio entre su formacion y eliminacion. El efecto
toxico del péptido AR se debe a su conversibon de mondémero a oligdbmero. Entre los
mecanismos de toxicidad que se han descrito son estrés oxidativo, disfuncion de las sinapsis,
interaccion con receptores como NMDA y AMPA, disfuncion mitocondrial y la interaccion con

las membranas.®

= Estrés oxidativo
El cerebro es vulnerable de sufrir estrés oxidativo por su alto contenido lipidico. El péptido
amiloide beta es capaz de reducir el Cu?* y Fe*" a Cu* y Fe?" debido a que cuenta con sitios
de unién a metales, principalmente Cu®*, en la regién que comprende los primeros 15
aminoacidos debido a la presencia de los aminoacidos histidina en las posiciones 6, 13 y 14
ademas de tirosina en la posicion 10. Esto permite, que estos iones reaccionen con el
oxigeno molecular generandose el anion superoxido (- 0;) el cual puede reaccionar con
ambos hidrégenos del peréxido de hidrégeno (H,0,). Asi mismo, el peroxido de hidrégeno al
reaccionar con otros iones metalicos genera el radical hidroxilo (- OH) que puede sustraer

protones de lipidos y proteinas.

= Disfuncion mitocondrial
Se ha reportado que el A puede ingresar a la mitocondria a través de los transportadores de
membrana mitocondrial (TOM) afectando la integridad del citocromo C y de otras enzimas del
ciclo de Krebs. También, inhibe la produccién de ATP.

= Interaccidon con membranas
El péptido AB se une con gran afinidad a las membranas ocasionando un incremento
intracelular de Ca?" al favorecer la formacién de poros o canales iénicos que facilitan su

ingreso a la célula.
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7.4 Enzimas involucradas en la eliminacion de A

La concentracion fisioldgica del péptido AR es mantenida por el balance entre la regulacion
del procesamiento proteolitico de la PPAB que resulta en la formacién de AB, su eliminaciéon
y transporte a través de la barrera hematoencefalica, su degradacién proteolitica y por la
capacidad de ciertas proteinas de unirse al péptido AB.** En el cerebro, las células de la
microglia son las responsables de fagocitar AB y liberar enzimas que degradaran el péptido
AB. Estudios han mostrado que son capaces de internalizar y degradar formas fibrilares (fAB)
y solubles (sAB) de AB.*® Las formas solubles de AB son eliminadas mediante su transporte a
través de la barrera hematoencefélica a la circulacion por el receptor de lipoproteinas de baja
densidad 1 (LRP1)*, este mecanismo es facilitado o inhibido por su unién a una proteina
transportadora como ApoE, ApoJ o albimina.*’ Asi mismo, el AR puede sufrir degradacion
proteolitica por una serie de proteasas cuya actividad depende de su afinidad por el AB, su
pH 6ptimo y su localizacion celular.”® En la microglia, la principal proteasa involucrada en la
degradacion de AB a nivel intracelular es neprilisina (NEP) mientras que a nivel extracelular

es la enzima degradadora de insulina (IDE).

7.4.1 Enzima Convertidora de Angiotensina (ACE)

Esta enzima pertenece al sistema renina-angiotensina (SRA), su funcién principal es la
regulacion de la presién sanguinea y el balance de fluidos y sales en el cuerpo. La enzima
renina, liberada a la circulaciéon por las células del aparato yuxtaglomerular del riidn actia
sobre el dominio N-terminal del angiotensindbgeno para convertirlo en angiotensina | (Ang I).
Posteriormente, la enzima convertidora de angiotensina cataliza la conversion del péptido de
diez aminoéacidos angiotensina | al de ocho amino&cidos angiotensina Il (Ang Il) mediante la
escision de dos péptidos en la regién C-terminal.*® Asi mismo, la accién de la
aminopeptidasa A sobre Ang Il da lugar a la formacion del heptapéptido angiotensina Il (Ang
lIl) mientras que la accion de la aminopeptidasa N sobre Ang lll da lugar al hexapéptido

angiotensina IV (Ang IV) (Figura 12).
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Figura 12. Sistema renina-angiotensina. Fuente: modificado de Reaux, A., M.C. Fournie-Zaluski, C. Llorens-Cortes. 2001.%°

La union de la Ang Il a sus receptores AT, 6 AT, tiene un efecto vasoconstrictor, regulandose

asi la presion sanguinea.

En los seres humanos existen dos isoformas de la enzima, ambas codificadas por un gen en
el cromosoma 17, que son la somatica (SACE) y la germinal (JACE). SACE es una proteina
transmembranal con un dominio citosélico C-terminal, un dominio transmembranal
hidrofébico y un dominio extracelular que cuenta con dos regiones homodlogas C- y N-
terminal las cuales cuentan con un sitio de unién a zinc; se expresa principalmente en células

endoteliales.>*

Con respecto a la EA, se ha planteado que el dominio responsable de degradar el péptido
amiloide beta es el N-terminal.>* Actualmente, se han reportado 78 polimorfismos en el gen
gue codifica para esta enzima, que se encuentran asociados con el desarrollo de la EA,
siendo el mas estudiado un polimorfismo de insercion/delecion correspondiente a la
presencia o ausencia de un fragmento de 287 pares de bases en el intrén 16 de este gen.>®
Estudios han sefalado que el genotipo que contiene al alelo de inserciébn parece estar
asociado con la EA, mientras que el genotipo homocigoto para el alelo de delecibn como
protector.®*°**® Por otro lado, estudios in vitro han demostrado que esta enzima es capaz de
unirse a ABo y AB42 favoreciendo su degradacion.>’® Ademas, su actividad parece estar

incrementada en aquellos pacientes con EA en comparacién con los individuos control.>*¢°
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7.4.2 Enzima Degradadora de Insulina (IDE)

Es una enzima de aproximadamente 110 kDa que requiere un tiol (-SH) y un catién bivalente
Zn?* para su actividad como proteasa. El gen que la codifica tiene 120 kb y se encuentra en
el brazo largo del cromosoma 10. Cuenta con un sitio activo conformado por una secuencia
HEXXH donde ambas histidinas (H) coordinan la unién con el &omo de zinc mientras que el
glutamato (E) tiene funcion catalitica.®* Se localiza principalmente en el citosol pero también
en los endosomas, peroxisomas Yy la superficie celular.®? Su actividad de proteasa la ejerce
preferentemente sobre péptidos que tienden a formar fibrillas de amiloide en forma de hoja

plegada como insulina, AB, amilina, factor natriurético atrial y calcitonina.

La enzima se encuentra como un monémero formado por dos dominios de ~50 kDa, IDE-N e
IDE-C. Al unirse ambos dominios se forma una cavidad que rodea a los sustratos y no
permite la entrada o salida de los mismos, excluyendo aquellos péptidos que tengan mas de
~70 aminoacidos. Al interior de la cavidad, del lado del dominio IDE-N, se localiza el sitio
activo. Ademas, IDE-N posee un exositio donde la region N-terminal de sus ligandos queda
anclada. Una vez que se da el reconocimiento enzima-sustrato, los sustratos sufren un
cambio conformacional de alfa hélice a hoja beta con lo que interaccionan no covalentemente
con el sitio activo y el exositio. Posteriormente, una vez al interior de la cavidad la region N-
terminal del sustrato es anclada al exositio permitiéndose el correcto posicionamiento de la
region C-terminal al sitio catalitico.®® La actividad enzimatica de esta enzima ocurre en un

rango de pH de 6.0 a 8.5.

El principal sustrato de esta enzima es la insulina. La insulina es una hormona de 51
aminoacidos sintetizada y secretada por las células B pancreaticas en los islotes de
Langerhans como consecuencia de un incremento de glucosa en el torrente sanguineo. El
cerebro es el principal consumidor de glucosa, por lo que requiere que ésta sea transportada
a través de la barrera hematoencefalica mediante su union a las proteinas transportadoras
de glucosa (GLUT).

El receptor de insulina® es un heterotetramero con actividad de tirosina cinasa formado por
dos subunidades extracelulares denominadas a y dos subunidades transmembranales

denominadas B, ambas unidas por puentes disulfuro. En el cerebro se localizan en la corteza

24



cerebral, hipocampo, hipotalamo y bulbo olfatorio. La unidén de la insulina a la subunidad a
induce un cambio conformacional que resulta en la activacion de la subunidad B al
autofosforilarse los residuos de tirosina.®®> Este evento propicia que se fosforilen algunos
miembros de la familia de proteinas IRS, entre los que destacan el sustrato 1 del receptor de
insulina (IRS-1) y el sustrato 2 del receptor de insulina (IRS-2). La union de la fosfatidilinositol
3 cinasa (PI3K) al IRS-1 conlleva a su activacion. PI3K convierte el lipido de membrana
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,) en fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) el cual
indirectamente activa a la proteina cinasa B (PKB). Cuando PKB esta unida a PIP3; es
fosforilada y activada por la proteina cinasa D (PDK-1). Una vez activa, PKB (también
llamada Akt) ingresa al citoplasma donde inactiva a la glucégeno sintasa cinasa 3 (GSK3) al
fosforilar los residuos de serina 21 en la isoforma alfa y la serina 9 en la isoforma beta.
GSK3a aumenta los niveles del péptido AB al favorecer la actividad de y secretasa sobre la
PPAB mientras que GSK3B es la principal cinasa responsable de la hiperfosforilacion de
tau.®® El principal sustrato de la GSK3 es la glucdgeno sintasa (GS), esta enzima cataliza el
paso final de la sintesis de glucdgeno. La fosforilacion de la enzima glucégeno sintasa por
GSK3 inhibe la sintesis de glucégeno mientras que la inactivacion de GSK3 por PKB/Akt
origina que la glucosa sea almacenada como glucogeno (Figura 13). La insulina a nivel

cerebral tiene beneficios en la memoria y el aprendizaje.
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Figura 13. Via de sefializacion de la insulina
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Debido a que la acumulacion progresiva de AB es una caracteristica invariable de la EA, su
baja eliminacién puede ser un factor de riesgo a desarrollar la enfermedad en algunos
sujetos. IDE es la principal proteasa involucrada en la degradacion del péptido AB a nivel
extracelular; sin embargo, sblo es capaz de degradarlo si se encuentra en forma de
monémero. Kurochkin y Goto®" demostraron la relacion entre IDE y AB al encontrar que
péptido AB marcado se unia a una proteina que ellos identificaron como IDE en fracciones
citosolicas de cerebro e higado de rata. Asi mismo, se ha visto que ademas de la microglia
las neuronas también pueden degradar péptido AR mediante la expresion de IDE en la
superficie celular.®® Con respecto a su distribucién anatémica en el cerebro de individuos
normales y con EA, Bernstein y colaboradores® usando ensayos inmunohistoquimicos
encontraron que en los controles se localizaba en células piramidales de la neocorteza, el
soma y las dendritas; por el contrario, en los pacientes se expresaba en las neuronas

ademas de encontrarse asociada con las placas neuriticas.

= Demenciay diabetes

En los Ultimos afios, se ha incrementado las evidencias que demuestran que existe una
relacién entre la resistencia a la insulina’ con la EA. Existen varias evidencias que sefialan
que esta hormona regula los niveles extracelulares de AB4o Y AB42 al favorecer el trafico de la
PPApR del aparato de Golgi a la membrana plasmética, donde lleva a cabo su procesamiento.
Estudios epidemioldgicos y clinicos han demostrado que tanto la diabetes mellitus (DM) tipo
2 como la hiperinsulinemia incrementan el riesgo de desarrollar la EA. La DM tipo 2 se
caracteriza por niveles altos de glucosa en sangre debido a la reduccion en los niveles de
insulina secretada ademas de que se presenta una resistencia a la insulina. La
hiperinsulinemia conlleva a que haya niveles altos de insulina en sangre, lo cual favorecera la

acumulacion del péptido AB al competir con ésta por su union a la enzima (Figura 14).

Niveles altos de glucosa en sangre trae como consecuencia la activacion de procesos
inflamatorios que pueden favorecer la resistencia a la insulina.”* Se ha demostrado que
mediadores de la inflamacion como el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), interleucina-1
beta (IL-1B) o interleucina-6 (IL-6) reducen la sensibilidad a la insulina mediante la inhibicion
de los receptores de insulina (IR) ademas de que afectan la funcién de las mitocondrias

favoreciendo la formacion de especies reactivas de oxigeno.
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Figura 14. Relacién de la resistencia a la insulina con la EA. (a) La resistencia a la insulina en el tejido periférico ocasiona
que haya un exceso de insulina (hiperinsulinemia) (b) los niveles de esta hormona se veran aumentados en el SNC por lo
que la actividad de IDE se veréa disminuida con respecto a la degradacion de otro de sus sustratos (AB) al haber competicion
entre AB y la insulina por unirse a la enzima (c) al haber un exceso de insulina la actividad de la ciclina dependiente de
cinasa 5 (cdk5) se vera favorecida lo que trae como consecuencia la fosforilacion de tau, asi mismo la resistencia a la
insulina ocasiona que la actividad de PI3K y PKB se vea disminuida con lo que la actividad de GSK3p aumenta lo que
contribuye a su vez con la fosforilacion de tau que es el componente de las MNF (d,e) puesto que la degradacion de A
disminuye incrementa la formacion de oligdmeros que son los responsables de la activacion de la respuesta inmune innata
en la glia al ser mas téxicos ocasionando un proceso inflamatorio (f) por lo tanto un evento de hiperinsulinemia sin
hiperglicemia cronica disminuye los transportadores de insulina en la barrera hematoencefalica ocasionando que los niveles
de insulina disminuyan. Fuente: modificado de Neumann, K.F., et al. 2008."2

7.5 Colesterol y demencia

El cerebro es el érgano con mayor contenido de colesterol, teniendo aproximadamente el
20% del colesterol total. La sintesis de colesterol ocurre en el RE. Las células encargadas de
su mantenimiento son las neuronas y las células de la glia, es decir, los astrocitos, la
microglia y los oligodendrocitos. La sintesis de colesterol en el cerebro es diferente de la que
ocurre en el resto del organismo debido a la existencia de la barrera hematoencefalica que
regula el paso de las moléculas al cerebro. La unidad funcional en el cerebro son las

neuronas, las cuales permiten la generacién y transmision de impulsos eléctricos a través del
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axon.” El axon facilita la conduccion al presentar mielina, la cual uno de sus componentes es

el colesterol.

Un metabolismo anormal de lipidos conlleva al desarrollo de enfermedades tales como la EA,
el sindrome Smith-Lemli Opitz, la enfermedad de Huntington 6 la enfermedad de Niemann
Pick tipo C. El transporte de colesterol depende de la fluidez de la membrana y de la
existencia de micro dominios conocidos como balsas lipidicas (rafts). La cantidad de
colesterol presente en la membrana puede modular la formacion, agregacion y eliminacion
del péptido AB al modificarse la estabilidad de los rafts puesto que es en la membrana donde

la PPAB y algunas secretasas se encuentran (Figura 15).”
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Figura 15. Influencia del colesterol en el procesamiento de la PPAB. La PPA recién sintetizada es transportada a través del
RE vy la red trans-Golgi para su maduracion (linea verde), posteriormente es transportada a la membrana donde puede
ocurrir el procesamiento proteolitico por parte de a secretasa (linea roja) o por el contrario ser re-internalizada en vesiculas
endosomales donde sera procesada por 3 0 y secretasa (linea azul). Fuente: modificado de Maulik, M., et al. 2013.7
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El procesamiento de la PPAB mediante la via amiloidogénica tiene lugar al interior de los rafts
mientras que la via no amiloidogénica ocurre fuera de estos micro dominios donde participa a

secretasa.’®

7.5.1 24-dehidrocolesterol reductasa (DHCR24)

Su gen se localiza en el brazo corto del cromosoma 1, abarca 46.4 kb en los que se
encuentra una region codificante compuesta por 1551 nucle6tidos, ocho intrones y nueve
exones.’’ El gen codifica para un polipéptido de 516 aminoacidos y 60.1 kDa que tiene tres
dominios, un N-terminal anclado a la membrana, un flavin adenin dinucleétido (FAD) el cual
es necesario para su actividad enzimatica y un C-terminal localizado en el citoplasma.” Se
expresa en tejidos que sintetizan colesterol tales como el cerebro, higado y la glandula
adrenal. A nivel celular se localiza en el RE y en el aparato de Golgi.

El principal sustrato de esta enzima es el desmosterol. Su actividad enziméatica la ejerce al
reducir la doble ligadura en el Cy4 del desmosterol para dar lugar al colesterol (Figura 16).
Esta conversion es dependiente de NADPH como agente reductor. En la sintesis de
colesterol esta enzima puede participar por dos vias, la via de Kandustch-Russell o la via de
Bloch. En la via de Kandustch-Russell actda al inicio de la reaccion sobre el lanosterol

mientras que en la via de Bloch actta al final de la reaccién sobre el desmosterol.”’

H,C NADPH NADP* H,C
7 3
N\ DHCR24 2 CH
ch CH3 L H3C 3
HO DESMOSTEROL HO COLESTEROL

Figura 16. Reaccion que cataliza la enzima DHCR24. Fuente: modificado de Pedretti, A., et al. 2008."
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Un estudio’” con ratones knockout para el gen DHCR24 demostré que aquellos que eran
homocigotos (-/-) no tenian colesterol en la membrana mientras que en los heterocigotos (+/-)
la actividad de [ secretasa se veia aumentada por lo que los niveles del péptido AR
incrementaban. Una deficiencia en esta enzima involucra un aumento en los niveles de
desmosterol. Asi mismo, otro estudio® vio que la sobreexpresién de DHCR24 en células en
cultivo disminuye la toxicidad del péptido amiloide beta ademéas de que confiere proteccion

contra la apoptosis mediada por el estrés oxidativo y por el Ap.

7.5.2 Protocadherina 11 (PCDH11)

Las cadherinas® son glicoproteinas transmembranales que actian como moléculas de
adhesién calcio dependiente ademas de que participan en la sefalizacion celular durante el
desarrollo del sistema nervioso central. Cuentan con multiples dominios cadherina
extracelulares (EC) repetidos que al unirse a tres iones de Ca*" promueven la adhesion
celular. Esta familia se divide a su vez en tres subfamilias que son las cadherinas, cadherinas

desmosomales y las protocadherinas.

Las protocadherinas se localizan principalmente en el sistema nervioso y corresponde al
grupo mas grande. En los vertebrados se clasifican de acuerdo a su organizacién genética
(Figura 17). El primer subgrupo corresponde a las protocadherinas en cluster, el cual
comprende tres grupos de genes: Pcdha, Pcdhp y Pcdhy en el brazo largo del cromosoma 5;
el segundo subgrupo se clasifica de acuerdo a la presencia o ausencia de dominios de
aminoacidos conservados y s6lo comprende a la familia delta (). A su vez, la familia delta de
protocadherinas se divide de acuerdo a la presencia o ausencia de un tercer motivo
conservado en 6; y §,. El primer subgrupo comprende a las protocadherinas 1, 7, 9y 11 que
se diferencian por tener siete EC; en cambio, el segundo subgrupo esta formado por las

protocadherinas 10, 17, 18 y 19, las cuales cuentan con seis EC.
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Figura 17. Clasificacion de las protocadherinas. Fuente: modificado de Redies, C., K. Vanhalst, F. van Roy. 2005.%2

El gen de la protocadherina 11 se localiza en el cromosoma X. Un estudio®® de asociacion
genética identificO un polimorfismo de un solo nucledtido en el cromosoma X que se
encontraba dentro del gen PCDH11 el cual se asocio con la enfermedad de Alzheimer de
inicio tardio. Observaron que las mujeres que eran homocigotas presentaban un mayor

riesgo en comparacion con las mujeres heterocigotas y aquellas no portadoras.

7.6 Estudios de asociacion

El desarrollo de las enfermedades complejas se ve influenciado por interacciones entre
factores ambientales y alelos de varios genes. La identificacion de aquellos alelos que
puedan incrementar el riesgo de desarrollar cierta enfermedad permitird entender su
etiologia.®* En este sentido, los estudios de asociacién permiten identificar una regién en el
genoma que pueda estar relacionada con una enfermedad dentro de una poblacion mediante
el uso de marcadores genéticos, principalmente los polimorfismos de un solo nucleétido. El
objetivo de este tipo de estudios es identificar patrones en los polimorfismos que varian entre
individuos con diferente estado de salud que puedan ser considerados como alelos de riesgo

o proteccién.®
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En términos generales, considera cuatro etapas:

12 Etapa: la seleccion de los grupos de estudio tomando en consideracion que el tamafio de
la muestra sea el adecuado para que sea comparable.

22 Etapa: consiste en la extraccion del material genético y genotipificacion de las muestras
mediante alguna técnica que permita identificar su genotipo.

32 Etapa: es el analisis estadistico de los datos obtenidos para identificar aquellos
polimorfismos que pudiesen involucrar susceptibilidad en el desarrollo de la enfermedad.

42 Etapa: finalmente se evalla que los resultados obtenidos sean replicados en poblaciones
independientes de manera que se tenga credibilidad de que el resultado obtenido es

valido .68’

Para la seleccién de los sujetos del grupo control se sugiere que su humero sea mayor que el
de los casos cuando la enfermedad tenga una prevalencia menor al 10 por ciento
manteniendo una relacién de cuatro controles por cada caso; por el contrario cuando se trata

de un evento crénico pero no raro es mejor mantener la relacién caso-control uno a uno.®®

Hay principalmente dos tipos de estudios de asociacién genética, los estudios del genoma
completo (GWAS) y los estudios en genes candidato. En los GWAS se escanea el genoma
completo en la busqueda de polimorfismos cuya frecuencia entre casos y controles difiera
mientras que, en los estudios de genes candidato sélo se genotipifican polimorfismos en
ciertos genes que se sugiere pudiesen estar asociados con la enfermedad. Existen tres tipos
de disefio en los estudios de asociacion que son, los estudios de casos y controles, los
estudios de cohorte y el disefio por trios.®*®° Sin embargo, el disefio de estudio méas utilizado
es el que considera casos y controles. Son estudios retrospectivos en los cuales, se plantea
la busqueda de aquellos sujetos que estuvieron expuestos a la enfermedad o a los factores
de riesgo que predispusieron a su desarrollo. De esta manera, las frecuencias alélicas de los
pacientes con la enfermedad de interés son comparados con aquellos del grupo control, los
cuales no presentan la enfermedad.®® Entre las consideraciones que se deben tomar en
cuenta para este tipo de disefio experimental es, que los sujetos de ambos grupos deben
pertenecer a la misma poblacibn y que en ambos grupos se haya seguido el mismo
procedimiento para la toma de muestra. Las ventajas que presenta son la obtencion de
resultados en un tiempo corto, el tamafio de la muestra es variable pudiendo ser tan vasto

como uno lo desee, ademas de que es el estudio predilecto que se considera para el estudio
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de enfermedades complejas. Sin embargo, presenta limitantes como la dificultad de
identificar desviaciones o sesgos debidos a la subestructuracion de la poblacion 6 la
ocurrencia de falsos positivos durante la interpretacion de los datos obtenidos del analisis

estadistico.

En un estudio de asociacidon genética se determina la frecuencia de los alelos, la frecuencia
de los genotipos y combinaciones multiloci para encontrar si los datos difieren entre casos y
controles, cuando una variante es mas frecuente en el grupo de casos se plantea que esté
asociada con la enfermedad mientras que si es mas frecuente en el grupo control, implicara

un menor riesgo de desarrollarla.

7.6.1 Andlisis de ancestria

En los estudios de asociacién es necesario tomar en cuenta la ancestria de la poblacién para
asegurar que los resultados obtenidos son validos. Al estimar las proporciones de ancestria
de un individuo, se conoce de qué poblaciones proviene su genoma; cuando las
proporciones no se distribuyen homogéneamente entre los grupos de estudio, puede dar
lugar a asociaciones falsas puesto que uno de los grupos poblacionales pudiera estar mas
representado que los otros. Se ha visto por ejemplo, que la frecuencia alélica en varios genes
varia entre poblaciones y se encuentra directamente relacionada con la distancia genética
entre las mismas.?* Al respecto, la poblaciéon mestizo-Mexicana es una mezcla de tres grupos

raciales que son Amerindio, Europeo y en menor proporcién por el Africano.%>%

Para conocer el grado de mezcla y los diferentes componentes entre poblaciones e
individuos se utilizan los marcadores informativos de ancestria (AIMs). Los AIMs son un
conjunto de polimorfismos de una secuencia particular de DNA que muestran diferencias en

su frecuencia entre poblaciones de diferente region geografica en el mundo.
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VIII. JUSTIFICACION

A nivel mundial, la enfermedad de Alzheimer es el tipo de demencia que se presenta con mayor
prevalencia en el adulto mayor. Es un problema de salud publica que afecta tanto al que la
padece como a su entorno familiar debido a la discapacidad que conlleva, ademas de que no es
parte normal del envejecimiento. Es por ello necesario, implementar estudios que permitan
identificar variantes en el genoma que puedan ser utilizados como marcadores de la enfermedad,

los cuales en un futuro puedan ser empleados como auxiliares en su diagnostico y tratamiento.

En este sentido, los estudios de asociacién entre casos y controles buscan establecer una
relacion estadistica entre variables genéticas poblacionales y un fenotipo determinado. Ademas
de que han permitido identificar aquellos polimorfismos cuya presencia pudiese conferir un
incremento en el riesgo de desarrollar una enfermedad. Sin embargo, es necesario evaluarlos en

distintas poblaciones puesto que cada una esta conformada por una mezcla genética diferente.

En la bdsqueda de aquellas variantes polimérficas que pudiesen estar relacionadas con la
enfermedad de Alzheimer, en el laboratorio se ha venido construyendo una base de datos con
los polimorfismos en lo genes que de acuerdo con reportes en la literatura, su presencia confiere
susceptibilidad al desarrollo de la enfermedad. Estos polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP)
son evaluados mediante PCR en tiempo real, de manera que del andlisis estadistico de las
frecuencias alélicas y frecuencias genotipicas se determine aquel polimorfismo o polimorfismos
gue pudieran estar relacionados con un incremento en el riesgo para el desarrollo de la
enfermedad de Alzheimer en la poblacion Mexicana. Estudios realizados en el laboratorio, han
encontrado que el polimorfismo rs20417 en el gen de la ciclooxigenasa 2 (COX-2) parece

incrementar la susceptibilidad de desarrollar la enfermedad en nuestra poblacion.**

Con la finalidad de identificar otros posibles genes candidatos como marcadores genéticos, se
realizo la genotipificacion de polimorfismos en genes involucrados con la eliminacion del péptido
amiloide beta. Estudios reportados en la literatura, realizados en otras poblaciones, han
encontrado que SNP en los genes de IDE, ACE, DHCR24 y PCDHL11 parecen estar relacionados
con la enfermedad de Alzheimer; por lo que, el analisis de los resultados obtenidos mostrara qué
polimorfismos estan presentes en la poblacion Mexicana y si pudiesen estar asociados con la

enfermedad de Alzheimer.
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IX. HIPOTESIS

La presencia de combinaciones alélicas en los genes ACE, IDE, DHCR24 y PCDH11
conferira susceptibilidad al desarrollo de la enfermedad de Alzheimer en la poblacion

Mexicana.

X. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar los polimorfismos de un solo nucleétido en los genes de la enzima convertidora de
angiotensina, enzima degradadora de insulina, 24-dehidrocolesterol reductasa vy
protocadherina 11 como posibles marcadores genéticos para la enfermedad de Alzheimer en
poblacion Mexicana.

Objetivos particulares

= Realizar PCR en tiempo real para la genotipificacion de polimorfismos de un solo
nucleotido en los genes mencionados.

= Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos en los genes
mencionados en pacientes mexicanos con EA y controles.

= Determinar el equilibrio de Hardy-Wienberg para conocer las frecuencias que deben
observarse en la poblacion para cada genotipo y la variabilidad genética que se
presenta en ambos grupos de estudio.

= Estimar la distribucion de las proporciones de ancestria de cada una de las
poblaciones ancestrales en los grupos de estudio.

= Comparar las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos en los genes
mencionados entre pacientes con EA y controles, controlando para sexo, edad y
ancestria, y determinar si existen diferencias significativas entre los grupos de estudio.

= |dentificar un perfil de riesgo para el desarrollo de estas patologias que permita el
desarrollo de nuevas estrategias de atencion.

= Conocer los patrones de ligamiento entre loci para la busqueda de un desequilibrio de

ligamiento que pudiese estar asociado con la enfermedad de Alzheimer.
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Xl. METODOLOGIA

11.1 Grupos de estudio

El estudio considerd dos grupos, casos y controles. Se analizaron 94 muestras para el grupo
de pacientes con diagnostico de demencia tipo Alzheimer y 100 muestras para el grupo

control. Los criterios de inclusién y exclusién que se tomaron en cuenta fueron los siguientes:

11.1.1 Criterios de inclusidn pacientes
= Individuos mayores de 60 afios de edad que sepan leer y escribir, con nacionalidad
mexicana en al menos tres generaciones.
* Femeninos y masculinos
= Clinicamente diagnosticados con probable EA.
= Clinicamente diagnosticados con probable DV.
= Que acepten su participacidbn mediante acta circunstanciada firmada por los menos

por dos parientes en linea directa.

11.1.2 Criterios de exclusidn pacientes
= Pacientes que presenten otro tipo de enfermedad neurodegenerativa o
neuroinfecciosa agregada.
= Pacientes con neoplasia.
= Que no acepten participar en el estudio.

11.1.3 Criterios de inclusidon controles
= Individuos mayores de 60 afios de edad que sepan leer y escribir, con nacionalidad
mexicana en al menos tres generaciones.
= Femeninos y masculinos.
= Evaluados clinicamente con las mismas pruebas que los pacientes y que no muestren
datos clinicos de demencia.

= Que acepten su participacion mediante acta circunstanciada firmada.
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11.1.4 Criterios de exclusion controles
* Individuos que presenten otro tipo de enfermedad neurodegenerativa o
neuroinfecciosa agregada.

= Que no acepten participar en el estudio.

En la siguiente tabla se muestran agrupados datos de edad promedio y género de acuerdo al

grupo de estudio.

Tabla 2. Edad y género de los grupos de estudio

Género
Grupo Edad F M
Casos 76+9.9 65 29
Controles  72+12.3 64 36

11.2 Obtencién de muestra, extraccion y cuantificacion de DNA

Se obtuvo una muestra de sangre periférica en tubos de 5 mL con anticoagulante mediante
venopuncion de cada uno de los sujetos. A continuacién, se empleé el kit QIAmp® DNA
Blood Midi Kit de Quiagen para la extraccion de DNA cuya metodologia se describe en el
Anexo 1. Posteriormente, se cuantificé el DNA mediante el espectrofotémetro ASP-3700° de
ACTGene para conocer la concentracion de cada una de las muestras y poder realizar
diluciones para obtener alicuotas de 10 ng/uL que se guardaron en congelacion hasta su

uso.

11.3 Técnica de estudio

La técnica de discriminacion alélica fue utilizada para la identificacion de polimorfismos de un
solo nucleétido (SNP) mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real
en el equipo 7500 Fast Real-Time PCR System de la marca Applied Biosystems®. Se
utilizaron placas de 96 pozos, realizando por duplicado cada muestra y poniendo un control

negativo, una mezcla de reaccion sin DNA, por cada una de las sondas empleadas.

37



Tabla 3. Mezcla de reacciéon

Agua 1.85uL

Master Mix 3.0uL
Sonda TagMan (40x) 0.15uL
DNA (10 ng/uL) 2.0uL

45 ciclos de amplificacion

La reaccion de PCR consta de tres etapas:

1. Desnaturalizacion. La temperatura alcanza los 95°C de manera que la doble cadena
de DNA se separa dando lugar a dos cadenas sencillas.

2. Alineamiento. La temperatura desciende aproximadamente hasta los 50°C de manera
que los primers puedan localizarse en el extremo 3’ de las cadenas sencillas.

3. Elongacion. La temperatura se incrementa hasta los 72°C permitiendo la actividad de
la polimerasa, la cual incorpora a partir de donde termina la secuencia del primer
desoxirribonucledtidos trifosfato (ANTPs donde N puede ser adenina, timina, citocina o

guanina) a la cadena molde.

La PCR en tiempo real permite monitorear en cada ciclo la aparicion de DNA producto de la
reaccion mediante el uso de fluoréforos, tras lo cual el resultado se visualiza en una grafica
de amplificacién que consiste en la fluorescencia leida por el termociclador (eje y) en funcién
del numero de ciclos (eje x). En la curva de amplificacion se pueden identificar tres fases, la
primera o inicial donde la fluorescencia se encuentra fuera de los limites de deteccion del
equipo; la segunda o exponencial donde se da un incremento en la fluorescencia y la tercera

donde la reaccion finaliza (Figura 18).
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Figura 18. Curva de amplificacion. Ejemplo de las posibles sefiales de amplificacion, en donde en la parte inferior se
muestran los fluoréforos utilizados FAM, ROX (fluoréforo basal) y VIC. (A). Amplificacion del alelo marcado con el fluoréforo
VIC por encima del marcador basal indica que el genotipo del individuo es homocigoto para el alelo 1. (B). Amplificacién de
ambos alelos lo que indica que la muestra es heterocigota. (C). Amplificacion del alelo marcado con el fluor6foro FAM lo que
indica que el genotipo es homocigoto para el alelo 2.

Las sondas TagMan® son oligonucleétidos marcados con dos tipos de fluoréforos: un
donador en el extremo &’, regularmente VIC o FAM, que emite fluorescencia al ser excitado y
un aceptor en el extremo 3’ que absorbe la fluorescencia liberada por el donador. Durante la
amplificacion, la polimerasa hidroliza el extremo 5’ de la sonda permitiendo que se libere la

sefial fluorescente del donador la cual es captada por el detector (Figura 19).
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Figura 19. PCR en tiempo real usando sondas TaqMan®. Fuente: TagMan® Gene Expression Assay solutions

Una de las aplicaciones de la PCR en tiempo real es la genotipificacion de SNP. Los
experimentos de genotipificacion determinan si una muestra es homocigota (solo tiene al
alelo 1 6 al alelo 2) 6 heterocigota (tiene ambos alelos); para esto, es necesario contar con
dos sondas con un fluoréforo diferente especifico para cada alelo de manera que un aumento
significativo en la sefial fluorescente generada durante el proceso de amplificacion indicara el
alelo presente en la muestra. El equipo interpreta la intensidad en la fluorescencia emitida
por cada alelo en un diagrama de dispersion (Figura 20) donde se observa el genotipo de

cada una de las muestras.
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Figura 20. Diagrama de dispersion. Grafica mediante la cual se

Genotipo , observa el genotipo de cada una de las muestras mediante la técnica
homocigoto alelo G : de discriminacion alélica, del lado izquierdo (color azul) se encuentran
i e hgg::)%tilggto las muestras cuyo genotipo resulté homocigoto para el alelo G, en la
. parte central (color verde) el genotipo heterocigoto mientras que del
e 'i lado derecho (color rojo) las muestras cuyo genotipo fue homocigoto
= Y para el alelo A. Fuente: imagen obtenida de uno de los experimentos
e
07 ..
o ®
02

e Genotipo
homaocigoto alelo A

11.4 Polimorfismos analizados

Un polimorfismo es el resultado de una mutacion. Los polimorfismos son referidos de
acuerdo a la mutacion que les dio origen, en este estudio se trabajé con los polimorfismos de
un solo nucleétido (SNP) al ser los mas simples y utilizados en los estudios de asociacion
genética. Un SNP es una variacion en la secuencia de DNA debida al cambio de una sola
base (A, G, C o T), para que sea considerado como tal debe ocurrir en al menos 1% de la
poblacién.®® Al presentarse con gran frecuencia en cualquier parte del genoma permite que
sean utilizados como marcadores genéticos para el estudio de genes que pudiesen estar
asociados con cierto rasgo o enfermedad.

Para el estudio de asociacion genética se eligieron 14 polimorfismos de la base de datos
Alzforum en los que previamente se han llevado a cabo estudios en otras poblaciones con la
finalidad de ver su expresion en ambos grupos de estudio en la poblacion Mexicana. De
éstos, 3 se localizan en el gen de la enzima convertidora de angiotensina, 4 en el gen de la
enzima degradadora de insulina, 3 en el gen de la 24-dehidrocolesterol reductasa y 4 en el

gen de la protocadherina 11 (Tabla 4).
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Tabla 4. Polimorfismos seleccionados para el estudio de asociacion

Gen Cromosoma Polimorfismo Alelo1l Alelo2 Region

rs4291 A T 5 exoén 1
ACE 17 rs4343 A G Exoén 16
rs4362 C T Exo6n 23
rs3758505 C A 5 exon 1
rs4646953 A G 5 exon 1
IDE 10
rs4646954 A G Exon 1
rs3781239 C G Intrén 10
rs7374 G A Exoén 9
DHCR24 1 rs638944 G A Intrénica
rs718265 A G Exéon 7
rs5984894 A G Intrénica
rs2573905 C T Intrénica
PCDH11 X
rs5941047 C T Intrénica
rs4568761 C T Intrénica

Fuente: www.alforum.org y www.ncbi.nlm.nih.gov

11.5 Anaélisis estadistico

Se llevé a cabo el andlisis de los datos obtenidos de la grafica de dispersion y la curva de
amplificacion para determinar la frecuencia alélica, frecuencia genotipica, haplotipos,
desequilibrio de ligamiento y el equilibrio de Hardy-Wienberg de cada uno de los genes.

Ademas, se realiz6 una correccion de los datos obtenidos con base a la ancestria.

Para el caso del gen PCDH11, solo se tomo en cuenta las frecuencias alélicas y genotipicas
de los sujetos del género femenino. Debido que la localizacion de este gen es en el
cromosoma sexual X, puede dar lugar a genotipos homocigotos o heterocigotos por la
informacion que reciben de ambos progenitores. Por el contrario, en los individuos del género
masculino al contar con una sola copia del cromosoma X generara que en una muestra se
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cuente con un exceso de genotipos homocigotos para uno u otro de los alelos lo que

conduciria a que la muestra no siga el equilibrio de Hardy-Wienberg.

Primero, se evaluo si los datos correspondientes al grupo control cumplian con el principio de
Hardy-Wienberg utilizando el programa GenAIEx 6.5.%° Este programa emplea la prueba de
Chi cuadrada (x?) para comparar entre el genotipo observado y el esperado. Cuando la
probabilidad de obtener el valor de y? observado es mayor a 0.05 (0.05<p<1.0) el resultado
no es estadisticamente significativo por lo que se aceptara la hipétesis nula (Ho,) que
considera que la recombinacion en una poblacion es al azar, por el contrario si el valor es
menor a 0.05 (0<p<0.05) el resultado es estadisticamente significativo por lo que se rechaza
H, concluyendo que la recombinacion en una poblacion no es al azar. El equilibrio de Hardy-
Wienberg considera la union aleatoria de los alelos para formar genotipos, por lo que permite
el célculo de las frecuencias genotipicas a partir de las frecuencias alélicas. Para el calculo
se toman en cuenta las siguientes hipétesis: 1) los individuos de una poblacion tienen la
misma probabilidad de aparearse y ésta es al azar, 2) la poblacion es suficientemente
grande, 3) la poblacion no esta sometida a la migracion, mutacion o seleccion por lo que no
habra pérdida ni ganancia de alelos, 4) las frecuencias génicas y genotipicas se mantienen
de generacién en generacion; de cumplirse estas hipoétesis las poblaciones genéticas se

mantienen en equilibrio.

Se utilizé el programa SNPStats®’ para realizar la estadistica descriptiva y el anélisis de cada
uno de los polimorfismos para obtener su frecuencia alélica y genotipica. Una frecuencia es
una proporcion o porcentaje expresado normalmente como fraccion decimal. La frecuencia
alélica hace referencia a la proporcién de un alelo, que es la forma alternativa de un gen, en
un locus en determinada poblacion mientras que la frecuencia genotipica es la posible
combinacién de alelos que puede dar lugar a tres posibilidades: homocigoto para uno de los
alelos, heterocigoto u homocigoto para el otro alelo. Las frecuencias genotipicas se
analizaron mediante su ajuste a diferentes modelos de herencia (codominante, dominante,
recesivo, sobre-dominante) lo que permitié conocer el valor de p y la razon de momios (OR),
siendo un primer filtro para conocer aquellos polimorfismo que presentasen diferencias

significativas.
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Posteriormente, mediante el programa Arlequin® 3.11 se determind las posibles
combinaciones de alelos para todos los polimorfismos estudiados asi como individualmente
por gen. Una vez conocidos, fue necesario conocer si su presencia pudiese o no estar
involucrada en el desarrollo de la enfermedad por lo que se introdujo los valores de
frecuencia del grupo de pacientes con EA y del grupo control en la tabla de contingencia 2x2
del programa Epilnfo6 obteniéndose asi el valor de OR, este valor indica el riesgo relativo de

que se presente un evento, en este caso la EA.

Tras el andlisis estadistico por Chi cuadrada (x°) en las frecuencias alélicas, frecuencias
genotipicas y haplotipos se consider6 un valor de p<0.05 y OR>1.0. Cuando del andlisis
estadistico se obtiene una OR>1, significa que el factor en estudio se estd comportando
como un factor de riesgo mientras que una cifra menor a uno (OR<1) implica que el factor en
estudio se comporta como un factor protector. También, puede ocurrir que se obtenga un
resultado igual a uno (OR=1) en cuyo caso la interpretacién sera que no existe asociacion
entre el factor de interés y la enfermedad o evento.

Para conocer si existia un desequilibrio de ligamiento entre los polimorfismos de cada gen se
ocupd el programa Haploview.*® Del anélisis comparativo entre loci se obtuvo un esquema
gue mostraba la forma en la cual los polimorfismos pudiesen heredarse, ya fuese en forma
de blogue o de forma aleatoria. Un desequilibrio de ligamiento implica que los alelos de
genes diferentes no se asocian al azar en los gametos. Los parametros mas empleados son

D’ y el coeficiente de correlacion r2.*® D’

indica la recombinacion entre alelos teniendo una
escala de 0 a 1, un valor de D’=0 sefiala que existe un equilibrio de ligamiento debido a que
la recombinacion es al azar mientras que un valor de D’=1 indica que hay un desequilibrio de
ligamiento y por lo tanto no existe una recombinacion entre alelos dentro de una poblacion
debido a que ambos loci son dependientes entre si por lo que siempre se heredaran en

conjunto.

Para asegurar que las asociaciones encontradas no fueran debidas a variaciones en la
ancestria se seleccionaron un grupo de 10 AIMs, los cuales se enlistan en la Tabla 5. Puesto
que diversas enfermedades tienen distinta prevalencia entre grupo poblacionales'®, es
importante realizar esta evaluacion considerando la proporcion presente de estas ancestrias

en los sujetos de ambos grupos de estudio con la finalidad de evaluar si los resultados que
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cumplieron con los parametros de p y OR establecidos no fueron resultado de asociaciones
falso-positivas debidas al flujo genético de la poblacion; para ello se estim6 la proporciéon
ancestral del grupo racial Amerindio de cada una de las muestras mediante el programa
Structure’® y se realizd la correccién por ancestria mediante el programa SNPStats®’
considerando como variables género, edad y ancestria. Como se muestra en el Anexo 4, la
distribucion de estas tres ancestrias entre los grupos de estudios es semejante, o que nos

indica que estan representadas homogéneamente.

Tabla 5. AlMs utilizados en el estudio

Gen Polimorfismo Alelo 1 Alelo 2
rs4884 G A
CKM r$2695 T C
517203 G C
ROBO2 (52862 G A
153340 T C
SAP30L rs722098 A G
15203096 G T
CA10 rs223830 G A
DRD2 rS1800498 G A
DARC (52814778 A G

XIl. RESULTADOS

12.1 Equilibrio de Hardy-Wienberg

Este principio determina qué frecuencias genotipicas deberiamos observar al asumir que los
alelos se transmiten de forma independiente entre generaciones. Si no hay diferencias
significativas entre las frecuencias observadas y las esperadas se dice que la poblacion se
encuentra en equilibrio. En los estudios de asociacion genética entre casos y controles, el
equilibrio Hardy-Wienberg debe ser evaluado solamente en el grupo control al ser una

representacion de la poblacion general y donde este principio deberia de cumplirse.
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De manera contraria en los pacientes (en nuestro caso sujetos con demencia), es posible
qgue algunas de las frecuencias genotipicas observadas sean diferentes de las esperadas ya
que permitira identificar aquellos polimorfismos que pudiesen estar involucrados en el
desarrollo y aparicion de la enfermedad. Por otro lado, la evaluacion del EHW permite
también detectar errores de genotipificacion debido a que en ocasiones durante la
interpretacion de resultados ocurre que es mas facil detectar un genotipo que otro; para ello
se utiliza la prueba de Chi cuadrada (X% utilizando las frecuencias genotipicas observadas,

obtenidas de los datos, y las frecuencias genotipicas que se esperan en el equilibrio.

Al probar si los polimorfismos estudiados y su frecuencia genotipica cumplian con el EHW se
encontré que el polimorfismo rs4362 del gen de ACE no seguia el EHW en el grupo control.
En la Tabla 6 se presentan los resultados en el grupo de pacientes con demencia tipo

Alzheimer y en la Tabla 7 los del grupo control mediante el uso del programa GenAlEx 6.5.

Tabla 6. Equilibrio de Hardy-Wienberg en el grupo de pacientes con EA

Grupo Gen Polimorfismo p
rs4291 0.902
ACE rs4343 0.299
rs4362 0.385

rs3758505 0.147
rs4646953 0.945

IDE
rs4646954 0.531
Casos rs3781239 0.471
rs7374 0.002
DHCR24 5638944 0.383
rs718265 0.533
rs5984894  7.10E-08
PCDH11 rs2578905 0.141

rs5941047 0.116
rs4568761 0.059
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Tabla 7. Equilibrio de Hardy-Wienberg en el grupo control

Grupo Gen Polimorfismo p
rs4291 0.574
ACE rs4343 0.097

rs4362 1.77E-04
rs3758505 0.258

rs4646953 0.294

IDE
rs4646954 0.738
rs3781239 0.751

Controles

rs7374 0.180
DHCR24 rs638944 0.845
rs718265 0.428
rs5984894 0.387
PCDH11 rs2578905 0.726

rs5941047 0.080
rs4568761 0.366

12.2 Frecuencias alélicas

La distribucion de los alelos en cada uno de los polimorfismos de los genes en estudio
permitié calcular su frecuencia alélica mediante el programa SNPStats, los resultados de su

frecuencia se muestran en la Tabla 8.
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Tabla 8. Frecuencia de los alelos para los polimorfismos estudiados

Frecuencia

Gen Polimorfismo Alelo Alzheimer Control

rs4291 '-? 8;; 823

ACE 14343 é 8:23 8:2?1
(54362 $ 82‘3 8:;12

rs3758505 i 8:22 8:55

(s4646953 05 010

o 154646954 (A; 8:22 8:4112

G 0.71 0.59

3781239 ¢ 007 o1

rs7374 i 8:32 8:;;

DHCR24  rs638944 (AS 8:22 8:22
rs718265 é 8::? 8:25

rs5984894 (A; 8:;2 8:;?

i rs2573905 (T: 8:;3 8:;8
55941047  C oo oo

T 0.24 0.23

rs4568761 $ 8:?3 8:2523




Para determinar el alelo cuya presencia pudiese significar susceptibilidad en el desarrollo de
la enfermedad de Alzheimer, se realizd la comparacion entre grupos de las frecuencias de
los alelos en los polimorfismos que en el programa SNPStats resultaron con diferencia
significativas. De acuerdo a la Tabla 9, la presencia del alelo C del polimorfismo rs3758505
en el gen de la enzima degradadora de insulina involucra un incremento de

aproximadamente 3 veces en el riesgo de desarrollar la enfermedad.

Tabla 9. Comparacion entre frecuencias alélicas

Frecuencia

Gen Polimorfismo Alelo Alzheimer Control p OR 95% CI
C 0.42 0.22 2.57 1.33—5.02

rs3758505 0.002
A 0.58 0.78 0.38 0.20—0.75
A 0.85 0.90 0.63 0.24—1.60

IDE rs4646953 0.286
G 0.15 0.10 1.59 0.63—4.18
A 0.29 041 0.59 0.31—1.10

rs4646954 0.076
G 0.71 0.59 1.70 0.91—3.20
G 0.24 0.17 1.54 0.73—3.31

DHCR24 rs7374 0.221
A 0.76 0.83 0.65 0.30—1.37

12.3 Frecuencias genotipicas

La distribucion de los genotipos en los polimorfismos estudiados en los grupos de estudio, se
muestra en la Tabla 10. Sin embargo, se realiz6 la comparacién estadistica de las
frecuencias genotipicas entre los distintos grupos para determinar el genotipo cuya presencia
pudiese significar un incremento en el riesgo de desarrollar la enfermedad, los resultados se

muestran en la Tabla 11.
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Tabla 10. Frecuencia de los genotipos para los polimorfismos estudiados

Frecuencia

Gen Polimorfismo Genotipo Alzheimer Control

AIA 051 0.41

rs4291 AIT 0.40 0.44
T 0.09 0.15

AIA 0.43 0.36

ACE rs4343 AIG 0.41 0.41
GIG 0.16 0.23

CIC 0.41 0.30

rs4362 CIT 0.43 0.31
T 0.16 0.39

cIC 0.12 0.02

rs3758505 CIA 0.60 0.40
AIA 0.28 0.57

AIA 0.72 0.81

rs4646953 AIG 0.26 0.19
GIG 0.02 0.00

IDE AIA 0.10 0.16
rs4646954 A/G 0.38 0.50
GIG 0.52 0.34

CIC 0.86 0.78

rs3781239 CIG 0.14 0.21
GIG 0.00 0.01

GIG 0.00 0.01

rs7374 G/A 0.49 0.32
AIA 0.51 0.67

GIG 0.39 0.44

DHCR24  rs638944 GIA 0.50 0.44
A/A 0.11 0.12

AIA 0.22 0.20

(s718265 AIG 0.53 0.45
GIG 0.24 0.35

AIA 0.69 0.64

rs5984894 AIG 0.12 0.30
GIG 0.18 0.06

CIC 0.06 0.03

(s2573905 CIT 0.25 0.33
T 0.69 0.64

PCDH11 CIC 0.62 0.55
(5941047 cIT 0.29 0.44
T 0.09 0.02

CIC 0.72 0.66

rs4568761 cIT 0.22 0.33

T/T 0.06 0.02




Tabla 11. Comparacion entre frecuencias genotipicas

Frecuencia
Gen Polimorfismo Genotipo Alzheimer Control p OR 95% CI
Cc/C 0.09 0.00 0.00 0.00—NA
rs3758505 C/A 0.61 0.42 0.010 0.39 0.15—0.99
A/A 0.30 0.58 1.00 NA
A/A 0.70 0.81 1.00 NA
IDE rs4646953 A/G 0.27 0.19 0.034 0.49 0.23—1.04
GIG 0.03 0.00 0.00 0.00—NA
A/A 0.09 0.16 3.31 1.18—9.27
rs4646954 AIG 0.40 0.51 0.016 2.20 1.13—4.28
GI/IG 0.52 0.33 1.00 NA
GI/IG 0 0.01 NA 0.00—NA
DHCR24 rs7374 G/IA 0.47 0.33 0.059 0.51 0.27—0.95
A/A 0.53 0.66 1.00 NA

Valor de p y OR de acuerdo al modelo de herencia codominante

De acuerdo a la Tabla 11, el genotipo homocigoto para el alelo A confiere un incremento de
aproximadamente 3 veces en el riesgo de desarrollar la enfermedad mientras que el genotipo
heterocigoto A/G involucra un incremento de 2 veces, ambos genotipos corresponden al

polimorfismo rs4646954 localizado en el gen de la enzima degradadora de insulina.

12.4 Combinaciones multiloci y Haplotipos

Se utilizé el programa Arlequin 3.11 en el que se obtuvieron 70 posibles combinaciones
(Anexo 2). Sin embargo, al comparar las frecuencias en ambos grupos de estudio solo 6
resultaron significativas (p<0.05) para el grupo de pacientes con demencia tipo Alzheimer.
Como se muestra en la Tabla 12, la combinacion AACAGCAGG resulto ser la mas frecuente
en este grupo de estudio presentandose en el 11% de la poblacion.
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Tabla 12. Combinaciones multiloci para el grupo de pacientes con demencia tipo Alzheimer

ACE IDE DHCR24
% Frec | rs4291 rs4343 | rs3758505 rs4646953 rs4646954 rs3781239 | rs7374 rs638944 rs718265 p
AAAAACAGA 4 A A A C A G A 0.0439
AAAAGCAAG 10 A A G C A A 0.0012
AACAGCAGA 4 A A C A G C A G A 0.0439
AACAGCAGG 11 A A C A G C A G G |0.0004
TGAAGCGGA 5 T G A A G C G G A 0.0239
TGCAGCAGA 9 T G C A G C A G A |0.0022

Posteriormente, se realizé el mismo analisis pero ahora considerando cada gen. Se encontrd

4 haplotipos correspondientes al gen de la enzima convertidora de angiotensina, 8 para el

gen de la enzima degradadora de insulina y 7 para el gen de la 24-dehidrocolesterol

reductasa (Anexo 3). Como se muestra en la Tabla 13, el haplotipo CAGC se present6 en el

24% del grupo de casos mientras que los haplotipos AAAC y CGGC en ambos grupos de

estudio; sin embargo, debido a que su frecuencia en el grupo de casos es mayor con

respecto al grupo control su presencia pudiese incrementar el riesgo de desarrollar la

enfermedad. Para el caso del haplotipo AAAC su presencia conferiria un incremento de 16

veces en el riesgo de desarrollar la enfermedad, mientras que para el haplotipo CGGC seria

de 7 veces.
Tabla 13. Haplotipos para el gen IDE
IDE
% Frec % Frec
A C rs3758505 rs4646953 rs4646954 rs3781239 OR p
CAGC 24 0 C A G C Indef  1.9E-07
AAAC 14 1 A A A C 16 0.0005
CGGC 7 1 C G G C 7 0.0308

%Frec A= % frecuencia grupo casos, % Frec C= % frecuencia grupo control
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12.5 Desequilibrio de Ligamiento

La Tabla 14 muestra los resultados que se obtuvieron de la comparacion entre loci en la
busqueda de un desequilibrio de ligamiento utilizando el programa Haploview®. Como se
puede observar en la Tabla, no hay evidencia de la existencia de un desequilibrio de
ligamiento en los genes de ACE e IDE. Si bien, el polimorfismo rs3781239 y rs4646953 del
gen de IDE tiene un valor de D’=1 su coeficiente de correlacién (r?) es muy bajo siendo de
0.014, ademas su esquema de desequilibrio no mostro la presencia de algun bloque. Por el
contrario, para el gen de DHCR24 se encontré la presencia de un desequilibrio de ligamiento

entre los polimorfismos rs7374 y rs718265 como se muestra en la Figura 21.

Tabla 14. Valores de D’ y r? para los genes ACE, IDE y DHCR24

Gen Locus 1 Locus 2 D' r

ACE rs4291 rs4343 0.751 0.413
rs3781239 rs4646954 0.366 0.007
rs3781239 rs4646953 1.0 0.014
IDE rs3781239 rs3758505 0.195 0.003
rs4646954 rs4646953 0.713 0.038
rs4646954 rs3758505 0.424 0.092

rs4646953 rs3758505 0.006 0.0
rs7374 rs718265 0.935 0.271
DHCR24 rs7374 rs638944 0.734 0.075
rs718265 rs638944 0.763 0.260

En la Figura 21 se muestran los valores de D’ en forma de esquema obtenidos para el gen de
la 24-dehidrocolesterol reductasa. En ella, se observa la existencia de un desequilibrio de
ligamiento entre los polimorfismos rs7374 y rs718265 del gen de la 24-dehidrocolesterol
reductasa (D’=0.935, r’=0.271), lo que indica que un blogue de 3 kb que incluye a estos dos
polimorfismos se hereda en forma conjunta y no al azar, ademas de que puede haber un gen

cercano a ambos locus que es que pudiese estar asociado con la enfermedad.
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Figura 21. Esquema de desequilibrio de ligamiento para el gen DHCR24. Donde GRCh38.1 corresponde al polimorfismo
rs7374, GRCh38.3 al rs718265 y GRCh38.2 al rs638944

12.6 Correcciéon por Ancestria

Utilizando el programa SNPStats®’ se obtuvo el analisis de los polimorfismos que inicialmente
cumplieron con los valores de p y OR establecidos pero ahora tomando en cuenta la
proporcion de ancestria (Anexo 5 y 6) obtenida del programa Structure'® correspondiente al
valor para la subpoblacion Amerindia. Como se muestra en la Tabla 15, las diferencias
encontradas en los polimorfismos siguen conservandose. Esto nos indica, que el
polimorfismo rs4646954 localizado en el gen de la enzima degradadora de insulina pudiese
estar asociado con el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer en la poblacién Mexicana y
gue los datos obtenidos no se vieron afectados por la estructura de la mezcla étnica de la

poblacién.
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Tabla 15. Analisis de resultados corregido por ancestria

Ajuste | género + edad|

Ajuste |género + edad + ancestria|

Gen Polimorfismo Modelo Genotipo Ca Co p OR (95% CI) Ca Co p OR (95% CI)
AA 13 (29.6%) 25 (58.1%) 1.00 14 (28%) 27 (58.7%) 1.00
Codominante CA 27 (614%) 18 (41.9%) 0.010 0.39(0.15—0.99)] 30 (60%) 18(39.1%) 0.017 0.35(0.14—0.87)
CC  4(9.1%)  0(0%) 0.00 0.00—NA) | 6(12%) 1 (2.2%) 0.10 (0.01—1.01)
rs3758505 . AA 13 (29.6%) 25 (58.1%) 1.00 14 (28%) 27 (58.7%) 1.00
Dominante -\ oc 31 (705%) 18 (41.9%) 0L 034 (0.13—0.85)| 36 (72%) 19 (41.3%) %% 0.31(0.12—0.76)
. AA-CC_ 17 (38.6%) 25 (58.1%) 1.00 20 (40%) 28 (60.9%) 1.00
Sobredominante o\ 57 61 406) 18 (41.9%) o0 0.50 020—122)| 30 (60%) 18 (39.10) %987 047 (0.20—1.12)
AA 57 (70.4%) 78 (81.2%) 1.00 68 (72.3%) 80 (80.8%) 1.00
Codominante AG  22(27.2%) 18(18.8%) 0.034 049 (0.23—1.04)|24 (255%) 19 (19.2%) 0051 053 (0.26—1.11)
GG 2(25%) 0 (0%) 0.00 0.00—NA) | 2(2.1%) 0 (O%) 0.00 (0.00—NA)
DE  rs4646953 . AA 57 (70.4%) 78 (81.2%) 1.00 68 (72.3%) 80 (80.8%) 1.00
Dominante - o5 24 (20.6%) 18 (18.8%) o2 045 (0.22—0.94)|26 27.796) 19 19206 %! 0.49 (0.24—1.01)
. AA-GG 59 (72.8%) 78 (81.2%) 1.00 70 (74.5%) 80 (80.8%) 1.00
Sobredominante = o) 2720) 18 (18.8%) C'C 052 (0.25—1.08) 24 255%) 19 (19206 %' 056 (0.27—1.15)
GG 42 (51.9%) 32 (33.3%) 1.00 49 (52.1%) 34 (34.3%) 1.00
Codominante AG  32(395%) 49 (51%) 0016 2.20 (1.13—4.28)|36 (38.3%) 49 (49.5%) 0012 2.25 (1.18—4.30)
AA  7(86%) 15 (15.6%) 331 (1.18—9.27)] 9(9.6%) 16 (16.2%) 3.15 (1.22—8.16)
(S4646954 . GG 42 (51.9%) 32 (33.3%) 1.00 49 (52.1%) 34 (34.3%) 1.00
Dominante = \p 39 (48.1%) 64 (66.7%) OC0°0 240 (128—a.51)|45 (47.99%) 65 (65.796) OC°8 243 (1.32—4.49)
. GG-AA 49 (605%) 47 (49%) 1.00 58 (61.7%) 50 (50.5%) 1.00
Sobredominante =" 35 39506 49 (51%) 0 167 (0.90—3.09)|36 (38.3%) 49 (4950 “O8L 169 (0.93—3.06)
AA 43 (53.1%) 63 (65.6%) 1.00 48 (51.1%) 66 (66.7%) 1.00
Codominante GA  38(46.9%) 32(33.3%) 0.059 051 (0.27—0.95)|46 (48.9%) 32 (32.3%) 0.015 0.43(0.23—0.81)
GG 0(0%)  1(1%) NA(0.00—NA) | 00%)  1(1%) NA (0.00—NA)
DHCR24  rs7374 . AA 43 (53.1%) 63 (65.6%) 1.00 48 (51.1%) 66 (66.7%) 1.00
D 042 .
ominante  Ga.GG 38 (46.9%) 33 (34.4%) CO%2 052 (0.28—0.98)|46 (48.9%) 33(33.3%) “O°°° 044 (024-083)
. AA-GG 43 (53.1% 64 (66.7%) 1.00 48 (51.1%) 67 (67.7%) 1.00
02 0061
Sobredominant®  Ga 38 (46.9%) 32(33.3%) *%%° 050(026—094)|46 (48.9%) 32 (32.3%) %" 0.42 (0.23-0.79)
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XlIl. DISCUSION

La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por la presencia de dos tipos de lesiones a nivel
cerebral que son las PN y las MNF. Las PN son depdsitos extracelulares del péptido amiloide
beta mientras que las MNF son el resultado de la acumulacién al interior de las neuronas de
la proteina de union a microtubulos Tau. Su presencia en tejido cerebral de pacientes es el
diagnostico que confirma la enfermedad. Actualmente, no existe un diagnostico temprano de
la enfermedad por lo que es importante estudiar aquellos genes que pudiesen predisponer a
su desarrollo. En este sentido se ha reportado la participacion de varios genes asociados con
el desarrollo de esta patologia, tal es el caso de los evaluados en este estudio. Puesto que la
mayoria de los estudios han sido llevados a cabo en poblaciones caucésicas y dado la poca
existencia de estudios de este tipo en nuestra poblacién, se plante6 analizar la presencia de
polimorfismos de un solo nucleétido en los genes de la enzima convertidora de angiotensina
(ACE), enzima degradadora de insulina (IDE), 24-dehidrocolesterol reductasa (DHCR24) y
protocadherina 11 (PCDH11) en una muestra de 94 pacientes con diagndéstico de demencia
tipo Alzheimer y 100 individuos correspondientes al grupo control.

Para ello se realiz6 un estudio de asociacidn genética, lo cual permitié6 establecer una
relacion estadistica entre variables genéticas poblacionales y un fenotipo determinado entre
un grupo de casos y controles, a manera de que se obtuvieran las frecuencias alélicas,

frecuencias genotipicas y haplotipos de los genes estudiados.

Este tipo de estudios considera que la diferencia en la frecuencia alélica y genotipica entre el
grupo de casos con respecto al control es indicativo de la existencia de variantes en la
secuencia que pueden incrementar el riesgo de presentar una enfermedad. En este mismo
sentido, la presencia de un desequilibrio de ligamiento (LD) entre loci podria ser indicador de
que exista otra variante alélica que es la que estaria mas asociada con la enfermedad®,
esto significa que hay una asociacion no aleatoria entre alelos de polimorfismos vecinos y por

lo tanto, son heredados juntos como consecuencia de su proximidad en un cromosoma.

56



La primera observacion que se realizo fue la presencia de diferencias significativas en 5
polimorfismos al analizar su frecuencia alélica y genotipica, sin embargo al evaluar el
equilibrio de Hardy-Wienberg se encontré que el polimorfismo rs4362 del gen de la enzima
convertidora de angiotensina no seguia el EHW en el grupo control. Por lo tanto se decidi6
eliminar dicho polimorfismo en los analisis siguientes, debido a que en estudios de
asociacion el grupo control debe seguir este modelo al ser una representacion de la
poblacion general. Sin embargo, en el caso de que en el grupo de pacientes este principio no

se cumpla, podria sugerir que ese gen podria tener relacion con la enfermedad.

Para la determinacion de las combinaciones alélicas o haplotipos es necesario el estudio de
multiples polimorfismos de un solo nucleétido ya que el objetivo es escanear el gen en
busqueda de aquellas variantes que pudiesen ser significativas, esto indicaria que su
presencia confiere susceptibilidad al desarrollo de la enfermedad. En el caso de los
polimorfismos estudiados, se encontraron 6 haplotipos que se presentaron con mayor
frecuencia en el grupo de pacientes con diagnéstico de demencia tipo Alzheimer. Asi mismo,
se encontraron 3 combinaciones alélicas presentes en el gen de la enzima degradadora de
insulina, de los cuales uno se presenta con mayor frecuencia en el grupo de casos y 2 en

ambos grupos de estudio.

Para el gen de la enzima convertidora de angiotensina, en este estudio que comprendio tres
polimorfismos rs4343, rs4362 y rs4291, no se encontrd ningun alelo y genotipo asociado con
el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer en la poblacibn Mexicana. Los resultados
concuerdan con aquellos realizados por Feulner TM et al'® en la poblacién Alemana, donde
se encontré que no existia asociacion en los polimorfismos rs4343 y rs4362 que estuvieran
asociados con el desarrollo de la EA en dicha poblacién. Sin embargo, un estudio'® que
genotipificé varios polimorfismos localizados en este gen en cinco diferentes poblaciones
caucasicas encontrd6 que el polimorfismo rs4291 y la combinacion alélica AAT
correspondiente a los polimorfismos rs4343, rs4291 y rs1800764 estan asociados con la

enfermedad. Por otra parte, un estudio realizado en poblacién Arabe'®

concluyé, tras el
analisis en la busqueda de haplotipos, que es posible la existencia de una variante asociada
con la enfermedad de Alzheimer en una region que comprende los polimorfismos

insercién/delecion (1/D), rs4343 y rs4351.
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La enzima degradadora de la insulina, es una de las principales enzimas que participa en la
degradacion del péptido AB, por tal motivo, el gen que la codifica es uno de los genes
candidatos asociados con el riesgo de desarrollar la enfermedad de Alzheimer. Con respecto
a este gen, los resultados que se obtuvieron en el laboratorio correspondiente a la poblacion
Mexicana muestran que el alelo C (p=0.002, OR=2.57) en el polimorfismo rs3758505, el
genotipo homocigoto para el alelo A (p=0.016, OR=3.31) y el genotipo heterocigoto A/G
(p=0.016, OR=2.20) en el polimorfismo rs4646954 en un modelo de herencia codominante
fueron mas frecuentes en el grupo de pacientes con demencia tipo Alzheimer en
comparacion con el grupo control, ademas de que su presencia confiere un incremento
considerable (OR>1) en el riesgo de presentar la enfermedad. Por el contrario, un estudio
realizado en la poblacién Han'®” en China encontré que el alelo A (p=0.007) y el genotipo
homocigoto para A (p=0.005, OR=1.84) en el polimorfismo rs3758505 y el alelo G (p=0.012)
y el genotipo homocigoto para G (p=0.022, OR=1.64) en el polimorfismo rs4646954 se
presentaron con mayor frecuencia en el grupo de pacientes con enfermedad de Alzheimer.
Ademas, observaron que los alelos A y G se encontraban en desequilibrio de ligamiento
(D’=0.838, r’=0.702). Asi mismo, en la busqueda de combinaciones alélicas en ambos
polimorfismos vieron que el haplotipo CA se presenté con mayor frecuencia en el grupo
control confiriéndole un efecto protector mientras que el haplotipo AG, parecia estar mas

asociado con el riesgo de desarrollar la enfermedad.

Respecto a lo obtenido en este estudio, se encontrd tres combinaciones alélicas en el gen de
la enzima degradadora de insulina. El haplotipo CAGC (p=1.896E-07) se present6 en el 24
por ciento de la poblacion con diagnéstico de demencia tipo Alzheimer, AAAC en el 14 por
ciento (p=0.0005, OR=16) y CGGC en el 7 por ciento (p=0.0308, OR=7), éstos dos ultimos
también estuvieron presentes en el uno por ciento del grupo control; estos resultados
sugieren que su presencia incrementa el riesgo en 16 y 7 veces de desarrollar la EA puesto

gue aunque se presentan en ambos grupos su presencia en el grupo de casos es mayor.

La 24-dehidrocolesterol reductasa protege a las neuronas de la toxicidad del péptido ABa4s.
Por tal motivo se decidido analizar si la presencia de ciertos polimorfismos pudiese estar
asociada con el desarrollo de la EA. Un estudio realizado en la poblacién Finlandesa'®
demostré la existencia de una asociacion entre este gen y la EA, para ello se genotipificaron

cuatro polimorfismos (rs638944, rs600491, rs718265 y rs7374) encontrando que los hombres
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gue tuviesen el alelo T en el polimorfismo rs600491 tenian un incremento en el riesgo de
presentar la EA (p=0.004, OR=1.7), mientras que en las mujeres no encontraron que la
presencia de alguno de los polimorfismos evaluados estuviese asociado con la enfermedad.
Asi mismo, encontraron dos combinaciones alélicas correspondientes a los SNP rs638944 y
rs600491 siendo el haplotipo TC considerado como protector al presentarse con mayor
frecuencia en el grupo control mientras que el haplotipo GC como de riesgo, al ser mas

frecuente en los casos.

Los resultados obtenidos en este estudio en pacientes mexicanos, sugieren que no existe
ninguna asociacion en los polimorfismos analizados ya que no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos de estudio. Por otra parte, los resultados concuerdan con
aquellos realizados en la poblacién Canadiense'® y en la poblacién Americana'*® donde no
encontraron que los polimorfismos rs638944 y rs718265 tuviesen alguna asociacion con el

desarrollo de la enfermedad de Alzheimer.

Con respecto al andlisis de polimorfismos localizados en el gen de la protocadherina 11, en
la poblacion Mexicana no se encontré evidencia de que pudiera estar asociado con el
desarrollo de la EA en los sujetos del género femenino. Estos resultados coinciden con

111y en la poblacién Americana'? en los cuales

estudios realizados en la poblacion Espafiola
tampoco encontraron que polimorfismos en este gen estuviesen asociados con el desarrollo
de la enfermedad. No obstante, existen reportes en la literatura que asocian al polimorfismo
rs5984894, evaluado en este estudio, con la enfermedad de Alzheimer de inicio tardio. Tal es
el caso de un estudio realizado en la poblacién caucasica Americana®, donde encontraron
gue el polimorfismo rs5984894 esta asociado con la susceptibilidad de presentar la

enfermedad de Alzheimer de inicio tardio (LOAD).

En el estudio de genotipos multiloci en los 9 polimorfismos que se encontraban en equilibrio
de Hardy-Wienberg, se encontré seis combinaciones que resultaron mas frecuentes en el
grupo de casos que en el de controles. La combinacion AACAGCAGG se presentd en el
once por ciento de los pacientes (p=0.0004), AAAAGCAAG en el 10 por ciento (p=0.0012),
TGCAGCAGA en el 9 por ciento (p=0.0022), TGAAGCGGA en el 5 por ciento (p=0.0029)
mientras que en el 4 por ciento AAAAACAGGA y AACAGCAGA (p=0.0439). Estos resultados

sugieren que su presencia puede asociarse con un incremento en la predisposicion de
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presentar la enfermedad en la poblacion Mexicana. Sin embargo, para corroborar este
planteamiento es necesario que los resultados se repliquen y compararlos con otras

poblaciones.

Los estudios de asociacion son una herramienta que permite la identificacion de genes que
confieran susceptibilidad al desarrollo de enfermedades complejas. Se dice que una
enfermedad es compleja debido a que en su desarrollo se ven involucrados tanto factores
genéticos como ambientales.™® La inclusién de datos incorrectos en un analisis genético
puede dar lugar a conclusiones falsas, dificultad en la busqueda e identificacion de aquellos
loci que pudieran resultar significativos ademas de ser un problema reconocido en el analisis
estadistico de los datos obtenidos mediante estudios genéticos.'** Por otro lado, existe una
diferencia en la replicacion de resultados entre poblaciones, en primer lugar dado el flujo
genético que existe entre ellas y segundo, por errores de tipo |l causados por el tamafio de la
muestra o por la similitud entre las edades de ambos grupos, dado que existe la posibilidad
de que en el grupo control los individuos en un futuro pudiesen presentar la
enfermedad.**>**® Sin embargo, la asociacién encontrada en el polimorfismo rs4646954 en el
gen de IDE queda validada por la correccidén por ancestria realizada dado que los valores de
p y OR se conservan, esto significa que las proporciones de ancestria se encuentran
distribuidas de manera homogénea entre los grupos de estudio. De esta forma, se puede
decir que la presencia del genotipo homocigoto para el alelo A o del genotipo heterocigoto
A/G en la poblacion Mexicana confiere un incremento en la susceptibilidad de desarrollar la

enfermedad de Alzheimer.
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XIV. CONCLUSION

El estudio de casos y controles reveld que el alelo C en el polimorfismo rs3758505, el
genotipo homocigoto para el alelo A y el genotipo heterocigoto A/G en el polimorfismo
rs4646954 del gen de la enzima degradadora de insulina se presentaron con mayor
frecuencia en el grupo de pacientes con diagndéstico de demencia tipo Alzheimer. Ademas, su
presencia confiere un incremento de aproximadamente tres y dos veces, respectivamente, en

el riesgo de desarrollar la enfermedad en nuestra poblacion.

La presencia de alguna de las seis combinaciones alélicas (AAAAACAGA, AAAAGCAAG,
AACAGCAGA, AACAGCAGG, TGAAGCGGA, TGCAGCAGA) obtenidas en el gen de la
enzima convertidora de angiotensina, enzima degradadora de insulina y la 24-
dehidrocolesterol reductasa pudiese significar un mayor riesgo a presentar la enfermedad de
Alzheimer en la poblacion Mexicana. Lo mismo sucede con el haplotipo CAGC en el gen de

la enzima degradadora de insulina.
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ANEXOS

ANEXO 1. EXTRACCION DE DNA Y PLASMA A PARTIR DE SANGRE PERIFERICA
(QUIAGEN)

1. Extraer sangre periférica en tubos Vacutainer con EDTA o citratos

2. Transferir la sangre a tubos de 50 mL y medir el volumen total

3. Centrifugar los tubos a 4000 rpm, durante 12 minutos

4. Remover el plasma con una micropipeta cuidando de no tocar la interfase de células
blancas. Se realizan tres alicuotas de 230 pl de plasma y el plasma restante se alicuota en
tubos eppendorf de 1.5 mL y se congelan hasta su uso.

5. Agregar al tubo falcon buffer de lisis de células rojas RBC (red blood cells), para completar
un volumen de 45 mL y agitar por 15 minutos para favorecer la lisis de los eritrocitos.

6. El tubo se centrifuga por 10 minutos a 2000 rpm. Se aspira aproximadamente el 75% del
sobrenadante y se agrega nuevamente buffer de lisis RBC. La pastilla se agita en vortex
durante 1 minuto y nuevamente se agita durante 15 minutos.

7. Centrifugar a 2000 rpm durante 10 minutos el boton de células blancas. Desechar el
sobrenadante y nuevamente se agita en el vortex la pastilla.

8. Se agregan aproximadamente 7.5 mL de solucion de lisis (Cell lysis solution QIAGEN) y se
agita vigorosamente en el vortex durante 1 minuto.

9. Incubar en bafio maria el tubo de DNA a 55°C por al menos 2 horas para romper la union
de proteinas-DNA.

10. Transcurrido el tiempo, agitar nuevamente con vortex y dejar enfriar a temperatura
ambiente

11. Agregue 0.333 mL de QIAGEN Protein Precipitation solution por cada 1 mL de Cell lysis
solution al tubo de DNA y agite con vortex por 30 segundos.

12. Agitar por 30 minutos en el agitador.

13. Centrifugar a 4000 rpm durante 40 minutos para precipitar las proteinas.

14. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo y limpio

15. Centrifugar nuevamente a 4000 rpm durante 40 minutos.

16. Transferir con mucho cuidado el sobrenadante a un nuevo tubo falcon ayudandose de

una pipeta.
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17. Esta soluciéon contiene el DNA, el cual no es visible, por lo que se debe asegurar que no
existan residuos insolubles flotando.

18. Agregar 2X etanol absoluto y mezcle invirtiendo el tubo varias veces, hasta que el DNA
sea visible

19. Centrifugue a 2800 rpm para concentrar el DNA en una pastilla por 20 minutos.

20. Desechar el etanol y secar la pastilla de DNA por 15 minutos. Lave la tapa del tubo con
agua destilada estéril.

21. Para disolver el DNA, agregue 0.2 mL de TE 1X por cada 1 mL de sangre total.

22. Colocar los tubos a TA en agitacion ON para que el DNA se disuelva completamente.

23. Cuantificar el DNA y realizar alicuotas de 50 pL a una concentracién de 10ng/uL

24. ElI DNA restante, se congela hasta su uso
SOLUCIONES:
RBC o BLGR
0.15 M NH,CI
10 mM KHCO3
IXTE

10 mM Tris-HCI, pH 8.0
1 mM EDTA, pH 8.0
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ANEXO 2. COMBINACIONES ALELICAS DE LOS POLIMORFISMOS EVALUADOS
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ANEXO 3. COMBINACIONES ALELICAS POR GEN; ACE, IDE Y DHCR24

% Frecuencia

Gen Combinacion  Alzheimer Controles p OR
AA 62 49 0.065 1.70
ACE AG 10 15 0.286 0.63
TA 2 8 0.052 0.23
TG 27 29 0.753 0.91
AAAC 14 1 4.99E-04 16.12
AAGG 2 6 0.150 0.32
AAGC 26 26 1.000 1.00
IDE AGGC 8 3 0.122 2.81
CAAC 15 9 0.286 1.59
CAGG 5 1 0.098 5.21
CGGC 7 1 0.031 7.45
CAGC 24 0 1.90E-07 Indefinido
AAA 2 2 1.000 1.00
AAG 32 31 0.879 1.05
AGA 24 23 1.000 1.00
DHCR24 AGG 18 27 0.128 0.59
GAA 2 1 0.562 2.02
GGA 21 16 0.364 1.40
GGG 2 0 0.156 Indefinido
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ANEXO 4. DISTRIBUCION DE LAS ANCESTRIAS EN AMBOS GRUPOS DE ESTUDIO

CASOS CONTROLES

1%

m Europeo
O Amerindio

57 % 62 % @ Africano
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ANEXO 5. PROPORCIONES DE ANCESTRIA AMERINDIA EN EL GRUPO CASOS

Proporcién Proporcion
id género edad Amerindia id género edad Amerindia
1 F 65 0.496 48 M 91 0.041
2 M 82 0.979 49 M 69 0.698
3 F 61 0.944 50 F 68 0.384
4 M 62 0.116 51 F 62 0.983
5 M 83 0.726 52 M 86 0.015
6 F 76 0.987 53 F 76 0.913
7 F 65 0.031 54 F 64 0.971
8 F 65 0.244 55 F 76 0.347
9 F 85 0.504 56 M 77 0.961
10 F 68 0.892 57 F 69 0.164
11 M 81 0.405 58 F 70 0.390
12 M 75 0.037 59 F 75 0.022
13 F 80 0.006 60 F 71 0.157
14 F 67 0.182 61 M 68 0.902
15 F 76 0.908 62 F 78 0.989
16 F 64 0.966 63 F 73 0.960
17 F 65 0.952 64 M 60 0.019
18 M 75 0.159 65 F 75 0.716
19 F 81 0.752 66 M 60 0.967
20 F 70 0.032 67 F 65 0.702
21 F 74 0.070 68 F 83 0.970
22 F 72 0.717 69 F 81 0.919
23 M 66 0.013 70 F 87 0.013
24 F 65 0.819 71 F 70 0.592
25 M 89 0.967 72 F 76 0.935
26 M 61 0.143 73 M 64 0.981
27 F 60 0.399 74 F 82 0.990
28 F 76 0.971 75 F 78 0.942
29 F 76 0.820 76 F 75 0.938
30 F 76 0.860 77 F 70 0.969
31 F 76 0.916 78 F 76 0.009
32 F 76 0.768 79 M 83 0.015
33 M 67 0.132 80 F 89 0.976
34 F 100 0.097 81 F 95 0.321
35 F 76 0.791 82 F 76 0.101
36 F 89 0.243 83 M 85 0.976
37 M 82 0.416 84 M 76 0.811
38 F 76 0.990 85 M 76 0.451
39 F 84 0.015 86 F 88 0.125
40 M 84 0.176 87 F 87 0.009
41 F 89 0.040 88 F 85 0.466
42 M 73 0.969 89 M 82 0.026
43 F 79 0.985 90 M 76 0.247
44 M 70 0.021 91 F 92 0.019
45 F 85 0.936 92 F 88 0.767
46 F 83 0.916 93 F 73 0.351
47 M 70 0.467 94 F 91 0.824
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ANEXO 6. PROPORCIONES DE ANCESTRIA AMERINDIA EN EL GRUPO CONTROL

Proporcién Proporcién

id género edad Amerindia id género edad Amerindia
95 F 75 0.969 145 F 64 0.125
96 F 43 0.911 146 F 77 0.154
97 F 51 0.418 147 M 75 0.751
98 F 28 0.108 148 F 70 0.983
99 M 37 0.035 149 F 60 0.489
100 F 79 0.855 150 F 69 0.342
101 M 73 0.981 151 F 69 0.161
102 M 68 0.986 152 F 56 0.983
103 F 75 0.938 153 M 76 0.425
104 F 57 0.808 154 M 73 0.966
105 F 75 0.018 155 F 60 0.046
106 M 67 0.989 156 M 63 0.692
107 F 75 0.990 158 F 79 0.984
108 M 60 0.790 159 F 73 0.134
109 M 68 0.988 160 M 60 0.073
110 M 68 0.907 161 M 78 0.091
111 F 73 0.015 162 M 85 0.926
112 M 69 0.536 163 F 76 0.029
113 F 73 0.809 164 F 75 0.018
114 F 56 0.579 165 M 72 0.006
115 M 75 0.989 166 F 65 0.911
116 M 74 0.165 167 F 93 0.940
117 F 69 0.769 168 F 82 0.087
118 F 65 0.951 169 F 72 0.938
119 M 66 0.934 170 F 69 0.793
120 F 75 0.009 171 M 82 0.032
121 M 81 0.047 172 F 81 0.156
122 M 76 0.958 173 M 69 0.923
123 M 71 0.911 174 F 60 0.942
124 F 70 0.940 175 F 62 0.981
125 F 69 0.388 176 M 65 0.853
126 F 89 0.074 177 F 88 0.771
127 F 75 0.332 178 F 76 0.964
128 M 86 0.295 179 M 82 0.495
129 M 87 0.017 180 M 83 0.048
130 M 86 0.403 181 F 85 0.172
131 F 91 0.983 182 F 82 0.247
132 M 80 0.015 183 F 73 0.006
133 F 76 0.985 184 F 68 0.110
134 F 82 0.736 185 M 69 0.030
135 F 87 0.860 186 F 70 0.180
136 F 85 0.965 187 F 59 0.024
137 M 80 0.499 188 F 62 0.679
138 F 71 0.915 189 F 73 0.340
139 M 90 0.049 190 F 76 0.328
140 F 81 0.916 191 M 77 0.182
141 F 100 0.984 192 F 68 0.082
142 F 70 0.692 193 F 74 0.581
143 M 77 0.911 194 F 80 0.174
144 F 67 0.423
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