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1. ABREVIATURAS 

EA Enfermedad de Alzheimer 

SNC Sistema nervioso central 

MMSE Mini mental state examination 

CDR Clinical dementia rate 

MNF Marañas neurofibrilares 

PN Placas neuríticas 

MAP Proteínas asociadas a microtúbulos 

Aβ Amiloide beta 

PPAβ Proteína precursora de amiloide beta 

aa Aminoácido 

NEP Neprilisina 

ACE Enzima convertidora de angiotensina 

IDE Enzima degradadora de insulina 

RNAm RNA mensajero 

ROS Especies reactivas de Oxígeno 

Ang I Angiotensina I 

Ang II Angiotensina II 

AT1-R Receptor de angiotensina tipo 1 

PS1 Presenilina 1 

PS2 Presenilina 2 

ApoE Apolipoproteína E 

LDL Lipoproteína de baja densidad 

VLDL Lipoproteína de muy baja densidad 

GWAS Estudios de asociación de genoma completo 

SNP’s Polimorfismos de un solo nucleótido 

HWE Equilibrio de Hardy-Weinberg  

PCR Reacción en cadena de la polimerasa 

DNA Ácido desoxirribonucleico  
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2. RESUMEN 

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es una patología neurodegenerativa 

derivada de la presencia de marañas neurofibrilares y placas neuríticas, 

estas últimas formadas por el péptido amiloide beta (Aβ). Actualmente 

se conoce la participación 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 

tardío es la presencia del alelo ε4 de la Apolipoproteína E (ApoE). En 

este proyecto se genotipificaron 12 polimorfismos de un solo nucleótido 

(SNP’s) pertenecientes a 3 genes relacionados con la degradación de 

Aβ, así 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 encontró 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 resultó significativa. La 

combinación CAG del gen de IDE está 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 ε4 ApoE confiere un incremento en el riesgo de 

desarrollar la enfermedad en combinación con el genotipo heterocigoto 

del polimorfismo rs4646954 del gen de IDE.   
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3. INTRODUCCIÓN 

Las demencias son un conjunto de patologías que se presentan no sólo 

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). Según el Reporte Mundial de Alzheimer 

del 2016, en nuestro país hasta el 2015, 800 mil habitantes padecían 

la enfermedad (2). 

Actualmente no existe una cura y el diagnóstico definitivo es post 

mortem. En los últimos años, la investigación se ha concentrado en el 

desarrollo de nuevas técnicas para mejorar el diagnóstico diferencial 

de las demencias, así como el desarrollo de nuevos tratamientos 

farmacológicos más efectivos y con menos efectos secundarios.  

Se han estudiado diferentes biomoléculas involucradas con la 

enfermedad con el fin de facilitar su diagnóstico y ha sido posible 

identificar diversas mutaciones en genes específicos involucrados con 

la patogénesis. Los estudios de asociación, entre casos y controles, 

permiten evaluar si en una población en específico, la presencia de una 

variante alélica interviene con la enfermedad (3). En este proyecto, se 

investigó si la presencia de polimorfismos de un solo nucleótido 

asociados con la degradación de amiloide beta, podrían estar 

involucrados en la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer. Del 

mismo modo se planteó la identificación del genotipo de la 

Apolipoproteina E en pacientes de la población mexicana. 
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4. ANTECEDENTES 

4.1. Demencias 

Los trastornos neurológicos representan aquellas enfermedades que 

afectan el sistema nervioso central (SNC) y periférico. Las demencias 

son un conjunto de patologías que pueden o no estar relacionadas con 

el envejecimiento, se caracterizan por la pérdida de memoria, deterioro 

cognitivo y conductual, así como en el lenguaje, y se presentan de 

manera progresiva en el individuo. En diciembre del 2017, la 

Organización Mundial de la Salud estimó que aproximadamente 50 

millones de habitantes a nivel mundial, sufre de algún tipo de demencia 

de los cuales, el 60-70% presenta la Enfermedad de Alzheimer (EA) 

(1). En México, datos estadísticos señalan que en el 2015 había 800 

mil habitantes con la EA, de los cuales más del 60% eran mujeres. 

Asimismo, se predijo que para el 2030, el número de casos en la 

población se elevaría a 1.5 millones (2). 

 

4.2. Enfermedad de Alzheimer 

La EA es el tipo de demencia más común a nivel mundial. Es una 

patología que se caracteriza por la pérdida progresiva de la memoria, 

deterioro cognitivo y conductual, debido a la neurodegeneración 

progresiva en el cerebro. La enfermedad no sólo afecta al individuo en 

cuestión, sino también a sus familiares o amistades debido al grado de 

dependencia que se genera. Funciones básicas de la vida cotidiana se 

van deteriorando, al grado que es necesaria la asistencia para asearse 
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o comer; el costo de la manutención aumenta y a largo plazo, puede 

llegar a ser necesaria asistencia médica continua. 

 

4.2.1. Diagnóstico 

Actualmente el diagnóstico definitivo es post-mortem; sin embargo, 

una aproximación se logra a través de estudios de imagen, junto con 

el historial clínico. 

Las pruebas de imagen que se utilizan en la actualidad, incluyen 

tomografía computarizada y la resonancia magnética. El estudio del 

estado mental se basa en una serie de pruebas asociadas a la memoria 

y a la cognición, aparte de una evaluación psicológica para descartar 

problemas como depresión o estrés. Las evaluaciones más utilizadas 

son el mini-mental, o MMSE por sus siglas en inglés, y el mini-cog.  

• El MMSE consiste en una serie de preguntas realizadas por un 

profesional cuyo puntaje final establece su grado de salud 

mental. La puntuación máxima 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 año (4).  

• 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 números en las posiciones 

correctas e indicando un horario asignado por el evaluador (5). 
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Otro test que se realiza es: 

• El Clinical dementia rating (CDR) de Hughes en el cual se evalúa 

la orientación, memoria, juicio y resolución de problemas, vida 

social, hogar y aficiones y cuidado personal. La puntuación va 

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

 

4.2.2. Características macroscópicas y microscópicas 

de la Enfermedad de Alzheimer 

A nivel macroscópico, se observa una disminución de la masa cerebral, 

resaltando la reducción de volumen en la zona de la corteza entorrinal 

y el hipocampo, así como el ensanchamiento de los ventrículos 

laterales (Figura 1) (7). 

 

Figura 1. Comparación entre cerebros de un individuo sano (izquierda) 
y uno que presenta la EA (derecha). Se observa la disminución de masa 

cerebral principalmente en la zona del hipocampo (recuadro), así como 
el ensanchamiento de los ventrículos laterales (flechas). Modificado de 

NIA-NIH. 2016 (8). 
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A nivel microscópico, se observa neurodegeneración por la presencia 

de marañas neurofibrilares (MNF), formadas por agregados 

intracelulares de la proteína Tau en estado hiperfosforilado, y placas 

neuríticas (PN), formadas por la acumulación del péptido amiloide beta 

en estado fibrilar. Asimismo, se observan astrocitos reactivos y células 

de la microglía activadas (9). 

De acuerdo con la progresión de la enfermedad, en 1991 Braak, H. y 

Braak, E. describieron que la acumulación tanto de MNF y de PN va 

cambiando de localización 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 (I-VI) (10). 

Los depósitos de amiloide se localizan principalmente en la corteza. En 

la etapa A hay una baja densidad de amiloide en la isocorteza, lóbulos 

frontal, temporal y occipital sin formación en el hipocampo. En la etapa 

B, la densidad de depósitos de amiloide aumenta cubriendo casi toda 

el área isocortical sin llegar a la zona sensorial y motora. En la etapa C 

aumenta la densidad de depósitos cubriendo las zonas pertenecientes 

y asociadas a la isocorteza, así como la zona sensorial y motora (Figura 

2) (10). 
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Figura 2. Etapas de la distribución de depósitos de amiloide: Etapa A 
donde los depósitos se encuentran principalmente en las porciones 

basales de la isocorteza. Etapa B, los depósitos se encuentran 

distribuidos prácticamente en todas las zonas asociadas a la isocorteza, 
el hipocampo se encuentra comprometido. Etapa C, los depósitos ya 

cubrieron toda la isocorteza incluyendo el centro motor y sensorial. El 
oscurecimiento está relacionado a la densidad de depósitos de amiloide 

Braak, H., E., Braak. 1991 (10). 

 

Las MNF se encuentran distribuidas desde la zona entorrinal hacía la 

zona isocortical y básicamente se dividen en 3 etapas: transentorrinal 

(estados I-II), límbica (estados III-IV) e isocortical (estados V-VI). En 

las etapas I-II inicia el desarrollo de MNF en la zona transentorrinal y 

la entorrinal, así como CA1 del hipocampo. En las etapas III-IV, la 

producción de MNF aumenta cubriendo la zona entorrinal hacía las 

primeras capas de la isocorteza, así como CA1, amígdala, tálamo y 

claustrum cubriendo el área correspondiente al sistema límbico. En las 

etapas V-VI, hay total cobertura de la zona entorrinal, así como del 

sistema límbico y hay extensión hacía la isocorteza (Figura 3) (10).   

 

A C B 
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Figura 3. Etapas de la distribución de las MNF. En las etapas I-II se 
observan alteraciones en la zona entorrinal. En las etapas III-IV se ven 

envueltas las zonas entorrinal y transentorrinal, así como amígdala, 
tálamo e hipocampo correspondientes al sistema límbico. En las etapas 

V-VI hay destrucción isocortical. E= zona entorrinal, TE= zona 
transentorrinal e IC= isocorteza. La coloración está relacionada con la 

densidad de las MNF (Verde→Naranja→Rojo). Modificado de Braak, H., 

E., Braak. 1991 (10).  

 

4.2.2.1. Marañas Neurofibrilares 

Son agregados intracelulares de la proteína Tau en estado 

hiperfosforilado. La proteína Tau pertenece a la familia de proteínas 

asociadas a microtúbulos (MAP).  

Tau se asocia a los microtúbulos formando estructuras que sirven como 

soporte del citoesqueleto neuronal, sin embargo, al hiperfosforilarse no 

se asocia evitando así la estabilización del microtúbulo. En estado 

desfosforilado, Tau se une a los microtúbulos para estabilizarlos.  
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Cuando Tau está hiperfosforilada, se disocia de los microtúbulos y 

adopta una forma similar a un clip lo que la hace susceptible a alcanzar 

una estructura β-plegada. Este cambio conformacional conduce a la 

proteína a ensamblarse en dímeros, posteriormente en oligómeros, 

protómeros, hasta la formación 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 núcleo neuronal, 

se mantiene céntrico y las dendritas aún mantienen su forma. En la 

MNF madura, se observa cómo se desplaza al núcleo hacía la periferia 

del soma y hay degeneración de las dendritas. Por último, las MNF 

extracelulares son aquellas que se observan en el medio extracelular 

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

Figura 4. Marañas neurofibrilares. Por medio de una tinción de 
Bielschowsky, se pueden observar en forma de gota y con una 

coloración café oscuro las MNF. Cortesía de Campos-Peña, V. 
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4.2.2.2. Placas neuríticas y placas difusas 

Se deben a la acumulación de péptido amiloide beta (Aβ) en estado 

fibrilar, el cual, es producido por el procesamiento proteolítico de la 

proteína precursora de amiloide beta (PPAβ). La PPAβ presenta 2 vías 

de procesamiento: la vía no amiloidogénica y la vía amiloidogénica. 

En la vía no amiloidogénica, la secuencia correspondiente al péptido Aβ 

es escindida por la mitad mediante la α-secretasa, impidiendo la 

formación del péptido Aβ y liberando al espacio extracelular un 

fragmento soluble. El fragmento anclado a la membrana es 

posteriormente procesado por el complejo γ-secretasa.  

En el caso de la vía amiloidogénica, la acción conjunta de la β-secretasa 

y la γ-secretasa producen el Aβ. Estos cortes dan lugar a fragmentos 

de aproximadamente 42 aminoácidos (aa) y 4 kDa, que son liberados 

al espacio extracelular (Figura 5). 
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Figura 5. Vías de procesamiento de la PPAβ. En la vía no amiloidogénica 

(izquierda), la acción de la α-secretasa no permite la formación del Aβ. 

En la vía amiloidogénica (derecha), la β-secretasa y la γ-secretasa 
escinden al inicio y al final de la secuencia que corresponde al Aβ (rojo). 

Modificado de Campos-Peña, V. Gómez, R., Meraz-Ríos, MA. 2014 (12). 

 

El Aβ producido en la vía amiloidogénica puede encontrarse en forma 

de monómero, o asociarse para formar oligómeros o fibras los cuales 

pueden formar agregados (13). El amiloide cuya longitud es de 42 aa 

(Aβ42) es tóxico ya que presenta alta hidrofobicidad y es más propenso 

a formar fibras. Estas placas neuríticas se observan principalmente en 

la isocorteza, asimismo, se encuentran rodeadas de astrocitos 

A) Vía no amiloidogénica B) Vía amiloidogénica 

NÚCLEO 

Extracelular 

Intracelular 

γ-secretasa 
γ-secretasa 

α-secretasa 

β-secretasa 

Oligomerización 

Placas de Aβ 
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reactivos y células de la microglia activadas, que son indicativas de 

inflamación. 

La visualización de las placas neuríticas difiere de las placas difusas de 

Aβ en los niveles de compactación de los agregados, la pérdida de 

sinapsis, así como la asociación a los marcadores de inflamación 

(astrocitos y glía) (Figura 6).  

 

Figura 6. Placa neurítica. Por medio de una doble tinción de 

Bielschowsky junto con una inmunohistoquímica con anticuerpo 
específico para Aβ, se puede observar en el centro el depósito de Aβ 

que se encuentra rodeado de neuritas distróficas. Cortesía de Campos-
Peña, V.  

 

Las placas difusas son depósitos de amiloide fibrilar amorfas y sin estar 

asociadas a marcadores de inflamación en comparación con las placas 

neuríticas; comúnmente no están asociadas a la degeneración ni a la 

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

El Aβ producido a bajas concentraciones en el cerebro es capaz de 

regular la neurotransmisión y la memoria. Al igual que con otras 

proteínas, se requiere de un balance entre su producción y su 

eliminación. Se han identificado varias enzimas involucradas en la 

degradación de Aβ 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 proteína se localiza en el brazo largo del 

cromosoma 3 y está formado por 29 exones (20). Se conoce que NEP 

comparte 55% de homología 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 glicoproteína de unión a membrana plasmática con 

función de ectoenzima en la cual, el extremo carboxilo presenta el sitio 

catalítico y se encuentra en el espacio extracelular (22). El dominio 

catalítico presenta un motivo HExxH formado por histidina, glutamato, 

2 aa inespecíficos e histidina; el Zn se une en los residuos de histidina, 

mientras que el ácido glutámico, tiene una función catalítica (17). 

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

degradar tanto monómeros como oligómeros de Aβ40 y Aβ42. 
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La NEP se encuentra distribuida en todo el organismo: vellosidades 

intestinales, células epiteliales del riñón, neutrófilos, timocitos, 

pulmón, próstata, neuronas pre y post-sinápticas (Figura 7) (21, 23).  

Figura 7. Esquema de la localización y función de NEP en el cerebro. 
NEP se encarga de degradar los péptidos que ya cumplieron con su 

función, entre ellos, al péptido Aβ para evitar su acumulación y 
posterior agregación. Modificado de Nalivaeva, NN., et. al. 2012 (23). 

 

Se ha observado que en hipocampo y corteza de pacientes con EA, 

existe una disminución en los niveles del RNAm y de la enzima de NEP 

(17, 23-25). Ratones que sobreexpresan el gen de NEP han mostrado 

una disminución en los niveles de Aβ, por el contrario, ratones con una 

deleción en dicho gen presentan un aumento en los niveles 

extracelulares de Aβ (18, 26).  
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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 está formado por 26 exones (27). La ACE al igual que NEP, es una 

metaloproteasa de Zn, tiene un tamaño de 1306 aa y una masa de 149 

kDa (28, 29). Se conoce una proteína conocida como ACE2 que 

comparte 49% de homología con ACE (30). En el organismo, ACE se 

presenta en 2 isoformas ambas codificadas por el mismo gen: la forma 

somática (sACE) que posee 2 dominios catalíticos localizados en los 

extremos carboxilo y amino de la proteína, respectivamente, y la forma 

testicular o germinal (gACE) con solo un dominio HExxH (31). Su 

función principal es participar en la transformación de angiotensina I 

(Ang I) en angiotensina II (Ang II) para la regulación del sistema 

vasopresor renina-angiotensina-aldosterona (Figura 8).  

 

Figura 8. Sistema renina angiotensina. ACE degrada Ang I para formar 
Ang II que es capaz de estimular la liberación de aldosterona para la 

regulación de la presión sanguínea. Modificado de Paizis, G., et. al. 
2005 (32). 
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La ACE se encuentra distribuida en diferentes tejidos del organismo, 

principalmente en pulmón, riñón, corazón, tracto gastrointestinal y 

próstata 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 proteínas, entre ellas, la Ang I, la bradicinina 

que actúa como vasodilatador, y Aβ42 (33). 

La inflamación y la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) 

están asociados a la neurodegeneración en pacientes con EA. Se ha 

reportado que la Ang II se une al AT1-R (receptor de angiotensina tipo 

1) e induce neuroinflamación, debido a la activación de la microglía, 

así como a la producción de ROS. Dado que la conversión de Ang I a 

Ang II se lleva a cabo por ACE, se han realizado estudios para probar 

el impacto que tiene su inhibición (34). En ratones transgénicos, el uso 

de captopril, un inhibidor de ACE que atraviesa la barrera 

hematoencefálica, disminuye la activación de la microglia al igual que 

la liberación de citocinas proinflamatorias. También en ratones 

transgénicos que sobre expresan PPAβ, la administración de captopril 

retrasa la acumulación del péptido Aβ y la neurodegeneración 

relacionada a este (35).  
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4.2.2.2.1.3. Enzima degradadora de insulina 

La IDE es una proteína cuyo gen se localiza en el brazo largo del 

cromosoma 10 y está 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 

conformación 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 catalítico 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 hígado, 

músculos y cerebro. 

La IDE participa de manera normal en el organismo para la degradación 

de insulina excedente y así regular los niveles de glucosa. También es 

capaz de degradar bradicinina y otros péptidos, preferentemente <6 

kDa, como lo son monómeros de Aβ 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 Aβ (17). La secreción 

de IDE es realizada a través de exosomas en el cual es requerida la 

participación de un motivo específico, el hexapéptido EKPPHY. La IDE 

posee 3 dominios de proteasa: el dominio I y II se localizan cerca del 

extremo amino (aa 74-212 y 236-418 respectivamente) y el dominio 
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III cerca del extremo carboxilo (aa 706-889) (Figura 9). En el tercer 

dominio se encuentra el hexapéptido EKPPHY que es homólogo a SlyX 

en bacterias; la deleción de este motivo disminuye casi por completo 

la secreción de IDE probando la importancia que tiene en el proceso 

(42, 43). 

Figura 9. Se observa la localización de los 3 dominios de proteasa de 

IDE. El dominio I y II en el extremo amino responsables de la actividad 
catalítica y el dominio III en el extremo carboxilo involucrado en la 

unión al sustrato. Modificado de Glebov, K., Schütze, S. y Walter, J. 
2011 (42). 

 

La IDE es la principal proteasa encargada de degradar el Aβ en el 

humano. En pacientes con la EA, los niveles de la enzima van 

disminuyendo en relación con el estado de Braak que presente el 

individuo, lo que a su vez se observa en una disminución en la 

degradación de Aβ y un aumento en la acumulación en el espacio 

extracelular. Esta disminución en los niveles de la proteína se ha visto 

que no dependen de alteraciones a nivel del RNAm, lo que sugiere que 

la vida media de la enzima o la secreción están comprometidos (44).   
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4.2.3. Subtipos de la EA  

La EA se puede clasificar en 2 tipos: de tipo familiar o de inicio 

temprano y esporádico o de inicio tardío. 

 

4.2.3.1. EA familiar 

La EA de tipo familiar se debe a mutaciones de carácter autosómico 

dominante en genes que codifican para la presenilina 1 o 2, de la γ-

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

 

4.2.3.1.1. Presenilina 

La presenilina (PS) constituye el centro catalítico de la γ-secretasa la 

cual es capaz de realizar cortes a nivel transmembranal de la PPAβ 

(46). Tiene un tamaño 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 básicamente todos 

los exones (4-12) así como mutaciones puntuales, inserción o deleción 

de fragmentos en el intrón 8 que pueden alterar el splicing (47). 

La PS2 es homóloga a la PS1. El gen que codifica a esta proteína se 

localiza en el cromosoma 1 y hasta el momento se han reportado 15 

mutaciones involucradas con la EA (48). 
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4.2.3.1.2. Proteína precursora de amiloide beta 

El gen que codifica a la PPAβ se localiza en el cromosoma 21. La PPAβ, 

que da origen al péptido neurotóxico, es una proteína transmembranal 

con diferentes isoformas obtenidas por splicing alternativo por lo que 

su tamaño varía entre 350 y 770 aa, señalando que la forma de 695 

aa es la que se expresa predominantemente en neuronas y contiene al 

Aβ. 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 producción de Aβ (49, 50). 

 

4.2.3.2. EA de inicio tardío 

Se presenta en adultos mayores de 65 años y es la de mayor 

prevalencia. Se sabe que el principal factor de riesgo genético es la 

presencia del alelo ε4 de la apolipoproteína E. 

 

4.2.3.2.1. Apolipoproteína E 

El gen que codifica a la apolipoproteína E (ApoE) se localiza en el 

cromosoma 19. Es una lipoproteína con un tamaño de 299 aa y un peso 

molecular de aproximadamente 34 kDa. Se conocen 3 variantes 

alélicas de la ApoE: ε2, ε3 y ε4, donde ε4 está relacionada a la EA de 

inicio tardío. La diferencia entre las distintas variantes alélicas, se debe 

a los aminoácidos que se codifican en las posiciones 112 y 158 de la 

proteína: E2 tiene cisteínas en ambas posiciones, E3 tiene cisteína en 
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la posición 112 y arginina en la posición 158 y E4 presenta arginina en 

ambas posiciones (Figura 10) (51). 

 

Figura 10. Isoformas de ApoE. En la imagen se muestra la localización 

del gen en el cromosoma, así como las 3 isoformas de acuerdo con los 
aminoácidos en las posiciones 112 y 158. Modificado de Gabriel-Ortiz, 

G., et. al. 2015 (52). 

 

ApoE está relacionada al transporte de lípidos y colesterol en el hígado, 

astrocitos y células gliales del SNC. Además del transporte, se sabe 

que participa en procesos de inflamación, actúa como receptor de LDL 

y quilomicrones, participa en el aclaramiento de quilomicrones 

remanentes y VLDL remanentes, actúa como antioxidante y, en el SNC, 

tiene participación en el crecimiento y reparación celular (51). 

El alelo ε2 se considera protector contra la EA mientras que el alelo ε4 

es el de mayor riesgo genético para la enfermedad (53). El alelo ε3 es 

el más común en la población. Se ha reportado que la presencia del 

alelo ε4 está asociado a un mayor riesgo de padecer la EA, tanto de 

inicio temprano como de inicio tardío, incrementando hasta 12 veces 

Cromosoma 19 

Enfermedad 
de Alzheimer 
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el riesgo si se presentan dos copias del alelo (54). La presencia del 

alelo ε4, también se ha asociado con la disminución en la edad de inicio 

de la EA, así como que la formación de PN en individuos que presentan 

este alelo, es mayor en comparación con aquellos sujetos que no son 

portadores (55, 56).   

Finalmente, la presencia del alelo ε4 esta relacionada con el deterioro 

en la plasticidad sináptica, en el aumento de la muerte celular, el 

aumento en el estrés oxidante y la disminución de la actividad de 

antioxidantes, la exacerbación de procesos inflamatorios, entre otros 

(57). 

 

4.3. Estudios de asociación 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 relación con otras patologías. En el caso de 

la EA, el diagnóstico es meramente post-mortem, por lo que la 

búsqueda de información para desarrollar con mayor precisión y de 

manera oportuna el diagnóstico resulta ser una de las principales 

metas en la investigación. Diversos estudios han evidenciado genes 

involucrados con la EA; una de las principales herramientas son los 

estudios de asociación de genoma completo (GWAS por su nombre en 

inglés) ya que permiten ligar la participación de ciertos genes a una 

enfermedad en una población en específico. Estos estudios consisten 

en la asociación de marcadores genéticos, como son los polimorfismos 
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de un solo nucleótido (SNP’s por su nombre en inglés), a una 

enfermedad de acuerdo con un análisis de todo el genoma del individuo 

sin suponer una hipótesis a priori (3, 58, 59). 

Al limitar el margen de información proporcionada por los GWAS, se 

pueden realizar estudios más certeros con genes candidatos 

identificados previamente. Existen 3 tipos de estudios: casos y 

controles, de cohorte o por tríos. Estos estudios evalúan las frecuencias 

genotípicas en una serie de SNP’s entre casos y controles no 

relacionados, en una muestra de una población dada. Los que más 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 o de casos y controles, es 

necesario validar los resultados obtenidos por medio de análisis 

estadísticos adecuados. En la actualidad ya no resulta complicada la 

realización de estos estudios, existen programas o plataformas de libre 

acceso, como SNPStats, que permiten analizar los datos 

proporcionados de manera simultánea 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 población. Este equilibrio está sujeto a tres condiciones: la 

población de estudio debe ser lo suficientemente grande con 
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apareamientos al azar, que no se encuentre sometida a cualquier tipo 

de mutación, selección o migración, y que las frecuencias génicas no 

varíen de generación en generación. 

En el caso del estudio de casos y controles, el HWE en controles evalúa 

las condiciones de la población 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 asociación con la enfermedad el equilibrio 

podría verse alterado. 
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5. HIPÓTESIS 

La presencia de polimorfismos de los genes de NEP, ACE e IDE favorece 

el desarrollo de la Enfermedad de Alzheimer y su interacción con el 

Alelo ε4 de la Apolipoproteína E, puede modificar el riesgo genético. 

 

6. OBJETIVOS 

6.1. Objetivo general 

Evaluar los polimorfismos de un solo nucleótido 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 ε4 de la ApoE modifica el riesgo. 

 

6.2. Objetivos particulares 

• Genotipificar polimorfismos de genes involucrados en la 

degradación de amiloide con el uso de sondas tipo TaqMan por 

medio de PCR en tiempo real. 

• Determinar el equilibrio de Hardy-Weinberg en un grupo control 

y un grupo de pacientes con la EA para evaluar la variabilidad 

genética.  

• Determinar las frecuencias alélicas, genotípicas y haplotípicas 

de los polimorfismos en los genes mencionados. 
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• Analizar las frecuencias genotípicas en los grupos de estudio 

asociándolas a variables como edad y género para verificar si 

existen diferencias significativas. 

• Conocer los patrones de ligamiento entre los loci para la 

búsqueda de un desequilibrio que pudiera estar asociado a la 

enfermedad de Alzheimer. 

• Asignar el genotipo de ApoE por medio de PCR en tiempo real 

con el uso de sondas tipo TaqMan.  

• Determinar si existe alguna relación entre el genotipo de ApoE 

y los polimorfismos en el estudio. 

 

7. METODOLOGÍA 

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 clínicos de demencia. En las Tablas 1 y 2 se muestran los criterios 

de inclusión y exclusión del grupo de pacientes y sujetos control 

respectivamente. 
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Tabla 1. Criterios de inclusión y exclusión del grupo de pacientes con 
EA. 

Criterios de inclusión Criterios de exclusión  

Nacionalidad mexicana Nacionalidad extranjera 

Diagnóstico presuntivo de EA Diagnóstico con alguna otra 

enfermedad neurodegenerativa 

Firma de un consentimiento 

informado 

No aceptó el consentimiento 

Edad mayor a 60 años Edad menor de 60 años 

Género femenino y masculino 
 

 

 

Tabla 2. Criterios de inclusión y exclusión del grupo control. 

Criterios de inclusión Criterios de exclusión  

Nacionalidad mexicana Nacionalidad extranjera 

Sin diagnóstico de alguna 

demencia 

Diagnóstico con alguna demencia 

o alguna otra enfermedad 

neurodegenerativa 

Firma de un consentimiento 

informado 

No aceptó el consentimiento 

Edad mayor a 60 años Edad menor de 60 años 

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 
(años) 

EA 171 120 51 76.4 ± 8.4 

Control 246 185 61 73.0 ± 8.3 
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7.2. Obtención de DNA genómico 

Para la obtención del DNA genómico, se realizó una toma de muestra 

de sangre periférica en tubos Vacutainer® con EDTA como 

anticoagulante. Posteriormente, se extrajo el DNA genómico mediante 

el QIAmp DNA Blood Midi kit de QIAGEN (ver Anexo 1). Se cuantificó 

la concentración de DNA por medio del espectrofotómetro ASP-3700® 

ACTGene a una longitud de onda de 260 nm y se realizaron diluciones 

para conseguir una concentración de 10 ng/µL para su posterior 

genotipificación por PCR en tiempo real. Las diluciones se mantuvieron 

en congelación a -80ºC hasta su uso. 

 

7.2.1. SNP’s analizados 

Un SNP es una variante en el genoma que es transmisible de 

generación en generación y se presenta en una frecuencia mayor al 

1% en la población (60). En este caso, es el más 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 variación se presenta en una región 

codificante puede conducir a un cambio de aminoácido en la proteína, 

alterando así su función, si la variación se presenta en una región 

reguladora puede alterar la transcripción del gen. 

Para este proyecto se seleccionaron 12 SNP’s involucrados en la 

degradación 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 selección de los SNP’s se 
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realizó basándose en los polimorfismos que, en la literatura, han 

mostrado alguna asociación a la EA en otras poblaciones y están 

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 Cromosoma Localización 

en el 

cromosoma 

Gen Región Alelos 

rs989692 3 155083576 MME 

(NEP) 

Intrón 1, 

5’ UTR 

C/T 

rs3736187 3 155168489 MME 

(NEP) 

Intrón 19 T/C 

rs1025192 3 155109998 MME 

(NEP) 

Intrón 4 C/T 

rs1816558 3 155125818 MME 

(NEP) 

Intrón 9 A/G 

rs2196521 3 155094849 MME 

(NEP) 

Intrón 4 A/G 

rs4291 17 63476833 ACE 5’, Exón 1 A/T 

rs4343 17 63488670 ACE Exón 16 A/G 

rs4362 17 63496400 ACE Exón 23 C/T 

rs3758505 10 92575021 IDE 5’ Exón 1 C/A 

rs4646953 10 92574198 IDE 5’ Exón 1 A/G 

rs4646954 10 92574070 IDE Exón 1 A/G 

rs3781239 10 92458040 IDE Intrón 10 C/G 

 

 

 

http://www.alzgene.org/
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7.2.2. PCR en tiempo real 

La PCR en tiempo real consiste en que, mediante el uso de fluoróforos, 

se puede monitorear la amplificación del material genético por ciclo. 

Se utilizó un termociclador 7500 Fast Real-Time PCR System de Applied 

Biosystems y ensayos con sondas tipo TaqMan® igualmente de Applied 

Biosystems.  

Los ensayos con sondas TaqMan® se componen de oligonucleótidos y 

de 2 sondas específicas, una para cada variante alélica. Las sondas tipo 

TaqMan® son oligonucleótidos de DNA que están unidos a fluoróforos 

VIC o FAM en su extremo 5’, mientras que en el extremo 3’ tiene un 

apagador, que sirve para absorber la fluorescencia. 

En la reacción, tras la desnaturalización, los oligonucleótidos y la sonda 

se alinean de forma específica con la hebra molde. La DNA polimerasa 

termoestable comienza a agregar dNTP’s a la hebra molde a partir del 

extremo 3’ del oligonucleótido y hasta llegar al oligonucleótido 

marcado. Posteriormente, por actividad de exonucleasa de la misma 

DNA polimerasa, escinde el fluoróforo (VIC o FAM) de la sonda que se 

unió a la secuencia complementaria y lo libera al medio para que sea 

detectado por el equipo (Figura 11). 
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Figura 11. Genotipificación por PCR en tiempo real con sondas 
TaqMan™. Modificado de Schaad, N. W., et. al. 2003 (61). 

 

 

 

VIC o FAM 
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Oligonucleótidos 
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Una vez terminada la PCR, el fluoróforo liberado al medio es excitado 

por una lámpara y emite una señal que es detectada por el equipo y 

traducida a datos numéricos por medio del software. El software del 

equipo interpreta las diferentes señales detectadas en una gráfica de 

dispersión a partir de la cual podemos discriminar el genotipo de cada 

muestra (Figura 12). 

 

Figura 12. Gráfico de dispersión. 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 reacción de PCR en tiempo real, se emplearon placas de 96 

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

A
 

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

los parámetros de la reacción: 

 

Tabla 5. Condiciones de reacción de PCR.  

 

7.3. Análisis estadístico 

Con los datos de la genotipificación de los polimorfismos involucrados 

en la degradación de amiloide, se determinaron las frecuencias alélicas 

y genotípicas, las frecuencias haplotípicas, el desequilibrio de 

ligamiento y el HWE para cada uno de los polimorfismos. 

Primero se determinó 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 consideró 

significativo fue de 0.05, por lo que un valor menor señala que el 

resultado es estadísticamente 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 llevó a cabo la 

corrección de Bonferroni para comparaciones múltiples, con el fin de 

Reactivo Volumen (µL) 

H2O destilada estéril 1.85 

TaqMan™ Fast Universal PCR Master 

Mix (2x) de Applied Biosystems 

3.00 

Sonda TaqMan™(40x) de Applied 

BioSystems 

0.15 

DNA [10 ng/µL) 1.25 

Volumen Total por pozo 6.0 
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darle mayor significancia al estudio al asignar un nuevo valor de p. La 

corrección de Bonferroni se determina dividiendo 0.05 entre el número 

de polimorfismos analizados.  

Mediante el uso de SNPStats (Institut Català d’Oncologia), se 

obtuvieron los datos de las frecuencias alélicas y genotípicas de cada 

uno de los polimorfismos, así como la correlación con otros factores 

como género y edad. Para determinar si las frecuencias alélicas de 

algún gen representaban un incremento en el riesgo de desarrollar la 

enfermedad, se realizaron comparaciones por medio de cuadros de 2x2 

en Epi Info™ versión 7.2.2.1(Center for Disease Control and 

Prevention) tomando en cuenta los valores de p, la razón de momios 

(OR) e intervalos de confianza al 95% para la comparación. La 

determinación de dichos parámetros se realizó a través de una prueba 

de Chi cuadrada y la prueba de Fisher. 

Las frecuencias genotípicas se compararon de acuerdo con los datos 

proporcionados por SNPStats en los diferentes modelos de herencia 

tomando en consideración los valores de p, OR e intervalos de 

confianza al 95%.  

Posteriormente, se determinaron las frecuencias haplotípicas y 

combinaciones multiloci por medio de Arlequin versión 3.11. Se 

descartaron aquellos polimorfismos que estuvieran fuera del HWE en 

el grupo control. Con las frecuencias obtenidas se realizó una 

comparación entre grupos de estudio por medio de cuadros 2x2 en Epi 

Info™ para determinar si existían diferencias significativas. 
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Posteriormente, se evaluó el desequilibrio de ligamiento por medio de 

Haploview versión 4.1.  

 

7.4. Asignación de genotipos de ApoE 

Se utilizaron 2 sondas tipo TaqMan® 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 Localización en 

el cromosoma 

Región Alelos 

rs429358 19 44908684 Exón 4 C/T 

rs7412 19 44908822 Exón 4 C/T 

 

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

a cada muestra de acuerdo a la siguiente tabla: 

 

Tabla 7. Genotipos y cambios de aminoácidos asociados al estatus 

alélico de ApoE (62).  

 

E2/E3/E4 

estatus 

112 (rs429358) 158 (rs7412) 

Genotipo Aminoácido Genotipo Aminoácido 

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 CC arg/arg 

E3/E4 TC cys/arg CC arg/arg 

E4/E4 CC arg/arg CC arg/arg 



 
41 

Posteriormente, se determinaron los porcentajes correspondientes a 

cada genotipo entre los grupos y así comparar en busca de diferencias 

significativas entre los grupos. La comparación se realizó con Epi 

Info™. 

Para evaluar si existía alguna relación entre el genotipo de ApoE y 

algún polimorfismo de los genes de NEP, ACE e IDE, se realizó un 

análisis por medio de SNPStats comparando la presencia o ausencia 

del alelo ε4 de ApoE con los diferentes genotipos en los 2 grupos de 

estudio. 
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8. RESULTADOS 

8.1. Equilibrio de Hardy-Weinberg 

Por medio de GenAlEx se determinó el equilibrio de Hardy-Weinberg 

para los polimorfismos seleccionados en el presente estudio. Los 

valores reportados en la Tabla 8 tienen en consideración la corrección 

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. 
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Tabla 8. Equilibrio de Hardy-Weinberg. Valores de p con la corrección 
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 están presentes:  

• Existe selección natural, posiblemente relacionado con la 

longevidad del/los individuo(s). 

• Apareamiento no aleatorio, por ejemplo, la presencia de 

consanguinidad (3). 

Para los análisis posteriores se descartaron los polimorfismos que no 

cumplen con el HWE. 
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8.2. Frecuencias alélicas 

Las frecuencias alélicas se obtuvieron por medio de SNPStats. Por 

medio de Epi Info™ se determinó si alguno de los alelos pudiera ser 

considerado de riesgo. Se consideró 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%CI) indica los 

límites 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. Comparación entre frecuencias alélicas de IDE. 
Gen SNP Alelo EA Control p OR 95% CI 

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 
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8.3. Frecuencias genotípicas 

Las frecuencias genotípicas de los 2 grupos de estudio se obtuvieron 

por medio de SNPStats. Se realizó la comparación entre las frecuencias 

genotípicas para determinar si la presencia de un genotipo en 

específico incrementa el riesgo o no de desarrollar la enfermedad. Para 

el gen de NEP, se observó 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. Comparación de frecuencias genotípicas para el gen de 
NEP.  Valores de p y OR de acuerdo con el modelo sobredominante. 

 

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

significativos de p y OR (Ver Anexo 3). 

 

Gen SNP Genotipo EA Control p OR (95% 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) 
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8.4. Combinaciones multiloci y haplotipos 

Para determinar las frecuencias haplotípicas se utilizó el programa 

Arlequin versión 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 combinación incrementa el riesgo de desarrollar la enfermedad. 

Cabe resaltar que la presencia de esta combinación en el grupo de EA 

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

 

Tabla 11. Combinación multiloci. 

NEP ACE IDE % 

Casos 

% 

Control 

p 

rs
9
8
9
6
9
2
 

rs
3
7
3
6
1
8
7
 

rs
1
0
2
5
1
9
2
 

rs
1
8
1
6
5
5
8
 

rs
4
2
9
1
 

rs
4
3
4
3
 

rs
4
3
6
2
 

rs
3
7
5
8
5
0
5
 

rs
4
6
4
6
9
5
3
 

rs
4
6
4
6
9
5
4
 

C T T A A A C C A G 9.0 0.1 0.003 

 

Al comparar las frecuencias haplotípicas, para los polimorfismos de NEP 

y ACE no se obtuvo algún haplotipo con valores de p<0.05 (Ver Anexo 

5). Para el gen de IDE, el haplotipo CAG presentó un valor de p=0.0006 

y OR=16.12 lo que conferiría un incremento de hasta 16 veces en el 

riesgo de desarrollar la enfermedad (Tabla 12).  
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Tabla 12. Haplotipos de IDE con sus respectivas frecuencias y valores 
de p. 
Gen Haplotipo %Frec 

EA 

%Frec 

Control 

p OR 

rs3758505 rs4646953 rs4646954 

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 0 1 1 * 

A G G 9 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 correlación (r2) es muy bajo. En ACE se puede observar como 

los polimorfismos rs4343 y rs4362 se encuentran en desequilibrio de 

ligamiento (D’=0.912). 
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Tabla 13. Valores de D' y r2 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, algún gen o polimorfismo que se encuentra involucrado 

con la enfermedad se encuentra en ese bloque de 7 kb. 
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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. 
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Tabla 14. Comparación 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 %EA %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 distribución 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 comparación con los 

sujetos control.  

Figura 14. Distribución de los genotipos de ApoE en los grupos de 
estudio. *: en este genotipo se observa un mayor porcentaje de 

pacientes en comparación con los sujetos control. 
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Posteriormente se realizó un análisis en SNPStats en busca de una 

relación 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 relación entre el polimorfismo y el 

genotipo de ApoE (OR≤1.00). Para el polimorfismo rs4646954 del gen 

de IDE se observó que la presencia del alelo ε4 en combinación 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.  Análisis de la interacción entre la presencia del alelo ε4 de 
ApoE y el polimorfismo rs4646954 de IDE para n=417. 

ApoE Genotipo #EA #Controles OR (95% CI) 

Ausencia 

de alelo 

ε4 

G/G 52 97 1.00 

A/G 48 78 0.91 (0.55-1.50) 

A/A 7 31 2.67 (1.08-6.57) 

Presencia 

de alelo 

ε4 

G/G 39 15 1.00 

A/G 18 23 3.27 (1.36-7.84) 

A/A 7 2 0.63 (0.12-3.45) 

* p=0.0028 
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9. DISCUSIÓN 

La Enfermedad de Alzheimer es una patología que presenta 2 tipos de 

lesiones en el cerebro: las MNF formadas por agregados intracelulares 

de la proteína Tau en estado hiperfosforilado y las PN que son 

agregados extracelulares del péptido amiloide beta en estado fibrilar. 

Su presencia es considerada como el diagnóstico definitivo para la 

enfermedad. Actualmente, no existe un diagnóstico temprano de la EA, 

sin embargo, se conoce la participación de genes relacionados a la 

predisposición por la enfermedad.  

Algunos de los genes identificados intervienen con la degradación del 

péptido amiloide beta como lo son la NEP, la ACE y la IDE. También se 

conoce la participación del gen de la Apolipoproteína E en la cual, la 

presencia del alelo ε4 es considerado el mayor factor de riesgo 

genético. Estos genes han sido identificados gracias a estudios de 

asociación genética. Los estudios de asociación genética permiten 

evaluar la relación estadística entre un fenotipo determinado y las 

variables genéticas en la población.  

La mayoría de los estudios de asociación a la enfermedad hasta ahora 

reportados han sido realizados en poblaciones caucásicas, pero no en 

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

planteó el presente estudio con el propósito de analizar polimorfismos 

de 3 diferentes genes asociados a la degradación del péptido amiloide 

beta en relación con la presencia o ausencia del alelo ε4 de ApoE en la 

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

http://www.alzgene.org/
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gen de NEP, 3 SNP’s del gen de ACE y 3 SNP’s del gen de IDE, así como 

el genotipo de ApoE en una muestra de 171 pacientes con diagnóstico 

presuntivo de la EA y 246 sujetos control. 

Lo primero que se determinó 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 decidió excluirlos 

de los análisis 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 podría sugerir que está relacionado a la enfermedad. 

Para el gen de NEP, solo un polimorfismo mostró resultados 

significativos en los diferentes análisis realizados. En el polimorfismo 

rs1025192, el genotipo heterocigoto C/T indicó que aumenta el riesgo 

de desarrollar la enfermedad (p=0.043, OR=1.51). Estos resultados 

discrepan de estudios realizados previamente en una población 

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 tamaño de muestra de casi 

el doble que la nuestra, por lo que es probable que se vea involucrado 

el tamaño de la muestra (390 EA, 480 control contra 171 EA, 246 

control) (63). 
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En el gen de ACE, un estudio realizado por Edwards, et. al. demostró 

que el polimorfismo rs4343 está fuertemente involucrado en la EA en 

los Estados Unidos. El alelo A está involucrado en el desarrollo de la 

patología y es parte de haplotipos de riesgo en ese estudio (64). En 

nuestros resultados no se encontró algún 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 combinación multiloci que representa un 

riesgo. Es posible que las diferencias se deban al tamaño 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 división celular 2 o 

más 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 recombinación y ambos loci se 

encuentran lo suficientemente cerca entre sí. Este desequilibrio 

discrepa del estudio realizado por Meng et. al. en la población israelí; 

en este estudio se muestran 3 diagramas de bloques de los cuales 

ninguno resultó concluyente debido a los bajos valores de r2 (r2=0.22) 

(65). Sin embargo, nuestro desequilibrio concuerda con los resultados 

de Kehoe et. al. en un estudio poblacional de 3 diferentes países 

europeos. Kehoe et. al encontraron que existe un desequilibrio 

presente entre los polimorfismos rs4343 y rs4362 (r2=0.960) en las 
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poblaciones sueca y escocesa. En ese estudio también se obtuvo un 

desequilibrio entre el rs4343 y un polimorfismo de inserción/deleción 

(I/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 

señalan que posiblemente existe algún haplotipo asociado a la EA en 

la región que comprende a dichos polimorfismos junto con un 

polimorfismo de inserción/deleción. En ese mismo estudio de Meng et. 

al. tampoco se mostró asociación a la enfermedad por parte del 

polimorfismo rs4291. Los resultados que se observan en este estudio 

pueden deberse al tamaño en su grupo de estudio (65). En el estudio 

de Kehoe et. al., el polimorfismo rs4291 presenta una fuerte relación 

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 está presente en el haplotipo CAG que encontramos en 

nuestro estudio. Esta combinación 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 presentó en el 24% del grupo de 

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

observó que el haplotipo GTT, que corresponde a los polimorfismos 

rs3758505, rs4646954 y rs4646958 respectivamente, tiene carácter 

protector a la enfermedad con relación a la ausencia del alelo ε4 de la 

ApoE. Esta asociación se observa en mayor porcentaje en el grupo 

control (67). 

La distribución de los genotipos ε3/ε4 y ε4/ε4 de ApoE están presentes 

en mayor proporción en el grupo de pacientes que en los sujetos 

control. Estos resultados concuerdan con diversos estudios en los que 

el genotipo ε3/ε4 está presente en mayor proporción en los pacientes 

en comparación con el genotipo ε4/ε4 (68-70).  

En nuestro estudio evaluamos la relación 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 

mostró que el genotipo heterocigoto A/G, bajo la presencia del alelo 

ε4, 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 población de Han en China. En el 

estudio de Bian et. al., reportaron que tanto las frecuencias alélicas 

como genotípicas del polimorfismo rs4646953 del gen de IDE, 

presentaron diferencias significativas entre el grupo de casos y el grupo 
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de sujetos control que presentaban el alelo ε4 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 

genotípicas 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 

corrección de ancestría para validar la información obtenida. 

De acuerdo con la hipótesis, polimorfismos de los 3 genes de estudio 

favorecerían el desarrollo de la EA. Se observó que los polimorfismos 

rs3758505 del gen de IDE, rs1025192 del gen de NEP favorecen el 

desarrollo de la EA. También se observó que un haplotipo del gen de 

IDE modifica el riesgo, además de un desequilibrio entre los 

polimorfismos rs4343 y rs4362 del gen de ACE. 

La hipótesis planteada indicaba que la interacción entre el alelo ε4 de 

ApoE y los polimorfismos estudiados, modificarían el riesgo de 

desarrollar la EA. De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede 

decir que la asociación entre el alelo ε4 de la ApoE y el polimorfismo 

rs4646953 del gen de IDE confirma la hipótesis. Esta asociación resulta 

en un incremento en el riesgo de desarrollar la EA en la población 

mexicana. 
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10. CONCLUSIONES 

En este proyecto se identificó 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, sólo una se 

presentó en mayor proporción 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 proporción en los pacientes 

confiriendo un incremento de hasta 16 veces en desarrollar la 

enfermedad en la población mexicana. 

La presencia del alelo ε4 de la ApoE en combinación 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 

población. 
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12. ANEXOS 

Anexo 1. EXTRACCIÓN DE DNA GENÓMICO A PARTIR DE UNA 

MUESTRA DE SANGRE PERFIFÉRICA 

1. Tomar una muestra de sangre periférica por punción venosa con 

sistema de vacío Vacutainer®; se tomó una muestra en tubos para la 

separación de suero y en tubos con EDTA o citratos para la separación 

de plasma. 

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

3. A partir del tubo con EDTA o citratos, transferir el botón celular a un 

tubo Falcon de 50 mL y llevar a un volumen de 40 mL con un buffer de 

lisis de glóbulos rojos (BLGR) 1x. Mantener en agitación por 5 minutos. 

4. Centrifugar a 2000 rpm por 5 minutos; descartar el sobrenadante y 

resuspender el botón. 

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

presentes. 

6. Decantar el BLGR 1x y resuspender el botón.  

7. Agregar de 5-7 mL de la solución de lisis (Cell lysis solution) del kit 

comercial de QIAGEN® para la separación de DNA. 

8. Incubar a baño maría a 55°C hasta la completa disolución del botón 

celular. 

9. Agregar el volumen correspondiente de la solución precipitante de 

proteínas (Protein precipitation solution) del kit de QIAGEN® en 

proporción al volumen de la solución de lisis que se agregó. Mantener 

en agitación por 30 minutos. 
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10. Centrifugar a 4000 rpm por 30 minutos. Decantar en un tubo limpio y 

desechar el botón. 

11. Repetir el paso 10 cuantas veces sea necesario para eliminar el 

precipitado de proteínas. 

12. Decantar y desechar el botón. Agregar 2x el volumen en alcohol etílico 

absoluto de grado biología molecular y agitar; se observará la 

formación del DNA genómico. 

13. Centrifugar a 2800 rpm por 20 minutos y desechar el sobrenadante.  

14. Resuspender el botón con TE o con agua inyectable para llevarlo a un 

volumen final de 500-700 µL.  

15. Mantener en agitación a 500 rpm, a 55°C hasta la completa disolución 

del botón. 

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

gel de agarosa al 0.8%. 
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Anexo 2. FRECUENCIAS ALÉLICAS 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 95% 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 

rs1816558 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 

 

  



 
68 

Anexo 3. FRECUENCIAS GENOTÍPICAS DE LOS POLIMORFISMOS 

EVALUADOS OBTENIDAS POR SNPStats. 

Gen SNP Frecuencias genotípicas 

NEP rs989692 

EA 
Control 

C/C 

0.36 
0.4 

C/T 

0.52 
0.46 

T/T 

0.12 
0.13 

rs3736187 
EA 

Control 

T/T 
0.88 

0.89 

T/C 
0.11 

0.11 

C/C 
0.01 

0.00 

rs1025192 
EA 

Control 

C/C 
0.14 

0.11 

C/T 
0.43 

0.52 

T/T 
0.43 

0.37 

rs1816558 

EA 
Control 

A/A 

0.34 
0.2 

A/G 

0.41 
0.46 

G/G 

0.25 
0.34 

rs2196521 

EA 
Control 

A/A 

0.44 
0.29 

A/G 

0.21 
0.3 

G/G 

0.35 
0.41 

ACE rs4291 
EA 

Control 

A/A 
0.47 

0.5 

A/T 
0.45 

0.41 

T/T 
0.08 

0.09 

rs4343 

EA 
Control 

A/A 

0.37 
0.39 

A/G 

0.46 
0.46 

G/G 

0.18 
0.15 

rs4362 

EA 
Control 

C/C 

0.37 
0.37 

C/T 

0.46 
0.41 

T/T 

0.17 
0.22 

IDE rs3758505 
EA 

Control 

C/C 
0.15 

0.1 

C/A 
0.49 

0.35 

A/A 
0.36 

0.55 

rs4646953 

EA 
Control 

A/A 

0.76 
0.83 

A/G 

0.22 
0.15 

G/G 

0.02 
0.01 

rs4646954 

EA 
Control 

A/A 

0.08 
0.13 

A/G 

0.39 
0.41 

G/G 

0.53 
0.46 

rs3781239 
EA 

Control 

C/C 
0.45 

0.31 

C/G 
0.18 

0.21 

G/G 
0.37 

0.48 
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Anexo 4. COMBINACIONES MULTILOCI OBTENIDAS PARA LOS 

POLIMORFISMOS EVALUADOS. 

Combinación % EA % 

Control 

C C C A A A C C G A  0.0 0.2 

C C C A T G T A A G  0.0 0.5 

C C C G A A C A A G  0.0 0.4 

C C C G T A C C A A  0.0 0.2 

C C T A A A C C A G  0.0 0.2 

C C T A A A C C G A  0.0 0.2 

C C T G A A C A A G  0.0 0.4 

C C T G A A C C A A  0.4 0.5 

C T C A A A C A A A  0.0 1.5 

C T C A A A C A A G  5.0 2.4 

C T C A A A C C A A  0.0 2.3 

C T C A A A T A A G  0.0 2.0 

C T C A A G T A A G  0.0 0.3 

C T C A T A C A A G  0.0 0.6 

C T C A T A T A A G  0.0 0.2 

C T C A T A T C A A  0.0 0.4 

C T C A T G T A A G  1.4 4.4 

C T C A T G T A G A  0.0 0.1 

C T C A T G T A G G  0.0 0.9 

C T C A T G T C A A  2.0 0.7 

C T C A T G T C A G  1.0 0.3 

C T C A T G T C G G  0.3 0.3 

C T C G A G T A A G  0.0 1.8 

C T C G T A T C A A  0.0 0.3 

C T C G T G T A A A  0.0 0.4 

C T C G T G T A A G  0.0 0.5 

C T C G T G T C A A  0.6 0.9 

C T T A A A C A A A  2.5 3.0 

C T T A A A C A A G  0.9 0.5 

C T T A A A C C A A  0.6 0.9 

C T T A A A C C A G  9.0 0.1 

C T T A A A C C G G  0.9 0.2 

C T T A A G T A A A  0.0 0.2 

C T T A A G T A A G  0.7 0.8 

C T T A A G T A G A  0.0 0.3 

C T T A A G T C A A  0.0 0.9 

C T T A T A C C A G  0.4 0.2 

C T T A T A T A A G  0.0 0.2 

C T T A T G T A A A  0.0 0.3 

C T T A T G T A A G  0.4 4.0 

C T T A T G T A G G  0.0 0.3 

Combinación % EA % 

Control 

C T T A T G T C A A  0.0 0.3 

C T T G A A C A A G  4.2 11.8 

C T T G A A C C A A  2.6 8.1 

C T T G A A T A G G  0.3 0.2 

C T T G A G T A A G  3.1 2.5 

C T T G A G T A G G  0.0 0.3 

C T T G T A C A A G  0.0 0.4 

C T T G T G T A A G  3.1 3.4 

C T T G T G T A G G  1.5 1.7 

T C C A A A C C A A  0.0 0.3 

T C C A A G C C A A  0.0 0.2 

T C C A T G T A A G  0.5 0.0 

T C T A A A C A A A  0.0 0.2 

T C T A A A C A A G  0.3 0.2 

T C T A A A T A G G  0.0 0.1 

T C T A A G T A A A  0.0 0.2 

T C T A T A T A G G  0.0 0.3 

T C T G A A C A A G  0.0 0.2 

T C T G A G T A A G  0.0 1.1 

T T C A A A C A A G  2.2 1.4 

T T C A A A C A G A  0.0 0.9 

T T C A A A C A G G  0.5 0.1 

T T C A A A C C A A  2.5 0.4 

T T C A A A C C A G  0.0 0.4 

T T C A A A T A G G  0.0 0.2 

T T C A A G T C A A  0.7 0.4 

T T C A T A C A A G  0.3 1.2 

T T C A T A T C A A  0.0 0.0 

T T C A T G C C A A  0.0 0.2 

T T C A T G T A A G  2.0 1.0 

T T C A T G T C A A  0.0 0.3 

T T C A T G T C A G  2.0 0.5 

T T C G A A C A A G  0.0 3.1 

T T C G A A C A G G  0.0 1.2 

T T C G A A T C A A  0.0 0.3 

T T C G A G C A A G  0.0 0.2 

T T C G A G T A A G  0.0 0.6 

T T C G A G T C A A  0.0 0.7 

T T C G T A C A A G  0.0 0.5 

T T C G T A T A A G  0.0 0.4 

T T C G T G T A A A  0.8 0.2 



 
70 

Anexo 4. COMBINACIONES MULTILOCI OBTENIDAS PARA LOS 

POLIMORFISMOS EVALUADOS. Continuación.

 

Combinación 

% EA % 

Control 

T T C G T G T A A G  0.4 0.8 

T T T A A A C C A A  0.9 1.3 

T T T A A A T A G G  0.0 0.2 

T T T A A G C A A G  0.0 0.2 

T T T A A G T A A A  0.4 0.9 

T T T A A G T A A G  0.0 0.5 

T T T A A G T C A A  0.0 0.0 

T T T A T A C A A G  0.0 0.2 

T T T A T A T A A G  0.0 0.2 

T T T A T G T A A G  0.8 0.8 

T T T G A A C A A A  0.4 0.5 

T T T G A A C A A G  10.5 4.8 

T T T G A A C A G G  0.5 0.5 

T T T G A A C C A A  0.0 4.0 

T T T G A A T A A A  0.0 0.2 

T T T G A A T A A G  0.5 0.2 

T T T G A A T C A A  0.0 0.6 

T T T G A G C A A G  0.0 0.5 

T T T G A G T A A G  0.4 1.1 

T T T G A G T A G G  0.0 0.3 

T T T G T G T A A G  0.0 0.5 

T T T G T G T A G G  0.0 0.5 

T T T G T G T C A A 0.0 0.6 

C C C G T G C A A G 0.3 0.0 

C C C G T G T C A A 0.2 0.0 

C C T A A A T C A G 0.3 0.0 

C C T G A G T A G G 0.3 0.0 

C C T G T G T A G G 0.3 0.0 

C C T G T G T C A A 0.7 0.0 

C T C A A A C C G G 1.0 0.0 

C T C A A A T C A G 0.3 0.0 

C T C A A G C C A G 0.3 0.0 

C T C A A G T A A G 0.8 0.0 

C T C A A G T A G A 0.5 0.0 

C T C A A G T C A G 0.4 0.0 

C T C A T G C A A G 0.4 0.0 

C T C A T G C A G G 0.3 0.0 

C T C G A A C A A G 2.3 0.0 

C T C G A A C C A A 0.9 0.0 

C T C G A A T C G G 0.3 0.0 

Combinación % 

EA 

% 

Control 

C T C G A G T A A G 0.5 0.0 

C T C G A G T A G G 1.2 0.0 

C T C G T G T C A G 0.5 0.0 

C T T A A A C A G G 0.7 0.0 

C T T A A A C C G A 0.2 0.0 

C T T A A A T A A G 0.3 0.0 

C T T A A G T A G G 0.3 0.0 

C T T A T A C C A A 0.2 0.0 

C T T A T G C A A G 0.2 0.0 

C T T A T G T C A G 1.5 0.0 

C T T G A A T A A G 0.4 0.0 

C T T G A G T C A A 0.5 0.0 

C T T G T A C C A A 0.4 0.0 

C T T G T G C C A A 0.3 0.0 

C T T G T G T C A A 4.3 0.0 

C T T G T G T C G A 0.4 0.0 

T C C A A A C A A A 0.3 0.0 

T C C A A A C A A G 0.4 0.0 

T C C A A G C A A G 0.3 0.0 

T C C G A A C A G G 0.5 0.0 

T C C G T G T A A G 0.5 0.0 

T C T A A A T A G A 0.3 0.0 

T C T A T G T A G G 0.3 0.0 

T C T A T G T C A A 0.3 0.0 

T T C A A G C C A G 0.3 0.0 

T T C A T A C A G G 0.4 0.0 

T T C A T G T A G G 0.2 0.0 

T T C G A A C C A A 0.4 0.0 

T T C G A A C C A G 0.3 0.0 

T T T A A A C A A A 1.4 0.0 

T T T A A A C A A G 1.8 0.0 

T T T A A A C A G G 0.6 0.0 

T T T A A A C C G A 0.2 0.0 

T T T A A G T A G A 0.1 0.0 

T T T A A G T C G G 0.3 0.0 

T T T A T A C A G G 0.2 0.0 

T T T A T G C C A G 0.3 0.0 

T T T A T G T A G G 0.5 0.0 

T T T A T G T C A A 0.6 0.0 

T T T G A G C C A A 0.3 0.0 

T T T G T G T A A A 0.3 0.0 
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Anexo 5. HAPLOTIPOS OBTENIDOS PARA LOS POLIMORFISMOS 

EVALUADOS. 

%Frecuencia 

Gen Combinación EA Control p OR  

NEP 

 

 

 

 

 

 

 

 

CCTA 0 0 1 * 

CCTG 1 1 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 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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