10 NN AUTONONA
B e %Lﬂw

—¢ .\? ==,

Universidad Nacional Autonoma de México P —

Facultad de Estudios Superiores Iztacala - JL,. =
|ZTACALA

VNIVERADAD NACIONAL
AVENMA DE
MEXICO

IDENTIFICACION DE VARIANTES GENICAS EN PSEN1Y APOE ASOCIADAS
A LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE

BIOLOGA
PRESENTA

NANCY ALEJANDRA CARMONA DIAZ

DIRECTOR DE TESIS

DRA. PETRA YESCAS GOMEZ

Los Reyes lztacala, Edo. De México. 2017



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: PROFESORA: MARTHA OFELIA SALCEDO ALVAREZ
VOCAL.: PROFESOR: SERGIO VACA PACHECO
SECRETARIO: PROFESORA: PETRA YESCAS GOMEZ
SUPLENTE: PROFESOR: FELIPE VACA PANIAGUA

SUPLENTE: PROFESORA: IRMA ELENA DUENAS GARCIA

EL PRESENTE TRABAJO FUE DESARROLLADO EN EL DEPARTAMENTO DE
GENETICA Y BIOLOGIA MOLECULAR DEL INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA
Y NEUROCIRUGIA “MANUEL VELASCO SUAREZ”.

DRA. PETRA YESCAS GOMEZ

DIRECTOR DE TESIS

NANCY ALEJANDRA CARMONA DIAZ

SUSTENTANTE






iNDICE

I AB REVIATUR S . . . ettt e e 4

I RESUMEN . ... .ottt et et et aaeneaaas 6

HE INTRODUGCCION. ...ttt ettt 8
3.1 Antecedentes NiSTOMICOS. .. ...ttt 8
G T Y Yo 1= 4o 1o [ = - R 8
G TG T 0o Yo Tol=Y o o XN e (=Y [=T 1 0 Y=1 o [ol - VA 9
3.4  Demencia tipo AlZNEIMEr. ... .o 9
3.5 Caracteristicas ClINICAS. ... .u et 9
3.6 NEUrOPAtOlOgIa. .. vt 10
T A = {To ] o= { = T 12
3.8 Clasificacion de la EA. ... .ot 12
G TR T =T o V=1 T 12
3.9.1 Enfermedad de Alzheimer familiar de inicio temprano (EOFAD).............ccevvinennn.n. 13
3.9.1.1 Proteina Precursora del B-amiloide (PPA).......cciiiiiiiiii i 13
3.9.1.1.1 Procesamiento PPA. ... ...ttt et e 14
3.9.1.1.2 Hipodtesis de lacascada amiloidea........c.oouiiiiiiiii i 15
3.9.1.2  Presenilings. ...ttt 17
3.9.1.2.1 Localizacién y estructura de los genes PSENI Y PSEN2..........ccocieiiiiiiiniinnnnnnnn. 17
3.9.1.2.2 CoNSErvacion ENtre ESPECIES. .. .. ettt ettt ettt et et e ae e e eane e 19
3.9.1.2.3 Expresidny localizacidon subcelular.............oooiiiiiii i 19
3.9.1.2.4 Estructura de las proteinas, topologia y corte endoproteolitico.......................... 20
3.9.1.2.5 Funciones de las presenilinas. ........ccoviii it 22
3.9.1.2.5.1 Presenilinas en el complejo y-SeCretasa. .......voevueriiririieiiie e eeieeeaaeenenans 22
3.9.1.2.5.2 Procesamiento de NOTCh. .......ouiiiriiiii e 24
3.9.1.2.5.3 Regulacion de B-Catening.......oueuiieiei i 24
3.9.1.2.5.4 Homeostasis de CalCio.........ueiriiiei it 25
3.9.1.2.5.5 Funcidn patoldgica de presenilinaenlaEA..... ..ottt 26
3.9.1.2.6 Mutaciones en 10s genes PSENI Y PSEN2Z.........cuueueneirae it aaeae, 27
3.9.2 Enfermedad de Alzheimer de inicio tardio (LOAD)........ccviiiiiiiiiiii i e, 29

1|Pagina



3.9.2.1 Apolipoproteina E (APOE) ....vinriii it 30

3.9.2.1.1 Localizacion y estructura del GeN.........ooviiriiriii i 31
3.9.2.1.2 Funcidny sintesis de 1a Proteina ........ccooeiuiiriiiii e e 32
3.9.2.1.3 EStructura de APOE. .. ..iiri ittt 33
3.9.2.1.4 Polimorfismo de APOE Y EA. ..o e e 36
3.0, 2.0, APOE Y A B it e 37
3.10 Otros factores 0 MESE0. ... uu ettt e e e e 38
IV JUSTIFICACION . ...ttt ettt e e e e 40
AV & 110 1 = PRSP 40
AT T 0 1 - 3 1 1 Y 0 1 41
VII' MATERIALES Y METODOS. ...ttt ettt et 42
7.1 PobIacion de eStUdIO. .. .. .uie et 43
4 o) ' T e 1IN0 U= i o T 43
7.3 EXtraccion de DINA. .. ...t 43
7.3.1  Analisis espectrofotOmMEtriCo. ... .o.viei it 44
7.3.2 Anélisisde integridad del DNA. ... e, 44
7.4 Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR).......couiiuiiiiiii i, 45
TAA PSENI. ... e e e 45
T A2 APOE. ... e e 46
7.4.3  Andlisis de productos de PCR........iuiiiit it e 47
7.5 Secuenciacion tipo Sanger del 8en PSENT ........ouenieii e e 48
7.5.1 Purificacion de l0s productos de PCR ........oiuiiiiiiiii i e 48
7.5.2 Reaccion de SeCUBNCIACION ... . ..ttt 48
7.5.3 Purificacidn de los productos de secuenciacion...........oovvieiiiiiiii it 49
48 Y=Y =T Vo - ol o Yo T 50
7.6 Fragmentos polimdrficos de longitud de restriccién de APOE (RFLP).......cc.ccevvvvinnnnnn... 50
7.6.1  DigestiOn ENZIMATICA ...eiuiini it e 50
7.6.2 Andlisis de productos de restriCCiON. ... ..o.iieiiei i e 51
7.7 Analisis @StadistiCO . ....iuieii e 52
RV ] 5 U1 7Y 0 Lo 53
8.1  PobIacion de @StUAIO. ... ..uueee ittt 53
8.2  Cuantificacion de DNA GENOMICO. .. ...uiue it e e 55

2|Pagina



8.3 Analisisde integridad del DNA.........ouiiiii i e e e 55

8.4 Analisis de los productos de PCR A@ PSENI ........neineine e 56
8.5 Mutaciones encontradas en el 8N PSENT .........oueiueineinii e e 57
8.6  Analisis de productos de PCR A@ APOE...........iueiuiiii ettt 59
8.7 Fragmentos de restricCiON d@ APOE...........eoueiie ettt et 60
8.8 Frecuencias alélicas y genotipicas de APOE...........cueieeii e, 61
IX DISCUSION . ...ttt et e e et e e e 68
D G o0 1\ ol R U L [0 ]\ -5 PP 74
D =12 o o Y7 N T PP 75
XII BIBLIOGRAFIA ...ttt 76
L2 3, o o =P 84

3|Pagina



I ABREVIATURAS

a.a
AB

ABao
ABaz
APC
APOE
APOE
BACE
BLGR
CAA
Ca*
CTF
C-terminal
Da

DNA
EA
EOAD
EOFAD
FAD
GSK-3B
HDL
LDL
LOAD

LOFAD

Aminoacido

Péptido B-amiloide

Péptido B-amiloide de 40 aminoacidos

Péptido B-amiloide de 42 aminoacidos
Gen supresor de tumores APC-poliposis adenomatosa del colén
Apolipoproteina E
Gen de la apolipoproteina E
Complejo de la B-secretasa
Buffer amortiguador para lisis de gldbulos rojos
Angiopatia amiloide cerebral
lon Calcio
Fragmento C-terminal
Carboxilo terminal
Dalton
Acido desoxirribonucleico
Enfermedad de Alzheimer
Enfermedad de Alzheimer de inicio temprano
Enfermedad de Alzheimer familiar de inicio temprano
Enfermedad de Alzheimer familiar
Proteina glicogeno-sintasa-cinasa 33
Lipoproteinas de alta densidad
Lipoproteinas de baja densidad
Enfermedad de Alzheimer de inicio tardio

Enfermedad de Alzheimer familiar de inicio tardio

4|Pagina



mL
NFT
NICD
Ng
NTF
N-terminal
OMS
OR

p.b.
PCR
PEN-2
PM
PPA
PPA
PSEN1
PSEN1
PSEN2
PSEN2
r.p.m
SDS
SNP
TAU
MAPT
TCF
TMD

VLDL

Mililitros

Marafas neurofibrilares

Dominio intracelular de Notch
Nanogramos

Fragmento amino-terminal

Amino terminal

Organizacién Mundial de la Salud
Odds Ratio o razén de momios

Pares de bases

Reaccion en cadena de la polimerasa
Potenciador de presenilina 2

Peso molecular

Proteina Precursora del B-amiloide
Gen de la proteina precursora amiloide
Proteina Presenilina 1

Gen de la Presenilina 1

Proteina Presenilina 2

Gen de la presenilina 2

Revoluciones por minuto
Dodecilsulfato de sodio

Polimorfismo de un solo nucleétido
Proteina Tau

Gen de proteinas asociadas a microtubulos Tau
Factor nuclear de transcripcion
Dominio transmembranal

Lipoproteinas de muy baja densidad

5|Pagina



I RESUMEN

Actualmente, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define a la demencia como un
sindrome que implica el deterioro de la memoria, el intelecto, el comportamiento y la
capacidad para realizar actividades de la vida diaria y no constituye una consecuencia
normal del envejecimiento. Clinicamente la Enfermedad de Alzheimer (EA) se manifiesta
como un trastorno amnésico progresivo con la subsecuente aparicion de déficits
cognitivos y neuropsiquiatricos que impiden la funcion social y las actividades de la vida
diaria, progresando a demencia. En 2012 se estim6 que en México existen alrededor de
800 mil personas afectadas por demencia, cerca de 350 mil de estos casos se atribuyen a
la demencia de tipo Alzheimer. Aunque las causas de La Enfermedad de Alzheimer aun
no han sido descubiertas en su totalidad, se sabe que es una enfermedad multifactorial. El
péptido B-amiloide (AB) y la proteina Tau juegan un papel esencial en el desarrollo de la
EA. De acuerdo a la edad de inicio de los sintomas, la EA se divide en dos grupos
principales: EA de inicio temprano (EOAD); con un inicio <65 afos, correspondiente a
aproximadamente 10% de los casos y EA de inicio tardio (LOAD); con un inicio =265
anos, correspondiente a aproximadamente 90% de los casos. Genéticamente la EA se
puede clasificar en base a los antecedentes familiares como: formas familiares o
monogénicas (FAD) (<1%), con un patrén de herencia autosémico dominante, de inicio
temprano causada por mutaciones de alta penetrancia en tres genes: gen de la Proteina
Precursora del B-amiloide (PPA), gen de presenilina 1 (PSENT) y gen de presenilina 2
(PSEN2) y como formas poligénicas o multifactoriales o también llamadas formas
“esporadicas” y es por lo general de inicio tardio. Las mutaciones en el gen PSEN1 son la
causa mas comun de la enfermedad de Alzheimer familiar de inicio temprano (EOFAD) y
representan aproximadamente entre el 50-70% de los casos de estas formas. La edad de
inicio promedio para los portadores de una mutacién en el gen de PSEN1T es de 45 anos
aunque la enfermedad puede ocurrir desde los 30 afios de edad. Por otro lado, el alelo €4
del gen de la apolipoproteina E (APOE) es el unico factor de riesgo genético bien
establecido para la EA de inicio tardio, a diferencia de las mutaciones en PPA, PSEN1y
PSEN2, el alelo €4 no es suficiente para causar EA, pero funciona como un modificador
de riesgo genético mediante la disminucion de la edad de inicio de la EA de una manera

dependiente del numero de copias de este alelo.

El objetivo de este estudio fue la busqueda de mutaciones en el gen PSEN1 y su relacion

con la frecuencia del alelo €4 de APOE. Se analizaron 55 muestras de DNA de pacientes
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con diagnostico probable de demencia tipo Alzheimer, atendidos en el Instituto Nacional
de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez” (INNNMVS). Se incluyeron los
datos de frecuencias alélicas de 345 controles, ya determinadas para una muestra control
de poblacion mestizo mexicana sana, sin antecedentes de enfermedades
neurodegenerativas y mayores de 60 afos. Todos ellos con firma de consentimiento
informado. Se encontraron 6 casos con mutacion en el gen PSEN1, correspondientes al
30% de EA familiar de inicio temprano, cuatro de los casos presentaron la mutacion
A431E y dos la mutacion E318G. Ambas mutaciones ya reportadas, la A431E con un
efecto fundador en poblacion mexicana y la E318G asociada como un polimorfismo de
riesgo para la EA en las poblaciones australiana, italiana y finlandesa. El 21% de la
muestra total de pacientes con EA presenté el alelo de riesgo €4 ya sea en su forma
homocigota (4.32%) o heterocigota (18.38%), de los cuales se encontré una frecuencia de
0.162 para el alelo €4, correspondiente a casos de EA de inicio temprano, con una
significancia estadistica (x? 3.97 p=0.0046061) (OR 2.53, IC 95% 0.99-6.45) al comparar
con controles sanos del mismo rango de edad y una frecuencia de 0.361 en casos de
inicio tardio, con una significancia estadistica (x? 24.91 p=1x10%) (OR 7.47, IC 95% 3.13-
17.83) al comparar controles sanos del mismo rango de edad. El analisis de estos genes
no solo servirda como una herramienta para confirmar el diagndstico de esta enfermedad,
sino también para brindar un mejor asesoramiento genético en los casos y establecer el
riesgo, asi como para conocer la frecuencia de estas variaciones en la poblacién

mexicana y comprender mejor la fisiopatologia de la EA.
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Il INTRODUCCION

3.1 Antecedentes historicos

En 1906, Alois Alzheimer describié por primera vez una forma de demencia en una
paciente llamada Auguste D, de 51 afios de edad, originaria de Frankfurt, Alemania, que
habia mostrado deterioro cognitivo progresivo, sintomas focales, alucinaciones, delirios e
incompetencia psicosocial. En la necropsia se encontraron placas, marafas de

neurofibrillas y cambios arterioescleroticos cerebrales.

En 1909, Gaetano Perusini publicé su articulo “On histological and clinical findings of
some psychiatric diseases of older people”, en el cual por sugerencia de Alzheimer,
Perusini examind cuatro casos caracterizados por sintomas clinicos e histopatologicos
especialmente. En este articulo, Auguste D se volvidé a investigar como el caso n° 1.
Perusini presentd los hallazgos histopatologicos detallados junto con 6 ilustraciones
mostrando las placas amiloides y las marafas neurofibrilares. En resumen declaré: “El
proceso patolégico recuerda las principales caracteristicas de demencia senil, sin
embargo, las alteraciones en los casos descritos son de mayor alcance, aunque algunos

de ellos representan enfermedades preseniles”. (1)

En la 82 edicién (1910) del Handbook of Psychiatry, Kraepelin usé por primera vez el
término “Enfermedad de Alzheimer® para describir casos con las caracteristicas
patolégicas descritas por Alzheimer y Perusini que aparecian tempranamente y se le

considero como presenil (entre los 45 a los 60 afos) (1,2).

3.2 Epidemiologia

En 2012 se estimdé que en México existen alrededor de 800 mil personas afectadas por
demencia, cerca de 350 mil de estos casos se atribuyen a la demencia de tipo Alzheimer,
con una prevalencia del 7.4%, y se prevé que para el 2050 alrededor de 3 millones de
personas padezcan esta enfermedad. Mientras tanto la tasa de incidencia de la demencia
aumenta exponencialmente con la edad, con el aumento mas notable entre la séptima y la
octava décadas de la vida. Se han reportado tasas de incidencia entre aproximadamente
el 0,4% en personas de 65-69 afios de edad hasta casi un 10% en personas mayores a
90 anos. (3, 4, 5, 6)
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El impacto econémico de la demencia es enorme, el costo anual por persona con
demencia se estima en casi €20,000 mundialmente. Esta estimacion excede el costo

asumido para pacientes con cancer o enfermedades cardiovasculares. (4)

3.3 Concepto de demencia

El término demencia es derivado del latin demens, es decir, “sin mente”; durante el
periodo greco-romano Galeno (130-201 a. C.) identifico la demencia como un desorden
mental y en el siglo XVIII, la demencia se describia como un estado de déficit intelectual
adquirido, a cualquier edad y por cualquier causa. Fue con Pinel y Esquirol que la
demencia senil comenzé a diferenciarse de los otros tipos de demencia y se establecio

como una clase de trastorno mental. (7)

Actualmente, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define a la demencia como un
sindrome que implica el deterioro de la memoria, el intelecto, el comportamiento y la
capacidad para realizar actividades de la vida diaria. Aunque afecta a personas mayores,

la demencia no constituye una consecuencia normal del envejecimiento. (8)

3.4 Demencia tipo Alzheimer

El manual de demencia y estadistica de desordenes mentales de la Asociacion de
psiquiatria de América (DSM 1V) define a la Enfermedad de Alzheimer como la presencia
de multiples déficits cognoscitivos y progresivos, que se manifiestan por el deterioro de la
memoria y al menos una de las siguientes alteraciones: afasia, apraxia, agnosia y
alteracion de la ejecucion, provocando un deterioro significativo en la actividad social y
laboral. (9)

3.5 Caracteristicas Clinicas

Clinicamente la Enfermedad de Alzheimer (EA) se manifiesta como una demencia que
generalmente se presenta con un trastorno amnésico progresivo con la subsecuente
aparicion de déficits cognitivos y neuropsiquiatricos que impiden la funcion social y las

actividades de la vida diaria. (10)
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En las primeras etapas de la EA, las areas criticas para la memoria episddica se ven
afectadas en las regiones temporales mediales, el deterioro de la memoria de
acontecimientos recientes, omisiones inusuales y la dificultad para aprender nueva

informacién son los signos clinicos iniciales.

A medida que la enfermedad progresa es frecuente la afectacién visuoespacial, lo que
dificulta que el paciente ubique su domicilio, se afecta el lenguaje, y hay dificultad para
encontrar la palabra adecuada o el nombre de los objetos (anomia). Aparece una
alteracion en las funciones ejecutivas, siendo un problema planificar, secuenciar o

abstraer actividades de la vida diaria.

Progresivamente el paciente con EA va perdiendo capacidades funcionales perdiendo la
autonomia para realizar actividades complejas (como el manejo de finanzas) hasta solo
ser capaz de realizar actividades poco significativas y finalmente ser absolutamente
dependiente para realizar actividades basicas de la vida diaria, como bafarse, vestirse,
comer, etc. (10, 11, 12).

3.6 Neuropatologia

La atrofia cortical es la anomalia general caracteristica en el cerebro con Enfermedad de
Alzheimer, en muchos casos la atrofia se encuentra mayormente en la porcién medial del
I6bulo temporal con respecto a otras areas de la corteza. Al diseccionar el cerebro, los
ventriculos laterales se encuentran generalmente dilatados, el hipocampo y amigdala

atrofiados y el locus coeruleus tiene a menudo perdida de pigmento. (13, 14).

Las lesiones primarias en cerebros con EA incluyen placas amiloides, maranas
neurofibrilares (NFT’s), pérdida neuronal, gliosis y angiopatia amiloide cerebral (CAA).
Varias anomalias adicionales se encuentran con mayor frecuencia en cerebros de
pacientes con EA, como cuerpos de hirano y degeneracion granulovacular, ambos

localizados en el hipocampo. (13, 14)

Placas amiloides: Son depdsitos esféricos extracelulares que van de 10 a 160mm de
diametro compuestos de filamentos de péptido B-amiloide (AB) insoluble. Dos tipos
principales de placas se aprecian en el cerebro con EA, las placas neuriticas (de nucleo

denso) que contienen un nucleo central de material amiloide con bandas de fibrillas
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orientadas radialmente (Figura 1). En el perimetro del nucleo se encuentran procesos
neuronales distroficos que contienen axones dilatados con abundantes cuerpos densos y
filamentos helicoidales pareados. Las placas neuriticas estan asociadas con astrocitos y
microglia. El segundo tipo de placa es la difusa, que es un conjunto amorfo no fibrilar de
péptidos AB que carecen de nucleo denso, neuritas distréficas o una reaccion glial (13, 14,
15)

Maranas neurofibrilares: Son depdsitos intracelulares fibrilares, generalmente aparecen
con una morfologia de “llama” en los cuerpos celulares y dendritas apicales de las
neuronas (Figura 1). Los NFT’s se componen de polimero de la proteina Tau
hiperfosforilada en forma de filamentos helicoidales pareados aproximadamente de 15 nm
de diametro y filamentos rectos, contribuyendo a la formacion de inclusiones de enredo en
los cuerpos celulares, asi como estructuras neuriticas cerca del neuropilo y neuritas
distréficas asociadas con placas. Los filamentos anormales que comprenden la patologia
neurofibrilar son altamente insolubles, de tal manera que los NFT's permanecen en el
espacio extracelular tras la degeneracion completa de la neurona afectada. (13, 14, 15,
16).

Angiopatia Amiloide Cerebral (AAC): Se refiere a la deposiciéon de péptidos en las

arterias y arteriolas en las leptomeninges y la corteza cerebral. (14).

-
i
it
»
2
Y

©
X a

Fig. 1. Se muestran las dos lesiones principales en los cerebros de los pacientes con EA.

En A se muestran las placas amiloides y en B las marafias de neurofibrillas. Tomado y
modificado de Mott, R et al. (14)
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3.7 Etiologia

Aunque las causas de La Enfermedad de Alzheimer aun no han sido descubiertas en su
totalidad, se sabe que es una enfermedad multifactorial. El péptido B-amiloide (AB) y la
proteina Tau juegan un papel esencial en el desarrollo de la EA, pero también se han
propuesto varias hipoétesis sobre los diversos factores causales de esta enfermedad, tales
como la hipétesis colinérgica, hipétesis inflamatorias, disfuncion mitocondrial, estrés

oxidativo, factores genéticos, factores ambientales y apoptosis (17).

3.8 Clasificacion de la EA
De acuerdo a la edad de inicio de los sintomas, la EA se divide en dos grupos principales:

e EA de inicio temprano (EOAD); (inicio < 65 afios) aproximadamente 10% de los
casos (18, 19, 20, 21).

e EA de inicio tardio (LOAD); (inicio = 65 afios) aproximadamente 90% de los
casos. (18, 19, 20, 21).

Genéticamente la EA se clasifica en dos formas:

e Formas familiares o monogénicas (FAD) (<1%), con un patron de herencia
autosémico dominante, de inicio temprano causada por mutaciones poco
frecuentes de alta penetrancia en tres genes principales: gen de la Proteina
Precursora del B-amiloide (PPA), gen de la Presenilina 1 (PSENT) y gen de la
Presenilina 2 (PSEN2). (18, 19, 20, 21).

e Formas poligénicas o multifactoriales o también llamada “esporadicas” con una
agregacion familiar menos aparente o sin ella y por lo general de inicio tardio. (18,
19, 20, 21).

3.9 Genética

Después de la edad, la historia familiar de EA es el factor de riesgo mas importante para
la EA. El riesgo de desarrollar la enfermedad es mas del doble en parientes de primer

grado de pacientes con EA, en comparacién con la poblacidon en general.
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Se reconocen entonces dos formas principales de la EA, forma familiar o monogénica y

forma poligénica o esporadica (19, 20, 21, 22).

3.9.1 Enfermedad de Alzheimer Familiar de Inicio Temprano (EOFAD)

La Enfermedad de Alzheimer Familiar de Inicio temprano representa menos de 1% de los
casos de EA. Se caracteriza por un inicio antes de los 60 afios de edad, de transmision
mendeliana y principalmente autosémico dominante, donde hay un riesgo del 50% de
heredar el gen mutado. La Enfermedad de Alzheimer Familiar es causada por mutaciones
en los genes codificantes de la Proteina Precursora del B-amiloide (PPA), Presenilina 1
(PSENT1) y Presenilina 2 (PSENZ2), implicados en la generacion del péptido BA. (Tabla 1).
(18, 20, 21, 22)

Tabla 1. Genes causantes de Enfermedad de Alzheimer Familiar. Tomada y modificada de Bertram
L, et al. (22).

Gen Proteina Localizacion ~ Mutaciones Patogenia
PPA Precursor de 21921 33 Incremento en la
la Proteina f3- producciéon de AB o
Amiloide relacion AB42/AB4o
PSEN1 Presenilina 1 14924 185 Incremento en
AB42/AB40
PSEN2 Presenilina 2 1931 3 Incremento en
AB42/AB40

3.9.1.1 Proteina Precursora Amiloide (PPA)

En 1993, George Glenner y Wong Caine aislaron la proteina principal constituyente de
amiloide cerebrovascular, a partir de cerebros con EA y cerebros con Sindrome de Down,
debido a que los pacientes con Sindrome de Down desarrollan depdsitos de amiloide y

caracteristicas neuropatolégicas de EA a partir de los 40 afios, y determinaron la
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secuencia de aminoacidos de los primeros 24 residuos; esta proteina es ahora conocida

como B-amiloide (BA) debido a su estructura de hoja plegada B. (20, 23)

El gen codificante de esta proteina es llamado Precursor de la Proteina B-Amiloide (PPA),
se localiza en la region 21g21.1 en humanos y comprende 19 exones (Figura. 2), de los
que se obtienen tres transcritos principales mediante splicing alternativo, resultando en
tres proteinas principales de 695, 751 y 770 aminoacidos (22, 24, 25, 27, 28).

Chr 21
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S - o 'ﬂ = o o n 7
a2 [aY) - - = - - - — o [y} [} () o
— = — = o (8] (8] [ [ [t [t [
o o o o oD o o o o fa o fa o fa

Fig. 2. Localizacion cromosémica del gen PPA en la region 21g21.1. Tomada y modificada de

www.ensemble.org.

Aunque PPA ha sido objeto de numerosos estudios, su funcion fisiolégica sigue siendo en
gran parte indeterminada. Se ha sugerido que juega un papel en el crecimiento de
neuritas y sinaptogénesis, trafico de proteinas a lo largo del axon neuronal, transduccion

de la sefial transmembrana, la adhesién celular y el metabolismo del calcio. (24, 26)

Mutaciones dominantes en PPA, representan aproximadamente el 15% de los casos de

EA familiar de inicio temprano, con mas de 30 mutaciones descritas. (28)

3.9.1.1.1 Procesamiento de PPA

La PPA de longitud completa es una proteina transmembrana tipo |. La PPA se sintetiza
en el reticulo endoplasmico y se transfiere a través del Aparato de Golgi, desde el cual
puede ser transportada en vesiculas secretoras a la superficie celular donde se escinde,
ya sea por a-secretasa para producir una molécula soluble o por B-secretasa para
producir el péptido AR de 40 o 42 aminoacidos, el cual es insoluble y se acumula (Figura
3). (20, 23, 24, 25, 26, 27)
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Fig. 3. Procesamiento de PPA. En la via no amiloidogenica, a-secretasa escinde a PPA dentro del

Y
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dominio AB entre los residuos 16 y 17, generando fragmentos PPA’s a y C83. El corte de esta
posicion impide la formacién del péptido AB. El fragmento C83, es cortado después por y-secretasa
y produce el péptido P3. En la via amiloidogenica, el complejo $-secretasa (BACE), escinde en el
dominio N-terminal de AR, generando PPA’s B y el fragmento C99. Al actuar y-secretasa sobre
C99, libera los péptidos AB de 40 y 42 aminoacidos. Tomada y modificada de Walsh D. M. et al.
(23)

3.9.1.1.2 Hipétesis de la cascada amiloidea

En 1992, John Hardy postul6 la hipétesis de la cascada amiloidea (Figura 4), en la que
mutaciones en PPA, PSEN1 y PSEN2, modifican la homeostasis de AB, resultando en un
acumulo y deposicién del mismo, lo que provoca que se deposite y forme las placas
seniles, asi como, la presencia de las marafas neurofibrilares, el dafio vascular, la muerte

celular y la demencia, continiuen como resultado directo de esta deposicion (29).
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Mutaciones autosomicas ® ® Mutaciones autosomicas
dominantes en PSEN1 l dominantes en PPA
ylo PSENZ Trisomia 21
A?/ [ Agregacion de AB42 | \
. Depositos
Oligdmeros de AB o de AB
solubles _ : .

Estrés agregado

{

| Formacian de NFT's ]

{

Disfuncion y muerte neuronal

Demencia

Fig. 4. Hipdtesis de la cascada amiloide. La hipdtesis de la cascada amiloide postula que la
deposicion de AB en el parénquima cerebral es un paso crucial que conduce, en ultima instancia, a
la EA. Mutaciones autosémicas dominantes en PPA, PSEN1 y PSEN2, conducen a una agregacion
del péptido AB42 ya sea en formas toxicas de oligdmeros de A solubles o depdsitos derivados de
AB. La hipétesis amiloidea sugiere ahora que la sinaptotdxicidad y la neurotdxicidad pueden estar
mediadas por dichas formas de especies AB. El mecanismo de toxicidad aun no esta bien definido
por lo que se utiliza el término de “estrés agregado” para describir los posibles mecanismos que
conducen a la formacién de filamentos helicoidales pareados (NFT’s), disfuncion y muerte

neuronal, y en ultima instancia a la demencia. Tomada y modificada de Karran E. et al. (31).

Aunque el mecanismo en el cual el péptido AB o los depdsitos derivados de esta molécula
aun no estan bien definidos, se muestran las siguientes evidencias a favor de esta

hipotesis:

(1) El péptido AB es conocido por interrumpir la homeostasis del calcio y aumentar las
concentraciones de calcio intraneuronales. Esta observacion podria explicar la formacion
de maranas neurofibrilares, ya que éstas se componen en gran parte de filamentos

helicoidales pareados, formados a partir de la proteina tau hiperfosforilada asociada a
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microtubulos, por lo que tau hiperfosforilada podria ser controlada por el calcio intracelular
(29).

(2) Las mutaciones en el gen TAU causan demencia frontotemporal con parkinsonismo.
Incluso la formacion de marafias neurofibrilares conducen a neurodegeneracion sin

inducir a las placas amiloides caracteristicas de la EA (30).

(3) Ratones que sobre expresan tanto APP humana mutante como TAU humana mutante
se someten a una mayor formacién de marafias neurofibrilares, en comparacion con los
ratones que solo sobre expresan TAU mutante, mientras que la estructura y nimero de
placas amiloides es inalterada. Esto sugiere que el procesamiento alterado de APP ocurre

antes que las alteraciones de tau en la cascada amiloide (30).

(4) Los pacientes con sindrome de Down desarrollan EA resultado de la presencia de una

copia adicional del gen PPA debido a la trisomia del cromosoma 21 (23).

(5) Se demostré que mutaciones en PSEN1 y PSEN2 alteran el procesamiento de PPA
incrementando la concentracién extracelular de AB, a través de una ganancia de funcion

nociva que aumenta la cantidad de ABa2 (32).

3.9.1.2 Presenilinas

Las mutaciones en el gen de PPA resultan insuficientes para explicar todas las formas de
EA familiar de inicio temprano ya que representan solo el 15% de los casos. Dos genes
adicionales, Presenilina 1 (PSENT) y Presenilina 2 (PSEN2), representan entre 20-70%

de los casos de EA familiar con un patrén de herencia autosémico dominante. (33)

3.9.1.2.1 Localizacion y estructura de los genes PSEN1y PSEN2

Solo un afio después del descubrimiento de la primera mutacion en el gen de PPA, varios
grupos de investigacion reportaron un locus asociado con la EA de inicio temprano
localizado en la region 14q24.3, y fue hasta 1995 que el equipo de George Hyslop clond el
gen correspondiente y fue nombrado presenilina 1 (PSEN1) (Figura 5). Durante la
clonacion de PSEN1, se identifico una secuencia similar en las bases de datos de

nucleétidos publicas. Un analisis mas detallado revelo que esta secuencia deriva en un
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gen en el cromosoma 1g42.1, que posteriormente fue clonado y nombrado presenilina 2
(PSEN2) (Figura 6). Se nombraron presenilinas ya que se sabe causan la variante
“presenil” de la enfermedad. (20, 33, 34, 35, 47)

Las estructuras de los genes de PSEN1 y PSENZ2 son remarcablemente similares, cada
gen consiste de un total de 12 exones, de los cuales, los exones 3-12 comprenden la
secuencia de codificacion. La region 5’UTR se encuentra en cuatro exones separados
(1a, 1b, 2y 3). En PSENT1, los exones 1a y 1b se excluyen mutuamente y representan los
sitios de inicio de la transcripcion alternativos. ElI promotor de PSEN1 contiene las cajas
TATA y CAAT, ademas se observan varios elementos STAT (traductores de sefial y
activadores de transcripcién) involucrados en la activacion transcripcional, en respuesta a
la traduccién de senal. Por el contrario, el promotor de PSENZ2 carece de cajas consenso
TATA y CAAT, pero contiene regiones ricas en GC rio arriba en los dos sitios de inicio de
la transcripcién. Los limites intron/exén en la secuencia de codificacion, son practicamente
idénticos en ambos genes, consistente con la idea de que derivan de un gen ancestral
comun que se sometio a duplicacion. Ambos genes presentan splicing alternativo. Sin
embargo, no se ha establecido una funcién especifica para cada una de estas isoformas.
(36, 37, 87)
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Fig. 5. A) Se muestra la ubicaciéon del gen PSEN17 en el cromosoma 14924.3. B) Se muestra el

tamafio y transcrito del gen PSEN1.
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Fig. 6. A) Se muestra la ubicacién del gen PSEN2 en el cromosoma 1g42.1. B) Se muestra el

tamafio y transcrito del gen PSEN2

3.9.1.2.2 Conservacion entre especies

Los genes de PSEN1 y PSENZ codifican para proteinas de membrana politdpicas de 467
(PSENT1) y 448 aminoacidos (PSENZ2), con una fuerte homologia y altamente conservados
en la evoluciodn. Las presenilinas estan presentes en otros organismos como el nematodo
(C. elegans) y la mosca de la fruta (D. melanogaster). PSEN1y PSENZ2 son 67% idénticos
en la secuencia primaria y comparten 57% de homologia con el homdélogo en Drosophila
melanogaster. En Xenopus laevis, los homologos PS-alpha 'y PS-beta tienen 90 y 86% de
identidad con PSEN1 y PSEN2 respectivamente. Por otra parte, las presenilinas estan
conservadas funcionalmente en humanos y en C. elegans. La PSEN1 humana es capaz
de rescatar el fenotipo defectuoso del homologo Sel-12 mutado en C. elegans. Ademas, el
analisis de secuencia del genoma revel6 un homélogo de presenilina en la planta

Arabidopsis thaliana con un 33% de homologia en la secuencia primaria. (34, 35, 37)

3.9.1.2.3 Expresion y localizacion subcelular

El gen PSENT1 se transcribe a niveles bajos en diferentes tipos celulares, tanto en el SNC
como en tejidos periféricos no neurolégicos. En el SNC, los transcritos de PSEN1 pueden
ser detectados en la neocorteza (en neuronas corticales de las capas Il y IV), en neuronas

del hipocampo de los campos CA1-CA3, en neuronas de las células granulares de la
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circunvolucién dentada, subiculum, cerebelosa de Purkinge y células granulares y nucleos
profundos, asi como en menores cantidades en el bulbo olfatorio, el estriado, nucleos del
tronco cerebral y el tdlamo. En contraste con PSEN1, que se expresa homogéneamente
en el cerebro y tejidos periféricos, PSEN2 se expresa en musculo cardiaco, musculo
esquelético y pancreas, y se expresa menos homogéneamente en el SNC y tejidos
periféricos. (34, 35)

A nivel subcelular, las proteinas presenilinas se encuentran predominantemente en el
reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi. En el desarrollo de las neuronas, las
presenilinas son expresadas durante las primeras etapas de diferenciacion y se localizan
principalmente en el cuerpo celular y vesiculas citoplasmaticas. Fraccionamientos
subcelulares de extractos de cerebro demostraron que fragmentos de presenilina, pero no
de las presenilinas de longitud o tamafio completo, se encuentran en vesiculas de nucleo
denso y membranas de crecimiento de cono, al igual que en axones y dendritas.
Alternativamente, las presenilinas también se han localizado en la membrana plasmatica,

en la envoltura nuclear interna, cinetocoros y centrosomas. (34, 35, 36, 37).

3.9.1.24 Estructura de las proteinas, topologia y corte endoproteolitico.

Los genes PSEN1 y PSENZ2, codifican proteinas de 50-55KDa que presentan una
homologia del 60% en sus aminoacidos. Ambas proteinas contienen nueve dominios
transmembranales o TMD’s (por sus siglas en inglés), con un extremo N-terminal
citosolico y un extremo C-terminal luminal, y con un largo bucle citoplasmatico entre los
TMD’s 6 y 7 (Figura 7). Este bucle incluye una region hidrofébica que es cortada entre los
residuos N292 y V293 (en el exén 9) en un fragmento N-terminal (~27-30KDa) localizado
en los TMD’s 1-6; y un fragmento C-terminal (~16-18KDa) localizado en los TMD’s 7-9, y
son parte del complejo multiproteinico que constituye a la y-secretasa. Esta
endoproteolisis parece ser un evento autocatalitico que se lleva a cabo por la misma
actividad de y-secretasa. Esto surge de la observacion de que presenilina 1 mutante en el
sitio activo D257A o D385A no se someten a endoprotedlisis y no pueden cortar sustratos.
La endoprotedlisis de la presenilina aparentemente elimina el impedimento estérico del
bucle citoplasmatico, lo que permite asumir su conformacion activa. El sitio catalitico de
presenilina consiste en dos residuos aspartil criticos, cada uno situado en los TMD's 6 y

7, en las posiciones D257 y D385 respectivamente. En cuanto a la disposicion
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intramolecular de los TMD’s de presenilina, se ha demostrado mediante entrecruzamiento
de uniones en disulfuro que el TMD1 esta cerca del TMD8. Ademas el TMD9 parece estar
mas cerca del poro catalitico y podria estar implicado en la unién inicial de sustratos como

se muestra en la figura 8 (38, 39, 40).

Lumen

r AN \

Endoprotedlisis

Presenilina
Presenilina 1

Presenilina 2

Citosol

Fig. 7. Topologia de las presenilinas. La presenilina estda conformada por nueve dominios
transmembranales y dos aspartatos conservados (estrellas) en los TMD’s 6 y 7. Al ensamblarse
con otros miembros para formar el complejo y- secretasa, la presenilina lleva a cabo una
autoproteolisis entre el bucle que conecta los TMD’s 6y 7, y forma un fragmento N-terminal (NTF)

y un fragmento C-terminal (CTF). Tomado y modificado de Wakabayashi. et al. (39)
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Fig. 8. Papel del TMD9 en la funcién catalitica de PSEN1. Los TMD’s 6 y 7 se muestran en verde,
el sitio catalitico D257 y D385 esta representado con un asterisco amarillo. EI TMD9 (en color rosa)
se encuentra a poca distancia del D257 pero no del D385, debido a que el dominio hidrofébico que
une a las TMD’s 6 y 7 (HDVII) sobresale de la cavidad. Una etapa de activacion, que podria ser
iniciada por la unién del sustrato a la zona del TMD9, es la sefial para el movimiento molecular del
motivo prolina-alanina-leucina (PAL) dependiente del TMD9 flexible. El tipo exacto de movimiento
no esta claro aun, pero podria implicar la traduccion, rotacion o una combinacién de estas y se
espera que sea acompafiado por los movimientos de la regién circundante, es decir, de HDVII, lo
que resulta en la activacion del sitio catalitico para el corte del sustrato. Tomado y modificado de
Tolia et al. (88).

3.9.1.2.5 Funciones de las presenilinas

3.9.1.2.5.1 Presenilinas en el complejo y-secretasa

Las presenilinas proveen el nucleo catalitico del complejo enzimatico y-secretasa, el cual
contiene ademas a la nicastrina, el potenciador de presenilina 2 (Pen-2) y Aph-1 (Figura
9) que son las cuatro proteinas necesarias para su activacion. El peso molecular (PM)
minimo para este complejo es de 250kDa, que es mas o menos la suma de los pesos
moleculares de las cuatro proteinas mencionadas anteriormente. (20, 38, 39, 40, 41, 42,
47)

La y-secretasa corta, con una gran especificidad de secuencia, dominios transmembrana
de proteinas transmembranales tipo |, incluyendo las moléculas de adhesion N-cadherina

y E-cadherina, el receptor de neurotrofina p75, la subunidad reguladora B2 de los canales
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de voltaje de sodio, neuregulina y los dos sustratos con las consecuencias fisiopatolégicas

mas trascendentales, APP y Notch. (41)

El ensamblaje de y-secretasa es un proceso gradual, inicialmente nicastrina y Aph-1
forman un subcomplejo binario. Posteriormente, la presenilina se une al subcomplejo
nicastrina-Aph-1 para formar un complejo heterodimerico y finalmente, Pen-2 se une al
subcomplejo. Pen-2 podria permitir la endoproteolisis de presenilina, lo que resulta en la
formacion y activacion de y-secretasa, en ausencia de Pen-2 la escision se lleva a cabo
por el proteosoma. Solo se requiere de una molécula de presenilina para la actividad de y-
secretasa, lo que significa que el complejo de proteasa contiene solo un par de aspartatos
y por lo tanto solo un sitio activo. Hay algunas pruebas de que la activacion completa
pudiera ocurrir en un compartimento de exportacion del reticulo endoplasmico. (38, 40,
42)
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Fig. 9. Complejo y-secretasa. A) Subunidad topolégica. B) Probable arreglo de las subunidades en
el complejo y-secretasa. Los numeros representan los pesos moleculares de las proteinas
componentes, “D” representa los dos aspartatos cataliticos de presenilina. Tomado y modificado de
Li et al. (38)

23| Pagina



3.9.1.2.5.2 Procesamiento de Notch

Al mismo tiempo de que las presenilinas se descubrieron como loci de susceptibilidad
para la EA, un ortdlogo en C. elegans, Sel-12, fue identificado como un componente en la
via de sefializacion Notch. Esta es una via conservada evolutivamente y utilizada en todos

los metazoarios durante el desarrollo y la diferenciacion celular. (43, 47)

Después de que Notch se sintetiza en el reticulo endoplasmico, el receptor se escinde en
su dominio extracelular durante su paso a través de la ruta secretora y las dos piezas
generadas permanecen asociadas. Tras la interaccion con un ligando cognado, Notch se
vuelve susceptible a una segunda protedlisis extracelular por una metaloproteasa cerca
de la membrana. El remanente asociado a la membrana se escinde dentro de su dominio
transmembranal por y-secretasa (dependiente de presenilina), liberando el dominio
intracelular de Notch (NICD por sus siglas en inglés) y éste a su vez se trasloca hacia el
nucleo para activar la transcripcién de un conjunto de genes diana involucrados en el

desarrollo y la diferenciacion. (40, 43)

La interferencia en la via Notch conduce a muchas perturbaciones en la embriogénesis,
incluyendo la interrupcién de la somitogénesis y la formacién de los vasos sanguineos. Se
ha demostrado que knockout de PSENT murina es letal en utero (alrededor del dia 13 de
vida embrionaria) o poco después del nacimiento, y esta asociada a: 1) defectos graves
en el desarrollo de la formacién de somitas y la formacion del esqueleto axial. 2) apariciéon
de hemorragia cerebral y 3) reduccion de la transcripcion de Notch en tipos celulares
seleccionados. Doble knockout PSEN1/PSEN2 murina manifiestan un fenotipo letal
embrionario similar a knockout en Notch 1. Por lo tanto, el procesamiento proteolitico de
Notch con la liberacion del NICD parece ser la funcion biologica primaria de PSEN/y-
secretasa, por lo menos en edad temprana de mamiferos. Las mutaciones en PSENT y
PSENZ no solo causan EA familiar, si no también disminuye la senalizacion de Notch en
diversos grados (34, 40, 47).

3.9.1.2.5.3 Regulacion de B-catenina

Mas alla de su papel en y-secretasa se ha sugerido que las presenilinas pueden llevar a
cabo un amplio rango de funciones. Una funcion bien establecida de presenilina 1

independiente de y-secretasa es la interaccion y regulacion de B-catenina y otros
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miembros de la familia de proteinas armadillo o B-cateninas que son proteinas de

adhesion celular. (43)

Las cateninas forman parte de una familia de genes relacionados con el gen Armadillo en
Drosophila y se caracterizan por una serie de repetidos de 40 aminoacidos denominados
como ‘repetidos armadillo”. Estas repeticiones en B y delta catenina interactian con el
bucle largo de PSEN1. Las cateninas tienen al menos dos funciones diferentes en la
célula: 1) son componentes de uniones adhesivas célula-célula que interactian con
moléculas de adhesién a caderina. 2) como una proteina citoplasmatica que se trasloca al
nucleo en la via de senalizacién Wnt, la cual es crucial en el desarrollo en vertebrados y
en Drosophila. Los niveles citoplasmaticos de B-catenina son controlados por la proteina
glicégeno-sintasa-cinasa 3 B (GSK-3B) y la proteina de poliposis adenomatosa en E. coli
(APC), los cuales se unen a B-catenina y facilitan su fosforilaciéon y posterior degradacion.
La activaciéon de la sefializacion Wnt antagoniza este proceso bloqueando la fosforilacion
y como consecuencia la B-catenina es estabilizada y acumulada en el citoplasma donde
se une al factor nuclear de transcripcion (TCF). El complejo B-catenina/TCF se trasloca
hacia el nucleo en donde se inicia la transcripcién de genes diana. Estudios en células
deficientes de presenilina indican que presenilina también promueve la fosforilacion y
desestabilizacion de B-catenina, al funcionar como un andamio para unir a GSK-3B. La
capacidad de presenilina para promover la fosforilacion y degradacion de B-catenina no se
ve afectada por inhibidores de y-secretasa ni por presenilinas cataliticamente no

funcionales, lo que indica que es un proceso independiente de y-secretasa. (37, 43, 44)

3.9.1.2.5.4 Homeostasis de calcio

Se ha demostrado otra funcion de las presenilinas independiente de su papel en y-
secretasa, la cual es, intervenir en la homeostasis de calcio intracelular. Las presenilinas
constituyen canales de fuga de calcio que facilitan la filtracion pasiva de Ca?* a través de
la membrana del reticulo endoplasmatico cuando no estan incorporadas al complejo y-
secretasa. La pérdida de funcion de presenilina mediante knockout genético o a través de
mutaciones causantes de EA familiar altera esta funciéon de fuga y posiblemente también
afecta la regulacion de receptores de inositol 1-4-5 3P lo que aumenta la acumulacion de

iones calcio en el reticulo endoplasmico. Esta actividad es independiente de la actividad
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de y-secretasa debido a que ratones nulos para las tres proteinas APH1 y con una
mutacién en un sitio activo de residuo aspartico en presenilina (D257A), conservan la
homeostasis de calcio, mientras que alelos asociados a EA familiar ejercen efectos
negativos en el canal de fuga y en consecuencia a las funciones fisiopatologicas del calcio
(39, 40, 44).

3.9.1.2.5.5 Funcion patoldgica de presenilina en la EA

La generacion del péptido AR por PPA es un procesamiento normal en diferentes tipos
celulares, este péptido puede ser detectado en el plasma y en el liquido cefalorraquideo
tanto de pacientes con EA como en individuos sanos. El péptido AB puede ser generado
en diferentes tamanos (ABss-AB43) que son secretados desde la célula, pero la forma mas
abundante liberada por la actividad de B y y secretasas es ABs (40 a.a), el cual
comprende el 90% de los péptidos liberados, mientras que cerca del 10% corresponde a
péptidos ABs2 (42 a.a). Aunque AP4. difiere en solo dos aminoacidos de ABao, es diferente
en sus propiedades fisicoquimicas siendo mas hidréfobo y con una mayor disposicion a

formar agregados. (37)

Aunque aun se desconoce la forma en que el péptido ABs> es generado, hay algunas
posibles explicaciones de la escisidon intramembranal mediada por y-secretasa que

conduce a la generacion de los péptidos ABso Yy ABaz.

La enzima y-secretasa muestra tres tipos de actividades proteoliticas: 1) Una funcion
autoproteolitica, en la cual la presenilina de longitud completa es cortada dentro del bucle
que se encuentra entre el TMD6 y el TMD7 para activar el complejo para la escision de
otros sustratos. 2) Una funcién endoproteolitica que escinde dominios transmembrana tipo
[. 3) Una funcién carboxipeptidasa, mediante la cual el fragmento restante que contiene la
mayor parte del dominio transmembranal es cortado aproximadamente cada tres
aminoacidos hasta ser finalmente liberado. Muchos estudios sugieren que para APP, la
primera hidrolisis mediada por y-secretasa para liberar el AICD tiene lugar en la interfase
citosolica (&/sitio S3) esta escision inicial forma un péptido Ap de 48 o 49 aminoacidos. A
partir de esta evidencia, se sugieren dos vias para la produccion de AB dependiendo del

sitio exacto del corte inicial: AB49 — AB46 — AB43 — AB40 Yy AB48 — AB45 — AB42 — AB39,
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esta demostracion es apoyada por la deteccion de tri y tetra péptidos, correspondientes a
los productos del corte. (40, 43, 45)

Las mutaciones en PSEN1 y PSEN2 causantes de EA pueden alterar el sitio inicial de
escision € y aumentar la formacion de AB.s, aumentando asi la relacion ABs2/AB4o, asi

como también alterar la funcion carboxipeptidasa de y-secretasa. (40)

3.9.1.2.6 Mutaciones en los genes PSEN1y PSEN2

Las mutaciones en el gen PSENT son la causa mas comun de la EOFAD vy representan
aproximadamente 70% de los casos de estas formas autosdmico dominantes en la
poblacion general. Hasta ahora, 205 mutaciones diferentes que afectan a 435 familias
alrededor del mundo, han sido descritas para este gen (Tablas 2 y 3). La mayoria de
estas mutaciones son mutaciones sin sentido, de sustitucién de un aminoacido por otro y
se encuentran ampliamente distribuidas a lo largo del marco de lectura mayoritariamente
en los dominios transmembrana o préximos a estos. La edad de inicio promedio para los
portadores de una mutacién en el gen de PSEN1T es de 45 afos aunque la enfermedad

puede ocurrir desde los 30 afos de edad (20, 33).

Tabla 2. Mutaciones por exén en el gen de PSEN1. Tomada y modificada de

http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations (46)

EX4 17 (8.29 %) 25 (5.75 %)
VsS4 1 (0.49 %) 10 (2.30 %)
EX5 a1 (20.00 %) 96 (22.07 %)
EX6 25 (12.20 %) 50 (11.49 %)
EX7 a7 (22.93 %) 83 (19.08 %)
EX8 31 (15.12 %) 74 (17.01 %)
IVS8-1VS9 2 (0.98 %) 3 (0.69 %)
VS8 3 (1.46 %) 6 (1.38 %)
EX9 1 (0.49 %) 1 (0.23 %)
EX10 a4 (1.95 %) 4 (0.92 %)
EX11 17 (8.29 %) 30 (6.90 %)
EX12 16 (7.80 %) 53 (12.18 %)
Total 205 435
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http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=1%20AND%20GenomeRegion=%27EX4%27&Selection=Gene%20=%20PSEN1%20EX4
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=1%20AND%20GenomeRegion=%27IVS4%27&Selection=Gene%20=%20PSEN1%20IVS4
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=1%20AND%20GenomeRegion=%27EX5%27&Selection=Gene%20=%20PSEN1%20EX5
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=1%20AND%20GenomeRegion=%27EX6%27&Selection=Gene%20=%20PSEN1%20EX6
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=1%20AND%20GenomeRegion=%27EX7%27&Selection=Gene%20=%20PSEN1%20EX7
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=1%20AND%20GenomeRegion=%27EX8%27&Selection=Gene%20=%20PSEN1%20EX8
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=1%20AND%20GenomeRegion=%27IVS8-IVS9%27&Selection=Gene%20=%20PSEN1%20IVS8-IVS9
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=1%20AND%20GenomeRegion=%27IVS8%27&Selection=Gene%20=%20PSEN1%20IVS8
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=1%20AND%20GenomeRegion=%27EX9%27&Selection=Gene%20=%20PSEN1%20EX9
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=1%20AND%20GenomeRegion=%27EX10%27&Selection=Gene%20=%20PSEN1%20EX10
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=1%20AND%20GenomeRegion=%27EX11%27&Selection=Gene%20=%20PSEN1%20EX11
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=1%20AND%20GenomeRegion=%27EX12%27&Selection=Gene%20=%20PSEN1%20EX12

Tabla 3. Mutaciones por dominio en PSEN1. Tomada y modificada de

http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations (46)

N-Term 1 (0.49 %) 8 (1.84 %)
TM-1 9 (4.39 %) 10 (2.30 %)
HL-1 22 (10.73 %) 46 (10.57 %)
TM-11 25 (12.20 %) 64 (14.71 %)
HL-11 5 (2.44 %) 23 (5.29 %)
TM-111 21 (10.24 %) 29 (6.67 %)
HL-111 2 (0.98 %) 3 (0.69 %)
TM-1V 12 (5.85 %) 32 (7.36 %)
HL-1V 7 (3.41 %) 8 (1.84 %)
TM-V 19 (9.27 %) 31 (7.13 %)
HL-V 1 (0.49 %) 1 (0.23 %)
TM-VI 11 (5.37 %) 19 (4.37 %)
HL-VI a 17 (8.29 %) 35 (8.05 %)
HL-VI (MA) 16 (7.80 %) 39 (8.97 %)
HL-VI b 3 (1.46 %) 3 (0.69 %)
TM-VII 14 (6.83 %) 24 (5.52 %)
HL-VI1 1 (0.49 %) 1 (0.23 %)
TM-VIII 10 (4.88 %) 14 (3.22 %)
HL-VILI 2 (0.98 %) 35 (8.05 %)
TM-1X 7 (3.41 %) 10 (2.30 %)
Total 205 435

Las mutaciones en PSENZ2 son una causa rara de EOFAD, hasta ahora solo se han
identificado 13 mutaciones que afectan a 22 familias alrededor del mundo. La edad de
inicio para estos casos es de 45 a 88 anos de edad y presenta una penetrancia mas baja
que las mutaciones en PSEN1 (Tabla 4 y 5). (20, 33)
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http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=1%20AND%20ProteinRegionForStat=%27N-Term%27&Selection=Gene%20=%20PSEN1%20Domain%20N-Term
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=1%20AND%20ProteinRegionForStat=%27TM-I%27&Selection=Gene%20=%20PSEN1%20Domain%20TM-I
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=1%20AND%20ProteinRegionForStat=%27HL-I%27&Selection=Gene%20=%20PSEN1%20Domain%20HL-I
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=1%20AND%20ProteinRegionForStat=%27TM-II%27&Selection=Gene%20=%20PSEN1%20Domain%20TM-II
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=1%20AND%20ProteinRegionForStat=%27HL-II%27&Selection=Gene%20=%20PSEN1%20Domain%20HL-II
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=1%20AND%20ProteinRegionForStat=%27TM-III%27&Selection=Gene%20=%20PSEN1%20Domain%20TM-III
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=1%20AND%20ProteinRegionForStat=%27HL-III%27&Selection=Gene%20=%20PSEN1%20Domain%20HL-III
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=1%20AND%20ProteinRegionForStat=%27TM-IV%27&Selection=Gene%20=%20PSEN1%20Domain%20TM-IV
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=1%20AND%20ProteinRegionForStat=%27HL-IV%27&Selection=Gene%20=%20PSEN1%20Domain%20HL-IV
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=1%20AND%20ProteinRegionForStat=%27TM-V%27&Selection=Gene%20=%20PSEN1%20Domain%20TM-V
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=1%20AND%20ProteinRegionForStat=%27HL-V%27&Selection=Gene%20=%20PSEN1%20Domain%20HL-V
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=1%20AND%20ProteinRegionForStat=%27TM-VI%27&Selection=Gene%20=%20PSEN1%20Domain%20TM-VI
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=1%20AND%20ProteinRegionForStat=%27HL-VI%20a%27&Selection=Gene%20=%20PSEN1%20Domain%20HL-VI%20a
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=1%20AND%20ProteinRegionForStat=%27HL-VI%20(MA)%27&Selection=Gene%20=%20PSEN1%20Domain%20HL-VI%20(MA)
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=1%20AND%20ProteinRegionForStat=%27HL-VI%20b%27&Selection=Gene%20=%20PSEN1%20Domain%20HL-VI%20b
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=1%20AND%20ProteinRegionForStat=%27TM-VII%27&Selection=Gene%20=%20PSEN1%20Domain%20TM-VII
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=1%20AND%20ProteinRegionForStat=%27HL-VII%27&Selection=Gene%20=%20PSEN1%20Domain%20HL-VII
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=1%20AND%20ProteinRegionForStat=%27TM-VIII%27&Selection=Gene%20=%20PSEN1%20Domain%20TM-VIII
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=1%20AND%20ProteinRegionForStat=%27HL-VIII%27&Selection=Gene%20=%20PSEN1%20Domain%20HL-VIII
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=1%20AND%20ProteinRegionForStat=%27TM-IX%27&Selection=Gene%20=%20PSEN1%20Domain%20TM-IX

Tabla 4. Mutaciones por exdn en el gen de PSEN2. Tomada y modificada de

http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations (46)

Ex4 1 (7.69 %) 1 (4.55 %)
EX5 4 (30.77 %) 12 (54.55 %)
EX6 2 (15.38 %) 3 (13.64 %)
EX7 4 (30.77 %) 4 (18.18 %)
EX12 2 (15.38 %) 2 (9.09 %)
Total 13 22

Tabla 5. Mutaciones por dominio en PSEN2. Tomada y modificada de
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations (46)

N-Term 1 (7.69 %) 1 (4.55 %)
HL-1 2 (15.38 %) 3 (13.64 %)
TM-11 2 (15.38 %) 9 (40.91 %)
TM-111 2 (15.38 %) 3 (13.64 %)
M-V 4 (30.77 %) 4 (18.18 %)
TM-IX 1 (7.69 %) 1 (4.55 %)
C-Term 1 (7.69 %) 1 (4.55 %)
Total 13 22

3.9.2 Enfermedad de Alzheimer de inicio tardio (LOAD)

En la mayoria de los casos de Enfermedad de Alzheimer de inicio tardio, el riesgo de
desarrollar EA estd determinado tanto por variantes genéticas como por factores
ambientales. Es la forma mas comun de EA con aproximadamente 90% de los casos y se
caracteriza por una edad de inicio después de los 65 afios. Las formas familiares de inicio

tardio siguen un patron de herencia autosémico dominante, sin embargo, son mas
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http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=2%20AND%20GenomeRegion=%27Ex4%27&Selection=Gene%20=%20PSEN2%20Ex4
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=2%20AND%20GenomeRegion=%27EX5%27&Selection=Gene%20=%20PSEN2%20EX5
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=2%20AND%20GenomeRegion=%27EX6%27&Selection=Gene%20=%20PSEN2%20EX6
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=2%20AND%20GenomeRegion=%27EX7%27&Selection=Gene%20=%20PSEN2%20EX7
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=2%20AND%20GenomeRegion=%27EX12%27&Selection=Gene%20=%20PSEN2%20EX12
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=2%20AND%20ProteinRegionForStat=%27N-Term%27&Selection=Gene%20=%20PSEN2%20Domain%20N-Term
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=2%20AND%20ProteinRegionForStat=%27HL-I%27&Selection=Gene%20=%20PSEN2%20Domain%20HL-I
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=2%20AND%20ProteinRegionForStat=%27TM-II%27&Selection=Gene%20=%20PSEN2%20Domain%20TM-II
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=2%20AND%20ProteinRegionForStat=%27TM-III%27&Selection=Gene%20=%20PSEN2%20Domain%20TM-III
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=2%20AND%20ProteinRegionForStat=%27TM-V%27&Selection=Gene%20=%20PSEN2%20Domain%20TM-V
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=2%20AND%20ProteinRegionForStat=%27TM-IX%27&Selection=Gene%20=%20PSEN2%20Domain%20TM-IX
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=2%20AND%20ProteinRegionForStat=%27C-Term%27&Selection=Gene%20=%20PSEN2%20Domain%20C-Term

comunes los casos esporadicos en los que no se ha establecido un patron de herencia

pudiendo mostrar agregacion familiar (18, 19, 20, 21, 22).

El alelo €4 del gen de la apolipoproteina E (APOE) es el unico factor de riesgo genético

bien establecido para la EA de inicio tardio (Tabla 6). (18)

Tabla 6. Susceptibilidad de APOE para formas de EA no mendelianas. Tomado y modificado de
Bertram L, et al. (22).

Gen Proteina Localizacion OR? Funcion
APOE Apolipoproteina 19q13.2 ~4 portadores Agregaciéon vy
E de un alelo €4 y eliminacion de

~15 portadores AP/
de 2 alelos €4 metabolismo

del colesterol

3) Razén de momios, indica las veces que se presenta la enfermedad en presencia del alelo €4
comparada con las veces que se presenta la enfermedad en ausencia del alelo €4. Proporcion 4:1

para heterocigotos del alelo €4 y 15:1 homocigotos del alelo €4.

3.9.2.1 Apolipoproteina E

En 1991, Pericak-Vance y su equipo describieron una asociacion con la EA en el brazo
corto del cromosoma 19 en familias con LOAD. Por otra parte en ese mismo ano, varios
estudios establecieron la presencia de la APOE en las placas amiloides. En 1993, se
informd de una asociacion del alelo €4 de APOE con la EA. El equipo de Strittmatter et al.
(48) demostré que APOE podia unirse al péptido A con gran avidez y que la frecuencia
del alelo €4 era mayor en LOAD. Finalmente, el grupo de Corder et al. (49) reporté una
asociacion de dosis génica entre el alelo €4 y la EA, en la cual las personas con un alelo
€4 tenian una edad de inicio mas temprana de los sintomas de la EA y las personas con

un alelo €2 demostraban un efecto protector en el desarrollo de la EA. (21, 48, 49)

ApoE es el factor de riesgo mas importante para LOAD, a diferencia de las mutaciones en
APP, PSEN1 y PSEN2, el alelo €4 no es suficiente ni necesario para causar EA, pero

funciona como un modificador de riesgo genético mediante la disminucién de la edad de
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inicio en una manera dosis dependiente y en los pacientes con EA la frecuencia del alelo

€4 de APOE se incrementa hasta en un 40% en poblaciones caucasicas (21, 22).

3.9.2.1.1 Localizacion y estructura del gen

El gen de APOE se localiza en la region 19q13.2 y forma parte de los genes ApoC I, tiene
un tamano de 3.597 pb y consta de cuatro exones y tres intrones (Figura 10). El primer
exén es no codificante, el segundo exén codifica para una péptido sefial y el tercer exén
codifica para los primeros 61 aminoacidos de la proteina madura. El exdn 4 codifica la
mayor parte de la proteina madura y contiene cientos de nucleétidos no codificantes en el
extremo 3’ y 8 repetidos de 66 nucledtidos que codifican para a hélices anfipaticas. Este
dominio es rico en dinucledtidos CpG, haciendo de apoE una de las proteinas humanas
ricas en islas CpG. El gen APOE presenta polimorfismos de un solo nucleétido (SNP’s) a
lo largo de todo el gen. Los tres alelos mas comunes €2, €3 y €4 producen tres isoformas
de la proteina denominadas E2, E3 y E4. Estos alelos son heredados de forma
codominante dando como resultado seis genotipos que son el resultado de la
combinacion de los alelos. Las tres isoformas principales son determinadas por
sustituciones de cisteina y arginina en las posiciones 112 y 158 de la secuencia de
aminoacidos. APOE2 (cys 112, cys 158), APOES3 (cys 112, arg 158) y APOE4 (arg 112,
arg158). El alelo €3 es el mas comun con una frecuencia de 77% en poblaciones
caucasicas, con variaciones en otros grupos étnicos y geograficos, mientras que €2 y €4
tienen frecuencias de 15% y 8% respectivamente (Tabla 7) (21, 50, 51, 52, 53).

A)
Chr 19 APOE
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B)

} 364 kb Forward strand =

Fig. 10. A) Ubicacion del gen APOE en el cromosoma 19913.2. B) Tamario y transcrito del gen
APOE, las cajas indican los cuatro exones del gen, en amarillo se muestran los exones

codificantes.

Tabla 7. Isoformas de la Apolipoproteina E y sus propiedades. Tomada y modificada de
Garcia C. A. M. (51)

E4 E3 E2
Frecuencia alélica* 15% 77% 8%
Diferencias en la Arg-112 Cys-112 Cys-112
secuencia Arg-158 Arg-158 Cys-158
Union al receptor 100% 100% <2%
Enfermedad Enfermedad de “‘Normal” Hiperlipoproteinemia
asociada Alzheimer tipo 1l

*La frecuencia alélica es indicativa para poblaciones caucasicas, con variaciones en otros grupos

étnicos y geograficos.

3.9.2.1.2 Funcion y sintesis de la proteina

La apolipoproteina E (APOE) es un componente de varias lipoproteinas, tales como
lipoproteinas de alta densidad (HDL) y muy baja densidad (VLDL) y quilomicrones. La

funcion principal de APOE es el transporte de lipidos y el trafico de colesterol. También es
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un ligando para receptores de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y media la union,
internalizacién y catabolismo de lipoproteinas en la célula. En el cerebro, APOE es la
apolipoproteina primaria que se asocia con lipoproteinas de alta densidad de union a
lipoproteinas, lo que significa que juega un papel vital en el mantenimiento de las
funciones neuronales dependientes de colesterol. APOE participa en la sinaptogénesis, la
plasticidad sinaptica, la neuroinflamacion, crecimiento neuritico, arborizacion dendritica y
neurogénesis, a menudo con una eficacia especifica de la isoforma (Tabla 7). (21, 22, 54,
55)

APOE es principalmente secretada en el higado y en segundo lugar en el cerebro, aunque
también es detectada en la glandula suprarrenal, testiculo, piel, bazo, rifidén y tejido
adiposo. Ademas es abundante en el fluido intersticial, la linfa y el plasma. APOE puede
ser secretada en una forma pobre en lipidos pero debido a su avidez por ellos
(especialmente fosfolipidos), se encuentran siempre en asociacién, que probablemente
los adquiere de la superficie celular o mediante vesiculas secretoras. En el SNC, los
astrocitos son los principales productores de la APOE, comprendiendo hasta un 3% de las
proteinas secretadas a partir de estas células. La microglia y las neuronas también
producen APOE pero en cantidades mucho mas pequefnas, pero su secrecion por estas
células puede aumentar como respuesta a lesion o a estrés. Al ser secretada por los
astrocitos, APOE se carga con colesterol y otros lipidos a través del transportador de
union a ATP (transportador ABC), para formar particulas de lipoproteinas antes de ser
endocitadas por las neuronas, principalmente a través del receptor de la lipoproteina de
baja densidad (LDL) y la proteina 1 relacionada con LDL, ambos miembros de la familia
de receptores LDL. (21, 54, 55).

3.9.21.3 Estructura de APOE

La proteina APOE humana es una glicoproteina acida de 299 aminoacidos con un peso
molecular de 34.2 KDa. La APOE posee una estructura secundaria con a hélices
anfipaticas como dominios de unién a lipidos que le permiten cambiar de una manera
reversible entre un estado de unién a lipoproteinas y un estado libre de lipidos. En su
estado libre de |lipidos, APOE tiene dos dominios estructurales plegados
independientemente, un N-terminal de 22 KDa de los residuos 1 a 191, compuesto por un

haz de cuatro hélices a, y un dominio C-terminal de 10 KDa altamente a-helicoidal de los
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residuos 216-299. Estos dominios se unen por una region bisagra, ubicada entre los

residuos 165-215. En el dominio N-terminal se ubica la regién de union al receptor LDL

(residuos 136-150) en la cuarta hélice. La actividad de unién al receptor requiere de

arginina en la posicion 172 que se encuentra en la regién bisagra. Por el contrario, el

dominio C-terminal es la regién de union a lipidos (residuos 244-272) (Figura 11) (50, 54,

55, 56, 57).

"Region bisagra”
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| 3
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Arg172 .
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136"““{§
- )
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Dominio N-terminal

Regioén principal
de union a lipidos

Dominio C-terminal

Fig. 11. Estructura de APOE libre de lipidos. El dominio N-terminal consiste en un haz de cuatro

hélices (hélice 1, rojo; hélice 2, azul; hélice 3, verde; hélice 4, amarillo). La region de unién al

receptor LDL se localiza sobre la hélice 4 y también requiere de Arg en el codén 172 que se

encuentra en la regién bisagra. El dominio N-terminal también contiene las posiciones polimérficas

112 y 158, que distinguen las tres isoformas comunes. El dominio C-terminal (gris) contiene los

elementos de unidn a lipoproteinas. Tomado y modificado de Hatters et al. (57)
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Las isoformas de APOE tienen preferencia por diferentes clases de lipoproteinas. Se ha
demostrado que APOE4 tiene preferencia por lipoproteinas de baja y muy baja densidad
(VLDL's y LDL’s) ricas en triglicéridos, mientras que APOE2 y APOE3 se asocian con
lipoproteinas de alta densidad (HDL) ricas en fosfolipidos y colesterol. Los residuos que
distinguen a las isoformas de APOE, como se menciond anteriormente, se encuentran en
el N-terminal (APOE4 arg112, APOE2 y APOE3 cys112), sin embargo, la region de union
a lipidos se encuentra en el dominio C-terminal, por lo que se ha sugerido que los
dominios N y C terminales podrian interactuar en la isoforma ApoE4. La comparacion de
las estructuras tridimensionales de los dominios N-terminales de APOE3 y APOE4 y por
mutagénesis dirigida han proporcionado informacion sobre las diferencias funcionales de
las isoformas. ApoE4 presenta un fendmeno de compactaciéon conocido como interaccion
de dominio debido a la presencia de arginina en el residuo 112 lo que resulta en la
interaccion de arginina en el residuo 61 (localizado en el N-terminal) con glutamato en el
residuo 255 (localizado en el C-terminal) a través de la formacion de un puente salino
(Figura 12). La APOE humana es la unica forma con arginina en el residuo 61, en otras
especies el residuo 61 es treonina. A pesar de tener arginina en el residuo 112, en otras
especies apoE se asocia preferentemente con HDL, lo que sugiere que arginina en el
residuo 61 en presencia de arginina 112 conduce a APOE con lipoproteinas VLDL. La
arginina en la cadena lateral estd menos disponible en ApoE2 y ApoE3, haciéndolos
menos propensos a la interaccion de dominio. Se sugiere que la interaccién de dominio en
APOE4 es responsable de muchos efectos téxicos y podria tener un papel clave en su
asociacion con la EA. (54, 55, 56)
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Dominio N-terminal Dominio N-terminal

Fig. 12. Interaccién de dominio en la estructura de ApoE. A) En ApoE4 la interaccion de dominio
ocurre como resultado de un puente salino entre Arg61 y Glu255, que estabiliza un contacto entre
los dominios N y C terminales. B) La interaccion no se produce en ApoE2 y ApoE3 por que la
cadena lateral de Arg61 adopta una conformacion diferente (en la cual se entierra entre las hélices
2 y 3) debido a Cys 112, lo que resulta en la cadena lateral menos accesible para la formacién de

un puente salino con Glu255. Tomada y modificada de Hatters et al. (55)

3.9.214 Polimorfismo de ApoE y EA

Muchos estudios han evidenciado que el alelo €4 de APOE, es el factor de riesgo genético
mas importante para la EA, la frecuencia de este alelo es de ~40% en pacientes con EA,
en la poblacién general. Ademas, en un estudio realizado por Corder y colaboradores, en
poblacién caucasica se comprobd6 que la presencia de este alelo reduce la edad de inicio
de una manera dosis génica dependiente. En homocigotos €4, la frecuencia de EA fue de
91% vy la edad media de aparicion de la enfermedad clinica fue de 61 afos, en
comparacion con una frecuencia de la EA de 47% y una edad media de aparicion de la
enfermedad de 76 afios en heterocigotos €4 y una frecuencia de la EA de 20% y una
media de aparicion de la enfermedad clinica de 84 afios en los no portadores del alelo €4.

Es importante destacar que la deposicion de AB es mas abundante en portadores
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APOEE4 en comparacion con no portadores. Ademas del aumento de riesgo asociado con
el alelo &4, varios estudios también han reportado un efecto protector débil pero
significativo para el alelo €2, solo ~10% de los pacientes con EA en poblaciones
caucasicas que portan este alelo contra una ocurrencia dos veces mayor en la poblacién
sana. Ademas, el alelo €4 también esta asociado con una edad de inicio temprana en
pacientes con EA esporadica o sin mutacion en los genes APP, PSEN1y PSEN2. (21, 22,
54, 57, 58, 59, 60)

3.9.21.5 APOE y AB.

Existen diferentes hipdtesis para abordar el papel fisioldgico de la APOE en el cerebro de
portadores del alelo £€4. Se estipula que APOE4 compromete el metabolismo de AB ya
sea directa o indirectamente y causa una acumulacién toxica de AB. La segunda hipotesis
implica el metabolismo de la proteina tau, y asume que la APOE se libera en el
citoplasma, donde interfiere directamente con la estructura del citoesqueleto de las
neuronas. Por ultimo, la tercera hipotesis postula que la APOE actua en la homeostasis
lipidica en el cerebro y que los portadores del alelo €4 tienen niveles reducidos de APOE
en comparacion con los no portadores (61). Ademas APOE también se ha asociado con
funciones colinérgicas, en el mantenimiento de la plasticidad sinaptica y en la
neurotoxicidad. (57, 61, 62) Las tres isoformas comunes de APOE difieren profundamente
en su estructura y funcion, incluyendo su habilidad para interactuar con el AB. Mediante
analisis in vitro, se demostré que AR y APOE4 promueven la formacion de fibrillas de AR
mas rapidamente y con una mayor densidad en comparacion con los no portadores de
APOE4, siguiendo un orden en el rango de velocidad de agregacion
APOE4>APOE3>APOE2. Lo que puede sugerir una ganancia de funcion toxica en la
agregacion del AB por APOE4. Sin embargo, la mayoria de los estudios han demostrado
que APOE lipidada tiene una afinidad diferente dependiente de la isoforma para AB. Al
comparar la afinidad al ligando en APOE lipidada, usando lineas celulares eucariéticas
transfectadas, los niveles de los complejos APOE3/AB son 20 veces mas altos que los
niveles de los complejos APOE4/AB, siguiendo un orden en la eficiencia de formacién de
complejos APOE/ABR (APOE2>APOE3>APOE4). Dado que esta eficiencia de union se
correlaciona inversamente con el riesgo de desarrollar EA, se planteé la hipétesis de que

APOE2 y APOE3 pueden aumentar el aclaramiento de AB del cerebro en comparacién
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con APOE4, obteniendo asi una pérdida de funcidon neuroprotectora del alelo €4 de
APOE. (57, 58, 62, 63). Ademas se ha demostrado que AB se une a APOE a través de su
dominio C-terminal y AB anula la union de APOE a lipidos. Esto sugiere que A interfiere
con la funcion de APOE como una proteina de transporte de lipidos en el cerebro,
pudiendo asi contribuir con la progresion de la enfermedad mediante la alteracion de la
homeostasis lipidica. APOE4 también parece ser mas susceptible a protedlisis que
APOES, sugiriendo que los productos de la digestion de ApoE4 contribuyen a la formacién
de placa amiloide y a la patologia de la EA, ya que estos fragmentos han sido detectados
en placas amiloides de cerebros con EA. Ademas, la acumulacion de estos fragmentos en
el citosol de las neuronas altera la organizacion del citoesqueleto e interrumpe el equilibrio
energético mitocondrial. Por lo tanto, el alelo €4 podria causar una ganancia de funcién

neurotéxica o una pérdida de funcién neuroprotectora, o ambas. (55, 56, 63)

3.10 Otros factores de riesgo
Edad.

Los estudios epidemioldgicos indican que la edad es el factor de riesgo mas importante
para el desarrollo de la EA, La incidencia entre los sexagenarios es de 1 entre 1000
enfermos, 1 en 100 entre los septagenarios y 1 en 10 entre los octagenarios, en una
poblacion de Cache County, USA. Esto puede ser debido al aumento de superéxido
dismutasa que puede ser la base de mutaciones en aproximadamente 1000 genes

implicados en la biogénesis mitocondrial, pero aun no estéa clara esta relacion (64, 65)
Género

Se ha demostrado que las mujeres tienen un riesgo relativo mayor para sufrir EA en
comparacion con los hombres. Estudios en poblaciones chinas y holandesas han
determinado una mayor incidencia de la EA en las mujeres después de los 85 afios, al
mismo tiempo de que el riesgo disminuye en hombres pero no en mujeres después de los
90 afos de edad. Debido a que las mujeres viven el ultimo tercio de su vida con una
deficiencia estrogénica, lo que podria explicar la mayor incidencia y prevalencia de las
mismas. Sin embargo, en poblaciones italianas y espafiolas la asociacion entre el género

y demencia no es significativa. En un estudio en poblacion mexicana se reporté que las
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mujeres tienen mayor riesgo de desarrollar demencia tipo Alzheimer, contrario a los

hombres, cuyo riesgo de desarrollar demencia vascular es mayor (64, 65, 93).

Sindrome de Down

Los pacientes con Sindrome de Down presentan lesiones caracteristicas de la EA a la
edad de 30-40 afios, pero los estudios de prevalencia indican que desarrollan los
sintomas clinicos que definen a la demencia tipo Alzheimer. En un estudio de seguimiento
con 307 personas con Sindrome de Down se encontré que el 18% desarrollaban EA con
un promedio de edad de 56 anos. La prevalencia aumentaba conforme la edad: 77% a los
60-69 afos y 100% en mayores de 70 anos. Las razones de esta relacion son
probablemente la duplicidad del gen APP en el cromosoma 21 y sus productos a lo largo
de la vida. (65, 66)

indice de masa corporal (IMC)

El sobrepeso y la obesidad son factores de riesgo para la EA. Un reciente meta-analisis,
incluyendo 10 estudios de seguimiento con sujetos de entre 40-80 afios en Estados
Unidos, ha demostrado una relacién entre el IMC y la demencia a los 50 afios de edad.
(64)

Comorbilidad

El riesgo de la EA se relaciona con varia enfermedades. La diabetes tipo 2 se asocia
fuertemente con resistencia a la insulina, que esta relacionada con la formacién de AB y
agentes inflamatorios en el cerebro. Por otra parte, la lesidon cerebral traumatica puede
inducir EA. En un meta-analisis se encontré una asociacion entre antecedentes de
traumatismo craneoencefalico con pérdida de conciencia y EA, en el cual se incrementaba
el riego en un 80%. Algunos estudios indican que tras una contusion cerebral se producia
deposito amiloide. Los virus de Inmunodeficiencia humana y hepatitis C también se
asocian con la demencia. Por ultimo, dos meta-analisis han mostrado consistentemente

que una historia de depresién es un factor de riesgo para EA en la edad adulta (64, 65).

Factores ambientales

Varios estudios indican que el aluminio puede actuar como un cofactor para el riesgo de
demencia. . En la mayor parte de los estudios revisados se ha examinado la exposicion al

metal a través del agua de bebida. Los estudios que sugieren que existe una asociacion
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entre el aluminio y la enfermedad presentan riesgos relativos de alrededor de 2 para
poblaciones con exposiciones a concentraciones de aluminio en el agua mayores de 0,1
mg/l. Varios macronutrientes también se han asociado con el riesgo de demencia. La
glucosa, proteinas (triptéfano y tirosina) y acidos grasos insaturados, se han vinculado

con cambios en la funcion cognitiva entre las personas con AD. (64, 65, 67)

IV JUSTIFICACION

La enfermedad de Alzheimer es la principal causa de demencia ya que comprende entre
60 y 70% de todos los casos reportados. En México existen alrededor de 350 mil
personas con esta enfermedad y la prevalencia va en aumento (6). Clinicamente se tiene
certeza de esta enfermedad, pero la prueba confirmatoria es un estudio postmortem. Las
mutaciones en el gen PSEN1 son la causa mas comun de las formas familiares de
Alzheimer de inicio temprano y representan aproximadamente el 70% de todos los casos
en la poblaciéon general. Por otro lado, el alelo €4 del gen APOE es el unico factor de
riesgo genético bien establecido para formas familiares de enfermedad de Alzheimer de
inicio tardio. Es por esto, que el analisis de estos genes no solo servira como una nueva
herramienta para confirmar el diagndstico de esta enfermedad, sino también para brindar
un mejor asesoramiento genético en las familias en riesgo, asi como para conocer la
frecuencia de estas variaciones en la poblacibn mexicana y adquirir una mejor

comprension de la fisiopatologia de la EA.

V  HIPOTESIS

De acuerdo con los reportes en la poblacion general, se espera que entre 50-70% de los
casos de EA familiar presenten una mutacion en el gen de PSEN1 y alrededor de 40% del

total de casos con EA presenten el alelo €4 de APOE.
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VI OBJETIVOS

Objetivo general

- ldentificar variantes génicas en los exones 4-12 del gen PSEN1 y determinar la
frecuencia del alelo €4 del gen APOE en una muestra de pacientes mexicanos con

enfermedad de Alzheimer
Objetivos particulares

- Determinar la asociacién de estas formas génicas con la aparicion y desarrollo de
la EA

- Establecer una correlacién genotipo-fenotipo en estos casos de EA.
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VIl MATERIALES Y METODOS

Fig. 13. Metodologia general.
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7.1 Poblaciéon de estudio

Se analizaron 55 pacientes con diagndstico probable de demencia tipo Alzheimer, los
cuales contaban con un rango de edad de 36 a 97 afios, atendidos en el Departamento de
Genética del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez”
(INNNMVS). Se incluyeron las frecuencias alélicas y genotipicas ya determinadas en 345
controles sanos del gen APOE sin antecedentes de enfermedades neurodegenerativas.

Todos los pacientes firmaron consentimiento informado.

7.2 Toma de muestra

Se obtuvo sangre periférica mediante venopuncion, utilizando un tubo vacutainer de 6mL,
que cuenta con una solucién de dextrosa y &acido citrico como anticoagulante. Las

muestras fueron preservadas a 4°C hasta el momento de su uso.

7.3 Extraccién de DNA
Se obtuvo DNA gendmico siguiendo el método de sales Miller (89).

1. Se transfirio la sangre periférica a un tubo Falcon de 15mL y se adicionaron 9mL
de solucion buffer para lisis de glébulos rojos (BLGR) y se homogenizé por
inversion.

2. Se centrifugd a 3000 rpm / 6 minutos y se desechd el sobrenadante.
Posteriormente se agregé al botéon 1 mL de BLGR, se homogenizé y se transfirid
a un microtubo de 1.5mL.

3. Se centrifugdé a 14000 rpm /2 minutos y se decanto el sobrenadante. Este paso se
repitié hasta que el boton se encontré aparentemente libre de hemoglobina.

4. Se agreg6 al boton 570 pL de NaCl (5 mM) y se homogenizé. Posteriormente se
agregaron 40 pL de dodecilsulfato de sodio (SDS) 10% y se homogeniz6. Por
ultimo se agregaron 200 pL de NaCl (7M) y se homogenizé.

5. Se centrifugd a 14000 rpm /15 minutos a 4°C y el sobrenadante se transfirié a un

microtubo de 1.5mL.
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6.

7.3.1

Se agrego6 al sobrenadante 700uL de cloroformo-alcohol isoamilico (49:1) y se
homogenizé. Se centrifugd a 14000 rpm /15 minutos a 4°C y la fase acuosa se
transfirié a un tubo de 1.5mL.

Se adicion¢ a la fase acuosa 900mL de etanol absoluto frio, se homogenizo y se
centrifugd a 14000 rpm/15min. El sobrenadante se desechd y el botdn se secd en
un concentrador al vacio durante 30 min. Aproximadamente.

Se resuspendio el boton en 250mL de agua estéril y se mantuvo en agitacion
constante a 60°C/2 hrs. La muestra de DNA se conservdé a -20°C hasta el

momento de su uso.

Analisis espectrofotométrico

Se determindé la concentracibn de DNA y la pureza de la muestra mediante

espectrofotometria (NanoDrop 2000) a dos longitudes de onda (260 y 280nm). En la que

la lectura de 280 nm corresponde a las proteinas y la lectura de 260nm corresponde a

acidos nucleicos. La relacion 260/280 nos da la pureza de la muestra.

7.3.2

Analisis de integridad del DNA.

Se analizé la integridad del DNA mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%,

empleando el procedimiento siguiente:

1.

En un matraz Erlenmeyer se disolvio 1g de agarosa por cada 100mL de buffer
TBE 1x (Tris, acido borico. EDTA).

La mezcla se calentd hasta formar una solucion homogénea.

Se adicioné 1uL de bromuro de etidio (10mg/mL) por cada 100 mL de solucién y
se homogenizo.

La mezcla se vertidé en un porta gel colocando los peines y se dejé solidificar
aproximadamente durante 1 hora y se retiraron los peines.

Se coloco el portagel en una camara de electroforesis y se afiadié buffer TBE 1x
hasta la marca especificada en la camara.

Se tomaron 2 pL de muestra de DNA y se mezcl6 con 2 pL de colorante de carga
10x (azul de bromofenol, glicerol, xilencianol).

Se colocé la muestra en el pozo y se llevé a cabo la electroforesis a 100 V/30 min.
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8. Se coloco el gel en un transiluminador de luz UV y se tomd una fotografia

mediante el uso de un fotodocumentador para su analisis.

7.4 Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR).

7.41 PSEN1

Se amplificaron los exones 4-12 del gen PSEN1 a través de DNA gendmico usando los

siguientes oligonucledtidos previamente descritos por Cruts et al. (68):

Exén Oligonucleétido sentido Tamaiio del
Oligonucledtido antisentido producto
(pb)
4 5-CGTTACCTTGATTCTGCTGA-3’ 371
5-GACATGCTGTAAAGAAAAGCC-3
5 5-GATTGGTTGAGTTGGGGAAAAGTG-3 335
5-ATACCCAACCATAAGAAGAACAGG-3’
6 5-TCTGTACTTTTTAAGGGTTGT-3 299
5-ACTTCAGAGTAATTCATCAACA-3

7 5-GGAGCCATCACATTATTCTAAA-3 326
5-AACAAATTATCAGTCTTGGGTTT-3

8 5-TTAATTCCTCCCTACCACCC-3 247

5AGTTACATGTGCTTCAGTTC-3
9 5-TGTGTGTCCAGTGCTTACCTG-3’ 188
5-TGTTAGCTTATAACAGTGACCCTG-3

10 5-CCAGCTAGTTACAATGACAGC-3’ 345
5-TCAAAAAGGTTGATAATGTAGCT-3’

11 5-GGTTGAGTAGGGCAGTGATA-3’ 275
5-TTAAAGGGACTGTGTAATCAAAG-3

12 5-GTCTTTCCCATCTTCTCCAC-3’ 199

5-GGGATTCTAACCGCAAATAT-3
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En las tablas 8 y 9 se muestran los reactivos y las condiciones empleadas en la PCR del
gen PSENT1 respectivamente.

Tabla 8. Reactivos empleados en la PCR del gen PSENT1.

Reactivo Concentracioén Volumen
DNA 100 ng/pL 3 L
Hot Star 10 pL
Oligonucleétido sentido 25 uM 1L
Oligonucledtido 25 uM 1dL
antisentido
Agua libre de DNAsas 15 pL
Volumen Final 30 L

Tabla 9. Condiciones generales empleadas para la amplificacion de los exones 4-12 de PSEN1. La
temperatura de hibridacién varia de acuerdo a la Tm de cada par de oligonucleétidos.

Fase Temperatura Tiempo
Desnaturalizaciéon 94°C 15 min.
inicial
Desnaturalizacion 94°C 30 seg. B
Hibridacion 52°C 30 seg.
Elongacién 72°C 45 seg. [ 35ciclos
Elongacion final 72°C 5 min.
Conservacion 4°c | - -
742 APOE

Se amplificé el exén 4 del gen APOE usando los siguientes oligonucléotidos previamente
descritos por Hixon et al. (69):
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Exén Oligonucleétido sentido Tamano del

Oligonucleétido antisentido producto (PB)

4 5’- ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACAC-3’ 244
5’-TAAGCTTGGCACGGCTGTCCAAGGA-3’

En las tablas 10 y 11 se muestran los reactivos y las condiciones empleadas para la PCR

del gen APOE respectivamente.

Tabla 10. Reactivos empleados en la PCR del gen APOE.

Reactivo Concentracioén Volumen
DNA 100 ng/pL 1L
Hot Star 10 L
Oligonucleétido sentido 10 uM 1L
Oligonucledtido 10 uM 1L

antisentido

DMSO 10% 2 L
Agua libre de DNAsas 5L
Volumen final 20 pL

Tabla 11. Condiciones empleadas para la PCR del gen APOE.

Fase Temperatura Tiempo
Desnaturalizaciéon 95°C 5 min.
inicial
Desnaturalizacion 94°C 30 seg. B
Hibridacion 60°C 30 seg.
Elongacion 72°C 1 min. [ 35ciclos
Elongacion final 72°C 10 min.
Conservacion 4°c | - -
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7.4.3 Analisis de productos de PCR.

Se analizé la integridad y el tamafio de los productos de PCR de los exénes 4-12 de

PSEN1 y el exdn 4 de APOE mediante electroforesis en gel de agarosa al 2.5%/TBE1x y

se tomd una fotografia usando un fotodocumentador para su analisis posterior.

7.5 SECUENCIACION TIPO SANGER DEL GEN PSEN1

7.51

Purificacion de los productos de PCR

Se realizé la purificacion de los productos de PCR empleando el estuche comercial de

purificacion Wizard®SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega®). La metodologia

empleada fue la siguiente:

1.

Se adiciond un volumen de solucion de unién a la membrana igual al de la
reaccion de PCR (v/v) y se mezclo.

Se insert6 una minicolumna SV dentro del tubo colector.

Se transfirié el producto de PCR preparado a la minicolumna ensamblada y se
incub6 a temperatura ambiente durante 1 min.

Se centrifugd a 16,000 g durante 1 min. Se desecho el sobrenadante y se reinserto
la columna.

Se adicionaron 700pl de solucidon de lavado de membrana y se centrifugd a
16,000g/1min. Se desechd la solucidn restante y se reinsertd la minicolumna.

Se repitid el paso anterior pero con 500l de solucion de lavado de membrana y se
centrifugd a 16,000g/5min.

Se desecho el sobrenadante y se volvio a centrifugar durante 1 min.

Se transfirié la minicolumna a un tubo de 1.5 pl .

Se adicionaron 50 Pl de agua libre de nucleasas a la minicolumna. Se incubé a

temperatura ambiente durante 1 min. Se centrifugé a 16,000g/1min.

10. El producto de PCR purificado se guardé a 4°C, hasta su uso posterior.
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7.5.2 Reaccion de secuenciacion

Para la reaccion de secuenciacién se empled el estuche comercial de secuenciacion
BigDye Terminator V3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems®). Los reactivos y las

condiciones empleadas se muestran en las tablas 12 y 13 respectivamente.

Tabla 12. Reactivos empleados para la reaccion de secuenciacion del gen PSEN1

Reactivo Concentracioén Volumen
PCR ~100 ng/uL 2 gL
BigDye Terminator V3.1 1ML
Oligonucleétido sentido 25 M. 1ML
Buffer 5X 4 uL
Agua libre de DNAsas 12 uL
Volumen final 20 yL

Tabla 13. Condiciones de la reaccion de secuenciacion del gen PSEN1.

Fase Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion 96°C 5 min.
inicial
Desnaturalizacion 95°C 30 seg. B
Hibridacion 50°C 30 seg.
Elongacion 60°C 45 seg. [ 25cidlos
Elongacion final 72°C 5 min.
Conservacion 4°c | e -

7.5.3 Purificacién de los productos de secuenciacion

Para la purificacion de los productos de secuenciacidon se emplearon columnas Centri-

Sep, utilizando la siguiente metodologia:

1. Alas columnas de purificacién Centri-Sep se le adicionaron 800 L de agua estéril

para hidratarlas y se eliminaron las burbujas de aire.
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Las columnas se conservaron en refrigeracion a 4°C/2 horas.
Una vez hidratadas, se colocaron en un tubo colector y se retiraron las tapas.

Se centrifugaron a 3000 rpm/2 min y se deseché el sobrenadante.

o > 0N

Se insertd la columna en un tubo de 1.5 ml y se colocé la muestra de

secuenciacion.

o

Se centrifugd a 3000 rpm/3 min.
La muestra purificada se secd empleando un concentrador al vacio

aproximadamente por una hora.

7.5.4 Secuenciacion

La muestra purificada se hidraté con 14 L de formamida ultrapura, se homogenizé y se
transfirid a una placa de secuencia de 96 pozos. Se desnaturalizé a 94°C/ 5 min y se
analizé en un secuenciador automatizado de DNA AB3130 (Applied Biosystem). Por
ultimo, se analizaron las secuencias mediante el uso del programa Sequencing Analysis
v5.3.

7.6 FRAGMENTOS POLIMORFICOS DE LONGITUD DE RESTRICCION DE APOE
(RFLP)

7.6.1 Digestion enzimatica

Se realizo la restriccion enzimatica del exén 4 de APOE utilizando la enzima de restricciéon
Hhal a partir del producto de PCR. Las muestras fueron digeridas a 37°C durante 4 horas.

Los reactivos utilizados para la restriccion se muestran en la tabla 14.
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Tabla 14. Reactivos empleados para la restriccion enzimatica del gen APOE. La concentracion de la
enzima en la reaccion es de 5u por lo que en la reaccion se usan 0.5 L para obtener una
concentracion final de 5u.

Reactivo Concentracion Volumen
Producto de PCR 10 L
Buffer 10 X 2 UL

ER Hhal 10 u 0.5 uL
Agua libre de DNAsas 7.5 yL
Volumen final 20 pL

7.6.2 Analisis de productos de restriccién

El producto obtenido de la restriccién enzimatica fue analizado mediante la utilizacion de
un gel de poliacrilamida no desnaturalizante al 8%, durante 2.5 horas a 100 V y
flanqueando con el marcador de peso molecular Marker V (8-587 pb) Molecular Weight

(Roche). Los reactivos utilizados para la elaboracién del gel se muestran en la tabla 15.

Tabla 15. Reactivos empleados para la elaboracion del gel de poliacrilamida.

Reactivo Concentracioén Volumen
Acrilamida 40 % 10 mL
Buffer TBE 10 X 5mL

Agua libre de DNAsas 34.3 mL
Persulfato de amonio 700 pL
TEMED 50 pL
Volumen final 50 mL

Al finalizar la electroforesis, el gel fue tenido con bromuro de etidio (0.5 ug/mL) vy se
visualizaron las bandas en un transiluminador de luz UV. Por ultimo, se tomé una imagen
usando un fotodocumentador para su analisis posterior. Los patrones de banda esperados
se muestran en la figura 14.
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M 2/2 3/3 4/4 2/3 2/4 3/4

E2 § 4 91 | | 83

Fig. 14. Patrones esperados de los genotipos APOE. A) Electroforesis de los genotipos APOE. Se
muestran dos bandas para el genotipo 2/2, de 91 y 83 pb respectivamente, tres bandas para el
genotipo 3/3 de 35, 48 y 91 pb, dos bandas de 48 y 72 pb para el genotipo 4/4, tres bandas de 48,81y
91 pb para el genotipo 2/3, cuatro bandas de 48, 72, 81 y 91 pb para el genotipo 2/4 y tres bandas de 48,
72 y 91 pb para el genotipo 3/4. B) Mapa de restriccion de Hhal. Las (H) indican los sitios de
reconocimiento de la enzima Hhal en los codones 112 y 158 del exon 4 de APOE. Tomada y modificada
de Hixon et al. (69).

7.7 ANALISIS ESTADISTICO.

Se calcularon las frecuencias alélicas y genotipicas del gen APOE mediante conteo
directo de cada genotipo y se determind si las muestras de pacientes y controles se
encontraban en equilibrio de Hardy Weinberg.

Se realizd la prueba exacta de Fisher o x? segun el caso para la comparacion de la
frecuencia alélica del gen APOE en los diferentes grupos, asi como también se calcul6 la
razén de momios u odds ratio (OR) con un intervalo de confianza (IC) de 95% empleando

el programa MedCalc Software bvba Version 15.11.
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Se realizo la prueba de ANOVA y la prueba de Tukey para comparar la edad promedio de
acuerdo a la dosis génica del alelo €4, con un intervalo de confianza (IC) de 95%. Para el

analisis de electroferogramas se utilizé el software Sequencher 5.1. Demo. Ink.

VIl RESULTADOS

8.1 Poblacion de estudio

La poblacion total estudiada fue de 55 pacientes de los cuales 30 fueron mujeres (55%)
con una edad media de 63 afios (rango de edad: 36-97 afios) y 25 hombres (45%) con
una edad media de 63 afios (rango de edad: 40-83 afos) (Figura 15). 67% de los
pacientes presentaban una edad de inicio temprana de los sintomas de la enfermedad
(<65 afios), de los cuales 51% eran formas familiares, 30% eran formas esporadicas y
20% no presentaban antecedentes familiares. 33% de los pacientes presentaban una
edad de inicio tardia (=65 afios), de los cuales 56% se trataba de formas familiares, 11%

de formas esporadicas y 33% no presentaban antecedentes familiares (Figura 16).

Género

Edad promedio:
63 afios

Rango de edad:
40-83 afios

Edad promedio:
63 anos

Rango de edad:
36-97 anos

Fig. 15. Género y edad de los pacientes con probable demencia tipo Alzheimer
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 Inicio temprano (<65 afios)  u Inicio tardio (>65 afios)

Fig. 16. Distribucion de la edad de inicio de la muestra estudiada. Se muestra la distribucion
de las formas familiares y esporadicas por edad de inicio de la EA.

De acuerdo a su clasificacion genética, se observd que 29 pacientes (53%) tenian
diagnostico probable de enfermedad de Alzheimer familiar, de las cuales 67%
presentaban una edad de inicio de los sintomas temprano (<65 afios) y 33% presentaban
una edad de inicio tardio (=65 afios). 13 casos (24%) fueron esporadicos, de los cuales
85% presentaba una edad de inicio temprano y 15% presentaban una edad de inicio
tardio. En 13 pacientes (24%) se desconocian sus antecedentes familiares, 54% de estos
pacientes presentaban una edad de inicio temprano y 46% presentaba una edad de inicio
tardio (Figura 17).
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Fig. 17. Distribucion de las formas familiares y esporadicas de la muestra estudiada.

8.2 Cuantificacion de DNA genémico

El DNA obtenido de las muestras de los pacientes analizados muestra en promedio una
concentracion de 194.81ng/pL, con un rango de pureza de 1.8 a 2 de acuerdo a la

relacion A260/A280.
8.3 Andlisis de integridad del DNA

El DNA obtenido de los pacientes resulto integro y de alto peso molecular, comparado con

el marcador de peso molecular de 10000 pb (Figura 18).
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Fig. 18. Electroforesis en gel de agarosa 1%, en donde se muestra la integridad del DNA
genomico a una concentracion promedio de 194.81ng/lL, se compara con el marcador de
peso molecular GeneRuler ™ 1 kb DNA Ladder.

8.4 Analisis de los productos de PCR de PSEN1

Se obtuvieron los productos de PCR correspondientes a los exones 4 al 12 del gen

PSENT1 a partir de DNA gendémico, se muestran en la figura 19.

4 5 6 7 8 9 10 11 12

i

371pb 335pb

g
.

{

209pb 326pb 247pb 345eb  575pb  4g9pb
- > - - —

Fig. 19. Resolucién de los productos de PCR de los exones 4-12 del gen PSEN1, mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2%. En la parte superior de cada amplicén se muestra el
peso molecular de cada uno de los exones, flanqueados con el marcador de peso molecular
(GeneRuler ™ 100 bp DNA Ladder).
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8.5 Mutaciones encontradas en el gen PSEN1

Cuatro pacientes presentaron una mutacion puntual en el codéon 431 del exén 12, en la
que se sustituye una citosina (C) en el codén GCA por una adenina (A) GAA, dando como
resultado un cambio de aminoacido de una alanina por un acido glutamico (A431E)
(Figura 20).

A)

|
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_|:|.:l
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[=— ] P
_|:|.:l

B)

Fig. 20. Electroferograma de la secuencia parcial del exén 12 de PSEN1. (A) Hebra sentido.
(B) Hebra antisentido. La flecha indica la sustitucion de una alanina (A) por un ac. Glutamico
(E) en el codén 431.
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Dos pacientes presentaron una mutacion puntual en el codon 318 del exdn 9, en la que se
sustituye una adenina (A) en el codén 318 por una guanina (G) quedando como GGA.
Dando como resultado un cambio de aminoacido en la secuencia, de un ac. glutamico (E)
por una glicina (G) (E318G) (Fig. 21).

A)

p T ATAATG CAGHEIAAGTTAGGTARAC
i/T\/H\/T\/H\;\/T\f\EHGHHHGTHBBTHHE
B)

—

GTTACCTF«CT. TG AT TAT
JAARTd dATdAA A DA THHTH

l

WA

Fig. 21. Electroferograma de la secuencia parcial del exén 9 de PSEN1. (A) Hebra sentido. (B)

Hebra antisentido. La flecha indica el cambio que ocasiona la mutaciéon E318G.

De los exones 4 al 8 y del 10 al 11 no se encontraron mutaciones ni polimorfismos en los

pacientes analizados.
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En las tablas 16 y 17 se resumen las mutaciones encontradas del gen PSEN1 en la
muestra de los pacientes analizados, asi como su edad de inicio, el lugar de origen y su
genotipo APOE.

Tabla 16. Mutaciones identificadas en el gen PSEN1 en la muestra analizada.

Pacientes Mutacion

Cambio de Cambio de Referencia
aminoacido nucleétido
A431E c. 1292C>A rs63750083
2 E318G c.953A>G rs17125721

Tabla 17. Mutaciones en PSEN1 y caracteristicas de los portadores.

Paciente  Mutacion Género Edad de " Genotipo Lugar de
inicio EA APOE origen
1 A431E  Masculino 45 Familiar ~ 3/3 Irapuato, Gto. |
2 A431E Femenino 43 Familiar 3/3 Ledn Gto.
3 A431E Femenino 45 Familiar 3/3 Michoacan
4 A431E Femenino 33 Familiar 3/3 Jalisco
5 E318G Femenino 41 Familiar 3/3 Tlaxcala
6 E318G Femenino 60 Familiar 3/3 Michoacan

8.6 Analisis de productos de PCR de APOE

Se obtuvo un amplicon de 244 pb del exén 4 del gen APOE a partir de DNA gendmico,

como se muestra en la figura 22.
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244 pb

Fig. 22. Resolucion de los productos de PCR del exén 4 del gen APOE, en gel de agarosa al
2% flanqueados con el marcador de peso molecular O’Gene Ruler™ 1Kb DNA Ladder
(Fermentas), a la derecha se muestra el peso molecular del amplicén y se indica con una

flecha la banda correspondiente en el marcador de peso molecular.

8.7 Fragmentos de restriccion de APOE

A partir del producto del exén 4 del gen APOE amplificado por PCR, se obtuvieron 5
genotipos mediante la restriccion enzimatica con la endonucleasa de restriccion Hhal,
observandose los genotipos 2/4, 2/3, 3/4, 3/3, 4/4. Estos genotipos se compararon con
una muestra analizada previamente en poblacion mestizo mexicana de 345 controles
sanos, no relacionados entre si, ni con los pacientes. El genotipo 2/2 no se observé en

pacientes ni en controles (Fig. 23).
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Fig. 23. Electroforesis en gel de poliacrilamida no desnaturalizante 8%, en donde se
muestran los cinco genotipos observados en pacientes y controles: 2/4, 2/3, 3/4, 3/3, 4/4 del
carril 2 al 6 respectivamente, en el carril 7 se muestra el producto de PCR del exén 4 de
APOE sin digerir (S/D) y en los carriles 1 y 8 se ubica el marcado de PM Marker V (8-587 pb)
Molecular Weight (Roche).

8.8 Frecuencias alélicas y genotipicas de APOE

Se determinaron las frecuencias alélicas y genotipicas para casos con EA y controles
sanos (Tabla 18). Al analizar la distribucidn de las frecuencias genotipicas se observé que
el genotipo 3/3 es el mas frecuente para casos con EA, seguido por los genotipos 3/4 y
4/4 respectivamente. Al analizar las frecuencias en controles se observd también el
genotipo 3/3 como el mas frecuente seguido por los genotipos 3/4 y 3/2 respectivamente.
Ademas solo se encontrd un individuo con el genotipo 4/4 en controles y ningun caso con

el genotipo 2/2 tanto en controles como en pacientes con EA (Fig. 24).
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Tabla 18. Frecuencias genotipicas y alélicas observadas en individuos sanos y en pacientes

con EA. Las frecuencias genotipicas y alélicas se establecieron en porcentaje.

GENOTIPO CASOS CONTROLES ALELO CASOS CONTROLES
n % N % N % N %

€2/€2 0 0 0 0 €2 1 0.91 20 2.89
€2/€3 0 0 18 5.22 €3 84 76.36 619 89.7
€2/e4 1 1.81 2 0.58 €4 25 2272 51 7.39
€3/e3 34 61.8 277  80.29

€3/e4 16 29.09 47 13.62

€4/e4 4 7.27 1 0.29

TOTAL 55 345 110 690

100
80
60
40

FRECUENCIA EN %

20

Frecuencias genotipicas de APOE

GENOTIPOS

W Casos con EA

Controles

Fig. 24. Frecuencias observadas para cada genotipo en casos con EA y controles

expresadas en porcentaje.
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Al analizar la distribucion de las frecuencias alélicas se observd que tanto en casos con
EA como en controles, el alelo €3 es el mas frecuente seguido por el alelo €4. El alelo €2

es poco frecuente (Fig. 25).

Frecuencias alelicas de APOE

/\

100
X
= 80 —
w /
< -
g 60 P
§ 40 // s 7 M Casos con EA
w | ;
& 20 /- ' Controles
0
€2
€3
€4
ALELOS

Fig. 25. Frecuencias observadas para cada alelo en individuos con EA e individuos sanos
expresadas en porcentaje.

Para demostrar que la muestra de casos y controles fue tomada aleatoriamente se
calcularon las frecuencias genotipicas y se determind el equilibrio de Hardy Weinberg
tanto en casos como en controles, dando como resultado un equilibrio en ambos grupos
(Casos con EA: x*=4.5267 p=7.81, IC 95%) (Controles: x*=0.92 p=7.81, 1IC95%) (Anexo).

La frecuencia del genotipo homocigoto (4/4) en casos con EA fue de 0.0727,
significativamente mayor en comparacion con los controles (0.0029) (x?> 7.2539
p=0.007075) (OR 16.12, IC 95% 0.9082-286.2394). Asi mismo, al comparar la frecuencia
del genotipo 3/4 en casos con EA (0.290) y controles (0.136) se encontraron diferencias
significativas (x? 6.6657 p=0.009829), por lo cual se comprobé una asociacion de manera
general entre estos genotipos y la EA.

La frecuencia del alelo €4 en casos con EA (0.2272) fue significativamente mayor en
comparacion con los controles (0.0739) (x? 10.039 p=0.001532) (OR 3.96, IC 95% 1.6161-
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9.7447).

Ademas

la frecuencia del

alelo €3 en casos con EA (0.7636) fue

significativamente menor en comparacion con el grupo control (x? 6.9454 p=0.0084). No

se encontraron diferencias significativas entre la frecuencia del alelo €2 en el total de
casos analizados con EA (0.009) y el grupo control (0.029) (x* 1.02 p=0.3124).

Para determinar con una mayor exactitud esta asociacion se dividieron los casos con EA

en dos grupos: pacientes con EA de inicio temprano (<65 afios) y pacientes con EA de

inicio tardio (=65). El grupo control fue dividido de igual manera. Se determinaron las

frecuencias genotipicas y alélicas para cada grupo (Tabla 19 y 20) (Fig. 26 y 27).

Tabla 19. Frecuencias genotipicas de los grupos por edad de inicio de pacientes y controles
expresadas en porcentaje.

Genotipo Casos de Controles Casos de Controles
inicio (<65 ainos) inicio tardio (=65 anos)
temprano
n % N % n % n %
€2/€2 0 0 0 0 0 0 0 0
€2/€3 0 0 10 4.23 0 0 8 7.33
€2/e4 0 0 1 0.42 1 5.55 1 0.917
€3/€3 27 7297 192 81.35 7 38.88 85 77.98
£3/e4 8 21.62 32 13.55 8 44.44 15 13.76
€4/e4 2 5.40 1 0.42 2 11.11 0 0
TOTAL 37 236 18 109
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Tabla 20. Frecuencias alélicas de los grupos por edad de inicio de pacientes y controles
expresadas en porcentaje.

Alelo Casos de Controles Casos de Controles
inicio (<65 anos) inicio tardio (=65 anos)
temprano

n % n % n % n %
€2 0 0 11 2.33 1 2.77 9 4.128
€3 62 83.78 426 9025 22 6111 193 88.53
&4 12 16.21 35 74 13  36.11 16 7.34

TOTAL 74 472 36 218

Las frecuencias alélicas del grupo de pacientes con inicio temprano como tardio muestran
diferencias estadisticamente significativas en relacién con el alelo €4, x? 3.97 p=0.046061
para el grupo de pacientes con inicio temprano y x? 24.91 p=0.000001 para el grupo de

pacientes con inicio tardio.

Se determiné si el numero de copias del alelo €4 se asocia con un mayor riesgo de EA,
por lo que se realizé el calculé de OR con un intervalo de confianza de 95% para 0, 1y 2
copias del alelo €4 (Tabla 21 y 22).

Tabla 21. Dosis génica del alelo €4 en pacientes con EA, EA de inicio temprano y EA de
inicio tardio.

Numero de copias Pacientes con EA Pacientes con EAde Pacientes con EA de
del alelo €4 inicio temprano inicio tardio
0 34 27 7
1 17 8 9
2 4 2 2
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Tabla 22. Odds ratio (IC 95%) de los genotipos (con respecto al nimero de alelos £€4) y
alelos ApoE en EA, EA de inicio temprano y EA de inicio tardio.

Genotipo EA EA de inicio EA de Alelo EA EA de inicio EA de

temprano inicio temprano inicio

tardio tardio

3/3+3/2+2/2 0.2656 0.4401 0.1128 €2 0.3266 0.1960 0.7423
(0 copias del (0.1326- (0.2149- (0.0571- (0.0334- (0.0093- (0.1618-
alelo €4) 0.5319) 0.9015) p= 0.2228) 3.1946) 4.1353) 3.4052)
p=0.0002 0.0249 p<0.0001 p=0.3362 p=0.2949 p=0.7014

3/4 +2/4 (1 2.7598 1.7326 5.6667 €3 0.3519 0.5833 0.1933
copia del alelo (1.3621- (0.8293) (2.8866- (0.1583- (0.2508- (0.0918-
€4) 5.5920) p=0.1437 11.1241) 0.7818) 1.3569) 0.4069)
p=0.0048 p<0.0001 p=0.0103 p=0.2108 p<0.0001

4/4 (2 copias del 16.1230 11.5759 25.8268 €4 3.9685 2.5306 7.4732
alelo €4) (0.9082- (0.6315- (1.5003- (1.6161- (0.9926- (3.1310-
286.2394) 212.2057) 444.6032) 9.7447) 6.4519) 17.8373)

p=0.0582 p=0.0989 p=0.0251 p=0.0026 p=0.0518 p<0.0001

Frecuencias genotipicas por edad de inicio
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£3/€3
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B Casos de inicio temprano B Controles (<65 afios)

Casos de inicio tardio B Controles (265 afios)

Fig. 26. Frecuencias observadas para cada genotipo en casos con EA de inicio temprano y

EA de inicio tardio con sus respectivos controles. Las frecuencias estan expresadas en
porcentaje.
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Frecuencias alelicas por edad de inicio
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Fig. 27. Frecuencias observadas para cada alelo en casos con EA de inicio temprano y EA

de inicio tardio con sus respectivos controles. Las frecuencias estan expresadas en
porcentaje.

La frecuencia del alelo €4 muestra diferencias estadisticamente significativas en los casos
con EA de inicio temprano en comparacion con el grupo control (<65 afios) (x? 3.9794
p=0.046061) (OR 2.53, IC 95% 0.99-6.45), por lo que se comprobd una asociacion entre
el alelo €4 con el inicio temprano. No se encontraron diferencias significativas en los

alelos €3 y €2 en comparacion con el grupo control.

Al comparar la frecuencia del alelo €4 entre casos de inicio tardio y controles (=65 afios)
se encontré una diferencia estadistica significativa (x* 24.9148 p=0.000001) (OR 7.47, IC
95% 3.13-17.83), siendo mayor esta asociacion entre el alelo €4 y el inicio tardio de la EA.

No se encontraron diferencias significativas en el alelo €2 en comparacion con los

controles.

Asi mismo, al comparar la frecuencia del alelo €4 entre los casos con EA de inicio
temprano y los casos de EA de inicio tardio se encontré una diferencia significativa (x?

10.39 p= 0.001264), siendo mayor la frecuencia de este alelo en los casos de inicio tardio.
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No se encontraron diferencias estadisticamente significativas al comparar las frecuencias
del alelo €2.

Se determiné si el numero de copias del alelo €4 se asocia con una edad de inicio de la
EA mas temprana, por lo que se comparé la edad de inicio promedio en la muestra total
de pacientes con EA, asi como por el grupo de EA de inicio temprano y el grupo de EA de
inicio tardio (Tabla 23).

Tabla 23. Dosis génica del alelo €4 y edad de inicio promedio en la EA, EOAD y LOAD.

Nudmero de copias Edad de inicio Edad de inicio Edad de inicio

promedioen EA  promedio en EOAD promedio en LOAD

(anos) (p=0.30) (afos) (p=0.79) (anos) (p=0.01)
0 55.4 50 76.3
61 51.7 69.2
2 57 48.5 65.5

IX DISCUSION

De los 55 pacientes analizados, cuatro presentaron la mutacion A431E, dos la mutacion
E318G y 49 no presentaron mutacion en los exones analizados del gen PSENT,
representando un total del 30% en la EA familiar de inicio temprano, estos datos parecen
indicar que la incidencia de mutaciones en PSEN1 descrita en la literatura (50% a 70%)

esta sobreestimada o es propia de poblaciones diferentes a la poblaciéon mexicana.

En cuanto a los polimorfismos del gen APOE, el 22.7% del total de la muestra analizada
presentd el alelo €4 de riesgo ya sea en su forma homocigota (4.3%) o heterocigota
(18.4%). Estos datos muestran que la frecuencia de este alelo en la poblacion mexicana
con EA, es baja en comparacién con la reportada en la literatura para otras poblaciones
como la caucasica, en la cual es de ~40%, pero similar a las poblaciones asiaticas ~25%
(21, 22, 54, 57, 58, 59, 60), lo cual podria deberse también a la baja frecuencia de este

alelo en el grupo control determinado de poblacién mestizo mexicana (7.39%).
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Como se muestra en la tabla 17, la mutacion A431E es no sindnima y se encontré en
casos familiares de EA de inicio temprano, los cuales tenian un promedio de edad de
inicio de 41.5 afos (rango: 33-45 afos), y un patron de herencia autosomico dominante.
Los cuatro pacientes identificados con esta mutacion corresponden al 7.27% del total de
casos de EA analizados y al 13.79% de las formas familiares del total de la muestra. Esta
mutacién ya habia sido reportada anteriormente por Yescas y cols. en 9 familias del
estado de Jalisco (70), demostrandose un efecto fundador en esta regién. Sin embargo,
como se muestra en la tabla 16 solo uno de estos nuevos casos es originario de Jalisco,
dos son de Guanajuato y uno de Michoacan, por lo que habria que confirmar si existe
también en estos nuevos casos un alelo en comun, lo cual reforzaria este efecto fundador,
ya que pudieron nacer en otra entidad y sin embargo sus padres o abuelos podrian ser

originarios del Edo. de Jalisco.

Esta mutacion se encuentra en el C-terminal de la proteina, entre los dominios
transmembranales 8 y 9 ademas de que el aminoacido alanina en la posicion 431 esta
ampliamente conservado entre las especies. Empleando el programa PolyPhen-2 (71), en
el cual se pueden predecir las consecuencias funcionales de la proteina debidas a un
cambio de aminoacido, se determiné que el cambio de citosina (C) en el codéon GCA por
adenina (A) GAA, dando como resultado un cambio de aminoacido en el codén 431 de la
secuencia de la proteina, de una alanina por un &cido glutdmico (A431E) es
probablemente perjudicial para la funcién de la proteina con una puntuacién de 1,000
(sensibilidad: 0,00; especificidad: 1.00) (Fig. 28). En la figura 28 se muestra la ubicacion

espacial de esta mutacion.
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Fig. 28. (A) Ubicacién espacial de la mutaciéon A431E. (B) Analisis con el programa
PolyPhen-2, donde de acuerdo a la escala nos indica que este cambio es perjudicial o
daiino (71)

El mecanismo por el cual esta mutacion ejerce un efecto perjudicial aun no esta claro, sin
embargo se sabe que las mutaciones nocivas en PSENT pueden alterar la funcion
carboxipeptidasa de y-secretasa aumentando asi la relacion ABR42/AB40 (40). En un
estudio realizado por Portelius, en el cual se midié la concentracion de isoformas AR en el
LCR en 7 pacientes portadores de la mutacion A431E, mostré que los portadores de esta
mutacion manifestaron niveles significativamente bajos de Ap37, AB38 y AB39, los cuales
son solubles y no se agregan, comparados con los niveles de AB40-42 a.a., los cuales son
insolubles y se agregan. Estos fragmentos son liberados normalmente por la actividad del
complejo y-secretasa, lo que sugiere que esta mutacion podria modular la funcion de y-
secretasa modificando el sitio normal de escisién en AB-PPA (Gly 37, Gly 38 y Val 39),
sugiriendo una pérdida de efecto de funcién que lleva a una abundancia relativa de la
agregacion de Ap1-42 (72).
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En el exén 9 se identificd la mutacion no sinénima E318G, como se muestra en la tabla
16 y corresponde a dos casos familiares de EA de inicio temprano, los portadores de esta
mutacién presentan un promedio de inicio de los sintomas de 50.5 afos (rango: 40-60
afos). Los 2 pacientes que portan esta mutacion corresponden al 3.63% de todos los

casos de EA analizados y al 6.89% de las formas familiares.

Esta mutacion esta situada en la parte intermedia del bucle hidrofilico de PSEN1 en un
residuo poco conservado entre las especies. Empleando el programa PolyPhen-2 (70), se
determind que la sustitucion de una adenina en el codon 318 (GAA) por una guanina
(GGA), la cual da como resultado el cambio de aminoacido, de ac. glutamico (E) por
glicina (G), lo que origina la mutacion E318G, la cual no resulta perjudicial para la funcion

de la proteina. En la figura 29, se muestra la ubicacion espacial de la proteina.

A)

B)

This mutation is predicted to be  BENIGN with a score of 0.011 (sensitivity: 0.96; specificity: 0.78)

0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00

Fig. 29. (A) Ubicaciéon espacial de la mutacion E318G. (B) Analisis con el programa
PolyPhen-2, donde de acuerdo a la escala nos indican que este cambio es perjudicial o
daiino. (71)
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Esta variante génica ya ha sido descrita como una mutacién causal con penetrancia
reducida en algunas familias y se ha considerado como un polimorfismo benigno, debido
a que ha sido hallada en individuos no demenciados, ademas de que se ha demostrado
que no incrementa la generacion de AR (1-42) en modelos celulares (72). Sin embargo
existen contradicciones, algunos autores han asociado esta variante como un
polimorfismo de riesgo para padecer EA, esto ha sido demostrado en la poblacion
australiana, italiana y finlandesa (73, 74, 75). Ademas, se ha relacionado con el alelo €4
de APOE estableciendo una mayor susceptibilidad para padecer la EA ya que la
interaccion de la mutacion E318G con el alelo €4 de APOE, aumenta la deposicion ApR42
(76).

Como se muestra en la tabla 17, los casos portadores de la mutacion E318G en este
estudio no se encuentran influenciados por el alelo €é4 de APOE, ya que son portadores
homocigotos del alelo €3, por lo que no se puede relacionar que esta variante influya
sobre la sustitucién E318G. Sin embargo, los dos casos se tratan de formas familiares,
por lo que resultaria de importancia realizar un tamizaje en la familia para ver su
segregacion y evaluar un grupo control sano para conocer su frecuencia y determinar si

se trata de un polimorfismo de riesgo poco frecuente.

Con respecto al polimorfismo APOE, en el grupo control se encontré que el alelo €3 fue el
mas frecuente (0.879), seguido por el alelo €4 (0.0739) y el alelo €2 (0.029). La frecuencia
del alelo €3 es similar a las frecuencias de este mismo alelo pero en otras poblaciones:
Caucasicos (0.80), colombianos (0.852), brasilefios (0.840), cubanos (0.80), asiaticos
(0.885) y australianos (0.74), a diferencia de las frecuencias en: africanos (0.662) y
afroamericanos (0.668). Asi mismo, se observé una frecuencia baja del alelo €2
comparada con otras poblaciones: Caucasicos (0.08), brasilefios (0.120), chilenos (0.190),
ecuatorianos (0.280), cubanos (0.130), africanos (0.114), afroamericanos (0.13) vy
asiaticos (0.09) y similar a la observada en peruanos (0.050) y australianos (0.007). Asi
mismo, la frecuencia del alelo €4 también es baja comparada con otras poblaciones:
africanos (0.204), australianos (0.189) y caucasicos (0.123) sin embargo, es similar a la
observada en las poblaciones asiaticas (0.074), colombianos (0.068) y costarricenses
(0.060) (50, 77, 78, 90).

En la muestra total de casos con EA el alelo €3 también fue el mas frecuente (0.763),

seguido por el alelo €4 (0.227) y el alelo €2 (0.009). La frecuencia del alelo €4 es una de
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las mas bajas en comparacion con las frecuencias halladas en enfermos de Alzheimer en
otras poblaciones como en la caucasica (0.367) y afroamericana (0.322), sin embargo, es
similar en Japoneses (0.278) (79, 80, 81, 82, 83, 84), lo cual podria ser explicado debido a
la baja frecuencia de este alelo en la poblacion control de la muestra estudiada. Al
comparar las frecuencias del alelo €4 en los casos con EA (0.227) y el grupo control (0.07)
se encontraron diferencias estadisticamente significativas (x> 10.0392 p=0.001532) (OR
3.96, IC 95% 1.6161-9.7447), corroborando asi el papel del alelo €4 como factor de riesgo
para la EA (48), con un riesgo de cuatro veces mayor en los portadores de este alelo ya
sea de manera homocigota u heterocigota que en los no portadores. La OR en no
portadores del alelo €4 fue de 0.2656 (IC 95% 0.1326-0.5319), en los portadores de un
alelo €4 fue de 2.7596 (IC 95% 1.3621-5.5920) y en los portadores de dos alelos €4 fue de
16.1230 (IC 95% 0.9082-286.2394). Estos datos indican que el alelo €4 de APOE,
incrementa el riesgo para la EA en la poblacion estudiada en una manera dosis
dependiente, de manera similar que en caucasicos, iranies, japoneses y chinos (78, 83,
86).

Al dividir en los grupos por edad de inicio de la enfermedad, se encontré que tanto el
grupo de EA de inicio temprano como el grupo de EA de inicio tardio muestran diferencias
en las frecuencias del alelo €4, al compararse con sus respectivos controles se muestra
significancia estadistica: (x? 3.97 p=0.046061) (OR 2.53, IC 95% 0.9926-6.4519) para el
grupo de EA de inicio temprano y (x? 24.91 p=0.000001) (OR 7.47, IC 95% 3.1310-
17.8373) para el grupo de EA de inicio tardio, hay una pequena diferencia estadistica
comparando con los casos de inicio tardio en donde se muestra su efecto. Mientras que el
efecto protector del alelo €2 en esta muestra estudiada no muestra diferencias
estadisticamente significativas en ambos, debido también a la baja frecuencia de este
alelo en la muestra estudiada, por lo cual se tendria que ampliar la muestra para
determinar si el alelo €2 se relaciona con un efecto protector de baja frecuencia en la

poblacion mexicana (49).

Por otro lado, se sabe que el alelo €4 funciona como un factor de riesgo mediante la
disminucion de la edad de inicio en una manera dependiente de la dosis (21, 22), sin
embargo, en la muestra total de pacientes con EA general y EA de inicio temprano no fue
evidente esta asociacion. En el caso de los pacientes con EA de inicio tardio se demostré

esta asociacion siendo la edad de inicio en los homocigotos para el alelo €4, 10.7 afios
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mas temprana que en los no portadores de este alelo, con una significancia estadistica
(p=0.01), por lo que para esta muestra el alelo €4 funciona como un factor de riesgo
mediante la disminucién de la edad de inicio en una manera dependiente de la dosis solo
en los casos de EA de inicio tardio. Estos datos coinciden con los resultados de otros
estudios (91), que han descrito que el riesgo conferido para el alelo €4 modifica la edad de
inicio de la EA, observandose una mayor influencia de este alelo en las formas de inicio
tardio, por lo que resulta importante conocer la frecuencia de este alelo en la poblacion,

dado que el mayor numero de casos son esporadicos.

En México se requieren estudios epidemiolégicos que nos permitan conocer la incidencia
y prevalencia de la EA, de esta manera podriamos saber si la baja frecuencia del alelo €4

en la poblacion general esta relacionada con una baja incidencia en la EA.

A pesar de que el alelo €4 de APOE es considerado como un factor de riesgo para
desarrollar la EA en la muestra estudiada, se ha establecido que la genotipificacion de
este polimorfismo no debe usarse como un unico valor para predecir el futuro riesgo de la

EA o para su diagnostico (85).

X CONCLUSIONES

Se identificd la mutacion A431E en cuatro pacientes y la mutacién E318G en dos
pacientes correspondientes al 30% de las formas familiares de inicio temprano de la EA

en la muestra estudiada, estas mutaciones han sido reportadas anteriormente.

La mutacién A431E es causa de la EA de inicio temprano, esta mutacién tiene un efecto
fundador, mientras que la mutacion E318G puede actuar como un factor de riesgo para el

desarrollo de la EA.

El alelo €4 de APOE es un factor de riesgo para el desarrollo de la EA, siendo de mayor
susceptibilidad en casos de inicio tardio para la muestra estudiada, sin embargo, no

puede tomarse como un unico valor de diagndstico o predictivo de la EA.

La EA es una enfermedad multifactorial, en la cual intervienen factores de susceptibilidad
genética asi como factores ambientales, en los pacientes en los que no se encontraron
mutaciones en el gen PSENT o el polimorfismo de riesgo APOEE4, no se descarta que

sean debidos a otras variantes génicas no analizadas en este estudio.
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Xl PERSPECTIVAS

Es importante realizar este tipo de estudios para establecer una definicion mas confiable
de la enfermedad, asi como un diagnostico precoz en las fases mas tempranas, ademas

de implementar estrategias preventivas en las fases iniciales de la enfermedad.

Como se menciono anteriormente, se ha comprobado que la mutacion A431E presenta un
efecto fundador en familias del estado de Jalisco, con un promedio de inicio de la
enfermedad de alrededor de 40 anos, en el presente estudio, solo uno de estos nuevos
casos es originario del Edo. de Jalisco, dos son de Guanajuato y un caso de Michoacan,
por lo que se debe de confirmar si existe también en estos nuevos casos un alelo en
comun. A partir de esto, se propone que para todos los pacientes con diagnostico
probable de EA de inicio temprano en este estado y en el area circundante, la
aproximacién molecular inicial debe ser a partir de la deteccion de esta mutacion, con el
fin de brindar un adecuado asesoramiento a las familias en riesgo e implementar medidas
para mitigar la enfermedad, como puede ser mediante el disefio y la administracién de

farmacos en pacientes en etapas tempranas de la enfermedad.

En el caso de la mutacion E318G, es necesario realizar un tamizaje familiar para ver su
segregacion y evaluar un grupo control sano para descartar que se trate de un

polimorfismo en la poblacién mexicana.

En la muestra total estudiada se comprobd que el alelo €4 causa susceptibilidad para la
EA, en una manera dependiente de la dosis génica, siendo mayor esta asociacion en
portadores de dos alelos €4 y casos de inicio tardio, sin embargo, no se asocio el alelo €2
con un efecto protector para la EA como lo reportado en otros estudios (49), por lo que se
propone ampliar la muestra para conocer si este alelo muestra un efecto protector de baja

frecuencia en la poblacién mexicana.
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