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2.RESUMEN

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es una patologia neurodegenerativa
derivada de la presencia de marafas neurofibrilares y placas neuriticas,
estas Ultimas formadas por el péptido amiloide beta (AB). Actualmente
se conoce la participacion de genes en el desarrollo de la EA como son
el que codifica a la neprilisina (NEP), la enzima convertidora de
angiotensina (ACE), la enzima degradadora de insulina (IDE), y
también se reconoce que el principal factor de riesgo en la EA de origen
tardio es la presencia del alelo €4 de la Apolipoproteina E (ApoE). En
este proyecto se genotipificaron 12 polimorfismos de un solo nucleétido
(SNP’s) pertenecientes a 3 genes relacionados con la degradacion de
AB, asi como el genotipo de ApoE por medio de PCR en tiempo real en
2 grupos de estudio, uno de pacientes y uno de sujetos control.

Se encontré que en el polimorfismo rs3758505 del gen de IDE, el alelo
C aumenta hasta 2 veces el riesgo de desarrollar la enfermedad. En el
polimorfismo rs1025192 del gen de NEP, el genotipo heterocigoto
puede aumentar el riesgo de desarrollar la EA. Se obtuvieron 163
combinaciones multiloci de las cuales solo una resultd significativa. La
combinacion CAG del gen de IDE esta relacionada a un incremento en
el riesgo de desarrollar la EA de hasta 16 veces. Existe un desequilibrio
de ligamiento entre los polimorfismos rs4343 y rs4362 del gen de ACE.
La presencia del alelo €4 ApoE confiere un incremento en el riesgo de
desarrollar la enfermedad en combinacion con el genotipo heterocigoto

del polimorfismo rs4646954 del gen de IDE.




3.INTRODUCCION

Las demencias son un conjunto de patologias que se presentan no sélo
en edades avanzadas, sino también como consecuencia de un
accidente o asociadas con otro tipo de enfermedades. La enfermedad
de Alzheimer (EA) es la de mayor prevalencia a nivel mundial,
representando el 60-70% (1). Segun el Reporte Mundial de Alzheimer
del 2016, en nuestro pais hasta el 2015, 800 mil habitantes padecian
la enfermedad (2).

Actualmente no existe una cura y el diagnostico definitivo es post
mortem. En los ultimos afos, la investigacion se ha concentrado en el
desarrollo de nuevas técnicas para mejorar el diagndéstico diferencial
de las demencias, asi como el desarrollo de nuevos tratamientos
farmacologicos mas efectivos y con menos efectos secundarios.

Se han estudiado diferentes biomoléculas involucradas con la
enfermedad con el fin de facilitar su diagnéstico y ha sido posible
identificar diversas mutaciones en genes especificos involucrados con
la patogénesis. Los estudios de asociacidn, entre casos y controles,
permiten evaluar si en una poblacion en especifico, la presencia de una
variante alélica interviene con la enfermedad (3). En este proyecto, se
investigd si la presencia de polimorfismos de un solo nucleétido
asociados con la degradacion de amiloide beta, podrian estar
involucrados en la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer. Del
mismo modo se planteé la identificacion del genotipo de Ila

Apolipoproteina E en pacientes de la poblacion mexicana.




4 .ANTECEDENTES

4.1. Demencias
Los trastornos neuroldgicos representan aquellas enfermedades que
afectan el sistema nervioso central (SNC) y periférico. Las demencias
son un conjunto de patologias que pueden o no estar relacionadas con
el envejecimiento, se caracterizan por la pérdida de memoria, deterioro
cognitivo y conductual, asi como en el lenguaje, y se presentan de
manera progresiva en el individuo. En diciembre del 2017, la
Organizacion Mundial de la Salud estim6 que aproximadamente 50
millones de habitantes a nivel mundial, sufre de algun tipo de demencia
de los cuales, el 60-70% presenta la Enfermedad de Alzheimer (EA)
(1). En México, datos estadisticos sefialan que en el 2015 habia 800
mil habitantes con la EA, de los cuales mas del 60% eran mujeres.
Asimismo, se predijo que para el 2030, el numero de casos en la

poblaciéon se elevaria a 1.5 millones (2).

4.2. Enfermedad de Alzheimer
La EA es el tipo de demencia mas comun a nivel mundial. Es una
patologia que se caracteriza por la pérdida progresiva de la memoria,
deterioro cognitivo y conductual, debido a la neurodegeneracion
progresiva en el cerebro. La enfermedad no soélo afecta al individuo en
cuestion, sino también a sus familiares o amistades debido al grado de
dependencia que se genera. Funciones basicas de la vida cotidiana se

van deteriorando, al grado que es necesaria la asistencia para asearse




0 comer; el costo de la manutencion aumenta y a largo plazo, puede

llegar a ser necesaria asistencia médica continua.

4.2.1. Diagnodstico

Actualmente el diagnostico definitivo es post-mortem; sin embargo,
una aproximacion se logra a través de estudios de imagen, junto con
el historial clinico.

Las pruebas de imagen que se utilizan en la actualidad, incluyen
tomografia computarizada y la resonancia magnética. El estudio del
estado mental se basa en una serie de pruebas asociadas a la memoria
y a la cognicion, aparte de una evaluacion psicoldogica para descartar
problemas como depresidn o estrés. Las evaluaciones mas utilizadas
son el mini-mental, o MMSE por sus siglas en inglés, y el mini-cog.

e ElI MMSE consiste en una serie de preguntas realizadas por un
profesional cuyo puntaje final establece su grado de salud
mental. La puntuacion maxima es de 30, de 20-24 indica una
demencia leve, de 13-20 una demencia moderada y menor a 12
indica una demencia severa. El promedio de una persona con EA
suele decaer 2-4 puntos cada afio (4).

e El mini-cog consiste en 2 tareas asignadas por el médico que
son: recordar nombres de 3 objetos y mencionarlos minutos
después; y dibujar un reloj con los 12 niumeros en las posiciones

correctas e indicando un horario asignado por el evaluador (5).




Otro test que se realiza es:
e El Clinical dementia rating (CDR) de Hughes en el cual se evallua
la orientacién, memoria, juicio y resolucidén de problemas, vida
social, hogar y aficiones y cuidado personal. La puntuacion va

de 1-3 y 3 representa el mayor grado de demencia (6).

4.2.2. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas

de la Enfermedad de Alzheimer
A nivel macroscopico, se observa una disminucion de la masa cerebral,
resaltando la reduccion de volumen en la zona de la corteza entorrinal
y el hipocampo, asi como el ensanchamiento de los ventriculos

laterales (Figura 1) (7).

N/

Figura 1. Comparacion entre cerebros de un individuo sano (izquierda)
y uno que presenta la EA (derecha). Se observa la disminucion de masa
cerebral principalmente en la zona del hipocampo (recuadro), asi como
el ensanchamiento de los ventriculos laterales (flechas). Modificado de
NIA-NIH. 2016 (8).




A nivel microscopico, se observa neurodegeneracion por la presencia
de maranas neurofibrilares (MNF), formadas por agregados
intracelulares de la proteina Tau en estado hiperfosforilado, y placas
neuriticas (PN), formadas por la acumulacion del péptido amiloide beta
en estado fibrilar. Asimismo, se observan astrocitos reactivos y células
de la microglia activadas (9).

De acuerdo con la progresion de la enfermedad, en 1991 Braak, H. y
Braak, E. describieron que la acumulacién tanto de MNF y de PN va
cambiando de localizacion en el cerebro y aumentando con respecto al
tiempo. Se distinguen 3 estados (A, B, C) para las PN y 6 estados para
las MNF (1-V1) (10).

Los depdsitos de amiloide se localizan principalmente en la corteza. En
la etapa A hay una baja densidad de amiloide en la isocorteza, I6bulos
frontal, temporal y occipital sin formacién en el hipocampo. En la etapa
B, la densidad de depdsitos de amiloide aumenta cubriendo casi toda
el area isocortical sin llegar a la zona sensorial y motora. En la etapa C
aumenta la densidad de depdsitos cubriendo las zonas pertenecientes
y asociadas a la isocorteza, asi como la zona sensorial y motora (Figura

2) (10).




Figura 2. Etapas de la distribucion de depdsitos de amiloide: Etapa A
donde los depdsitos se encuentran principalmente en las porciones
basales de la isocorteza. Etapa B, los depdsitos se encuentran
distribuidos practicamente en todas las zonas asociadas a la isocorteza,
el hipocampo se encuentra comprometido. Etapa C, los depdésitos ya
cubrieron toda la isocorteza incluyendo el centro motor y sensorial. El
oscurecimiento esta relacionado a la densidad de depdsitos de amiloide
Braak, H., E., Braak. 1991 (10).

Las MNF se encuentran distribuidas desde la zona entorrinal hacia la

zona isocortical y basicamente se dividen en 3 etapas: transentorrinal

(estados I-11), limbica (estados Il1-1V) e isocortical (estados V-VI). En
las etapas I-11 inicia el desarrollo de MNF en la zona transentorrinal y
la entorrinal, asi como CA1l del hipocampo. En las etapas -1V, la

produccion de MNF aumenta cubriendo la zona entorrinal hacia las
primeras capas de la isocorteza, asi como CAl, amigdala, talamo y
claustrum cubriendo el area correspondiente al sistema limbico. En las
etapas V-VI, hay total cobertura de la zona entorrinal, asi como del

sistema limbico y hay extension hacia la isocorteza (Figura 3) (10).




Figura 3. Etapas de la distribucion de las MNF. En las etapas I-1l se
observan alteraciones en la zona entorrinal. En las etapas Il1-1V se ven
envueltas las zonas entorrinal y transentorrinal, asi como amigdala,
tdlamo e hipocampo correspondientes al sistema limbico. En las etapas
V-Vl hay destruccién isocortical. E= zona entorrinal, TE= zona
transentorrinal e IC= isocorteza. La coloracion esta relacionada con la
densidad de las MNF (Verde 2Naranja-Rojo). Modificado de Braak, H.,
E., Braak. 1991 (10).

4.2.2.1.Marafias Neurofibrilares
Son agregados intracelulares de la proteina Tau en estado
hiperfosforilado. La proteina Tau pertenece a la familia de proteinas
asociadas a microtubulos (MAP).
Tau se asocia a los microtubulos formando estructuras que sirven como
soporte del citoesqueleto neuronal, sin embargo, al hiperfosforilarse no
se asocia evitando asi la estabilizacion del microtubulo. En estado

desfosforilado, Tau se une a los microtubulos para estabilizarlos.




Cuando Tau esta hiperfosforilada, se disocia de los microtubulos y
adopta una forma similar a un clip lo que la hace susceptible a alcanzar
una estructura B-plegada. Este cambio conformacional conduce a la
proteina a ensamblarse en dimeros, posteriormente en oligbmeros,
protbmeros, hasta la formacion de filamentos helicoidales apareados y
finalmente las MNF (11).

Se distinguen 3 etapas de las MNF: Pre-MNF, MNF maduras y MNF
extracelulares. Las pre-MNF se observan difusas, el ndcleo neuronal,
se mantiene céntrico y las dendritas aun mantienen su forma. En la
MNF madura, se observa como se desplaza al nucleo hacia la periferia
del soma y hay degeneracion de las dendritas. Por dltimo, las MNF
extracelulares son aquellas que se observan en el medio extracelular

tras la muerte celular (Figura 4) (9).

Figura 4. Marafias neurofibrilares. Por medio de una tincion de

Bielschowsky, se pueden observar en forma de gota y con una

coloracion café oscuro las MNF. Cortesia de Campos-Pefa, V.




4.2.2.2.Placas neuriticas y placas difusas
Se deben a la acumulacion de péptido amiloide beta (AB) en estado
fibrilar, el cual, es producido por el procesamiento proteolitico de la
proteina precursora de amiloide beta (PPAB). La PPAPB presenta 2 vias
de procesamiento: la via no amiloidogénica y la via amiloidogénica.
En la via no amiloidogénica, la secuencia correspondiente al péptido AR
es escindida por la mitad mediante la a-secretasa, impidiendo la
formaciéon del péptido AB y liberando al espacio extracelular un
fragmento soluble. ElI fragmento anclado a la membrana es
posteriormente procesado por el complejo y-secretasa.
En el caso de la via amiloidogénica, la accién conjunta de la B-secretasa
y la y-secretasa producen el AB. Estos cortes dan lugar a fragmentos
de aproximadamente 42 aminoacidos (aa) y 4 kDa, que son liberados

al espacio extracelular (Figura 5).




A) Via no amiloidogénica B) Via amiloidogénica

Extracelular

Placas de AB

Oligomerizacion

B-secretasa

a-secretasa

y-secretasa y-secretasa

Intracelular

NUCLEO

Figura 5. Vias de procesamiento de la PPAB. En la via no amiloidogénica
(izquierda), la accion de la a-secretasa no permite la formacion del AB.
En la via amiloidogénica (derecha), la -secretasa y la y-secretasa
escinden al inicio y al final de la secuencia que corresponde al AB (rojo).
Modificado de Campos-Pefia, V. GOmez, R., Meraz-Rios, MA. 2014 (12).
El AB producido en la via amiloidogénica puede encontrarse en forma
de monomero, o0 asociarse para formar oligdbmeros o fibras los cuales
pueden formar agregados (13). El amiloide cuya longitud es de 42 aa
(AB42) es toxico ya que presenta alta hidrofobicidad y es mas propenso

a formar fibras. Estas placas neuriticas se observan principalmente en

la isocorteza, asimismo, se encuentran rodeadas de astrocitos




reactivos y células de la microglia activadas, que son indicativas de
inflamacion.

La visualizacion de las placas neuriticas difiere de las placas difusas de
AB en los niveles de compactacién de los agregados, la pérdida de
sinapsis, asi como la asociacibn a los marcadores de inflamaciéon

(astrocitos y glia) (Figura 6).

Figura 6. Placa neuritica. Por medio de una doble tincion de
Bielschowsky junto con una inmunohistoquimica con anticuerpo
especifico para AB, se puede observar en el centro el depésito de AS
que se encuentra rodeado de neuritas distroficas. Cortesia de Campos-
Pefia, V.

Las placas difusas son depdsitos de amiloide fibrilar amorfas y sin estar
asociadas a marcadores de inflamacion en comparacion con las placas

neuriticas; comunmente no estan asociadas a la degeneraciéon ni a la

EA ya que se observan de manera normal en sujetos sanos (9, 14-16).




4.2.2.2.1. Degradacion de amiloide
El AB producido a bajas concentraciones en el cerebro es capaz de
regular la neurotransmision y la memoria. Al igual que con otras
proteinas, se requiere de un balance entre su produccion y su
eliminacién. Se han identificado varias enzimas involucradas en la
degradacién de AB como son la Neprilisina (NEP), la Enzima
convertidora de angiotensina (ACE) y la Enzima degradadora de

insulina (IDE) (17-19).

4.2.2.2.1.1. Neprilisina

El gen que codifica a esta proteina se localiza en el brazo largo del
cromosoma 3 y esta formado por 29 exones (20). Se conoce que NEP
comparte 55% de homologia con otra enzima identificada como NEP2
(21). Es una metaloproteasa de zinc de 750 aa que tiene una masa de
97-110 kDa. Es una glicoproteina de unién a membrana plasmatica con
funcion de ectoenzima en la cual, el extremo carboxilo presenta el sitio
catalitico y se encuentra en el espacio extracelular (22). El dominio
catalitico presenta un motivo HExxH formado por histidina, glutamato,
2 aa inespecificos e histidina; el Zn se une en los residuos de histidina,
mientras que el acido glutamico, tiene una funciéon catalitica (17).

Esta enzima degrada péptidos con un tamafio <5 kDa y es capaz de

degradar tanto mondmeros como oligémeros de AB40 y AR42.




La NEP se encuentra distribuida en todo el organismo: vellosidades
intestinales, células epiteliales del rifidén, neutréfilos, timocitos,

pulmén, prdéstata, neuronas pre y post-sinapticas (Figura 7) (21, 23).

Figura 7. Esquema de la localizacion y funcion de NEP en el cerebro.
NEP se encarga de degradar los péptidos que ya cumplieron con su
funcién, entre ellos, al péptido AB para evitar su acumulacion y
posterior agregacion. Modificado de Nalivaeva, NN., et. al. 2012 (23).
Se ha observado que en hipocampo y corteza de pacientes con EA,
existe una disminucion en los niveles del RNAmM y de la enzima de NEP
(17, 23-25). Ratones que sobreexpresan el gen de NEP han mostrado
una disminucién en los niveles de AB, por el contrario, ratones con una

delecibn en dicho gen presentan un aumento en los niveles

extracelulares de AB (18, 26).




4.2.2.2.1.2. Enzima convertidora de angiotensina
El gen que codifica a ACE se localiza en el brazo largo del cromosoma
17 y esté& formado por 26 exones (27). La ACE al igual que NEP, es una
metaloproteasa de Zn, tiene un tamafo de 1306 aa y una masa de 149
kDa (28, 29). Se conoce una proteina conocida como ACE2 que
comparte 49% de homologia con ACE (30). En el organismo, ACE se
presenta en 2 isoformas ambas codificadas por el mismo gen: la forma
somatica (sACE) que posee 2 dominios cataliticos localizados en los
extremos carboxilo y amino de la proteina, respectivamente, y la forma
testicular o germinal (gACE) con solo un dominio HExxH (31). Su
funcion principal es participar en la transformacion de angiotensina |
(Ang 1) en angiotensina Il (Ang Il) para la regulaciéon del sistema

vasopresor renina-angiotensina-aldosterona (Figura 8).

Figura 8. Sistema renina angiotensina. ACE degrada Ang | para formar
Ang Il que es capaz de estimular la liberacién de aldosterona para la
regulaciéon de la presidon sanguinea. Modificado de Paizis, G., et. al.
2005 (32).




La ACE se encuentra distribuida en diferentes tejidos del organismo,
principalmente en pulmoén, riiidbn, corazdn, tracto gastrointestinal y
prostata distribuida en células del endotelio vascular. La actividad de
esta enzima ocurre de manera endocrina o local; en el SNC, ocurre
principalmente en el hipocampo y en la corteza frontal. La ACE es capaz
de degradar diferentes proteinas, entre ellas, la Ang I, la bradicinina
gue actua como vasodilatador, y Ap42 (33).

La inflamacion y la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
estan asociados a la neurodegeneracion en pacientes con EA. Se ha
reportado que la Ang Il se une al AT1-R (receptor de angiotensina tipo
1) e induce neuroinflamacion, debido a la activacion de la microglia,
asi como a la produccion de ROS. Dado que la conversion de Ang | a
Ang Il se lleva a cabo por ACE, se han realizado estudios para probar
el impacto que tiene su inhibicion (34). En ratones transgénicos, el uso
de captopril, un inhibidor de ACE que atraviesa la barrera
hematoencefalica, disminuye la activacion de la microglia al igual que
la liberaciobn de citocinas proinflamatorias. También en ratones
transgénicos que sobre expresan PPAB, la administracion de captopril
retrasa la acumulacion del péptido AB y la neurodegeneracion

relacionada a este (35).




4.2.2.2.1.3. Enzima degradadora de insulina

La IDE es una proteina cuyo gen se localiza en el brazo largo del
cromosoma 10 y estd formado por 34 exones (36). Es una
metaloproteasa de 1019 aa, con una masa de aproximadamente 110
kDa que requiere un tiol (-SH) para su actividad. Adopta una
conformacion parecida a una almeja la cual se abre o cierra para
permitir la entrada y salida del sustrato (37). La IDE pertenece a la
familia de las metaloproteasas “inverzincinas” ya que tiene un motivo
HxXEH que funge como sitio catalitico al igual que el motivo HExxH de
otras metaloproteasas como NEP y ACE (18, 38-41). La IDE puede
estar en la membrana celular, en el citosol, endosomas, peroxisomas,
mitocondria o ser secretada al medio extracelular; se encuentra
ampliamente distribuida en el organismo, principalmente en el higado,
musculos y cerebro.

La IDE participa de manera normal en el organismo para la degradacion
de insulina excedente y asi regular los niveles de glucosa. También es
capaz de degradar bradicinina y otros péptidos, preferentemente <6
kDa, como lo son mondmeros de AB secretado de neuronas y células
de la microglia. Es en el espacio extracelular donde se ha observado
que es capaz de degradar péptidos, entre ellos el AB (17). La secrecion
de IDE es realizada a través de exosomas en el cual es requerida la
participacion de un motivo especifico, el hexapéptido EKPPHY. La IDE
posee 3 dominios de proteasa: el dominio | y Il se localizan cerca del

extremo amino (aa 74-212 y 236-418 respectivamente) y el dominio




1l cerca del extremo carboxilo (aa 706-889) (Figura 9). En el tercer
dominio se encuentra el hexapéptido EKPPHY que es homdlogo a SlyX
en bacterias; la delecién de este motivo disminuye casi por completo
la secrecion de IDE probando la importancia que tiene en el proceso

(42, 43).

Figura 9. Se observa la localizaciéon de los 3 dominios de proteasa de
IDE. El dominio | y Il en el extremo amino responsables de la actividad
catalitica y el dominio Ill en el extremo carboxilo involucrado en la
unién al sustrato. Modificado de Glebov, K., Schitze, S. y Walter, J.
2011 (42).

La IDE es la principal proteasa encargada de degradar el AB en el
humano. En pacientes con la EA, los niveles de la enzima van
disminuyendo en relacion con el estado de Braak que presente el
individuo, lo que a su vez se observa en una disminucidon en la
degradacion de AB y un aumento en la acumulacién en el espacio
extracelular. Esta disminucién en los niveles de la proteina se ha visto
que no dependen de alteraciones a nivel del RNAmM, lo que sugiere que

la vida media de la enzima o la secrecion estan comprometidos (44).




4.2.3. Subtipos de la EA
La EA se puede clasificar en 2 tipos: de tipo familiar o de inicio

temprano y esporadico o de inicio tardio.

4.2.3.1.EA familiar
La EA de tipo familiar se debe a mutaciones de caracter autosémico
dominante en genes que codifican para la presenilina 1 o 2, de la y-

secretasa, o en el gen de la PPAB (45).

4.2.3.1.1. Presenilina
La presenilina (PS) constituye el centro catalitico de la y-secretasa la
cual es capaz de realizar cortes a nivel transmembranal de la PPAR
(46). Tiene un tamano de 50 kDa y consiste en 9 dominios
transmembranales. Las mutaciones en PS son las que principalmente
intervienen en la EA de tipo familiar.
La PS1 se localiza en el cromosoma 14 y se han reportado mutaciones
de cambio de sentido o de paro principalmente, en basicamente todos
los exones (4-12) asi como mutaciones puntuales, insercion o delecion
de fragmentos en el intron 8 que pueden alterar el splicing (47).
La PS2 es homodloga a la PS1. El gen que codifica a esta proteina se
localiza en el cromosoma 1 y hasta el momento se han reportado 15

mutaciones involucradas con la EA (48).




4.2.3.1.2. Proteina precursora de amiloide beta
El gen que codifica a la PPAB se localiza en el cromosoma 21. La PPAB,
que da origen al péptido neurotdxico, es una proteina transmembranal
con diferentes isoformas obtenidas por splicing alternativo por lo que
su tamafo varia entre 350 y 770 aa, sefialando que la forma de 695
aa es la que se expresa predominantemente en neuronas y contiene al
AB. En la actualidad se conocen 27 mutaciones involucradas con la EA,
principalmente en los exones 16 y 17, con la principal consecuencia de

aumentar la produccion de AB (49, 50).

4.2.3.2.EA de inicio tardio
Se presenta en adultos mayores de 65 afos y es la de mayor
prevalencia. Se sabe que el principal factor de riesgo genético es la

presencia del alelo €4 de la apolipoproteina E.

4.2.3.2.1. Apolipoproteina E
El gen que codifica a la apolipoproteina E (ApoE) se localiza en el
cromosoma 19. Es una lipoproteina con un tamario de 299 aa y un peso
molecular de aproximadamente 34 kDa. Se conocen 3 variantes
alélicas de la ApoE: €2, €3 y €4, donde €4 esta relacionada a la EA de
inicio tardio. La diferencia entre las distintas variantes alélicas, se debe
a los aminoéacidos que se codifican en las posiciones 112 y 158 de la

proteina: E2 tiene cisteinas en ambas posiciones, E3 tiene cisteina en




la posicion 112 y arginina en la posicion 158 y E4 presenta arginina en

ambas posiciones (Figura 10) (51).

Cromosoma 19

Enfermedad
de Alzheimer

Figura 10. Isoformas de ApoE. En la imagen se muestra la localizacion
del gen en el cromosoma, asi como las 3 isoformas de acuerdo con los
aminoacidos en las posiciones 112 y 158. Modificado de Gabriel-Ortiz,
G., et. al. 2015 (52).

ApoE esta relacionada al transporte de lipidos y colesterol en el higado,
astrocitos y células gliales del SNC. Ademas del transporte, se sabe
que participa en procesos de inflamacion, actua como receptor de LDL
y quilomicrones, participa en el aclaramiento de quilomicrones
remanentes y VLDL remanentes, actia como antioxidante y, en el SNC,
tiene participacion en el crecimiento y reparacion celular (51).

El alelo €2 se considera protector contra la EA mientras que el alelo €4
es el de mayor riesgo genético para la enfermedad (53). El alelo €3 es
el mas comun en la poblacién. Se ha reportado que la presencia del

alelo €4 esta asociado a un mayor riesgo de padecer la EA, tanto de

inicio temprano como de inicio tardio, incrementando hasta 12 veces




el riesgo si se presentan dos copias del alelo (54). La presencia del
alelo €4, también se ha asociado con la disminucién en la edad de inicio
de la EA, asi como que la formacién de PN en individuos que presentan
este alelo, es mayor en comparacion con aquellos sujetos que no son
portadores (55, 56).

Finalmente, la presencia del alelo €4 esta relacionada con el deterioro
en la plasticidad sinptica, en el aumento de la muerte celular, el
aumento en el estrés oxidante y la disminucion de la actividad de
antioxidantes, la exacerbacién de procesos inflamatorios, entre otros

(57).

4.3. Estudios de asociacion genética
Las enfermedades multifactoriales, como el nombre lo indica, no solo
dependen de la parte genética involucrada, sino también de los
factores ambientales o la relacion con otras patologias. En el caso de
la EA, el diagnéstico es meramente post-mortem, por lo que la
busqueda de informacién para desarrollar con mayor precisiéon y de
manera oportuna el diagnostico resulta ser una de las principales
metas en la investigacion. Diversos estudios han evidenciado genes
involucrados con la EA; una de las principales herramientas son los
estudios de asociaciéon de genoma completo (GWAS por su nombre en
inglés) ya que permiten ligar la participacion de ciertos genes a una
enfermedad en una poblacién en especifico. Estos estudios consisten

en la asociacion de marcadores genéticos, como son los polimorfismos




de un solo nucledtido (SNP’s por su nombre en inglés), a una
enfermedad de acuerdo con un analisis de todo el genoma del individuo
sin suponer una hipédtesis a priori (3, 58, 59).

Al limitar el margen de informacion proporcionada por los GWAS, se
pueden realizar estudios mas certeros con genes candidatos
identificados previamente. Existen 3 tipos de estudios: casos Yy
controles, de cohorte o por trios. Estos estudios evallan las frecuencias
genotipicas en una serie de SNP’s entre casos y controles no
relacionados, en una muestra de una poblacién dada. Los que mas se
realizan son los estudios de casos y controles, para evaluar la influencia
que se tiene con respecto a la enfermedad (3).

Para cualquier estudio, ya sean GWAS o0 de casos y controles, es
necesario validar los resultados obtenidos por medio de analisis
estadisticos adecuados. En la actualidad ya no resulta complicada la
realizacion de estos estudios, existen programas o plataformas de libre
acceso, como SNPStats, que permiten analizar los datos
proporcionados de manera simultdnea y con un cierto nivel de

confianza.

4.3.1. Equilibrio de Hardy-Weinberg
El Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE por su nombre en inglés)
consiste en comparar las frecuencias observadas con las esperadas en
una poblacion. Este equilibrio esta sujeto a tres condiciones: la

poblacion de estudio debe ser lo suficientemente grande con




apareamientos al azar, que no se encuentre sometida a cualquier tipo
de mutacion, seleccion o migraciéon, y que las frecuencias génicas no
varien de generacion en generacion.

En el caso del estudio de casos y controles, el HWE en controles evalta
las condiciones de la poblacién en general. En el grupo de casos, el
HWE va a depender de que el polimorfismo de estudio influya o no en
la enfermedad, si hay una asociacion con la enfermedad el equilibrio

podria verse alterado.




5.HIPOTESIS

La presencia de polimorfismos de los genes de NEP, ACE e IDE favorece
el desarrollo de la Enfermedad de Alzheimer y su interaccion con el

Alelo €4 de la Apolipoproteina E, puede modificar el riesgo genético.

6.0BJETIVOS

6.1. Objetivo general
Evaluar los polimorfismos de un solo nucledtido en los genes de la
neprilisina, la enzima convertidora de angiotensina y la enzima
degradadora de insulina, y determinar si la presencia o ausencia del

alelo €4 de la ApoE modifica el riesgo.

6.2. Objetivos particulares

e Genotipificar polimorfismos de genes involucrados en la
degradacion de amiloide con el uso de sondas tipo TagMan por
medio de PCR en tiempo real.

e Determinar el equilibrio de Hardy-Weinberg en un grupo control
y un grupo de pacientes con la EA para evaluar la variabilidad
genética.

e Determinar las frecuencias alélicas, genotipicas y haplotipicas

de los polimorfismos en los genes mencionados.




e Analizar las frecuencias genotipicas en los grupos de estudio
asociandolas a variables como edad y género para verificar si
existen diferencias significativas.

e Conocer los patrones de ligamiento entre los loci para la
busqueda de un desequilibrio que pudiera estar asociado a la
enfermedad de Alzheimer.

e Asignar el genotipo de ApoE por medio de PCR en tiempo real
con el uso de sondas tipo TagMan.

e Determinar si existe alguna relacion entre el genotipo de ApoE

y los polimorfismos en el estudio.

7.METODOLOGIA

7.1. Grupos de estudio
Para este trabajo se establecieron 2 grupos: el primero formado por
los pacientes con la EA y un grupo control formado por adultos sin
datos clinicos de demencia. En las Tablas 1 y 2 se muestran los criterios
de inclusién y exclusion del grupo de pacientes y sujetos control

respectivamente.




Tabla 1. Criterios de inclusion y exclusion del grupo de pacientes con
EA.

Criterios de inclusion Criterios de exclusion
Nacionalidad mexicana Nacionalidad extranjera
Diagnoéstico presuntivo de EA Diagnéstico con alguna otra

enfermedad neurodegenerativa
Firma de un consentimiento No aceptdé el consentimiento
informado
Edad mayor a 60 afios Edad menor de 60 afios

Género femenino y masculino

Tabla 2. Criterios de inclusion y exclusiéon del grupo control.

Criterios de inclusioén Criterios de exclusion

Nacionalidad mexicana Nacionalidad extranjera

Sin  diagnéstico de alguna Diagnoéstico con alguna demencia

demencia o alguna otra enfermedad
neurodegenerativa

Firma de un consentimiento No acepto6 el consentimiento

informado

Edad mayor a 60 afios Edad menor de 60 afios

Género femenino y masculino

En la Tabla 3 se muestran los datos de edad promedio y género en los

grupos de estudio.

Tabla 3. Edad y género de los grupos de estudio.
Grupo #Individuos Femenino Masculino Edad

promedio
(afos)
EA 171 120 51 76.4 + 8.4
Control 246 185 61 73.0 = 8.3




7.2. Obtencion de DNA gendmico
Para la obtencién del DNA gendmico, se realiz6 una toma de muestra
de sangre periférica en tubos Vacutainer® con EDTA como
anticoagulante. Posteriormente, se extrajo el DNA gendémico mediante
el QIAmp DNA Blood Midi kit de QIAGEN (ver Anexo 1). Se cuantifico
la concentracion de DNA por medio del espectrofotometro ASP-3700®
ACTGene a una longitud de onda de 260 nm y se realizaron diluciones
para conseguir una concentracion de 10 ng/pL para su posterior
genotipificacion por PCR en tiempo real. Las diluciones se mantuvieron

en congelacion a -80°C hasta su uso.

7.2.1. SNP’s analizados

Un SNP es una variante en el genoma que es transmisible de
generacion en generacion y se presenta en una frecuencia mayor al
1% en la poblacion (60). En este caso, es el mas sencillo de los
polimorfismos y consiste en el intercambio de una base por otra. Este
cambio puede ocurrir en cualquier lugar del genoma cambiando el
fenotipo del individuo; cuando la variacion se presenta en una region
codificante puede conducir a un cambio de aminoéacido en la proteina,
alterando asi su funcion, si la variacion se presenta en una region
reguladora puede alterar la transcripcion del gen.

Para este proyecto se seleccionaron 12 SNP’s involucrados en la
degradacién de amiloide: 5 localizados en el gen de NEP, 3 en el gen

de ACE y 4 en el gen de IDE (Tabla 4). La seleccién de los SNP’s se




realizd basandose en los polimorfismos que, en la literatura, han

mostrado alguna asociaciéon a la EA en otras poblaciones y estan

reportados en la base de datos de Alzforum (www.alzgene.org).

Tabla 4. SNP's analizados. Datos tomados de www.ncbi.nlm.nih.gov

SNP

rs989692

rs3736187

rs1025192

rs1816558

rs2196521

rs4291
rs4343
rs4362
rs3758505
rs4646953
rs4646954
rs3781239

Cromosoma

17
17
17
10
10
10
10

Localizaciéon

en el

cromosoma

155083576

155168489

155109998

155125818

155094849

63476833
63488670
63496400
92575021
92574198
92574070
92458040

Gen

MME
(NEP)
MME
(NEP)
MME
(NEP)
MME
(NEP)
MME
(NEP)
ACE
ACE
ACE
IDE
IDE
IDE
IDE

Region

Intrén 1,
5" UTR
Intrén 19

Intréon 4

Intrén 9

Intréon 4

5’, Exon 1
Exén 16
Exén 23
5" Ex6n 1
5’ Ex6n 1
Exon 1

Intrén 10

Alelos

C/T

T/C

C/T

A/G

A/G

A/T
A/G
C/T
C/A
A/G
A/G
C/G



http://www.alzgene.org/

7.2.2. PCR en tiempo real

La PCR en tiempo real consiste en que, mediante el uso de fluoréforos,
se puede monitorear la amplificacion del material genético por ciclo.
Se utilizé un termociclador 7500 Fast Real-Time PCR System de Applied
Biosystems y ensayos con sondas tipo TagMan® igualmente de Applied
Biosystems.

Los ensayos con sondas TagMan® se componen de oligonucledétidos y
de 2 sondas especificas, una para cada variante alélica. Las sondas tipo
TagMan® son oligonucledtidos de DNA que estan unidos a fluoréforos
VIC o FAM en su extremo 5, mientras que en el extremo 3’ tiene un
apagador, que sirve para absorber la fluorescencia.

En la reaccion, tras la desnaturalizacion, los oligonucleétidos y la sonda
se alinean de forma especifica con la hebra molde. La DNA polimerasa
termoestable comienza a agregar dNTP’s a la hebra molde a partir del
extremo 3’ del oligonucledtido y hasta llegar al oligonucledtido
marcado. Posteriormente, por actividad de exonucleasa de la misma
DNA polimerasa, escinde el fluor6foro (VIC o FAM) de la sonda que se
unid a la secuencia complementaria y lo libera al medio para que sea

detectado por el equipo (Figura 11).




VIC o FAM
Apagador

mmmm Oligonucledtidos
Sonda

Figura 11. Genotipificacibn por PCR en tiempo real con sondas
TagMan™. Modificado de Schaad, N. W., et. al. 2003 (61).




Una vez terminada la PCR, el fluoroforo liberado al medio es excitado
por una lAmpara y emite una sefial que es detectada por el equipo y
traducida a datos numéricos por medio del software. El software del
equipo interpreta las diferentes sefiales detectadas en una grafica de
dispersion a partir de la cual podemos discriminar el genotipo de cada

muestra (Figura 12).

G

Figura 12. Grafico de dispersion. Se agrupan las muestras en 3 grupos,
en este caso, el azul corresponde a los homocigotos para el alelo A,
verde para los heterocigotos y rojo homocigotos para G. El cuadro
negro corresponde al control negativo.

Para la reacciéon de PCR en tiempo real, se emplearon placas de 96

pozos. Cada muestra se corre por duplicado, a la par de un control




negativo el cual no contiene DNA. En la siguiente tabla se especifican

los parametros de la reaccion:

Tabla 5. Condiciones de reaccion de PCR.

Reactivo Volumen (L)
H20 destilada estéril 1.85

TagMan™ Fast Universal PCR Master 3.00
Mix (2x) de Applied Biosystems

Sonda TagMan™(40x) de Applied 0.15

BioSystems

DNA [10 ng/pL) 1.25

Volumen Total por pozo 6.0
7.3. Analisis estadistico

Con los datos de la genotipificacion de los polimorfismos involucrados
en la degradacion de amiloide, se determinaron las frecuencias alélicas
y genotipicas, las frecuencias haplotipicas, el desequilibrio de
ligamiento y el HWE para cada uno de los polimorfismos.

Primero se determiné el HWE por medio de GenAlEx 6.3 en los 2 grupos
de estudio que emplea la prueba de Chi cuadrada para comparar los
genotipos esperados con los observados. El valor de p que se considero
significativo fue de 0.05, por lo que un valor menor sefala que el
resultado es estadisticamente significativo e indica que no fue al azar,
si es mayor indica que no hay diferencia ya que sugiere que la
respuesta observada fue al azar. En el HWE, se llevd a cabo la

correccion de Bonferroni para comparaciones multiples, con el fin de




darle mayor significancia al estudio al asignar un nuevo valor de p. La
correccion de Bonferroni se determina dividiendo 0.05 entre el nUmero
de polimorfismos analizados.

Mediante el uso de SNPStats (Institut Catala d’Oncologia), se
obtuvieron los datos de las frecuencias alélicas y genotipicas de cada
uno de los polimorfismos, asi como la correlaciéon con otros factores
como género y edad. Para determinar si las frecuencias alélicas de
algun gen representaban un incremento en el riesgo de desarrollar la
enfermedad, se realizaron comparaciones por medio de cuadros de 2x2
en Epi Info™ version 7.2.2.1(Center for Disease Control and
Prevention) tomando en cuenta los valores de p, la razén de momios
(OR) e intervalos de confianza al 95% para la comparacion. La
determinaciéon de dichos parametros se realizé a través de una prueba
de Chi cuadrada y la prueba de Fisher.

Las frecuencias genotipicas se compararon de acuerdo con los datos
proporcionados por SNPStats en los diferentes modelos de herencia
tomando en consideracion los valores de p, OR e intervalos de
confianza al 95%.

Posteriormente, se determinaron las frecuencias haplotipicas vy
combinaciones multiloci por medio de Arlequin version 3.11. Se
descartaron aquellos polimorfismos que estuvieran fuera del HWE en
el grupo control. Con las frecuencias obtenidas se realizO una
comparacion entre grupos de estudio por medio de cuadros 2x2 en Epi

Info™ para determinar si existian diferencias significativas.




Posteriormente, se evaluo el desequilibrio de ligamiento por medio de

Haploview version 4.1.

7.4. Asignacion de genotipos de ApoE
Se utilizaron 2 sondas tipo TagMan® para asignar el genotipo por

medio de PCR en tiempo real (Tabla 6).

Tabla 6. SNP's utilizados para designar el genotipo de ApoE.
SNP Cromosoma Localizacion en Region Alelos

el cromosoma
rs429358 19 44908684 Exén 4 C/T
rs7412 19 44908822 Exén 4 C/T

Con los datos obtenidos por PCR en tiempo real, se asigné el genotipo

a cada muestra de acuerdo a la siguiente tabla:

Tabla 7. Genotipos y cambios de aminoacidos asociados al estatus
alélico de ApoE (62).

E2/E3/E4 112 (rs429358) 158 (rs7412)
estatus Genotipo  Aminoacido  Genotipo  Aminoacido
E2/E2 TT cys/cys TT cys/cys
E2/E3 TT cys/cys TC cys/arg
E2/E4 TC cys/arg TC cys/arg
E3/E3 TT cys/cys CcC arg/arg
E3/E4 TC cys/arg CcC arg/arg
E4/E4 CC arg/arg CcC arg/arg




Posteriormente, se determinaron los porcentajes correspondientes a
cada genotipo entre los grupos y asi comparar en busca de diferencias
significativas entre los grupos. La comparacion se realiz6 con Epi
Info™.

Para evaluar si existia alguna relacion entre el genotipo de ApoE y
algun polimorfismo de los genes de NEP, ACE e IDE, se realiz6 un
analisis por medio de SNPStats comparando la presencia o ausencia
del alelo €4 de ApoE con los diferentes genotipos en los 2 grupos de

estudio.




8.RESULTADOS

8.1. Equilibrio de Hardy-Weinberg

Por medio de GenAlEx se determind el equilibrio de Hardy-Weinberg
para los polimorfismos seleccionados en el presente estudio. Los
valores reportados en la Tabla 8 tienen en consideracion la correccion
de Bonferroni, por lo tanto, son significativos aquellos valores de
p<0.004.

En la Tabla 8 se puede observar que, en ambos grupos de estudio, el
valor de p en el polimorfismo rs2196521 del gen de NEP y el
polimorfismo rs3781239 del gen de IDE indica que no se encuentran

en el equilibrio.




Tabla 8. Equilibrio de Hardy-Weinberg. Valores de p con la correccion
de Bonferroni para el grupo Control y el grupo de EA, resaltan en rojo
los valores que no se encuentran en el equilibrio.

Gen SNP Control EA
P p
NEP rs989692 0.984 0.159
rs3736187 0.344 0.637
rs1025192 0.068 0.455
rs1816558 0.407 0.022

rs2196521 2.151 E-09 5.151 E-14

ACE rs4291 0.683 0.446
rs4343 0.574 0.493
rs4362 0.011 0.619
IDE rs3758505 0.064 0.740
rs4646953 0.419 0.487
rs4646954 0.185 0.678

rs3781239 7.087 E-19 1.011 E-16

De acuerdo con el HWE, cuando p es menor a 0.004 se asume que al
menos una de las siguientes condiciones estan presentes:
e Existe seleccion natural, posiblemente relacionado con la
longevidad del/los individuo(s).
e Apareamiento no aleatorio, por ejemplo, la presencia de
consanguinidad (3).
Para los analisis posteriores se descartaron los polimorfismos que no

cumplen con el HWE.




8.2. Frecuencias alélicas

Las frecuencias alélicas se obtuvieron por medio de SNPStats. Por
medio de Epi Info™ se determind si alguno de los alelos pudiera ser
considerado de riesgo. Se considerd que un valor de p menor o igual a
0.05 indica diferencia entre los 2 grupos de estudio y posteriormente,
el valor de OR determina el incremento en el riesgo de desarrollar la
enfermedad. El intervalo de confianza al 95% (95%CIl) indica los
limites superior e inferior para encontrar el valor real (en este caso de
OR) con un 95% de probabilidad de acierto.

Para los polimorfismos de NEP y ACE no se obtuvieron valores de
p<<0.05 (Ver Anexo 2). Para el polimorfismo rs3758505 del gen de IDE,
la presencia del alelo C aumenta aproximadamente 2 veces el riesgo

de desarrollar la enfermedad (p=0.05, OR=1.80) (Tabla 9).

Tabla 9. Comparacién entre frecuencias alélicas de IDE.

Gen SNP Alelo EA Control p OR 9596 ClI
IDE rs3758505 C 0.4 0.27 0.05 1.80 0.99-3.27
A 0.6 0.73 0.55 0.30-1.01

rs4646953 A 0.89 0.91 0.64 0.80 0.32-2.02

G 0.11 0.09 1.25 0.49-3.16

rs4646954 A 0.27 0.34 0.28 0.72 0.39-1.31

G 0.73 0.66 1.39 0.76-2.55




8.3. Frecuencias genotipicas
Las frecuencias genotipicas de los 2 grupos de estudio se obtuvieron
por medio de SNPStats. Se realizo la comparacion entre las frecuencias
genotipicas para determinar si la presencia de un genotipo en
especifico incrementa el riesgo o no de desarrollar la enfermedad. Para
el gen de NEP, se observéo que el genotipo heterocigoto del
polimorfismo rs1025192 presenta un valor de p=0.043 y OR=1.51,
esto indica que la presencia de este genotipo aumenta el riesgo de

desarrollar la enfermedad en aproximadamente un 50% (Tabla 10).

Tabla 10. Comparacion de frecuencias genotipicas para el gen de
NEP. Valores de p y OR de acuerdo con el modelo sobredominante.

Gen SNP Genotipo EA Control p OR (95%0 CI)
NEP  rs989692 C/C-T/T 0.48 0.54 0.44 1.00
C/T 0.52 0.46 0.85 (0.57-1.27)
rs3736187 T/T-C/C 0.89 0.89 0.95 1.00
T/C 0.11 0.11 1.02 (0.54-1.93)
rs1025192 T/T-C/C 0.57 0.48 0.043 1.00
C/T 0.43 0.52 1.51 (1.01-2.26)
rs1816558 G/G-A/A 0.59 0.54 0.12 1.00
A/G 0.41 0.46 1.38 (0.92-2.07)

Para los genes de ACE e IDE no se encontraron genotipos con valores

significativos de p y OR (Ver Anexo 3).




8.4. Combinaciones multiloci y haplotipos

Para determinar las frecuencias haplotipicas se utilizd6 el programa

Arlequin version 3.11.

Se obtuvieron 163 combinaciones multiloci (Ver Anexo 4) de las cuales,

solo 1 tuvo un valor de p=0.003 lo que puede indicar que la presencia

de esta combinacion incrementa el riesgo de desarrollar la enfermedad.
Cabe resaltar que la presencia de esta combinacion en el grupo de EA

es mayor en comparacion con el grupo control (Tabla 11).

Tabla 11. Combinacién multiloci.
NEP ACE |

)
4

% % p

Casos Control

O rs989692
— rs3736187
— rs1025192
> rs1816558
rs4291
rs4343
rs4362
rs3758505
> rs4646953
® rs4646954

>
>
@]
@]

9.0 0.1 0.003

Al comparar las frecuencias haplotipicas, para los polimorfismos de NEP
y ACE no se obtuvo algun haplotipo con valores de p<0.05 (Ver Anexo
5). Para el gen de IDE, el haplotipo CAG present6 un valor de p=0.0006
y OR=16.12 lo que conferiria un incremento de hasta 16 veces en el

riesgo de desarrollar la enfermedad (Tabla 12).




Tabla 12. Haplotipos de IDE con sus respectivas frecuencias y valores

dGeeE\- Haplotipo %Frec %oFrec p OR
rs3758505 rs4646953 rs4646954 EA Control
IDE C A G 14 1 0.0006 16.12

A A A 6 7 1.00 0.85
A A G 45 57 0.12 0.62
A G A 1 *

A G G 7 0.79 1.31
C A A 22 25 0.74 0.85
C G G 4 1 0.37 4.12

*No se puede definir debido a las bajas frecuencias

8.5. Desequilibrio de ligamiento
En la Tabla 13 se muestran los resultados obtenidos al comparar loci
de cada gen por medio de Haploview. Se considera que 2 polimorfismos
se encuentran en desequilibrio de ligamiento cuando el valor de D’ es
cercano o igual a 1. En el gen de NEP no se observaron resultados que
indicaran un desequilibrio. En el gen de IDE, entre los polimorfismos
rs4646954 y rs4646953 se observa que D'=0.846, sin embargo, su
valor de correlaciéon (r?) es muy bajo. En ACE se puede observar como
los polimorfismos rs4343 y rs4362 se encuentran en desequilibrio de

ligamiento (D'=0.912).




Tabla 13. Valores de D' y r? para los genes de NEP, ACE e IDE.

Gen Locus 1 Locus 2 D’ r2
NEP rs989692 rs1025192 0.075 0.005
rs989692 rs1816558 0.05 0.001
rs989692 rs3736187 0.357 0.013
rs1025192 rs1816558 0.319 0.065
rs1025192 rs3736187 0.289 0.003
rs1816558 rs3736187 0.013 0
ACE rs4291 rs4343 0.806 0.436
rs4291 rs4362 0.801 0.386
rs4343 rs4362 0.912 0.745
IDE rs4646954 rs4646953 0.846 0.039
rs4646954 rs3758505 0.639 0.389
rs4646953 rs3758505 0.461 0.012

Este desequilibrio en el gen de ACE se puede observar en la Figura 10
indicando que ambos loci se heredan de manera conjunta y no al azar
y que tal vez, algun gen o polimorfismo que se encuentra involucrado

con la enfermedad se encuentra en ese bloque de 7 kb.




GRCh3B.p7
GRCh38.p7.1
GRCh38.p7.2

Block 1 (7 khk)
2 3

Figura 13. Esquema de desequilibrio para el gen de ACE, los valores
presentados representan D'. GRCh38.p7 = rs4291, GRCh38.p7.1 =
rs4343, GRCh38.p7.2 = rs4362.

8.6. Genotipos de ApoE
En la Tabla 14 se observan las frecuencias de los genotipos de ApoE en
los 2 grupos de estudio; se puede observar que el genotipo E3/E4 es
significativamente mayor en el grupo de EA (p= 0.004). A pesar de
que el genotipo E4/E4 también presenta un mayor porcentaje de

pacientes, la p calculada no resulta significativa.




Tabla 14. Comparacion entre los grupos de estudio. El valor de p se
obtuvo a partir de un test exacto de Fisher a 2 colas.

Genotipos de ApoE 2%6EA 2% CON p

E2/E2 0.0 0.8 1
E2/E3 5.8 15.0 0.06
E2/E4 0.0 1.2 1
E3/E3 56.7 67.9 0.14
E3/E4 32.2 14.2 0.004
E4/E4 5.3 0.8 0.21

En la Figura 11 se observa la distribucién de los genotipos de ApoE en
los 2 grupos de estudio. Se observa claramente como en el genotipo
E3/E4 hay un mayor porcentaje de pacientes en comparacién con los

sujetos control.

H %EA m %CON
70.0

60.0
50.0
40.0 *
30.0

20.0

10.0 J
0.0 —_ — =

E2/E2 E2/E3 E2/E4 E3/E3 E3/E4 E4/E4

Figura 14. Distribucion de los genotipos de ApoE en los grupos de
estudio. *: en este genotipo se observa un mayor porcentaje de
pacientes en comparacion con los sujetos control.




Posteriormente se realizO un analisis en SNPStats en busca de una
relacion entre el genotipo de ApoE y los polimorfismos de los genes de
NEP, ACE e IDE.

En los polimorfismos de los genes de NEP y ACE no se encontraron
valores de OR que indicaran alguna relacion entre el polimorfismo y el
genotipo de ApoE (OR<1.00). Para el polimorfismo rs4646954 del gen
de IDE se observé que la presencia del alelo €é4 en combinacién con el
genotipo heterocigoto con un valor de OR=3.27 aumenta
aproximadamente 3 veces el riesgo de desarrollar la enfermedad

(Tabla 15).

Tabla 15. Analisis de la interaccidon entre la presencia del alelo €4 de
ApoOE y el polimorfismo rs4646954 de IDE para n=417.

ApoE Genotipo #EA #Controles OR (95%b CI)
Ausencia G/G 52 97 1.00
de alelo A/G 48 78 0.91 (0.55-1.50)
€4

A/A 7 31 2.67 (1.08-6.57)
Presencia G/G 39 15 1.00
de alelo A/G 18 23 3.27 (1.36-7.84)
€4 A/A 7 2 0.63 (0.12-3.45)
* p=0.0028




9.DISCUSION

La Enfermedad de Alzheimer es una patologia que presenta 2 tipos de
lesiones en el cerebro: las MNF formadas por agregados intracelulares
de la proteina Tau en estado hiperfosforilado y las PN que son
agregados extracelulares del péptido amiloide beta en estado fibrilar.
Su presencia es considerada como el diagnoéstico definitivo para la
enfermedad. Actualmente, no existe un diagndstico temprano de la EA,
sin embargo, se conoce la participacién de genes relacionados a la
predisposicion por la enfermedad.

Algunos de los genes identificados intervienen con la degradacion del
péptido amiloide beta como lo son la NEP, la ACE y la IDE. También se
conoce la participacion del gen de la Apolipoproteina E en la cual, la
presencia del alelo €4 es considerado el mayor factor de riesgo
genético. Estos genes han sido identificados gracias a estudios de
asociacion genética. Los estudios de asociacion genética permiten
evaluar la relacion estadistica entre un fenotipo determinado y las
variables genéticas en la poblacion.

La mayoria de los estudios de asociacion a la enfermedad hasta ahora
reportados han sido realizados en poblaciones caucasicas, pero no en

la poblacibn mexicana (www.alzgene.org). Con base en esto, se

planted el presente estudio con el proposito de analizar polimorfismos
de 3 diferentes genes asociados a la degradacion del péptido amiloide
beta en relacion con la presencia o ausencia del alelo €4 de ApoE en la

poblacién mexicana. Para el presente estudio se evaluaron 5 SNP’s del



http://www.alzgene.org/

gen de NEP, 3 SNP’s del gen de ACE y 3 SNP’s del gen de IDE, asi como
el genotipo de ApoE en una muestra de 171 pacientes con diagnostico
presuntivo de la EA y 246 sujetos control.

Lo primero que se determind fue el HWE para evaluar las condiciones
generales de los grupos de estudio. El polimorfismo rs2196521 del gen
de NEP y el polimorfismo rs3781239 del gen de IDE no se encontraban
en el HWE en ambos grupos de estudio por lo que se decidi6 excluirlos
de los analisis posteriores. Si un polimorfismo no se encuentra en HWE
en el grupo control, puede proporcionar falsos positivos. Si un
polimorfismo no se encuentra en equilibrio en el grupo de pacientes,
esto podria sugerir que esta relacionado a la enfermedad.

Para el gen de NEP, solo un polimorfismo mostré resultados
significativos en los diferentes analisis realizados. En el polimorfismo
rs1025192, el genotipo heterocigoto C/T indicé que aumenta el riesgo
de desarrollar la enfermedad (p=0.043, OR=1.51). Estos resultados
discrepan de estudios realizados previamente en una poblacion
finlandesa. En el estudio realizado por Helisalmi, et. al., el genotipo
homocigoto T/T del polimorfismo rs989692 y el genotipo homocigoto
A/A del polimorfismo rs3736187 presentaron resultados significativos
tras ajustarse con variables como edad y género. Estos resultados
presentados se obtuvieron a partir de un tamano de muestra de casi
el doble que la nuestra, por lo que es probable que se vea involucrado
el tamano de la muestra (390 EA, 480 control contra 171 EA, 246

control) (63).




En el gen de ACE, un estudio realizado por Edwards, et. al. demostro
que el polimorfismo rs4343 esta fuertemente involucrado en la EA en
los Estados Unidos. El alelo A esta involucrado en el desarrollo de la
patologia y es parte de haplotipos de riesgo en ese estudio (64). En
nuestros resultados no se encontré algun alelo de los polimorfismos de
ACE que sugiriera un incremento en el riesgo de desarrollar la
enfermedad, sin embargo, si se observa que el alelo A del polimorfismo
rs4343 se encuentra en la combinacion multiloci que representa un
riesgo. Es posible que las diferencias se deban al tamafo de la muestra
(casi el doble de individuos en ambos grupos).

En nuestro estudio se presenta un desequilibrio de ligamiento entre los
polimorfismos rs4343 y rs4362 del gen de ACE. El desequilibrio de
ligamiento indica la posibilidad de que durante la division celular 2 o
mas loci se hereden de manera conjunta o no. Se dice que 2 loci se
encuentran en desequilibrio de ligamiento si se heredan de manera
conjunta, es decir, si no hubo recombinacibn y ambos loci se
encuentran lo suficientemente cerca entre si. Este desequilibrio
discrepa del estudio realizado por Meng et. al. en la poblacion israeli;
en este estudio se muestran 3 diagramas de bloques de los cuales
ninguno resulté concluyente debido a los bajos valores de r? (r’=0.22)
(65). Sin embargo, nuestro desequilibrio concuerda con los resultados
de Kehoe et. al. en un estudio poblacional de 3 diferentes paises
europeos. Kehoe et. al encontraron que existe un desequilibrio

presente entre los polimorfismos rs4343 y rs4362 (r?=0.960) en las




poblaciones sueca y escocesa. En ese estudio también se obtuvo un
desequilibrio entre el rs4343 y un polimorfismo de insercién/delecion
(1/D) (66).

En nuestro estudio, para el gen de ACE no se encontraron alelos,
genotipos o haplotipos de riesgo, sin embargo, en el estudio de Meng
et. al. los polimorfismos rs4343 y rs4351 muestran alelos de riesgo y
seflalan que posiblemente existe algun haplotipo asociado a la EA en
la region que comprende a dichos polimorfismos junto con un
polimorfismo de insercién/delecion. En ese mismo estudio de Meng et.
al. tampoco se mostré asociacion a la enfermedad por parte del
polimorfismo rs4291. Los resultados que se observan en este estudio
pueden deberse al tamafio en su grupo de estudio (65). En el estudio
de Kehoe et. al., el polimorfismo rs4291 presenta una fuerte relacion
con la EA tras analizar los genotipos (OR= 1.64), indicando a la vez,
que el alelo A estaba presente en el haplotipo de mayor porcentaje en
el grupo de casos en las poblaciones sueca, escocesa e inglesa (66).
Para el gen de IDE, el alelo C del polimorfismo rs3758505 presenta un
incremento en el riesgo de hasta 2 veces (p=0.05, OR=1.80). Este
mismo alelo estd presente en el haplotipo CAG que encontramos en
nuestro estudio. Esta combinacion concuerda parcialmente con lo
sustentado en el trabajo de tesis de Elimar Torres Ossorio; en su
estudio se encontraron 3 haplotipos de riesgo en el gen de IDE, entre
ellos, el haplotipo CAGC que se presentd en el 24% del grupo de

pacientes (p=1.896E-07) (7). El haplotipo CAG en nuestro estudio se




observa mas frecuente en los pacientes y aumenta hasta 16 veces el
riesgo de desarrollar la enfermedad (p=0.0006, OR=16.12).

En un estudio realizado en Estados Unidos por Edland et. al., se
observd que el haplotipo GTT, que corresponde a los polimorfismos
rs3758505, rs4646954 y rs4646958 respectivamente, tiene caracter
protector a la enfermedad con relaciéon a la ausencia del alelo €4 de la
ApoE. Esta asociacion se observa en mayor porcentaje en el grupo
control (67).

La distribucion de los genotipos €3/€4 y €4/€4 de ApoE estan presentes
en mayor proporcion en el grupo de pacientes que en los sujetos
control. Estos resultados concuerdan con diversos estudios en los que
el genotipo €3/€4 esta presente en mayor proporcidn en los pacientes
en comparacion con el genotipo €4/g4 (68-70).

En nuestro estudio evaluamos la relacion entre el genotipo de ApoE y
los genotipos de polimorfismos de los genes de NEP, ACE e IDE. Los
polimorfismos de los genes de NEP y ACE no mostraron resultados
significativos. Con respecto al gen de IDE, el polimorfismo rs4646954
mostro que el genotipo heterocigoto A/G, bajo la presencia del alelo
€4, incrementa 3 veces el riesgo de desarrollar la enfermedad
(OR=3.27). Estos resultados discrepan de lo reportado por Bian et. al.
y posteriormente por Zuo y Jia en la poblacién de Han en China. En el
estudio de Bian et. al., reportaron que tanto las frecuencias alélicas
como genotipicas del polimorfismo rs4646953 del gen de IDE,

presentaron diferencias significativas entre el grupo de casos y el grupo




de sujetos control que presentaban el alelo €é4 de ApoE (p<0.05) (71).
En el estudio de Zuo y Jia, evaluaron los polimorfismos rs3758505,
rs4646953 y el rs4646954 de IDE de los cuales, las frecuencias
genotipicas y alélicas de los polimorfismos rs3758505 y rs4646954
mostraron resultados significativos de forma independiente del
genotipo de ApoE (72).

Para los resultados presentados, cabe resaltar la necesidad de una
correccion de ancestria para validar la informacion obtenida.

De acuerdo con la hipoétesis, polimorfismos de los 3 genes de estudio
favorecerian el desarrollo de la EA. Se observo que los polimorfismos
rs3758505 del gen de IDE, rs1025192 del gen de NEP favorecen el
desarrollo de la EA. También se observé que un haplotipo del gen de
IDE modifica el riesgo, ademas de un desequilibrio entre los
polimorfismos rs4343 y rs4362 del gen de ACE.

La hipoétesis planteada indicaba que la interaccion entre el alelo €4 de
ApoE y los polimorfismos estudiados, modificarian el riesgo de
desarrollar la EA. De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede
decir que la asociacion entre el alelo €4 de la ApoE y el polimorfismo
rs4646953 del gen de IDE confirma la hipdtesis. Esta asociacion resulta
en un incremento en el riesgo de desarrollar la EA en la poblacion

mexicana.




10. CONCLUSIONES

En este proyecto se identific6 que el alelo C del polimorfismo
rs3758505 del gen de IDE y el genotipo heterocigoto del polimorfismo
rs1025192 del gen de NEP incrementan el riesgo de desarrollar la
enfermedad de Alzheimer (p=0.05, OR=1.80; p=0.043, OR=1.51
respectivamente).

De las 163 combinaciones multiloci que se obtuvieron, sélo una se
presentdé en mayor proporcidon en pacientes con un valor de p=0.003
incrementando el riesgo de desarrollar la EA. El haplotipo CAG del gen
de IDE igualmente se presenta en mayor proporcion en los pacientes
confiriendo un incremento de hasta 16 veces en desarrollar la
enfermedad en la poblacion mexicana.

La presencia del alelo €4 de la ApoE en combinacion con el genotipo
heterocigoto A/G del polimorfismo rs4646954 del gen de IDE
incrementan el riesgo de desarrollar la enfermedad hasta 3 veces en la

poblacién.
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12. ANEXOS
Anexo 1. EXTRACCION DE DNA GENOMICO A PARTIR DE UNA

MUESTRA DE SANGRE PERFIFERICA

. Tomar una muestra de sangre periférica por puncién venosa con
sistema de vacio Vacutainer®; se tomo6 una muestra en tubos para la
separacion de suero y en tubos con EDTA o citratos para la separacion
de plasma.

. Separar suero y plasma centrifugando a 4000 rpm por 15 minutos.

. A partir del tubo con EDTA o citratos, transferir el boton celular a un
tubo Falcon de 50 mL y llevar a un volumen de 40 mL con un buffer de
lisis de globulos rojos (BLGR) 1x. Mantener en agitacion por 5 minutos.
. Centrifugar a 2000 rpm por 5 minutos; descartar el sobrenadante y
resuspender el botén.

. Repetir 4 y 5 tantas veces sea necesario para eliminar los eritrocitos
presentes.

. Decantar el BLGR 1x y resuspender el boton.

. Agregar de 5-7 mL de la solucion de lisis (Cell lysis solution) del kit
comercial de QIAGEN® para la separaciéon de DNA.

. Incubar a bafno maria a 55°C hasta la completa disolucion del botén
celular.

Agregar el volumen correspondiente de la solucion precipitante de
proteinas (Protein precipitation solution) del kit de QIAGEN® en
proporcion al volumen de la solucidon de lisis que se agregd. Mantener

en agitacion por 30 minutos.




10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Centrifugar a 4000 rpm por 30 minutos. Decantar en un tubo limpio y
desechar el boton.

Repetir el paso 10 cuantas veces sea necesario para eliminar el
precipitado de proteinas.

Decantar y desechar el boton. Agregar 2x el volumen en alcohol etilico
absoluto de grado biologia molecular y agitar; se observara la
formacion del DNA gendmico.

Centrifugar a 2800 rpm por 20 minutos y desechar el sobrenadante.
Resuspender el botdn con TE o con agua inyectable para llevarlo a un
volumen final de 500-700 pL.

Mantener en agitacion a 500 rpm, a 55°C hasta la completa disolucion
del boton.

Cuantificar a 260 nm y verificar la integridad por electroforesis de un

gel de agarosa al 0.8%.




Anexo 2. FRECUENCIAS ALELICAS DE NEP Y ACE. LOS VALORES DE
P, OR Y EL INTERVALO DE CONFIANZA CORRESPONDEN A LOS

OBTENIDOS POR MEDIO DE Epi Info™.

Gen SNP Alelo Casos Control p OR 959%0 CI
NEP rs989692 C 0.62 0.63 0.88 0.96 0.54-1.70
T 0.38 0.37 1.04 0.59-1.85

rs3736187 T 0.94 0.94 1.00 1.00 0.31-3.21

C 0.06 0.06 1.00 0.31-3.21

rs1025192 C 0.36 0.37 0.88 0.96 0.54-1.70

T 0.64 0.63 1.04 0.58-1.86

rsl1816558 A 0.54 0.43 0.12 1.56 0.82-2.72

G 0.46 0.57 0.64 0.37-1.12

ACE | rs4291 A 0.7 0.7 1.00 1.00 0.55-1.83
T 0.3 0.3 1.00 0.55-1.83

rs4343 A 0.6 0.62 0.77 0.92 0.52-1.62

G 0.4 0.38 1.09 0.62-1.93

rs4362 C 0.6 0.57 0.66 1.13 0.64-1.99

T 0.4 0.43 0.88 0.50-1.55




Anexo 3. FRECUENCIAS GENOTIPICAS DE LOS POLIMORFISMOS

EVALUADOS OBTENIDAS POR SNPStats.

Gen SNP Frecuencias genotipicas

NEP rs989692 C/C C/T T/T
EA 0.36 0.52 0.12
Control 0.4 0.46 0.13
rs3736187 T/T T/C C/C
EA 0.88 0.11 0.01
Control 0.89 0.11 0.00
rs1025192 C/C C/T T/T
EA 0.14 0.43 0.43
Control 0.11 0.52 0.37
rs1816558 A/A A/G G/G
EA 0.34 0.41 0.25
Control 0.2 0.46 0.34
rs2196521 A/A A/G G/G
EA 0.44 0.21 0.35
Control 0.29 0.3 0.41

ACE rs4291 A/A A/T T/T
EA 0.47 0.45 0.08
Control 0.5 0.41 0.09
rs4343 A/A A/G G/G
EA 0.37 0.46 0.18
Control 0.39 0.46 0.15
rs4362 Cc/C C/T T/T
EA 0.37 0.46 0.17
Control 0.37 0.41 0.22

IDE rs3758505 C/C C/A A/A
EA 0.15 0.49 0.36
Control 0.1 0.35 0.55
rs4646953 A/A A/G G/G
EA 0.76 0.22 0.02
Control 0.83 0.15 0.01
rs4646954  A/A A/G G/G
EA 0.08 0.39 0.53
Control 0.13 0.41 0.46
rs3781239 C/C C/G G/G
EA 0.45 0.18 0.37

Control 0.31 0.21 0.48




Anexo 4. COMBINACIONES MULTILOCI

POLIMORFISMOS EVALUADOS.

Combinacion

CCCAAACCGA
CCCATGTAAG
CCCGAACAAG
CCCGTACCAA
CCTAAACCAG
CCTAAACCGA
CCTGAACAAG
CCTGAACCAA
CTCAAACAAA
CTCAAACAAG
CTCAAACCAA
CTCAAATAAG
CTCAAGTAAG
CTCATACAAG
CTCATATAAG
CTCATATCAA
CTCATGTAAG
CTCATGTAGA
CTCATGTAGG
CTCATGTCAA
CTCATGTCAG
CTCATGTCGG
CTCGAGTAAG
CTCGTATCAA
CTCGTGTAAA
CTCGTGTAAG
CTCGTGTCAA
CTTAAACAAA
CTTAAACAAG
CTTAAACCAA
CTTAAACCAG
CTTAAACCGG
CTTAAGTAAA
CTTAAGTAAG
CTTAAGTAGA
CTTAAGTCAA
CTTATACCAG
CTTATATAAG
CTTATGTAAA
CTTATGTAAG
CTTATGTAGG

% EA

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.4
0.0
5.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
1.4
0.0
0.0
2.0
1.0
0.3
0.0
0.0
0.0
0.0
0.6
2.5
0.9
0.6
9.0
0.9
0.0
0.7
0.0
0.0
0.4
0.0
0.0
0.4
0.0

0/0
Control
0.2
0.5
0.4
0.2
0.2
0.2
0.4
0.5
1.5
2.4
2.3
2.0
0.3
0.6
0.2
0.4
4.4
0.1
0.9
0.7
0.3
0.3
1.8
0.3
0.4
0.5
0.9
3.0
0.5
0.9
0.1
0.2
0.2
0.8
0.3
0.9
0.2
0.2
0.3
4.0
0.3

Combinacion

CTTATGTCAA

CTTGAACAAG
CTTGAACCAA
CTTGAATAGG
CTTGAGTAAG
CTTGAGTAGG
CTTGTACAAG
CTTGTGTAAG
CTTGTGTAGG
TCCAAACCAA
TCCAAGCCAA
TCCATGTAAG
TCTAAACAAA

TCTAAACAAG

TCTAAATAGG
TCTAAGTAAA

TCTATATAGG

TCTGAACAAG
TCTGAGTAAG
TTCAAACAAG

TTCAAACAGA
TTCAAACAGG
TTCAAACCAA
TTCAAACCAG
TTCAAATAGG
TTCAAGTCAA
TTCATACAAG

TTCATATCAA

TTCATGCCAA
TTCATGTAAG

TTCATGTCAA

TTCATGTCAG

TTCGAACAAG
TTCGAACAGG
TTCGAATCAA
TTCGAGCAAG
TTCGAGTAAG
TTCGAGTCAA
TTCGTACAAG
TTCGTATAAG

TTCGTGTAAA

% EA

0.0
4.2
2.6
0.3
3.1
0.0
0.0
3.1
1.5
0.0
0.0
0.5
0.0
0.3
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
2.2
0.0
0.5
2.5
0.0
0.0
0.7
0.3
0.0
0.0
2.0
0.0
2.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.8

OBTENIDAS PARA LOS

%0
Control
0.3

11.8
8.1
0.2
2.5
0.3
0.4
3.4
1.7
0.3
0.2
0.0
0.2
0.2
0.1
0.2
0.3
0.2
1.1
1.4
0.9
0.1
0.4
0.4
0.2
0.4
1.2
0.0
0.2
1.0
0.3
0.5
3.1
1.2
0.3
0.2
0.6
0.7
0.5
0.4
0.2




Anexo 4. COMBINACIONES MULTILOCI

POLIMORFISMOS EVALUADOS. Continuacion.

Combinacion
TTCGTGTAAG
TTTAAACCAA
TTTAAATAGG
TTTAAGCAAG
TTTAAGTAAA
TTTAAGTAAG
TTTAAGTCAA
TTTATACAAG
TTTATATAAG
TTTATGTAAG
TTTGAACAAA
TTTGAACAAG
TTTGAACAGG
TTTGAACCAA
TTTGAATAAA
TTTGAATAAG
TTTGAATCAA
TTTGAGCAAG
TTTGAGTAAG
TTTGAGTAGG
TTTGTGTAAG
TTTGTGTAGG
TTTGTGTCAA
CCCGTGCAAG
CCCGTGTCAA
CCTAAATCAG
CCTGAGTAGG
CCTGTGTAGG
CCTGTGTCAA
CTCAAACCGG
CTCAAATCAG
CTCAAGCCAG
CTCAAGTAAG
CTCAAGTAGA
CTCAAGTCAG
CTCATGCAAG
CTCATGCAGG
CTCGAACAAG
CTCGAACCAA
CTCGAATCGG

% EA

0.4
0.9
0.0
0.0
0.4
0.0
0.0
0.0
0.0
0.8
0.4
10.5
0.5
0.0
0.0
0.5
0.0
0.0
0.4
0.0
0.0
0.0
0.0
0.3
0.2
0.3
0.3
0.3
0.7
1.0
0.3
0.3
0.8
0.5
0.4
0.4
0.3
2.3
0.9
0.3

0/0
Control
0.8
1.3
0.2
0.2
0.9
0.5
0.0
0.2
0.2
0.8
0.5
4.8
0.5
4.0
0.2
0.2
0.6
0.5
1.1
0.3
0.5
0.5
0.6
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

Combinacion

CTCGAGTAAG
CTCGAGTAGG
CTCGTGTCAG
CTTAAACAGG
CTTAAACCGA
CTTAAATAAG
CTTAAGTAGG
CTTATACCAA
CTTATGCAAG
CTTATGTCAG
CTTGAATAAG
CTTGAGTCAA
CTTGTACCAA
CTTGTGCCAA
CTTGTGTCAA
CTTGTGTCGA
TCCAAACAAA
TCCAAACAAG
TCCAAGCAAG
TCCGAACAGG
TCCGTGTAAG
TCTAAATAGA
TCTATGTAGG
TCTATGTCAA
TTCAAGCCAG
TTCATACAGG
TTCATGTAGG
TTCGAACCAA
TTCGAACCAG
TTTAAACAAA
TTTAAACAAG
TTTAAACAGG
TTTAAACCGA
TTTAAGTAGA
TTTAAGTCGG
TTTATACAGG
TTTATGCCAG
TTTATGTAGG
TTTATGTCAA
TTTGAGCCAA
TTTGTGTAAA

%0
EA
0.5

1.2
0.5
0.7
0.2
0.3
0.3
0.2
0.2
1.5
0.4
0.5
0.4
0.3
4.3
0.4
0.3
0.4
0.3
0.5
0.5
0.3
0.3
0.3
0.3
0.4
0.2
0.4
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Anexo 5. HAPLOTIPOS OBTENIDOS PARA LOS POLIMORFISMOS

EVALUADOS.
%Frecuencia
Gen Combinaciéon EA Control P OR
NEP CCTA 0 0 1 *
CCTG 1 1
CTCA 16 16 1 1
CTCG 4 5 1 0.79
CTTA 19 13 0.33 1.57
CTTG 22 27 0.51 0.76
TCCA 1 0 1 *
TCCG 1 0] 1 *
TCTA 1 2 1 0.49
TCTG 1 2 1 0.49
TTCA 8 7 1 1.15
TTCG 6 8 0.78 0.73
TTTA 9 5 0.41 1.88
TTTG 11 14 0.67 0.76
CCCA 0 1 *
CCCG 0 1 1 *
ACE AAC 55 53 0.89 1.08
AAT 3 4 1 0.74
AGC 1 1 1 1
AGT 10 12 0.82 0.81
TAC 2 3 1 0.66
TGC 2 0.1 0.5 *
TGT 27 25 0.87 1.11
TAT 0 2 0.5 *
IDE AAA 6 7 1 0.85
AAG 45 57 0.12 0.62
AGA 0 1 1 *
AGG 9 7 0.79 1.31
CAA 22 25 0.74 0.85
CAG 14 1 0 16.12
CGG 4 1 0.37 4.12

*No se puede definir debido a que las frecuencias son menores al 1%
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