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RESUMEN

La Enfermedad de Alzheimer y otras formas de demencia son enfermedades neurodegenerativas
gue afectan a mas de 35 millones de personas en todo el mundo, sin algun tratamiento curativo

disponible.

El alelo €4, del gen APOE, es un factor de riesgo para la Enfermedad de Alzheimer de tipo tardio.
La primera asociacion de este alelo con la enfermedad fue dada en 1993 y desde entonces es

aceptado, mundialmente, como factor genético.

ApoE es producido principalmente en los astrocitos e higado. ApoE derivado de los astrocitos es
primordial para el metabolismo del colesterol en el cerebro y el aclaramiento del péptido de
amiloide-f3, una de las principales sefales neuropatolégicas caracteristicas de la enfermedad de
Alzheimer. ApoE tiene tres isoformas: apoE2, apoE3, apoE4, las cuales, genéticamente,
corresponden a los tres alelos comunes: €2, €3 y €4, definidos por dos polimorfismos de un solo
nucleotido (rs429358 y rs7412).

Siendo ¢4 el factor de riesgo para aumentar la probabilidad de padecer la Enfermedad de
Alzheimer, y €2 y €3 un factor de protecciéon para el individuo que expresa dichos alelos, es
necesario saber la frecuencia con que cada uno de los alelos se presenta dentro de las
poblaciones. No todas las poblaciones poseen frecuencias alélicas y genotipicas iguales, si bien

comparten caracteristicas, su estructura genética las distingue una de otra.

La poblacion Mexicana es una poblacion genéticamente heterogénea debido a la presencia de
mestizos y amerindios. Por tal, es necesario hacer estudios en diversas entidades para saber la
distribucion de los alelos en la Republica Mexicana y con ello hacer estudios de asociacion gen-

enfermedad.
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1. Introduccioén

1.1. Lademencia

Desde el comienzo de la humanidad, el fenébmeno del envejecimiento ha sido un proceso que no
deja de sorprender y preocupar. Nadie es ajeno al envejecimiento y a los problemas que éste

acarrea.

Las capacidades neuropsicolégicas, mentales, del individuo son el resultado de la interaccion
entre las capacidades propias del cerebro y el efecto de las experiencias vividas a lo largo de la
existencia. Todo lo que somos y sabemos lo tenemos grabado en el cerebro. De hecho, el sistema
nervioso, y el cerebro en particular, tiene la capacidad de recibir, analizar, procesar y almacenar
informacion, y también de proporcionar respuestas a los cambios que afectan al medio externo.
Todos estos procesos tienen como objetivo final la supervivencia adaptada del individuo y la
perpetuacion de la especie. Sin embargo, cuando el cerebro se degenera de forma progresiva, el

enfermo va perdiendo sus memorias hasta un punto en que termina por desaparecer su identidad.

[1]

A partir de los 85 afios de edad, una mujer de cada 4 y un hombre de cada 5 olvidan todo lo que
aprendieron en su vida. Al inicio no logran retener pequefios detalles, como dénde pusieron sus
llaves o el guiso que dejaron en la estufa. Con el paso del tiempo dejan de recordar
acontecimientos recientes, se sienten perdidos en su propia casa y tienen dificultades para
comunicarse. La culpable es la demencia, provocada por las alteraciones a nivel molecular que

ocurre en las neuronas que termina por matarlas.[2]

La demencia es un sindrome, generalmente de naturaleza crénica o progresiva, caracterizado por
el deterioro de la funcidn cognitiva (capacidad para procesar el pensamiento) mas alla de lo que
podria considerarse una consecuencia del envejecimiento normal. La demencia afecta a la
memoria, el pensamiento, la orientacion, la comprension, el calculo, la capacidad de aprendizaje,
el lenguaje y el juicio.[3] Quienes padecen demencia pueden repetir las mismas historias o
preguntas una y otra vez y suelen olvidar cosas tan basicas como vestirse por si mismos,

controlar sus esfinteres e incluso actividades cémo sentarse o caminar.

Mas de 800 mil mexicanos sufren hoy alguno de estos padecimientos que se diagnostican como
demencia, una enfermedad con mas de 60 causas, pero entre el 60 al 70% de los casos el
culpable es el Alzheimer, un trastorno neurodegenerativo, progresivo e irreversible que no tiene
cura. Se ha estimado que, a nivel global, en 2010 vivian 35.6 millones de personas con demencia,
y se prevé que esta cifra se duplicara cada 20 afos, alcanzando 115.4 millones en 2050, de los

cuales 3 millones seran mexicanos. [4][2]


http://quo.mx/t/demencia
http://quo.mx/t/alzheimer

1.1.1. Etiologias de la demencia

La demencia es un diagnéstico sindromatico con muchas etiologias. Entre las principales se

encuentran:

Tabla 1. Caracteristicas de los subtipos de demencia [5]:

Proporcién de
Neuropatologia casos de
demencia

Subtipo de Sintomas tempranos

demencia caracteristicos

. . . Placas de amiloide
Enfermedad de Deterioro de la memoria, apatia ~
: L beta y marafas 50-75%
Alzheimer (EA) y depresion. o
neurofibrilares
imilar a EA, pero la memori
Similar a EA, pero la memoria Enfermedad
. se ve menos afectada,
Demencia fluctuaciones en el estado de cerebrovascular, 20-30%
Vascular (EVa) L . . infartos en regiones 0
animo mas prominente. o
- . criticas
Fragilidad fisica
, Fluctuaciones en la habilidad
Demencia por cognitiva. Alucinaciones Cuerpos de Le
cuerpos de Lewy o9 ' . ) PO ewy <5%
visuales. Parkinsonismo (alfa- sinucleina)
(DCL) -
(temblor y rigidez)
Cambios de personalidad, e
. ) L Dafio limitado en los
Demencia cambios en el estado de animo, !
TR I6bulos frontales y 5-10%
frontotemporal desinhibicion, dificultades en el
: temporales
lenguaje

Estudios post-mortem sugieren que muchas personas con demencia han padecido la Enfermedad

de Alzheimer junto con la demencia vascular.

1.1.2. Datos epidemiolégicos de la demencia
1.1.2.1. Prevalencia' e incidencia? de la demencia en el Mundo

La demencia afecta a nivel mundial a unos 47,5 millones de personas, de las cuales un poco mas
de la mitad (58%) viven en paises de ingresos bajos y medios. Cada afio se registran 7,7 millones

de nuevos casos.

Casi todos los estudios realizados, aun en diferentes areas del Mundo, demuestran que las
prevalencias aumentan con la edad, casi duplicAndose cada 5 afios de vida. En la actualidad, el
factor mas importante que determina el aumento en el nimero de personas con demencia es el
aumento global en la expectativa de vida. Hay un aumento proporcional en el nimero de
individuos de la tercera edad, que secundariamente provocarda un aumento proporcional en el

namero de nuevos casos de demencia.[6]

! Ntimero total de personas que presentan sintomas o padecen la enfermedad durante un periodo de tiempo, dividido por la poblacién
con posibilidad de llegar a padecer dicha enfermedad
Tasa a la cual nuevos casos surgen en a poblacion y es por lo tanto una medida de riesgo de desarrollar la enfermedad



Los nueve paises con las mayores cifras (un millbn o mas) de personas con demencia en 2010
fueron: China (5.4 millones), EUA (3.9 millones), India (3.7 millones), Japon (2.5 millones),
Alemania (1.5 millones), Rusia (1.2 millones), Francia (1.1 millones), Italia (1.1 millones) y Brasil
(1.0 millén).[4]

La incidencia a los 80 afios es mayor en América del Norte (20,6 / 1.000 personas-afio) y en
Europa (15,1) que en otros paises (8,3).

La incidencia ha sido levemente mas alta entre las mujeres (13,7 / 1.000 personas-afio) que en los
hombres (10.6/ 1.000 personas-afno).

1.1.2.2. Prevalencia de la demencia en
México Mortalidad por Demencia segun sexo, Mexico,
1980-2010

e Segun el sexo

15 - Homibres — [ jares

En México, la demencia ocupa el cuarto lugar de
causa de muerte en la poblacién respecto a 5]

trastornos mentales y enfermedades

Taz=a™

neuropsiquiatricas. En relacién al sexo, se tienen 15 |

elevadas tasas de mortalidad en mujeres en

comparacion con los hombres (figura 1, [7]). La o

i 19B0 1985 1990 1995 2000 2005 009 010"
Demencia ha formado parte de las enfermedades Ao

mas frecuentes y por lo tanto una causa de muerte Figura 1. Mortalidad por Demencia segtin el
relevante en las mujeres. sexo, México, 1980-2010. [7]

Del afio 1980 a 2009, la tasa de mortalidad por demencia en hombres, pasé de 2.4% a un 10.5%,
siendo de la cuarta a la tercera causa de muerte. Mientras que en mujeres, paso6 de un 7.6% a un

41.4%; ocupando el primer lugar de causa de muerte en mujeres en esos ultimos afios. [7]

e Segln la entidad federativa 2009

Aungque no hay evidencias de altas tasas de mortalidad

. Tasa" de mortalidad
en la poblacion afios atras, en 1980, Yucatan conto con Wzt o
24 adds (1)
OE3az4 (11)

1.0 defunciones por cada 100 mil habitantes, en 1990

Jalisco tuvo una tasa de 1.4 por cada 100 mil habitantes
y para el 2000, Sinaloa ocup6 el primer lugar (figura 2,
[8]).

En el afo 2009, las tasas de mortalidad por esta causa

sefialaron un subito incremento en comparacion con los Figura 2.Tasa de mortalidad en
poblacion mexicana. [8]

afios anteriores. La entidad federativa con la mayor tasa

fue Sonora (5.1 por cada 100 mil habitantes). [7]



1.2. Enfermedad del Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un tipo de demencia neurodegenerativa progresiva que se
caracteriza por rasgos clinicos y neuropatoldgicos. Este tipo de demencia es el mas comun entre
personas de edad avanzada [9] y la presencia de factores de riesgo vascular y del alelo €4 de
APOE son factores de riesgo aceptados universalmente. [10]

Entre las principales caracteristicas encontradas en los rasgos clinicos y neuropatolégicos que
presenta un paciente con Enfermedad de Alzheimer, se encuentran:

o Rasgos neuropatolégicos: Acumulacion extracelular de placas de Amiloide B y una
acumulacion intracelular de la proteina Tau hiperfosforilada en forma de marafias
neurofibrilares. Asociados con cambios que incrementan los niveles de inflamacion, estrés
oxidativo y muerte de células nerviosas. Tanto las placas de amiloide B como las maranas
neurofibrilares estan asociadas con la pérdida progresiva del nimero de neuronas y
sinapsis entre ellas, con atrofia y dilatacion de los ventriculos laterales del cerebro debido a
una disminucién en el tejido cerebral, las cuales son las caracteristicas generales del dafio
cerebral por demencia.

o Rasgos clinicos: Alteraciones cognitivas (memoria y otras capacidades mentales),
alteraciones funcionales (pérdida progresiva de independencia en las actividades de la
vida diaria) y alteraciones psicolégicas y de comportamiento (ansiedad, delirios,

alucinaciones, vagabundeo, agresion) (figura 3). [1]

20 Pérdida de la
independencia funcional

i5

MMSE

Problemas de compprtamiento

10 EEEEEEs s sssEssEEsEEssEssEssEEEE

Ingreso en residencia

5 I NN NN NN NSNS ENIE SN ESEEESEEEEEEEEEEEE

ANOS 1 2 3 q 5 6 7 8 ]

Figura 3. Historia natural de la enfermedad de Alzheimer, en la que
aparecen los trastornos cognitivos, funcionales y del comportamiento.
MMSE: Mini Mental State Examination. Este test breve puntta de 30 a 0.
Cuanto menor es el nimero de puntos obtenidos, mayor es el grado de
demencia. [1]

Se considera que un paciente puede vivir en promedio entre 8 y 10 afios desde el momento del
diagndéstico (figura 3). En general, se dice que la enfermedad evoluciona mas rapidamente cuanto
mas joven es el paciente en el momento de declararse la enfermedad.

10



1.2.1. Tipos de Alzheimer

Una de las maneras en las que se puede dividir la EA es atendiendo a su edad de inicio: anterior a
los 60 afios (formas tempranas) o posterior a la séptima década (formas tardias).[11]

1.2.1.1. Alzheimer hereditario o temprano

Menos del 1% de los casos de EA son causados por herencia de mutaciones genéticas en ciertos
genes. El estudio genético de las formas hereditarias de enfermedad de Alzheimer de inicio
precoz ha permitido identificar mas de 185 mutaciones en tres genes que producen la
enfermedad: Proteina Precursora de Amiloide (APP), Presenilina 1 (PSEN1) y Presenilina 2
(PSEN2). La herencia de cualquiera de estas mutaciones genéticas acelera la produccion de AR,
lo que resulta en el desarrollo de AD generalmente antes de la edad de 60 afios, conocido
comunmente como EA familiar de comienzo temprano (FAD).[12][13]

1.2.1.2. Alzheimer esporadico o tardio

La aparicion tardia o esporadica de EA representa la mayoria de los casos (95%) y los primeros
sintomas aparecen después de los 65 afios. En la enfermedad de inicio tardio, el factor de riesgo
genético mejor estudiado esté relacionado con el gen codificador de la apolipoproteina E. [13]. A
diferencia de alguna de las formas tempranas, los genes implicados en la EA tardia no son
determinantes, aunque confieren una susceptibilidad al individuo, que a su vez es modulada por

otros genes con efectos protectores o potenciadores de riesgo. [11]

1.2.2. Datos epidemioldgicos de la enfermedad de Alzheimer

1.2.2.1. Prevalencia e incidencia del Alzheimer en el Mundo

Se pronostica que para el 2050 habra un nuevo caso de EA por cada 33 personas o cerca de un

millébn de nuevos casos por afo. [9]

En cuanto a las diferencias entre paises y regiones geograficas, se ha determinado segun los
meta-andlisis de Jorm y colaboradores que la EA es la demencia mas comun en poblaciones
caucasicas. [6].

Datos mas actuales parecen indicar que la EA tiene mayor prevalencia en paises del Este

Asiatico. Esto podria deberse a que la expectativa de vida ha aumentado en estos paises.

1.2.2.2. Prevalencia del Alzheimer en Latinoamérica

Acorde a los calculos proyectados a 2020 y 2040 la prevalencia en mayores de 60 afios sera de

4.1y 9.1% para la region Latinoamérica evidenciando un aumento significativo si comparamos con

11



las cifras estimadas en 2001, 1.8%. Este incremento se espera con un mayor impacto en paises

en vias de desarrollo frente a paises desarrollados. [14].

1.2.2.3. Prevalencia del Alzheimer en México

En México, la prevalencia de Alzheimer se duplica cada quinquenio a partir de los 65 afios de
edad; es decir, es de 7% a esa edad, 15% en los mayores de 70 afios y 30% en quienes tienen
entre 75 y 80 afios. Ademas que en México hay 800 mil personas con demencia, de las cuales
mas del (60%) padece Alzheimer. [8].

1.3. El cerebro

El cerebro es el 6rgano mas poderoso del cuerpo humano (figura 4).
El cerebro es el encargado de procesar informacién de nuestro
cuerpo, operar 6rganos internos, generar pensamientos y emociones,
almacenar recuerdos y controlar los movimientos.
Las tres partes mas importantes son:
e El cerebro. Es el encargado de recordar, resolver problemas,
generar pensamientos y sentimientos y controlar movimientos.

Figura 4. Localizacion
del cerebro e El| cerebelo. Se encuentra localizado atras del cerebro.

Controla la coordinacion y el balance.
e EIl tronco cerebral. Conecta el cerebro con la médula espinal. Controla las funciones
automaticas como: respiracion, digestion, latidos del corazon y presion arterial.
Por lo tanto, el cerebro es la parte que se afecta durante la patologia de Alzheimer, habiendo

pérdida en la generacién de pensamientos, recuerdos, etc. [15]

1.3.1. Cambios en el cerebro en la enfermedad de Alzheimer

AUn no se sabe exactamente como comienza el proceso de la enfermedad de Alzheimer, pero se
tienen evidencias de que los dafios en el cerebro surgen una década o mas antes de que los
sintomas se hagan evidentes. Durante la fase preclinica de la enfermedad, los pacientes no
presentan sintomas, pero el cerebro comienza a sufrir cambios importantes. Depésitos anormales
de proteinas forman placas de amiloide 8 y marafias neurofibrilares de tau en el cerebro (sefias de
la EA), provocando que las neuronas sanas comiencen a trabajar con menos eficiencia y con el
tiempo pierdan su capacidad de funcionar y comunicarse entre si, ocasionando su muerte. En
poco tiempo, el dafio se extiende hasta el hipocampo y a medida que mas neuronas mueren, las
regiones del cerebro afectadas comienzan a encogerse, y para la etapa final de la enfermedad de
Alzheimer, el tejido cerebral se ha reducido significativamente y se muestran ensanchamientos de

los surcos (figura 5).
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1.3.2. Mecanismos alterados en la enfermedad

de Alzheimer Healthy Severe
Brain AD
Algunos mecanismos patoldgicos descritos en la enfermedad
de Alzheimer son: Formacién de las placas de amiloide , e S % ){ . 14
- W
dafio en los filamentos que dan forma a las neuronas {). j,
R f )
(citoesqueleto): marafias neurofibrilares, trastorno en el A ¥ ‘,;\,v'
A D A :
metabolismo energético/glucosa, pérdida de sinapsis y - 1 < oY

. sy W
trastornos en los neurotransmisores y receptores, k*—

alteraciones del metabolismo de radicales libres, muerte .
Figura 5. Imagen de un

prematura de las neuronas por programacion genética y | cerebro sanoy un cerebro con
Alzheimer. [15]

trastorno de la regulacion del calcio neuronal (su exceso

dentro de la neurona actiia como toxico).

1.4. Seias de la patologia de EA: Proteina Tau y Amiloide Beta

1.4.1. Proteina Tau

La proteina tau pertenece a una familia de proteinas que se caracteriza por estar asociadas a
microtibulos y ser muy abundante en el sistema nervioso central, donde se distribuye
especialmente en los axones (figura 6). Esta proteina se encarga de estabilizar al citoesqueleto

neuronal manteniendo el andamiaje celular para que las neuronas se comuniquen entre si (flujo

Amylo«d
Plaque
S
Tau Protein w 3
/ / ’ nf 23 » §¢
A | Lokt v:" -y W
Dendrites Heaithy oy P A
. ¢ ‘ Neuron A‘%‘)f e ! =
. Ny g s
e N\ - )‘ *&"‘I w 3 ‘ Diseased oy
. ‘\ ﬁk_ . “ & > - ,’,”.J p Neuron 3
' »n' S e T;”v‘é‘ '_CV
" A 'Ya b £ = Disintegrating

P Microtubules

- E9S, o«

Axon —/,» ] 4
( _ 2 Microtubules A - 3 y
\ — vy \_ =l .

Figura 6. Localizacién de la proteina Tau en los microtubulos de los axones. [10]

axonal). Sin embargo, si se altera la proteina habiendo una pérdida del balance entre kinasas y
fosfatasas neuronales y produciendo una hiperfosforilacién de la proteina, Tau se desprende de
su lugar fuera de la neurona y entra en ella provocando un ambiente toxico. Para protegerse, la

neurona forma marafias en formas fibrosas (llamadas marafias neurofibrilares) que le permiten
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vivir pero ya nho hay comunicacién con el resto de neuronas. Esto provoca una especie de cortos

circuitos que llevan a la muerte masiva de neuronas.[10][2].

1.4.2. Proteina Amiloide Beta (AB)

AR es un fragmento de la proteina precursora de Amiloide (APP), una proteina transmembrana
gue posee una regién extracelular, otra intramembranal y otra citopladsmica y que se produce no
so6lo en el cerebro en condiciones patolbgicas, sino en todos los tipos de células (figura 7).

AR se ha convertido en elemento sustancial de la patogenia de la enfermedad de Alzheimer y

mutaciones en el gen de la APP causan el padecimiento de la EA precoz de caracter hereditario.

La APP es fisiolégicamente seccionada por una a-secretasa, pero cuando otro tipo de enzima

participa en la degradacion de APP, se origina el
péptido de Amiloide Beta. Segmentacion
por secretasas
—_—
Para la formacion de AR es necesario que una [3- i z
secretasa actle. Primero se genera la posicion N- Sitios de | . AB40/42
. ; . mutaciones g
terminal de la proteina, rompiendo la APP en su amiloidogénicas :
seccién extracelular originando B-APP y un : s
fragmento C-terminal de 99 residuos asociado a i S——

J | , E | —
la membrana. Posteriormente actia lay- iy SAPP e : '
secretasa que hidroliza el residuo en medio del ‘ —-— ° E :
dominio transmembrana para originar la proteina a : :

P g P Figura 7. Estructura de APP
AR que suele tener 42 residuos, por lo que suele

llamarse AR42 (figura 7).Diversas mutaciones del gen APP son capaces de producir la
Enfermedad de Alzheimer. La doble mutacién 670/671, en el extremo N-terminal, favorece la

accion de la B-secretasa aumentando la produccion de péptido AR.

1.5. Problemas en la deteccidon del Alzheimer

Se conoce que la principal barrera para implementar terapias y por lo tanto reducir los costos de la
enfermedad, es la dificultad que tiene el personal médico en los servicios de atencion primaria
para detectar el compromiso cognoscitivo. Esta falla en el diagndstico se atribuye en primer lugar
a la carencia del conocimiento de las enfermedades demenciales, en particular en sus estadios
iniciales por parte de los médicos, la falta de uso de los métodos de tamizaje para demencia y la
errada percepcion de que nada puede hacerse para tratar dichas enfermedades. [14]

Un diagndstico temprano es vital para intentar alentar el proceso neurodegenerativo, sin embargo,
no se puede realizar un diagndstico clinico que confirme exactamente el tipo de demencia que se
presenta y por ende el tratamiento a seguir, s6lo hasta revisar el tejido post mortem que lo

confirme.[2].
14


http://quo.mx/t/enfermedades-neurodegenerativas

Hasta la fecha, no se han podido establecer biomarcadores de diagnéstico para el dafio cerebral
relacionados con la demencia debido a que los mecanismos neuropatoldgicos vinculados a este

dafo aparecen mucho antes que las manifestaciones sintomaticas.

Las estrategias hacia las que se ha dirigido la prevencion de la demencia, han sido encaminadas
comunmente con el retraso de la aparicion clinica de la enfermedad, en lugar de evitar el

desarrollo de la neuropatologia subyacente.

1.6. Factores involucrados en la patogénesis de la Enfermedad del
Alzheimer

El Alzheimer es una enfermedad compleja y multifactorial, genéticamente heterogénea, que hasta
la fecha no tiene cura ni tratamiento efectivo. Factores como la edad, la herencia familiar, la
genética y el ambiente son importantes para el desarrollo de EA. Las investigaciones sugieren que
las enfermedades vasculares predisponen a la enfermedad de Alzheimer al igual que a la
demencia vascular. En estudios de incidencia de corta y larga latencia, fumar aumenta el riesgo
para la enfermedad de Alzheimer. La diabetes también es un factor de riesgo y en estudios de
cohortes a mas largo plazo, la hipertension a mediana edad y el colesterol elevado estan
asociados con el comienzo de la enfermedad de Alzheimer en la vejez.

Por lo tanto, las estrategias mas prometedoras han sido la eliminacién de la inactividad fisica
(12,7% de casos de Alzheimer prevenidos), fumar (13,9% prevenidos), y el bajo nivel educativo
(19,1% prevenidos). Esto es debido a que son factores relativamente comunes y estan
fuertemente asociados con la enfermedad de Alzheimer. Si se eliminaran todos los factores de

riesgo, se podria prevenir hasta 50,7% de todos los casos de Alzheimer en el mundo.

Ademas, en los ultimos afios, se ha observado la importancia de ciertos genes como factores de
predisposicion para el desarrollo de EA y algunos de ellos, reconocidos como posibles agentes
causantes de la enfermedad o implicados en factores de riego son: El gen de la proteina
precursora de amiloide (PPA) en el cromosoma 21, el factor de susceptibilidad es el alelo €4 del
gen de la Apo-E (apolipoproteina E) en el cromosoma 19 y actualmente el gen de TOMM40 en el

cromosoma 19.

1.6.1. Factores genéticos y la enfermedad de Alzheimer

Si bien se ha demostrado la asociacion entre factores genéticos y EA, todo parece indicar que
existe una importante heterogeneidad genética. Los marcadores genéticos de esta enfermedad

gue se conocen actualmente son de dos tipos (figura 8)[13]:
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Determinantes. Se trata de mutaciones de ciertos genes, cuya presencia determina
inexorablemente la aparicion de la EA. Se transmite de manera autondémica dominante,
con una alta penetrancia y son responsables de la enfermedad hereditaria, de inicio precoz
(entre 35 y 55 afos), que afecta a algunas familias. Afortunadamente, son mutaciones muy
infrecuentes y, por tanto, responsables de muy pocos casos. Las mas frecuentes son las
gue afectan al gen que codifica la presenilina 1 ubicado en el cromosoma 14, que pueden
ser responsables de hasta el 70% de las formas familiares de inicio precoz. Otras
mutaciones afectan al gen del cromosoma 21 que codifica la proteina precursora del
amiloide y al gen que codifica la presenilina 2, ubicado en cromosoma 1.

Predisponentes. Su presencia aumenta el riesgo de padecer la EA. Destaca el alelo E4 del
gen que codifica la apolipoproteina E (gen APOE), ubicado en el cromosoma 19. Este gen,
a su vez, posee tres alelos (€2, €3, €4), que pueden presentarse en homocigosis o
heterocigosis y determinan las tres isoformas de esta apolipoproteina: apoE2, apoE3 y
apoE4. La posesion del alelo €4, especialmente en homocigosis, se ha asociado a un
mayor riesgo de EA. Los riesgos relativos estimados para el alelo €4 en heterocigosis con
respecto al alelo E3 varian entre 1.5 y 5, mientras que en homocigosis oscilan entre 5y 40.
[16].

Gen Mutacién Proteina Primera Herencia Efecto en patogénesis Edad
o ligamento referencia de inicio
genético
APP Cromosoma 21 |  Proteina Goate*? Dominante |  Altera la produccion (radio 40-65
21921 precursora Ap42/AB40 1) y agregacion anos
de amiloide del Ap amiloide

PS1 Cromosoma 14 | Presenilina Sherrington? Dominante |  Altera la produccion (radio 25-60
14q24 1 Ap42/ABA0 1) del A amiloide |  anos

Ps2 Cromosoma 1 | Presenilina Levy-Lahad® Dominante |  Altera la produccion (radio 45-84
1931 2 Rogae? Ap42/ABA0 1) del Ap amiloide |  arios

ApoE | Cromosoma 19 | Apolipopro- Schmechel'! Factor de Desconocido > 50
19g13 teina E Strittmatter!? riesgo ;Agregacion de AB amiloide? afnos

{Metabolismo lipidico?
Figura 8. Principales genes involucrados en la enfermedad de Alzheimer. [13]

1.7. Apolipoproteina E (ApoE)

La ApoE es una lipoproteina que se halla tanto en el plasma sanguineo como en el liquido
cefalorraquideo. La funciébn de ApoE es la de transportar el colesterol y triglicéridos que
intervienen en el mantenimiento y reparacion de las membranas celulares y su asociacion con

lipidos es esencial para lograr su estabilidad.
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Una gran proporcion (90%) de esta lipoproteina es producida en el higado, mientras que en menor
porcentaje, también se produce en hepatocitos, macréfagos, astrocitos, microglia, y en situaciones
de estrés, en neuronas. La ApoE ha sido identificada en las placas de Amiloide B, marafias
neurofibrilares y todas las lesiones que se encuentran en el cerebro de las personas con

enfermedad de Alzheimer.

Existen tres formas diferentes (alelos) del gen de la ApoE: €2, €3 y €4 (figura 9), definidos por dos
polimosfismos de nucledtido simple (SNP’s), rs429358 y rs7412. Asi pues, una persona
determinada dispone de un par de alelos, de forma que su carga genética sera cualquiera de las
combinaciones posibles: 2/2, 2/3, 2/4, 3/3, 3/4 0 4/4.

No obstante, no todos los genotipos tienen la misma frecuencia en la poblacion. El alelo €3,
cisteina en el coddn 112 y arginina en 158, esta presente en el 75% de las personas de raza
caucasica; el alelo €4, arginina en el codén 112 y 158, entre el 20 y 30% de la poblacion general, y

el €2, cisteina en los codones 112 y 158, en el 10%.

Unidn a Region Union a
receptor bisagra lipidos
I1 136 150 244 272 299
NHz - . COOH
| [ | |
Argb1 Arg o Cys Arg o Cys Glu255
112 158

Dominio de interaccion
Dominio N terminal Dominio C terminal
Figura 9. Esquema de los dominios estructurales de la Apo-E mostrando la zona de unidn a receptor y

la zona de unién a lipidos. También se muestran los residuos 112 y 158 que son los que varian de
una isoforma a otra.

1.7.1. Propiedades bioquimicas y A G
estructurales de la Hepa ok
Apolipoproteina E (ApoE) Receptor /" 150 i

binding ,
region

ApoE esta formada por 299 aminoacidos
organizados en 2 dominios independientes: el N-
terminal y el C-terminal conectados por una region
bisagra que es flexible. La region que interactia con

los receptores de ApoE esta en el domino N-terminal,

Figura 10. Regiones del gen APOE [17]




mientras que la regién de union a lipidos se encuentra en el dominio C-terminal (figura 10). [17]
Las 3 isoformas €2, €3 y €4 difieren Gnicamente en las posiciones 112 y 158. Tales diferencias
afectan la estructura y funcion de la proteina, asi como la unién a lipidos y receptores,
ocasionando que Apo-€2 y €3 se unan a lipoproteinas de alta densidad (HDL), mientras Apo-¢4 se
liga preferencialmente con lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y lipoproteinas de baja
densidad (LDL).

Lo anterior se debe a que la presencia de Arginina en la posicién 112 afecta la conformacion de la
Arginina 61 (en el domino N-terminal) provocando una interaccion con el Glutamico 255 del
dominio C-terminal. Este tipo de interaccion entre los dominios N y C terminal afecta la estabilidad
de la molécula (estructural y funcionalmente) dejandola en un estado inestable que puede influir

en la patogenia del Alzheimer. [12]

1.7.2. Sefalizacién neuronal y receptores de ApoE para el transporte de
lipidos en el cerebro

ApoE regula procesos de sefalizacion celular uniéndose a varios ligandos extracelulares y a
varias proteinas adaptadoras intracelulares. La ruta de sefializacion mejor caracterizada es la
mediada por los receptores APOER2 y VLDLR a nivel extracelular y la ruta de la relina a nivel
intracelular (crucial en la migracién neuronal, en el desarrollo dendritico a nivel de la médula y en
la plasticidad sinaptica). En neuronas primarias, las distintas isoformas de ApoE afectan de forma
distinta a las diferentes cascadas de sefializacion. ApoE4, incrementa los niveles basales de
Ca2+, mientras que ApoE3, unido a lipoproteinas, ofrece una mayor proteccion frente a la
apoptosis que ApoE4.[17]

La funcién primaria de ApoE en el cerebro es el transporte de colesterol principalmente en
astrocitos y neuronas. El colesterol es un componente esencial para mantener la integridad
sinaptica y la funcién neuronal. La sintesis de colesterol en neuronas es reducida lo que hace

necesario un transporte activo de colesterol para mantener la funcién neuronal.

Se ha propuesto que existe una relaciéon entre la enfermedad de Alzheimer y el metabolismo del
colesterol, pues los niveles de colesterol en cerebro son mas bajos en enfermos de Alzheimer que
en personas sanas. Ratones que expresan ApoE4 tienen en cerebro niveles de colesterol por
debajo de lo normal, aun cuando sus cifras de colesterol a nivel periférico sean elevadas,
evidenciando con ello que ApoE4 es menos eficiente como transportador de colesterol en cerebro

gue el resto de isoformas.
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1.7.3. ApoE y la enfermedad

0% de Alzheimer
® 20% La presencia de por lo menos una
E copia del alelo €4 del gen de la ApoE
'% 40% en el cromosoma 19 es un factor de
% riesgo de padecer la enfermedad de
g 60% Alzheimer. En cambio, la presencia de
% los alelos 2 y 3 son un factor de
§ 80% proteccién (Figura 11). Méas del 50% de

a/4 3/4 los pacientes con Alzheimer son

T T e R portadores de, al menos, una copia del

Anos de edad 0,
Figura 11. Gréafico que representa la distinta alelo E4, frente a un 15% de la
probabilidad de la aparicion de la enfermedad de poblacion que no padece la

Alzheimer (familiar o esporadica) en relacion con la

edad y el genotipo Apo-E. El riesgo de padecer la

enfermedad para una edad determinada se calcula tiene ningun alelo €4, el riesgo

mediante el trazo de una linea vertical desde esa edad
y la interseccion con la linea del genaotipo. Asi, por

ejemplo, a los 75 afos de edad, el riesgo de enfermar 10%.

es de un 80% en las personas €4/4, mientras que es

de un 5% en las personas con genotipo €2/3.

enfermedad. Sin embargo, si no se

disminuye hasta situarse alrededor del

Aunque el alelo €4 representa un factor

de riesgo, la enfermedad puede

desarrollarse en personas que no sean portadoras de este alelo o, por el contrario, puede no
manifestarse en las personas portadoras. En consecuencia, ser portador de uno o dos copias del

alelo €4 no es, en un caso concreto, un predictivo seguro de sufrir la enfermedad. [1]

El mecanismo de accién de la ApoE en el cerebro para la enfermedad de Alzheimer no se conoce
con total precision, pero se supone gue interviene en la produccion, distribucion y aclaramiento del
péptido AB. Es probable que su influencia se ejerza sobre la proteina tau a la que se puede unir.
Asi, las isoformas €2 y €3 son mas eficientes que la €4 para proteger y secuestrar las proteinas
asociadas a los microtubulos, evitando la hiperfosforilacion de la proteina tau y la degeneracion
neurofibrilar. También se ha sugerido que ApoE esta implicada en los procesos de plasticidad
sinaptica y que el alelo ¢4 es menos eficiente en este papel. Todos los mecanismos en los que
APOE vy su alelo €4 estan presentes sugieren que su relacion con la enfermedad de Alzheimer es

inespecifica. [13]
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1.7.4. Co-morbilidad de APOE con otras enfermedades.

Enfermedades cardiovasculares

La Apolipoproteina E (ApoE) juega un papel importante en la regulacién del metabolismo lipidico
en humanos. En poblacion normal, la isoforma €3 es la mas prevalente, mientras que las €2 y €4
se encuentran en menos prevalencia en la poblacién y estan asociados a hiperlipidemia
(presencia de niveles elevados de lipidos en sangre). La variabilidad en la unién de ApoE a los
receptores de LDL resulta en diferentes niveles de lipidos y lipoproteinas y el riesgo de
enfermedad coronaria (CHD) entre los individuos predispuestos a enfermedades del corazoén.
Varios estudios han indicado que los factores de riesgo cardiovascular clasicos como el
tabaquismo, la presién arterial alta, colesterol HDL bajo, y también de alto colesterol son
importantes predictores de eventos cardiovasculares en personas de edad avanzada, asi como
sujetos de mediana edad. Ultimamente, los nuevos factores de riesgo cardiovascular como
apolipoproteinas, incluyendo ApoE, han sido un foco de investigacion interesante. Defectos en la
proteina ApoE podrian disminuir su capacidad para unirse a los receptores, que entonces llevaria
a un nivel de colesterol en sangre elevado. [18].

En poblacion Maya, se ha encontrado que la frecuencia alélica de cada isoforma del gen ApoE es
de: ausencia del alelo €2, frecuencia de €3 de 0.911 y 0.089 de €¢4. También se observo, que la
presencia del alelo Apo-g4 no esta asociada con el aumento de los niveles de colesterol. Para otro
grupo de poblaciones, el genotipo £3-¢4 ha reportado altos niveles de colesterol. La ausencia del
efecto del alelo €4 en los niveles de colesterol en poblacion Maya, se puede deber a: un pequefio
namero de individuos que presentan el genotipo €3-¢4, heterogeneidad dentro del fenotipo €4, o

una dieta baja en colesterol. [19].

1.7.5. Apoe y sus receptores como dianas terapéuticas

Una aproximacién al tratamiento del Alzheimer es regular la expresiéon de APOE a nivel cerebral
actuando sobre su promotor. Teniendo en cuenta la compleja funciébn de APOE no es facil
modular su expresion de forma favorable. Para ello habria que tener en cuenta las distintas

isoformas, el estadio de la enfermedad y la presencia de otras patologias.

Otros intentos de tratamiento se orientan a impedir la interaccion entre ApoE y Amiloide beta. Un
péptido sintético que no es toxico llamado Abetal2-28, similar a la region de union con ApoE,
atraviesa la barrera hematoencefalica y parece reducir los niveles globales de amiloide beta, las
placas de amiloide y la angiopatia amiloide cerebral. Este mismo péptido fue capaz de mejorar la
memoria en dos modelos de amiloide de ratén. Todo esto sugiere que disminuir la interaccion

entre ApoE y Amiloide beta podria disminuir los niveles de amiloide beta a nivel cerebral.
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Otra diana potencial son los receptores de ApoE. LRP1 estd disminuido en cerebros con
Alzheimer y seria interesante probar si restaurar sus niveles aumenta el aclaramiento de Amiloide
beta y reduce la patologia de Alzheimer. APOER2 y VLDLR estan implicados en la ruta de
sefializacion de la relina, que es fundamental en plasticidad y reparacion sinaptica. Componentes
que estimulen la funcién de estos receptores podrian ser beneficiosos para los pacientes de
Alzheimer. Hay que tener en cuenta que aumentar la expresion de ApoE parece incrementar el
riesgo para otras enfermedades como el cancer. [17]

1.7.6. Polimorfismos tipo SNP’s en APOE

El ADN se distribuye a lo largo de los cromosomas, que en humanos son 22 autosomas o pares
de cromosomas homodlogos y un par de cromosomas sexuales. Un locus, loci en plural, se refiere
a una region especifica en un cromosoma. Dado que nuestras células son diploides3, hay dos
posibles secuencias de ADN heredadas independientemente para un locus determinado y un
individuo: alelos4. Estos dos alelos forman el genotipo de ese individuo para ese locus en
particular.

En la mayor parte del genoma, la secuencia de ADN es idéntica para todos los humanos, por lo
tanto se trataria de loci monomoérficos. Para una porcién de loci se han detectado una serie de
mutaciones que se han mantenido a lo largo del tiempo y que consisten en un cambio de base en
las secuencias de ADN, lo que implica que existan diferentes alelos para un locus determinado,
loci polimorficos.

Los polimorfismos mas habituales, objeto de estudio, son los SNP (Single Nucleotide
Polymorphisms). Un SNP describe un cambio en una sola base. Para que verdaderamente pueda
considerarse un polimorfismo, la variante debe aparecer al menos en el 1% de la poblacién, de lo

contrario es considerado como mutacién.[20]

Existen variaciones funcionales que pueden producir una enfermedad o susceptibilidad a ésta y
pueden estar localizados en la regién promotora del gen, influenciando la actividad transcripcional
del gen, en intrones (modulando la estabilidad de la proteina) en sitios de “splicing” (sitios donde
ocurre la eliminacion de intrones y unidén de exones) o0 en regiones intragénicas.

Con ayuda de los polimorfismos genéticos se puede determinar la cantidad de entrecruzamiento
entre diferentes grupos de la misma especie (flujo genético), y la informacién ser usada para

identificar poblaciones Unicas.[21]

3 ) , . .
Diploide. Célula que en su célula poseen dos juegos de cromosomas homologos

4 Un alelo es una, dos o mas versiones de un gen. Cuando los alelos heredados son iguales, el individuo es homocigoto para ese gen,
pero cuando los alelos son diferentes el individuo es heterocigoto.



Hay tres variantes alélicas relativamente comunes de ApoE, que se define por dos SNPs,
rs429358 y rs7412, conocidos como ApoE-£2, ApoE-£3, y ApoE-¢4. Las proteinas producidas por
estos genes se llaman ApoE2, ApoE3 y ApoE4.[22]

SNP y estudios de asociaciéon a enfermedades

Los estudios de asociacion permiten identificar genes relacionados con distintas enfermedades. El
supuesto SNP responsable de una enfermedad es genotipificado directamente. El reto de este tipo
de estudios es predecir o determinar a priori cuales SNP’s son los responsables del fenotipo de

interés.

1.7.6.1. rs429358

Este SNP esta localizado en el cuarto exdn del gen de APOE y el alelo mas comun es el (T). Si el
alelo (C) de éste SNP vy, en el mismo cromosoma, el alelo (C) del SNP rs7412 se combinan, el

resultado se conoce como alelo APOE €4.[23]

Codifica el cambio de amino acido (Cys112Arg) en exén 4 (figura 12).

CGTG[C/T]GCGG
CGC->Arginina
TGC->Cisteina
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4
s —iil—l . H—a’
rs429358 rs7412
TZ2060C C2198T
Cys112Arg Argi158Cys
MNH, COOH
Receptor I Hinge Lipid
binding binding
112 158 General AD (%)
Apo-E2 Cys Cys 8.4 3.9
Apo-E3 Cys Arg T7.9 59.4
Apo-E4 Arg Arg 13.7 36.7
Figura 12. Representacion esquematica de los SNP y genotipos del gen
APOE.

1.7.6.2. rs7412

Este SNP esté localizado en el cuarto exdn del gen de APOE y el alelo ancestral es el (C).
Codifica el cambio de amino acido (Arg158Cys) en exdn 4. [24][25]

GAAG[CIT]GCCT

CGC~>Arginina
TGC~->Cisteina
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Tabla 2. Variantes del gen APOE determinadas por dos SNPs. [22]

ApoE €2/ €2 TT TT Poco comun. Posible
proteccion.

ApoE €2/ €3 T,T C,T

ApoE €2/ €4 C,T C,T

ApoE €3/ €3 T,T C,C Mas comun.

ApoE €3/ €4 C,T C,C

ApoE €4/ ¢4 C,.C C.C Variante de riesgo.

1.8. Discriminacioén alélica.

Los métodos actualmente usados, emplean cuatro mecanismos generales para llevar a cabo la
discriminacién alélica: hibridacion alelo-especifica, ligacién de oligonucleétidos alelo-especificas,
incorporacién de oligonucledtidos alelo-especifica y corte enzimatico alelo-especifico. Algunos
ejemplos de estas técnicas son:

1.8.1. PCR-RFLP (Polimorfismo en el tamafio de los fragmentos de
restriccion)

Se usan enzimas de restriccién que cortan secuencias especificas de ADN; es decir, un fragmento
de ADN amplificado por PCR se somete a digestion con una endonucleasa, ésta tendra un sitio de
corte especifico y las variaciones alteraran este patron de corte; dado como resultado un patrén
diferente de migracion que puede ser visualizado mediante el corrimiento de estos fragmentos en

geles de agarosa, comparando y distinguiendo los distintos genotipos. [21]

Importantes ventajas de la técnica es que resulta barato y no se requieren instrumentos muy
sofisticados 0 avanzados. Ademas, el analisis es generalmente facil. Las desventajas son que se
requieren endonucleasas especificas y la identificacién exacta de la variacion resulta dificil por el

hecho de que varios SNPs son reconocidos por la misma enzima de restriccion. [26].

1.8.2. Hibridacion

En ésta se disefian dos pruebas alelo-especificas para hibridar a una secuencia blanco,
solamente cuando éstas sean totalmente complementarias. Cuando las zonas alelo-especificas
son inmovilizadas sobre un soporte, se capturan las muestras de ADN Yy se visualizan los eventos
de hibridacion detectando una marca fluorescente. La hibridacion es una de las formas més faciles

para la discriminacion alélica ya que no se usan enzimas.
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1.8.3. PCR en tiempo real

Mediante la técnica de PCR es posible amplificar un segmento de ADN de manera exponencial,
ya que después de cada ciclo se duplica la cantidad de ADN que existe si la reaccién ocurre con
maéaxima eficiencia.

La reaccion en Cadena de la Polimerasa en tiempo real (RT-PCR) muestra la capacidad de
monitorear el progreso de la reaccion de PCR a medida que esta ocurre. Este método utiliza
sondas marcadas con dos tipos de fluoréforos, un donador y un aceptor. El proceso se basa en la
transferencia de energia fluorescente mediante resonancia (FRET5) entre las dos moléculas. Las
mas utilizadas son las sondas de hidrélisis, conocidas comercialmente como Tagman, las sondas

conocidas como molecular beacons, scorpions, y las sondas FRET. [27]

Las sondas de hidrélisis empleadas, son

oligonucleétidos marcados con un ‘HDesmnﬂaﬁF?iﬁﬂ fSonda
rimer
. Fl ina ’
fluorocromo donador en el extremo 5' que TrITT UOICSCEINAE ) quencher

il I B

emite fluorescencia al ser excitado y un
2) tAlineamiento del primer/ hibridizacion de sonda

aceptor en el extremo 3' que absorbe la Polimerasa

. ¥ Hibridado |
fluorescencia liberada por el donador. TTTTIV™
Para que esto ocurra, las moléculas et st
donadora y aceptora deben estar 3) [Extension i_ ~ 9
espacialmente  proximas. Ademaés, el ITTTITT T 1T, .,
espectro de emisién de la primera se ha

de solapar con el espectro de absorcion

TTTT T 1
de la segunda. Mientras la sonda esta S -

Figura 13. Representacion esquematica de un
ensayo de RT-PCR usando el método TagMan

-

intacta, la fluorescencia emitida por el

donador es absorbida por el aceptor. Sin

embargo, durante la amplificacibon de ADN diana, la sonda se hibrida con su cadena
complementaria. Al desplazarse a lo largo de la cadena, en su accion de sintesis, la ADN
polimerasa de Thermus aquaticus, que tiene actividad 5' exonucleasa, hidroliza el extremo libre 5'
de la sonda, produciéndose la liberacion del fluorocromo donador. Como donador y aceptor estan,
ahora, espacialmente alejados, la fluorescencia emitida por el primero es captada por el lector
(figura 13).

La primera gran ventaja de la PCR a tiempo real es su rapidez, puesto que no se necesita ningin
proceso adicional de deteccién. Ademas, gracias a su rapidez, estos equipos se pueden

rentabilizar al maximo, permitiendo un flujo mucho mayor de muestras y de ensayos. Otra ventaja

Se presenta una interaccion dependiente de la distancia entre los estados excitados de dos marcadores diferentes, en los cuales la
excitacion se transfiere de una molécula donadora a una molécula aceptora a distancias alrededor de 70-100A sin la emisién de un
foton. Como resultado, la emisién del fluoréforo reportero es reprimida.



muy importante de la PCR a tiempo real es que al utilizar sistemas cerrados, el riesgo de
contaminacion disminuye de forma muy importante. Los sistemas a tiempo real permiten
cuantificar la concentracion inicial de acido nucleico presente en las muestras de manera mucho
mas sencilla y més precisa. Los equipos para PCR a tiempo real tienen una capacidad muy
elevada ya que en el mismo instrumento se pueden llevar a cabo ensayos cualitativos,
cuantitativos, determinacion de mutaciones, PCR mudltiple, etc., mientras que para los

procedimientos convencionales se requieren multiples equipos.[28]

1.9. Equilibrio de Hardy Weinberg

En 1908 Godfrey Hardy y Wilhelm Weinberg formularon independientemente una relacién que
puede ser empleada para predecir frecuencias alélicas segun las frecuencias genotipicas, o la
inversa, determinar frecuencias genotipicas segun las frecuencias alélicas.

Esta relacion se encuentra determinada por la férmula:
p2+2pg+q2=1

Una poblacién que se encuentra en equilibrio de Hardy- Weinberg presenta ciertas caracteristicas:
la especie es diploide, presenta reproduccién sexual, las generaciones son discretas, hay
panmixia, es decir, la unién de los gametos se produce al azar, el tamafio de la poblacién es
grande, no hay migracién, no hay mutaciones o su probabilidad es baja y no se ve afectada por
seleccién natural. Mientras estas caracteristicas se cumplan los valores de frecuencias alélicas se
mantendran a lo largo de las generaciones.

Desviaciones de equilibrio de Hardy y Weinberg pueden deberse a seleccion, migracion,

subdivisién poblacional no detectada o simplemente error en el muestreo.

El efecto Wahlund consiste en que la poblacién muestreada presenta un exceso de homocigotos.
Debido a que en ciertas ocasiones es dificil determinar los limites entre una poblacion y otra, al
momento de realizar el muestreo, individuos de dos poblaciones diferentes son clasificados como
una sola. Si las dos poblaciones presentan frecuencias alélicas diferentes se observara una mayor
proporcion de individuos homocigotos lo que podria llevar a asumir que la poblacibn no se

encuentra en equilibrio de Hardy Weinberg. [29]

En un estudio de asociacion es necesario verificar que los SNPs genotipados se encuentran en
equilibrio HW, ya que desviaciones de este equilibrio pueden ser indicativas de errores de
genotipado o bien de la existencia de factores que podrian afectar a las frecuencias alélicas (por
ejemplo, migracion reciente) diferentes del rasgo de estudio. Si no se examina puede dar lugar a

asociaciones espurias. [20]
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1.10. Estructura genética de las poblaciones

Las frecuencias alélicas, o sea la proporcion de cada uno de los alelos en un gene dado
generalmente son diferentes entre las poblaciones que forman a una especie y esto, constituye la
estructura genética de las poblaciones.

Cuando hablamos de una especie con alta estructura genética, nos referimos a que se pueden
detectar fuertes diferencias en las frecuencias alélicas entre las poblaciones. En contraste, en una
especie con baja estructura genética, las poblaciones que la constituyen son casi idénticas, con
nulas o muy pocas diferencias en las frecuencias alélicas.

Las diferencias en las frecuencias alélicas entre las poblaciones son consecuencia de las
acciones de las fuerzas evolutivas a lo largo del tiempo, y por eso funcionan como un archivo de la
historia evolutiva de las poblaciones. La seleccién natural, al adaptar a cada una de las
poblaciones a sus condiciones locales, generalmente va a aumentar la diferenciacién, siempre y
cuando las condiciones sean diferentes en cada localidad y el gen que se estudia tenga que ver
con esta adaptacion. La deriva génica es un proceso azaroso que siempre produce que se
diferencien (que diverjan) las diferentes poblaciones de una especie y va a ser mas importante
entre mas pequefias sean las poblaciones. La mutacion también incrementa la diferenciacién
genética, pero debido a que usualmente las tasas de mutacion son muy bajas, su papel en
generar diferenciacion dentro de una especie es minimo. Caso contrario, el flujo génico, también
llamado migracion, al mover genes entre las poblaciones que forma a una especie evita que
diverjan al homogenizar las frecuencias alélicas.

El flujo génico es la violacion al supuesto del equilibrio de Hardy-Weinberg que se refiere al
“aislamiento” de la poblacion. Formalmente, el flujo génico se define como la incorporacion de
genes a una poza génica provenientes de una o mas poblaciones diferentes dentro de una

especie.[30]

1.10.1. Estimaciones de endogamia: Fis

La Fis describe la distribucion de los genotipos dentro de las poblaciones, y nos indica qué tan
lejos se encuentra una poblacion del equilibrio de Hardy Weinberg (Las frecuencias de genotipos
gue se obtendrian si los apareamientos son al azar). La Fis es de 0 si las poblaciones se
encuentran en las proporciones esperadas, si los apareamientos fueran estrictamente al azar, y
puede llegar hasta 1 si s6lo se encuentran individuos homocigotos en la poblacién (lo cual
generalmente es una consecuencia de la endogamia extrema). Si la Fis es negativa, quiere decir

gue se tiene un exceso de heterocigotos.[30]
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1.11. Poblacion Mexicana

La poblacibn mexicana se divide en dos grupos, principalmente: Mestizos e indigenas

(Amerindios). Los mestizos

ot £

surgieron por la mezcla entre | © é’?):".*';.?f“';f‘f’."‘? 7 ;"?ﬁ: g &7
Europeos, Amerindios y esclavos : ; : =\
Africanos durante y después de la
conquista del nuevo mundo.

La poblacion Mestiza forma la
mayor parte de la poblacion
mexicana (=93%), mientras que el
tanto restante estd conformado por
los grupos étnicos del Pais.

La poblacién indigena posee

alrededor de 6.7 millones de

individuos, en la cual se incluyen

Republica Mexicana.

mas de 68 grupos étnicos y mas de
85 dialectos diferentes.

Muchos de los grupos nativos ocupan gran extension geografica de la Sierra Madre (figura 14),
principalmente en las regiones centro, sur y sureste de México.

Esta area concentra gran diversidad étnica posiblemente por el limitado flujo génico entre el norte
y sur de América tiempos prehistéricos.

En la actualidad, los grupos amerindios habitan comunidades aisladas con un tamafio poblacional
reducido. Algunas tribus, o parte de éstas, han conservado sus tradiciones, dialectos y religiones y
han tenido una limitada mezcla con la poblacién mestiza que les rodea.

El componente genético de los grupos amerindios ha sido reestructurado considerablemente en
los dltimos 500 afios como resultado de diferentes procesos demograficos (cuellos de botella,
efecto fundador y deriva génica). Por ejemplo, la llegada de los Europeos al Nuevo Mundo generé
una disminucion en la poblacién nativa americana debido a las guerras, hambrunas y
enfermedades; lo que ocasiond una disminucién en la diversidad de estas poblaciones. Los
grupos indigenas de México presentan una relativa heterogeneidad debido a los eventos
demograficos ya descritos. [31]
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2. Objetivos

e Determinar la frecuencia alélica y genotipica de los polimorfismos €2, €3 y €4 del gen APOE
en muestras poblacionales de los Estados de Hidalgo, Puebla, Querétaro y Estado de
México.

e Determinar si las variantes alélicas del gen APOE, rs429358 y rs7412, se encuentran en
Equilibrio de Hardy Weinberg.

3. Justificacion

El gen APOE ha sido reconocido como uno de los factores genéticos que predispone a la
Enfermedad de Alzheimer, es decir, la presencia de uno de los alelos de este gen (€2, €3 , €4)
puede aumentar la probabilidad de presentar la EA o proteger contra dicha enfermedad. Para el
caso del alelo €4, poseer al menos una copia de este gen, localizado en el cromosoma 19,
aumenta la probabilidad de padecer la enfermedad debido a su: poca eficiencia para evitar la
hiperfosforilacién de la proteina Tau, aumento en la degeneracion neurofibrilar, menor plasticidad
sinaptica, incremento en los niveles basales de Ca2+ y poca efectividad en el transporte del
colesterol al cerebro, componente necesario para mantener la integridad sindptica y funcién
neuronal. Aungque existen evidencias de casos de pacientes con EA que no presentan dicho alelo,

existen otros en los que si se ha visto la existencia del alelo para la enfermedad.

Se han llevado a cabo muchos estudios descriptivos sobre estructuracién genética del gen APOE
en poblacion mexicana, en los cuales, se determina la frecuencia alélica y genotipica de €2, €3, 4.
Sin embargo, dichos estudios se han centrado en la parte sur y norte del pais, sin contemplar,

hasta el momento, la zona del Valle de México.

Investigaciones relacionados con la asociacion del genotipo APOE con la Enfermedad de
Alzheimer se han realizado en diferentes poblaciones del mundo, a pesar de ello, las asociaciones
hechas hasta hace poco eran espurias debido a que no se consideraba la heterogeneidad de
éstas (estratificacion poblacional). Ademas, algunos de los estudios realizados eran Unicamente
de tipo de casos y controles, sin contemplar una poblacion abierta que pudiera ofrecer un
panorama real sobre la estructura genética de la poblaciéon de estudio. Conocer la presencia de
cualquiera de los tres alelos, ayudara a saber la probabilidad de riesgo o proteccién que tendria un
individuo para el desarrollo de la enfermedad.

Es por eso que en el presente trabajo, se considera el estudio en una poblacion abierta, donde, se
eviten los sesgos ocasionados por dicha estratificacion poblacional y cuyo objetivo sea identificar
la frecuencia alélica de los polimorfismos del gen APOE de la poblacion centro-Bajio de la Ciudad
de México y con ello establecer una base que logre, en estudios futuros, mejores asociaciones de

gen-enfermedad.
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4. Materiales y Métodos

4.1. Poblacion de estudio

El presente estudio incluye 300 individuos, 150 mujeres y 150 hombres, con un rango de edad
entre 25 y 55 afios, que acudieron a reconocimiento meédico en el laboratorio BIMODI, Querétaro.
Los datos recogidos han sido tratados confidencialmente de acuerdo a lo establecido en el

Reglamento de la Ley Federal de Proteccion de Datos Personales en Posesion delos Particulares.

4.2. Genotipado de APOE

Debido a que las muestras, procedentes de sangre, ya venian extraidas por parte del laboratorio
BIMODI, éstas fueron solo cuantificadas mediante el nanodrop 200 ThermoFisher Scientific, y se
llevaron a una concentracion de 10 ng/uL. El material genético se envié ya extraido e identificado
por parte del laboratorio BIMODI.

Los genotipos para los dos polimorfismos tipo SPN de APOE, rs429358 (C_3084793_20) y rs7412
(C_904973 _10) (Applied Biosystems), fueron determinados por genotipificacion TagMan SNP,
donde 2 uL de DNA gendmico, de cada individuo, fue colocado en tubos low profile (Applied
Biosystems) y diluido en una mezcla de reaccién (volumen total 3.5 pL) que consistié en 0.75 L
de agua grado inyectable, 2.50 yL de qPCR Master Mix (KapaBiosystems) y 0.25 yL de sonda
TagMan. El Software CFX Manager fue usado para la genotipificacion. El control positivo fue

incluido en todos los ensayos de TagMan-PCR.

El proceso de amplificacion (termociclador Bio-Rad CFX96 Real-Time System, C1000) consistié
en una desnaturalizacion inicial de 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacién

a 92°C por 15 segundos y alineamiento a 60°C por 1:30 minutos.

Para comprobar la reproducibilidad de los ensayos, el 10% las muestras fueron seleccionadas

azarosamente y se duplico el genotipificado de éstas.

4.3. Andlisis estadistico

En el paquete multiplataforma (Analisis Genético en Excel) GenAlEx 6.5 (Peakall y Smouse ,
2012) se estimaron las frecuencias alélicas y genotipicas.

El Equilibrio de Hardy Weinberg (HWE) fue estimado con Genetix v4.05., considerando un valor
de p<0.05 como estadisticamente significativo. La prueba de Fis se utilizé para verificar el

Equilibrio de Hardy Weinberg y comparar frecuencias alélicas.
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4.3.1. APOE analisis

El genotipo de APOE se compone de dos de los alelos €2 (Proteccion), €3 (neutro) y €4 (riesgo).
El genotipo de cada individuo fue determinado mediante la conversion del genotipo de los SNP
hacia los seis genotipos convencionales de APOE (22, 23, 33, 34, 24 y 44).

5. Resultados y Discusion

Los 300 individuos de la poblacion del Valle de México (Querétaro, Puebla, Hidalgo y Estado de
México) (150 hombres y 150 mujeres) fueron genotipados para los polimorfismos rs7412 y
rs4289358 (tabla 3). La poblacion estuvo en equilibrio de Hardy Weinberg con un valor de p de
0.39 para el caso de los hombres y 0.69 para el caso de las mujeres. Dicho valor soporta el valor
gue el estadistico de FIS proporciona, comprobando que la poblacion, en efecto, se encuentra en
equilibrio. El valor de Fis fue de 0.028 para la poblacion masculina y -0.026 para la poblacion
femenina, mostrando con ello un exceso de homocigotos y heterocigotos, respectivamente. Dicho
suceso, de que la poblacién se encuentre en Equilibrio de Hardy Weinberg, refiere a que en los
Ultimos afios no han existido eventos demograficos que intervengan en el cambio de las
frecuencias alélicas y genotipicas, es decir, no ha habido migraciones, cuellos de botella, flujo

génico, etc. que ocasione cambio alguno entre las frecuencias observadas y las esperadas.

Las frecuencias genotipicas y alélicas (figuras 0

15 y 16, tabla 3) encontradas dentro de la g 0.90

poblacion de estudio se acercan a las 52?2

frecuencias esperadas. Dicha frecuencia se oneo

esperaba ubicar entre las frecuencias égig

reportadas en las poblaciones caucasicas y % 030

poblaciones amerindias, siendo que nuestra Egig . 0.1
poblacibn de estudio es una poblacion 00 :

. . BE2 BE3 E4
Mestiza, mezcla de las anteriores.

Alelo

Figura 15. Frecuencia alélica de polimorfismos de

La distribucion genotipica (tabla 3) de APOE APOE en Poblacion Mexicana- Mujeres

de las 150 muestras de individuos masculinos
fueron 79% para €3 €3, 14.7% para €3 €4, 4.6% para €2 €3, 1% para €2 €4 y 0.7% para €2 €2 'y
ausencia del genotipo €4 €¢4. Respecto a las 150 muestras de mujeres, la distribucion fue de 76%
para €3 €3, 18% para €3 €4, 4.6% para €2 €3, 0.7% para €2 ¢4 y 0.7% para €4 €4 y ausencia del
genotipo €2 €2.
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Figura 16. Frecuencia alélica de polimorfismos de
APOE en Poblacion Mexicana-Hombres

De acuerdo al numero de poblacion
femenina que presenta el genotipo €4
€4 (alelo de riesgo) respecto a la
poblaciébn masculina, no se puede
asegurar que la presencia del alelo de
riesgo se encuentre en mayor
frecuencia en mujeres que en
hombres, puesto que el evento se
debe, posiblemente, al azar. Para
concluir que posiblemente el genotipo
de riesgo esta implicado de acuerdo al

género, seria necesario aumentar el

namero de individuos de estudio para ambas poblaciones (mujeres y hombres), donde, si en la

poblacion femenina siguen existiendo mayor distribucién genotipica €4 €4, el factor de riesgo quiza

si podria estar relacionado con el sexo.

Ademas, una prueba realizada en la pagina OpenEpi (Kevin M. Sullivan, Universidad Emory),

muestra que para aumentar el intervalo de confianza de los datos es necesario aumentar,

también, el nimero de individuos que conforma la muestra, esto es, para los 150 individuos

muestreados en cada una de las poblaciones se tiene un intervalo de confianza del 80%

aproximadamente, para aumentar el intervalo, minimo al 95%, es necesario que el tamafio de n

sea de 384 individuos, mientras que para un intervalo del 99% es necesario 664 individuos.

Tabla 3. Distribucién de genotipos (nimero de personas y porcentaje) de los polimorfismos

estudiados y Equilibrio de Hardy Weinberg.

Gen Variante No. Genotipo n Frecuencia Equilibrio de Hardy
Secuencia genotipica Weinberg
HOMBRES (150 muestras) Fis P<0.05
APOE C112R  rs429358 g2 €2 1 0.007 0.028 0.39
R158C  rs7412 g2 €3 7 0.046
€3 €3 118 0.79
€3 ed 22 0.147
el €4 0 0
€24 2 0.01
MUJERES (150 muestras) Fis P<0.05
APOE C112R  rs429358 g2 €2 0 0 -0.026 0.69
R158C  rs7412 €2 €3 7 0.046
€3 €3 114 0.76
€3 €4 27 0.18
g4 €4 1 0.007
g2 €4 1 0.007
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Para la poblacion femenina, los alelos de APOE fueron, respectivamente, de mas a menos
frecuente €3 (87%), €4 (10%) y €2 (3%), mientras que para la poblacion masculina fue €3 (88%), €4

(8%) y €2 (4%), es decir, ambas poblaciones mostraron frecuencias alélicas similares.

La ausencia del polimorfismo €2 prevalece mayoritariamente en las poblaciones amerindias y en
menor grado en las poblaciones mestizas, mientras que en poblaciones Caucdsicas, si existe
presencia del alelo dentro de la poblacion. La ausencia de este puede ser debido a que la
poblacion mestiza es la mezcla de la poblacién nativa Americana (Amerindios) con Espafoles y
Africanos, por tanto, de ahi viene la diferencia en la frecuencia alélica entre las poblaciones o que
la poblacién de muestra fue muy pequefa en la mayoria de los estudios.

Respecto al alelo de riesgo, se ve claramente que existe un gran heterogeneidad entre las
poblaciones Mexicanas, por lo cual se demuestra que nuestra poblacién es subestructurada y que
los estudios descriptivos de frecuencias alélicas y genotipicas son de gran ayuda para contemplar

dicha heterogeneidad y hacer estudios veridicos de asociacion gen- enfermedad (tabla 4).

Tabla 4. Distribucién genotipica de APOE en diferentes poblaciones Mexicanas y del mundo.

Poblacion N Genotipo de APOE Referencia
€2¢€2 €2€3 €3 €3 €3 ed €4 ¢4 €2¢4
Amerindios

Huicholes, 40 0 0 0.50 0.43 0.075 0 Aceves et. al. 2006
Nayarit

Mazatecos 75 0 0 0.813 0173 0.013 0 Gamboa et. al. 2000
Mayas 135 0 0 0.82 0.18 0 0 Kamboh et. al. 1991

Mestizos
Centro- Bajio 150 0 0.046 0.76 0.18 0.007  0.007 Presente estudio

Mujeres

Centro- Bajio 150 0.007 0.046 0.79 0.147 0 0.001 Presente estudio
Hombres

D.F. 83 0 0 0.83 0.168 0 0 Gamboa et. al. 2000
Nayarit 61 0 0.033 0.74 0.23 0 0 Aceves et. al. 2006
Sinaloa 83 0.01 0.06 0634  0.239 0.02 0.037  Sanchez C. et. al. 2010

Durango 30 0 0 0.77 0.23 0 0 Aceves et. al. 2006

Guadalajara 179  0.011 0.11 0.72 0.13 0.005 0.028 Aceves et. al. 2006
Otras Poblaciones del mundo

Zambia, Africa 65 0 0.2 0.34 0.31 0.08 0.08 Masharip et. al. 2014
(Sur)
Pakistan (Sur 672  0.003 0.054 0.73 0.19 0.0119  0.009 Cheema et. al. 2015
Asia)
Espaiia, 4660 0.005 0.10 0.71 0.163 0.009  0.012 Tejedor et. al. 2014
Europa

Existe mayor similitud en las frecuencias genotipicas para las poblaciones de Guadalajara,

Durango y la poblacion de estudio del presente trabajo. Guadalajara actualmente es considerada
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como la segunda metropoli de la Ciudad de México y por tanto, posee caracteristicas similares

con la poblacién de la zona del Valle de México (tabla 4).

6. Conclusiones

Se examind el plasma de 300 individuos mestizos mexicanos de la zona del Valle de México, para
determinar la extensa variacion genética dentro de la poblacion respecto a los polimorfismos €2,
€3 y €4 del gen de APOE. Se obtuvieron que las frecuencias alélicas y genotipicas estuvieron

dentro del rango esperado (amerindios y caucasicos).

La frecuencia genotipica en la poblacion de estudio es del 79 y 76% para el genotipo €3-€3,
hombres y mujeres, respectivamente, seguida por el genotipo €3-¢4, con un 15y 18%.

No han existido eventos demograficos que alteren las frecuencias alélicas o genotipicas dentro de
la poblacién de estudio, por lo cual, la poblacion de estudio se encuentra en Equilibrio de Hardy
Weinberg.

Aumentar el nimero de individuos que conforma cada una de las poblaciones ayudara a tener un
intervalo de confianza mayor y tener frecuencias alélicas y genotipicas que describan mejor a la

poblacion.

Este trabajo servird de preambulo para determinar la asociacion del alelo €4 con la Enfermedad de

Alzheimer en pacientes de la zona del Valle de México.

7. Recomendaciones para trabajos futuros

Para trabajos futuros, se recomienda hacer estudios en poblaciones Amerindias que aun no hayan
sido estudiadas, con el propdsito de identificar si la alta prevalencia del polimorfismo de riesgo, €4,
viene dado, en parte, por la poblacién nativa mexicana o por la mezcla que hubo hace afios con la

poblacién caucasica (mestizos, poblacion de estudio).

Figura 17. Localizacion geogréfica de algunas poblaciones
Amerindias Mexicanas. 33




Se propone también hacer estudios de casos y controles y comparar si la prevalencia encontrada
en esos estudios es mayor en los casos respecto a las poblaciones controles (poblacién abierta-
descriptivas) estudiadas hasta el momento, para con ello, determinar la asociaciéon entre la

apolipoproteina E genotipo €4 con la enfermedad de Alzheimer en poblacién Mexicana.

Correlation in Relative Numbers

mControl Group
90.00% BAlzheimer Disease Group
80.00%
70.00%
60.00%
50.00%
40.00%
30.00%
20.00%
10.00% -
0.00% -

Prevalences

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

APoE Genotypes

Figura 18. Comparacién de prevalencia del genotipo
APOE entre grupos controles y casos.

Ademés de que no hay datos en poblaciones Mexicanas con relacion al genotipo ApoE en
pacientes con Alzheimer [32], por lo que estudios de este tipo son Utiles para la asociacion del
factor genético APOE con la Enfermedad de Alzheimer.
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