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1. Resumen

Antecedentes: La demencia es una de las principales causas de discapacidad y
dependencia entre los adultos mayores alrededor del mundo y pese a los esfuerzos
realizados aun no dispone de una cura. Recientemente se han asociado
alteraciones en la homeostasis del colesterol con el desarrollo de demencia. La
enzima acilcoenzima A: colesterol aciltransferasa 1 (ACAT1) tiene una funcién
importante en el metabolismo del colesterol, al participar en la formacion de ésteres
de colesterol a partir de colesterol libre, existe evidencia de que los ésteres de
colesterol favorecen la producciéon de AR, péptido involucrado en la enfermedad de
Alzheimer (EA). Se ha observado que al bloguear la actividad de ACAT1 se obtienen
efectos benéficos sobre los sintomas y el progreso de la enfermedad, por lo que se
ha sugerido que modificaciones en ACAT1 podrian estar relacionados con la
presencia de demencia sefialandose como un posible blanco terapéutico, surgiendo
asi la siguiente pregunta: ¢ Los polimorfismos presentes en ACAT1/SOAT1 estan
asociados a la presencia de la EA y otras demencias en poblacion mexicana?

Objetivo: Investigar la asociacion de los polimorfismos del gen ACAT1 con la
susceptibilidad genética para el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer y otras
demencias en poblacion mexicana y analizar tedricamente su posible aplicacion

como blanco terapéutico.

Método: Se realizé un estudio de casos y controles, con los pacientes de 60 afios
y mas pertenecientes a la cohorte del Estudio sobre el Envejecimiento y la
Demencia en México (SADEM). Los pacientes fueron diagnosticados y clasificados
segun el tipo de demencia de acuerdo con los criterios del DMS-1V, la NINCDS-
ADRDA y la NINDS-AIREN. Se obtuvieron los datos clinicos y sociodemograficos
de los pacientes a través de un cuestionario construido para el estudio. Se
determinaron los polimorfismos del gen ACAT1 (rs1044925, rs2247071, rs2862616,
rs3753526), seleccionados considerando los estudios de asociacion previamente

publicados. Estos polimorfismos se determinaron mediante sondas TagMan en un



equipo de PCR en tiempo real. Se determind el equilibrio de Hardy-Weinberg. Se
realizé la descripcion de las variables clinicas y sociodemograficas de la poblacion
en estudio. Posteriormente se examind la asociacion de los polimorfismos con
demencia considerando la edad, el sexo, nivel de glucosa, enfermedad vascular-
cerebral (EVC) y consumo de alcohol. Mediante el programa Haploview se
identificaron los haplotipos presentes en el gen ACAT1 y su asociacion con

demencia.

Resultados y discusidn: Se incluyeron un total de 400 participantes (109 pacientes
con enfermedad de Alzheimer, 59 con demencia vascular y 28 pacientes con
demencia mixta). El porcentaje total de mujeres fue del 64.5%, no hubo diferencias
significativas entre ambos grupos. Los individuos con demencia mostraron menor
nivel de educacion (5.71 £ 5.49 vs 6.55 £ 5.09; p=0.0252), niveles de glucosa menor
(112 (95.5-149) vs 97 (90.5-105.5); p<0.0001), y de forma general una disminucién
en los niveles de las variables relacionadas con la composicion corporal (p<0.05).
Los sitios polimérficos rs3753526 y rs1044925, se encontraron asociados a
demencia (OR=2.81, IC 95%=1.80-4.41; OR=3.48, IC 95%=2.07-5.85). Se identifico
un haplotipo de riesgo (CGGA, OR=1.87, IC 95%=1.34-2.60, p<0.001) y uno de
proteccion (CGCA, OR=0.34, IC 95%=0.23-0.46, p<0.001).

Conclusion: Los resultados sugieren que la enzima ACATL1 participa en la
susceptibilidad para padecer demencia entre nuestra poblacién. Se requieren mas
estudios para conocer si estos polimorfismos realmente modifican la actividad
enzimatica y en qué medida, y de esta forma contribuir en aclarar el mecanismo por
el cual el metabolismo del colesterol se relaciona con el desarrollo de demencia. La
evidencia contribuye a la hipotesis de que ACAT1 podria ser un blanco terapéutico

para el tratamiento de la demencia.



2. Marco teorico

2.1 Demencia

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define demencia como un sindrome -
generalmente de naturaleza cronica o progresiva- en el cual hay una alteracion de
multiples funciones corticales superiores, incluyendo la memoria, el pensamiento, la
orientacion, la comprensién, el lenguaje, la capacidad de aprender y de realizar
calculos, y la toma de decisiones. Los sintomas van mas alla de lo que podria
considerarse una consecuencia del envejecimiento normal. El deterioro de la
funcion cognitiva suele ir acompafiado y en ocasiones es precedido, por el deterioro
del control emocional, el comportamiento social o la motivacién (1).

La demencia es causada por diversas enfermedades y lesiones que afectan al
cerebro de forma primaria o secundaria, como la enfermedad de Alzheimer (EA) o
los accidentes cerebrovasculares, relacionados con demencia vascular (DVa), otros
tipos de demencia son: la causada por cuerpos de Lewy y la demencia
frontotemporal. Los limites entre los subtipos no son muy claros, por lo que a

menudo coexisten formas mixtas (1).

2.1.1 Epidemiologia de la demencia

En el afio 2011, se calcul6 que, a nivel mundial, 35,600 millones de personas vivian
con demencia, y estudios epidemioldgicos estiman que para el afio 2050 existan
115.4 millones. Ademas de que las cifras y los costos son enormes, el impacto en
lo médico, lo psicolégico y lo emocional, en los pacientes, sus cuidadores y
familiares es muy alto (1).

La EA es la forma mas comun de demencia y probablemente contribuye en un 60-
70% de los casos (1). Los pacientes con EA muestran pérdida de sinapsis y
neuronas, asi como placas seniles extracelulares y ovillos neurofibrilares (NFTSs) (2).
Las placas seniles son un agregado de péptido B-amiloide (AB), generado a partir

de la proteina precursora de amiloide (APP) (3,4). Los NFTs, son la acumulacion
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intraneuronal de agregados insolubles de tau. En condiciones normales tau se une
y estabiliza los microtibulos en los axones, sin embargo, bajo condiciones
patologicas, tau se vuelve hiperfosforilada, causando desprendimiento de los
microtUbulos y promoviendo la formacién de agregados insolubles, lo que conduce
a la aparicion de filamentos helicoidales y a la presencia de NFTs en los cerebros
de pacientes con EA. Aunque el deterioro cognitivo asociado a EA se relaciona
fuertemente con la acumulacion de AB y la severidad de la patologia tau, la relacion
precisa entre estas dos caracteristicas patoldgicas aun no es clara (5).

En la patogénesis de EA existen diversos factores etiolégicos y patogénicos, tales
como homeostasis alterada del calcio, factores genéticos, hormonales, inflamatorios
o inmunoldgicos, disfuncion vascular y desregulaciéon del ciclo celular, que
conducen a una disfuncion del sistema de neurotransmisores y consecuentemente
a un declive cognitivo (2).

Por otra parte, la DVa representa del 17-25% de los casos de demencia (6), es
resultado de efectos generales y locales de la enfermedad vascular, que ocasiona
lesiones por accidente cerebro vascular y otros cambios en la perfusion tisular (7).
Segun los criterios del “National Institute of Neurological Disorders and Stroke-
Association Internationale pour la Recherche et I'Enseignementen Neurosciences
(NINDS-AIREN)”, que son los mas utilizados para DVa, el diagnéstico es soportado
por la evidencia de presencia de demencia y de enfermedad cerebrovascular,
interrelacionados (8).

La etiologia de DVa comprende dafio en los vasos grandes y pequefios, siendo la
enfermedad cerebral de vasos pequefios la causa mas comun (6). Los sintomas
clinicos varian ampliamente dependiendo de las causas y la localizacién del dafio,
en vasos grandes comunmente genera multiples infartos corticales y un sindrome
de demencia multifocal cortical, mientras que el dafio en vasos pequefios,
usualmente como resultado de la hipertensién y diabetes, causa isquemia de la
sustancia blanca periventricular y accidentes cerebrovasculares lacunares
caracterizados clinicamente por demencia subcortical con déficit del I6bulo frontal,
disfuncion ejecutiva, lento procesamiento de la informacion, memoria deteriorada,

cambios de humor depresivos, ralentizacion de la funcibn motora, caracteristicas



parkinsonianas, marcha de paso pequefio, alteraciones urinarias y paralisis
pseudobulbar (9).

Muchos de los factores de riesgo para enfermedad cerebrovascular y para DVa
incluyendo los factores circulantes como el colesterol total (CT) en plasma,
colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad (C-LDL), o enfermedades
vasculares como diabetes mellitus, fibrilacién auricular, hipertension, aterosclerosis,
hipercolesterolemia y tabaquismo también representan un factor de riesgo para EA.
El grado en el que estos factores de riesgo contribuyen al deterioro cognitivo puede
estar influenciado por factores genéticos (6,7,9). Los desdrdenes microvasculares
podrian contribuir a la patogénesis de EA y sinérgicamente al deterioro cognitivo
relacionado con su patologia (9). El principal factor de riesgo para desarrollar EA es
la edad, sin embargo, existen factores asociados al estilo de vida que pueden
aumentar el riesgo de desarrollar la enfermedad, como: el consumo de alimentos
ricos en calorias y un estilo de vida sedentario, y otros factores, como: un menor
nivel de educacién, enfermedades vasculares y factores genéticos (10).

En la busqueda de factores de riesgo y rutas metabdlicas involucradas en el
desarrollo de demencia, y a partir de los hallazgos que relacionan niveles altos de
colesterol con el desarrollo de EA y DVa, y la importancia del colesterol en el
funcionamiento del cerebro, se ha ligado el metabolismo alterado del colesterol con

padecimientos neurodegenerativos.

2.2 El papel de los lipidos en DVay EA

Dentro de los lipidos, el colesterol tiene un papel fundamental en la fisiologia y
funcion del cerebro, la desregulacion de la homeostasis del colesterol se ha
asociado con la aparicibon de trastornos cerebrales y enfermedades
neurodegenerativas importantes (11-13). Los hallazgos sugieren que para la
neurodegeneracién la distribucion intracelular del colesterol puede ser mas
importante que las alteraciones en los niveles de colesterol total. El trafico de

colesterol, la acumulacion en la membrana plasmatica, endolisosomas y en



mitocondria pueden ser mas relevantes en la progresion de la enfermedad,
regulando vias de sefalizacion especificas y la funcion del compartimiento
intracelular (13).

Aunque ya se habian reportado alteraciones en la composicion lipidica en tejido
cerebral de individuos con EA, se logro establecer un vinculo entre el metabolismo
lipidico y EA cuando el alelo €4 del gen de la apolipoproteina E (APOE) fue
identificado como el factor de riesgo genético mas fuerte para Alzheimer esporadico,
los individuos que son portadores de una o dos copias del alelo €4 tienen un mayor
riesgo de desarrollar EA (14-17), esta relacion no se ha logrado establecer para
DVa (18-22). APOE codifica una proteina que funciona como un crucial regulador
del metabolismo del colesterol en el cerebro y del metabolismo de triglicéridos a
través del cuerpo (2). La importancia de ApoE4 en la patologia amiloide esta
respaldado por la evidencia de que se une a AP y modula su agregacion y
eliminacién (23), los portadores del alelo €é4 muestran un incremento en la formacién
de placa amiloide (23,24). Ademas, esta relacionado con multiples mecanismos de
relevancia para la EA, como la neurogénesis, el metabolismo de glucosa, funcion
sinaptica, cognicién, funcién mitocondrial, atrofia neuronal, neuroinflamacién y

fosforilaciéon de tau (13).

2.2.1 El Colesterol y DVa

Existe una gran variedad de mecanismos patologicos involucrados en el desarrollo
de DVa, donde los lipidos tienen vital importancia, por ejemplo la oxidacion lipidica,
ala cual el cerebro es particularmente susceptible debido al alto contenido de acidos
grasos poliinsaturados (6). Tanto los niveles elevados del colesterol ligado a
lipoproteinas de baja densidad (C-LDL) como los niveles bajos de colesterol ligado
a lipoproteinas de alta densidad (C-HDL) son factores de riesgo para aterosclerosis
carotidea y enfermedad arterial coronaria, lo que puede resultar en un deterioro
cognitivo secundario, hipoperfusion cerebral o embolia (6), sin embargo, la relacién

existente con DVa es controversial, por una parte se ha reportado que no se



encontré asociacion entre los niveles de C-LDL y marcadores de imagen obtenidos
mediante resonancia magnética nuclear (25,26), sin embargo, Longstreth y
colaboradores (27) encontraron asociaciones no esperadas para los niveles de C-
HDL y C-LDL con hiperintensidades de la sustancia blanca, niveles més altos de C-
HDL y niveles mas bajos de C-LDL se asociaron con empeoramiento de
hiperintensidades de la sustancia blanca, las cuales estan relacionadas con EA (28).
La asociacion de los niveles de colesterol total con el deterioro cognitivo y con DVa
tampoco es clara, se ha reportado que el nivel de colesterol total en la mediana edad
es un predictor del deterioro cognitivo 21 afios después (29), y que el incremento
del colesterol se encuentra asociado con un incremento en el riesgo de desarrollar
DVa en un periodo de 30 afios (30), sin embargo, también se han reportado
resultados con asociacion inversa (31).

2.2.2 El colesterol y EA

Desde 1906, cuando Alois Alzheimer (32) describi6 el primer caso de EA, él noto la
presencia de placas de A, ovillos neurofibrilares, y la presencia de “inclusiones
adiposas” o “granulos lipidicos" en células gliales, sugiriendo un metabolismo
lipidico aberrante (11).

En 1990 Larry Sparks y sus colaboradores (33) observaron que los cerebros de los
pacientes con enfermedad coronaria avanzada tenian placas seniles similares a las
gue se encontraban en pacientes con EA. En una publicacion posterior, se reportd
que una dieta alta en colesterol inducia la formacién de placas en el tejido cerebral
de conejos. Estas observaciones generaron interés en este tema y se comenzé a
realizar investigaciones, desde estudios epidemiolégicos retrospectivos vy
prospectivos sobre la relacion del nivel de colesterol y EA hasta estudios animales,
celulares y moleculares sobre el colesterol y la proteina AB (34).

Estudios en modelos animales e in vitro han revelado que niveles altos de colesterol
promueven la formacion de AB (35,36) y disminuyen la secrecion de amiloide soluble

(24,34,37,38). Ademas se han reportado niveles elevados de colesterol en las



membranas cerebrales de ratones adultos (39) y un aumento del flujo de colesterol
a través del sistema nervioso central (SNC) en el envejecimiento y en EA temprana.
En humanos, niveles elevados de colesterol en plasma han sido asociados con un

mayor riesgo de desarrollar EA en edades avanzadas (40-42).

2.2.2.1 El colesterol y las placas amiloides

AB es un producto fisiolégico normal del procesamiento de la proteina precursora
de amiloide (APP) y es un componente soluble del plasma y del liquido
cerebroespinal (43). Es generado a partir de APP mediante escision secuencial de
B- y y-secretasa (también llamada BACE-1). B-secretasa actua en el segmento N-
terminal, formando sAPPB soluble, seguido de la accién de y-secretasa en el
fragmento C-terminal para liberal AB. a-secretasa, también es capaz de escindir
APP, pero esto ocurre dentro de la region AB, y por lo tanto se denomina no
amiloidogénico (3,4). Después de que AP es generado, el péptido es catabolizado
por peptidasas o depurado mediante otros mecanismos (44), sin embargo, cuando
ocurre un desbalance entre la sintesis y su depuracion, resulta una acumulacién
anormal de AB y la formacion de oligobmeros toxicos  (11).
Existen dos variantes carboxilo terminal principales de AB, que se componen
principalmente de péptidos de 40 y 42 aminoacidos (llamados ABR40 y Ap42,
respectivamente), AB40 es la especie principal secretada y encontrada en el liquido
cefalorraquideo (43), mientras que AB42 es la especie predominante en las placas
amiloides, y es mas hidrofoba y menos soluble que AB40; por lo tanto, es mas
propenso a la agregacion y deposicion, y es la causa de la neurotoxicidad y pérdida
singptica (43). Estas placas amiloides pueden ser directamente neurotéxicas,
afectar las funciones sinapticas, inducir estrés oxidativo, incitar una respuesta
inflamatoria, inducir la fosforilacion de tau y alterar la homeostasis del calcio. Estos
eventos pueden estar mediados por la interaccion directa de AR con las membranas
celulares, o por la union de AB a los receptores celulares microfgliales y neuronales
(4,45).



Aunque el mecanismo por el cual el colesterol podria estar involucrado en EA
permanece aun sin aclararse, se ha sugerido que las balsas lipidicas estan
involucradas en la biogénesis, el catabolismo, la agregacion y la acumulacion de
AB, asi como la neurotoxicidad mediada por AB (44,46). Se sabe que el colesterol
se asocia con esfingolipidos en las membranas para formar microdominios
organizados y resistentes a los detergentes conocidos como balsas lipidicas (47),
las cuales desempefian un papel central en diversos procesos celulares, incluidos
el arreglo de membranas, el tréfico y la transduccién de sefiales (44), anclan
proteinas transmembrana importantes implicadas en la patogénesis de EA,
incluyendo - y y-secretasa (37,48,49), por lo que el enriguecimiento de colesterol
en las balsas lipidicas puede facilitar el reclutamiento de APP, (3- y y-secretasas a
estos microdominios; y, en consecuencia, la produccién de péptidos AB (50), tanto
a través del reclutamiento de APP como del aumento del compartimento endosomal

gue favorece el reciclaje de APP de la superficie celular (51).

2.3 Mecanismos de homeostasis del colesterol en el cerebro

El cerebro es el 6rgano con el mayor contenido de colesterol, exhibe una
concentracion 10 veces mayor comparado con otros tejidos, y aunque soélo
representa el 2.1% del peso corporal, contiene el 23% del colesterol total (52).

El colesterol existente en el cerebro es practicamente producido en su totalidad por
sintesis de novo, ya que la barrera hematoencefalica evita la absorcion celular del
colesterol de las lipoproteinas de la circulacion sanguinea (53). En el sistema
nervioso central, practicamente todo el colesterol (>99.5%) se encuentra en su
forma no esterificada (54), y la mayor parte se cree que reside en 2 grupos
principales: cerca del 70% esta presente en las vainas de mielina de
oligodendrocitos (sustancia blanca) y el otro 30% esta presente en las membranas
plasmaticas de astrocitos y neuronas (54,55).

La homeostasis del colesterol es regulada por el equilibrio dinamico de la absorcion,
la sintesis de novo, la esterificacion, el catabolismo y la liberacion (53). El colesterol



celular es sintetizado principalmente en el reticulo endoplasmico (RE) a partir del
acetato en un complejo proceso que involucra alrededor de 30 etapas enzimaticas.
El primer paso es la conversion de tres moléculas de acetil-CoA a 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA (HMG-CoA) en el citoplasma y después la irreversible conversion
a mevalonato con la enzima HMG-CoA reductasa (HMGR), proceso asociado con
el reticulo endoplasmatico. Esto es seguido por una seria de reacciones enzimaticas
que secuencialmente convierten mevalonato en 3-isopenenil pirofosfato, farnesil
pirofosfato, escualeno, lanosterol y finalmente a colesterol en un proceso de 19
pasos, involucrando dos vias distintas pero relacionadas, la via de Bloch y la via de
Kandutsch-Russel (53,56).

La biosintesis de colesterol tiene una regulacion compleja, cuando los niveles son
bajos, la escision de la proteina de union a elementos reguladores de esterol
(SREBP) unido al RE, induce la generacion de factores de transcripcion que se unen
al elemento regulador de esterol (SRE-1) el cual controla la transcripcién de HMGR
y otros genes involucrados en el metabolismo y transporte de colesterol y otros
lipidos. Los niveles altos de colesterol ejercen control mediante inhibiciébn por
retroalimentacion y estimulando la ubiquitinacion y degradaciéon de HMGR por el
proteasoma (53). La maquinaria celular que responde a un exceso de colesterol se
expresa mayormente en neuronas que en astrocitos, por lo tanto las neuronas
pueden manejar el exceso de colesterol por diferentes mecanismos, como la
esterificaciéon y posterior almacenamiento intracelular en gotas de lipidos, la
excrecion directa a través de transportadores ABC (ATP-binding cassette) (57,58)
o la conversion a 24-OCH a travées de CYP46A1 (59).

La esterificacion del exceso de colesterol libre es catalizada por la enzima
acilcoenzima A: colesterol aciltransferasa 1 (ACAT1) también llamada esterol O-
aciltransferasa 1 (SOAT1) en el reticulo endoplasmico (60), los ésteres de colesterol
tienden a la coalescencia en medios acuosos y forman pequefias gotas de lipidos
citoplasmaticos, las cuales se acumulan en el interior o son expulsadas a traves de
la membrana en el ambiente extracelular (23,61). La acumulacion de ésteres de
colesterol en gotas lipidicas representa alrededor del 1% del total del colesterol

contenido en el cerebro adulto (62).
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La via de mayor excrecion de colesterol del cerebro es la hidroxilacion de colesterol
a 24-hidroxicolesterol (24-OHC) por el CYP46A1, que es responsable del 40-50%
de la conversion (57). El 24-OHC es transportado por ApoE a la barrera
hematoencefélica, donde es expulsada del cerebro mediante difusion o mediante
transportadores de aniones organicos (11), una vez en la circulacion, el 24-OHC se
une a LDL, es captado por los hepatocitos y excretado en las sales biliares. La
liberacion de 24-OHC activa mecanismos de sintesis de colesterol, mientras que los
niveles de colesterol superiores al umbral favorecen la expresion de CYP46A1 (63).

2.4 ACAT1/SOAT1

Como ya se menciond la esterificacion del exceso de colesterol libre es catalizada
por la enzima ACAT1/SOAT1, la mayor parte de la investigacion de ACAT1 se habia
enfocado como blanco terapéutico para tratar la aterosclerosis, sin embargo, se han
mostrado efectos benéficos de la inhibicion de esta enzima en modelos animales de
la enfermedad de Alzheimer y en una nueva area de interés, el cancer (64—67).

El primer gen ACAT fue identificado en 1993 (68). ACAT tienes 2 isoformas y es
miembro de la familia de enzimas MBOAT (membrane bound O-acyltransferase).
En humanos, hay 11 miembros de la familia MBOAT, con diversas funciones
bioldgicas, pero con mecanismos cataliticos similares. El principal sustrato para
ACAT1 y ACAT?2 es el colesterol, ambas enzimas utilizan una molécula de acido
graso acilcoenzima A de cadena larga como el donador de acil graso para convertir
el colesterol a ésteres de colesterol (69).

ACAT1 es codificada por un gen localizado en 2 diferentes cromosomas, 1y 7, con
18 exones (61). ACAT1 y ACAT?2 tienen localizacion intracelular diferente y una
funcidbn metabdlica para cada enzima (70). ACAT1 se encuentra en el reticulo
endoplasmico y esta expresada en practicamente todos los tejidos, incluidos el
cerebro, glandulas adrenales, rifion y macrofagos. ACAT2 regula la absorcion de

colesterol en las células de la mucosa intestinal y esta expresada principalmente en

11



el intestino y en el higado, aunque se expresa en otros tejidos, lo hace en mucho
menor nivel que ACAT1 (69,70).

2.4.1 La relacion de ACAT1 con EA

Se observé que en los cerebros de pacientes con EA y en modelos de ratones, el
contenido de ésteres de colesterol es significativamente elevado en las regiones
afectadas con placas amiloides, se ha sugerido que la compartimentacion de
colesterol intracelular y los ésteres de colesterol citoplasmicos formados por ACAT1
regulan la produccion de AR (62,71).

La primera evidencia experimental que relacion¢ la actividad de ACAT y EA fue
proporcionada por Puglielli y colaboradores (72), el estudio mostré en un modelo de
células derivadas de ovario de hamster chino (CHO) y un modelo de células
neuronales, que los niveles de ésteres de colesterol se correlacionaron con la
produccion de AB. Los niveles crecientes de ésteres de colesterol potencian la
liberacion de AB en células cultivadas, mientras que la inhibicién farmacoldgica de
ACAT1 conduce a la reduccion de AB y de ésteres de colesterol (23,61).
Considerando que el equilibrio entre el colesterol libre y los ésteres de colesterol es
un punto clave en el control de la amiloidogénesis y con los resultados obtenidos la
idea de que ACAT1 podria ser un blanco terapéutico se ha fortalecido (72-81), por
lo que junto con B- y y-secretasa, los Unicos blancos terapéuticos que modulan
directamente la generacion de A, los inhibidores de ACAT podrian ser parte de
otra clase de compuestos que indirectamente modulan la generacion de AB (73),
mientras que otras estrategias se enfocan en la agregacién y/o depuracion.
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2.5 Inhibidores de ACAT1

Los primeros farmacos inhibidores de ACAT, disefiadas para el tratamiento de la
aterosclerosis, fueron moléculas con poca absorcion, que actuaban localmente,
bloqueando la absorcion intestinal de colesterol, después de resultados
desfavorables (82,83), la inhibicion de ACAT intestinal no parecia una buena opcién
para la reduccion del colesterol plasmatico en humanos (84). Sin embargo, se
continué con la busqueda de moléculas que actuaran directamente en el higado o
en las células de la pared vascular y se sintetizd el compuesto CI-976 (85), el cual
parecia que producia una inhibicion directa de la actividad de ACAT en la pared
arterial (84), pero presentaba toxicidad adrenal, para evitarlo, se desarrollaron
inhibidores mas hidrosolubles, de este modo se sintetizd CI-1011 (86), denominado
avasimibe, el cudl llego a probarse en estudios clinicos fase Il (84), con resultados
no favorables en la aterosclerosis coronaria evaluada por ultrasonido intravascular
en un estudio multicéntrico con 509 pacientes (87).

Desafortunadamente, los prometedores resultados de los estudios realizados en
animales no se han podido evidenciar en los estudios realizados en humanos.
ACTIVATE (88) y CAPTIVATE (89) fueron disefiados para evaluar la seguridad y
eficacia de pactimibe (un potente inhibidor de ACAT1 y ACAT?2), los resultados no
fueron favorables. En ACTIVATE no se observé disminucion en el progreso de
ateroma (90) y aunque CAPTIVATE tuvo que ser suspendido antes de lo planeado
(por los resultados obtenidos en el primer estudio), en los resultados preliminares
no se observaron diferencias significativas en las pruebas para evaluar el grosor de
la intima-media de la carétida (CIMT) y ademas, el grupo con pactimibe tuvo 7.3%
de incremento en los niveles C-LDL comparado con 1.4% del grupo placebo
(p=0.001) (89).

En el caso de EA se han obtenido resultados positivos (Tabla 1), la administracion
sistémica de CP-113,818 en un modelo animal con mutaciéon hAPP7s1 durante 60
dias mostro reduccion del déficit cognitivo y del numero de placas de AB en un 88%

(p<0.0000016) (73). Por su parte, avasimibe, también se probé en un modelo animal
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con mutacion hAPP7s1, obteniendo como resultado una disminucion en la carga
amiloide limitando la generacion e incrementando la depuracion de AB (77).

El bloqueo de ACAT1 presenta multiples beneficios, disminuye la produccion de A
al reducir la proteina APP, el bloqueo de ACAT1 promueve la biogénesis de
lisosomas mediada por autofagia para mejorar la depuracion de AB42 en la microglia.
Ademas aumenta la autofagia en neuronas y promueve la degradacion de tau antes
de que se hiperfosforile (23). Sin embargo, se debe toman en cuenta que podrian
inhibir otras enzimas de la familia MBOAT, generando efectos indeseables, por
ejemplo el inhibidor CI-976 mostré que inhibe multiples pasos del transporte de
membrana, en parte al inhibir la actividad enzimatica de lisofosfolipido
aciltransferasa 3 (91). Una segunda consideracion para el uso de los inhibidores es
que son compuestos muy hidrofébicos y pueden ser secuestrados en la bicapa
lipidica, pudiendo alcanzar una concentracion local alta, afectando las propiedades
biofisicas de la membrana. Los efectos a corto y largo plazo de estos compuestos

en el sistema nervioso central no estan claramente establecidos (23).
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Tabla 1. Resumen de los principales resultados y aportaciones de los estudios con inhibicion de ACAT1

Nombre y ref Modelo observacion Principal contribucién

CP-113,818 Modelo in vitro Efecto maximo con 10 pM de CP- Los niveles en EC estan correlacionados con

y Dup128 113,818, aumento de CL (~42%) y los niveles de AB y la actividad de ACAT

disminuciéon de EC (~45%). Ambos modula directamente la generacion de AB a
disminuyen ABwta Y AB42 de forma través de la generacion de EC (72).
dependiente de la concentracion.

CP-113,818 Modelo in vitro y Se reduce la acumulacion de placas Se sugiere que el uso de un biopolimero con
murino _ con de AB enun 88-99% y de EC cerebral liberacion controlada de un inhibidor de ACAT
sobreexpresion  de en un 86%. puede ser considerada como una potencial
hAPP7s.. 60 dias de | aprendizaje espacial se mejora estrategia para el tratamiento y prevencion de
zfjm'”fsnac'on € Jigeramente y se correlaciona con la EA (73).

iopolimero de 77 . .
liberacion modificada  disMinucion en los niveles de AB.

Knockdown Knockdown de la Con 3ug de siRNA, disminuyeron Los resultados sugieren que RNAi ACAT1

de ACAT1 expresion de 54.4% (p=0.007) los niveles de afectalos niveles de a-, B-, y y-secretasa, AR,
ACAT1 mediante ACAT1, 21.6% (p<0.001) los EC, APP-C99 y APP-C83. Se propone que la
RNAI 48.4% (p=0.002) APP-C99, 27.4% inhibiciébn farmacoldgica y mediante ACAT1

(p=0.004) APP-C83, 39.2% (p=0.003) RNAI actdan por la misma via o por una
AB Y 27.8% (p=0.024) ABaz. similar (74).

CP-113-818 Modelo murino con La disminucion de APP maduro Se propone que los inhibidores de ACAT

and CI-1011  sobreexpresion de contribuye a la reduccidbn de la limitan la disponibilidad de APP maduro para
hAPP7s1 generacion de AB generar AB, modulando el trafico de APP en

fases tempranas de la via secretora (75).

Inhibicién Inhibicibn genética Reduccion mayor al 60% en hAPP,en Se propone que la inhibicion aumenta el

genética en raton triple sus fragmentos proteoliticos y sustrato de CYP46Al, aumenta el 24-OHC,
transgénico (3XTg- disminucion de déficit cognitivo. ocasionando una rapida regulacion negativa

AD)

Causa un aumento de 32% de 24-
OHC (p=0.007), el contenido de
HMGR disminuyé 65% (p=0.001), y
13% el contenido de CL (p=0.04).

de hAPP, quiza por la aceleracion de la
velocidad de degradacion en el RE. Ademas,
el 24-OHC, puede provocar una regulacion
negativa de HMGR y de la biosintesis de
colesterol, provocando la reduccién de CT en
los cerebros de los ratones (76).
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Cl-1011 Ratones En ratones jovenes CI-1011 Los inhibidores de ACAT pueden reducir el
Avasimibe transgénicos hAPP, disminuy6é la carga amiloide en la amiloide difuso mediante una disminucion en
de 6.5 y de 16 cortezayenelhipocampoyredujolos la generaciony un aumento en la depuracion
meses. Tratamiento niveles de AB40 en 14% (p=0.019), de AB (77).
por 2 meses con un Afs2 en 26% (p<0.001) y fragmento
biopolimero de C-terminal de APP. En ratones viejos
liberacion con patologia amiloide pre-existente,
modificada. parece reducir la placa difusa, pero no
tuvo efecto en los niveles de AB en
plasma.
Inhibicién Knockdown La terapia disminuye los niveles de AR Proporciona evidencia de que AAV liberado
genética genético en modelo cerebral y hAPP a niveles similares a en un é&rea clave del cerebro puede tener
murino de EA la completa inhibicibn genética de efectos en la actividad de ACAT vy el fenotipo
mediante AAV ACAT1. de EA. Justifica futuras investigaciones para
el tratamiento de EA con terapia génica de
knockdown (78).
K604 e Modelo in vitro y Tanto la inhibicibn farmacologica ElI bloqueo puede promover la autofagia
inhibicién murino con como la genética incrementan la independientemente de mTOR para activar la
genética Knockout genético degradacion de ABs42y promueven la red coordinada de expresion y regulacion
de ACAT1 protedlisis lisosomal de ABa42. lisosomal, por lo que podria tratarse de una
nueva ruta en Dbeneficio de varias
enfermedades neurodegenerativas (79).
K604 Modelo in vitro y en Se incrementa la autofagia en células El bloqueo de ACAT de disminuir la carga AB,

ratones triple
transgénico (3XTg-
AD)

neuronales y disminuye la proteina
P301L-tau. In vivo, disminuye el
contenido de P301L-tau en el cerebro
de ratones jovenes, pero no en los
ancianos.

puede tener efectos en la reduccion de la
proteina tau en etapas tempranas (80).

24-OHC: 24-hidroxicolesterol; APP: Proteina precursora de amiloide; AVV: Virus adeno-asociados; CL: Colesterol libre; CT: Colesterol total;
EC. Esteres de colesterol; HMGR: Hidroximetilglutaril reductasa; RE: Reticulo endoplasmico
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2.5.1 Mecanismo propuesto del efecto del bloqueo de ACAT1 en

demencia

Un posible mecanismo (figura 1) consistente con la reduccion de la patologia AR y
las alteraciones cognitivas es que el exceso de colesterol libre en el cerebro
resultado de la supresion de ACAT1 provoca una regulacion negativa de APP y
ademas, al incrementarse el sustrato de CYP46A1, el colesterol es convertido en
24-OHC, posteriormente el 24-OCH cruza la barrera hematoencefalica para llegar
a la periferia, lo que conduce a la reduccion de niveles de colesterol en el cerebro
(81). Ademas de disminuir la produccién de AR al reducir la proteina APP, es
probable que el bloqueo de ACAT1 también estimule su depuracion (23). La
microglia, es el tejido macrofagico residente en el SNC y desempefia un papel
importante en la depuracién de AB en el cerebro, se ha demostrado que la
depuracion microglial alterada de AR participa en la patogénesis de EA (92,93).
Shibuya y colaboradores (79) mostraron en un modelo in vitro e in vivo que el
blogueo genético de ACATL1 en ratones incrementa la fagocitosis de AB42 y estimula
su degradacion lisosomal. La autofagia, también llamada macroautofagia, es un
proceso de degradacion celular, en donde una estructura de doble membrana,
denominada autofagosoma, engloba componentes citosélicos, incluyendo
proteinas/péptidos desnaturalizados y/o propensos a agregacion, tales como AB, y
se fusiona con los lisosomas para degradar el contenido secuestrado, formando
autofagolisosomas (23).

La autofagia puede ser inducida por la inhibicién de la diana de rapamicina en
células de mamifero (MTOR), que es una cinasa de serina-treonina que regula la
homeostasis celular, el crecimiento y la proliferacion (94). El factor de transcripcién
EB (TFEB), promueve la transcripcién de genes diana relacionados con la expresion
y regulacion lisosomal, coordinando la biogénesis de lisosomas y la autofagia. La
inhibicion de mTOR activa la via de sefalizacion de TFEB para promover la
formacion de autofagosomas y la biogénesis de lisosomas (23). En un modelo in

vitro con el inhibidor K-604 y con inhibicidon genética se observo un incremento en
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la autofagia y la biogénesis de lisosomas mediada por TFEB, de una forma
independiente de mTOR (79).

Se ha reportado que ACAT1 estéa localizada en mayor proporcion en la membrana
del RE asociado a mitocondria (MAM) comparado con el RE y las mitocondrias (95).
MAM puede servir como plataforma para la formacion de autofagosomas, y es
posible que el bloqueo de ACAT1 pueda modificar el contenido de colesterol en
MAM, lo cual provocaria un incremento en la formacién de autofagosomas y un
aumento en el volumen lisosomal. Ademas, el incremento de contenido de colesterol
en los autofagosomas puede promover la fusibn de membranas entre

autofagosomas y lisosomas.

Figura 1. Potencial mecanismo en la supresion de ACAT1

_Produccion
7 _\
'~.;-:,_,/f'/l de AB

APP

~d (. Depuracion
(+) \ P (@) de AB

\\\ 4

= Autofagolisosomas

Potencial mecanismo consistente con la reduccién de la patologia AB, resultado de la
supresion de ACATL1. El bloqueo incrementa los niveles de colesterol, sustrato de
CYP46A1, por lo tanto, el 24-OHC también aumenta, se disminuye la produccion de AB por
la reduccion de APP, ademas el incremento del contenido de colesterol puede promover la
fusién de membranas entre autofagosomas y lisosomas y aumentar la depuracién de ApB.
AB: Beta Amiloide; ACAT: acil-CoA: colesterol aciltransferasa; EC: ésteres de colesterol;
Col: Colesterol; 24-OHC: 24-hidroxicolesterol; APP: Proteina precursora de amiloide.
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2.6 En busca de un tratamiento

Existen dos clases de farmacos aprobados para el deterioro cognitivo: los
inhibidores de colinesterasas (ICE) y los antagonistas del receptor N-metil-D-
aspartato (NMDA) (96,97), aunque no proporcionan una cura, su propoésito es
estabilizar el estado cognitivo y funcional, con el beneficio secundario de reducir
potencialmente los problemas de comportamiento asociados con la demencia (97).
El déficit colinérgico que caracteriza a la EA proporciona una razon para el uso de
ICE, la acetilcolina es utilizada por las neuronas colinérgicas, involucradas en
procesos de memoria, aprendizaje, atencion y respuesta al estrés. En el caso de
EA, se ha mostrado que junto con la reduccidn de la transcripcion de
acetiltransferasa de colina (enzima que sintetiza acetilcolina), la acetilcolinesterasa
puede interactuar con AB y contribuir al progreso de la enfermedad (98). Los ICE
actian por la union reversible e inactivacion de la acetilcolinesterasa,
incrementando el tiempo que el neurotransmisor acetilcolina permanece en el
espacio sinaptico (97). Existen tres medicamentos aprobados bajo la categoria de
ICE, donepezilo, galantamina y rivastigmina (97,99), tienen efectos modestos y
temporales en la mejora de la funcion cognitiva en pacientes con EA (99); existe
muy poca evidencia que sugiera que estos medicamentos realmente pueden
retardar el progreso y esta claro que no previenen el desarrollo de demencia (96).
Sin embargo, sus beneficios reales y potenciales pueden extenderse mas alla de lo
cognitivo, ya que, al reducir la descomposicién de la acetilcolina, aumentan la
actividad colinérgica de forma central y periférica (99).

En general, los ICE son empleados fuera de indicacion para tratar otras formas de
demencia como la DVa, la demencia mixta y con cuerpos de Lewy (97,99). Sus
efectos adversos son generalmente leves y transitorios, aparecen
aproximadamente en 20% de los pacientes y principalmente son efectos
gastrointestinales, como diarrea, nauseas y vomito, aunque también puede ocurrir
bradicardia y pérdida de peso (97,100).

En el caso del antagonista del receptor NMDA, memantina, fue aprobado por la FDA
a finales de 2003 para EA moderada a severa, es un antagonista no competitivo del
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receptor NMDA con moderada afinidad, puede proteger contra la sobreestimulacion
de estos receptores, presente en EA, asi como la consiguiente neurotoxicidad
mediada por glutamato y calcio (101). En revisiones sistematicas (102,103) se ha
reportado que tiene un pequeiio efecto benéfico pero clinicamente detectable en la
cognicion de pacientes con EA moderado a severo, y aunque en general es bien
tolerado, se pueden observan efectos como mareos, dolor de cabeza, confusion e
ideas delirantes.

La terapia combinada de memantina e inhibidores de colinesterasa ha mostrado
que provee un efecto benéfico adicional en pacientes con EA (104,105). La
farmacoterapia prescrita debe ser evaluada periédicamente y debe considerarse la
descontinuacion cuando la demencia ha avanzado a tal punto que el paciente es
totalmente dependiente para todas las actividades de la vida diaria y la preservacion
del estado cognitivo y funcional ya no es alcanzable, ademéas de considerar los
efectos adversos (97).

Se estan investigando nuevos tratamientos y estrategias terapéuticas con el objetivo
de frenar el curso de la enfermedad, estos nuevos tratamientos consideran la
complejidad neuropatolégica y algunos estan dirigidos a multiples dianas y con la
intencidn de ser administrados en fases iniciales de la enfermedad, para mejorar la
eficacia de estos tratamientos sera necesario desarrollar nuevas técnicas de
diagndstico para identificar el padecimiento de manera temprana o incluso que se
permita predecir el desarrollo de este (106). Gran parte de la investigacion se ha
centrado en terapias directamente dirigidas contra AR, principalmente
inmunoterapias, otras dirigidas para disminuir la produccién de AB, mediante la
inhibicién de B- y y- secretasa, y también terapias directamente contra la proteina
tau (107). Los fracasos de las inmunoterapias con A aumentan el cuestionamiento
de que si este blanco es el adecuado para el tratamiento eficaz de EA (108).
También han sido de utilidad los estudios genéticos, los cuales han dirigido hacia el
estudio de nuevas vias de la patogénesis, y que estan siendo exploradas en
modelos celulares y animales, pretendiendo llegar a la identificacion de nuevos

blancos terapéuticos (109). La evidencia genética ha sefialado las mutaciones en
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APP y las enzimas que escinden AB de APP, como sustanciales para la
participacion de AB en la patogénesis de EA (108).

Una de las vias relacionadas que se ha logrado identificar ha sido, la del
metabolismo de los lipidos, y a pesar de que una gran cantidad de estudios
conectan el metabolismos de los lipidos con la patogénesis de EA y lo relacionan
con DVa, existen pocos enfoques terapéuticos que exploten esta conexion, con la
excepcion de los farmacos que afectan el metabolismo del colesterol, como las
estatinas y los inhibidores de ACAT1 (2).

Debido a la relacion del colesterol con la demencia, se ha observado el efecto de
los inhibidores de la biosintesis de colesterol, las estatinas, y parecen disminuir la
generacion de APP, la secrecion neuronal de AB y la sintesis de novo de colesterol
(24). Estudios epidemiolégicos muestran que la prevalencia del diagndstico de EA
y DVa es menor entre las personas que consumen estatinas que entre las que no
(110-112). Las estatinas son utiles en la prevencion de ocurrencia y recurrencia de
eventos vasculares, estos efectos estan relacionados con su capacidad para reducir
las lipoproteinas de baja densidad y otros efectos farmacolédgicos como sus efectos
anti-inflamatorios, antioxidantes, la inhibicién de la agregacién plaquetaria, la mejora
de la perfusién sanguinea y sus propiedades neuroprotectoras (113), lo cual puede
reducir la incidencia de demencia posterior al accidente cerebrovascular (6).

Los resultados de estudios observacionales y ensayos clinicos aleatorizados han
mostrado resultados contradictorios (110,114-119) y aunque diversos estudios
observaciones han sugerido un papel beneficioso de las estatinas en la prevencién
de demencia debido a que no existe evidencia suficiente no se recomiendan para

prevenir el deterioro cognitivo o demencia (119).
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2.7 Farmacogenética de los blancos terapéuticos

Se estima que soélo del 20-30% de los pacientes con demencia responden
apropiadamente a los medicamentos convencionales, esta respuesta variable se
debe, en gran medida, a factores genéticos, epigenéticos y ambientales. Uno de los
problemas asociados es que los aspectos moleculares de la patologia ain no han
sido completamente dilucidados, por lo que los blancos terapéuticos pudieran no
ser los apropiados para la real etiologia de la enfermedad, ademas la mayoria de
los tratamientos son sintomaticos, pero no anti-patogénicos, aunado a que los
componentes genéticos estan pobremente definidos y por lo tanto el entendimiento
de las interacciones farmaco-genética es muy limitado. Para lograr una optimizacion
de la terapéutica, se requieren considerar varios aspectos como: el costo de los
medicamentos, un enfoque multifactorial a los desérdenes crénicos, implementar
nuevas terapias que aborden factores causales y establecer estrategias
farmacogenéticas en el desarrollo de farmacos (120), la farmacogenética puede ser
atil para mejorar la eficacia en los estados tempranos del desarrollo de farmacos
(121).

La farmacogenética es el estudio de la respuesta farmacoldgica del individuo segun
Su genotipo, y trata de identificar variantes genéticas que influyen en la respuesta
terapéutica de los farmacos. Esta disciplina ofrece la oportunidad de, con base en
el perfil genético del paciente, orientar sobre cuales terapias farmacolégicas pueden
ser mas eficaces y con menos efectos adversos antes de ser administradas (122).
Las terapias personalizadas basadas en perfiles gendmicos implican la
caracterizacion de 5 tipos de grupos de genes: los asociados con la patogénesis de
la enfermedad; genes asociados con el mecanismo de accion de los medicamentos;
los asociados con el metabolismo de farmacos (fase | y fase Il); los asociados con
transportadores de farmacos; y los genes pleiotropicos involucrados en cascadas y
rutas metabolicas (120).

Los avances cientificos y tecnoldgicos han permitido incrementar la identificacion y
el conocimiento sobre variantes comunes y raras que contribuyen al riesgo de

demencia y han generado nuevas oportunidades para entender los mecanismos
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implicados en el padecimiento, esto puede contribuir al diagnéstico y directamente
al tratamiento (123).

Cacabelos (121), propone que la primera etapa en el curso natural de eventos
técnicos para lograr metas eficientes en farmacogenética y farmacogendmica es la
identificacion de genes mutantes y/o variantes polimorficas de riesgo. Tanto en EA
como en DVa, el estudio de los factores genéticos ha ido en aumento, en un inicio
los estudios se realizaban con pocos polimorfismos genéticos, pero actualmente se
han introducido estudios de asociacién de genoma completo.

Los polimorfismos, son la base natural de la variabilidad genética dentro de una
misma especie y se les denomina de esta forma cuando una mutacién esta presente
en la poblacién con una frecuencia igual o mayor al 1%, Existen distintos tipos de
polimorfismos en el genoma humano pero los mas frecuentes son los polimorfismos
de nucledtido unico (SNPs o snips), que se refieren al cambio en una sola base o
nucleodtido (124).

Los SNPs alteran la regulacion de la expresion de un gen o pueden tener la
capacidad de cambiar la secuencia de aminoacidos que forman una proteina, de
manera especifica en cada persona, lo cual, ademas de explicar la individualidad
humana, se ha observado que confiere también susceptibilidad o resistencia a
enfermedades comunes, asi como variabilidad en la respuesta a medicamentos de
uso comun (125).

La EA tiene un fuerte componente genético, sin embargo, la susceptibilidad
individual es poco clara debido a su complejidad genética (126). En los ultimos afios
se han investigado mas de 3 mil genes relacionados con EA (120,127). Pese a la
cantidad de estudios realizados y el nimero de genes estudiados, Ridge y
colaboradores (128) estimaron que en total el 33% del total de la varianza fenotipica
se explica por los SNPs comunes. APOE solo explica el 6% y otros marcadores
conocidos el 2%, lo que significa que mas del 25% de la varianza fenotipica no se
ha logrado identificar con los marcadores comunes, sin embargo, esta dada por
SNPs comunes incluidos en arreglos de genotipado. En general, mutaciones en 3
genes, APP, presenilina 1 (PS-1) y presenilina 2 (PS-2) se han relacionado con EA

de inicio temprano de caracteristicas autosémico dominante, juntos suman el 40%
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de los casos de EA de inicio temprano (129,130). En EA de inicio tardio, el cual
suma el 95% de los casos, es el alelo ¢4 de APOE el que ha sigo genéticamente
ligado a EA (129).

Los estudios realizados se han centrado en genes relacionados con vias que se
sabe son importantes en la patogénesis, como el metabolismo de los lipidos. Los
genes involucrados en el metabolismo lipidico tienen una importante funcioén en el
cerebro; por lo tanto, los polimorfismos presentes en estos genes pueden tener un
efecto importante en el funcionamiento del cerebro (123,126). Algunos de los genes
involucrados en el metabolismo lipidico y que se han incluido en estudios de GWAS
son APOE, CLU, ABCA7, SORL1, entre otros (126).

Debido a la funcion que cumple ACAT1 en la homeostasis del colesterol en el
cerebro, se ha supuesto que las modificaciones en la actividad enzimatica podrian
estar relacionadas con el inicio o progreso de EA. Los primeros estudios en
investigar la posible relacién, fueron estudios de asociacion genética con SNPs y su
relacion con la presencia de EA (tabla 2), sin embargo, mientras algunos estudios
reportan una asociacioén significativa (61,131), otros estudios no la encontraron
(132,133). Con el avance de la tecnologia, fue posible analizar mdltiples
polimorfismos en un gran numero de participantes, lo que considera las
caracteristicas multifactoriales y multigenéticas de la enfermedad, lo cual podria
proporcionar una mejor aproximacion, ACAT1 ha sido incluido en estudios
(123,134-137) donde la asociacién fue investigada en un grupo de polimorfismos
en genes involucrados en toda una via metabdlica, sin obtener resultados

definitorios.
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Tabla 2. Estudios de asociacidén genética entre ACAT1y EA

Poblacion n SNPs Resultados
Suiza, 309 rs1543876 Genotipo A/A de rs1044925 fue
Alemania, pacientes con rs2152318 asociado con riesgo reducido de EA
Greciae ltalia EA / 356 rs1044925 (OR=0.6, 1C95%=0.4-0.8), baja
controles carga amiloide cerebral (p=0.03),
sin impacto en NFT (p=0.280).
Disminucion del 40% en el nivel de
colesterol en CSF de los portadores
de A/A comparado con los no
portadores, (0.46+0.17 VS
0.76+0.26 mg/dl, p=0.005). Los
resultados sugieren que el genotipo
puede estar asociado con actividad
reducida de ACAT1.
No hubo asociacion de rs2152318
(p=0.9) ni de rs1543876 (p=0.5)
(131).
Poblacion del 107 rs1044925 Parece no haber asociacion entre
norte de pacientescon rs1044925 y el riesgo de EA
China EA / 118 esporadico (OR 0.94, IC
controles 95%=0.48-1.86). Frecuencia del
alelo fue diferente comparado con
otras poblaciones (132).
Muestras de NIMH: 440 rs2493117 Las muestras de NIMH revelaron
NIMHy CAG afectados y rs2256282 una tendencia hacia la asociacion
348 no rs1543876 en inicio "temprano / mixto" (P =
afectados. rs2152318 0.06), no se observa evidencia de
CAG: rs2152320 asociacion en la muestra CAG (P =
154 rs2152319 0.7). Ninguno de los analisis de
afectados y rs3753526 haplotipos revelo sefales
180 no rs1044925 significativas.
afectados Este andlisis no soporta una
contribucion clinicamente relevante
de las variantes genéticas en
ACAT1 sobre el riesgo de EA (133).
Finlandia 410 rs2247071 Genotipo C/C de rs2247071
pacientes con rs2862616 aumenta el riesgo para EA
EA / 455 rs3753526 (OR=1.38, 1C95%= 1.01-1.89;
controles rs1044925 p=0.043), no se encontrd relacion

significativa en los niveles de ABaz,
tau y ptau.

No hubo asociacién de rs2862616,
rs3753526 y 1044925 con EA (61).

*The National Institute of Mental Health

**Consortium on AD Genetics
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En el caso de la DVa, a pesar de que es el segundo tipo de demencia mas comun,
hasta hoy, poco se sabe de la contribucién de los polimorfismos al riesgo de DVa.
Los estudios que se han realizado se han centrado en polimorfismos que han sido
encontrados como factor de riesgo de otras demencias, en particular para EA. Sin
embargo, debido a resultados controversiales, la genética de DVa continua siendo
poco clara (19). Se ha buscado asociacion de APOE con DVa, y mientras algunos
estudios sugieren una asociacion entre APOE4 y DVa (19,20,138,139) otros
reportan que no han encontrado tal asociacion (140,141). El alelo €2 que para EA
se ha presentado como factor protector, en el caso de DVa también presenta
resultados contradictorios (19,21,139). Otros genes que se han investigado y
reportados como modificadores del riesgo para desarrollar DVa son APOE
(19,21,139), MTHFR (19,21,139), PON1, TGF-B81, y TNF-a (19).
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3. Justificacion

La demencia es un problema prioritario de salud publica debido a su alta prevalencia
a nivel mundial, y por su impacto a nivel econdmico, de salud y social, por el estigma
y exclusion asociados.

Aunque diversos farmacos son empleados para estabilizar el estado cognitivo y
funcional, con el beneficio secundario de reducir potencialmente los problemas de
conducta asociados, no existe una curay a pesar de realizar un tratamiento integral
correcto, los pacientes evolucionan hasta una fase terminal de la enfermedad,
donde se debe plantear una limitacion terapéutica, por lo que continuar con la
busqueda de nuevos medicamentos y la identificacion de blancos terapéuticos es
tema prioritario. En este sentido, los estudios farmacogendmicos pueden ser Utiles
en la identificacion y validacidon de nuevas dianas farmacolégicas, uno de los
primeros pasos en este proceso, es la identificacion de variantes polimérficas de
riesgo. Por ello es importante realizar estudios para identificar las variantes que
modifican la susceptibilidad de un individuo para desarrollar demencia. En este
caso, se ha sefalado la relacion que tiene un metabolismo alterado del colesterol
en el desarrollo de demencia, y de la participacién de la enzima ACATL1 en el
metabolismo del colesterol en el cerebro, también se ha documentado que algunos
polimorfismos genéticos en esta enzima sugieren una actividad enzimatica alterada
por lo que podrian generar una modificacién en la susceptibilidad. Realizar este tipo
de estudios en poblacion mexicana, permiten, en primera instancia conocer la
frecuencia de los polimorfismos en nuestra poblacién, y determinar el riesgo de
estos, considerando otros factores.

Sumando en los esfuerzos por comprender el complejo de modificaciones genéticas
que, en conjunto, se asocien a una mayor susceptibilidad de presentar una
patologia, que posteriormente podria dirigirse a la propuesta de nuevos blancos

terapéuticos o a la identificacién de tratamientos con mayor probabilidad de éxito.
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4. Planteamiento del problema

El colesterol es una molécula lipidica esencial, presente en las membranas celulares
de los mamiferos, sin embargo, los niveles anormales altos, son dafinos para las
células. En estudios epidemioldgicos se han identificado niveles altos de colesterol
como un factor de riesgo para presentar EA y para los desérdenes cardiovasculares
relacionados con el desarrollo de DVa. A nivel celular, la homeostasis del colesterol
esta altamente regulada por diversos mecanismos de control, la enzima ACAT1
tiene una importante funcion, al prevenir la sobreacumulacién de colesterol libre en
las membranas celulares, formando ésteres de colesterol a partir de colesterol libre,
el equilibrio entre el colesterol libre y sus ésteres es un punto clave en el control de
la amiloidogénesis, ya que se ha observado que los niveles crecientes de ésteres
de colesterol potencian la liberacion de AB en células cultivadas, mientras que la
inhibicion farmacologica o genética de ACAT1 conduce a la reduccion de ésteres y
de AB.

Los polimorfismos genéticos presentes en los genes que codifican enzimas pueden
generar falta, reduccion o incremento en su actividad enzimatica, lo que puede
relacionarse con un cambio en la susceptibilidad para presentar una enfermedad.
Identificar genes y/o variantes polimorficas de riesgo es la primera etapa en la lista
de sucesos técnicos para lograr metas eficientes en farmacogenética y
farmacogenomica. No se ha logrado establecer la importancia de los polimorfismos
de ACATL1 en el desarrollo de algun tipo de EA o de DVa y en poblacion mexicana
no existe informacion sobre la frecuencia de los polimorfismos de este gen, ni de la
asociacion entre estos y la presencia de la enfermedad. Estas consideraciones

fundamentan el interés e importancia de la realizacion del presente estudio.
4.1 Pregunta de investigacion

¢ Los polimorfismos presentes en ACAT1/SOATL1 estan asociados a la presencia de

la EA y otras demencias en poblacion mexicana?
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5. Objetivos

e Objetivo general

Investigar la asociacion de los polimorfismos del gen ACAT1 con la susceptibilidad
genética para el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer y otras demencias en
poblacibn mexicana y analizar tedricamente su posible aplicacion como blanco

terapéutico

e Objetivos especificos

» Conocer la frecuencia de las variantes alélicas y genotipicas de los sitios
polimorficos rs1044925, rs2247071, rs2862616, rs3753526 en el gen ACAT1 en

el grupo de pacientes mexicanos con demencia y en el grupo control

> Investigar la asociacion existente entre las variantes genéticas y la presencia de

demencia

> Analizar los modelos de herencia de los sitios polimorficos asociados y construir

modelos incluyendo las variables socio-demograficas, clinicas y de estilo de vida

» Determinar el desequilibrio de ligamiento (DL) entre los diferentes polimorfismos

estudiados y obtener los haplotipos correspondientes
» Explicar, tedricamente, la relacién entre los polimorfismos estudiados y los

inhibidores de ACATL1 y su posible aplicacion como blanco terapéutico para

demencia.
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6. Métodos

6.1 Disefio del estudio

Tipo de estudio: Casos y controles

6.2 Poblacion

Poblacién de estudio: Los datos del presente estudio se obtuvieron del Estudio
sobre el envejecimiento y la demencia en México (SADEM), realizado de septiembre
de 2009 a marzo de 2010, el cual consiste en una cohorte con 3105 pacientes, que
representan una muestra aleatoria de la poblacion de 60 afios 0 mas, beneficiarios
(usuarios y no usuarios) de las 24 unidades de medicina familiar del IMSS ubicadas
en la Ciudad de México. El objetivo del estudio original fue conocer la prevalencia

de la demencia en México (142).

6.3 Calculo del tamafo de la muestra

Aunque se incluyeron todos los pacientes diagnosticados con algun tipo de
demencia que participaron en el SADEM, se realiz6 el céalculo del tamafio de la
muestra estimado a partir del supuesto de que el polimorfismo con menor frecuencia
reportada se presenta en un 11% para el alelo G del sitio polimérfico rs3753526,
con una potencia estadistica de 0.80, un nivel de significancia fijado en 0.05
(unilateral), esperando 20% de participantes como perdida en el estudio. Asi
tenemos que seria necesario incluir a 315 participantes por grupo. Se utilizo la

siguiente formula (143).
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En donde:

Z,=1.96 que corresponde a una probabilidad de error tipo alfa de 5%

Zp=0.84 que corresponde a una probabilidad de error beta de 20%

po= Frecuencia esperada de la exposicion de interés (0.11)

R =raz6n de momios esperada en la asociacion. OR = 2

6.4 Criterios de seleccion

* Criterios de inclusion

>
>

Hombres o mujeres de 60 afios 0 mas

Derechohabientes del IMSS, usuarios 0 no usuarios

g1 =1-p;

» Qué sean mexicanos mestizos, que significa que tres generaciones,

incluyendo la suya hayan nacido en México

» Criterios de exclusion para casos

>
>
>

Con problemas conductuales graves, delirium y/o alucinaciones
Con cualquier otro tipo de tratamiento psicolégico

Con alguna cirugia neurolégica

* Criterios de exclusion para controles

>

>
>
>
>

Con problemas conductuales graves, delirium y/o alucinaciones
Con cualquier otro tipo de tratamiento psicologico

Con alguna cirugia neurologica

Con antecedentes familiares de demencia

Con algun sintoma conductual como depresion o ansiedad.
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* Criterios de eliminacion
» Muestra de ADN insuficiente o de mala calidad para realizar el andlisis
genético

» Con encuestas incompletas

* Criterios de seleccion de casos y controles

Casos Controles

Pacientes diagnosticados con alguna Participantes con diagnostico negativo
forma de demencia, EA, DVa o mixta de algun tipo de demencia
(EA/DVa)

6.5 Variables

e Variable dependiente

» Demencia

Definicidon conceptual: Es un sindrome caracterizado por el deterioro de la funcion
cognitiva mas allA de lo que podria considerarse una consecuencia del
envejecimiento normal. Es causada por diversas enfermedades y lesiones, como la
EA o los accidentes cerebrovasculares (1).

Definicion operacional: Se diagnostico de acuerdo a los criterios para demencia
(DMS-IV-R 2000 y NINCDS-ADRDA (144) y del NINDS-AIREN (8)).

La enfermedad de Alzheimer fue diagnosticada como probable, el diagndstico de
DVa se realizé en 2 pasos: 1) diagnostico de demencia y 2) asociacion de demencia
a lesiones de origen vascular. El criterio para diagndstico de demencia mixta
(EA/DVa) fue que el curso de la enfermedad fuera sugestivo de EAy que el paciente

tuviera sintomas neurolégicos que sugerian isquemia (145).
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e Variables independientes

» Polimorfismo genético

Definicion conceptual: Son cambios en el ADN, que pueden ser originados por
errores en los mecanismos de replicacion y reparacion del ADN, asi como por
factores ambientales, y que tienen una frecuencia igual o mayor al 1% en la
poblacion (124).

Definicion operacional: Los polimorfismos de nucledtido Unico fueron determinados

utilizando PCR en tiempo real con sondas TagMan® en el equipo Viia7.

Tabla 3. Polimorfismos estudiados

Polimorfismo Localizaci6n Cambio de base Cambio de base

rs2247071 Intrén CIT
rs2862616 Intron AIG
rs3753526 Exon C/G L[CTC]>L[CTG]
rs1044925 3'UTR A/C
» Genotipo.

Definicion conceptual: Es la pareja de alelos observada en un individuo. Un alelo es
cada posible variante de un polimorfismo (125).

Definiciébn operacional: Con la determinacién de los polimorfismos presentes en
cada individuo, se clasificaran como homocigotos para el alelo con mayor
frecuencia, homocigotos para el alelo de menor frecuencia o heterocigotos cuando
el polimorfismo sélo esté presente en un alelo. En la tabla 4, se especifican los

posibles genotipos para cada polimorfismo.
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Tabla 4. Genotipos para cada polimorfismo

Polimorfismo Genotipos
rs2247071 CC/TTICT
rs2862616 CC/TTICT
rs3753526 CCIGG/CG
rs1044925 AA/CC/AC

En la tabla 5 se incluyen las variables clinicas, sociodemograficas y de habitos

consideradas en el estudio.
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Tabla 5. Variables clinicas y sociodemogréficas

Variable Definicion conceptual Definicion
operacional
Edad Numero de afos trascurridos desde el Mediante interrogatorio
nacimiento hasta el momento en el que directo al paciente y
el participante ingreso al estudio. considerando fecha de
nacimiento.
Sexo Conjunto de caracteristicas fisiologicasy Por interrogatorio
anatdmicas que definen a los seres directo al momento de
humanos como hombre y mujer. la entrevista y
observacion de los
pacientes.
Nivel de Numero de afios que el paciente asistio Obtenido por entrevista
educacion a la escuela directa con el paciente
indice de Es una razén matematica que asocia la Se calculé dividiendo el
masa masa y la talla de un individuo. peso del paciente por el
corporal cuadrado de su altura
(IMC) (Kg/m?) (146)
Glucosa Concentracion de glucosa en plasma. Determinacion mediante
método enzimético.
Colesterol El CT es la suma del colesterol Determinacion
total transportado en las particulas de LDL, mediante método
HDL vy otras lipoproteinas. enzimatico
Colesterol-  Es el colesterol unido a las lipoproteinas Determinacion
HDL de alta densidad, transportan el mediante método
colesterol de otras partes del cuerpo al enzimatico
higado.
Colesterol-  Es el colesterol unido a lipoproteinas de EI C-LDL fue calculado
LDL baja densidad, que lo transportan a las con la formula de
células. Friedewald modificada
por De Long
Triglicéridos Es un tipo de lipido, relacionado con una Determinacion
alimentacion alta en grasas saturadas o mediante método
carbohidratos. enziméatico
Grasa Es la masa total de grasa dividida por Mediante
corporal la masa corporal total, multiplicada por bioimpedancia
100; la grasa corporal incluye grasa eléctrica.
corporal esencial y grasa corporal de
almacenamiento.
Area de Es el area estimada de grasa alrededor Mediante
grasa de los organos internos del abdomen. bioimpedancia
visceral Para estar sano se recomienda eléctrica.

mantener un area visceral menor de 100
cm2,
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Indice  de
comorbilidad
de Charlson

Relaciona la mortalidad a largo plazo con
la comorbilidad del paciente, se utiliza
como un indicador de comorbilidad.

Mediante
instrumento validado.

un

Hipertension

Es una enfermedad crénica en la que
aumenta la presion con la que el corazén
bombea sangre a las arterias.

Mediante  diagndstico
médico, cifras de
presion sistélica de

sangre arriba de 140
mmHg o diastdlica por
arriba de 90 mmHg

EVC Alteracion en las neuronas, que provoca Por interrogatorio
disminucién de flujo sanguineo en el directo al paciente.
cerebro acompafada de alteraciones
cerebrales de manera momentanea o
permanente.

Diabetes Enfermedad cénica que aparece cuando Mediante interrogatorio

mellitus tipo el pancreas no produce insulina directo al paciente.

2 suficiente o cuando no se utiliza
eficazmente.

Habito de Se consider6 como fumadores aquellos Por entrevista directa al

fumar que refirieron haber consumido mas de paciente
100 cigarros a lo largo de su vida.

Consumo Los sujetos se definieron como Por entrevista directa al

de alcohol  bebedores ligeros / moderados si no paciente

habian consumido mas de dos bebidas al
dia durante al menos 6 meses. Aquellos
gue nunca bebieron o bebieron de vez en
cuando y que no cumplieron con los
criterios para bebedores ligeros /
moderados se consideraron abstinentes.
Los sujetos que habian consumido mas
de dos bebidas al dia durante mas de 6
meses se consideraban bebedores
intensos
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6.6 Metodologia clinica y de laboratorio

Cada uno de los participantes que ingresaran al estudio SADEM fueron visitados en
su domicilio por personal previamente capacitado, se les aplico un cuestionario
estandarizado especificamente para el estudio, este cuestionario incluyo variables
para la identificacion del sujeto, fecha de nacimiento, edad, sexo, nivel de estudios,
estado civil, ingresos economicos, antecedentes familiares de demencia;
antecedentes de enfermedades cronicas como la diabetes (diagnéstico médico a
través de los niveles de glucosa en sangre por arriba de 110 mg/dL), hipertension
(diagnostico médico a traves de las cifras de presion sistolica de sangre arriba de
140 mmHg o diastdlica por arriba de 90 mmHg), enfermedades cardiacas
(diagnosticadas médicamente), EVC (definido de acuerdo con los criterios de la
OMS), otras posibles enfermedades, estos antecedentes fueron evaluados
mediante auto reporte utilizando la pregunta si algin médico le habia diagnosticado
la enfermedad y se corroboro por la administracién de tratamiento especifico. Para
cada una de estas variables se considero, el tiempo que llevaba con el o los
padecimientos y el modo de control ya sea por medicamentos o dieta y el tiempo de
iniciado del tratamiento.

En el perfil lipidico (que incluyé triglicéridos, colesterol total, C-HDL y C-LDL) se
utilizaron técnicas enzimaticas utilizando un autoanalizador Hitachi 902 (Boheringer
Mannheim), empleando estuches enziméticos comerciales (Roche Diagnostics,
Mannheim Alemania y Wako Chemicals, E.U.A). El C-HDL se determiné mediante
un método enziméatico homogéneo (Roche Diagnostics, Mannheim Alemania). El C-

LDL fue calculado con la formula de Friedewald modificada por De Long (147).
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6.7 Extraccion de ADN

El ADN gendmico se extrajo a partir de una muestra de sangre periférica por medio
de la técnica de expulsion salina (anexo 2), descrita por Lahiri and Numberger (148).
Las muestras de ADN se conservaron a -80°C. Se realiz6 la cuantificacion del ADN
extraido por medio del espectrofotdmetro NanoDrop® 1000 a una longitud de onda

de 260 nm y se preparacion diluciones a una concentracion de 10ng/uL.

6.8 Genotipificacion

La genotipificacion de los SNPs se realiz6 mediante PCR en tiempo real en
combinacion con sondas TagMan®, se llevé acabo en un sistema de PCR en tiempo
real ViiA 7, en placas para 384 muestras. Los niUmeros de ensayo se muestran en
la tabla 6, y los componentes de la reaccién y las condiciones en las tablas 7 y 8,

respectivamente.

Tabla 6. Polimorfismos y numero de ensayo en Thermo Fisher

Polimorfismo No. de ensayo SNP TagMan®
rs2247071 C 1805971 10
rs2862616 C_1805887_10
rs3753526 C_27496218_10
rs1044925 C_1805907_10

Tabla 7. Componentes de la reaccién de PCR

Componente Volumen
Master Mix 5L
Sonda 40X 0.125 pL

ADN (10ng/uL) 4 uL

Agua 0.75 uL
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Tabla 8. Condiciones de la reaccion de PCR

Etapa Temperatura Duracién Ciclos
Activacion de la enzima 95°C 10 minutos -
Desnaturalizacion 95°C 15 segundos 40
Alineacion/extension 602C 1 minuto

6.9 Analisis estadistico

6.9.1 Andlisis descriptivo y de asociacion

Se analizaron las variables clinicas y demogréficas entre los grupos de pacientes
con demencia y los controles utilizando Stata v. 12.0. Para las variables con
distribucion normal se calculé la media y la desviacion estandar, y para las que
presentaron libre distribucidon se utilizé la mediana y los percentiles 25 y 75, para
identificar diferencias entre ambos grupos se utilizé la prueba de U de Mann-
Whitney. Las variables categoricas se analizaron con la prueba de chi-cuadrada, y
los datos se presentaron como frecuencia absoluta y porcentaje, nivel de
significancia p<0.05.

En cuanto al andlisis genético, las frecuencia alélicas y genotipicas fueron obtenidas
por conteo directo. Para evaluar el equilibrio genético en la poblacién de estudio se
utilizé el principio de Hardy-Weinberg, empleando la prueba chi-cuadrada o la
prueba exacta de Fisher, segun correspondia.

Para evaluar la asociacion de los polimorfismos con la enfermedad, la diferencia en
la distribucién de alelos y genotipos entre los pacientes y el grupo control fue
evaluado con la prueba de chi-cuadrada o la prueba exacta de Fisher. Se estimoé el
valor de odds ratio (OR) o razén de momios (RM) con intervalos de confianza del

95% para cada alelo y genotipo entre los 2 grupos.
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6.9.2 Modelos genéticos

De acuerdo con el numero de copias de cada alelo necesarias para modificar el
riesgo conferido, se consideraron cinco modelos de herencia: codominante,
dominante, recesivo, heterocigoto y aditivo. Se seleccioné como el mejor modelo al
que tuviera el menor valor correspondiente al criterio de informacién de akaike (AIC).
Con el modelo de herencia seleccionado se construyeron modelos logisticos
multiples integrando las variables con relevancia biologica o con significancia

estadistica, asi como las variables potencialmente confusoras.

6.9.3 Haplotipos

Mediante el programa Haploview versidn 4.2 se estimo el DL y se construyeron los
haplotipos con las variantes polimorficas. Haploview crea varias mediciones de
desequilibrio de ligamiento que utiliza para crear una representacion gréfica,
conocida como mapa de desequilibrio. ElI DL se refiere a una situacién en la que
una combinacion particular de alelos, en dos loci préximos segregan ligados mas
frecuentemente de lo que se esperaria debido al azar, dada su frecuencia en la
poblacion. Para medir el desequilibrio de ligamiento se empleo el coeficiente de
Lewontin (D’) multiplicado por 100. Con la informacién de las frecuencias de cada
haplotipo en los casos y los controles se calcul6 el riesgo de cada uno de ellos para

demencia.
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7. Aspectos éticos

De acuerdo con el Articulo 17 del Capitulo 1, del Titulo Segundo del Reglamento de
la Ley General de Salud en materia de investigacion para la salud, el estudio se
clasifica como una investigacion con riesgo minimo, ya que los datos se obtuvieron
a través de procedimientos comunes y rutinarios.

El estudio cumple con el Reglamento de la Ley General de Salud en materia de
investigacion para la salud y la Declaracion de Helsinki.

Los potenciales participantes fueron seleccionados de la cohorte del estudio
SADEM. En el pasado los participantes aceptaron participar en el estudio mediante
la firma de un consentimiento informado, donde se les informé que los resultados
serian estrictamente confidenciales. Se les aclaré que se requeriria la toma de una
muestra de sangre periférica a la cual se le extraeria ADN, aceptaron que sus
muestras sanguineas fueran almacenadas confidencialmente y dieron su

autorizacion para que fueran utilizadas en estudios genéticos posteriores.
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8. Resultados

8.1 Caracteristicas de la poblacién de estudio

El estudio incluyo un total de 400 participantes, 109 pacientes con enfermedad de
Alzheimer, 59 con demencia vascular y 28 pacientes con demencia mixta (tabla 9).
El porcentaje total de mujeres fue del 64.5%, sin diferencias significativas entre
ambos grupos. En el grupo control la mediana de edad fue de 70 (65-76) afios,
mientras que en el grupo con demencia fue de 77 (71-83) afios (p<0.001).

Al comparar entre los grupos de estudio, los individuos con demencia mostraron un
nivel de educacién menor (5.71 £ 5.49 vs 6.55 + 5.09; p=0.025), elevacién en los
niveles de glucosa (112 (95.5-149) vs 97 (90.5-105.5); p<0.001), y de forma general
una disminucién (p<0.05) en los niveles de las variables relacionadas con la
composicién corporal como el IMC, la grasa corporal y el &rea de grasa visceral.
Los episodios de EVC fueron mas frecuentes en el grupo de pacientes con
demencia (11.73 vs 3.43; p=0.002), en cuanto a los habitos, tanto fumar como el
consumo de alcohol fueron mas comunes en el grupo control (38.73 vs 28.72;
p=0.035y 34.80 vs 18.88; p<0.001; respectivamente).

Los niveles de colesterol total, C-HDL, triglicéridos, y el niUmero de participantes con
hipertension y diabetes mellitus no mostraron diferencia estadisticamente

significativa entre ambos grupos.
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Tabla 9. Caracteristicas generales de los grupos de estudio

Variable Total Controles Demencia P- valor*
(n=400) (n=204) (n=196)

Geénero, n (H%/M%) 142 (35.50) / 258 (64.50) 74(36.27) / 130(63.73) 68(34.69) / 128(65.31) 0.741

Edad, afos 74 (67-80) 70 (65-76) 77 (71-83) <0.001

Nivel de educacién, afios 6.14 + 5.30 6.55 + 5.09 5.71 £ 5.49 0.025

IMC, kg/m? 26 (23.55-30) 26.70 (24.40-30.40) 25.60 (23.30-28.90) 0.013

Glucosa, mg/dL

Colesterol total, mg/dL
C-HDL, mg/dL

C-LDL, mg/dL
Triglicéridos, mg/dL

Grasa corporal, %

Area de grasa visceral, cm?

101 (93-126.50)
203 (180-226)
51 (43-60.50)
117 (93-138)
144 (115-192)
32 (26.6-37.8)

138.5 (113-188)

indice de Charlson 3 (2-4)
Hipertension, n(%) 295 (73.75)
Diabetes mellitus tipo 2, n(%) 146 (36.5)
EVC, n(%) 30 (7.50)
Habito de fumar, n(%) 135(33.83)
Consumo de alcohol, n(%) 108(27.00)

97 (90.50-105.50)
202 (179.50-226)
51 (42-60)
120 (96-139)
144 (114.50-192)
33.9 (26.8-39.1)
148 (117-202.5)
2 (2-4)

148 (72.55)
70 (34.31)

7 (3.43)
79(38.73)

71 (34.8)

112 (95.50-149) <0.001
204 (182.50-226) 0.822
52 (44.5-61) 0.193
112 (89-134) 0.039
145 (117-191.50) 0.873
31.3 (25.75-36.5) 0.024
133 (103-173.5) 0.002
3 (2-5) 0.002

147 (75.00) 0.578
76 (38.78) 0.354

23 (11.73) 0.002
56(28.72) 0.035
37(18.88) <0.001

Los datos se muestran como promedio + desviacién estandar o mediana y percentiles 25 y 75, para variables cualitativas se indica el nimero de

individuos y porcentaje, n (%).

*p-valor, fue estimado usando la prueba de U de Mann-Whitney y la prueba de chi-cuadrada para variables cualitativas.
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8.2 Frecuencias alélicas

Las frecuencias alélicas y genotipicas de los 4 polimorfismos estudiados
(rs2247071, rs2862616, rs3753536 y rs1044925) en el gen ACAT1 en el grupo
control y en el grupo de pacientes con demencia se muestran en las tablas 10y 11.
Las frecuencias de los genotipos observadas y esperadas se encontraron en
equilibrio de Hardy-Weinberg.

No se observaron participantes en el grupo control portadores del alelo T, del
polimorfismo rs2247071, y del alelo A, de rs2862616, por lo que no fue posible
calcular el valor del OR. El alelo G, de rs3753536, y el alelo C, de rs1044925, tienen

una frecuencia mayor en el grupo de participantes con demencia.

Tabla 10. Frecuencia alélica de los polimorfismos

Polimorfismo Demencia Control OR (IC 95%)* p-
n=196, n(%) n=204, n(%) valor
rs2247071 359(91.58) / 408(100)/
CIT 33(8.42) 0(0)
rs2862616 77(19.64) / oo/,
AIG 315 (80.36) 408(100)
rs3753536 274(69.90) / 333(81.62) / i
CIG 118(30.10) 75(18.38) 1.91(1.37-2.66) <0.001
rs1044925 277(70.66) / 334(81.86) / i
A/C 115(29.34) 74(18.14) 1.87 (1.34-2.61) <0.001

* El riesgo calculado es el correspondiente al alelo de menor frecuencia
OR: Odds Ratio; IC 95%: Intervalo de confianza del 95%
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Tabla 11. Frecuencias y riesgos de los genotipos para cada polimorfismo

Polimorfismo Genotipo Casos Controles OR (IC 95%) p-
n=196 n=204 valor
n(%) n(%)
CcC 165(84.18) 204(100) - -—-m-
rs2247071 CT 29(14.80) oo e e
TT 2(1.02) 00 e e
AA 11(5.61) 00 = -
rs2862616 AG 55(28.06) oo - e

GG 130(66.33) 204(100) @ ----- 0 emee-

CC 99(50.51) 129(63.24) 0.59 (0.40-0.88) 0.010

rs3753526 CG 76(38.78) 75(36.76) 1.09 (0.73-1.63) 0.680
GG 21(10.71) 00) = e e
AA 101(51.53) 145(71.08) 0.43(0.29-0.65) <0.001
rs1044925 AC 75(38.27) 44(21.57) 2.25(1.45-3.50) <0.001

cC 20(10.20)  15(7.35) 1.43(0.71-2.88) 0.313

OR: Odds Ratio; IC 95%: Intervalo de confianza del 95%

8.3 Modelos de herencia

Obtener los valores de riesgo para cada modelo de herencia, no fue posible con los
polimorfismos rs2247071 y rs2862616, debido a las frecuencias genotipicas
reportadas en cero.

Para el sitio polimérfico rs3753526 el mejor modelo fue el aditivo (OR=1.98, IC
95%=1.40-2.79; p<0.001; AIC=542.64) y para el polimorfismo rs1044925 se
seleccion6 el modelo dominante (OR=2.31, IC 95%=1.53-3.49; p<0.001;
AlC=542.11) (tabla 12).
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Tabla 12. Modelos de herencia para los polimorfismos

SNP Modelo OR (IC 95%) p-value  AIC

Rec TT vs CT+CC
Dom CT+TTvs CC
Cod CcC

rs2247071 Cod 1 CT
Cod 2 TT
Het CTvsTT+CC
Add
Rec AA vs AG+GG
Dom AG+AA vs GG
Cod GG

rs2862616 Cod 1 AG
Cod 2 AA
Het AG vs AA+GG
Add
Rec GG vs CC+CG
Dom GG+CGvsCC 1.69(1.13-2.51) 0.010 551.74
Cod CcC 1.32(0.87-1.99) 0.187

rs3753526 Cod 1 CG 1 525.44
Cod 2 GG
Het CGvs CC+GG 1.09(0.73-1.63) 0.678 558.18
Add 1.98 (1.40-2.79) <0.001 542.64
Rec CCvs AC+tAA 1.43(0.71-2.88) 0.315 557.34
Dom CC+ACvs AA 2.31(1.53-3.49) <0.001 542.11
Cod AA 1

rs1044925 Cod 1 AC 2.45(1.56-3.84) 1.559 543.72
Cod 2 CcC 1.91 (0.94-3.92) 0.935
Het AC vs AA+CC 2.25(1.45-3.50) <0.001 544.92
Add 1.72 (1.26-2.35) 0.001 546.39

Rec: recesivo; Dom: dominante; Cod: codominante; Het: heterocigoto; Add: aditivo;

OR: Odds Ratio. AIC: Criterio de informacion de Akaike.
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Tabla 13. Modelos de herencia y variables relacionadas con el desarrollo de

demencia.
Modelos OR Modelo 1 | Modelo 2 Modelo 3 Modelo 4
(1IC 95%) | OR (IC95%) | OR (IC95%) | OR (IC95%) | OR (IC95%)
rs3753526 1.98 3.14 2.98 3.03 2.81
add (1.40-2.79) | (2.09-4.71) | (1.95-4.55) | (1.95-4.69) | (1.80-4.41)
rs1044925 2.31 4.03 3.60 3.48 3.48
dom (1.53-3.49) | (2.49-6.52) | (2.18-5.97) | (2.08-5.80) | (2.07-5.85)

add: aditivo, dom: dominante, OR: Odds ratio, IC 95%: interval de confianza del 95%
Modelo 1: Modelo con ambos polimorfismos (rs3753526 add y rs1044925 dom)
Modelo 2: Ajustado por edad y sexo

Modelo 3: Ajustado por edad, sexo y glucosa

Modelo 4: Ajustado por edad, sexo, glucosa, EVC y consumo de alcohol

Para construir un modelo que explique de mejor forma el desarrollo de demencia,
se construyeron 4 modelos, mostrados en la tabla 13. El primer valor de OR se
refiere al riesgo otorgado por el polimorfismo considerando sélo el polimorfismo con
su modelo de herencia previamente seleccionado, en el modelo 1 se consideraron
los polimorfismos rs3753526 y rs1044925. En el modelo 1 (AIC=509.27) el riesgo
para rs3753526 add y para rs1044925 dom aumenta, comparado con el riesgo
individual de cada polimorfismo. En el modelo 2 (AIC=475.52) se ajustd por sexo y
edad, en el modelo 3 (AIC=463.872) se incluy6 el nivel de glucosa. En el modelo 4
(AIC=457.4587), en el que se incluyeron otras variables es el que presenta un menor
valor de AIC.

Tener 2 copias del alelo G para el polimorfismo rs3753526 y al menos una copia del
alelo C del polimorfismo rs1044925 incrementa el riesgo de padecer demencia
(OR=2.81, IC 95%=1.80-4.41 y OR=3.48, IC 95%=2.07-5.85), independientemente

de la edad, sexo, nivel de glucosa, EVC y consumo de alcohol.
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8.4 Desequilibrio de ligamiento y haplotipos

El analisis de DL se realiz6 incluyendo los 4 polimorfismos (rs2247071, rs2862616,
rs3753526 y rs1044925) (figura 2). Las medidas de DL (tabla 14) fueron de 75 entre
el rs2862616 y rs1044925, de 88 para rs2862616 y rs3753526, de 90.3 para
rs2247071 y rs1044925, y de 100 para las otras tres combinaciones.

Figura 2. Mapa de desequilibrio de ligamiento

Tabla 14. Medidas de DL entre polimorfismos de
ACAT1

rs2247071
rs2862616 -
rs1044925

w rs3753526 \

SNP 1 SNP 2 D' LOD
rs2247071 rs2862616 100 29.06
rs2247071 rs3753526 100 2.25
rs2247071 rs1044925 90.3 10.81
rs2862616 rs3753526 88 3.45
rs2862616 rs1044925 75 20.06
rs3753526 rs1044925 100 16.22

Block 1 (54 ki)
1 2

O

74

=Y

Se muestra el valor del coeficiente de DL en cada casilla. La intensidad del color rojo esté relacionada
con la magnitud del valor de DL.

El analisis para la formacion de haplotipos, dio como resultado un bloque compuesto
por seis haplotipos (H1:CGCA, H2:CGGA, H3:CGCC, H4:CACC, H5:TACC, H6:
CACA) (tabla 15). El haplotipo H1:CGCA mostré una mayor frecuencia en el grupo
control, en comparacién con el grupo de demencia, lo que sugiere un menor riesgo
para desarrollar el padecimiento (OR=0.34, IC 95%=0.23-0.46; p<0.001), mientras
el haplotipo H2:CGGA, se encuentra en mayor proporcion en el grupo con
demencia, sugiriendo una asociacion de riesgo con la enfermedad (OR=1.87, IC
95%=1.34-2.60; p<0.001). En este caso, los haplotipos H4:CACC, H5:TACC y H6:
CACA no se observaron en el grupo control, solo estuvieron presentes en el grupo

con demencia, por lo que no fue posible calcular el valor de OR.
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Tabla 15. Frecuencia de haplotipos en pacientes con demencia y control

Frecuencia
Haplotipo  Secuencia* Demencia Controles OR (IC 95%) p-valor
n=196 n=204

H1 CGCA 0.375 0.635 0.34 (0.23-0.46)  <0.001
H2 CGGA 0.295 0.184 1.87 (1.34-2.60) <0.001
H3 CGCC 0.134 0.181 0.71 (0.48-1.03) 0.074
H4 CACC 0.083 0.000
HS TACC 0.077 0.000
H6 CACA 0.023 0.000

*El orden de los polimorfismos en la secuencia de cada haplotipo es de acuerdo con su posicion
en el cromosoma (rs2247071, rs2862616, rs3753526, rs1044925)
OR= Odds Ratio, IC 95%= Intervalo de confianza del 95%.

49



9. Discusién

La demencia es un padecimiento multifactorial y con una gran carga genética, una
de las hipdtesis que ha surgido para explicar el origen y el progreso de la
enfermedad relaciona la aparicion y el progreso del padecimiento con el
metabolismo alterado de los lipidos, en particular del colesterol. Para mantener la
homeostasis del colesterol, la enzima ACAT1, tiene una importante funcion, al
prevenir la sobreacumulacion de colesterol libre en la célula, formando ésteres de
colesterol, a su vez el equilibrio entre estas dos formas del colesterol regulan la
produccion de AR (62,71). Posibles alteraciones en la actividad o funcionamiento
de esta enzima podrian estar relacionadas con una modificacion en la
susceptibilidad a padecer la enfermedad. Los polimorfismos genéticos pueden
ocasionar un funcionamiento alterado de la enzima, los primeros estudios
planteados para investigar la posible relacion fueron estudios de asociacién con
SNPs, sin embargo, existen resultados contradictorios, sefialados en la tabla 2.

En este estudio se analizé la relacion de 4 polimorfismos presentes en el gen ACAT1
con la susceptibilidad genética para el desarrollo de EA, DVa y EA/DVa. En nuestra
poblacion encontramos una frecuencia de 0.04 para el alelo T del sitio rs2247071 y
de 0.10 para el alelo A del sitio polimérfico rs2862616, frecuencias bajas
comparadas con las reportadas para la poblacion americana en el proyecto de los
1000 genomas (www.ncbi.nlm.nih.gov), las cuales son de 0.13 para el alelo T y de
0.30 para el alelo A. Sin embargo, en el grupo control, estos alelos no estan
presentes, probablemente debido a la baja frecuencia del polimorfismo observada
en nuestra poblacién, el tamafio de muestra no fue suficiente para hallarlos. La
frecuencia de los polimorfismos es distinta en las diferentes poblaciones, por lo que
resulta importante realizar estudios en poblacidon mexicana, de esta forma al reportar
la frecuencia puede ser util para realizar aproximaciones del impacto de los
polimorfismos en cada poblacién o para una mejor estimacién del tamafio muestral

en estudios posteriores.
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Aungue se hallaron en mayor proporcién en los casos y podria asociarse a la
presencia del padecimiento, la frecuencia en cero del grupo control, no permitio
realizar el calculo matematico.

En el estudio realizado por Lamsa y colaboradores (61), en poblacion finlandesa el
genotipo CC del sitio rs2247071 estuvo en mayor proporcion en los casos,
incrementando el riesgo de EA (OR=1.4, IC 95%=1.04-1.78; p=0.029) comparado
con los otros genotipos. Es este estudio el alelo T (genotipo CT y TT), es el que se
encontré6 mayormente en el grupo de pacientes con demencia. Estos dos sitios
polimorficos, rs2247071 y rs2862616, se encuentran en una region intronica, los
polimorfismos presentes en esta region, pueden tener repercusion en la estructura
y funcion del ARN, afectando el proceso de corte y empalme (149).

El sitio polimorfico rs3753526, se encuentra en un exon, en este caso, el cambio de
base no ocasiona un cambio de aminoacido, por lo que se denomina una mutacion
sinbnima, sin embargo, los polimorfismos presentes en estas regiones también
pueden afectar el proceso de corte y empalme y la eficacia de este proceso. El alelo
G, después de realizar el ajuste por edad, sexo, EVC, nivel de glucosa y consumo
de alcohol muestra un riesgo significativo para padecer demencia (OR=2.81, IC
95%= 1.80-4.41), en un estudio realizado en poblacién finlandesa (61), no se
encontré asociacion y la frecuencia del alelo G fue menor que en nuestra poblacién
(casos=0.12 y controles=0.11 vs caso0s=0.30 y controles=0.11), en ese estudio
tampoco reportaron relacién significativa con los niveles de AB42, tau y ptau.

Para rs3753526 el modelo de herencia que mejor se ajusta es el aditivo, lo que
indica que tener 2 veces el alelo G, duplica el riesgo comparado con el heterocigoto
(OR=1.98, IC 95%=1.40-2.79).

El polimorfismo rs1044925, se encuentra en la region 3'UTR, los polimorfismos de
esta regidn podrian afectar la traduccion y la estabilidad de los ARNm (150). El alelo
C esta sobre representado en el grupo de demencia, y después de ajustarse por las
variables de riesgo mantiene una asociacion significativa (OR=3.48, 1C95%=2.07-
5.85), indicando que el riesgo es el mismo con la presencia de un alelo o de dos
(modelo dominante). En un estudio realizado en poblacion China y de Finlandia

(61,132), reportaron que no encontraron asociacion entre el polimorfismo y el
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padecimiento. Nuestros resultados concuerdan con los reportados por Wollmer y
colaboradores (131) realizado en 309 pacientes con EA, donde reportan que el alelo
Ay el genotipo homocigoto para este alelo, se asocié a un menor riesgo para EA
(OR=0.6, IC 95%=0.4-0.8). En el estudio, Wollmer, ademas, report6 que el genotipo
AA se asoci6 a una baja carga amiloide (p=0.030) y a un menor nivel de colesterol
en liquido cefalorraquideo (0.46+0.17 vs 0.76+0.26 mg/dL; p=0.005). Debido a la
naturaleza del procedimiento para obtener las muestras de liquido cefalorraquideo,
en este estudio no se obtuvieron muestras, empleamos las concentraciones a nivel
plasmético, y no se encontraron diferencias significativas en el nivel de colesterol
total entre los pacientes con demencia y los controles, sin embargo, debido a que
los niveles de colesterol en plasma se ven afectados por multiples factores, como la
dieta, el estilo de vida o los medicamentos que consuman, se requeririan otros
estudios para verificar el impacto de los polimorfismos en la actividad enziméatica.
Wollmer y colaboradores sugieren que el genotipo AA puede estar asociado con
una reducida actividad de ACAT1, y por lo tanto esto generaria una menor
produccién de ésteres de colesterol, ocasionando una disminucién en la produccién
de AB.

Por la funcion que cumple esta enzima, los polimorfismos en el gen que la codifican
también han sido estudiados para otras patologias, como la enfermedad arterial
coronaria (EAC) y de accidente cerebrovascular isquémico (ACV). Wu vy
colaboradores (70), en un estudio realizado en poblacién china, encontraron que
los genotipos AC/CC y el alelo C del polimorfismo rs1044925 fueron asociados con
un menor riesgo de EAC y de ACV. Sin embargo, en otro estudio realizado por
Wang (151) también en poblacién China pero en otro grupo étnico, no se encontrd
asociacion entre este polimorfismo y EAC. Las razones para las discrepancias son
diversas, pueden ser debidas a las diferencias étnicas, factores ambientales o a las
diferencias en el tamafio de muestra. Como se mencioné se habia sugerido que el
genotipo AA se podria asociar a una menor actividad de ACAT1, lo que generaria
una menor produccion de ésteres de colesterol y la disminucién en la produccion de

AB, sin embargo, justo esta reduccién en la actividad también podria producir un
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aumento de colesterol libre, lo que podria explicar que el alelo C se asocie a un
menor riesgo de enfermedades cardiacas.

En el analisis por haplotipos, identificamos un haplotipo de proteccion (H1:CGCA,
OR=0.34, IC 95%= 0.23-0.46) y otro de riesgo (H2:CGGA, OR=1.87, IC 95%=1.34-
2.60). El alelo G del sitio rs3753526 parece ser el responsable de la modificacién
del riesgo entre H1 y H2, por otro lado, se identificdé un riesgo asociado del alelo G,
con un modelo de herencia aditivo con un OR=1.98 (IC 95%= 1.40-2.79) y en los
genotipos se encontrd el homocigoto GG solamente en los casos.

En un estudio previo (61) se reportd que rs2247071 y rs2862616 estaban
fuertemente asociados con un D" de 0.99 y rs3753526 y rs1044925 fueron ligados
con un valor D’ de 0.95, en nuestro estudio también se encontré6 una fuerte
asociacion, con valor de D’ en ambos casos.

Hemos tratado de valorar la aplicacion de ACAT1 como un posible blanco
terapéutico, si tenemos presente que el objetivo de la farmacogendmica es la
identificacion de biomarcadores genéticos validados para la farmacoterapia
individualizada. Podemos suponer que los genes que se han sometido a una
seleccion positiva podrian servir como objetivos farmacoldgicos primarios, dando
como resultado fuertes efectos farmacogenéticos, en el contexto de las variaciones
genéticas en los blancos terapéuticos, ha sido complicado llegar a resultados
concluyentes (152), esto debido a que la respuesta terapéutica involucra multiples
eventos intermediarios y rutas paralelas.

Los resultados de este estudio permitieron identificar variantes de riesgo, lo que
representa el primer paso para lograr establecer marcadores genéticos, las
asociaciones genéticas observadas clinicamente pueden identificar genes de riesgo
y variantes candidatas, pero las relaciones causales frecuentemente permanecen
desconocidas, aclarar los detalles moleculares, es un paso fundamental para la
optimizacién de la utilidad clinica. Ademas, otro factor importante para que los
polimorfismos se conviertan en biomarcadores Utiles para la terapia farmacologica,
es la frecuencia alélica presente en la poblacion objetivo (152).

En nuestro estudio se incluyeron 3 polimorfismos situados en regiones no

codificantes, con el avance de la tecnologia, los estudios en estos sitios han cobrado
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importancia, una encuesta de asociacion de SNPs con rasgos/enfermedad derivado
de GWAS revel6 que los SNPs en regiones intergénicas contribuyen con el 43%, lo
gue nos permite dilucidar su importancia (152). Se ha estimado que este tipo de
polimorfismos, probablemente seran esenciales para llenar los vacios en la
"heredabilidad faltante”, con la promesa de descubrir biomarcadores
farmacogenomicos de mayor poder predictivo y, por lo tanto, de mayor valor para la
atencion meédica personalizada.

Sin embargo, es complicado atribuir un efecto muy pronunciado a un solo gen en
padecimientos complejos como lo es la demencia. Encontrar la frecuencia de estos
polimorfismos en nuestra poblacion es un paso importante, determinar el efecto
combinado de los polimorfismos en la modificacion del riesgo es una primera
aproximacion, sin embargo, como se menciono, un paso fundamental es verificar
que las modificaciones genéticas tengan un impacto importante en la actividad, para
probar esto se requeririan estudios funcionales.

No se debe perder de vista, que ademas del factor genético, el medio ambiente y
otros factores tienen un papel fundamental en la aparicion de estas enfermedades
y por ello, en aquellos individuos con susceptibilidad genética a padecerlas, el estilo
de vida es determinante para la aparicion de las manifestaciones clinicas, por lo que

estos factores deben analizarse en conjunto.
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10. Conclusiones

La participacion del metabolismo alterado de los lipidos, en particular del colesterol,
es un tema que se ha estudiado ampliamente sin llegar a un resultado concluyente.
La asociacion de los niveles de colesterol con DVa aun es controversial, sin
embargo, se ha reportado como factor de riesgo para los padecimientos
cardiovasculares relacionados con DVa. En cuanto a la relacion con Alzheimer se
tiene un posible mecanismo por el cual el aumento de los ésteres de colesterol
contribuye a la formacion de placa AB, observandose que la disminucion de los
ésteres mediante el bloqueo de ACAT1 tiene efectos benéficos sobre el
padecimiento, por lo tanto, se ha promovido a ACAT1 como blanco terapéutico.

Aunque sera importante realizar estudios con un tamafio de muestra mayor, se
obtuvo que los polimorfismos en ACAT1 modifican la susceptibilidad para
desarrollar demencia, esto apoya la hip6tesis de que el metabolismo alterado del
colesterol est4 implicado en el desarrollo de la patologia y alimenta la idea de que

puede ser un posible blanco terapéutico para tratar demencia.
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11. Perspectivas futuras

Si bien existe evidencia que relaciona la presencia de los polimorfismos en ACAT1
con la presencia de demencia y se puede interpretar como una actividad alterada
de la actividad enzimatica, esto solo podria corroborarse con estudios en los que se
evalué la actividad enzimatica.

Seria recomendable aumentar el tamafio de muestra, considerando las frecuencias
encontradas para nuestra poblacion.

En la bdsqueda de perfiles genéticos de riesgo, se podria realizar un analisis con
otros genes implicados en el metabolismo del colesterol.

Como se menciond los estudios en modelos in vitro y en modelos animales con la
inhibicion de ACAT1 han mostrado efectos prometedores, aun estd pendiente

probar los inhibidores en estudios clinicos.
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13. Anexo

13.1 Extraccion de DNA

Destruir el coagulo

Centrifugar el tuvo Falcon 3-5 minutos a 1500 rpm

Transferir sélo el sobrenadante a otro tubo (sin restos de coagulo)

Aforar a 35 mL con TKM1 (pH 7.6)

Agregar 150 pL de tritdn

Agitar de 10-15 segundos en agitador o vigorosamente manualmente 1

minuto

Centrifugar 10 minutos a 3500 rpm

Encender el termociclador (55°C)

Desechar el sobrenadante (conservar el botén)

O Agregar 15-20 mL de TKM1 deshaciendo el boton, centrifugar 10 minutos a

3200 rpm

11.Repetir hasta que el sobrenadante sea transparente

12.Retirar sobrenadante conservando el boton, secar lo méas que se pueday
agregar 800 pL de TKM Il

13. Transferir el botén con TKM Il a un tubo eppendorf de 1.5 mL

14.Agregar 35 pL de SDS al 20 %

15.Colocar en el termociclador 15 minutos a 55 °C a los 10 minutos colocar en
el vortex y regresar a término el proceso

16.Agregar 300 pL de NaCl 5 M, colocar en el vortex y posteriormente
centrifugar a 3200 rpm durante 10 minutos

17.Separar el sobrenadante en 2 tubos eppendorf de 1.5 mL (550 pL por tubo)

18.Desechar el boton

19.Agregar en cada tubo con sobrenadante 800 L de etanol absoluto frio
(para precipitar el DNA)

20. Agitar por inversion de 20-30 veces, centrifugar a 14,000 rpm durante 10
minutos

21.Decantar sobrenadante y conservar el botén de DNA

22.Agregar al boton 700 uL de etanol al 70% frio

23.Centrifugar a 14,000 rpm durante 15 minutos

24.Desechar el sobrenadante, dejar seco el botén

25.Pasar al speed back 8-10 minutos a 45°C

26.Resuspender el DNA agregando de 50-100 yL de agua destilada

27.Colocar en el termociclador a 60°C durante minimo 10 minutos

28.Guardar a -80°C.
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