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RESUMEN

Introduccién. La causa mds comun de demencia es la enfermedad de
Aizheimer (EA), una enfermedad degenerativa y progresiva del sistema
nervioso cenfral que produce deterioro cognitivo, de memoria, alteraciones del
comportamiento, sintomas psiquiatricos y dificultad para realizar las actividades
de la vida diaria, se presenta en la edad adulta. Las alteraciones
neuropatolégicas mas importantes en la enfermedad son las placas amiloides y
las maranas de neurcofibrillas. Se han localizado 4 genes relacionados con el
padecimiento, el gen precursor de la protelna amiloide en el cromosoma 21, el
de la presenilina 1 en el cromosoma 14 y el de la presenilina 2 en el
cromosoma 1, estos 3 genes son responsables de la enfermedad en algunas
familias con patron hereditario autosémico dominante. El cuarto gen se localiza
en el cromosoma 19 su producto es la apolipoproteina E (ApoE). La ApoE es
polimérfica y tiene 3 isoformas comunes E2, E3 y E4 que dan lugar a 6
genotipos. Se ha reportado que el alelo E4 se encuentra con mayor frecuencia
en los pacientes con EA por lo cual se ha considerado un factor de riesgo
genético para desarmollar el padecimiento. La EA tiene una etiologia
heterogénea y compleja por lo que resulta necesario establecer factores de
riesgo. Planteamiento del problema. Dsebido a que la EA es la principal causa
de demencia en el adulto mayor y es una patologia cada vez mas frecuente,
han hecho que se convierta en un origen de angustia por el hecho de
envejecer. Una gran parte de la patogénesis de la EA se conoce ahora gracias
a las raras formas familiares de inicio temprano, sin embargo la mayoria de los
pacientes desarrolian la forma no familiar donde no se han identificado
mutaciones. Pero las variaciones polimérficas de otros genes al parecer
influyen en la aparicién de la EA, en su presentacion mas comdn, la forma
tardia por lo que resulta de gran interés investigar y conocer si estas
variaciones pueden ser factores de riesgo para desarrollar la EA. Hip6tesis. De
los polimorfismos existentas en el gen ApoE, es el alelo &4 el que aumenta el
riesgo para desarrollar la EA.



Objetivo. Estudiar un grupo de pacientes con EA y controles de la poblacion
mestizo mexicana normal e investigar las frecuencias de los alelos ApoE en
ambos grupos, para determinar si el alelo e4 del gen de la ApoE es un factor de
riesgo para desarrollar la EA.

Material y Métodos. Se estudiaron 345 individuos (161 mujeres y 184
hombres) sanos, no emparentades como grupo control y 86 casos ¢con EA (62
mujeres y 24 hombres). A los controles mayores de 60 afios se les aplico la
prueba del estado mental de Folstein la cual resultd normal. Para determinar
los diferentes alelos del gen ApoE en controles como en casos con EA, se
tomaron 20 ml de sangre periférica para la extraccién de DNA genomico, el
cual se amplificd por medio de la reacciona en cadena de la polimerasa
empleando los oligonucledtidos que flanquean al gen ApoE. Los productos
amplificados se restringieron con la enzima de restriccion Hhal y fueron
separados en geles no desnaturalizantes de poliacrilamida al 8%. Se determiné
el tamafio de los fragmentos comparandolos con marcadores de peso
molecular conocido. Se secuenciaron los 5 genotipos mas frecuentes para
confirmar el cambio puntual que se produce en los nuclettidos 112 y 158.
Resultados. En el grupo control la edad promedio fue de 51 afios, (rango 18-
94 afios), el genotipo mas frecuente fue el 3/3, sin encontrarse homocigotos
para el alelo €2 y 4. Los pacientes de acuerdo a la edad de inicio de la
enfermedad se dividieron en dos grupos: los de inicio temprano (s 65 afios) con
una edad promedio de 50 afios (rango 34 a 55 afios) e inicio tardio (2 65 afios)
con edad promedio de 70 afics (rango 65 a 85 aflos), en ambos grupos el
genotipo 3/3 fue el mas comun seguido del 3/4. Al comparar las frecuencias
genotipicas entre los casos se observa una diferencia significativa en la
frecuencia del genotipo 3 en los casos de inicio temprano (OR 3.032, IC 95%
1.14.a 8.08), en comparacién con los casos de inicio tardio. Las frecuencias
alélicas en controles y el total de casos fueron de 0.028 vs. 0.011 para el alelo
€2, 0.897 vs. 0.755 para e3y 0.073 vs. 0.232 para ¢4, esta Ultima frecuencia
muestra una diferencia significativa (p<0.001), con respecto a los controles. Se
analizé si existian diferencias entre las diferentes formas de presentacion de la
enfermedad por lo que al comparar las frecuencias de alelos entre casos de



inicio temprano o tardio y controles pareados por sexo y edad, solo se
cbservan diferencias significativas en los casos de inicio tardio (p<0.0035).

Se determind que a mayor numero de copias del alkelo 4 se incrementa el
riesgo de padecer la EA y va de 5.5 para una copia a 9.5 para 2 copias del
alelo e4. Este riesgo es mayor en mujeres que en hombres (6.56 vs 2.76 para
una copia del alelo ¢4 y de 5.84 vs 3.85 para dos copias del alelo e4),
observandase también en ellas que la edad de inicio disminuye a mayor
numero de copias (mujeres 71.1 y 67.5 afios con 1 y 2 copias del alelo e4),
mientras que en hombres no as tan evidente (67.5 y 70 afios en hombres con 1
y 2 copias del alelo =4). Discusién. Las frecuencias genotipicas y alélicas tanto
en controles como en casos son semejanies a las encontradas en otras
poblaciones, sin embargo las frecuencias de los alelos ¢4 y 2 en poblacion
mestizo mexicana son bajas comparadas con otras poblaciones, pero similares
a las reportadas en chinos y japoneses. La frecuencia del alelo €4 fue mayor
en pacientes con EA de inicio tardlo, por lo que puede considerarse un factor
de riesgo para desarrollar la enfermedad en esta muestra estudiada,
estableciéndose una relacion inversa entre el nimero de copias y la edad de
inicio, siendo este mas evidente en mujeres lo que sugiere una influencia por
género, dando ceme resultado en la mujer un incremento en la susceptibilidad
a la demencia. Conclusién. El alelo 4 del gen de la ApoE es un factor de
riesgo para padecer la EA de inicio tardlo, siendo éste mayor en mujeres, pero
no es necesario, ni suficiente para causarla.



l. INTRODUCCION



1.1 ANTECEDENTES.

El desarrollo econémico, social y cientffico de los Ultimas décadas, ha permitido
la disminucion de la mortalidad, el mejoramiento en la calidad de vida y como
resultado un aumento en la esperanza de vida. Por lo tanto las enfermedades
propias del envejecimiento se han incrementado como es el caso de las
demencias, las cuales son un importante problema de salud entre los adulios
mayores y son cada vez mas frecuentes conforme avanza la edad.

La deteccién de afectados al inicio de la enfermedad es dificit en muchas
ocasiones, el deterioro en la capacidad cognoscitiva es errdneamente
considerado normal a causa de la edad, sin embargo cuando el deterioro
cognoscitivo aumenta y disminuye en forma alarmante la posibilidad de una
vida independiente, es necesario pensar en una demencia (Rocca y cols.,1986;
Bachman y cols., 1983).

La demencia es un sindrome complejo que puede ser causado por mas de 60
padecimientos, sin embargo se considera que el 80% de los casos
comresponden a la enfermedad de Alzheimer (EA), 20% a demencia vascular y
el 20% restante a diversas enfermedades que incluyen padecimientos
metabdlicos, infecciosos, toxicos, hereditarios, efc. (Alonso y cols., 1998;
Bachman y cols., 1993).

1.2 ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.

La EA es un padecimiento degenerativo del sistema nervioso central (SNC),
que se caracteriza por la pérdida de memoria y deterioro de las funciones
cognoscitivas; fue descrito en 1907 por Alois Alzheimer y los criterios para
realizar el diagnéstico de EA fueron establecidos por McKhann y cols., en 1984.
En elios se refiere que para un diagnostico definitivo de la enfermedad se
requiere de la evidencia histopatolégica obtenida por biopsia o autopsia.



1.3 CARACTERISTICAS CLINICAS.

La enfermedad de Alzheimer se caracteriza como un sindrome con mdltiples
variantes patogénicas, sin embargo las principales caracteristicas clinicas son:

Alteraciones de la memoria, que constituyen el aspecto clinico predominante
y son las primeras manifestaciones que se presentan, ya que olvidan
informacién nueva o sucesos recientes, ésta se va haciendo mas notoria y
progresa conforme avanza el padecimiento (Cummings y cols., 2002).

Afaslas: que corresponden a alteraciones del lenguaje tanto en su
comprensién (lenguaje hablado y escrito) como en su emision, puede haber
repeticion de lo que oye por medio de sonidos o palabras una y otra vez. En
estadios avanzados los pacientes pueden enmudecer por la dificuitad generada
por la pérdida de vocabulario, ocasionalmente repitiendo sélo las silabas finales
de una palabra (Alberca y cols., 1998).

Apraxias: se refieren al deterioro de la capacidad de ejecucion de actividades
motoras, se pierde la habilidad del uso de objetos para realizar una tarea, asl
como la actividad constructiva de actos motores conocidos, por ejemplo el
movimiento de las manos para saludar, decir adiés, peinarse, cepillarse los
dientes, etc. (Cummings y cols., 2002).

Agnosias: la incapacidad de reconocerse a si mismo y/o a sus familiares, asli
como identificar objetos, a pesar de tener una funcion sensorial y visual intacta.

Alteraciones en la capacidad de e]ecucldnf implica el deterioro del
pensamiento abstracto, para planificar, iniciar, secuenciar, monitorizar y
detener un comportamiento complejo. El paciente es incapaz de encontrar
diferencias entre dos objetos, también se puede manifestar por la incapacidad
de afrontar situaciones nuevas ya que requieren del procesamiento de
informacién nueva y compleja, lo que le impide realizar actividades de la vida
diaria como bafiarse, vestirse, el uso del sanitario, etc. (Pérez-Tur, 2000).



En etapas finales ¢ més tardias, el deterioro cognoscitivo progresa y se
acompafia de ansiedad, depresidn, trastornos del suefio, alucinaciones y en
algunos casos pueda presentarse crisis convulsivas (Pérez-Tur, 2000, 2001).

1.4 PATOLOGIA DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.

Los hallazgos mas importantes en el cerebro de los pacientes con EA son la
atrofia cerebral, la pérdida de neuronas, presencia de marafias neurofibrilares y
placas neuriticas, también se puede observar degeneracién granulovacuolar y
cuerpos de Hirano principalmente en neuronas piramidales del hipocampo
(Katzman, 1986; Mena y Garcia, 1998).

Los criterios anatomopatolégicas para el diagndstico de EA fueron establecidos
por Kachaturian en 1985 y se basan en las dos principales lesiones localizadas
en hipocampo y corteza cerebral:

Placas neuriticas: estan compusstas de racimos de terminaciones nerviosas
degeneradas tanto dendriticas como axonales unidas a un corazén (core) que
contiene filamentos lineales ordenados extracelularmente que corresponden a
la proteina pB-amiloide. Este péplido formado de 42 a 43 aminoacidos (a.a.}, es
insoluble, es el mayor y principal componente de la placa que se deposita en el
cerebro de estos pacientes (Fig. 1a).

Marafias neurofibrilares: se localizan intraneuronalmente, ya que
corresponden a neuronas anomales cuyo citoplasma esta lleno de estructuras
filamentosas globulares (Fig. 1b). Estan compuestas de fiiamentos apareados o
entrelazados en forma helicoidal y de microtibulos los cuales precipitan en el
interior de la célula causandole !a muerte (Nee y cols., 1993).

El principal componente de los filamentos es la protelna Tau que esta
ancrmalmente fosforilada, por ser una proteina del citoesqueleto de unién a
microtdbulos, al afterarse su funcién nomal, conduce a 1a desorganizacién de
los mismos y altera el trasporte axonal, dando lugar a la formacién de las
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marafias neurofibrilares, a diferencia de la estructura normal de la neurona

como se muestra en 1c (Selkoe, 1991).

1a

. ’ Neurofibrillas

‘¢

L¢  B-Amiloide -
: st 1b

A
|

Nucleo

Dendritas

Fig. 1a. Se muestra en un corte de tejido cerebral la presencia de una placa
neuritica, mientras que la Fig. 1b muestra las marafias neurofibrilares. En la
Fig. 1c se muestra tejido normal donde se cbserva la arquitectura integra de
las neuronas con su nucleo, axdn y dendritas, asi como la comunicacion entre
ellas, mientras que en los pacientes con EA se pierden estas estructuras

generandose las lesiones mostradasenay b.



1.5 EPIDEMIOLOGIA.

Existen diferentes estudios epidemiolégicos acerca de la prevalencia de la
enfermedad, la cual varfa de 1.9 a 11% en poblacién mayor de 65 afios. Evans
y cols., (1989), encontraron una prevalencia mucho mayor (47%) en poblacién
entre 75 a 84 afios.

La prevalencia entre los individuos de 85 afios o méas varia segun los diferentes

- estudios entre 20 a 50%, siendo mayor su frecuencia entre las personas que se
encuentran hospitalizadas o son residentes de alguna institucion (Bachman y
cols., 1993; Katzman y cols., 1986). Algunos investigadores han encontrado
que la prevalencia se duplica cada 5 afios entre las edades de 65 y 85 afios
(Wesnicke y cols., 1994).

En México no tenemos investigaciones epidemiolégicas que nos permitan
conocer la prevalencia de la enfermedad. En un estudio realizado en el Instituto
Nacional de Neurologla y Neurocirugia se revisaron 6258 expedientes y se
encontré diagndstico de EA en 0.2% de ellos (Alonso y cols., 1989).

1.6 ESTUDIOS DE AGREGACION FAMILIAR Y GEMELOS.

La presencia del factor hereditario en la EA fue mencionado por primera vez en
1930 en la Reunién de Psiquiatria de Baviera, en 1932 Schottky describi6 la EA
en un padre y su hija y en 1933 Gillespie presenté un informe sobre la
aparicion familiar de la EA en la Real Sociedad de Medicina en Londres
(Zerbin-Rudin, 1969).

Sjégren y cols., (1952), realizaron el primer estudio formal de agregacion
familiar. Desde entonces diversos estudios han demostrado que la demencia
es frecuente entre los parientes de los pacientes, por ejemplo, Heston y cols.
(1981), encontraron que de 125 casos con EA con diagndstico confirmado por
autopsia, 40% tenian antecedentes familiares de demencia.



Chui y cols., (1985}, estudiaron 146 pacientes y observaron un 44.8% con
antecedentes familiares de demencia y ese mismo afio Mayeux y cols., vieron a
121 enfermos de los cuales 37.2% tenian historia familiar de demencia.

Algunas familias con historia familiar positiva, muestran un patrén de herencia
autosémico dominante (AD) (Bird y cols., 1989; Bruni y cols., 1992; Goudsmit y
cols., 1981; Gémez y cols., 1986, Nee y cols., 1993) y en algunos de ellos se‘
ha observado que la edad de inicio es mas temprana (<65 afios), por ejemplo
en los casos informados por Alonso y cols. (1992), la edad de inicio promedio
fue de 42.7 afios, con rango de 38 a 47 afos. Las familias con herencia AD
comprenden del 5 a 10% de todos los casos con EA.

Los casos familiares en los que no puede establecerse un patron hereditario
definido pueden cormresponder a herencia multifactorial, o bien a casos con
herencia AD dependiente de la edad, en los que el patrén hereditario queda
enmascarado debido a que algunos Individuos portadores del gen fallecen por .
diferentes causas antes de llegar a la edad en que se manifieste la enfermedad
(Alonso y cols., 1998).

Bird y cols. (1988), describieron un grupo de 5 familias con herencia AD, 3 de
ellas publicadas anteriormente que descendian de un grupo cuttural conocido
como los germanos del Volga, que eran emigrantes rusos que se instalaron
en el sur de las orillas del Volga, a fines del siglo XIX, después de ia Primera
Guerra Mundial varios individuos de este grupo emigraron a EU. En algunas
familias de este grupo la EA se transmitla por varias generaciones, aunque no
encontraron en ellos un antepasado comun es muy probable que se observe
en este grupo el efecto del fundador.

Los estudios de gemelas se han realizado también para determinar la influencia
del factor genético en la EA, sin embargo estas investigaciones son escasas,
debido al inicio tardio de la enfermedad y a que es dificl mantener un
seguimiento a largo plazo.
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Sin embargo se ha encontrado una concordancia de 40 a 50% en gemelos
idénticos en comparacion con 10-50% en dicigéiicos (Pericak-Vance y cols.,
1995).

1.7 SINDROME DE DOWN Y ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.

Desde hace tiempo se encontrd que los cerebros de pacientes con sindrome
de Down mostraban las mismas alteraciones anatomopatoldgicas observadas
en los pacientes con EA (Lai y cols., 1989; Millichap y cols., 2003).

Wisniewski y cols. (1985), analizaron 100 cerebros de pacientes con sindrome
de Down encontrando en todos los cerebros de los pacientes que sobrevivieron
40 afios 0 mas, placas seniles y marafias de neurofibrillas similar a lo reportado
en los pacientes con EA (Glenner y cols., 1984a).

2. ETIOLOGIA.

La etiologla de la enfermedad de Alzheimer se desconoce, se han establecido
causas genéticas y ambientales que conducen a la demencia y desde hace
varios afios se inicic 1a bisqueda de os genes responsables de producir EA
en familias con herencia AD.

Los primeros estudios de ligamiento a marcadores genéticos convencionales
dieron resultados negativos o contradictorios y fue realmente a finales de la
década de 1980 con el empleo de marcadores genéticos moleculares y
estudios de ligamiento que se logré establecer la relacién entre un marcador y
el posibte gen responsable (Lendon y cols., 1997, Ray y cols., 1998; Spence y
cols., 1986; Weitkamp y cals., 1983,).
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2.1 GEN DE LA PROTEINA PRECURSORA DEL B-AMILOIDE.

Las primeras investigaciones se iniciaron en 1987 por St George-Hyslop, en el
cromaosoma 21, reportandose ligamiento a marcadores genéticos en el
cromosoma 21g11.2-21q22.2, sin embargo estudios posteriores no confirmaron
la existencia de un locus en esa regidn.

Se busco una relacién con el cromosoma 21, debido a que en los cerebros de
pacientes con sindrome de Down gue fallecen después de los 40 afios, se
encontraron las mismas lesiones que en los pacientes con EA, lo que permitid

asociar la enfermedad a este cromosoma.

En el mismo afio se localizé y aislé el gen que codifica para la Proteina
Precursora Del p-Amiloide (PPA} en el cromosoma 21g21.1 (Goldgaber y
cols., 1987, Fig. 2).

| |
[ ]

21

PROTEINA PRECURSORA
DEL -AMILOIDE

REGION DEL SINDROME
DE DOWN

Fig. 2. Localizacion cromosémica de los genes relacichados a la proteina

precursora del p-amifoide y el sindrome de Down.

12



2.2 PRODUCCION DEL PEPTIDO p-AMILOIDE.

El amiloide que se deposita en los vasos sanguineos y placas amiloides de los
pacientes con EA es un péptido de 39 a 43 aminoacidos llamado B-amiloide
(BA), fue purificado por Glenner y Wong (1984b), la secuencia de este péptido
esta cercana al carboxilo terminal de las isoformas de PPA, asi el péptido PA
es un fragmento proteolitico de la degradacidn de una proteina mucho mayor,

la cual existe en diversas isoformas (Holtzman y cols., 1891).

El gen PPA tiene 18 exones, presenta procesamiento alternativo (splicing)
que da lugar a 3 isoformas comunes de 685, 775 y 777 amincacidos
respectivamente, al menos 2 isoformas contienen un dominio con funcién de
inhibicién de proteasas (Chartir-Harlin y cols., 1991a; Hardy y cols., 2002; Fig.
3).

SITIO ALTERNATIVO DE SPLICING
EXONES AUSENTES EN APP6S5

716
717
692

EXON 7 EXON 8

DOMINIO
CITOPLASMATICO
DOMINIO
EXTRACELULAR

NH, COOH

SITIOS DE PROCESAMIENTO PROTEOLITICO

Fig. 3. Se muestran los diferentes sitios proteoliticos y de mutacién en la

proteina precursora del amiloide.



2.3 HIPOTESIS DE LA CASCADA AMILOIDEA.

El gen PPA se expresa en diferentes tejidos incluyendo a las neuronas, la
funci6n bioldgica de la proteina no se entiende completamente, se na
encontrado que puede intervenir en la inhibicién de proteasas, adhesion celular
y tiene caracteristicas estructurales de las proteinas de membrana (Goldgaber
y cols., 1987).

Se sintetiza en el reticulo endopldsmico rugoso y es glicosilada al pasar por el
aparato de Golgi donde se empaqueta en vesiculas de transporte que viajan al
citoplasma para finaimente instalarse en la membrana celular donde puede
seguir dos vias metaboblicas (Alberca y cols., 1998; Vassary cols., 1899) como
se muestra en la Fig. 4.

La liberaci6n del BA se da por accitn de diversas proteasas que compiten pos
la misma region de la protelna, siendo mas com(n la via no amlloidogénica o
no amiloidea, que por accion de una a-secretasa corta a la PPA produciendo
un fragmento amino-terminal largo y soluble (PPA ) y un fragmento carboxilo
terminal de 10 kd llamado C83 el cual permanece unido a la membrana y por
accion de una y-secretasa produce un péptido no toxico, soluble de 3 kd (p3).

En la via amiloidogénica o amlloidea, la accion es realizada por una
B-secretasa, que al cortar la proteina PPA libera un fragmento amino-
terminal soluble de 100 kd (PPA s) y un fragmento carboxilo terminal de 12 kd
llamado C99, que también queda unido a ia membrana y gue al sef cortado por
la y-secretasa libera al péptido BA maduro de 4 kd. (Alberca y cols., 1998;
Vassar y cols., 1999).

Siendo mas comun la forma soluble de 40 a.a., mientras que sdlo un 10% es
de 42 a 43 a.a., la sobreproduccion de este Gltimo permite que se acumule en
el cerebro de los pacientes, ya que este péptido es menos soluble y forma
agregados fibrilares insolubles que se localizan en los depositos amiloideos
teniendo un efecto neurotéxico sobre las neuronas (Esler y cols., 2001).
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VIA NO AMILOIDOGENICA ViA AMILOIDOGENICA

4.

p3 Placa

o a-secretasa B-secretasa /

[ 11 T T 11
y—secretasa

Cca3s PPA Co9

Fig. 4. Se muestra que en la via no amiloidogénica el corte por a-secretasa
resulta en |a eliminacién del PPA secretada y concluye con la formacion intacta
del B-amiloide, mientras que en la via amiloidogénica la accidn de
By y—secretasas resultan en la eliminacién del péptido intacto de p-A-40 6
B-A42 343 aa.



Estos depdsitos al ser téxicos para la neurona desencadenan una serie de
reacciones entre las que se incluye la hiperfosforilacion de la proteina Tau que
asociada a microtubulos forma filamentos helicoidales apareados que dan
origen a las marafias neurofibrilares.

La elevacion del calcio intracelular alcanza niveles letales para la neurona, se
activan la formacién de radicales libres, el estrés oxidativo y los procesos de
apoptosis gque llevan a la muerte neuronal, constituyen la hiptesis de la
cascada amiloidea (Hardy y cols., 2002; Smith y cols., 2002; Tandon y cols.
2000, Fig. 5).

El mecanismo por el cual el -amiloide dafia a las neuronas, no se conoce con
certeza. Existen evidencias del proceso inflamatorio en respuesta al dafio
neuronal, que a su vez esta vinculado a una gran variedad de procesos antes
mencionados que conducen a la muerte neuronal en regiones especificas del
cerebro entre las que se incluye hipocampo y la corteza cerebral (Holtzman y
cols., 1991; St George-Hyslop, 2000}).

Esta hipétesis es la mas aceptada hasta el momento, sin embargo no explica
los mecanismos que producen el aumento en la produccién del B-amiloide y
como se llega a la muerte neuronal. Sin embargo esta hipbtesis postula el
hecho de que las placas seniles son las primeras lesiones que aparecen en la
enfermedad y apoya esta hipotesis el hecho de que hay mutaciones en los
genes que codifican para la PPA, PS1 y PS2, producen un incremento en la
produccién del B-amiloide de 42 a.a. y la formacién de placas (Tandon y cols.,
2000).
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HIPOTESIS DE LA CASCADA AMILOIDEA

Mutaciones puntuales en los genes PPA, Psl, PS2
' B

Acumulacién y aumento en la produccién del p-amiloide de 42 a.a.
! §

Formacién de placas seniles
. 8

Efecto sobre la sinapsis
: 2

Respuesta inflamatoria: activacién de la microglia y liberacién de
citocinas, astrocitosis, liberacién de proteinas de fase aguda

: 8

Lesion neuritica progresiva en las placas amiloides— dafio oxidativo
Alteracion en la homeostasis metabélica neuronal
3
Alteracién de actividades cinasas/fosfatasas, hiperfosforilacion de
Tau, formacion de marafias neurofibrilares
' ]
Disfuncién y muerte neuronal generalizada en hipocampo y corteza

' 2

Fig. 5. Hipotesis de la cascada amiloidea, proteina precursora del amiloide
(PPA) y las presenilinas 1 y 2 (PS1, PS2) (tomada y adaptada de Hardy y cols.,
2002).
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2.4 MUTACIONES EN EL GEN PPA.

En 1991 Goate y cols., encontraron en 2 familias con EA de inicio temprano,
mutaciones en el gen PPA que cosegregaban con la EA y producen una
sustitucion en posicién 717 de valina por ‘isoleucina cercana al carboxilo
terminal del péptido B-amiloide (Chartier-Harlin y cols., 1991a).

Se han identificado 6 mutacicnes patogénicas en el gen PPA para EA de inicio
temprano (Tabla 1), 3 estan en el cod6n 717 (el nimero de codones se basa
en la isoforma de 770 a.a. de la PPA), que normalmente codifica para valina y
en estas mutaciones hay sustitucién por isoleucina 717, fenilalanina 717 y
glicina 717, las 3 sustituciones se encuentran 3 a.a. pasado el extremo
carboxilo terminal (Chartier-Harlin y cols., 1991a, b).

Se ha reportado una doble mutacién en algunas familias que resulta en una
sustitucion de lisina por asparagina y metionina por leucina en los codones
670 y 671 respectivamente. Estos codones estdn inmediatamente antes de la
secuencia de inicio en la regién amino terminal del péptido BA. En la Fig. 6 se
indican los sitios de las principales mutaciones de PPA (Goate y cols., 1991;
Murrell y cols., 1991; Nussbaum y cols., 2003).

No se conoce todavia la forma por medio de la cual actian estas mutaciones
que flanquean o estén dentro de la secuencia del péptido BA en la patogénesis
de 1a EA, sin embargo alteran los eventos proteoliticos, asl como el tamafio del
péptido que se produce (Lannfelt y cols., 1895; Nussbaum y cols., 2003).



Tabla 1. — Mutaciones mas frecuentes en la PPA asociadas con enfermedad

de Alzheimer.

Ex6n | Codon | Mutacion N° de
Familias

16 670/671 | KM—NL 1
17 692 A>G 1
17 716 -V 1
17 717 Vol 16
17 717 VoG 1
17 717 V-oF 1

A-Alanina

F-Fenilalanina

G-Glicina

I-Isoleucina

K-Lisina

L-Leucina

M-Metionina

N-Asparagina

V-Valina

Fig. 6. Se muestran los diferentes
sitios de corte que realizan las
diferentes secretasas y los principales
sitios de mutacicnes en la PPA (tomada
y modificada de Nussbaum y cols.,
2003).



Experimentalmente, se ha demostrado que utilizando lineas celulares
transfectadas con construcciones que expresan secuencias de DNA
complementario (cDNA) con la mutacién asparagina 670/eucina 671 (Asn-
670/Leu/671), se libera de 5 a B veces mas péptido A, comparado con lo que
se produce con la secuencia silvestre (Cai y cols., 1993).

Cultivos de fibroblastos de individuos que llevan esta mutacion Asn
670/Leu/671, secretan 3 veces mas PA que los fibroblastos normales y esto
puede observarse tanto en células de individuos sintométicos como en
portadores presintométicos (Citron y cols., 1994).

Los diferentes trabajos sugieren que las mutaciones en la PPA pueden causar
EA, por un incremento en la produccion del péptdo  BA debido
presumiblemente a una mayor susceptibilidad de los sitios de corte proteolltico.

La identificacién de las proteasas que eliminan el BA de la PPA y las proteasas
que cortan los sitios internos del BA son criticos para determinar como estas
mutaciones conducen a la enfermedad como se muestra en 1as (Figs. 5y 6). .

Se ha observado también que los mutantes APP 717 praducen mas
rapidamente, no s6lo un aumento del péptido BA secretado, sino que éste sea
mas largo y forme fibrillas amiloideas insolubles (Suzuki y cols., 1994).

Estos trabajos sugieren que estas mutaciones causan EA por aumento en la
produccion del péptido AB; en apoyo a la hipdtesis amilcidea esta la produccion
de un ratdn transgénico que lleva como promotor al factor de crecimiento
derivado de plaquetas, para expresar el gen de la PPA con la mutacién
Val717Fen (Games y cols., 1995).

Estos animales desarrollan depositos AP amiloides, placas neuriticas, pérdida

de sinapsis, astrocitosis, microgliosis y producen mayores cantidades del
péptido Af.
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Las mutaciones en el gen PPA son raras, se observan en un ndmerc muy
reducido de familias {-1%) con herencia autosémica dominante (AD) e inicio
temprano, lo cual ha sugerido heterogeneidad genética (St George-Hyslop,
2000).

3. PROTEINA TAU.

Otra explicacion de la patogenia de la EA son las alteraciones de la proteina
Tau, la cual forma filamentos apareados que se entrelazan en forma helicoidal,
los cuales se precipitan en el interior de la célula y forman los ovillos o madsjas
neurofibrilares caracteristicos de la EA (Pérez-Tur, 2001).

Los depositos de Tau ocurren enh neuritas distroficas como finos hilos
neurofilicos 0 como marafias neurofibrilares masivas en el cuerpo de la célula
neuronal, los cuales se ven como fantasmas extracelulares después de la
muerte de 1a neurona (Sanchez y cols., 2001).

El primer signo en una neurona afectada es una fesforilacion anormal de Tau,
seguida de agregacion, lo que conduce a la pérdida de la sinapsis y deficiencia
en el transporte neuronal.

La formacidn de las madejas neurofibrilares son debidas a que Tau que
normalmente esta fosforilada sufre una hiperfosforilacién que impide su funcién
normal de autoagregacion en fibrillas y su union a la tubulina que forma los
microtlibulos, al no cumplir con esta funcién lieva a la desorganizacién de los
microfibulos y mas tarde a la muerte neuronal.

Las mutaciones en la proteina Tau se asocian a ofro tipo de demencia
(demencia frontotemporal con parkinsonismo), las cuales muestran
pronunciados depdsitos de Tau y se les conoce como “Tautopatias™ (Mirra y
cols., 1999; Sanchez y cols., 2001).
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3.1 FUNCIONES DE TAU.

El gen de la proteina Tau se localiza en el cromosema 17, es una de las
principales protelnas asocladas a microtdbulos (MAPSs), presente en las
neuronas cuya funcién es la produccién, ensamblaje y estabilidad de los
microtiibulos del citoesqueleto axonat por donde circulan nutrientes y diversas
moléculas intracelulares, asi como establecer la polaridad celular y el
transporte intracelular (Wilhelmsen, 1997).

Tau se produce principalmente en axones, el gen que codifica para Tau da
lugar a seis isoformas de 352 a 441 a.a. {por splicing altemnativo) en el sistemna
nervioso central, mas una variante mayor en nervios periféricos (Spillantini y
cols., 1997; Murrell y cols., 1997).

Tau contiene un dominio aminoc terminal (N-terminal) dcidoe y uno basico (que
contiene 3 o 4 repetidos intemos), un dominio medio rico en prolinas y un
dominio carboxilo terminal (C-tetminal). Por lo que Tau es muy hidrofilica,
soluble y muestra una estructura nativa desplegada que le parmite ser
fosforilada en miltiples sitios, algunos de los cuales regulan las propiedades de
unién a microtibutos.

Estos sitios estdn subdivididos en 2 clases: motivos Ser-Pro o motivos Thr-Pro
presentes en ambas regiones, flanqueando los repetidos intemos y son blanco
de cinasas como la GSK 3 (cinasa-3-glutaminasintetasa), Cdk5 (cinasa
dependiente de ciclicas) o MAP cinasas.

La fosforilacién de Tau se relaciona con MAPs por MARK (cinasas que regulan
la afinidad a microtibulos) que son importantes para establecer la polaridad
celular, por lo que la sobre actividad de MARK conduce a la muerte celular.

Tau es necesaria para el crecimiento fuera de las neuritas, los axones
muestran un gradiente de concentracién de Tau, con un maximo préximo a la
punta y un gradiente de fosforilacion de Tau alto, proximal al axon. Sin
embargo ratones transgénicos carentes de Tau no muestran defectos mayores,

22



posiblemente porque otras MAPs pueden sustituir a Tau (Goedert, 1989,
Wilhelmsen y cols., 1997).

3.2 ALTERACIONES PATOLOGICAS DE TAU EN LA EA.
En la EA las propiedades de Tau cambian en diferentes etapas:

a)

b)

c)

d}

Tau en la EA muestra una hiperfosforilacion anormal en
muchos sitios. Algunos incrementos ocurren en tejido fetal y en
células mitdticas, conduciendo la hipétesis de que las sefiales
“mitéticas™ recibidas por neuronas diferenciadas pueden causar
la hiperfosforilacion de Tau y posteriormente la muerte por
apoptosis.

Tau en la EA, muestra la pérdida de unidén a microtibulos
probablemente como consecuencia de la hiperfosforilacién en
sitios que separan Tau de microtibulos y llevandolos al
desapareamiento y como consecuencia al rompimiento del
trafico intracelular que resulta en axones agonizantes.

La redistribucién de Tau a partir del ax6n a un modelo
somatodendritico, sugiere que en la EA se debe a un defecto
en la orientacion de Tau dentro de los compartimentos
correctos. Por lo que al incrementarse los niveles de mRNA y
la sintesis de Tau, hay una sobre expresién en la célula y una
perturbacién en los mecanismos de distribucion.

La agregacién de Tau es particularmente inexplicable,
considerando su extraordinaria solubilidad. Los agregados son
llamados “filamentos helicoidales apareados™ (FHAs) porque
tienen la apariencia de dos cadenas con una amplitud de 10 a
20 nm y repetidos entrecruzados de 80 nm. I vifro, el
ensamble de los FHAs es ineficiente, pero puede
incramentarse por oxidacién que conduce a la polimerizacion
de Tau, y por la interaccibn con polianiones tales como la
heparina o el RNA.
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e) La ubiquitinacion y la protedlisis son modificaciones
postraduccionales de Tau-EA que probablemente representan
intentos celulares para degradar proteinas aberrantes (via
proteasoma o calpaina). Sin embargo, algunos fragmentos
proteoliticos son detectados en estadios tempranos y esto
puede contribuir a la nucleacion de FHAs.

P Un incrementc de Tau en liquido cefalorraquideo (~200 pg/mi
a 600 pg/ml) probablemente puede producir neuronas
agonizantes. Esta caracteristica puede ser valiosa en ensayos
de diagndstico temprano (Andreadis y cols., 1992; Goedert y
cols., 1989; Wilhelmsen y cols., 1997).

3.3 EL PAPEL DE TAU EN LA EA.

Las interacciones entre transporte axonal, microtdbulos y Tau en la EA pueden
esquematizarse hipotéticamente en la Fig. 7.

Las sefiales inapropiadas conducen a un desbalance de cinasas/fosfatasas,
hiperfosforilacién de Tau (independientemente de microtubulos), rompimiento
de microtibulos, agregacion de Tau dentro de FHAs, falla del transporte
intracelular y degeneracién de neuronas.

Sin embargo, muchos pasos intermedios no son conocidos y no se ha podido
tener un modelo celular que permita examinar in vitro las diferentes cinasas, y
la sobre expresion de isoformas de Tau humana en ratones transgénicos, no
han resultado en una patologfa similar a la EA.

Las demencias asociadas con mutacicnes en Tau son distintas a la EA, ya
que afectan diferentes regiones en el cerebro. Sin embargo puede haber un
vinculo comun entre las “Tautopatias®, que ayude a entender la perdida
neuronal en la EA (Mandelkow y cols., 1998; Sanchez y cols., 2001; Spillantini
y cols., 1997).
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Smepeic

TRANSPORTE FOBFORILACION DE TAU ENSAMBLE DE FHA
AXONAL DESPOUMERIZACION DE MT

Fig. 7. Modelo que muestra la posible interaccién entre el transporte axonal,
microtdbulos y Tau en la Enfermedad de Alzheimer. El fransporte en los
microtiibulos esta estabilizado por la proteina Tau vy la fosforilacién (P) en
sitios cruciales apartan a Tau de los microtibulos y esto lleva al rompimiento de
los microtubules y la acumulacién de agregados de Tau dentro de filamentos
helicoidales apareados (FHA), tomada y modificada de Mandelkow Yy
Mandelkow (1998).
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4. PRESENILINAS.

Las mutaciones en el gen de la Proteina Precursora del p-amiloide son raras y
corresponden entre un 5 a 10% de las familias con inicio temprano y patrén de
herencia autosémico dominante, sin embargo existen familias con las mismas
caracteristicas pero debidas a mutaciones en los genes de las presenilinas y
éstas corresponden entre un 50 a 70% de los casos (Gomez-Isla y cols., 1997,
1999).

4.1 LOCALIZACION Y ESTRUCTURA DE LAS PRESENILINAS,

Schellenberg y cols. (1992), encontraron ligamiento en familias de inicio
temprano y herencia AD con marcadores del cromosoma 14, este hallazgo fue
confimado por otros autores (Mullan y cols., 1992; St George-Hyslop y cols.,
1992; Schellenberg y cols., 1992}.

Este gen se clond en 1995, se localizé en la regién 14q24.3 y codifica para una
proteina denominada S182 en la cual se encontraron 5 mutaciones que
cosegregan en pacientes con EA familiar de inicio temprano (Alzheimer's
Disease Collaborative Group, 1995; Sherrington y cols., 1995).

El gen codifica para la protelna $182 que también se ha llamado Presenilina 1
(PS-1), es una proteina integral de membrana con 8 dominios
transmembranales cuyaes extremos amino y carboxilo terminal se orientan hacia
el citosol (Fig. 8), las mutaciones PS-1 aumentan la produccion del AB y se ha
demostrado que el amiloide que se deposita es de 42 a 43 a.a. (Mann y cols.,
1995).

El gen de la PS-1, esta constituido por 12 exones de los cuales los dos
primeros son regiones 5 no fraducidas de manera que la profeina esta
codificada por los exones del 3 al 12 resultando en una protelna de 467 a.a.
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PRESENILINA 1

CITosoL

Fig. 8. Representacién esquematica de la topologia transmembranal para la
Presenilina 1 humana, en donde las estrellas representan sitios putativos con
residuos de acido aspartico y el triangulo representan motivos conservados
(tomada y modificada de Pointing y cols., 2002).

El gen de PS-1 presenta procesamiento altemativo y el Grupo Colaborativo
para el estudio de la EA en 1995, encontré en 40 familias de inicio temprano 6

mutacicnes diferentes a las previamente descritas.

Hasta la fecha se han encontrado al menos 60 mutaciones con sentido
equivocado y en el marco del sitio de procesamiento (splicing), este gen se ha
considerado responsabie de la EA en la mayoria de las familias de inicio

temprano {Cruts y cols., 1996).

En 1995 también se localizo y clono el gen responsable de la EA en el grupo de
familias de los germanos del Volga, se encontré en 1g42.1, produce una
proteina llamada STM2 o presenilina 2, la cual tiene 67% de homologia en la
secuencia de a.a. con la presenilina 1 (Cruts y cols., 1996; Levy-Lahad y cols.,
1995b, 1995¢).
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Todas las mutaciones descritas hasta la fecha involucran a.a. que estan
conservados y distribuidos a lo largo de ambas presenilinas como se muestra
en la Fig. 8.

Los genes que codifican para las presenilinas 1 y 2 tienen 12 exones, la PS-1
tiene 467 a.a. y la PS-2 448 a.a., se observa mayor homologia en los
dominios transmembranales (TM) y en menor grado hacia la regién amino
terminal.

Ambas se expresan en diferentes tejidos como: corazén, higado, pancreas,
bazo, rifdn, testlculo y cerebro, sus franscritos estdn presentes en neuronas de
hipocampo, corteza cerebral, cerebelo y plexos coroides {Levy-Lahad y cols.,
1995¢).

4.2 FUNCION DE LAS PRESENILINAS EN LA EA.

El analisis histoquimico de secciones de cerebro de pacientes con EA usando
un anticuerpo - policlonal para el carboxilo terminal de la presenilina 1, ha
permitido localizarla en las placas neuriticas en forma similar al -amiloide.

La funcion de las presenilinas se desconoce, sin embargo se han descrito
genes ortélogos con los que comparte homologia en una gran variedad de
organismos que van desde el nematodo primitivo Caenorhadbditis elegans (C.
elegans, 57%) e incluso plantas como la Arabidopsis thaliana (33%) y en un
80% con Xenopus laavis. Esta homologia con ofras especies reside en la
secuencia de a.a. dentro de las regiones hidrofobicas (Fraser y cols., 2000).

El gen Sel 12 de C. elegans afecta la via de sefialamiento intercelular
mediada por lin12/notch (Czech y cols,, 2000). Un segundo gen de C. elegans
spe 4 se expresa en organelos de unién a membrana derivados de Golgi de
espermatocitos primarios, se requiere para la unién de los organelos a los
cuerpos fibrosos de estos precursores espermaticos y esta unién es esencial
para la distribucién adecuada de protelnas durante fa meiosis de C. elegans
(Wittenburg y cols., 2000; Yu y cols., 2000).
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La presenilina 4 humana muestra un 48% de identidad en su secuencia de a.a
con la proteina sel-12, |a cual participa durante el desarroilo de C. elegans en
la transmisién directa de sefiales de la superficie al nucleo. La presenilina 2
muestra homologfa con alg-3 una protelna que bloquea la transduccion de
sefiales durante la induccién por células T de muerte celular por apoptosis
{Czech y cols., 2000; Wittenburg y cols., 2000).

Recientemente se han desarrollado ratones deficientes en PS1 y se ha
demostrado que ia PS1 de mamlifero también puede funcionar en el
sefialamiento Notch (Holcomb y cols., 1998; Kostyszyn y cols., 2001).

Los ratones nulicigdticos mueren antes o poco después del nacimiento con
malformaciones esqueléticas, pérdida de células neuronales y hemorragias
severas en cerebro y médula espinal, estos hallazgos sugieren que PS1 se
requiere para el desarmollo del SNC (Donoviel y cols., 1999; Russo y cols,,
2001).

La mayoria de las mutaciones son puntuales y producen la sustitucién de un
aminoacido, estan predominantemente localizadas en los dominios
transmembranales (TM) altamente conservados, cercanocs a la interfase de la
membrana, o en el amino terminal hidrofébico, o en los residuos hidrofébicos
del C-terminal putativos a la horquilla del dominio TMG-TM7 y se muestran en
la Fig. 9.

Se han identificado dos mutaciones que afectan el sitio de splicing, una
mutacién puntual en el sitio aceptor de splicing hacia el extremo ' localizado
en el exdn 9. Esta mutacién ocasiona que este exdn se fusione con el exon 11,
removiendo una serie de residuos cargados (carga 4cida) en la punta de la
horquilla hidrofilica, entre los dominios TM6 y TM7 sin embargo esta no
modifica el marco de lectura de la proteina (Queralt y cols., 2000; Russo y
cols., 2000, 2001).
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Fig. 9. Representacion esquematica actual de la topologia de la Presenilina 1
humana, en donde se muestran los ocho sitios transmembranales (TM) y la
distribucion de mutaciones. Las estrellas amarillas representan regiones
hidrofébicas (RH7 y RH8), entre ambas una asa hidrofilica mayor, las estrellas
verdes sitios putativos con residuos de acido aspartico y el triangulo representa

motivos conservados (Tocmada y modificada de Czech y cols., 2000).

La segunda mutacion en el sitio de splicing resulta de la delecion de una G
(guanina) del nucledtido del sitio donador de splicing localizado hacia el
extremo 3, en el exén 5 Por lo que es necesario usar un sitic donador
alternativo, causandc una insercidon en el marco de lectura de una tirosina
dentro de la horquilla formada entre los dominios TM1 y TM2 (Rogaev y cols.,
1897; Russo y cols., 2000).
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Para entender los mecanismos patologicos de las mutaciones en PST, en
pacientes con EA familiar de inicio temprano es importante determinar si se
debe a una ganancia o pérdida de la funcién, el hecho es que estas
mutaciones incrementan la produccién del PA-42/43 infiuyendo en las
actividades de y y p secretasas (Ponting y cals., 2002; Russo y cols., 2000).

Esto se ha confirmado parcialmente por dos observaciones en ratones knock-
out (PS™): primero, estos animales presentan un fenotipo de mortalidad
perinatal temprana, sin evidencia de enfermedad de Alzheimer (Czech y cols.,
20003.

Esta pérdida de funcién en animales con el fenotipo (PS™), puede ser
completamente rescatada por transgenes silvestres (wildtype) o PS1, ya que
los ratones con mutacionas homocigotas no sobreviven al primer dia de vida.
Mientras aquellos con mutaciones heterocigotos pueden ser viables y fértiles y
solo presentar algunas alteraciones fenotipicas coma: bajo peso al nacer,
estatura corta, anormalidades esqueléticas en la columna vertebral, curvatura
en la cola (Donoviel y cols., 1999).

Las alteraciones esqueléticas observados en ratones knockout para PS1, se
observan al 9° dia de vida embrionaria y hallazgos similares se han encontrado
en animales knockout para la proteina Notch y DLL1 (homdlogo de Notch en
droséfila) sufren una anormalidad similar en la somitogénesis, lo cual ha
sugerido una relacién entre PS1 y Notch.

La via de sefalizacién Notch es importante para el desarrolioc embrionario, la
hematopoyesis y la diferenciacién neuronal. Confirméndose estos resultados
en ratones nulicigéticos para PS1 que son embriogénicamente letales y
muestran malformaciones esqueléticas y defectos dei SNC causados por la
pérdida de célutas neuronales y hemorragias severas las cuales indican que
PS1 se requiere para el desarrollo del SNC (Struhl y cols., 2000).

3



Los ratones (PS™) tienen un defecto en el procesamiento de la PPA
manifestandose por una falla en el corte realizado por la y-secretasa y la
acumulacién de fragmentos C-ferminal de la PPA producidos por el corte de a
y PB-secretasas. El defecto en el procesamiento PPA es completamente

revertido por transgenes silvestres o mutantes PS1 (Qian y cols., 1998
Rosenberg, 2000).

La ganancia de funci6n es dada por los transgenes mutantes porque ademas
inducen a un incremento del pA-42, lo cual es consistente con los efectos
bioquimicos de las mutaciones PS1. Sin embarge y usando cDNAs de PS1
humana en ensayos de complementariedad de mutantes sel12 en C. elegans
sugieren que la PS1 humana tipo silvestre es capaz de complementar la
pérdida de la funcién en mutantes selt2, péro no asi los cDNAs de PS1
mutantes (Price y cols., 1998; Struhl y cols., 2000).

Independientemente de que las mutaciones en PS1 o PS2 causen una
ganancia o pérdida de la funcion, se ha visto que probablemente un efecto sea
alterar el procesamiento de la PPA al favorecer la produccién del péptido de 42
a.a., potencialmente téxico (Sisodia y cols., 1999; Lleo y cois., 2002).

La liberacion dei péptido toxico forma parte del mecanismo por el cual es
procesada la PPA por y-secretasas, ya que el amiloide polimeriza en la placa
neuritica con una configuracién de hojas beta contribuyendo.asi a su
neurotoxicidad. Es interesante también como las placas amiloides co-localizan
con diversas moléculas involucradas también en la patogénesis de la EA,
incluyendo ubiquitina, APOE, a,-anti-quimotripsina, oz -macroglobulina, PS1y
PS2 (Hutton y cols., 1997).

En cultivo de fibroblastos con mutaciones PS1 se produce un incremento del
50% de productos de corte de 28 y 18 kD incrementandose también en un 50%
la produccién B-amiloide de 42 a.a., sugiriendo que el corte por presenilina
tiene un efecto directo sobre la sintesis y procesamiento del B-amiloide {Lieo y
cols., 2001).
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Las presenilinas pueden funcionar influyendo en la actividad de y-secretasas o
puedan ser una y-secretasa (Czech y cols., 2000; Frasery cols., 2000).

Las mutaciones en PS1 incrementan la actividad de caspasas (proteasas
especificas de aspartato dependientes de cisteina), inducen apoptosis y una
desregulacién en importantes vias de sefializacién, en el plegamiento de
proteinas de respuesta en el reticulo endoplasmatico (Scheper y cals., 2000).

El analisis genético del gen de la PS2, ha identificado 2 mutaciones en sentido
equivocado, en familias con un inicio temprano. La primera mutacion Asn141lle
fue detectada en un grupo de familias llamados los germanos del Volga, la
segunda mutacion Met239Vval fue descubierta en una familia italiana, sin
embargo las mutaciones en este gen son muy raras (Russo y cols., 2001).

Otra profunda diferencia entre las mutaciones en P81 y PS2, es que el fenotipo
asociado con PS2 es mucho mas variable, asl el rango de edad de inicio en
portadores heteracigotos de mutaciones en PS2 es entre 40 y 80 afios de
edad. Existe una falta de penetrancia en algunos octogenarios que transmiten
la enfermedad a su descendencia, en contraste con el reducido rango de edad
de inicio y la alta penetrancia de las mutaciones en PST (Gémez-lsla y cols.,
1999).

Estas diferencias se observan a pesar de las fuertes similitudes en estructura y
en secuencia de a.a. de las proteinas PS1 y PS2, pero es probable que tengan
actividades similares o las sobrelapen. Esto se apoya en el hecho de que
ambas presenilinas incrementan la secrecion del péptido B-amiloide 2, ademas
de que las mutacionas en PS2 también incrementan la sensibilidad a apoptosis,
pero no es claro adn si se trata de un efecto independiente (Lieo y cols., 2001).
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5. FACTORES GENETICOS EN LA EA.

Las mutaciones en PS-1, PS-2 y PPA conducen a la patologia de la EA
familiar a través de una via bioguimica comun, y en el casc de PS1
condicionan a un inicic mas temprano y severo de la enfermedad.

No se han encontrado evidencias de que las mutaciones de estos 3 genes
estén involucradas en la EA de inicio tardio, sin embargo la posibilidad de
nuevos loci no puede ser excluida. Debido a que la mayoria de los casos de EA
son esporadicos o presentan una limitada agregacion familiar y suelen ser de
aparicion tardia (después de los 65 afios) hacen compleja a esta enfermedad
(Ray y cols., 1998; van-Duijn y cols., 1984).

La evidencia de que hay influencia genética en estos casos dio lugar a la
busqueda de factores de riesgo genético como la apolipoproteina E (van-Duijn
y cols., 1994; Warwick y cols., 2000).

Tabla 2. Se indican los genes involucrados y el patrén de herencia en la
enfermedad de Alzheimer.

EDADDE PROPORCION TiPO DE
CROMCSOMA GEN INICIO DE CASOS HERENCIA
21 APP Temprano <1% AD
14 PS1 Temprano <5% AD
1 PS2  Temprano <1% AD
19 APOE Tardio 40-50% Factor de rlesgo
? 4 Tardlo 4
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6. LIPIDOS Y LIPOPROTEINAS PLASMATICAS.

Los lipidos, por su cardcter hidrofébico, no se encuentran circulando libres en &l
plasma, sino que se unen a proteinas, conformando complejos
macromoleculares solubles, denominados lipoproteinas (Denis, 1977).

Los lipidos, por su caracter hidrofébico, no se encuentran circulando libres en el
plasma, sino que se unen a protelnas, conformando compiejos
macromoleculares solubles, denominados lipoproteinas (Denis, 1877).

Las lipoprotelnas transportan todos los lipidos que circulan en plasma:
colesterol, en su forma libre y ésterificado, triglicéridos (TG) y fosfolipidos (FL),
aunque varla ampliamente su tamafio, todas ellas parecen ser
microemulsiones (Tall, 1995b).

Las particulas lipoproteicas son esféricas y contienen un centro o nicleo
hidrofébico, de lipidos no polares (triglicéridos y colesterol ésterificado) y una
superficie hidrofilica en monoccapa compuesta de lipidos polares: fosfollpidos y
colesterol libre, intercalados por moléculas proteicas que permiten la solubilidad
de los complejos (Lehninger y cols., 1993a).

La fraccion proteica de las lipoprotelnas se halla integrada por diferentes
polipéptidos especificos, denominados apoproteinas (Apo) que se designan por
letras como se muestra en la Tabla 3.

Estas intervienen activamente en el metabolismo de las lipoprotelnas,

desempefian funciones especificas como: cofactores enzimaticos o mediadores
en la interaccion con receptores especificos de membrana.
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Tabla 3. Apoproteinas de las lipoproteinas del plasma humano.

Apoproteina PM Caracteristicas
A-l 29,016 |Proteina principal en HDL, activa LCAT, se sintetiza en higado e
intestino.
A-ll 17,414 |Proteina mayor en HDL, se sintetiza en higado e intestino.
A-lV 44,465 |Se sintetiza en higado e intestino.
B-48 241,000 | Se encuentra en quilomicrones, activa LCAT y LPL, sintetiza en
intestino.

B-100 512,723 | Proteina mayor en LDL y en pequeiia proporcidn en LDL y VLDL,
activa LCAT y LPL, se sintetiza en higado.

C-l 6,630 {Se encuentra en quilomicrones, activa LCAT y LPL, se sintetiza
en higado.
C-ll 8,900 |Se encuentra en VLDL, activa LCAT y se sintetiza en higado.
(o [} 8,800 |Se encuentra en quilomicrones, VLDL y HDL, inhibe LPL, se
sintetiza en higado.
D 19,000 |Se encuentra en HDL y se sintetiza en muchas fuentes.
E 34,143 |Se encuentra en VLDL, LDL y HDL, se sintetiza en higado.

LCAT: lecitina-colesterol aclitransferasa, LPL: lipasa lipoprotaica, VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad,
HODL:Llpoproteinas de alta densidad, LDL:lipoproteinas de baja densidad.

La densidad de las lipoproteinas esta inversamente relacionada con su tamario,
reflejando el contenido relativo de baja-densidad, centro o ndcleo de lipidos no-
polar y alta-densidad en la superficie proteica y basandcse en esta densidad,
composiciébn y propiedades funcionales, las lipoproteinas se separan en
diferentes clases, como se muestran en la tabla4y Fig. 10.
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Tabla 4 .Composicidn guimica de las lipoproteinas plasmaticas normales.

Componentes de la superficie

Lipidos del centrc

Densidad

g'm|

%

Colesterol

Y%

% %

Fosfolipidos Apaolipo- Triglice-

proteina rides

%o

Esteres de

colesterilo

Fig. 10. La composicién proteica de las diferentes lipoproteinas incluyendo las

ApoB

apolipoproteinas A, B, C y E en quilomicron, VLDL, HDL y LDL.
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Las dos clases mayores contiensen principalmente triglicéridos en sus centros o
nucleos y son: los quilomicrones y las VLDL

Los Quilomicrones: se sintetizan en el intestino y son secretados por
enterocitos con la funcion de transportar triglicéridos y colesterol de la dieta. El
90% de su contenido lipidico son los triglicéridos, el resto colesterol y
fosofolipidos. Sus constituyentes apoprotelcos son: Apo B-48, ApoA-1, ApoA-2,
ApoA-4, ApoC-1, ApoC-2, ApoC-3 y ApoE.

Lipoprotelnas de muy baja densidad (VLDL): son sintetizadas y sacretadas
por higado, la porcion lipldica contiene 60% de triglicéridos, 20% de colesterol y
el resto son fosfollpidas. Sus componentes apoprotelcos son: ApoB100, ApoC-
1, ApoC-2 y ApoE. '

Las VLDL tienen la funcién de transportar los triglicéridos de sintesis enddgena,
que son secretados desde el higado a la circulacion, ademas de redistribuir
acidos grasos a los diferentes tejidos que lo requieren.

Lipoproteinas de densidad Intermedia (IDL): son el producto del catabolismo
parcial de las VLDL, por cada molécula de VLDL que se degrada se produce
una IDL. Existe una transferencia total de ApoB 100 desde la VLDL, mientras
que se van perdiendo otras apoprotelnas como ApoC y E, a la vez que 88
catabolizan los triglicéridos por accién de la enzima lipasa hepatica.

Lipoproteinas de baja densidad (LDL): son el producto final de las IDL, se
originan en el plasma comc una lipoproteina mas pequefia, muy rica en
colesterol ésterificado y con un contenido apoproteico casi exclusivo de
ApoB100.

Las LDL distribuyen el colesterol a los tejidos que los requieren para la
reposicion de los componentes de membranas celulares o para la sintesis de
hormonas esterocideas. También participan en la regulacion de la biosintesis de

L1



colestero! a través de su unidn a receptores especificos (Lehninger y cols.,
1993b; Russell y cols., 1999).

Lipoproteinas de alta densidad (HDL): son un grupo heterogéneo de
particulas, las apoproteinas constituyen el 50% de la particuta, siendo la
principal  A1. El 40% de su contenido lipidico es colesterol y el 60% son
fosfolipidos y escasos triglicéridos (Lehninger y cols., 1993c; Yeagle, 1985).

Las HDL se sintetizan en higado y se forman a lo largo del catabolismo de las
lipoprotelnas ricas en triglicaridos. Su funcién es transportar el colesterol desde
los tejidos periféricos hacia el higado, para su catabolismo en écidos biliares o
su incorporacion a nuevas lipoproteinas (Kwiterovich, 2002a), como se muestra

en la Fig. 11.

El conocimiento del transporte de lipidos en la sangre, ha pemmitido el
descubrimiento de mutaciones que afectan al gen principal de las
apolipoprotelnas, que son la clave de enzimas y proteinas de transferencia que
controlan el transporte de lipidos y el reconocimiento de receptores especificos
de estas apolipoprotelnas. Los componentes de las apoiipoprotelnas son
sintetizados primeramente en higado y aproximadamente un 20% son
producidas por células de la mucosa intestinal (Kwiterovich, 2002b; Mahley y
cols., 1995).

Muchas de estas apolipoproteinas poseen regiones helicales de repetidos
anfipaticos (apoproteina A, A-ll, A4V, C-I, C-il, C-lll y E). Estas protelnas son
productos de una familia de multigenes en los cuales la regién cadificante esta
compuesta de repetidos en tandem de 11 codones, indicando que estos genes
son el resultado de duplicaciones de un gen primordial (Duriez y cols., 1999,
Havel y cols., 1995; Utermann, 1995).
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Resixtesis y alrmcenaje e tejidos adipescs Trantparte por sercalimmine

Fig. 11. Transporte y metabolismo de las diferentes lipoprotelnas, algunos
acidos grasos son absorbidos por las células vecinas, mientras que otros son
insolubles y pueden formar complejos con albimina sérica para transportarse a
més células distantes. Después de la absorcion dentro de la célula, el glicerol y
los acidos grascs derivados de la accién de lipoproteinlipasas pueden ser
catabolizados para generar energla o aimacenarse en células adiposas para
ser utilizados en la resintesis de triacilgliceroles.




6.1ENZIMAS QUE INTERVIENEN EN EL METABOLISMO LIPOPROTEICO

Tres enzimas tienen un papel importante en el fransporte lipoproteico y son:
lipasa lipoproteica, lipasa hepdtica y lecitina colesterol aciltrarisferasa, cuyas
caracteristicas se mencionan en ia Tabla 5.

Lipasa lipoproteica (LPL). Pertenece a una familia de genes que incluyen a
la lipasa hepatica, lipasa pancreéatica y la lipasa endotelial (Goldberg, 1996).
LPL es la enzima responsable de la hidrdlisis o liberacion de los acides grasos
que componen los triglicéridos de las VLDL y los quilomicrones produciendo asl
lipoprotelnas intermedias y quilomicrones remanentes.

Ei gen LPL fue localizado por estudios de ligamiento en el cromosoma 8p22
(Emi y cols., 1893). LPL se sintetiza principalmente en células endoteliales de
los capilares del tejido adiposo, muscular, esquelético y cardiaco. La actividad
LPL es regulada por procesos intracelulares y la actividad méaxima requiere de
la presencia de ApoC2, contenida en lipoproteinas ricas en friglicéridos (Havel
y cols., 1973; Shen y cols., 2002).

Lipasa hepética (LH). Actia a continuacién de la LPL, hidrolizando los
triglicéridos y fosfolipidos presentes principaimente en los remanentes de
quilomicrones, IDL y HDL. Sirve como cofactor del metabolismo selectivo det
colesterol de las HDL mediante ei receptor SR-B1 (Lambert y cols., 1999).

El gen de LH se localiza en el cromosoma 15q21-23 (Sparkes y cols., 1987),
se sintetiza en las células parenquimatosas del higado y se localiza en el
endotelio vascular ds los hepatocitos, ovarios, glandulas suprarrenales a través
de los proteoglicanos sulfato de heparina.

A diferencia de la LPL no requiere ApoC2 como activador, pero es inducida por
insulina y regulada por enzimas tiroideas y estrdgenos, la actividad se suprime
por estradiol y se incrementa por la testosterona, afectando los niveles de HDL

(Perret y cols., 2002). '
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Lecitin-colesterol aciltransferasa (L-CAT). Se sintetiza en higado pero
actla en plasma, el gen de la LCAT fue localizado en el cromosoma 16922
(Teisberg y cols., 1974). Es la responsable de la esterificacion del colesterol
circulante en el organismo. Se encuentra en el plasma asociado a las HDL que
contienen el activador especifico de la enzima: ApoA1, aumentando de igual
manera la velocidad del transporte reverso del colesterol (Tall y cols., 1995a;

Tall y cols., 1995b).

Todo el colesterol que contienen las HDL, VLDL y LDL se esterifica por accion
de LCAT y éste es transferido a otras lipoproteinas y tejidos por medio de una
proteina trasportadora de ésteres colesterol (CETP), este transporte contribuye

al transporte reverso del colesterol {Duriez y cols., 1999; Mitchell y cols., 1980).

Tabla 5. Enzimas que intervienen en el transporte de lipidos.

Substratos

Enzima Fuente

Triglicéridos y fosfolipidos

Lipoproteina lipasa 50,394 Tejido adiposo de quilomicrones y
(adipocitos) grandes VLDL

Triglicéridos y fosfolipidos

Lipasa Hepatica 63,222 Musculo estriado, |de pequeros VLDL, IDL y
higado {(hepatccitos) | grandes HDL
Colesterol y

Lecitinacolesterol 47,090 Higado fosfatidilcolina de
Aciltransferasa especies de HDL

42




6.2 RECEPTORES DE LIPOPROTEINAS.

Existen receptores de membrana responsables de la interaccion de las
lipoproteinas con las células, el sistema de receptores mas conocido es el que
interviene en la degradacion de la LDL, estos son los receptores-LDL cuya
ausencia o deficiencia causan hipercolesterolemia familiar, la interaccion con
las lipoproteinas es mediada por apolipoproteinas especificas, en este caso
intervienen ApoB y ApoE (Goldstein y cols., 1985).

El colesterol que se libera en el citoplasma tras la unién con el receptor-LDL,
regula la biosintesis del colesterol intracelular. Las funciones de estos
receptores son: la regulacion de los niveles plasmaticos de LDL; redistribucion
del colesterol a cargo de las lipoprotelnas que contienen ApoB y/o ApoE;
utilizacion del colesterol para el recambio de las membranas celulares y
sintesis de hormonas (Tali, 1995).

Existe otro tipo de receptores de localizacion hepaética, que no interaccionan
con las lipoprotelnas por medio de ApoB y son los receptores-apoE, estos
permiten |la captacion del colesterol de la dieta por su interaccién con los
remanentes de quilomicrones y por otra parte cumplen con el transporte
inverso del colesteral, reconociendo a la ApoE de las HDL que llegan al higado
sobrecargadas de colesteral (Genest y cols., 1999).

Otro tipo de receptores es el que se encuentra en los macrofagos, son los
receptores "scavenger o basurero®. Los macréfagos forman parte de la lesion
ateromatosa, la sintesis de sus receptores no se encuentra regulada por el
nivel de colesterol intracelular, por o tanto incorporan y acumulan colesterol
ésterificado en su citoplasma dando el aspecto a las células de espumosas
{Acton y cals., 1996; Wang y cols., 1998).
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Algunas de las lipoproteinas que pueden unirse a estos receptores son las LDL
nativas, LDL acetiladas, LDL rica en TG, LDL oxidada, LDL glicosilada, LDL
carbamilada, IDL (Goldstein y cols., 1985; Kowel y cols., 1989,).

El catabolismo final de lipoproteinas que contienen apoliproteina B ocurre por
endocitosis mediada por receptor, mientras que los macanismos del
catabolismo final de particulas HDL es menos cenocido (Brown y cols., 1981;
Trigatti y cols., 2000).

El receptor LDL se une a apo B-100, asi como apo E, de esta manera media la
endocitosis del catabolismo parcial de VLDL, IDL y LDL.

El receptor LDL es una proteina transmembranal en donde se unen las
particulas lipoproteicas via apo B-100 ¢ apo E y son endocitadas en forma de
"coated pits” en la membrana plasmética. Las lipoproteinas se disocian del
receptor por la acidez del medio ambiente inteno del endosoma y son
eventualmente catabolizadas en lisosomas secundarios (Mahley, 1886).

El receptor se separa del endosoma en compartimentos pre-lisosomales y es
reciclado a la superficie de la céluta para iniciar otro ciclo de endocitosis. El
nimero de receptores LDL esta fuertemente determinado por la disponibilidad
del colesterol. (Fig. 12)

La determinacién en plasma de triglicéridos, LDL, coiesterol y HDL, junto con
estimacién cualitativa de quilomicronemia es usualmente suficients para
determinar la naturaleza y severidad de las hiperipidemias, sin embargo en
muchos de estos trastornos, es necesario realizar pruebas diagnésticas
especiales para detectar cantidades anormales o estructurales de
apolipoprotelnas o de las enzimas encargadas del fransporte de lipidos (Trigatti
y cols., 2000).



Fig. 12. Vias involucradas en la captacién de remanentes del plasma. Diversos
pasos estan involucrados como: Secuestramiento de lipoprotelnas en los
espacios de Disse, mientras que los proteoglicanos de heparan sulfato dentro
del espacio de Disse se unen a remanentes enriquecidos por apoE; el
procesamiento involucra la hidrélisis lipolftica por la lipasa hepatica en el
higado o lipoproteina lipasa asociada con remanentes cuando entran al
espacio de Disse; y la internalizacién parece estar mediada por ambos
receptores LDL y RLP.
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7. APOLIPOPROTEINA E.

En el afio de 1991, se estableci® una regiéon candidata como resultado de una
busqueda sistematica de nuevos genes en familias de inicio tardio, en las que
previamente se habia encontrado ligamiento cercano a los marcadores BCL3 y
ATPIA3, los cuales mapean en el cromosoma 18q12-q13 (Pericak-Vance y
cols., 1891).

7.1 LOCALIZACION CROMOSOMICA DEL GEN APOE.

El subsiguiente andlisis de genes revel6 que el gen candidato responsable del
locus genético efectivamente se localizaba en el brazo largo del cromosoma
19q13.2 (Fig.13) y comesponde al gen de la Apolipoproteina E (APOE)
(Pericak-Vance y cols., 1991; Strittmatter y cols., 1893a).

Fig. 13. Ideograma del cromosoma 19 humano donde se muestra la
localizacién dei gen de la Apolipoproteina E (APOE).



El gen APOE en humanos posee tres secuencias polimérficas denominadas
£2, €3, e4. Strittmatter y cols. (1993b), reportaron que la ApoE tiene elevada
afinidad para unirse al B-amiloide, asi como un incremento en la frecuencia
del alelo g4 en pacientes con EA familiar de inicio tardio. Identificandose al
alelo 4 del gen de la APOE como féctor de riasgo en familias con EA de inicio
tardlo (Evans y cols., 1997; Kamboh, 1995b).

La ApoE se encuentra implicada en el trasporte de lipidos y colesterol entre
drganos periféricos, debido a su asociacion con una gran variedad de
lipoproteinas, el ser sintetizada en diferentes tejidos y su interaccion con 2
receptores hepaticos (receptor-LDL y receptor-apoE), le dan un papel relevante
en el SNC.

Por lo que al favorecerse el complejo ApoE-fiA, este se une al receptor
relacionado a lipoproteinas, como un evento intracelular temprano que afectan
la velocidad con la cual es procesada la PPA, lo cual tiene un papel importante
en la generacién de la EA (Beisiegel y cols., 1989; Deng y cols., 1995; Muros y
cols., 1996).

Los receptores relacionados a lipoproteinas son una superfamilia y son 8
ligandos que se involucran en la EA, entre los que se incluyen: colesterol, PPA,
a-2-macroglobulina, el adaptador citoplasmatico a proteina FE65 y APOE
(Kounnas y cols., 1995).
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8. ESTRUCTURA DEL GEN APOE

El gen Apo E posee 4 exones, tiene una longitud de 3587 nucleétidos, codifica
para una glicoprotelna madura de 299 a.a., presente en plasma y en liquido
cefalorraquideo. Se localiza en el brazo largo del cromosoma 19q13.2 y se
encuentra en los quilomicrones, lipoproteinas de muy baja densidad, densidad
intermedia y alta densidad, se produce en abundancia en el higado y en el SNC
(Luo y cols., 1986; Walden y cols., 1994).

En 1977 se demosird su naturaleza polimérfica identificandose tres isoformas
comunes €4, £3 y 2. Producto de tres alelos codominantes que dan lugar a 6
genotipos E 4/4, 3/3, 2/2, 4/3, 412 y 3/2 (Reiman y cols., 1998, Relkin y cols.,
1996).

Las diferencias de estas isoformas se deben a una mutacion puntual donde se
cambia una base (T por C) e intercambia el aminoacido cisteina por arginina en
2 posiciones, en el residuo 112 y 158 de la proteina (Poirier y cols., 1893; Xuy
cols., 19986).

La isoforma mas comun es la €3 y se distingue por una cisteina en la posicién
112 y una arginina en la posicién 158 en la regién de unidn al receptor de
apoE, como se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Sustitucion del aminoacido que distingue a cada isoforma de
apolipoproteina E.

POSICION

112 Cisteina Cisteina
158 Cisteina Arginina Arginina

Arginina
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La secuencia de DNA y proteina de las regiones que codifican para las
isoformas apo E, asi como la localizacién de los residuos 112 y 158 se muestra
en la Fig. 14.

v
E4 DNA  taagcttG GCA CGG CTG TCC AAG GAG CTG CAG GCG GCG

E4 Proteina Ala Arg Leu Ser Lis Glu Leu GIn Ala Ala

112
E2 T
E3 v Tv

E4 CAG GCC CGG CTG GGC GCG GAC ATG GAG GAC GIG_CGC [GGC
E4 GIn AlaArg Leu Gli Ala Asp MetGlu Asp Vdl Arg |Gli

Cis
Cis

E4 CGC CTG GTG CAG TAC CGC GGC GAG GTG CAG GCC ATG CTC
E4 Arg Leu Val GIn Tir Arg 6li Glu Val GIn Ala Met Leu

v
E4 GGC CAG AGC ACC GAG GAG CTG CGG GTG CGC CTC GCC TCC
E4 Gli Gin Ser Tre Glu Glu Leu Arg Val Arg Leu Ala Ser

v
E4 CAC CTG.CGC AAG CTG CGT AAG CGG CTC CTC CGC GAT GCC
E4 His Leu Arg Lis Leu Arg Lys Arg Leuleu Arg Asp Ala
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158

E2 T
E3 Cvy ,
E4 GAT GAC CTG CAG AAG_CGC| CTG GCA GTG TAC CAG GGC GGG
E4 Asp Asp Ala GIn Lig Arg Leu Ala Val Tir &ln Ala 6&li

Arg
Cis

E4 GCgaattctgt

Fig. 14. Secuencia de DNA y de la proteina de las regiones comunes que
codifican para las isoformas apoE, asl como los sitios de corte de Hhal,
sefialados con una flecha. La sustitucién de nucledtidos y aminoacidos en el
coddn 112 y 158, se muestran en una caja.

La sustitucion de los nucledtidos en la posicion 112 y 158, da como resultado
el intercambio de cisteina por arginina, lo que altera el sitio de reconocimiento
(GCGC) de la enzima de restriccion Hhal. Por lo que los genotipos
homocigotos y heterocigotos se pueden distinguir por una combinacién unica
de fragmentos de diferente tamario (Hixson y cols., 1880).
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9. ASOCIACION ENTRE APOE Y ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.

La secuencia que codifica para la variante &3 refleja la presencia de una
cistelna en el codén 112 y una arginina en el codon 158 y esta piesente en el
75% de los caucésicos. La segunda variante &4 refleja |la sustitucién de arginina
por cisteina en el codon 112 . y tiene una frecuencia alélica del 15% en
caucasicos. La tercera variante €2 contiene cisteina en los codones 112 y 1568
y estd presente en aproximadamente el 10% de los caucdsicos (Hixson y cols.,
1990; Poirier y cols., 1993).

El andlisis de estas secuencias polimérficas en diferentes poblaciones control
sanas ha permitide determinar que las frecuencias de estos alelos varfan de
619 a 846% para €3 y de 46 a 13.0% -para €2, entre las diferentes
poblaciones y se presentan entre 7.4 a 29.1% para &4 (Hallman y cols., 1991;
Hong y cols., 1996; Muros y cols., 1996; Sahota y cols., 1997; Tang y cols.,
1996, 1998, 2001).

Saunders y cols. (1893a), observaron que la frecuencia del alelo 4 era de 0.52
en pacientes con EA esporadicos y de inicio tardio y 0.15 en controles, lo cual
indica una diferencia significativa y que la proporcion de individuos afectados
aumenta con el numero de alelos 4, 20% en sujetos con genotipo 2/3 6 3/3, a
47% en individuos 2/4 0 3/4 a 91% en sujetos 4/4 (Saunders y cols., 1893b).

Se calculd que los individuos 4/4 tienen 8 veces mas riesgo de desarrollar EA
que los 2/3 6 3/3. También hay una relacion entre la edad de inicio y la dosis
génica, a mayor dosis génica |la edad de inicio es méas temprana (Roses, 1994,
Tiemey y cols., 1996). Es importante sefialar sin embargo la existencia de
individuos sanos de edad avanzada con genotipo 4/4 e individuos con EA, sin
el alelo €4, lo cual indica que el alelo 4 es solo un factor de riesgo para el
desarrollo de la enfermedad (Corder y cols., 1993; Saunders y cols., 19933,
1993 b).
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Corder y cols. (1994), reportaron que el alelo &2 podria tener un efecto
protector para desarrollar la EA, sin embargo esto no es muy claro aun.

La asociacidon entre el alelo c4 de ApoE y la EA ha sido confirmada en
diferenies grupos étnicos y se ha calculado un aumento de riesgo para
desarrcllar la enfermedad de 2.2 a 4.4 para heterocigotos con alelo e4 y de 5.1
a 17.9 para homocigotos segtn diferentes estudios (Maestre y cols., 19985; Tsai
y cols., 1994, van-Duijn y cols., 1894).

Sin embargo, algunos investigadores han observado faita de asociacion entre
el alelo £4 y la EA (Sobel y cols., 1995). La mayoria de los portadores €4 no
desarrollan demencia y la mitad de los pacientes con EA no tienen asociacion
con g4-ApoE por lo tanto no puede usarse como prueba predictiva para
detectar portadores de EA en estado presintomético (Lannfelt y cols., 1994).

Aunque la asociacidn del alelo €4 con la EA se ha fortalecido, no es
completamente especifica. Observaciones en pacientes con traumatismo
cranecencefalico (TCE), hemorragias intracraneales esponhtaneas y pacientes
sometidos a bypass cardiaco presentan una respuesta pobre y peor prondstico
cuando son portadores del alelo 4 (Basun y cols., 1996; Greenberg y cols.,
1996; MCarron y cols., 1998).

Existen evidencias de un efecto sinérgico de historia de TCE y presencia de
alelo €4 con riesgo para desarrollar EA, ya que este se puede incrementar
hasta 10 veces, comparado con 2 veces el riesgo cuando solo se es portador
del atelo <4, ef TCE por si solo no incrementa el riesgo (Adle-Biassette y cols.,
1996; Friedman y cols., 1999).
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10. MECANISMO.

El mecanismo mediante el cual el alelo e4 de la Apo E constituye un factor de
riesgo asociado a un inicio mas tempranco y por cual el alelo £2 se asocia a un
inicio mas tardio de la enfermedad, tcdavia no se conoce. Sin embargo existen
varias hipdtesis, una de ellas es que ApoE se une al BA y actia como un
chaper6n molecular e interviene en el grado de formacion de las fibrillas B
amiloide, se sabe que las isoformas ApoE se unen de forma diferente al Ap
(Poirier y cols., 1994}). Apo-e4 promueve la formacidn de fibrilias Ap mejor que
Apo-£3 (LaDu y cols., 1994).

Se ha propuesto también interaccion con la proteina Tau, el componente mas
importante de las marafias de neurofibrilias, ya que las distintas isoformas de
ApoE muestran diferentes patrones de unién a Tau. Por lo que ApoE pedria
influir en el grado de formacion de fibrillas y por tanto en el desamollo de las
marafias (Strimatter y cols., 1984a; Strimatter y cols., 1994b).

Se ha sugerido que ApoE puede actuar como una proteina de respuesta a
dafio neuronal, posiblemente transportando lipidos durante la regeneracion y
remodelacidn nerviosa. Demostrandose, en experimentos con cultivos de
raices dorsales de neuronas ganglionares en presencia de B-VLDL, Apoe-3
promueve el crecimiento neurltico, mientras que Apoe-4 inhibe el crecimiento y
ramificacion (Nathan y cols., 1994; Strimatter y cols., 1993a; Strimatter y cols.,
1993b).

El alelo €4 no se ha asociado a los casos de EA familiar de inicio temprano,
pero se ha asociado en forma consistente con edad de inicio mas temprana y
mayor deposito de BA, como lo demuestra un estudio de 359 pacientes, de los
cuales se pudo obtener el estudio anatomopatoldgico en 92 pacientes (Gomez-
Isla y cols., 1996; Levy-Lahad y cols., 1895a).
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11. ASOCIACION DE APOE CON OTROS GENES Y EA.

Debido a que las mutacicnes en PS1, PS2, PPA y el polimorfismo de APOE
explican aproximadamente sélo la mitad de la variacién genética de la EA, se
ha propuesto [a existencia de otros loci de susceptibilidad.

11.1 a-2-MACROGLOBULINA.
Se ha identificado un nuevo locus para la EA en la regién pericéntrica del
cromosoma 12, la o-2-macroglobulina (A2M) la cual muestra una aita afinidad
para unirse al 3-A compitiendo con ambos APOE y B-A para la capturacién a
través del receptor relacionado a lipoprotelnas (Pericak-Vance y cols., 1997).

Se detecta a través de la asociacion entre EA y un polimorfismo Intrénico de
insercidn/delecién en el sitio &' de splicing del exdn 18 de la A2M, sin embargo
este hallazgo no se ha confirnado en otros estudios (Blacker y cols., 1998;
Koster y cols., 2000; Liao y cols., 1998; Matthijs y cols., 1998; Zappia y cols.,
2004).

11.2 ENZIMA DEGRADADORA DE LA INSULINA.
Los depositos y la agregacién del B-A son la clave de los hallazgos
neuropatelégicos de la EA, consecuentemente los agentes que pueden inhibir
y/o revertir el proceso resultan ser atractivos. Estudios recientes sugieren que
el principal papel de la enzima degradadora de insulina (IDE) es la degradacién
y la captacion del B-A secretado por neuronas y células de la microglia.

Por medio de andlisis de ligamiento se han identificado seis marcadores
cercanos a la presumible localizacién del gen IDE en el cromosoma 10g23-g25,
en 435 familias con EA.

La mayor evidencia de ligamiento se observé con el marcador D10S583
(Z maximo =3.3), que se localiz6 dentro de las 195 kb del gen IDE, siendo mayor
el valor de ligamiento en familias de inicio tardio sin el genotipo ApoE, 4/4 lo
que hace que esta regién sea de gran interés para identificar nuevos genes
candidatos como factores de riesgo (Bertram y cols., 2000).
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11.3 ACETILCOLINESTERASA.
Se ha visto que una copia def alelo e4 muestra una relacién inversa con la
actividad de acetilcolintransferasa y la unién a receptores nicotinicos en el
hipocampo y corteza temporal de sujetos con EA (Poirier y cols., 1995).

Los casos en que no hay alelo :¢4 muestran actividades de acetilcolintrasferasa
semejantes a los controles normales de la misma edad, contrario a los que si
portan el alelo 4. Estos resultados apoyan el concepto de que ApoE tiene un
papel importante en la disfuncién colinérgica que se asocia a la EA y puede ser
un indicador de la pobre respuesta a la terapia con inhibidores de la
acetilcolinesterasa en pacientes con EA (Cooper y cols., 2003a; Cooper y
cols., 2003b).

11.4 o-1-ANTIQUIMOTRIPSINA.

Kamboh y cols. (1995), propusieron que el polimorfismo A (ACT*A) del péptido
sefial de la a-1-antiquimotripsina interacciona con el alelo ¢4 de APOE y
multiplica el riesgo de desarmrollar EA. Encontraron que la frecuencia de & 4/4
aumenta en pacientes con EA con el niumero de copias heredadas de ACT*A:
10% para ACT/TT, 12% para ACT/AT y 17% para ACT/AA lo que sugiere
interaccion alelica, sin embargo otros estudios no han confiado este hallazgo
(Corder y cols., 1996a; Helbecque y cols., 1996; Kamboh y cols., 1995a).

11.5 CISTATINA C.
Se ha demostrado por andlisis inmunchistoquimico en cerebros de pacientes
con EA y en pacientes con angiopatia amiloide cerebral (AAC), co-localizacion -
del B-amiloide con ofras proteinas amiloidogénicas como la cistatina C (también
conocida come sefial gamma), dentro de la pared arterial (Thorsteinsson y
cols., 1992).

La cistatina C es un inhibidor extracelutar de proteasas de cisteina, muy

abundante y la mutacién en la posicidn L68Q de la protefna conduce a una de
las angiopatias cerebrales amiloideas (CAA) —hemorragia cerebral con
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amiloidosis familiar tipo Islandés (HCHWA-) (Bjarmadottir y cols., 1998; Haan y
cols., 1994).

Es una forma de amiloidosis autos6mica dominants restringida a la vasculatura
menor del cerebro, caracterizada clinicamente por infartos recurrentes que
conllevan a una muerte prematura.

Los depésitos de cistatina C conducen a una degeneracién microvascular y
hemorragia cerebral, la proteina mutada se considera el principal componente
de los depdsitos amiloides. El mecanismo patogenético puede ser similar y
estar relacionado con las observaciones in vitro de una sintesis y secrecién
alterada, ya que la proteina mutada forma dimeros de gran estabilidad que
reducen su secrecion (Balbin y cols., 1993; Thorsteinsson y cols., 1992).

Crawford y cols. (2000), analizaron la frecuencia de un polimarfismo del gen de
la cistatina C (CST3), en 309 pacientes con EA y en 134 controles caucasicos
encontrando una interaccion significativa entre el genotipo CST3 vy la edad de
inicio del diagnéstico, sugiriendo que con la edad el riesgo se incrementa a la
inversa del riesgo conferido por la ApoE, lo que lo hace considerario como un
nuevo factor de riesgo en la EA de inicio tardio.

La similitud bioquimica entre CCA en HCHWA-| y |a EA es la co-localizacién del

p-amiloide con la cistatina C, lo que hace a este gen un fuerte candidato de
futuras investigaciones en ambos padecimientos.
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12. ENFERMEDAD DE ALZHE!MER Y OTROS FACTORES DE RIESGO.

Una lista de genes candidatos identificados como putativos al loci de
susceptibilidad incluye la homocigocidad para el alelo AA del polimorfismo
intrénico de la a-1-gquimetripsina ya mencionado, sin embargo existen otros
factores.

12.1 FACTORES DE RIESGO GENETICO.

Okuizumi y cols. (1995), reportaron que el receptor de lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL) contiene una regién polimérfica de tripletes repetidos
CGG y que el alelo con 5 repetidos se asociaba con mayor frecuencia a
pacientes japoneses con EA. Poco después se buscd esta asociacién en
poblacién caucasica y no se encontré (Okuizumi y cols., 1996).

Ademas del alelo de 5 repetidos que aciGa como un polimorfismo de
insercién/delecién del receptor VLDL, se reporta el polimorfismo intrénico para
el atelo At del receptor LDL relacionado a protelnas, el cual muestra asociacion
con P81, la variante K de la butirilcolinesterasa, asi como la homocigocidad
para el polimorfismo ValVal de la variante Val443lle de la bleomicina
hidroxilasa, etc. {(Kehoe y cols., 1998; Lehmann y cols., 1997; Mcllroy vy cals.,
2000).

Mdltiples factores han sido propuestos como causa de la neurodegeneracion
que conducen a la EA, sin embargo la respuesta inflamatoria proceso que
forma parte de la cascada de eventos que ocurre en los pacientes no ha sido
bien entendida, debido a la presencia de un gran nimero de mediadores que
son citotdxicos y actian destruyendo neuritas de la corteza cerebral.

Se ha demaostrado en ratones transgénicos la sobre-expresion de citocinas pro-
inflamatorias bajo el control de promotores especificos del SNC, los cuales
muestran una patotogia mas severa, incluyendo la neurodegeneracién. Sin
embargo, estos hallazgos no son suficientes para demostrar si la respuesta
inflamatoria ocurre en la EA, como un medio para remover el dafio de otros
mecanismos putativos més importantes (Rogers, 2000).
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Du y cols. (2000), reportan un polimorfismo del alelo 2 de la interleucina 1a
(-899) que se asocia con la patogénesis de la EA, este resultado junto con los
hallazgos para proteinas de la fase aguda como la a-1-antiquimotripsina y a-2-
macroglabulina.

Esto tiene gran valor en demostrar que ia inflamacion, no sélo es una respuesta
para la eliminacién del dafo, sino también influye en la sobre-regulacién de
mediadores inflamatorios, lo cual puede ser benafico porque conduce a una
eliminacién mas eficiente del tejido cerebral dafado (McGeer y cols., 2001).

Una dificultad sin resolver es si la IL-1a se sobre-expresa, comparada con la
sobre-reguiacién de IL-1f, IL6 y TNF-a, que esta invariablemente co-
expresadas, porque tienen el mismo sitio de unién al promotor y los mismos
factores de transcripcion (factor nuclear IL-6, elemento de multirespuesta y
factor nuclear xB), reportados en corteza cerebral de pacientes con EA, lo que
resultaria muy sorprendente si la IL-1¢ no se incrementara a la vez (McGeer y
cols., 2001).

Esto hace necesaric encontrar los medicamentos anti-inflamatorios apropiados
para el tratamiento de los pacientes con EA, siendo igualmente importante ei
tiempo correcto para administrdrselas (prevencién vs. intervencion)
(Doraiswamy y cois., 2002).

Recientemente, multiples factores genéticos han sido propuestos como causa
de la neurodegeneracidon que conduce a la demencia Alzheimer y a sus
hallazgos patognomonicos, sin embargo estcs genes candidato no han sido
confirmados de igual manera que el alelo 4 de la Apo E en las diferentes
poblaciones estudiadas. (Bertram y cols., 2004; Fullerton y cols., 2000;
Shellenberg, 1995)
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12.2 OTROS FACTORES DE RIESGO.

En el desarrollo de la EA se han establecido otros factores de riesge como: fa
edad de inicio, historia familiar con demencia, sindrome de Down, frauma
craneoencefélico y nesgo vascular.

Edad: se ha considerado a la edad como el factor de riesgo mas
importante en la EA, ya que se ha observado un incremento de las placas
seniles y marafias neurofibrilares conforme aumenta la edad, siendo esto mas
evidente pasados los 70 afios (Breitner y cols., 1999; Post y cols., 1997).

Algunos estudios sugieren que la frecuencia del alelo ApoE e4 es similar a la
encontrada en pacientes con EA, en individuos sin demencia pero con
problemas de memoria relacionados con la edad y sugieren que en pacientes
con pérdida de memoria, alteracicnes en escalas psicoldgicas y un alelo e4 el
riesgo de desarrollar EA es mayor (Castelli y cols., 1998; Corder y cols., 1996b,
1996¢; Myers y cols., 1896; Small y cols., 2000; Tierney y cols., 19986).

En individuos sin demencia homocigotos para €4 entre 50 a 65 afios de edad
se ha visto mediante la tomografia por emisién de positrones, una disminucion
en el metabolismo de glucosa en las mismas dreas afectadas en pacientes con
probable EA como: el angulo postericr, regién parietal, temporal y prefrontal
pudiendo ser esto una evidencia preclinica de la enfermedad (Blesa y cols.,
1996).

Estudios recientes han demostrado que el alelo €4 no guarda relacion con el

grado y progresion del deterioro cognitivo en pacientes con EA (Corder y cols.,
19896¢; Dal Forno y cols., 1996; Growdon y cols., 1996; Plassman y cols., 1996;
Rao y cols., 1996).
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Historia famliliar: l]a demencia es frecuente en los familiares de primer
grado de los enfermos con EA, confiméndese en el 40% historia familiar
positiva de demengia.

Algunas familias muestran un patrén de herencia autosdémico dominante bien
definido (-10%), la mayoria se refieren a casos esporadicos donde
probablemente en muchos de ellos, los parientes afectados fallecen por
diferentes causas antes de llegar a la edad en que se manifieste la
enfermedad. Por lo que el riesgo de padecer {a EA en un individuo que tiene
un familiar de primer grado con demencia es 2 a 3 veces mayor, que el que le
comresponde segun su edad (Duara y cols., 1896; Rao y cols., 1996; Ray y
cals., 1998).

Sindrome de Down: se ha observado una mayor prevalencia de
sindrome de Down en familiares de pacientes con EA (Lai y cols., 1989
Millichap y cols., 2003).

Trauma craneoencefélico (TCE): los individuos que sufren un TCE
tienen de 2 a 6 veces mayor riesgo de desarrollar EA al dafiarse la barrera
hematoencefélica y si a esto se le suma la presencia del factor ¢4 de la ApoE,
que incrementa la expresion del g-A, se contribuye ha acelerar la muerte
neuronal y disrupcion de la barrera hematoencefdlica (Adle-Biassette, 1996;
Friedman y cols., 1999; Mayeux, 1995).

Riesgo Vascular: se han incluido a éstos ya que es comun encontrar en
el adulto mayor hipertension, diabetes, niveles elevados ‘de -colesterol y
triglicéridos asociados con el deterioro cognitivo (Basun y cols., 1996; Slooter,
1997).
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Existen también factores de proteccién entre los que se incluyen: raza, sexo,
dieta, nivel de educacién, uso de esfrégenos, antinflamatorios no esteroideos,
vitamina E {Goldstein, 2001; Doraiswamy y cols., 2002; Kalmijn, 1997; Tiemey
y cols., 1996; Xu, 1998).

Raza: se ha observado mayor frecuencia de demencia en negros que en
blancos y en judios por lo que se incrementa la frecuencia de EA. En ios
asiaticos es menos frecuente la EA que en los caucasicos (Duara y cols.,
1996).

Sexo: algunos estudios han demosfrado que la demencia es mas
frecuente en mujeres que en hombres, causada probablemente por la mayor
supervivencia de las mujeres, sin embargo esto es relativo.

Actualmente se piensa que el uso de estrégenos en las mujeres menopausicas
les confiere un efector protector ya que desarrollan menos EA, que en aquellas
que no se les administra. Los esirégencs ejercen algunas de sus accicnes en
el SNC a través de las enzimas colinérgicas, se les han atribuido propiedades
neurotréficas en el sistema colinérgico (Payami y cols., 1994; Payami y cols.,
1996).

Los multiples factores genéticos y ambientales, que han sido propuestos como
causa de la neurodegeneracién que conduce a la demencia Alzheimer, no han
recibido la misma y amplia confirmacién que el alelo 4 de la ApoE (Bertram y
cols., 2004).

La asociacidn entre el alelo =4 de la ApoE vy la EA ha sido confirmada en
diferentes poblaciones, sin embargo en nuestra poblacion no se conoce la
frecuencia alélica de cada una de las variantes del gen y menos ain su efecto
en la EA, por lo que es de gran interés establecerlo.
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ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

[1l. HIPOTESIS



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a que la EA es la principal causa de demencia en el aduito mayor y es
una patologia cada vez mas frecuente, han hecho que se convierta en un
origen de angustia por el hecho de envejecer. Una gran parte de la patogénesis
de la EA se conoce ahora gracias a las raras formas familiares de inicio
temprano, sin embargo la mayoria de los pacientes desarrollan a forma no
familiar donde no se han identificado mutaciones. Pero las variaciones
palimérficas de otros genes al parecer influyen en la aparicién de la EA, en su
presentacion mas coman, la forma tardia por lo que resulta de gran interés
investigar y conocer si estas variaciones pueden ser factores de riesgo para
desarrollar la EA.

HIPOTESIS

De los polimorfismos existentes en el gen ApoE, el alelo €4 es el que aumenta
el riesgo para desarrollar la EA.
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V. OBJETIVOS



OBJETIVO PRINCIPAL

Determinar si el alelo e4 del gen de la Apolipoprotsina E es un factor de riesgo
para desarrollar enfermedad de Alzheimer de inicio tardlo, en una muestra de

pacientes mexicanos.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la frecuencia de los alelos y genotipos ApoE en una muestra
de poblacion mestizo mexicana.

2. Determinar la frecuencia de los alelos y genotipos ApoE en pacientes
con EA de inicio temprano e inicio tardio.

3. Determinar si el alelo £4 es un factor de riesgo para desarrollar EA.
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V. MATERIAL Y METODOS



5.1 SUJETOS DE ESTUDIO.

Para el célculo de las frecuencias alélicas en la poblacién general se utilizd una
muestra de 345 individuos no relacionados, sanos, sin antecedentes familiares
de demencia, que acudieron a donar sangre al Instituto Nacional de Neurologla
y Neurocirugia "Manuel Velasco Sudrez” (INNNMVS), asl como de
organizaciones gubemamentales de jubilados y pensionados (INSEN).

De ellos, 161 eran mujeres y 184 hambres, con un rango de edad de 20 a 94
afios, todos eran hijos y nietos de mexicanos o con un abuelo espafiol. A los
individuos mayores de 60 afios se les aplicd la prueba corta del estado mental
de Folstein, la cual se encontrd dentro de limites normales.

Para el estudio del riesgo de EA con relacién al genotipo, el grupo de casos
estuvo conformado por 86 pacientes del INNN que cumplian los criterios
diagnésticos para probable EA propuestos por McKhann y cols {1984), del
grupo de NINCDS-ADRDA y por e! DSM-IV-R (1887). De los cuales, 62 fueron
mujeres y 24 hombres, todos hijos y nietos de mexicanos ¢ con aigun abuelo
espafiol. Estos pacientes fueron estudiados en las clinicas de Demencia y de
Neurogenética del INNNMVS.

Entre los casos se consideraron dos grupos, aquellos que iniciaron antes de los
65 afios como “de inicio temprano® (49 individuos) y los que iniciaron a los 65
afios o mas como “de inicio tardio® (37 individuos); ambos grupos incluyeron
casos esporadicos y familiares. Como controles se asignaron aleatoriamente
172 de los 345 individuos sanos utilizados para el estudio de frecuencias
alélicas, pareados con los casos por sexo y por edad.



5.2 TOMA DE MUESTRA.

Se tomé una muestra de 20 ml de sangre periférica en tubos vacutainer con
anticoagulante ACD, a cada une de los casos, asi como a los 345 controles.

5.3 OBTENCION DEL DNA GENOMICO.

La extraccién del DNA gendmico se realizé a partir de leucocitos sanguineos,
empleando dos métodos de extraccion, dependiendo de la cantidad de
muestra obtenida. Se empleo fenol-cloroformo, previa digestion con proteinasa
K (Sambrook y cols., 1989) o por el método de precipitacion por salesffenol-
cloroformo (Miller y cols., 1988, modificado por nuestro laboratorio), siguiendo
los siguientes pasos:

5.3.1- LISIS DE CELULAS ROJAS.

Se vertié el contenido de los tubos vacutainer a un tubo falcon de 50 mly se
adicionaron 2 volimenes del amortiguador de lisis de células rojas (5 mM
MgCl, 10 mM Tris pH 7.6, 10 mM NaCl), se mezclaron por inversion
cuidadosamente para después ser centrifugados por 10 min., a 5,000 rpm a
4°C. Después de la centrifugacién se eliminé el sobrenadante y se afiadid
nuevamente amortiguador para volver a repetir este paso hasta que el boton de
células blancas que se forma quedara libre de hemoglobina.

5.3.2- LISIS DE CELULAS BLANCAS.

EL botén de células blancas se lisé adicionandole 5 ml del amortiguador de
células blancas (10 mM Tris pH 7.6, 50 mM NaCi, 10 mM EDTApPH 8, 0.2 %
SDS, 200 upg/ml de proteinasa K), incubandose a 42 °C, con agitacion (50
rpm) durante toda la noche.
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5.3.3- EXTRACCION CON FENOL-CLOROFORMO.

a) Se afadio un volumen equivalente (v/v) de fenol saturado, se mezclé
por inversion manual, durante 10 min. , hasta obtener una emulsién
completa.

b) Se centrifugd durante 10 min. a 3,000 rpm/4°C, se tomd la fase
superior y se pas6 a un tuba limpio (evitando llevarse la interfase).

¢) Se realizé una segunda extracciébn con la mezcla fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico (v/v), repiti€éndose el paso de centrifugacién.

d) La fase superior se pasdé a un tubo limpio y se realizd la tercera
extracciébn con la mezcla dorofomo-alcohol isoamflico (viv),
repitiendo las mismas condiciones.

5.3.4- PRECIPITACION CON ETANOL ABSOLUTO.

La fase superior de la ultima extraccion se pasé a un tubo limpio y se adiciond
NaCl 3 M 6 5 M para obtener una concentracién final de 60 mM, finalmente se
adicionaron 2 volimenes de etanol absoluto frio a =20°C.

Se mezcld suavemente por Inver:sién hasta que el DNA precipitd, el DNA
flotante se recogid con la punta'de una varllla de vidrio y se lavé 10 veces con
etanol al 70% frio.

El DNA se dej6é secar y se resuspendié en agua estérii manteniéndose en
refrigeracién o congelacién hasta su uso.



5.4 EXTRACCION DE DNA POR EL METODO DE PRECIPITACION
CON SALES.

Se aplic6 este método en aquellas muestras donde se obtenia una cantidad de
sangre minima, se realizo el mismo procedimiento de lisis de células rojas,
hasta obtener el botén de células blancas libre de hemoglobina.

El botdn se resuspendid con 1 ml. del amortiguador de células rojas y se
adicionaron al vial: 886 ul de NaCl 5mM, 46 pl de SDS al 10%, se mezcld
con vortex y se adicioné 308 ul de NaCl saturado, se mezclé nuevamente y
se centrifugd durante 15 min. a 11,000 rpm a 4°C. Después de centrifugar el
sobrenadante se pasd a un tubo limpio y se realizdé el mismo método de
extraccion con fenol-cloroformo, a diferancia de la precipitacion que se realizé
con un volumen de isopropanol frio.

Se lav6 el DNA con etanol al 70% dos veces, centrifugando entre cada una de
las lavadas y eliminando el sobrenadante sin remover el botén de DNA. Se
elimind el exceso de etanol y se secd el DNA para ser resuspendido en agua
astéril.

5.5 CUANTIFICACION DEL DNA.

Se analizé el DNA por electroforesis en gel de agarosa al 1% en amortiguador
TBE 1X (Tris base 0.089M, acido bdrico 0.089 M, EDTA, pH 8, 0.002 M), el
cormimiento se realizé a 100 V por 30 min. Después de la electroforesis el gel se
tifid con bromuro de etidio (0.5 ug/ml) y se analizé bajo luz UV.

Se cuantificé el DNA por espectrofotometria a 260 y 280 nm y se estableci¢ la
relacién 260/280.
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Se realizaron dos métodos de extraccion de DNA dependiendo de la cantidad
de sangre que se podia obtener, en general por ambos métodos se obtuvo
DNA gendmico de alto peso molecular, de buena calidad e integridad como se
muestra en la Fig. 15. En promedio se obtuvo una concentracion de 500 ng/ul y
la relacion 260/280 fue de 1.8, lo cual cumple con lo establecido en pureza para
DNA genomico.

23,130 pb

9,418 pb
6,557 pb

Fig. 15. Gel de agarosa al 1% muestra DNA gen6mico de alto peso
molecular (carriles 1 al 8), exiraido a partir de sangre periférica,
comparado con el marcador (M) de peso molecular (DNA A/Hind IlI,
concentracion 0.5 pg/ul, donde se observa que la banda superior es de
23,130 pb).
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5.6 DETERMINACION DE LOS ALELOS DEL GEN APOEPOR PCR.

Se amplificd DNA por medio de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR), empleando los oligonucléotidos que flanquean el exén 4 del gen Apo E
descritos por Emi y cols. (1988), con la siguiente secuencia:

F4 5-ACA GAA TTC GCC CCG GCC TGG TAC AC-3’

F6 5-TAA GCT TGG CAC GGC TGT CCA AGG A-3°

Se realiz6 primero la amplificacion de las secuencias ApoE que incluia fos
amino4cidos en la posicién 112 y 158, esperandose un producto amplificado de
193 pb. El segundo paso fue la digestion del producto amplificado con la
enzima de restriccién Hha | que reconoce y corta el sitio (GCGC).

En la Fig. 16 se muestran los 6 sitios de corte, de esta manera se realizd la
isotipificacion de los fragmentos polimérficos de restriccion (RFLPs) generados,
que nos permitieron identificar los 6 genotipos que se producen por este
método.

D <

19 72 48 35

E4 112
, L} 91 LLe 35
A . Ly "

Fig. 16. Se muestra el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion Hhal
en la posicién 112 y 158 del ex6n 4 del gen ApoE y los diferentes fragmentos
generados, cuya combinacion da origen a 6 genotipos.
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Se realizé la amplificacion empleande la metodologla descrita por Hixson y
Vernier (1990), con modificaciones hechas en el laboratorio, para lo que fue

necesaria la siguiente reaccion:

DNA gendmico 300-400 ng 20u
Oligonucleétido F4 200 ng 20pl
Oligonucleétido F6 200 ng 20
Amortiguador 10X 1X 3.0ul
Amplitaq (10 U/pd) 2u 0.2l
DMSO 10% 3op
Agua chp 30 17.8

La mezcla de reaccidn se sometié al siguiente programa de PCR:

Desnaturalizacion iniclal
Desnaturalizacién
Alineamiento

Extensién

Extension final

94°C
894°C
60°C

70°C

70°C

70

S min.
30 seg.
30 seg. 40 ciclos

1.5min

10 min.



5.7 DIGESTION ENZIMATICA.

Se realizd una cinética enzimatica con 1, 3, 5, 10y 15 U de la enzima de
restriccion Hha |, con la finalidad de establecer la cantidad de enzima
necesaria para obtener una digestién completa del producto amplificado.
De esta forma se establecid que con 3 U de enzima de restriccion se
obtiene un corte completoc del producto amplificado, cuando se digieren
a 37°C, durante 4 hrs.

5.8 ELECTROFORESIS EN GELES DE ACRILAMIDA.

Los productos amplificados y digeridos con la enzima de restriccion Hha
I, se resolvieron en geles de poliacrilamida no desnaturalizante al 8%,
durante 2.5 hrs. a 45 mA, flanqueando el gel con marcadores de peso
molecular conocidos, marcador V (pBR322 DNA-Hae I} y Vili
(pUCBM2 DNA—Hpa Il+ pUCBM 21 DNA Dra | + Hind Il) de ROCHE.

Después de la electroféresis el gel se tind con bromuro de etidio (0.5
ug/mi) y se analizé bajo luz ultravioleta en un transiluminador. Se tom¢
fotografia de! gel para su posterior andlisis.
Los tamafios de los fragmentos se estimaren por comparacién con los
marcadores de peso molecular congcidos.
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5.9 SECUENCIACION.

Los productos amplificados fueron secuenciados para confirnar los cambios
que modifican el sitio de restriccién de la enzima Hhal, en la posicién 112 y 158
de los 5 genotipos encontrados en las muestras analizadas, por lo que fue
necesario purificar los productos amplificados empleando el kit QlAquick
(QIAGEN) y el siguiente método:

1.- Se adicionaron 5 volumenes de amortiguador PB por un volumen de
reaccién de PCR. Se mezcld antes de poner en la columna (150 pl de
amortiguador PB X 30 ul de reaccion de PCR).

2.- Se colocd la columna QlAquick en un tubo colector de 2 ml y se
adiciond la mezdcia del paso 1, para unir el DNA a la columna.

3.- Se cenfrifugé a 13,000 rpm / 30 - 60 seg.

4 .- Se elimind el sobrenadante y se coloco nuevamente la columna en el
mismo tubo.

5.- Para lavar la columna, se adicionaron 0.75 ml del amortiguador PE y
después se centrifugd a 13,000 rpm por 30 a 60 seg.

6.- Se elimind el fluido y se puso nuevamente la columna sabre el mismo
tubo, se centrifugé por un minuto a méaxima velocidad para eliminar de
esta forma restos de etanol.

7.- Se pasé la columna a un tubo nuevo de microcentrifuga previamente
rotulado.

8.- Se eluyd el DNA de la columna adicionandole 50 gl del amortiguador

EB o agua estéril a pH: 7 — 8.5, en el centro de la columna y se
centrifugé por un minuto para recuperar el DNA.
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NOTA: Para incrementar ia concentracion de DNA se adicionaron
unicamente 30 ul de buffer EB o agua, en el centro de la columna y se
dejé reposar por un minuto, después se centrifugéd bajo las mismas
condiciones. Los productos purificados se analizaron en gel de agarosa
al 3% en TBE1X.

5.9.1 PURIFICACION DE PRODUCTOS DE SECUENCIACION.

. Después de realizar la reaccidn de secuenciacion los productos se
purificaron para eliminar productos inespecificos, por medio de columnas
Centri~sep previa hidratacién con 750 pl de agua estéril.

. Se invirtieron varias veces las columnas y con ayuda del vortex se
eliminaron las burbujas de aire en la columna.

. Se dejaron en refrigeracion durante 2 horas las columnas, para asegurar
una hidratacién completa, posteriormente se quitd el tapén inferior y el

superior para eliminar el resto de agua.

. Después se centrifugaron a 3,000 rpm durante un minuto para
empagquetarlas y eliminar el resto de agua.

. La reaccién de secuenciacién se colocd al centro de la columna y
posteriormente se centrifugd a 3,000 rpm durante un minuto.

. El producte purificado se secéd por vacio (speed-vac) durante 45 min.
. El producto seco se rehidraté con 16 pi de formamida ulirapura, se

desnaturalizé y finalmente secuenciado (secuenciador de DNA
automatizado ABI PRISM 3100).
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VI. METODOS ESTADISTICOS



METODOS ESTADISTICOS

La frecuencia de los alelos se estimé usando el método de conteo génico y se
determind si la poblacién control y de pacientes se encontraba en equilibrio de
Hardy Weinberg.

La comparacion de la frecuencia de los alelos entre los diferentes grupos se
realizé usando la prueba de Chi-cuadrada (X?) y Exacta de Fisher segun sea el
caso.

Se calculd el razén de momios con un intervalo de confianza del 95% en

individuos con 0, 1 ¢ 2 alelos &4, empleando un método de regresién loglstica
utilizando el paquete SPSS/PC y el programa EP! info V6.
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VII. RESULTADOS




Lo c;cg;c

GITGCE
3]

GENOTIPO
3/3

112 TGC
Cls

158 CGC
Arg

4/3

112 TGC - CGC

Cis Arg
158 CGC - CGC
Arg Arg

Fig. 17. Electroferogramas de los cambios de nuciedtidos encontrados en los

genotipos 3/3 y 4/3. Para el genotipo 3/3 se muestra la secuencia normal que

codifica para cisteina y arginina en el codén 112 y 158. En el genotipo 4/3, se

observa la sustitucibn de una timina por una citocina en el codon 112, lo que

ocasionan el cambio del aminoacido cisteina por arginina.
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3/2

112 TGC - TGC

Cls Cls

158 CGC —» TGC
Arg Chs
4/4

112 TGC - CGC
Cis Arg

158 CGC — CGC
Arg  Arg

Fig. 18. Electroferogramas que muestran el cambio de una arginina por una
cisteina en el coddn 158 para el genotipo 3/2, dado por la sustitucion de una
C—T, mientras que en el genotipo 4/4, se observé la sustitucién de una T—C
en el coddn 112, lo que ocasionan el cambio del aminoacido cisteina por
arginina.
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4/2

112 TGC - CGC

s Arg
158 CGC —» TGC
Arg Cis

Fig. 19. Electroferograma que muestra los cambios observados en la posicién
112 {T—>C) de una arginina por una cisteina y en el residuo 158 (C—T),que
ocasionan el cambio del aminoacido arginina por cistelna.

Estos cambios se confirmaron cuando los productos amplificados fueron
digeridos con ia enzima de restriccion Hhal, debido a que estos cambios
puntuales modifican el sito de reconccimiento de la enzima generando
diferentes fragmentos de restriccion, lo que permiti6 se identificaran los
diferentes genotipos (Fig. 20).
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Fig. 20. Gel de poliacrilamida al 8%, donde se muestran después de la
electroféresis los fragmentos Hhal (+) para las diferentes isoformas
apoE. Se identificaron individuos homocigotos 3/3 y 4/4 (lineas 4 y 12),
asi como los heterocigotos 4/3, 3/2 y 4/2 (lineas 6, 8 y 10), mostrandose
los 5 genotipos encontrados en controles y en pacientes. El gel muestra
los productos amplificados de 193 pb sin digerir (-), carriles 3, 5,7 y 9. El
tamafio de los fragmentos se determind por los marcadores de peso
molecular que flanquean el gel, marcador 5 (pBR322 DNA-Hae Ill) y
marcador 8 (pUCBM2 DNA-Hpa il+ pUCBM 21 DNA Dra | + Hind lil) de
ROCHE.
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Se determinaron las frecuencias genotipicas en los casos con EA,
encontrandose los genotipos: 3/2, 4/2, 3/3, 4/3 y 4/4 como se muestra en la
Tabla 8, al analizar la distribucién grafica de estas frecuencias se observo que
el genotipo mas frecuente fue ei 3/3, seguido del 4/3 y 4/4 (Fig. 21).

El andlisis de los genotipos en los controles mostré que el mas comun también
fue el 3/3, seguido del 4/3 y 3/2 solo encontramos un individuo homocigoto 4/4
y no se encontré ningun individuo homocigoto 2/2, en los grupos control y de
casos con EA (Tabla 8).

Tabla 8. Frecuencias genotipicas en controles y casos con EA.

GENOTIPOS CONTROLES CASOS CON EA

APOE n %* n %*
212 0 - 0 -
32 18 5.21 1 1.16
4/2 2 0.57 1 1.16
313 227 80.28 48 55.81
43 47 13.62 33 38.37
4/4 1 0.28 3 3.48

TOTAL 345 88

+Las frecuencias genotipicas se determinaron por conteo génico y se establecen en porcentaje.
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GENOTIPOS APOE EN CONTROLES

16% [0/ 6%

%

E33042043 244032

GENOTIPOS APOE EN PACIENTES

1%

57%

1% 3%

(m33 04,2 04,3 844 03.2]

Fig. 21. Se muestra la distribucién de los genotipos encontrados en pacientes y
controles, observandose que el genctipo 3/3 en ambcs grupos es el de mayor

frecuencia, mientras que la frecuencia del genotipo 4/4 es mayor en los

pacientes con EA.
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Sin embargo al comparar las frecuencias genotipicas entre los casos, se
observé una mayor frecuencia del genotipo 3/3 en casos de inicio temprano,
con una diferencia estadisticamente significativa (OR 3.025, IC 85% 1.14 a
B8.08), en comparacién con los casos de inicio tardio.

En el resto de los genotipos no se encontraron diferencias, debido al tamafio de
la muestra o que no habia genotipo comparativo, por lo que fue necesario
separar los casos y las distribuciones de frecuencias en los diferentes grupos
con sus correspondientes controles se muestran en la Tabla 9.

La distribucién de genotipos ApoE en casos como en controles no difieren de
los esperados (p>0.05), por lo que ambas poblaciones se encuentran en
equilibrio de Hardy-Weinberg, para el sistema genético estudiado.

Tabla 9. Frecuencias genotipicas en casos de inicio tardlo y temprano, asi
como en controles.

Controles Casos con EA de Controles Casos con EA de

Genotipos APOE <65 afos Iniclo temprano 2 65 afos Inicio tardio
n % n % n % n %
22 (1} - - 0 - 0 -
23 10 4.23 0 - 8 7.33 1 27
2/4 1 0.42 1 2.04 1 0.91 0 -
a3 182 81.38 33 67.34 86 80.95 15 40.54
34 32 13.55 15 30.61 15 13.76 18 - 48.64
44 1 0.42 0 - 0 - 3 8.10
TOTAL 236 49 109 37
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lLas frecuencias alélicas fueron para el total de controles de 0.028 para el alelo
g2. 0.897 para &3 y 0.073 para ¢4, mientras que en el total de casos con EA

fue de 0.011 para el alelo 2, de 0.755 para &3y 0.232 para £4.

La distribucion de alelos se muestra en las graficas de la Fig. 22, la frecuencia
total del alelo g4 en casos con EA (0.232) fue significativamente mayor sobre la
muestra control {0.073) (X correccon de vates 21.4, p=0.000004).

FRECUENCIAS ALELICAS ENCASOS DE .
INICIO TEMPRAND FRECUENCIAS AL TOAS ENCASOS DE
INECIO TARDHD

1%

Fig. 22. Distribucidon de frecuencias alélicas en los casos de inicio temprano y

tardio.

Se analizo si existia diferencia entre las diferentes formas de presentacion de la
enfermedad por lo que al comparar la frecuencia de los alelos Apo E entre

casos de inicio temprano y controles pareados por sexo y edad no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas (X?=2.85, p= 0.09).

Al comparar la frecuencia de lcs alelos de Apo E en casos de inicio tardio con
controles pareados por sexo y edad, si se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (X*=7.81, p= 0.005), como se muestra en la
Tabla 10.
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Tabla 10. Frecuencias alélicas en casos y controles pareados por sexo y edad.

FRECUENCIAS EN: n &2 &-3 e—4 X2
CASOS DE INICIO 37 0.013 0.662 0.324
TARDIO 7.81
p=0.005
CONTROLES 74 0.033 0.858 0.108
CASOS DE INICIO 49 0.10 0.826 0.163
TEMPRANO 2.85*
CONTROLES 98 0.020 0.913 0.066 p=0.09

*X* correccién de Yates

Se determind si el numero de copias del alelo €4 si se asocia a un riesgo mayor

de padecer la enfermedad por lo que se calcul6 la Razén de Momios para

casos de inici6 tardio y temprano, cuyos Qdds Ratio (OR) de presentar EA se

calcularon con un intervalo de confianza de 95% para sujetos con 0, 1, 2y 1+2

copias del alelo g4 (Tabla 11).
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Tabla 11. Dosis genica del aleio 4 y el sexo.

NdGmero de coplas del alelo 4
0 1 2 1+2
Mujeres con EA 10 16 2 18
n=28
Controles 64 13 0 13
n=77
OR (IC 95%) 0.112 6.56 5.84 8.86
(0.039 a 0.332) (2262 19.05) | (0.287 a 349.3) (3.01a26.45)
p=0.000007 p=0.00120 p=0.172 p=0.000007
Hombres con EA 6 2 1 3
n=9
Controles 29 3 0 3
n=32
OR (IC 95%) 0.206 276 385 4.83
(0.228 a 2.020) (0.19228.56) | (0.043a313.7) (0.49 2 42.7)
p=0.10 p=0.24 p=0.39 p=0.10
Total de
Enfermos 18 18 3 21
n=37
Controtes 93 16 0 16
n=109
OR (IC 85%) 0.131 5.6 9.52 7.62
(0.052 a 0.329) (2.19a12.75) | (0.723 a 504.66) (3.03a19.2)
p=0.000001 p=0.000072 p=0.05 p=0.000001
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Comeo se muestra en la tabla 11, el alelo €4 confiere un riesgo sustancial para
desarrollar la EA relacionado a la dosis o numerc de copias, por lo que la
proporcion de riesgo asociado con la EA y la posesion de 1 alelo ¢4 fue de 5.5
(IC 95%, 2.19-13.75) y al poseer 2 copias, se incrementa el riesgo a 9.5 (IC
95%, 0.723-504.6), mientras que el riesgo sumado de 1+2 copias es de 7.62
(IC 95%, 3.03-19.2).

Se evalué también si el riesgo era diferente entre mujeres y hombres,
observindose que la presencia de un alelo ¢4, en hombres es de 2.76,
mientras que en los homocigotos es de 3.87. En el caso de las mujeres este
riesgo es mayor por la presencia de 1 y 2 alelos e4 comparado con los hombres
{6.56 y 5.B4 respectivamente).

En el caso de las mujeres la asociacibn combinada de homocigocidad vy
heterocigacidad del alelo €4 fue casi el doble comparada con los hombres.

Al observarse que a mayor numero de copias del alelo 4 se incrementa el
riesgo de padecer la EA, se trato de establecer si existla una relacion con la
edad de inicio y si habla diferencias entre mujeres y hombres (Tabla 12).

La edad promedio de inicio de la enfermedad en los casos sin alelo e4 fue de
72.1 afios y en los casos con una copia de 70.7 afios, mientras que en aquellos
can 2 copias fue de 68.3 afios, observando que disminuye la edad de inicio a
medida que se incrementa en. nimero de copias del alelo &4, pero no existen
diferencias estadisticamente significativas.
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Tabla 12. Enfermedad de Alzheimer de inicio tardio, edad de inicio y niimero
de copias del alelc 4.

Copias de 4 n Edad promedio (DE)
{afios)
Mujeres
0 10 74.3 (5.44)%°
16 71.1 (2.96)*°
2 2 67.5 (3.54)"°
Hombres
0 6 68.5 (4.76)
2 67.5(2.12)
2 1 70.0 (—)
Total
0 16 72.1 (5.81)
1 18 70.7 (3.06)
2 3 68.3 (2.89)

“P=0.65 "P=0.13 "“P=0.13

No fue evidente el promedio de edad de inicio de la enfermedad en hombres
relacionado al nimeroc de alelos 4, aunque sugiere que la edad de inicio
tiende a ser mas temprana en mujeres con este alelo. En el caso de las
mujeres homocigotas para el alelo &4, inician 6.8 afios mas temprano
comparadas con aquellas sin alefo e4, pero las diferencias no son significativas.
{(p=0.13).
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VIIl. DISCUSION



DISCUSION

El alelo 3 y el genotipo 3/3 fueron los més frecuentss en esta muestra de la
poblacién mexicana y nuestros resultados son semejantes a los encontrados
en poblaciones caucésicas, afroamericanas, chinas, japonesas, hindles e
hispanicas. Al igual que en estas pobiaciones le siguen en frecuencia los
genoctipos 4/3, 3/2 y 4/2 (Ganguli y cois., 2000; Hallman y cols., 1991).

La frecuencia del alelo 4 en esta muestra de pablacion mexicana es baja de
0.073, comparada con ofras poblaciones en que llega a ser de 0.1, pero es
semejante a la reportada en chinos y japoneses lo cual es razonable dado el
origen asiatico de fa poblacion mexicana (Hong y cols., 1996; Kawamata y
cols., 1994).

En México solo existe un estudio en poblacién indlgena maya, que reporta una
frecuencia de fenotipos muy semejante a la de genotipos encontrada por
nosotros, en la que no se encontraron tampoco alelos €2, la frecuencia del alelo
e3 fue de 0.91 y la de 34'&e 0.09 (Kamboh y cols., 1991).

Estas pequefias diferencias en las frecuencias alélicas vy genotipicas
encontradas pueden deberse a que la poblacién estudiada por nosotros es
mestiza {mezcla de indigena con espafiol) como es la mayoria de la poblacion
mexicana, mientras que la muestra estudiada por Kamboh y cols., es indigena.

Existe otro estudio en poblacién indigena nahua de nuestro grupo donde las
frecuencias fueron para el alelo €3 de 0.89, para el alelo €2 de 0.01 y la de €4
de 0.08 (Suastegui y cols., 2002), los cuales muestran resultados similares a
los encontrados en este trabajo.
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Al igual que lo reportado en un gran namero de estudios la frecuencia del alelo
¢4 fue mayor en pacientes con EA de inicio tardio, por lo que puede
considerarse que el alelo e4 de ApoE es también un factor de riesgo para
desarrollar la enfermedad de Alzheimer en esta muestra de poblacién
mexicana estudiada (Maestre y cols., 1995, Saunders y cols., 1993b).

Se mostré que existe una tendencia inversa entre el nimero de alelos e4 y la
edad de inicio de la EA, a mayor nimero de copias del alelo e4 menor edad de
inicio, pero no alcanza significancia estadl(stica.

En este trabajo se observa que los pacientes con una y dos copias del alelo 4
tienen una edad de inicio menor que aquellos que no tienen el alelo ¢4,
habiendo diferencias entre hombres y mujeres. Esto puede deberse en parte a
ta mayor sobrevida de la mujer después de iniciada la demencia y a la alta
prevalencia de EA en mujeres, pero también puede ser indicativo de una
diferencia de género sobre el riesgo para desarrollar la EA. Nuestros resuttados
concuerdan con lo encontrado por Payami y cols. (1896); Duara y cols. (1996).

A pesar de la evidente asociacion entre alelo €4 y la EA familiar y esporadica
de inicio tardio pocos estudios han proporcionado una estimacion del riesgo
especifico por sexo asociado con el alelo g4. Los resultados sugieren que las
mujeres necesitan solo una copia del alelo ed, mientras que los hombres
requieren 2 copias de este alelo para incrementar el riesgo de desamollar la EA,
sugiriendo una influencia de género, dando como resultado en la mujer un
incrementa en la susceptibilidad a la demencia.

Aungque la frecuencia dei alelo €4 en los controles es baja, al compararia con la
de los pacientes de inicio tardio resulto que es 4 veces mayor, de ahf la
importancia de contar con controles con el mismo fondo genético que los
pacientes.
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En los chinos y japoneses, se piensa que la prevalencia de la EA es menor
que la demencia por infartos mdltiples, debido a la baja frecuencia del alelo &4
an estas poblaciones, se ha sugerido como una de las causas (Hong y cols.,
1996; Kawamata y cols., 1954).

En México no tenemos estudios epidemiolégicos que nos permitan conocer la
prevalencia de la EA y la demencia por infartos multiples, por lo que resulta
interesante investigarlas y ver si la baja frecuencia del alelo =4 se correlaciona
también con una frecuencia baja de EA.

Algunos estudios como el de Tang y cols. (1998), refieren que la presencia del
alelo €4 de ApoE es significativa en pacientes blancos con EA, pero no en
afroamericanos e hispanos, en dicho estudio se refiere que el 84% de los
individuos identificados como hispanos eran de origen caribefio y el resto de
México y Centroamérica. Sabemos que los caribefios tienen un importante
componente africano por lo que estos estudios efrGneamente mezclan
individuos que comparten el idioma, pero tienen diferente componente
genético.

El gen ApoE, no es el gen primariamente causal pero es un factor de riesgo
para desarrollar la EA en casos de inicio tardio y esto se ha demostrado en
este estudio y en ofros realizados en otras poblaciones, este efecto no se
observa en familias de inicio temprano que presentan mutaciones en el gen de
fas presenilinas 1y 2.

Es importante precisar las causas moleculares de este incremento en el riesgo
de padecer la EA en individuos con alelos g4, el cual esta relacionado con su
afinidad por el B-amiloide y su agregacion, asi como la subsiguiente formacién
de fibrillas que se incorporan dentro de las placas neuriticas.
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La afinidad del alelo &2 por el péptide amiloide es menor por lo que a este alelo
se le confiere un efecto protector y un inicio mas tardio (Corder y cols., 1984),
el mecanismo por medio del cual se asocian estos alelos no es claro, sin
embargo se cree que estos polimorfismos influyen en la produccion, captacion
y distribucién del péptido p-amiloide.

Finalmente, se ha sugerido que ApoE esta involucrada en la plasticidad
sinaptica durante la regeneracién y reparacion, siende el alelo e4 menos
eficiente en este papel.

Se han descrito otros polimorfismos en diferentes genes, sin embargo ninguno
de ellos han tenido resuttados tan reproducibies, ni contundentes como el gen
ApoE, que lo hace el mayor factor de riesgo genético para la EA de inicio tardio
hasta el momenta confirmado en diferentes poblaciones del mundo {Bertram Y
cols., 2004).

El alelo €4 de ApoE es un factor de riesgo o susceptibilidad para desarrollar la
EA, pero existe un acuerdo intemacional en el que se especifica-que no debe
usarse como valor predictivo (American Collage of Medical Genetics, American
Society of Human Genetics Working Group on ApoE and Alzheimer Disease,
1995; Post y cols., 1997; Relkin y cols., 1986).
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IX. CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

. El alelo £4 del gen de la ApoE es un factor de riesgo para padecer la EA
en pacientes de inicio tardio, siendo mayor en mujeres, pero no es
necesario, ni suficiente para causaria.

_ En los casos de inicio tardio, las mujeres con el alelo ¢4 tienen mayor
riesgo de desarroliar la EA que los hombres.

_ En los casos de inicio tardio, se observé una tendencia a tener una edad
de inicio mas temprana mientras es mayor namero de copias del alelo
¢4 en el caso de las mujeres, no en los hombres,

. La EA tiene une etiologla compleja, varios factores de susceptibilidad
genética se sumaran probablemente a otros factores ambientales aun
desconocidos, para juntos producir este padecimiento.
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