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1 LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

1.1. Caracteristicasgenerales
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1.1.1. Caracterizacion

Alois Alzheimer publicé en 1907 su ahora famoso trabajo con la descripcién de
los cambios cognitivos e histopatol 6gicos de la paciente Auguste D., ala que é atendia
desde el afio 1901 en un asilo de Francfort (Alzheimer, 1907). Pocos afios después, en
1910, e aumno de Alzheimer Emil Kraepelin designd esta nueva entidad con €l
apellido de su maestro, y desde entonces € proceso se conoce como enfermedad de
Alzheimer (Kraepelin, 1910). Con posterioridad, en 1911, Alzheimer describié con
detalle un nuevo caso a presentar la historia clinica de Johann F., que acompafié con
imagenes histopatol 6gicas muy ilustrativas (Alzheimer, 1911).

Johann F. habia ingresado en la Clinica Psiquiétrica el dia 12 de noviembre de
1907 y, sin gque tuviese antecedentes de consumir alcohol en exceso, en |10s seis meses
anteriores se habia vuelto olvidadizo, era incapaz de orientarse en su medio habitual, no
podia llevar a cabo tareas cotidianas, habia perdido la capacidad de hacer comprasy no
selavaba. Fallecio al cabo de tres afios como consecuencia de una neumonia. El examen
neuropatol 6gico puso de manifiesto la presencia de abundantes placas seniles en su
cerebro, descritas por primeravez por Alzheimer y caracteristicas del proceso bautizado

por Kraepelin en 1910 como enfermedad de Alzheimer.

1.1.2. Definicion dela demencia

La enfermedad de Alzheimer (EA) es € tipo de demencia més frecuente. Entre
los multiples intentos de definir las demencias, el DSM-1V (1994) las considera como
“El desarrollo de multiples déficits cognitivos que incluyen la discapacidad de la
memoria y, ad menos, una de las siguientes alteraciones cognitivas. afasia, apraxia,
agnosia 0 anomalias en la gecucion de funciones. Los déficits cognitivos tienen que ser
suficientemente graves como para causar discapacidad en e funcionamiento
ocupacional o socia y tienen que representar un declive con respecto a un nivel de
funcionamiento previamente mas elevado. Por otra parte, € [1CD-10 (1992) prefiere la
siguiente definicion: “Un declive de la memoria y el deterioro del juicio y del
pensamiento, la ausencia de conciencia, €l declive en el control o la motivacion emotiva

0 cambios en el comportamiento durante al menos 6 meses’. Por Ultimo, Grabowski y
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Damasio (1996) las definen asi: “Una discapacidad adquirida y persistente de las
facultades intelectuales, que afecta diferentes dominios cognitivos con una gravedad
suficiente como para impedir la capacidad de responsabilidad personal y socia del

paciente.”

1.1.3. Cambios neur opatol 6gicos macr oscopicos

Los cambios macroscopicos que se pueden observar en los cerebros de los
pacientes con EA son: (1) tamafio medio més pequefio que e de los cerebros de las
personas sanas, (2) atrofia cortical considerable y simétrica, con afectacion de todos los
|6bulos, (3) atrofia del |6bulo temporal medio y (4) afectacion de las &reas de asociacion
de manera desproporcionada con respecto a las areas motoras 'y sensoriales (Hof et al.,
1990). Las estructuras subcorticales se hallan normalmente conservadas, excepto la
amigdala, que se encuentra gravemente afectada. En general, la atrofia es simétrica
entre los hemisferios, aunque no necesariamente entre los |6bulos. Précticamente todos
los casos de EA desarrollan un déficit de perfusidon en las regiones parietotemporal es

posteriores.

1.1.4. Cambios neur opatol 6gicos microscopicos

Enlas enfermedades neurodegenerativas tienen lugar los siguientes eventos:. (1)
se interrumpen circuitos principales como consecuencia de la pérdida sinapticay muerte
neuronal, (2) existe una vulnerabilidad selectiva para la muerte neuronal, y (3) en cada
enfermedad neurodegenerativa se destruyen circuitos especificos (Morrison y Hof,
1997).

En la EA, la degeneracion se reflgja no solo por pérdida singptica y muerte
neuronal, sino también por formaciones neuropatoldégicas como los ovillos
neurofibrilares (neurofibrillary tangles-NFT) y placas seniles (Mirraet al., 1993). Desde
el punto de vista ultraestructural, los NFT estan constituidos por filamentos rectos y
estructuras helicoidales pareadas en gque participa de forma importante la proteina tau
fosforilada (Vickers et a., 1992; Hof et al., 1992; Giannakopoulus et al., 1994; Bierer et

al., 1995). Por otra parte, las placas seniles son masas argiréfilas de material granular o
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filamentoso alrededor de un centro amiloideo. Los NFT y las placas seniles se
encuentran también en cerebros de individuos mayores, cognitivamente normales, pero
en laEA ladistribucion y densidad de ambos reflgja una interrupcion mas importante de
circuitos corticales claves (Hof y Morrison, 1996).

El neocortex y € hipocampo presentan cambios llamativos en la EA, pero la
patologia no es uniforme, ni se afectan todos |os tipos celulares. Las células piramidales
del cortex entorrinal son vulnerables alos NFT y ala degeneracion resultante, mientras
las células granuladas del giro dentado son resistentes a la degeneracion (Hof y
Morrison, 1996). En el neocortex existen grupos de neuronas vulnerables alaformacion
de NFT y a la degeneracién, mientras otros grupos neuronales no lo son; asi, las
interneuronas inhibidoras no forman NFTs y son resistentes a la degeneracion (Hof et
al., 1993; Sampson et al., 1997). Las céulas piramidales que desarrollan largas
proyecciones cortico-corticales son particularmente vulnerables a la degeneracion en la
EA, lo que lleva a la interrupcién de conexiones entre distintas areas del coértex de
asociacion, en tanto que las areas motoras y sensoriales primarias sufren una pérdida
neuronal minima (Lewis et al., 1987; De Lacoste et a., 1993). En cuanto a las sinapsis,
tiene lugar una pérdida singptica extensa en areas de asociacion, lo cua reflga la
interrupcion estructural de los circuitos. Por e contrario contrario, las proyecciones
subcorticales y la mayoria de las proyecciones taldmicas quedan intactas, mientras la
proyeccion colinérgica del nicleo basal de Meynert degenera como uno de los primeros
eventos de laenfermedad (Coyle et al., 1983).

1.2. Clasificacion dela EA

En la EA pueden establecerse divisiones en grupos atendiendo a dos criterios
diferentes: (1) division en dos grupos segun la edad a comienzo de los primeros
sintomas de la enfermedad y (2) divisién en dos grupos segun la historia familiar (Mirra
et al., 1991).

Los pacientes que debutan con la enfermedad antes de los 65 afios de edad se

consideran pertenecientes al grupo de la EA de comienzo precoz. Este grupo representa
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aproximadamente el 30% de todos los casos de EA y la gran mayoria de los enfermos
con historiafamiliar positiva pertenecen a él.

El 70% aproximadamente de los individuos que padecen la EA debutan después
de los 65 afios de edad y se les clasifica como enfermos con EA de comienzo tardio.

Una pequefia parte (aproximadamente el 1% de todos los pacientes con EA)
presenta una historia familiar positiva caracterizado por un patron de herencia
autosomico dominante con enfermos en todas las generaciones. Estos casos se
denominan EA familiar, mientras €l resto de los enfermos pertenecen a gran grupo de
la EA esporadica. Los pacientes con EA familiar pueden pertenecer a grupo de la EA
de comienzo precoz habiendo (la enfermedad se inician antes de los 65 afios) o a grupo
de la EA de comienzo tardio (los primeros sintomas de la enfermedad se presentan

después de los 65 afios de edad).

1.3. LafrecuenciadelaEA y suimpacto para la sociedad
1.3.1. Frecuencia

L as causas exactas de la demencia de tipo Alzheimer, cuyo impacto va creciendo
a medida que aumenta la edad media de la poblacion, siguen siendo desconocidas,
aunque se las relaciona con multiples influencias genéticas y ambientales.

En estudios poblacionales se ha comprobado que existe un aumento marcado de
la proporcién de la frecuencia respecto ala edad (Evans et a., 1989; Zhang et al., 1990;
Roccaet al., 1990; Hofman et a., 1991). S bien la frecuencia de la EA en la poblacién
genera es del 1% aproximadamente, |os resultados de estudios recientes han puesto de
manifiesto que la frecuencia de la enfermedad se duplica cada cinco afios con €
incremento de la edad. Asi, mientras que la frecuencia es del 4,1% en sujetos con una
edad comprendida entre los 70 y 74 anos, se eleva hasta el 32% en individuos entre los
85 y 89 afos (Zhang et al., 1990; Rocca et al., 1990; Ott et al., 1995). Otros
investigadores han descrito frecuencias del 18,7% en sujetos entre los 74 y 84 anos y
del 47,2% en personas mayores de 85 afnos (Evans et al., 1989). En cuanto al sexo,

algunos, pero no todos, |os estudios epidemiol 6gicos han demostrado una frecuencia de
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la EA mas alta en mujeres que en hombres (Molsa et al., 1982; Jorm et al., 1987,
Gussekloo et al., 1995).

1.3.2. Impacto parala sociedad

La poblacién mundial aumenta cada afio y, con la mejora de las condiciones de
vida, la prevencion de las enfermedades y los tratamientos cada vez més avanzados, se
incrementa cada vez mas e nimero de personas mayores. En € afio 2000 habia 410
millones de personas mayores de 65 afios en e mundo, con una tasa de crecimiento
anual esperado del 2,4% (Cooper, 1994). Entre € presente y € afio 2025 Europa
experimentard un incremento considerable en el nimero individuos mayores de 80 afios
Yy, Segulin estimaciones conservadoras, en el afio 2020 habra 37 millones de personas con
demencia en el mundo, de los cuales 6 millones serén europeos.

En e mundo desarrollado los pacientes con demencia representan ya en este
momento una carga extraordinaria para los hospitales y la comunidad (ésta atiende a
mas del 90% de |as personas con demencia), y estos problemas continuaran aumentando
con &l incremento de la longevidad.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, resulta de suma importancia la
investigacion béasica y aplicada en este campo, con la esperanza de que los resultados
obtenidos ayudaran a diagnéstico precoz de la enfermedad y al desarrollo de farmacos

y tratamientos efectivos.

1.4. Diagnosticoy tratamiento precoz

L os cambios neuropatol 6gicos (formacion de las placas amiloideas y 10s ovillos
neurofibrilares) comienzan mucho antes de la manifestacion de los primeros sintomas
de la EA. De ahi que resulte totalmente necesario €l descubrimiento de marcadores de
los primeros estadios de la enfermedad y el desarrollo de métodos que permitan su
deteccion precoz (Selkoe, 1997).

Los tratamientos més efectivos para enfermedades complgjas y cronicas
normal mente son los que interrumpen la enfermedad en un paso obligatorio y temprano,

antes de que se desencadene una cascada progresiva de eventos degenerativos. Cabe
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considerar cuatro clases potenciales de farmacos para € tratamiento de la EA: (1)
inhibidores de las proteasas, que disminuyen parcialmente la actividad de las enzimas
que producen AR a partir de APP ([3- y y-secretasas); (2) compuestos que se unen a AR
extracelular para prevenir su agregacion y la formacién de fibrillas amiloideas
citotéxicas; (3) drogas con accion antiinflamatoria especificas para el cerebro que
bloquean la activacién microglial, la liberacién de las citocinas y la respuesta de fase
aguda que tiene lugar en las regiones cerebrales afectadas; y (4) compuestos como los
antioxidantes, los bloqueadores de los canales de calcio neuronales o los agentes
antiapoptéticos que interfieren en los mecanismos de toxicidad mediada por AR
(Selkoe, 1997).

2. Beta-amiloide
2.1. El origen delabeta-amiloide

La EA se estd estudiando extensamente en muchos laboratorios potentes del
mundo desde hace 25 afios, pero sdlo cuando hace unos escasos 17 afos se determind la
secuencia proteica de la beta-amiloide extracelular (A3, Glenner y Wong, 1984) se
empezd a involver a la genética en la etiopatogenia de esta complgja enfermedad
degenerativa.

Laextraccién y purificacion de la amiloide de las placas extracelulares demostré
que su componente principal es AR, que es una pequefia proteina de 4 kD (Masters et
al., 1985; Beyreuther y Masters, 1991). La secuencia aminoacidica de A fue utilizada
para identificar el gen que codifica la proteina precursora de la beta-amiloide (APP) y
caracterizar la APP como una glicoproteina transmembrana integral (Kang et al., 1987;
Konig et a., 1992). APP est4 compuesta por un péptido sefial, un dominio extracelular
grande, un dominio transmembrana que traspasa una Unica vez la membrana y un
dominio citoplasmatico corto (Tanzi et a., 1988). El dominio extracelular es complejoy
contiene una region globular, rica en cisteinas y sitios de union para heparina (HBD-1),
cobre (CuBD) y cinc (ZnBD-1); un dominio acidico, rico en glutaminas, aspartatos y
treoninas; y los dominios glicosilados que incluyen una regién promotora de
crecimiento (Kang et al., 1987; Tanzi et al., 1988; Konig et a., 1992).
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APP se expresa en muchos tejidos como una familia de moléculas de APP de
diferentes tamafios, con transcriptos que varian entre 695 y 770 aminoacidos. Las dos
formas mas largas, conocidas como APP751 y APP770, contienen un dominio de 56
aminoacidos que presenta homologia con los inhibidores de proteasas serinicas de la
familia Kunitz (Ponte et al., 1988). La forma soluble de APP es funcionalmente idéntica
a la proteasa nexina Il (Oltersdorf et al., 1989), y ademéas el dominio Kunitz presenta
una actividad inhibidora hacia algunas proteasas serinicas (Sinha et al., 1990). Estos
datos dieron pie a la hipétesis de que el dominio soluble de APP funciona como un

inhibidor de proteasas circulantes (Sinhay Lieberburg, 1999).

2.2.  Laproduccion delabeta-amiloide

El péptido de AR se genera por protedlisis de APP (Kang et a., 1987). La
proteasa [3-secretasa inicia la formacion de AR cortando e extremo amino-termina del
dominio AR De esta forma se genera e ectodominio -APP, que se secreta, y €
fragmento carboxi-terminal C99, que esta anclado a la membrana (Vassar et al., 1999).
Una segunda proteasa, |lamada y-secretasa, corta e fragmento C99 y se forma €l
extremo carboxi-terminal del péptido A3 maduro. En una via no amiloidégena, APP se
procesa mediante la proteasa o-secretasa, que produce e ectodominio a-APP soluble y
el fragmento C83 anclado ala membrana. C83 es cortada por lay-secretasay se produce
el fragmento no toéxico p3.

Las 3- y y-secretasas, necesarias para la formacion de AR, liberan los extremos
amino-terminal y carboxi-terminal de A3, que se generan de diferentes tamarios. Esta
variabilidad del extremo carboxi-terminal afecta la solubilidad de AR las formas mas
largas, de 42 y 43 amino acidos (AR, y Aly3), se depositan en las placas (Kang et d.,
1987), y las formas mas cortas, de 39 y 40 amino acidos (Al%y y ARyg), Se acumulan
alrededor de los vasos sanguineos (Prelli et al., 1988).

La mayoria de las moléculas de APP experimentan un procesamiento
proteolitico desde la membrana celular a través de la activacion de la a-secretasa, que
cortala APP en la porcion central del dominio AR (Esch et al., 1990).
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2.2.1. Alfa-secretasa

La APP sintetizada de novo se glicosila en €l reticulo endoplasmético y madura
en la via secretora cuando se le afiaden residuos O-glicosilicos y cuando en el aparato
de Golgi se produce sulfacién por tirosina (Weidemann et a., 1989). La APP soluble se
detecta en el plasma y liquido cefalorraguideo, lo cual sugiere una via metabdlica
conservada. El procesamiento endoproteolitico de APP, que genera APP soluble y €l
fragmento C-terminal correspondiente, tiene lugar entre los aminoécidos 16 y 17 de la
secuenciade A3 (Esch et al., 1990).

La proteasa responsable de este procesamiento, la a-secretasa, corta a una
determinada distancia del dominio transmembrana, siendo de menor importancia la
secuencia aminoacidica (Sisodia, 1992). El procesamiento por la o-secretasa esta ligado
a la actividad colinérgica en las neuronas (Buxbaum et al., 1990; Nitsch et al., 1992).
Estos datos refuerzan la hipétesis de que, en los cerebros de enfermos con EA, €l
procesamiento de APP por la a-secretasa esta disminuido como consecuencia la pérdida

de estimulos colinérgicos.

2.2.2. Beta-secretasa

La generaciéon de ARy su liberacion extracelular forman parte del metabolismo
normal de APP (Haass et al., 1992; Seubert et al., 1993).

Con la ayuda de anticuerpos especificos se ha determinado que la APP soluble
truncada termina precisamente en el aminoacido metionina-596 (Seubert et al., 1992).
Esta APP soluble truncada esta presente en una proporcion méas elevada en cultivos
neuronales en comparacion con otros cultivos (Seubert et al., 1993), sugiriendo que este
procesamiento por la 3-secretasa es mas frecuente en células derivadas del sistema
nervioso central. Ademas, las neuronas exhiben una actividad de R3-secretasa més
elevada que los astrocitos (Zhao et al., 1996).

Recientemente, |a proteina con actividad enzimatica que cortala APP en €l sitio
de corte 3 (beta-site APP cleaving enzime, BACE) ha sido aisladay caracterizada como
[3-secretasa (Vassar et a., 1999). La proteina BACE contiene un péptido sefial de 21

aminoacidos, un gran dominio luminal, un tnico dominio transmembranico de 17 amino
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acidos y un extremo carboxi-terminal citosolico corto de 24 aminoacidos. La expresion
de BACE se solapa con la expresiéon de APP, que tiene lugar en casi todas las células y
tgjidos, aunque es moderadamente méas elevada en € cerebro. Intracelularmente, la
actividad de la [3-secretasa es mas elevada en los compartimientos de la via secretora,
incluyendo €l aparato de Golgi, las vesiculas secretoras y |os endosomas. Los siguientes
datos apoyan la definicién de la proteina BACE como 3-secretasa: (1) la sobreexpresion
de BACE causa un incremento de la actividad de |la 3-secretasa; (2) BACE corta APP
exactamente en los sitios conocidos para € procesamiento de APP por (3-secretasa y (3)
laactividad de 3-secretasa se inhibe totalmente por oligonuclebtidos "antisense” (Vassar
et al., 1999).

2.2.3. Gamma-secretasa

Como substrato para y-secretasa sirven los fragmentos C99 y C83 generados a
partir de lamolécula de APP por a-secretasay 3-secretasa, respectivamente, y se genera
un fragmento de 4kD (AR a partir del C99) o un péptido de 3kD (el fragmento p3 a
partir del C83) (Haass et al., 1992).

Se conoce gue y-secretasa presenta algunas de las propiedades de las proteasas
aspartilicas (Wolfe et al., 1999b). Resulta [lamativo que dos aspartatos situados en
medio de dos dominios transmembrana vecinos (TM6 y TM7) de las presenilinas sean
absol utamente necesarios para cortar ambos fragmentos (C83 y C99) carboxi-terminales
de APP (Wolfe et al., 1999a). En consecuencia, se ha propuesto que: (1) las presenilinas
pudieran ser cofactores de y-secretasa, andlogos a la proteina activadora del
procesamiento del esterol, que también posee varios dominios transmembrana (ver
capitulo 3.1; Hua et al., 1996), o (2) que las mismas presenilinas pudieran ser y-
secretasas. Los dos aspartatos transmembrana se alinean uno con e otro y pueden
asociarse, y también con € sitio en el dominio transmembrana de APP cortado por y-
secretasa, con lo que podrian catalizar una protedlisis intramembrana (Wolfe et a.,
1999a).

Una mutacion en uno de los dos aspartatos anula la actividad como y-secretasa de
las presenilinas (Wolfe et a., 1999b; Kimberly et al., 2000). Como la substitucion de
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uno de los dos aspartatos por un glutamato también interrumpe la actividad de vy-
secretasa, se comprob0 que es critica la presencia de los aspartatos, y no simplemente la
carga. Estos datos favorecen la hipétesis de que las mismas presenilinas son las

proteasas aspartilicas.

2.3. Mutacionesen el gen de APP

En 1987 se demostro la existencia de ligamiento genético entre marcadores de
ADN de la parte proximal del brazo largo del cromosoma 21 y la EA familiar en un
estudio que se basaba en cuatro grandes pedigrees con una edad de comienzo de la EA
menor de 65 afos (St George-Hyslop et al., 1987). Tras este primer estudio ha habido
trabajos adicionales apoyando o rechazando el descubrimiento (Goldgaber et al., 1987,
Pericak-Vance et al., 1988; Schellenberg et al., 1988; Goate et al., 1989; Schellenberg et
al., 1991b). En conjunto estos estudios han sugerido la posibilidad, parala EA familiar,
de una heterogeneidad que mas tarde se ha comprobado con la aparicién de nuevos
genesinvolucrados en la aparicion de la enfermedad de Alzheimer.

El gen de APP esta localizado en laregion 21 del brazo largo del cromosoma 21
y esta constituido por 17 exones. Los ultimos dos exones, 16 y 17, codifican la porcion
de APP que, tras el procesamiento proteolitico, constituye el fragmento AR

La primera mutacion descrita en asociacion a la EA familiar afectaba al codon
717 (APP717Val->l1le) del gen de APP, dentro de la region transmembrana cerca del
extremo C-termina del dominio AR (Goate et a., 1991). Rapidamente fueron
estudiadas familias ya caracterizadas con enfermos de EA en todas las generaciones y
se identifico esta mutacion puntual en seis de esas familias (Goate et al., 1991; Lucotte
et al., 1991; Naruse et al., 1991; Yoshioka et al., 1991; Karlinsky et al., 1992), en tanto
gue en mas de 175 familias no pudo detectarse la mutaciéon (Chartier-Harlin et al.,
1991a; Crawford et al., 1991; Goate et a., 1991; Schellenberg et al., 1991a; Van Duijn
et a., 1991). Mas tarde se detectaron dos mutaciones en el mismo codon 717 del gen de
APP. En una familia con EA precoz la valina de este codon esta sustituida por una
fenilalanina (APP717Va—->Phe; Murrell et a., 1991), y en otra familia esta misma
valina esta cambiada por una glicina (APP717Va->Gly; Chartier-Harlin et a., 1991b).

12
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2.4. Lahipoétesisamiloidea

La identificacion de mutaciones de APP como causa de la EA apunta hacia el
metabolismo alterado de APP como evento central en la etiologia y patogenia de la
enfermedad (Glenner y Murphy, 1989; Hardy y Allsop, 1991). La deteccion de estas
mutaciones apoyo la teoria de una cascada patol6gica que transcurriria de la siguiente
manera: (1) metabolismo aterado de APP, (2) incremento de la sintesis de AR, (3)
deposicion de AR, (4) formacion de placas amiloideas, (5) formacion de ovillos
neurofibrilares, y (6) muerte neuronal (Hardy y Higgins, 1992).

El papel primario de la amiloidogénesis alterada como causante de la EA ha
recibido €l apoyo de los resultados convincentes de muchos investigadores (Masters et
al., 1985; Yamazaki et al., 1995; Selkoe, 1998; Geula et a., 1998). La gran cantidad de
datos que avalan la hipétesis amiloidea hace que ésta se haya convertido en la
construccion central de la patogenia de la EA. La sintesis incrementada de AR en las
formas de EA precoz familiar debida a mutaciones en los genes de APP, presenilinaly
presenilina 2 es un soporte central de la hipétesis amiloidea, que afirma que la
amiloidogénesis o la eliminacion anormal de A3 es la causa primaria de la patogenia de
la EA. Otros aconteci mientos moleculares tendrian una importancia secundaria.

También a favor de la hipétesis amiloidea militan los siguientes hallazgos: (1)
los cerebros de enfermos con EA contienen un nimero elevado de placas de AR, (2) la
deposicion del AR comienza mucho antes de la manifestacion de los primeros sintomas
(Selkoe, 1993), (3) la eliminacion de AR a través del sistema nervioso central esta
disminuida en pacientes con EA esporadica, (4) los pacientes esporadicos presentan una
agregacion aumentada o un metabolismo disminuido de AR (Y amazaki et a., 1996), (5)
la concentracion de AR esta elevada en personas mayores de 65 afios que mas tarde
desarrollan la EA, en comparacion con individuos control de la misma edad (Selkoe,
1997), y (6) los pacientes con sindrome de Down desarrollan la EA debido a la
presencia de una copia adicional del gen de APP en e cromosoma 21 (Masters et al.,
1985).

13



INTRODUCCION

Un punto central de la hipétesis es la acumulacion de los péptidos
amiloidogenos ARy, y Aly, que ocurre como acontecimiento temprano en la
enfermedad y es debida a la actividad elevada de 3- y y-secretasas 0 a metabolismo
disminuido de los péptidos AR. Estos péptidos presentes en exceso se agregan para
formar primero las placas neuriticas difusas y mas tarde las placas maduras. La amiloide
polimerizada en las placas neuriticas presenta una configuracion beta-plegada que
contribuye a su neurotoxicidad. Es interesante mencionar que la AR de las placas
colocaliza con varias moléculas claves involucradas en la patogenia de la EA,

incluyendo butirilcolinesterasa, afa-1-antiquimotripsina, apoE y ambas presenilinas.

3. LASPRESENILINAS
3.1. Descubrimiento delas presenilinas

En los casos de EA familiar precoz la enfermedad se hereda con un patrén
autosomico dominante. Solo entre e 2 y € 3% de las familias con EA presentan
mutaciones en e gen de APP. Desde que en 1992 varios autores describieron la
existencia de ligamiento genético para la EA familiar en el cromosoma 14
(Schellenberg et al., 1992), se ha procedido a investigar varios genes localizados en €l
cromosoma 14 como posibles responsables de la aparicion de EA. Entre ellos se
encuantran € gen de alfa-1-antiquimiotripsina (Mullan et a., 1992), cFos (Rogaev et
al., 1993) y los genes de las proteinas de choque térmico HSP70 y HSP90 (Haltia et al.,
1994).

La colaboracion de varios grupos llevé en 1995 a descubrimiento de un nuevo
gen, e de la presenilina 1 (PS1), localizado en la region 24.3 del brazo largo del
cromosoma 14 (Sherrington et al., 1995). Se describieron cinco mutaciones puntuales
en cinco familias. El hecho de que cada mutacion fuese especifica para cada familia
hacia anticipar que se encontrarian mutaciones diferentes mientras mas familias se
estudiasen. Estudios comparativos de secuencias de aminoacidos en los bancos de datos
llevo a descubrimiento de la presenilina 2 (PS2), €l gen de la cual esta situado en la
region 31-42 del brazo largo del cromosoma 1 (Rogaev et al., 1995; Levy-Lahad et al.,

1995), identificandose dos mutaciones de este gen en dos familias con EA.
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L os genes de las presenilinas estan constituidos por 12 exones, de los cuales los
exones 3 a 12 son codificantes (Levy-Lahad et a., 1996; Rogaev et a., 1997). Laregion
reguladora del gen contiene los exones 0-2. Las presenilinas son proteinas
transmembrana integrales con al menos 8 dominios transmembrana (TM) unidos por
secuencias hidrofilicas cortas (Sherrington et al., 1995, Rogaev et a., 1995; Levy-L ahad
et al., 1995). Si bien existe una homologia del 67% entre la secuencia aminoacidica de
ambas presenilinas, éstas contienen dos regiones no homologas que confieren
especificidad a PS1 y PS2. Las dos regiones divergentes, que sobresalen hacia el
citoplasma, son el extremo N-terminal y un gran “loop” hidrofilico situado entre TM6'y
TM7 (DeStrooper et al., 1997).

3.2. Mutacionesen los genesdelas presenilinas

Hasta ahora se han descrito méas de 70 mutaciones diferentes para el gen de la
PS1 en 106 familiasy 7 para el gen delaPS2 en 6 familias. En la EA las frecuencias de
éstas mutaciones son del 6% parala PS1y del 1% para la PS2. En casos familiares la
frecuencia de mutaciones en PS1 se eleva a 9% y a 18% en casos de herencia
autosomica dominante (Cruts et al., 1998).

Existen regiones en ambos genes de las presenilinas, denominados "puntos
calientes’ (hot spots), donde se concentra un numero elevado de las mutaciones
encontradas hasta ahora. Para el gen de PS1 estas regiones son TM2, codificada por €l
exon 5, con € 7,5% de todas las mutaciones encontradas, TM 3, codificado por € exén
6, representando el 8,2% de las mutaciones; TM6, codificada por la parte 3' del exén 7'y
laparte 5' del exon 8, con el 10,0% de las mutaciones; y la primera parte del gran "loop"
hidrofilico, codificada por el exén 8, que concentra el 11,5% de todas las mutaciones
del gen.

Las mutaciones en € gen de PS1 dan lugar a la EA precoz, caracterizandose
cada mutacion por una edad especifica de debut de la enfermeded. Los miembros
afectados de familias con EA que presentan mutaciones localizadas en TM2, 0 el exdn
5, debutan antes de los 45 afios, mucho méas precozmente que otras familias con EA

causada por una mutacién de PS1 (Alzheimer's Disease Collaborative Group, 1995;
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Campion et a., 1995; Boteva et a., 1996; Crook et al., 1997; Yasuda et a., 1999;
Finckh et al., 2000).

De las seis mutaciones descritas en el gen de PS2, las dos que estan situadas en
TM2 causan EA de debut tardio (Levy-Lahad et a., 1995; Rogaev et al., 1995; Lao et
al. 1998), a contrario del resto de las mutaciones que dan lugar ala EA precoz..

Todas las mutaciones de PS1 y PS2 son mutaciones puntuales, que resultan en el
cambio de un aminoacido por otro en la estructura primaria de las presenilinas. Las
mutaciones observadas en las presenilinas son conservadoras desde el punto de vista
clinico, probablemente porque mutaciones méas drasticas (inserciones, deleciones o
mutaciones causantes de un cambio del marco de lectura) interfieren con las funciones
fisiologicas vitales de las presenilinas (Shen et al, 1997; Wong et a, 1997), haciendo

gue los individuos portadores no sean viables.

3.3. Localizacién y posible funcion delas presenilinas

Las presenilinas estan localizadas en €l reticulo endoplasmatico (RE) y en los
compartimentos subcellulares del aparato de Golgi (Walter et al., 1996; De Strooper et
al., 1997). Las presenilinas endégenas tiene una distribucion subcelular relativamente
limitada, encontrandose en los compartimentos tempranos de la biosintesis (Annaert et
al., 1999). Estudios de microscopia €lectronica y confocal combinados con
experimentos de fraccionamiento subcellular han puesto de manifiesto que las
presenilinas de las neuronas se encuentran en el RE liso y rugoso, en e compartimento
intermedio de RE-Golgi y en el cis-Golgi, sin extenderse méas alla (Annaert et al., 1999).
La localizacién de las presenilinas en la membrana nuclear (Li y Greenwald, 1998) es
compatible con su localizacion en e RE, dada la continuidad de la membrana nuclear
con el RE.

Estas proteinas politopicas de membrana sufren endoprotedlisis regulada donde
se generan fragmentos NHa-terminales (N-terminal fragment - NTF) y fragmentos
COOH-terminales (C- terminal fragment - CTF) estables, que se acumulan como
representantes de las presenilinas in vivo (Thinakaran et a., 1996; Thinakaran et al.,

1997). La gran mayoria de las NTF no forman compleos estables y se degradan
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rapidamente (Steiner et al., 1998; Saura et al., 1999). El procesamiento endoproteolitico
no es necesario para la actividad biolégica de las presenilinas (Steiner et al., 1999a;
Steiner et al., 1999b), pero, in vivo, los NTF y CTF juntos forman la unidad funcional
de las presenilinas (Sisodia et a., 1999).

Lalocalizacion celular de las presenilinas en el RE y €l Golgi se solapa con los
sitios intracelulares de generacion del péptido altamente amiloidégeno ARy, (Xia et al,
1998). Ademas, la APP inmadura esta localizada en el RE y el Golgi temprano y co-
inmunoprecipita con las presenilinas (Xia et a, 1997). En experimentos con ratones
PS1” se ha demostrado que las presenilinas juegan un papel importante en la
generacion de AR, obervandose que la células obtenidas de estos ratones carecian
totalmente de produccion de AR (De Strooper et al., 1998; Naruse et al., 1998). Las
mutaciones descritas para familias con EA aumentan selectivamente la produccion y
deposicion de A4, en cultivos celulares (Scheuner et al., 1996; Tomitaet a., 1997; Xia
et a., 1997), tanto en los cerebros de ratones transgénicos (Duff et al., 1996; Borchelt et
al., 1996 y 1997; Citron et al., 1997) como en |los cerebros de pacientes con EA (Lemere
et al., 1996). Ademas, mediante experimentos in vitro se ha demostrado que Al se
agrega y polimeriza en fibrillas con mayor facilidad que ARy (Xia et a., 1997). El
descubrimiento de que la deficiencia de PS1 inhibe el procesamiento normal de APP y
reduce la produccion de Al y Ald, sugiere que PS1 facilita la actividad de gamma-
secretasa (De Strooper et al., 1998). La region funcional de PS1 necesaria para la
produccion de AfR fue localizada en dos residuos aspartaticos dentro de los dominios
transmembrana 6y 7 (Wolfe et al., 1999a). La sustitucion de uno de los dos aspartatos,
el aspartato del coddn 257 (TM6) o el aspartato del coddn 385 (TM7), por una alanina
interfiere con la endoprotedlisis de PS1 y disminuye la produccion de Al en un 60%.
Del resto de la actividad gamma-secretasa es responsable PS2, como se ha demostrado
en experimentos similares alos realizados para PS1.: |os aspartatos de |os codones 263 y
366 de PS2 se sustituyeron con alaninas, y la presencia de ambas presenilinas mutadas
suprime totalmente e procesamiento de APP por gamma-secretasa (Kimberly et al.,
2000).

3.4. El polimorfismo en e gen dela presenilina 1
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El gen de PS1 presenta en e intron 8 un polimorfismo que se caracteriza por 10s
alelos 1 (T enlaposicion 17 del intron 8) y 2 (G en laposicion 17 del intrén 8). Ambos
alelos tienen una frecuencia similar en enfermos con EA y controles, pero se ha
comprobado una acumulacién del genotipo 11 en los enfermos (Wragg et al., 1996;
Owen et al., 1996).

Lalocalizacion del polimorfismo en el intron entre los exones 8 y 9 sugiere que
el modo de acciéon més probable es la modulacion del "splicing" alternativo,
particularmente de los exones 8 y 9 del gen de PS1. En algunos tejidos €l exén 8
experimenta "splicing” alternativo (Rogaev et al., 1995), y una mutacion en € sitio
aceptor en el mismo intron provoca EA en unafamilia através de la pérdida del exén 9
(Perez-Tur et al., 1995).

Sin embargo, si & polimorfismo fuera una causa relevante parala aparicion de la

EA, laasociacion descrita se repetiria en todas las poblaciones.

4, LA APOLIPOPROTEINA E
4.1. Estructuray funcién delaproteina

La apolipoproteina E (apoE) es una proteina de 299 aminoécidos, constituida por
una unica cadena polipeptidica. ApoE est4 plegada en dos dominios estructurales
independientes que corresponden a dos funciones diferentes de |a proteina (Weisgraber,
1994). Uno de los dos fragmentos corresponde a los aminoécidos 1-191 (22kD) y € otro
a los aminoacidos 216-299 (10 kD). El extremo N-termina incluye el sitio de
interaccion con e receptor (aminoacidos 136-158), una region rica en aminoacidos
basicos (Weisgraber et al., 1986; Cardin et al., 1988). En e extremo carboxi-terminal
los aminoécidos 263-286 son responsables de la interaccion de apoE con los lipidosy la
asociacion de apoE a las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL; Sparrow et al.,
1992).

ApoE presenta un polimorfismo que se caracteriza por tres isoformas diferentes
de la proteina, llamadas E2, E3 y E4 (Rall y Mahley, 1992). ApoE3 es la isoforma mas
frecuente en la poblacion general. La base molecular de este polimorfismo consiste en

intercambios de cisteina y arginina. ApoE3 contiene una cisteina en €l residuo 112 y
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una argininaen el codén 158, en tanto que apoE2 contiene cisteinas en ambos codones
y apoE4 esta representada por dos argininas en los codones 112 y 158.

En los humanos apoE se sintetiza sobre todo en el higado y en € cerebro, pero
también en otros tejidos, incluyendo monocitos y macréfagos (Basu et al., 1982). ApoE
participa en la distribucion del colesterol entre las células de los 6rganos donde se
produce y este colesterol se usa para diferentes procesos de biosintesis, incluyendo la
sintesis de membranas o la produccion de hormonas esteroideas. Ademas de su papel en
el transporte del colesterol y el metabolismo de las particulas lipoproteicas, apoE € erce
otras funciones en los humanos (Mahley, 1988). Entre estas se encuentran la
inmunoregulacion (Cardin et a., 1988), la regeneracion de los nervios (Handelmann et
al., 1992) y la activacion de diferentes enzimas lipoliticas, como la lipasa hepatica, la
lipasa lipoproteicay lalecitin-colesterol acetiltransferasa (Thuren et al., 1991; Thuren et
al., 1992). De particular interés resulta la funciéon de apoE como ligando de diferentes
receptores. La interaccion especifica entre apoE y € receptor de las lipoproteinas de
baja densidad (LDL) es un mecanismo esencia para €l control de la eliminaciéon de
lipoproteinas ricas en apoE, asi como las VLDL, quilomicrones y lipoproteinas de
densidad intermedia, contribuyendo a mantener e equilibrio del colesterol y los
triglicéridos (Brown y Goldstein, 1986). Las tres isoformas de apoE se diferencian por
su afinidad por el receptor de LDL. ApoE3 y apoE4 tienen la misma afinidad, mientras
apoE2 presenta una actividad de interaccion drésticamente disminuida a 1% en
comparacion con las otras dos isoformas. Las VLDL y quilomicrones que contienen
apoE2 se eliminan lentamente del plasma, lo cua induce una regulacién positiva de la
expresion del receptor de LDL y, en consecuencia, la concentracion de colesterol en
plasma es muy baja. Las VLDL que contienen apoE4 se eliminan més rgpidamente del
plasma que las VLDL que contienen apoE3, induciendo una regulacion negativa de la
expresion del receptor de LDL. Por eso la presencia de apoE4 estd asociada a niveles
elevados de colesterol (Boerwinkle et al., 1987).

4.2.  El polimorfismo comun y su implicacion parala EA
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Como consecuencia de su importancia biologica, € polimorfismo de apoE ha
sido estudiado extensamente en muchos laboratorios clinicos y de investigacion. Se han
determinado en la poblacion general de muchas regiones del mundo las frecuencias
aélicas de APOEs2, APOEes3 y APOEe4, siendo APOEe3 el més comun. En Europa,
la distribucion de la frecuencia del aelo €4 presenta un gradiente que, en general,
disminuye de norte a sur. Asi, las frecuencias son del 22,7% en Finlandia, 20,6% en
Suecia, 17,4% en Dinamarca, 16,7% en los Paises Bgjos, 16,5% en Islandia, 14,8% en
el Reino Unido, 13,6% en Alemania, 13,0% en |la costa mediterranea espafiola y 11,6%
en Francia. La frecuencia aélica de APOEe4 en poblaciones asidticas es muy baja,
oscilando entre el 4,9% y e 11,2%. Por € contrario, en poblaciones africanas asciende
hasta el 29,1% o0 €l 29,7%. La poblacion general de América del Norte presenta valores
de la frecuencia alélica de APOEe4 situados entre el 11,6% y € 15,3% (Siest et al.,
1995).

Las variaciones polimorficas del locus de apoE actian como factores de riesgo
heredados y afectan la susceptibilidad genética para la EA esporéadica de comienzo
tardio (Strittmatter et al., 1993a; Saunders et al., 1993). Diferentes genotipos tienen un
efecto mas acusado sobre la distribucion del riesgo y la edad de comienzo de la EA. El
aelo APOEe4 esta asociado a edades mas tempranas de comienzo de la EA (Corder et
al., 1993), mientras la presencia del alelo APOEe2 disminuye el riesgo de aparicion de
le enfermedad (Corder et al., 1994). Como cada individuo hereda dos ae€los, la
asociacion al riesgo y la edad de comienzo varia con los diferentes genotipos. Los
individuos portadores del genotipo APOEeg4/e4 presentan mayor riesgo que otros
individuos, habiéndose demostrado que el alelo APOEe4 incrementa el riesgo a padecer
la enfermedad de manera dosis-dependiente (Corder et al., 1993; Meyer et a., 1998) y
que & genotipo APOEe4/e4 precipita el comienzo de la enfermedad (Corder et a.,
1993). Desde & punto de vista estadistico, en el 50% de los portadores de este genotipo
la enfermedad comienza antes de los 70 afios de edad, mientras que los portadores del
genotipo APOEs2/¢3 no manifestan la enfermedad hasta los 90 afios. La duracion de la
enfermedad parece estar influenciada mas por la edad de comienzo que por € genotipo
(Corder et al., 1995). Como € genotipo APOEe4/e4 esté asociado a un debut precoz de

20



INTRODUCCION

la EA, generalmente se observa en estos pacientes un curso prolongado de la
enfermedad. En los pacientes con el genotipo APOEe4/e4 y en aguellos con el genotipo
APOEe3/e3 que debutaron en el mismo rango de edad, la duracion de la enfermedad es
similar e independiente del factor de riesgo.

El delo APOEe4 también esta asociado a la EA esporédica de debut precoz
(Chartier-Harlin et a., 1994; Van Duijn et al., 1994) y a la EA familiar también de
debut precoz en familias que presentan mutaciones en los genes de APP y las
presenilinas (Houlden et a., 1998). Ademés se ha demostrado que existe una
interaccion entre el genotipo APOE y la edad de comienzo de la EA en las familias
donde la enfermedad est& causada por una mutacién en el gen de APP. Los pacientes
con lamutacién en el gen de APP y los portadores de un alelo APOEec4 debutan varios
afios antes que los pacientes con la misma mutacion pero con el genotipo APOEg2/e3.
Una interaccion similar puede existir entre APOE y las mutaciones en los genes de las
presenilinas (Nochlin et al., 1998).

Durante varios afos la literatura clinica ha sido testigo de una discusion
considerable sobre el uso del genotipo APOE en e diagndstico diferencial de la EA en
pacientes con sintomas leves o0 signos de EA probable. Para llegar a una conclusion en
esta cuestion se han genotipado grupos amplios de pacientes con EA posible y EA
probable en los que el diagndstico se confirmd mediante autopsia. Estos estudios han
demostrado un valor predictivo para los genotipos APOEe3/e4 y APOEe4/e4 que se
aproxima al 99,5% (Saunders et al., 1996; Kakulas et al., 1996; Welsh-Bohmer et al.,
1997). Estos dos genotipos de APOE son responsables de aproximadamente el 65% de
todos los enfermos con EA tardia (Saunders et a., 1996). A estos trabgjos les siguio un
estudio de mas de 2000 pacientes de 26 centros especializados en EA, evaluando €l
diagndstico clinico, e diagndstico postmortem y e genotipo APOE (Mayeux et al.,
1998). Este estudio concluia que, s se usa e genotipado de APOE como prueba
complementaria en combinacién con criterios clinicos, se lograria un diagnéstico
especifico. El genotipado de APOE aislado, sin pruebas complementarias, no
proporciona resultados diagnésticos concluyentes y, ademas, la ausencia del alelo

APOEe4 no significaque € individuo no vaya a desarrollar la enfermedad.
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Aungue €l riesgo relativo a padecer la EA aumenta con la presencia de uno o dos
alelos APOEe4, no es posible predecir si o cuando una persona intacta cognitivamente
vaadesarrollar la enfermedad (Roses, 1995). Por esta razon, el genotipo APOE no tiene

valor predictivo en la poblacién general.

4.3. ApoEyAR

Normalmente se observan variaciones en los depdsitos de AR en diferentes
pacientes e individuos no demenciados (Katzman et al., 1988). Al examinar la
correlacion entre la carga amiloidea y € genotipo APOE, se ha comprobado que la
carga amiloidea es mayor en pacientes con el genotipo APOEe4/e4 (Schmechel et al.,
1993). Diferentes estudios han confirmado un aumento de la deposicion amiloidea en
individuos portadores de un alelo APOEe4, con o sin EA (Berr et al., 1994; Gearing et
al., 1995; McNamara et a., 1998). El aumento de la deposicion amiloidea se puede
atribuir a aumento de la cantidad de AR1-40 y 1-42 (McNamara et a., 1998). La
evidencia de que apoE juega un papel fundamental en los depésitos de amiloide se ha
obtenido a partir de un modelo de ratén transgénico en el que la ausencia del gen de
APOE reducia dramaticamente |la deposicion de AR (Bales et al., 1997). Los ratones
deficientes en APOE fueron cruzados con ratones transgénicos gque sobreexpresaban el
gen humano de una APP mutante. Los ratones de seis meses de edad que portaban €l
gen de APP mutante y ademés €l gen savae de APOE presentaban numerosos
depdsitos amiloideos en el neocortex y el hipocampo. Por € contrario, los ratones de
seis meses de edad que portaban € gen de APP mutante y carecian del gen salvage de
APOE no presentaban depdsitos amiloideos (Bales et al., 1997; Holtzman et al., 1999).
Estos datos apoyan lateoria de laimportancia de apoE en la deposicién de AR in vivo.

Ensayos in vitro han demostrado de forma consistente que apoE se une a Al
pero la especificidad de cada isoforma depende del origen y estado de la proteina de
apoE. La naturaleza de apoE en el cerebro todavia se desconoce, pero las discrepancias
en | os resultados obtenidos en diferentes estudios (Strittmatter et al., 1993a; Strittmatter,
1993b; Chan et a., 1996; Haass et al., 1997) subrayan la importancia de las diferencias

minimas que pueda haber en su conformacion y actividad. Ademas, la interaccion
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depende mucho del estado conformacional del péptido Al que se haya usado en cada
estudio, ya que apoE se une con preferencia a péptidos de AR con conformacion de
l&minas beta (Golabek et al., 1996). Inicialmente se describié que la apoE del liquido
cefalorraquideo se une a AR sintética. Los siguientes estudios han demostrado que las
isoformas apoE3 y apoE4 purificadas y dedipidadas forman complgos con Al
sintética. EI complejo de apoE4 con AR se formaba en pocos minutos, mientras € de
apoE3 con AR tardaba en formarse varias horas (Strittmatter et al., 1993b). Por €l
contrario, la apoE3 presente en células transfectadas y en VLDL humanas se une a AR
con mucha mas afinidad que apoE4 (Haass et al., 1997). Dos trabajos recientes han
destacado que la apoE del interior de la placas amiloideas es diferente (posiblemente se
encuentra degradada) de la apoE del suero (Aizawaet al., 1997; Yamadaet al., 1997).

44. El promotor del gen de APOE

La hipdtesis de la existencia de mutaciones cerca del gen de APOE cobr6 aun
mas importancia cuando se publicaron datos de diferentes niveles de expresion de apoE
(Wavrant-De Vriéze et al., 1997). Estos datos sugirieron que podian existir
polimorfismos en la region no codificante del gen de APOE. Poco més tarde se
describieron tres nuevos polimorfismos. (1) en la posicién -491 una adenina se
substituye por una timina (-491AT; Bullido et a., 1998); (2) en la posicién -427 se
substituye una timina por unacitosina (-427TC; Artigaet al., 1998); y (3) en la posicion
-186 de la TATA-box la substitucion de una timina por una guanina se denomina
Th1/E47cs, porque esta localizada en la secuencia de unién del factor transcripcional
Th1/E47 (Lambert et al., 1998a).

Estudios de expresion in vitro han puesto de manifiesto los efectos de estas tres
mutaciones. El alelo T del polimorfismo -491AT disminuye € nivel de expresion del
gen de APOE, e aeo C de polimorfismo -427TC disminuye ligera, pero no
significativamente, los niveles de expresion del gen y e aeo G de polimorfismo
Th1/E47cs aumenta significativamente los niveles de expresion del gen (Artiga et al.,
1998, Lambert et al., 1998a).
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Estudios poblacionales han confirmado lo que hacian sospechar los estudios de
expresion. SOlo los polimorfismos -491AT y Thl/E47 tienen implicacion en la
etiopatogenia de la EA. Mientras el polimorfismo -491AT egerce efectos protectores
por los bajos niveles de expresion del gen, de lo cua se benefician los portadores de
uno o dos aelos APOEe4 por la menor cantidad de isoforma presente (Lambert et al.,
1998b), & polimorfismo Th1l/E47 gjerce efectos negativos. Si los niveles de expresion
de APOE se encuentran elevados como consecuencia de una mutacion en uno de los
alelos presentes, se esperarian las siguientes implicaciones. (1) la modulacién de la
expresion aumenta el riesgo a padecer la EA conferido por €l alelo APOEg4 a mismo
tiempo que aumenta también el efecto protector que confiere el alelo APOEe2; (2) este
polimorfismo en el promotor de APOE tiene un efecto diferente para genotipos de
APOE homocigotos o heterocigotos; y (3) €l efecto de este polimorfismo en individuos
heterocigotos depende de |a coincidencia de alelos. En individuos heterocigotos para €l
polimorfismo Th1/E47 y € polimorfismo de APOE comun el alelo APOEe4 puede estar
en combinacion con e aelo T o G de polimorfismo Thl/E47. Una de estas
combinaciones puede aumentar €l nivel relativo de expresion del aelo APOEeg4 y bajar
el nivel relativo de expresion del aelo APOEe3; en otra combinacion sucederia lo
contrario (Lambert et al., 1998b; Bullido et a., 1998). Asi que, aunque €l aelo
APOEe4 confiere riesgo a padecer la EA, este riesgo serd diferente en individuos con e
genotipo APOE3/4 dependiendo de los polimorfismos presentes en el promotor de
APOE.

45. El exon 3del gen de APOE

Una de las posibilidades que se han propuesto para explicar €l riesgo generado
por el polimorfismo del gen de APOE es e desequilibrio por ligamiento del alelo
APOEe4 con una mutacion funcional dentro del gen de APOE. Aparte del polimorfismo
comun en e exdn 4 del APOE, se ha descrito un polimorfismo C/G en el "enhancer”
(IEL1) del intron 1 con una asociacion entre los alelos APOE IEL G y APOEe4 (Mui et
al., 1996). Ademas, hace poco se ha identificado otro polimorfismo en el exén 3, en

cuyo codon 28 se sustituye una leucina por una prolina, o que equivale ala sustitucién
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de una citosina por una timina en la posicion 2912 (Kamboh et al., 1999). Este
polimorfismo se denominé APOE-Pittsgurgh (E4P), por la ciudad donde se describid.
Kamboh et al. han estudiado un total de 1118 casos de EA y 607 controles paralanueva
mutacion E4P y han obtenido una frecuencia del 2,42% en los enfermos, en
comparacion con el 0,18% en los controles. Ademas de esta ligera acumulacion de la
mutacion en los pacientes, se detectd una fuerte asociacion entre la mutacion E4P y el
adelo APOEe4. Las muestras del estudio venian de tres centros diferentes, lo cual
significaba que no se trataba de una coincidencia, y se propusieron tres posibilidades
para explicar una frecuencia elevada de la mutacion E4P en casos de EA tardia: (1) la
mutacion esta representada en exceso en personas mayores debido a la diferencia en
supervivencia (esto queda descartado por la baja frecuencia de la mutacién en el grupo
control); (2) la mutacion esta relacionada etiol6gicamente con el fenotipo de debut
tardio; y (3) la asociacion de la mutacion E4P ala EA es una coincidencia histérica. La
frecuencia de la mutacion E4P estaba significativamente elevada al comparar €l total de
portadores de la mutacion y e total de portadores del alelo APOEe4 en casos y
controles, lo cua indica su efecto independiente del aelo APOEe4 (Kamboh et d.,
1999). Al cacular las odds-ratios para APOE4P/APOEs4 en comparacion con no-
APOE4P/APOEe4, el vaor fue de 29,06, lo que contrasta con las odds-ratios para
APOEg4 en comparacion con no-APOEe4 y para APOE4P en comparacion con no-
APOEA4P, que fueron de 4,49 y 5,35, respectivamente. Asi pues, €l polimorfismo E4P
confiere un riesgo adicional a del alelo APOEe4, pudiendo precipitar el comienzo de la
EA. La mutacion E4P se detectd en dos familias con EA, donde solo los enfermos de
mas edad eran portadores de la mutacion, mientras los individuos asintométicos
mayores de 65 afios no presentaban la mutacion. Los individuos jovenes asintométicos
y portadores de la mutacion de estas familias se seguirdn de cerca para, s debuta la
enfermedad, detectarla con los primeros sintomas (Kamboh et al., 1999).

La sustitucion de una leucina por una prolina en € codon 28 puede tener un
impacto directo sobre € funcionamiento de apoE, porque la prolina en esta localizacion

se asocia a unamenor libertad conformacional de la proteina (Kamboh et al., 1999).
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B. OTROSFACTORES GENETICOS
51. CigtatinaC

La cistatina C, una proteina amiloidogena, es e inhibidor de proteasas
cistatinicas méas abundante en el medio extracelular (Bobek y Levine, 1992). El depdsito
de AR en las paredes arteriolares cerebrales, dando lugar a la angiopatia cerebral
amiloidea (cerebral amyloid angiopathy - CAA) es una de las anomalias més frecuentes
gue se detectan en los cerebros de los pacientes con EA, estando presente en el 83% de
los casos (Ellis et al., 1996). Estudios inmunohistoquimicos en cerebros de EA y CAA
han demostrado la colocalizaciéon de ARy cistatina C en las paredes arteriolares (Wang
et al., 1997).

La hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis del tipo islandés (hereditary
cerebral hemorrhage with amyloidosis - Icelandic type - HCHWA-I), de herencia
autosdbmica dominante, presenta los mismos sintomas clinicos y cambios
neuropatol 6gicos que la HCHWA-D, con deposicion amiloidea masiva en los vasos
leptomeningeos y corticales (Luyendijk et a., 1986). En el caso de la HCHWA-I, los
depdsitos amiloideos se hallan restringidos a las arterias y arteriolas cerebrales y
espinales y estan integrados por una variante de la cistatina C (Cohen et al., 1983). La
deposicion vascular de la cistatina C lleva ala pérdida progresiva de células musculares
lisas, degeneracién microvascular y hemorragia cerebral (Wang et a., 1997). La
proteina amiloidogena aislada de |os cerebros de estos pacientes comenzaba en el codon
11 de la cistatina C normal y, ademas, presentaba la sustitucion de una leucina por un
residuo de acido glutamico en e coddn 68 (Cohen et a., 1983; Gisho et a., 1986).
Estudios in vitro demostraron una disminucién de la sintesis y secrecién de la cistatina
C (Thorsteinson et a., 1992) y que la proteina mutante forma dimeros mucho mas
estables que la proteina de tipo salvaje, lo cua tiene como consecuencia una reduccién
en la secrecion y, por consiguiente, la acumulacién intracelular (Bjarnadottir et al.,
1998; Benedikz et al., 1999).

Un estudio reciente concluia: (1) la cistatina C se codeposita con AR en el
neurdpilo y las paredes de los vasos en enfermos con EA, a igua que en individuos

normalesy (2) existe una subpoblacion de neuronas en regiones vulnerables de cerebros
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de enfermos con EA que es inmunorreactiva para anticuerpos anti-cistatina C y anti-Af3
(Levy et a., 2001). Estos resultados pudieran sugerir que la cistatina C juega un papel
inicial en laacumulacion local de ARR. La hipotesis de que la asociacion de lacistatina C
aAl3 juega un papel primario en la amiloidogénesis en la EA puede defenderse ademés
con la observacion de gque la cistatina C tiene la capacidad intrinseca de formar fibrillas
amiloideas. La interaccion entre proteasas e inhibidores de proteasas también puede
estar involucrada en la formacion de amiloide y/o en la patogenia de cambios relevantes
en los tejidos. Es probable que la deposicién del inhibidor de proteasas cistatina C cause
un desequilibrio entre las proteasas y sus inhibidores en las paredes de los vasos y
contribuya de esta manera a la degeneracion de los microvasos cerebrales (Levy et al.,
2001).

El gen de la cistatina C, CST3, esta localizado en laregion 11.2 del brazo largo
del cromosoma 20. Se ha descrito un polimorfismo en la posicion 73 perteneciente a
ex6n 1 del gen, con un cambio de guanina por adenina (Balbin et al., 1993). El
polimorfismo lleva a la sustitucién de alanina por treonina en el dltimo aminoacido del
péptido sefial.

En un estudio reciente se analizaron 309 pacientes con EA y 134 sujetos sanos.
El rango de edad de los enfermos era de 60 a 90 aflos 'y a analizar la muestra completa
no se observaron diferencias entre las frecuencias alélicas o de genotipos de enfermos y
controles (Crawford et al., 2000). Al subdividir en tres e grupo de los pacientes de
acuerdo con la edad de comienzo de la enfermadad (de 60 a 69 afios, de 70 a 79 afos y
de 80 afios 0 mayores), pudo observarse la acumulacion del genotipo GG en los
pacientes de 80 afios 0 mayores, 1o que indica que € genotipo CST3-GG actiia como

factor de riesgo parala aparicion de laEA de debut tardio.

5.2. Butirilcolinesterasa

La butirilcolinesterasa (BChE) es una enzima hidrolitica que se expresa en el
plasmay en la mayoria de los tejidos (Darvesh et a., 1998). Mientras en los cerebros
normales se detectan niveles bgjos de BChE, en los cerebros de pacientes con EA se

encuentran grandes cantidades de BChE unidas a las placas amiloideas y los ovillos
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neurofibrilares (Mesulam y Geula, 1990). La localizacion de BChE en placas 'y ovillos
sugiere un origen extraneuronal, probablemente en la neuroglia. Ademas, la pérdida
severa de neuronas colinérgicas en los cerebros de enfermos con EA se acomparia de
niveles de BChE por encima de los normales (Perry et a., 1978).

Aungue la funcion principal de BChE hasta ahora sigue siendo desconocida, se
sabe que participa en diferentes procesos neurobioldgicos, como € crecimiento
neuritico y la adhesion celular (Layer et al., 1993). Por su localizacion en las placas
amiloideas y los ovillos neurofibrilares se piensa que pudiera participar en la
transformacion de la forma iniciamente benigna de AR a la forma neurotoxica
(Guillozet et al., 1997).

El gen de esta glicoproteina de 574 amino é&cidos est4 localizado en el
cromosoma 3026.1-26.2 y forma parte de un grupo de genes en ligamiento a cual
pertenecen e gen de la transferrina, BChE, ceruloplasmina y afa-2HS glicoproteina
(Allderdice et a., 1991; Gaughan et a., 1991). Al menos se han descrito siete variantes
genéticas de la BChE hasta el momento, de las cuales la variante K es la més frecuente
(Bartels et al., 1992). El aelo BChE-K se caracteriza por una transicién de guanina a
adenina en la posicién 1615, lo que causa un cambio aminoacidico de treonina por
alanina en el codon 539. Este cambio se ascocia a una reduccion del 30% de la
actividad enzimatica de BChE (Rubinstein et al., 1978). Se ha encontrado €l
polimorfismo BChE-K en diferentes poblaciones con frecuencias de los homocigotos
entreel 1%y e 4% (Gaffney y Campbell, 1994; Maekawa et al., 1997).

En 1997 se describio por primera vez el alelo BChE-K como factor de riesgo
para la EA de comienzo tardio (Lehmann et a., 1997). El grupo de Lehmann y cols
observaron una frecuencia aélica de BChE-K elevada en un grupo de 79 pacientes con
EAt en comparacion con un grupo de 104 sujetos control y, ademas, la asociacion se
limitaba a aquellos casos de EA identificados como portadores del aelo APOEe4. En
Siete estudios en diferentes poblaciones se discutieron los resultados obtenidos por €l
grupo de Lehmann y solo en uno de ellos se obtuvieron resultados similares, que
confirmaban la asociacion entre el aelo BChE-K y la EA, aunque no se detect6 la
asociacion sinérgica entre el alelo BChE-K y € aelo APOEe4 (Mcllroy et al., 2000).
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Los resultados de los otros seis estudios no confirmaron ni la asociacion entre el alelo
BChE-K y la EA ni lainteraccion entre los alelos BChE-K y APOEe4 (Crawford et al.,
1998; Hiltunen et al., 1998; Roses et al., 1998; Russ et al., 1998).

Para llegar a una conclusion en esta controversia, Wiebusch y cols estudiaron los
polimorfismos de BChE-K y APOE en 135 pacientes con diagndstico postmortem de
EA y 70 controles libres de enfermedad neuroldgica (también con confirmacion
autopsica) (Wiebusch et al., 1999). El estudio puso de manifiesto una asociacion
importante entre el alelo BChE-K, el alelo APOEe4 y laEA. Mientras el alelo BChE-K,
por si solo, no presentaba una asociacion significativa ala enfermedad, € alelo BChE-K
(junto con el alelo APOEe4) presentaba odds-ratios de 12,7 en los pacientes entre 60 y
74 ainos de edad y de 17,5 en los pacientes de 75 afos de edad o mayores. Wiebusch y
cols concluian su trabajo postulando que € aelo K del gen BCHE es un factor de
susceptibilidad para la EA y refuerza el riesgo definido por €l alelo APOEe4 de una

manera que es dependiente de la edad.

5.3. CatepsinaD

La catepsina D (catD) es una proteasa acidica intracelular y se ha propuesto su
implicacion en la etiopatogenia de la EA por sus propiedades similares a la beta-
secretasa in vitro, pues genera fragmentos de A3 a partir de APP (Cataldo et al., 1997;
Chevallier et al., 1997). En los cerebros de pacientes con EA catD se localiza en los
endosomas tempranos (Cataldo et al., 1997), que son sitios de internalizacion y
procesamiento inicial de APP (Peraus et a., 1997) y apoE (Cataldo et al., 1996).
Ademas, catD genera in vitro fragmentos de tau con dominios de union a los
microtubulos intactos (Kenessy et al., 1997) y la expresién de catD se encuentra elevada
en las neuronas con ovillos neurofibrilares (Callahan et al., 1998). El gen de catD esta4
localizado en la region 15.5 del brazo corto del cromosoma 11 (11p15.5) y contiene 9
exones (Henry et a., 1989). En la posicidn 224, localizada en el exdn 2 del gen de catD,
se caracterizd un polimorfismo que consiste en el cambio de una citosina por unatimina
y resulta en una substitucion de un residuo de alanina por un residuo de valina. Este

polimorfismo se asocia a un aumento de la secrecion de pro-catD y una alteracion de la
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maduracion intracelular (Touitou et a., 1994). Ya que esta mutacion podria tener
consecuencias funcionales en términos de un incremento de la actividad enzimética, el
procesamiento aumentado de APP generaria més cantidad de componentes
amiloidogénicos, lo que asu vez elevaria el riesgo de padecer laEA.

En 1999 se llevd a cabo un estudio poblacional en el cua se estudiaron los
polimorfismos de APOE y catD en dos grupos, uno de ellos compuesto por 102
pacientes con EA y 191 sujetos sanos (Papassotiropoulos et a., 1999). Los resultados de
este estudio sugirieron que el genotipo catD, en particular la presencia del alelo catD-T,
modifica significativamente el riesgo de padecer la EA. Ademés, € efecto del alelo
catD-T esindependiente del polimorfismo de APOE, aungue ambos factores actdan con
asociacion sinérgica (Papassotiropoulos et al., 2000). Los datos obtenidos en este
estudio apoyan la hipétesis de que catD posee las propiedades de una de las secretasas
involucradas en € procesamiento de APP. Ademés, los resultados parecen sugerir
efectos aditivos, pero independientes, de catD y apoE sobre el procesamiento de APP.
Sin embargo, la asociacion encontrada entre el gen de catD y la EA también pudiera
apuntar hacia otro gen cercano a locus de catD.

Los resultados de otro estudio de dos grupos similares de pacientes con EA y
controles en la poblacién irlandesa no pudieron confirmar la asociacion entre €l gen de
lacatD y la EA (Mcllroy et al., 1999). Las frecuencias aélicas para € alelo catD-T
fueron de 0,079 en los enfermos y de 0,058 en los controles, sin que se identificasen
diferencias significativas entre ambos grupos. Por € contrario, los resultados de
Papassotiropoulos et al., que describieron frecuencias alélicas de catD-T de 0,142 para
el grupo de pacientes y de 0,068 para € grupo control, presentaban una acumulacién

significativadel alelo catD-T en el grupo de pacientes con EA.
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Ya al describirse en el afio 1991 la implicacion directa del gen de APP en la
aparicion de la enfermedad de Alzheimer (EA), se supuso que hay genes adicionaes
involucrados en la patogenia de la EA, especificamente porque eran muy pocas las
familias con EA que eran portadoras de una mutacion en e gen de APP.

Diez afios de investigaciones intensas han puesto de manifiesto que la EA es una
enfermedad genéticamente heterogénea. Existen formas familiares de la enfermedad
causadas por una mutacion puntual en un Unico gen. Este gen, segun las observaciones
realizadas hasta ahora, puede ser el de APP, e de PS1 o e de PS2, cuyas mutaciones
son en conjunto responsables de aproximadamente el 80% de |os casos de EA familiar.

Por otro lado, se ha comprobado que el alelo €4 del gen APOE actiia como un
importante factor de riesgo que explica aproximadamente el 50% de los casos de EA
esporddica y tardia. El alelo €4 confiere riesgo, pero su presencia no es ni
imprescindible ni suficiente para causar la enfermedad. Otros factores genéticos
interactdan con la apolipoproteina E y el resultado de esta interaccion es la aparicion de
la enfermedad.

En relacion con la etiopatogenia de la EA se estén investigando los genes de
muchas proteinas presentes junto a 3-amiloide en las placas seniles, asi como los genes
de los receptores necesarios durante € metabolismo de los distintos factores
involucrados. Para muchos de estos genes se han descrito polimorfismos responsables
de conferir riesgo parala aparicion de la EA.

La investigacion de muchos loci de efecto menor que probablemente confieren
riesgo genético parala EA hallevado ala obtencién de resultados controvertidos. Estas
discrepancias se podrian explicar por las diferencias entre los pacientes en cuanto a la
edad de comienzo de la enfermedad, por la heterogeneidad de los grupos de pacientes
estudiados en las diversas poblaciones y por la incorrecta seleccion de los grupos de
control en lo referente a la edad. Sélo un locus que confiere un riesgo mayor, como
APOE, seria detectable en una muestra en la que no se distinga la edad de comienzo de
la enfermedad y sin un grupo control correspondiente. Para la deteccion de una
asociacion entre la EA y genes con un efecto menor pudiera ser decisiva la division en

subgrupos tanto de la muestra como de los control es.
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El objetivo general de este trabajo ha sido, pues, €l analisis exhaustivo de varios
factor es genéticos para determinar su papd en e desarrollo de diferentes tipos de
EA y explorar una estrategia para la deteccion de la posible asociaciéon entre loci
de efecto menor y la EA. Para la caracterizacion de la EA familiar se determiné la
frecuencia de mutaciones puntuales en los genes causantes de la enfermedad (APP, PS1
y PS2) en familias bien caracterizadas. El andlisis de varios genes involucrados en la
aparicion de la EA esporédica se llevd a cabo en subgrupos con diferentes edades de

comienzo de la enfermedad parainvestigar su papel rea en el desarrollo delaEA.

2.  OBJETIVOSCONCRETOS
1- Determinar la frecuencia de mutaciones en los genes de APP, PS1y PS2 en
la poblacion analizada

Los tres genes se analizaron en familias caracterizadas con EA para detectar
posibles mutaciones en uno de los genes causantes de la enfermedad, con € fin de

determinar y comparar |a frecuencia de mutaciones de estos genes en nuestra poblacion

2.-  Conocer € papel del alelo ¢4 de APOE en la poblacion estudiada

Se obtuvieron las frecuencias aélicas de APOEe4 en seis subgrupos de
pacientes con EA para determinar su influencia real en cada uno de ellos y comprobar
en qué grupo APOEe4 es €l factor genético mas importante para €l desarrollo de la

enfermedad y en cudl no gjerce influencia

3.- Determinar la influencia de otros polimorfismos del gen de APOE en la
aparicion dela EA

Se analizaron dos polimorfismos en e promotor del gen de APOE, uno de
efectos reguladores positivos sobre la expresion del gen y el otro de efectos contrarios,
para determinar s la mera presencia del alelo APOEe4 confiere riesgo de padecer la

EA. Ademas, se estudid un polimorfismo descrito recientemente en el exén 3 del gen.
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4.- Comprobar el efecto de loci menores representados por los polimorfismos en
los genes de PS1, BChE, catD y CST3y en €l promotor de APOE en el desarrollo
dela EA en losdiferentes subgrupos de EA

Se estudiaron los polimorfismos funcionales de los genes de PS1, BChE, catD y
CST3 involucrados previamente en la etiopatogenia de la EA en los diferentes
subgrupos de la EA para determinar en qué grupo de edad tienen un efecto detectable e

importante.

5.- Agrupar los enfermos de Alzheimer en relacion con los genotipos encontrados
y determinar los diferentes subtiposde EA
Se analizaron los resultados de todos los estudios llevados a cabo para

unificarlosy poder asi diferenciar varios tipos o subtipos de EA.
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8. SUJETOS
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8.1. Pacientes

En el estudio fueron incluidos un total de 157 pacientes diagnosticados
clinicamente de EA probable en el Servicio de Neurologia del Hospital Universitario
“Germans Trias i Pujol” de Badalona. El rango de edad de los enfermos era de 48 a 84
anos, con un promedio de 71,8 afios. La proporcion de mujeres a hombres entre los
pacientes era de 1:1,6. En todos los enfermos el diagndstico clinico se efectud de
acuerdo con los criterios del National Institute of Neurological and Communicative
Disorders y de la Stroke-Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association
(NINCDS-ADRDA) (McKhann, 1984), asi como los criterios del DSM-IV.

A fin de agrupar a los pacientes segun posibles subtipos de la enfermedad, se

procedié adividir alos enfermos siguiendo |os tres pasos siguientes:

l- L os pacientes se dividieron de modo convencional en dos subgrupos:. (1)
enfermos con EA precoz (EAp), con la edad de comienzo de la
enfermedad antes de los 65 afios, y (2) enfermos con EA tardia (EAt),
gue debutaron alos 65 afios de edad o mas tarde.

- L os pacientes se dividieron en cuatro subgrupos separados por interval os
de 10 arios, teniendo en cuenta la edad de comienzo de la enfermedad:
(1) antes de los 60 afios de edad, (2) entre los 60 y 69 afios de edad, (3)
entrelos 70y 79 afos de edad y (4) alos 80 0 més afios de edad.

[11-  Los pacientes se dividieron en seis subgrupos separados por intervalos de
5 afos, donde la edad de debut de la EA era determinante: (1) menores
de 60 afios de edad, (2) entre los 60 y 64 afios, (3) entre los 65 y 69 afios,
(4) entrelos 70y 74 anos, (5) entre los 75y 79 afios y, finalmente, (6) de
80 afos de edad 0 mayores.

8.1.1. Pacientescon EA familiar

Para el andlisis de los genes causantes de |a enfermedad fueron seleccionados 58
pacientes pertenecientes a familias con historia familiar positiva parala EA. 35 de ellos
eran menores de 65 afios cuando presentaron 10s primeros sintomas de la enfermedad y

23 tenian 65 0 mas afos. Todos estos enfermos tenian al menos un familiar de primer
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grado (padres, hermanos) y otro de segundo grado (abuelos, tios, primos) con €l
diagndstico clinico de posible o probable EA.

El grupo de los enfermos con EA familiar estaba formado por pacientes de
edades comprendidas entre los 43 y 79 afos, con un promedio de 69,9 afios y una

proporcion de mujeres ahombres de 1:1,5.

1.1.2. Pacientes con EA esporadica precoz

En e grupo de pacientes con EA precoz se incluyeron los enfermos que
debutaron con la enfermedad antes de los 65 afios de edad. Este grupo estaba
constituido por 46 pacientes, siendo el rango de edad de 48 a 64 afios, e promedio de
59,7 afiosy la proporcién de mujeres ahombresde 1: 1,4.

Los pacientes con EA precoz se dividieron en dos subgrupos: (1) subgrupo A
con 25 pacientes menores de 60 afios y (2) subgrupo B, con 13 pacientes entre los 60 y
64 afos de edad.

8.1.1. Pacientescon EA esporadicatardia

En e grupo de pacientes con EA tardia se incluyeron los enfermos que
debutaron alos 65 0 mas afnos de edad. Este grupo estaba constituido por 113 pacientes
Cuyo rago de edad era de 65 a 84 afios, e promedio de 76,2 afios y la proporcién de
muejeres ahombresde 1: 1,7.

L os pacientes con EA tardia se dividieron en tres subgrupos. (1) subgrupo C con
34 pacientes que tenian entre 65 y 69 afos de edad cuando debutaron, (2) subgrupo D,
que incluia 35 pacientes entre los 70 y 74 afios de edad y (3) subgrupo E, con 44
pacientes de 75 0 mas anos. Para analizar la influencia del polimorfismo de CST3 se
procedié a dividir aun mas el ultimo subgrupo, quedando constituidos e subgrupo E,
con 28 sujetos de edades comprendidas entre los 75 y 79 afios, y e subgrupo F,

integrado por 16 pacientes mayores de 80 afios.

8.2. Controles
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El grupo control se componia de un total de 119 sujetos. El rango de edad era de
50 a 84 afios, con un promedio de 70,3 afios, y la proporcion de mujeres a hombres de 1:
1,5. Los sujetos control no presentaban sintomas de trastornos neurodegenerativos vy,
ademés, estos individuos tenian antecedentes familiares de demencia.
El grupo control también se dividio en diferentes subgrupos mediante el andlisis
de la muestra de acuerdo con |os tres pasos siguientes:
I- Los controles se dividieron en dos subgrupos: (1) individuos menores de
65 anos de edad y (2) individuos de 65 0 mas afios de edad.
- El grupo control se dividio en cuatro subgrupos separados por interval os
de 10 afios: (1) individuos menores de 60 afos, (2) individuos entre los
60y 69 afnos, (3) individuos entrelos 70 y 79 afosy (4) individuos de 80
0 Més afos.
[11-  Los individuos control se dividieron en seis subgrupos separados por
intervalos de 5 afios, donde |a edad del debut de la EA era determinante:
(1) individuos menores de 60 afios de edad, (2) individuos entre los 60 y
64 anos, (3) individuos entre los 65 y 69 anos, (4) individuos entre los 70
y 74 ahos, (5) individuos entre los 75 y 79 afios y, finamente, (6)

individuos de 80 0 mas afos.

Q. EXTRACCION DE ADN

2.1. PREPARACION

2.1.1. Soluciones stock necesarias para la preparacion de los tampones de
extraccion

1.- 5M NaCl: 29,25 g de NaCl se disolvieron en 80 ml de agua destilada, Ilevando €l
volumen final a 100 ml. La solucion se esterilizd6 mediante autoclave y se guard6 a
temperatura ambiente.

2.- 0.5M Tris: 6,05 g de Tris se disolvieron en 80 ml de agua destilada, llevando €l
volumen final a 100 ml. La solucion se esterilizd6 mediante autoclave y se guardo a

temperatura ambiente.
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3.- 0.25M MgCl,: 25 ml de 1M M(CI, se afiadieron a 75 ml de agua destilada estéril y
la solucién se guardd a temperatura ambiente.

4.- 1.6M Sacarosa: 54,75 g de sacarosa se disolvieron en 40 ml de agua destilada,
llevando el volumen final a 100 ml. La solucion se esterilizé mediante filtracion através
de unfiltro de 0,2 umy se guardé a4°C.

5.-6M Nal: 89,94 g de Nal se disolvieron en 40 ml de agua destilada, llevando €l
volumen final @100 ml. La solucion se esterilizé mediante filtracion através de un filtro
de 0,2 umy se guardo protegida de laluz.

6.- Etanol absoluto.

7.- Triton X-100.

2.1.2. Preparacion delascolumnas

1.- Un microtubo de 1,5 ml se cort6 a 0,5 cm aproximadamente debajo del cinturén de
la tapa. El fondo se perforé con una aguja de jeringa gruesa o con la punta de tijeras
muy finas.

2.- Un filtro GF/C (Whatmann) con un diametro de 20 mm se cortd en cuatro partesy
unade ellas seintrodujo hasta el fondo del tubo perforado.

3.- Lacolumna asi preparada se esterilizd y se guardd en condiciones estériles hasta su

uso.

2.1.3. El tubo colector deliquidos
Como tubos recolectores se utilizaron microtubos de 2 ml a los cuaes se les habia

cortado la tapa.

22. EXTRACCION
La extraccion de ADN se llevé a cabo a partir de muestras de sangre periférica

de cada paciente y cada sujeto control en tubos Eppendorf de 1,5 ml. A 200 ul de sangre
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total se afiadieron 300 pl de tampoén delisis (5 mM MgCl,, 10 mM Tris, 0,5 M sacarosa,
1% Triton X-100), se mezclaron mediante inversion repetida del tubo y se afadieron
200 ul de 6 M Nal. Después de una incubacion de 5 minutos a temperatura ambiente, la
mezcla se aplico a una columna preparada con filtros GF/C (Whatmann) introducida en
un tubo recolector, 1o que se siguié de una centrifugacion a 15000 rpm a +4°C. El filtro
se lavo 3 veces con 200 ul de tampon de lavado (70% etanol, 10 mM Tris, 10 mM
NaCl) mediante centrifugaciones a 15000 rpm a +4°C. El ultimo lavado se efectud con
20 ul de H,O desionizada y estéril, repitiendo la centrifugacion. El tubo recolector se
cambid por un tubo de almacenamiento de ADN marcado con el cédigo de lamuestray
el ADN fue extraido del filtro con dos aplicaciones de 40 ul de H,O desionizada y
estéril, con sus respectivas centrifugaciones.

La presencia de ADN se verificé mediante electroforesis en geles de agarosa al
0,8%.

10. AMPLIFICACION MEDIANTE PCR
10.1. APP

Para la amplificacién de fragmentos especificos de ADN se utilizé lareaccion en
cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction — PCR). Las reacciones se llevaron
a cabo en microtubos de 0,5 ml en un volumen total de 15 pl para cada muestra. Cada
tubo contenia 300 ng de ADN total, 10 pmol de cada oligonucledtido (Amersham
Pharmacia Biotech), 200 uM de cada dNTP, 20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 100 mM KCl,
6,6 mM MgCl, y 0,5 unidades de Taq polimerasa (EcoGen).

L os oligonucledtidos usados para la amplificacién de los exones 16 y 17 del gen
de APP fueron:

APP-16U: TAg gCT TTg TCT TAC AgT gT
APP-16L: TTg gCA AgA CAA ACA gTA gT.

APP-17U: gTT ggg Cag AgA ATA TAC TgA
APP-17L: gCC TAA TTC TCT CAT AgT CT.
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Para la amplificacion de ambos fragmentos en una PCR-diplex y su ulterior
analisis mediante PCR se uso € siguiente programa: desnaturalizacion del ADN a 95°C
durante 5 minutos, seguida por 35 ciclos de 30 segundos a 97°C, 50 segundos a 59°C y
1 minutoy 10 segundos a 72°C y unaextension final de 5 minutosa 72 °C.

La concentracion de los productos de PCR se verificd mediante electroforesis en
geles de agarosa a 1,5%, visualizandose fragmentos de 227 y 319 pares de bases

correspondientes alos exones 16y 17, respectivamente.

10.2. PS1

Las reacciones de PCR contenian 300 ng de ADN total, 10 pmol de cada
oligonucledtido (Amersham Pharmacia Biotech), 200 uM de cada dNTP, 20 mM Tris-
HCl (pH 7.5), 100 mM KCI, 1,2 mM MgCl, y 0,5 unidades de Tag polimerasa
(EcoGen).

Se usaron los siguientes oligonucledtidos para la amplificacion de los exones 3 a
12 del gen de PS1.:

PS1-3U: CTg gAggAg AAC ACA TgA AA
PS1-3L: ggA gAT gAT Aag TgA ATC CAg

PS1-4U: CTT gATT CTg CTg AgA ATC Tg
PS1-4L: ACA AAA CTC ATA CgT ACA gCT

PS1-5U: TgT Tgg Agg Tgg TAA TgT g
PS1-5L: CCC AAC CAT AAgAAgAACAg

PS1-6U: TCT gTACTT TTT Aag ggT TgT
PS1-6L: ACT TCA gAg TAATTCATCACCA

PS1-7U: AAA CAA ATT ATC AQT CTT ggg
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PS1-7L: TTT Cag ggA AgT gTT TAA AA

PS1-8U: CAC CCA TTT ACA AgTT TagC
PS1-8L: gAT gAg ACA AgT CCC CTg AA

PS1-9U: ATA CTT TgT gTg TCC AgT gCT
PS1-9L: AAA AgT TACCTA CTT TCT gCA TT

PS1-10U: TgT AACTTCCACTTT CTCTTgA
PS1-10L: TgQCACA TACTTT CCT CTgg

PS1-11U: ggT TQA gTA gggCag TQA T
PS1-11L: Tag CTg gAA TAT TTA ACC CAC

PS1-12U: gTC TTT CCCATC TTC TCC A
PS1-12L: AAA CAT CCA Tgg gAT TCT AA.

Para la amplificacion se usd el siguiente programa: desnaturalizaciéon del ADN a
95°C durante 5 minutos, seguida por 30 ciclos de 30 segundos a 95°C, 50 segundos a
58°C y 1 minuto a 72°C y una extension final de 5 minutos a 72 °C. Los fragmentos
correspondientes a8 y 9 se amplificaron en una PCR diplex (DP1) y losexones 11y 12
en unareaccion similar (DP2), mientras que los exones 4, 5y 6 se amplificaron en una
PCR-triplex (TPL1), igua que los exones 3, 7 y 10 (TP2), para su ulterior analisis por
SSCP.

Después de la amplificacion de todos los fragmentos en las PCRs multiplex su
presenciafue verificaday su concentracion estimada mediante electroforesis en geles de
agarosa de alta resolucion a 3%. En la DP1 se visualizaron fragmentos de 224 y 148
pares de bases para los exones 8 y 9 respectivamente. En la DP2 la presencia de dos
fragmentos de 318 y 209 pares de bases indicaba |a correcta amplificacion de los exones

11y 12, mientras que la identificacién de fragmentos de 320, 268 y 228 pares de bases
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en la TPl y de fragmentos de 310, 254 y 207 pares de bases en la TP2 demostraba los

productos de amplificacion de los exones 4,5y 6y delos exones 3, 7y 10.

10.3. P32

Las reacciones de PCR contenian 300 ng de ADN total, 10 pmol de cada
oligonucledtido (Amersham Pharmacia Biotech), 200 uM de cada dNTP, 20 mM Tris-
HCl (pH 7,5), 100 mM KCI, 4,2 mM MgCl,, 2% de formamida (Sigma) y 0,5 unidades
de Taq polimerasa (EcoGen).

Los oligonucledtidos usados para la amplificacion de los dominios
transmembrana (TM) 2 y 5 del gen de PS2 fueron los siguientes (Levy-Lahad et 4.,
1995):

PS2TM2U: ggA CAC ACC CTC ggT ggg CC
PS2TM2L: gTgggg CAg ACggAg AgA A

PS2TM5U: gCA Tgg TgT gCA TCC CACT
PS2TM5L: GgA CCA CTC Tgg gAg gTA.

Para la amplificacion mediante PCR se usd € mismo programa que para la
amplificacion de los exones del gen de PS1, procediéndose ala amplificacion de ambos
fragmentos en una PCR-diplex para su ulterior andlisis mediante SSCP. La presencia de
los productos de PCR fue verificada y su concentracion estimada mediante
electroforesis en geles de agarosa de alta resolucion a 3%, visualizandose fragmentos

de 190y 135 pares de bases correspondientes alos TM2 y TM5, respectivamente.

104.  APOE - polimorfismo comun
Las reacciones de PCR contenian 300 ng de ADN total, 10 pmol de cada
oligonucledtido (Amersham Pharmacia Biotech), 200 uM de cada dNTP, 20 mM Tris-
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HCl (pH 7,5), 100 mM KCI, 1,2 mM MgCl,, 7,5% de dimetilsulfoxid (DM SO, Sigma)
y 0,5 unidades de Taqg polimerasa (EcoGen).
Los oligonucledtidos usados para la amplificacion de una parte del exén 4 del

gen de APOE fueron:

APOE-NI: TCC Aag gAg CTg Cag gCg g
APOE-NII: GCT CgC ggA Tgg CgC TgA.

Para la amplificacion se usd el siguiente programa: desnaturalizacion del ADN a
95°C durante 5 minutos, seguida por 32 ciclos de 45 segundos a 95°C, 50 segundos a
67°Cy 1 minuto a 72°C y una extension final de 5 minutosa 72 °C. La presencia de los
productos de PCR se verifico mediante electroforesis en geles de agarosa a 1,5%,

visualizandose un fragmento de 244 pares de bases.

10.5. APOE —ex6n 3

Las reacciones de PCR contenian 300 ng de ADN total, 10 pmol de cada
oligonucledtido (Amersham Pharmacia Biotech), 200 uM de cada dNTP, 20 mM Tris-
HCI (pH 7,5), 100 mM KCI, 1,2 mM MgCl, y 0,5 unidades de Tag polimerasa
(EcoGen).

L os oligonucledtidos usados para la amplificacion del exdn 3 del gen de APOE
fueron (Kamboh et al., 1999):

ApoEx3-U: Tgg ACg ggg TCA gAA ggA CCC TgA CC
ApoEx3-L: gCC CAC CAg gAg ggT CAA ggg CCA.

Para la amplificacion se usd el siguiente programa: desnaturalizaciéon del ADN a
95°C durante 5 minutos, seguida por 32 ciclos de 45 segundos a 95°C y 45 segundos a
70°Cy unaextension final de 5 minutos a 70 °C. La presencia de los productos de PCR
se verifico mediante electroforesis en geles de agarosa al 1,5%, visualizandose un

fragmento de 284 pares de bases.
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10.6. Promotor de APOE

El promotor de APOE contiene dos polimorfismos importantes en la
etiopatogenia de la EA: (1) el polimorfismo —491AT en la posicién —491 y (2) e
polimorfismo Th1/E47 en la posicion —219. Parala deteccion de estos polimorfismos se
desarrollé una “nested” PCR. En el primer paso se amplificd un fragmento de 418 pares

de bases con los siguientes oligonucl edtidos:

APOE491A: CAC CAT gTT ggC CAggCT ggT CTC AA
THL/EA7L: ggA ggA Agg Agg Tgg ggC ATA gAgg.

Las reacciones de PCR contenian 300 ng de ADN total, 10 pmol de cada
oligonucledtido (Amersham Pharmacia Biotech), 200 uM de cada dNTP, 20 mM Tris-
HCI (pH 7,5), 100 mM KCI, 1.2 mM MgCl, y 0,5 unidades de Tag polimerasa
(EcoGen). Para la amplificacion se uso € siguiente programa: desnaturalizacion del
ADN a 95°C durante 5 minutos, seguida por 32 ciclos de 45segundos a 95°C, 1 minuto
a70°Cy unaextension final de 5 minutosa 72°C.

Para la deteccién del polimorfismo —491AT se amplifico un fragmento de 227

pares de bases usando |os siguientes oligonucledtidos (Artiga et al., 1998):

491AT-U: TgT Tgg CCA ggC Tgg TTT TAA
491AT-L: CTT CCT TTCCTgACC CTg TCC,

Para la deteccidn del polimorfismo Th1/E47 los oligonuclebtidos usados fueron
(Artigaet a, 1998):

THL/E4A7U: CAg AAT ggA ggA ggg TgT CTC
THL/EA7L: ggA ggT ggg gCA TAg Agg TCT.
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Las reacciones de PCR contenian 0,5 ul del producto de la primera PCR diluido
1:10, 10 pmol de cada oligonucledtido (Amersham Pharmacia Biotech), 200 uM de
cada dNTP, 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 100 mM KCI, 1.2 mM MgCl,, 10% de DM SO
(Sigma) y 0,5 unidades de Taq polimerasa (EcoGen). El programa de amplificacion fue
el siguiente: desnaturalizacion del ADN a 95°C durante 5 minutos, seguida por 32
ciclos de 30 segundos a 95°C, de 30 segundos a 55°C, de 30 segundos a 72°C y una
extension final de 5 minutos a 70°C. La presencia de los productos de PCR se verifico

mediante electroforesis en geles de agarosa al 1,5%.

10.7. Polimorfismo de PS1

Las reacciones de PCR contenian 300 ng de ADN total, 10 pmol de cada
oligonucledtido (Amersham Pharmacia Biotech), 200 uM de cada dNTP, 20 mM Tris-
HCI (pH 7,5), 100 mM KCI, 1,2 mM MgCl,, 10% de DMSO y 0,5 unidades de Taqg
polimerasa (EcoGen).

Los oligonucledtidos usados para la amplificacion de la parte del intron 8 del
gen de PS1 fueron (Wragg et al., 1996):

PS1polU: CAC CCA TTT ACA AgT TTA gC
PS1polL: CAC TgA TTA CTA ATT Cag gAT.

Para la amplificacion se usd el siguiente programa: desnaturalizaciéon del ADN a
95°C durante 5 minutos, seguida por 30 ciclos de 45 segundos a 95°C, 45 segundos a
45°Cy 45 segundos a 72°C y una extension final de 5 minutos a 72°C. La presencia de
los productos de PCR se verificO mediante electroforesis en geles de agarosa a 1,5%,

visualizandose un fragmento de 199 pares de bases.

81 CST3
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Las reacciones de PCR contenian 300 ng de ADN total, 10 pmol de cada
oligonucledtido (Amersham Pharmacia Biotech), 200 uM de cada dNTP, 20 mM Tris-
HCl (pH 7,5), 100 mM KCI, 1,2 mM MgCl,, y 0,5 unidades de Tag polimerasa
(EcoGen).

Los oligonuclebtidos usados para la amplificacion del exén 1 del gen CST3
fueron (Crawford et al., 2000):

CST3-U: gCgggT CCT CTC TAT CTA gC
CST3-L: ggT CTA gAA CTC AgggCA TTC CCggACA.

Parala amplificacion se uso el siguiente programa: desnaturalizacion del ADN a
95°C durante 5 minutos, seguida por 30 ciclos de 45 segundos a 95°C, 30 segundos a
55°Cy 45 segundos a 72°C y una extension final de 5 minutosa 72 °C. La presencia de
los productos de PCR se verificd mediante electroforesis en geles de agarosa a 1,5%,

visualizdndose un fragmento de 500 pares de bases.

8.2. BChE

Para detectar 10s posibles alelos de este polimorfismo del gen de BChE se usd
una PCR “mutacién-especifica” (mutation specific PCR, MS-PCR). Cada uno de los
oligonucledtidos para la cadena complementaria se disefié para amplificar de forma
especifica el alelo presente (“W” en el caso del alelo salvgiey “K” en el caso del alelo
mutado).

Las reacciones de PCR contenian 300 ng de ADN total, 10 pmol de cada
oligonucledtido (Amersham Pharmacia Biotech), 200 uM de cada dNTP, 20 mM Tris-
HCl (pH 7,5), 100 mM KCI, 1,2 mM MgCl,, 2% de DM SO (Sigma) y 0,5 unidades de
Taqg polimerasa (EcoGen).

Los oligonucledtidos usados para la amplificacion del exdn del gen de BChE
fueron los siguientes (Wiebusch et al., 1999):

BCHE-K-U: CTg TAC TgT gTA gTT AgA gAA AAT ggC,
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BCHE-K-K: ATg gAA TCC TgC TTT CCA CTC CCA TTC CgT
BCHE-K-W: ATC ATg TAA TTg TTC CAg CgT Agg AAT CCT gCT TTC
CAC TCC CAT TCT CC.

Para la amplificacion se uso €l siguiente programa: desnaturalizacion del ADN a
95°C durante 5 minutos, seguida por 32 ciclos de 45 segundos a 95°C, 45 segundos a
62°C y 50 segundos a 72°C y una extension final de 5 minutos a 72°C. El resultado se
obtuvo por electroforesis en geles de agarosa de ata resolucion a 3%, visualizandose
un fragmento de 169 pares de bases en presenciadel aelo “W” y de 149 pares de bases

en presenciadel aelo “K”.

8.3. catD

Las reacciones de PCR contenian 300 ng de ADN total, 10 pmol de cada
oligonucledtido (Amersham Pharmacia Biotech), 200 uM de cada dNTP, 20 mM Tris-
HCl (pH 7.5), 100 mM KCI, 1.2 mM MgCls,, 2% de formamida (Sigma) y 0,5 unidades
de Taq polimerasa (EcoGen).

L os oligonucledtidos usados para la amplificacion del exon 2 del gen de la catD
fueron (Mcllroy et al., 1999).

catD-U: gTg ACA ggC Agg AgT TTggT
catD-L : ggg CTA AgA CCT CAT ACT CACg.

Para la amplificacion se usd el siguiente programa: desnaturalizacion del ADN a
95°C durante 5 minutos, seguida por 30 ciclos de 45 segundos a 95°C, 30 segundos a
61°C y 2 minutos a 72°C y una extension final de 5 minutos a 72 °C. La presencia de
los productos de PCR se verifico mediante electroforesis en geles de agarosa al 1,5%,

visualizandose un fragmento de 343 pares de bases.

9. RESTRICCION ENZIMATICA
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9.1. APP

Para la digestion del fragmento amplificado del exdn 17 de APP se utilizo la
enzima de restriccion Bell (New England Biolabs, Hardy y Allsop, 1991). El tampdn de
enzima 3 (NEB3, New England Biolabs) se prepar6 a 1x, siendo la concentracion final
de laenzima de 0,5u/ul. Se aplicaron 2 ul de enzima diluida por muestray las muestras
fueron digeridas a 50°C durante 2 horas.

En el caso de lamutacion se crearia un sitio de restriccion, y €l producto de PCR
de 355 pares de bases se cortaria en dos fragmentos de 208 y 147 pares de bases. En un
individuo heterocigoto se detectarian tres bandas, en lugar de una en individuos sin

mutacion.

9.2. APOE - polimorfismo comun

La enzima de restriccion Hhal (New England Biolabs) se usd para la digestion
del fragmento amplificado del exdn 4 del gen de APOE (Roses et al., 1995). El tampdn
de enzima 4 (NEB4, New England Biolabs) se prepar6 al 1x y se diluyeron 20 unidades
de enzima hasta una concentracion final de 0,5 unidades/ul. Se aplicaron 2 ul de enzima
diluida por muestray las muestras fueron digeridas a 37°C durante la noche.

L os patrones de banda esperados eran: genotipo ApoE 2.2, dos bandas de 81y
91 pares de bases, genotipo APOE 2.3, tres bandas de 48, 81 y 91 pares de bases;
genotipo APOE 3.3, dos bandas de 48 y 91 pares de bases; genotipo APOE 3.4, tres
bandas de 48, 72 y 91 pares de bases; genotipo APOE 2.4, cuatro bandas de 48, 72, 81y
91 pares de bases; y genotipo APOE 4.4, dos bandas de 48 y 72 pares de bases.

9.3. APOE —ex06n 3

La enzima de restriccion Mspl (New England Biolabs) se uso para la digestion
del fragmento amplificado del exén 3 del gen de APOE (Kamboh et al., 1999). El
tampon de enzima 2 (NEB2, New England Biolabs) fue preparado a 1x y se diluyeron
20 unidades de enzima hasta una concentracion final de 0,5 unidades/ul. Se aplicaron 2
ul de enzima diluida por muestra y las muestras fueron digeridas a 37°C durante la

noche.
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El alelo normal estaba representado por dos bandas de 194 y 90 pares de bases,
mientras e alelo mutado se distinguia por dos bandas adicionales de 130 y 64 pares de

bases.

9.4.APOE — promotor

El fragmento del promotor de APOE que contenia el polimorfismo -491AT se
digirié con la enzima de restriccion Dral (New England Biolabs; Artiga et al., 1998). El
tampon de enzima 4 (NEB4, New England Biolabs) fue preparado al 1x y se diluyeron
20 unidades de enzima hasta una concentracion final de 0,5 unidades/ul. Se aplicaron 2
ul de enzima diluida por muestra y las muestras fueron digeridas a 37°C durante la
noche.

El alelo T del polimorfismo de —491AT se caracterizaba por una banda de 227
pares de bases que representa el fragmento de PCR sin digerir, mientras el alelo A se
identificaba por una banda de 208 pares de bases.

El fragmento del promotor de APOE que contenia el polimorfismo Th1/E47 se
digirié con la enzima de restriccion Tagl (New England Biolabs; Artiga et al., 1998). El
tampon de enzima Tagl (NEB Tagl, New England Biolabs) fue preparado a 1x
conteniendo 1x de BSA. Se diluyeron 20 unidades de enzima hasta una concentracién
final de 0,5 unidades/ul. Se aplicaron 2 ul de enzima diluida por muestray las muestras
fueron digeridas a 37°C durante la noche.

El alelo G del polimorfismo de Th1/E47 se caracterizaba por una banda de 93
pares de bases correspondiente a fragmento de PCR sin digerir, mientras €l alelo T se

identificaba por una banda de 73 pares de bases.

9.5. Polimorfismo de PS1

La enzima de restriccion BamHI (New England Biolabs) se uso paraladigestion
del fragmento amplificado del intron 8 del gen de PS1 (Wragg et a., 1996). El tampdn
de enzima BamHI (NEB BamHI, New England Biolabs) fue preparado a 1x

conteniendo 1x de BSA. Se diluyeron 20 unidades de enzima hasta una concentracion
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final de 0,5 unidades/ul. Se aplicaron 2 ul de enzima diluida por muestray las muestras
fueron digeridas a 37°C durante la noche.

El alelo 1 del polimorfismo de PS1 se caracterizaba por una banda de 199 pares
de bases correspondiente a fragmento de PCR sin digerir, mientras €l aelo 2 se

identificaba por una banda de 181 pares de bases.

9.6. CST3

La enzima de restriccion Sacll (New England Biolabs) se uso para la digestion
del fragmento amplificado del exén 1 del gen CST3 (Crawford et al., 2000). El tampdn
de enzima 4 (NEB4, New England Biolabs) fue preparado al 1x. Se diluyeron 20
unidades de enzima hasta una concentracion final de 0,5 unidades/ul. Se aplicaron 2 pl
de enzima diluida por muestray las muestras fueron digeridas a 37°C durante la noche.

Tres patrones de banda diferentes caracterizaban |os tres genotipos posibles de la
cistatina C: (1) & genotipo GG, con dos bandas de 357 y 143 pares de bases, (2) €
genotipo AG, con tres fragmentos de 500, 357 y 143 pares de bases y (3) € genotipo
AA, con un unico fragmento de 500 pares de bases correspondiente a producto de PCR

sin digerir.

9.7. catb

La enzima de restriccion Mwol (New England Biolabs) se uso para la digestion
del fragmento amplificado del exon 2 del gen de catD (Mcllroy et al., 1999). El tampdn
de enzima Mwol (NEB Mwol, New England Biolabs) fue preparado a 1x. Se diluyeron
20 unidades de enzima hasta una concentracion final de 0,5 unidades/ul. Se aplicaron 2
ul de enzima diluida por muestra y las muestras fueron digeridas a 37°C durante la
noche.

Dos bandas de 168 y 82 pares de bases caracterizaban €l alelo catDC, mientras

una banda de 250 pares de bases distinguia el alelo catDT.

10. ELECTROFORESIS
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10.1. Electroforesisen geles de agarosa

Se prepararon geles de agarosa (Ecogen) en tampén TBE 1x (98 mM Tris, 89
mM &cido borico, 2 mM EDTA) a porcentaje necesario para cada aplicacion (Maniatis
etal., 1982):

(1) ADN total, en geles de agarosa de resolucion mediaal 0,8%.

(2) Productos de PCR de un tamafio mayor de 180 pares de bases en geles de
agarosa de resolucion mediaa 1,5%.

(3) Productos de PCR pequefios y fragmentos de restriccion mayores de 150
pares de bases (exon 3 de APOE, catD, CST3), en geles de agarosa de
resolucion media a 2%.

(4) Fragmentos de restriccion con tamafios entre los 70 y 150 pares de bases, 0
fragmentos méas grandes con solo 10 a 20 pares de bases de diferencia entre
sus tamarios (promotor de APOE, BchE, polimorfismo de PS1, ACT), en
geles de agarosa de ataresolucion a 3%.

Los geles contenian 0,4 mg/ml de bromuro de etidio (Sigma). Se mezclaron 10 ul de
cada muestra con 4 ul de tampén de carga (0,25% azul de bromofenol, 40% sacarosa,
0,01M EDTA pH 8,0, 0,5%SDS) y la electroforesis se llevé a cabo en minicubetas para
electroforesis horizontal (EcoGen) usando tampon TBE 1x durante 60 minutos a 90
voltios, con un marcador de 100 pares de bases (Gibco BRL) para verificar el tamafio de
los fragmentos analizados. Se visualizd6 e ADN mediante un transiluminador de luz
ultravioleta y la imagen fue captada con e sistema de andlisis de imagen
“Electrophoresis Documentation and Analysis System 120" (K odak).

10.2. Electroforesisen gelesde poliacrilamida

Para la resolucion de los fragmentos menores de 100 pares de bases y con poca
diferencia de tamafio entre si fue necesario €l uso de geles de poliacrilamida al 8%
(acrilamida:bisacrilamida=19:1, AmershamPharmaciaBiotech, Maniatis et al., 1982). El
sistema para electroforesis vertical usado fue e MiniProtein (Biorad), con dos geles
para 10 muestras cada uno. Tras la aplicacion de 10 ul de muestra mezclada con 5 ul de

tampon de carga, la muestra entraba en el gel a 100 voltios a temperatura ambiente.
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Luego, la electroforesis se mantenia a 150 voltios a +4°C hasta que e bromofenol azul
del tampon de carga salia del gel. El marcador de 50 pares de bases (Gibco BRL) sirvio
de referencia para los tamarios de | os fragmentos obtenidos. Después de la el ectroforesis
los geles se tifieron con 0,4 mg/ml de bromuro de etidio y se visualizaron las bandas de
ADN en un transiluminador de luz ultravioleta. La imagen fue después captada y
analizada con el sistema de andlisis de imagen “Electrophoresis Documentation and
Analysis System 120" (Kodak).

11. SSCP
11.1. SSCP en minigelesy PhastSystem

L os productos de PCR fueron diluidos con tampén para SSCP (0,1% bromofenol
azul, 0,1% xilen xianol y 98% de formamida desionizada) hasta una concentracién
aproximada de 10 ng/ul. Las muestras fueron desnaturalizadas mediante calentamiento
a95°C durante 5 minutos seguido por rgpido traslado a hielo.

Para el andlisis de las PCR-diplex de los genes de APP y PS2 se utilizaron
minigeles prefabricados con gradiente de concentracion de poliacrilamida de 8 a 25%
(Amersham Pharmacia Biotech). Tras someter alos geles a una pre-carrera durante 100
horas-voltio (volt-hours, Vh) a 400 voltios, se aplico 1 ul de cada muestra con peines
preparados para 12 muestras. El voltgje para las SSCP fue de 400 voltios a 4°C durante
90 Vhenel casodelos TM2y TM5 del gen de PS2 y de 400 voltios a 8°C durante 150
Vh paralos exones 16 y 17 del gen de APP.

L os resultados obtenidos se visualizaron mediante tincién de plata.

6.2. SSCP en gelesde poliacrilamida en un secuenciador manual

Las PCR-multiplex de PS1 se analizaron por SSCP en geles de tamafio méas
grande que los minigeles de PhastSystem para obtener mejor resolucion para cada uno
de los fragmentos y no tener que renunciar al andlisis de varios exones a lavez. Se
prepararon geles de poliacrilamida al 12% (acrilamida:bisacrilamida=29:1, Amersham

Pharmacia Biotech) con 20 pocillos en placas de 21 cm para el MacroPhor System, que
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es un secuenciador manual (Pharmacia Biotech) con sistema de refrigeracion en una de
las dos placas que soportan € gel.

Para ello la placa refrigeradora se tratd con silano repelente para prevenir la
adhesion de la poliacrilamida a la misma, lo cual hubiera imposibilitado su siguiente
tincion y andlisis. Se esparcieron 5 ml de silano repelente por la placa con la ayuda de
un papel absorbente, y después de su accion durante 5 minutos se eliminaron los restos
con etanol absoluto. En la otra placa se aplico un tratamiento con silano adherente para
la unién de la poliacrilamida a esta placa y la facilitacion de su despegue y tincion con
nitrato de plata. Se afiadieron 9,4 ul de silano adherente a 2,5 ml de etanol absoluto y
675 ul de &cido acético a 10%, que fueron mezclados y esparcidos por la placa a tratar
con un papel absorbente. Después de cinco minutos se eliminaron |os restos de silano
con etanol absoluto.

Se coloco la placa refrigerada en posicién horizontal con |os espaciadores de un
grosor de 0,4 mm a cada lado. La otra placa, tratada con silano adherente, fue deslizada
desde la parte inferior de la placa refrigeradora hacia arriba vertiendo la acrilamida de
un vaso de precipitado lentamente. Al final, ambas placas fueron unidas a presion
usando presillasy se insertd € peine de 20 pocillos entre ellas. Después de una hora de
polimerizacion se insertaron las placas unidas en el equipo y se afadié € tampon de
0,5XTBE a los recipientes correspondientes. A continuacion se retird € peine y se
cargaron los pocillos con el tampdn de carrera.

Los productos de PCR se diluyeron con tampon para SSCP (0,1% bromofenol
azul, 0,1% xilen cianol y 98% de formamida desionizada) hasta una concentracion
aproximada de 100ng/ul. Las muestras se desnaturalizaron mediante calentamiento a
95°C durante 5 minutos seguido por traslado rapido a hielo. Se cargaron 15 pl de
muestra en cada pocillo.

El andlisis por SSCP de la PCR-triplex 1 (exones 4, 5, 6) se rediz6 a 4°C,
aplicando 1000 voltios durante 2 horas y 30 minutos. La PCR-triplex 2 (exones 3, 7, y
10) se analizd a 10°C y 1000 voltios durante 2 horasy las PCRs diplex 1y 2 (exones 8,
9y exones 11, 12, respectivamente) a 12 °C y 1000 voltios durante 1 horay 50 minutos.

L os resultados obtenidos se visualizaron mediante tincion de plata.
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6.3. SSCP en gelesde poliacrilamida en un sistema de electr ofor esis horizontal
Se prepararon geles de poliacrilamida a 8% para €l andlisis de los fragmentos
menores de 200 pares de bases y las TGGE perpendiculares y geles a 10% para
fragmentos de 200 o més pares de bases conteniendo 0,1XxTBE, 2% glicerol y 7M urea
entre las placas destinadas a este fin. Una de estas placas contenia los pocillos pegados
(un Unico pocillo para la TGGE perpendicular y 8, 12 o 18 pocillos para la TGGE
paralela) y antes de su uso habia que tratarla con una solucion repelente (Acryl-Glide
solution, Biometra). A la otra placa se adheria, mediante una gota de agua, una pelicula
de pléstico tratada con una solucién que permitia que el gel se adhiriera a plastico y,

tras latincion, pudiera guardarse.

12. TINCION CON NITRATO DE PLATA

La tincion de fragmentos de ADN con plata se llev a cabo en siete pasos a
temperatura ambiente:
(1) FIJACION: Los fragmentos de ADN se fijaron en los geles de poliacrilamida
adheridos mediante silano a una placa de vidrio 0 a un plastico, en una solucion de
acido acetico al 10% (EcoGen) durante al menos 5 minutos en un agitador.
(2) LAVADOS: Los geles se lavaron tres veces durante 1 minuto en agua desionizada.
(3) TINCION: Los geles se incubaron durante 30 minutos en una solucion de plata al
1% usando un agitador.
(4) LAVADOQO: Este lavado fue de solo 10 segundos con agua desionizada.
(5) REVELADO: Los fragmentos de ADN se revelaron con una solucién de carbonato
de sodio (EcoGen) a 2,5% conteniendo 0,4 ul/ml de formaldehido (Sigma) a 37%. La
solucion fue cambiada 3 veces, prolongandose en cada paso el contacto de la solucion
con los geles.
(6) PARADA: Lareaccion de revelado fue preparada en una solucion de acido acético
(EcoGen) a 5%, al menos durante 10 minutos.
(7) CONSERVACION: Los geles fijados a plastico (geles del PhastSystem, geles para

TGGE) pueden conservarse protegidos de la luz durante un tiempo muy prolongado.
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Para evitar que la poliacrilamida se fragmente al secarse, se incuban los geles durante
30 minutos como minimo en una solucién de &cido acético a 5% y de glicerol
(EcoGen) al 12,5%.

8.  SECUENCIACION AUTOMATICA
8.1. Preparacion delamuestra

Para la eliminacion de restos de oligonucledtidos de la reaccion de PCR, los
productos de PCR a secuenciar se pasaron por columnas de sefadex 300 de alta
resolucion (S-300 HR, Amersham Pharmacia Biotech). Las columnas se colocaron en
tubos de Eppendorf limpios y se centrifugaron a 3000 rpm durante un minuto para
eliminar el tampdn sobrante. Luego se aplicaron entre 30 y 50 ul de la muestra a la
columna, que fue colocada en un tubo Eppendorf nuevo y se repitié la centrifugacion a
3000 rpm durante 1 minuto. La concentracion del producto de PCR limpio se calculd

mediante electroforesis, para usar la cantidad adecuada en |a reaccion de PCR.

8.2.  Secuenciacion en AlfExpress™

Cada reaccion de secuenciacion se componia de cuatro tubos, uno para cada
nucledtido: A, C, Gy T. Se preparé unamezclade 17 ul conteniendo 1x del tampdn de
secuenciacion, 1,5 pmol/ul del oligonucledtido marcado con Cy5 en 5 prima, 1 unidad
de Tag-polimerasa y entre 20 y 50 ng de producto de PCR. Se anadieron 4 ul de esta
mezcla a 2 ul de cada mezcla de d/ddNTPs (d/ddATP, d/ddCTP, d/ddGTP, d/ddTTP).
El programa para la secuenciacion ciclica consistia en una desnaturalizacion inicial de
94°C durante 2 minutos, seguida de 30 ciclos de 15 segundos a 94°C, de 20 segundos a
58°C y de un minuto a 72°C. Se afiadieron 4 ul de tampon de carga a cada tubo y, tras
la mezcla, se desnaturalizaron las muestras a 95°C durante 4 minutos y fueron
trasladadas inmediatamente después a hielo. Finamente, se cargaron 8 ul de cada
muestra en cada pocillo. La secuenciacion se llevo a cabo a 2500 voltios durante 4 a 6

horas, dependiendo del tamario de cada fragmento.
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8.3.  Secuenciacion en ABIPRISM ™

La secuenciacion en ABIPRISM™ se llevé a cabo con la utilizacion del kit de
secuenciacion ciclica BigDye™ Terminator Cycle Sequencing kit (Perkin Elmer). A 4
ul del tampon BD (BigDye), que contenia dNTPs, ddNTPs marcados y Taq polimerasa,
se afladieron 10 pmol/ul del oligonucledtido y de 20 a 50 ng de producto de PCR, hasta
un volumen total de 10 pl. Para la secuenciacion de fragmentos del gen de APOE, se
anadieron 5% de DMSO (Sigma) a la reaccion de secuenciacion. El programa de
secuenciacion ciclica se componia de una desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 94°C
y de 30 ciclos de 10 segundos a 96°C, 5 segundos a la temperatura de annealing
especifica para cada producto de PCR (58°C para la PS1 y la PS2, 59°C para el APP,
67°C parael APOE), seguido por una extension durante 2 minutos a 60°C.

Después de la amplificacion los productos de secuenciacion se precipitaron para
su reconstitucion en el tampdn de carga. A los 10 ul de volumen total se afiadieron 3,3
ul de acetato de sodio 3 M, pH 5,2 y 25 ul de etanol absoluto. Después de mezclar
vigorosamente los tubos, se incubaron durante 15 minutos en hielo y se centrifugaron
durante 30 minutos a 15.000 rpm a 4°C. El sobrenadante se desechabay € precipitado
se lavaba con 200 pul de etanol a 70% durante 2 minutos a 15.000 rpm a 4°C. Tras
desechar €l sobrenadante, los precipitados se secaban con los tubos abiertos en una
estufa de 37°C. Si la secuenciacion no se redizaba en e mismo dia, los tubos se
guardaban a—20°C hasta su resuspension. Los precipitados se resuspendian en 25 ul del
tampdn de TCR (Perkin Elmer) y las muestras se desnaturalizaban durante 5 minutos a

95°Cy sellevaban a hielo seguidamente.

Q. ANALISISESTADISTICO
9.1 Preparacion delapoblacion

Para controlar el efecto de la edad sobre la influencia de los factores genéticos
analizados en esta muestra, se procedi6 a dividir los grupos de pacientes y controles en
subgrupos edad-dependientes al analizar los resultados. Este andlisis se llevd a cabo en

tres pasos.
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En & primer paso (paso 1), se dividié a los pacientes con EA en dos subgrupos,
dependiendo de la edad de comienzo de la enfermedad. Los pacientes que debutaron
antes de los 65 afios quedaron encuadrados en el subgrupo de la EA precoz, mientras
gue los enfermos que presentaron |os primeros sintomas de la enfermedad a partir de los
65 afios fueron incluidos en el subgrupo de la EA tardia. Asimismo, se dividié € grupo
control en dos subgrupos:. individuos control menores de 65 afios de edad e individuos
control de 65 0 mas arios de edad.

En el paso intermedio (paso 1), los resultados se analizaron cuatro subgrupos de
pacientes diferentes, asi como los correspondientes subgrupos de controles: (1)
pacientes y controles menores de 60 afios de edad, (2) controlesy pacientes entre |os 60
y 69 afos de edad, (3) pacientes y controles entre los 70 y 79 afios de edad, y (4)
pacientesy controles de 80 0 més afios de edad.

En el paso ultimo paso (paso I11), el subgrupo 1 incluia pacientes con una edad
inferior alos 60 afios a debut de la enfermedad y el respectivo subgrupo control incluia
individuos sanos menores de 60 afios de edad. El subgrupo 2 se componia de enfermos
entre los 60 y 64 afos de edad y sus respectivos controles, el subgrupo 3 de enfermos
entre los 65 y 69 afos de edad y sus respectivos controles, el subgrupo 4 de enfermos
entre los 70 y 74 afos de edad y sus respectivos controles, e subgrupo 5 de enfermos
entre los 75y 79 anos de edad y sus respectivos controles y, finalmente, el subgrupo 6

de individuos de 80 0 mas afos de edad.

9.2. Lapruebade chi-cuadrado

Se utilizé la prueba de chi-cuadrado del programa estadistico SPSS, version 11X,
paravalidar las diferencias encontradas entre las frecuencias de | os diferentes genotipos
en los grupos y subgrupos de enfermos y controles. Igualmente se analizaron las
diferencias entre las frecuencias alélicas de los polimorfismos estudiados en |os grupos

y subgrupos de los enfermos y controles.
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9.3. Pruebaderegresion logistica

Se aplico la prueba de regresion logistica del programa estadistico SPSS, version
IX, paraanalizar laasociacion entre la EA y los diferentes marcadores genéticos. La EA
era la variable dependiente en estos andlisis, en tanto que las principales variables
independientes de interés eran cambiantes: (1) la presencia o ausencia del alelo
APOEe4; (2) la presencia o ausencia del genotipo APOEe4/e4; (3) la presencia o
ausencia del genotipo PS1 1-1, incluyendo la presencia o ausencia del alelo APOEg4
como variable independiente adicional; (4) la presencia o ausencia de alelo BChE-K,
incluyendo la presencia o ausencia del alelo APOEeg4 como variable independiente
adicional; (5) la presencia o ausencia del alelo catD-T, (6) la presencia o ausencia del
alelo CST3-A, incluyendo la presencia o ausencia del alelo APOEg4 como variable

independiente adicional.

9.4. Analisismultivariante

En este proyecto se aplicaron andisis multivariante para obtener las
correcciones necesarias en un estudio de multiples marcadores genéticos en la misma
poblacion. Los resultados de estos andlisis se expresaron en valores de odds-ratio (OD)
y se obtuvieron para los polimorfismos del intron 8 de PS1, BChE, catD y los dos

polimorfismos analizados en el promotor de APOE.
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V. RESULTADOS
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1. Genes causantesdela EA
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Hasta ahora se han descrito tres genes (APP, PS1 y PS2) cuyas mutaciones
causan la EA. Se estima que las mutaciones en estos tres genes son responsables del
80% aproximadamente de los casos de EA familiar. En € presente estudio se ha
investigado la presencia de mutaciones en estos tres genes en 35 pacientes con EA
familiar precoz. Asimismo, se han analizado los genes APP y PS2 en 23 pacientes con
EA familiar tardia, ya que se han descrito mutaciones en estos dos genes en familias con
EA de debut tardio.

11. ElgendeAPP

Entre los genes responsables de la EA, € gen APP fue el primero en describirse.
Poco tiempo tras su descubrimiento y analisis mutacional en diferentes familias con EA
conocidas y bien caracterizadas, se comprobé que la frecuencia de mutaciones en este
gen en diferentes poblaciones es muy baja (del 2 a 5%). En este trabajo hemos
investigado la mutacién mas frecuente de APP mediante restriccion y las mutaciones
nuevas de APP mediante SSCP.

1.1.1. Deteccion dela mutacion V7171 medianterestriccion

La mutacién V7171 en el exon 17 del gen APP fue una de las primeras que se
describieron y se repetia en familias de diferente origen étnico. Parala deteccidn de esta
mutacion se amplifico un fragmento de 355 pares de bases del gen APP que contenia el
exon 17y se digiri6 a continuacion con la enzima de restriccion Bcell. EI ADN de los 58
pacientes con EA familiar se analiz6 mediante PCR y restriccion, detectandose la
presencia de esta mutacion en una enferma (Figura 1).

La paciente presentd un debut precoz de la EA, habiendo comenzado los
primeros sintomas a los 56 afios de edad. El curso de la enfermedad fue rapido durante
los primeros estadios y se enlentecio a partir de la fase V, llevando |la paciente ya un

total de diez anos afectada.
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APP# APP- APP- APP-

M 1 2 3 4 5
FIGURA 1. Deteccién de la mutacion V7171 mediante restriccion. El carril M
contiene el marcador de peso molecular pBR322 digerido con Haelll . En los carriles 2
- 5 se observan productos de PCR intactos después de la incubacién con la restrictasa
Bcll, indicando la ausencia de la mutacion. El carril 1 contiene una muestra positiva en
la cual, después de la restriccion, se observa aparte de la banda de 355 pb una banda
de 208 pb, lo que coincidia con el patron de bandas descrito para un individuo

heterocigoto para esta mutacion.

1.1.2. Deteccion de mutaciones mediante SSCP

La amplificacion mediante PCR se llevd a cabo en una PCR diplex,
amplificando los exones 16 y 17 del gen APP en una misma reaccion. El andisis por
SSCP puso de manifiesto en tres casos un patron de bandas que no coincidia con €l del
resto de las muestras analizadas (Figura 2A-C). La secuenciacion de las tres muestras
gue habian resultado positivas mediante SSCP permitié detectar la presencia de dos
mutaciones diferentes.

Ambas mutaciones eran intrénicas y estaban situadas en € intrén 16, una de
ellas en la posicion —65, hacia el exdn 17 (Figura 3C y D). Esta mutacion se repetia en
dos de los pacientes, en los cuales la enfermedad habia debutado después de los 65 afios
de edad. La segunda mutacion estaba situada en la posicion —75, hacia e exén 17
(Figura 3B) y € paciente tenia 63 afios cuando se observaron los primeros sintomas de
laEA.
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* FIGURA 2: Andlisis de APP par SSCP. {4} En
el carril 8 se observa un patron de bandas
diferenite que en el resto de las muestras. (B) El
pairon de handas del carvil 5 sugiere In
presencia de una mutacion. (C) Bl carril
indicado par une flecha presenia un total de

' cuatro bandas en lugar de dos, como en el resto
de las miuestras.

{A) v (B): SSCP en minigeles del PhastSystem,
{'.. : tefiidas can nitrato de plata.

. ; o = {C): 8SCP en un secuenciadar monial

Al ser ambas mutaciones intronicas, es muy poco probable que se trate de

mutaciones funcionales, ya que no hay alteracién directa de la estructura primaria de

APP. Para determinar si una de estas mutaciones es patol gica, seria necesario estudiar
familiares (afectados y no afectados) de los pacientes. Si se repitieran las mutaciones en

los familiares afectados pero no en los familiares sanos, se podria proponer que se trata

de mutaciones patoldgicas que afectarian, por ejemplo, a splicing norma de la

proteina.

La deteccion de un solo portador de una mutacion de APP entre los 58 pacientes

analizados representa el 1,7% de la muestray coincide con la incidencia de mutaciones

causantes de laEA en este gen (del 2 al 5%).
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AA TTETfGTAA T'T Qac GTTT.A TAAATTGTAAZ
50 00 70
ATAMZ1207ALF Clone:8, (R)

B
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FIGURA 3: Secuenciacion del exon 17 de APP incluyendo partes de los intrones 16 y
17. (A) Secuencia de una muestra control sin alteraciones en su secuencia. (B) Muestra
con una mutacion C 2 T en la posicién -75 (flecha) del intron 16 de APP. (C) y (D)
Dos muestras que presentaban diferentes patrones en € analisis por SSCP con la

misma mutacion A 2 G en la posicion -65 (flecha) del intron 16 de APP.

1.2. El gen PSly ladeteccion de sus mutaciones mediante SSCP

Hasta el momento se conocen 69 mutaciones de PS1 en 108 familias. Todas
estas mutaciones son patogénicas y, en cada familia, los miembros portadores de una
mutacion desarrollaran la EA, que, en lagran mayoria de |0s casos, se presenta a edades

muy tempranas (entre los 40 y los 50 afios).

400 ph

200 ph

M 11 12 13 14 15 16
FIGURA 4. PCRs multiplex, disefiadas para la deteccion rapida de mutaciones en el

gen de PS1. Carriles M: marcador de 100 pares de bases. Carriles 1y 5: PCR triplex
1, incluyendo los exones 4, 5y 6. Carril 2: exén 4 (320 pb), carril 3: exdén 5 (268 pb) y
carril 4: exén 6 (228 pb). Carriles 6 y 10: PCR triplex 2, incluyendo los exones 3, 7 y
10 de la PSL. Carril 7: exén 3 (310 pb), carril 8: exén 7 (254 pb) y carril 9: exdn 10
(207 pb). Carril 11. PCR diplex 1, incluyendo los exones 8 (carril 12, 224 pb) y 9

69



RESULTADOS

(carril 13, 148 pb). Carril 14: PCR diplex 2, incluyendo los exones 11 (carril 115, 318
pb) y 12 (carril 16, 209 pb).

Para detectar mutaciones en uno de los diez exones codificantes de PS1 se
desarrollaron dos PCR-diplex (DP) y dos PCR-triplex (TP). Especificamente, se
amplificaron los exones 8 y 9 mediante DP1, los exones 11 y 12 mediante DP2, los
exones 4, 5y 6 mediante TP1, y los exones 3, 7 y 10 mediante TP2 (Figura 4). Al
recurrir a SSCP para €l andlisis de estas PCR multiplex de los 35 pacientes con EA
familiar precoz, se detectd una Gnica mutacién con un patron de bandas anormal en el
exon 4 (Figura 5A). La secuenciacion de la muestra revel0 que se trataba de una
mutacion silente, al estar sustituida una citosina por una timina en la posicion 234 de la
secuencia del gen (Figura 5B). Esta sustitucion corresponde a la tercera posicion del

triplete; ambos tripletes (GGC y GGT) codifican una glicina en e codon 78 de la

proteina.
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FIGURA 5: SSCP y secuenciacion del exon 4 dela PS1. (A) Analisis de la PCR-triplex
1, conteniendo los exones 4, 5y 6, por SSCP en el secuenciador manual con placas de
21 cm. El exdn 4 en €l carril 2 presenta una banda adicional, indicando la presencia de
una mutacion. (B) Secuenciacion del exdn 4 detectado como positivo por SSCP. Se
observa la presencia de una timina y una citosina en la posicién 234, lo cual representa
una mutacion silente al tratarse de la tercera posicion del triplete (GGC y GGT, ambos

codifican una glicina).

1.3. El gen PS2y la deteccién de sus mutaciones mediante SSCP

Hasta el momento se han detectado seis mutaciones diferentes en el gen PS2 en
siete casos con EA familiar. Cuatro de estas seis mutaciones estan localizadas en dos
"hot spots” ("puntos calientes'): TM2 y TM5. Aunque la mayoria de estas mutaciones
se identificaron en individuos que debutaron antes de los 65 afios de edad, algunos de
los miembros afectados de la familia portadora de la mutacién N1411 en € dominio
transmembranico 2 (TM2) presentaron los primeros sintomas de la EA después de los
75 afios.

Por estos motivos, se andizaron tan solo los dos dominios transmembrana
descritos como "hot spots’, tanto en los 35 pacientes con EA familiar precoz como en
los 23 pacientes con EA familiar tardia.

En una PCR diplex se amplificaron los hot spots TM2 y TM5, que forman parte
de los exones 5 y 7, respectivamente. En dos casos la SSCP presentd un patrén de
bandas diferentes al del resto de las muestras analizadas: |a primera mutacion detectada
se encontraba en €l exén 5 (TM2) (Figura 6A) y la segunda mutacion en e exon 7
(TM5) (Figura6B).

El resultado de la secuenciacion de la muestra con cambios en TM2 fue la
identificacion de una nueva mutaciéon de PS2 (Figura 7A), en la que se sustituia una
guanina por una adenina en la posicion 442 del gen. Dicha mutacion provocaba €l
cambio de una valina por unaisoleucina en € codén 148 (V148l) de la proteina, a una
distancia de siete aminoéacidos de la primera mutacion (mutacion N1411) descritaen €l
gen PS2. El paciente afectado debuté a los 76 afios, lo cual concuerda con la otra

mutacion capaz de causar EA tardia descrita en TM2. La secuenciacion de TM5 en la
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muestra cuya SSCP presentaba un patrén de bandas alterado puso de manifiesto que se
trataba de una mutacion silente (Figura 7B), donde unatimina en la posicion 711 estaba

sustituida por una citosina, con permanencia de una serinaen el codén 237.

FIGURA 6: Andlisis de los dominios transmembrana 2 y 5 de PS2 por SSCP. (A)
Andlisis del TM 2 (exén 5) de PS2: en € carril dos se observa un patron de banda
diferente que para € resto de las muestras. (B) Andlisis del TM5 (exén 7) de P2: el
carril 6 presenta un patron de banda que difiere del resto de las muestras, indicando la

presencia de una mutacion.
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TG‘ﬂAuTE_MAﬁE.n.E__T___Q:\L__I___EJ

B
~NICAT GATCA GT GOGC TCAT GGC CCTAGTETTERTRA CTAC CTC (CAGAGTGGIX

A

WN\ WL T Tl

FIGURA 7: SecuenC|aC|on de los fragmentos de PCR correspondientes a los SSCP
positivos. (A) Deteccion de la nueva mutacion V148l en el TM2 de P2 (Lao et al.,

30 40 50 60 1 70 80

1998). (B) La mutacion fue detectada en la posicion 711, donde un alelo contenia una T
y e otro una C, siendo los tripletes correspondientes TGG y CGG. Ambos tripletes

codifican serina.

2. APOE - un gen de efecto mayor para €l desarrollo dela EA
21 El aldlo APOEe4

El genotipo APOE se determind mediante el andlisis de restriccion del
fragmento de PCR de la parte del exdn 4 de APOE que contenia € polimorfismo a
estudiar (Figura 8).
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FIGURA 9: GENOTIPADO APOE. En los carriles de ambos extremos del gel fue
cargado un marcador de 50 pares de bases (pb), teniendo la primera banda un tamafio
de 50 pb, la segunda de 100 pb, etc. En los carriles 1 y 7 se observa e genotipo
APOE4/4 con dos bandas de 48 pb y 72 pb caracteristicas para €l alelo APOE&4. Los
carriles 2 y 8 contienen muestras con el genotipo APOE2/,3 representando las bandas
de 91y 82 pb el alelo APOE£2 y las bandas de 91, 82 y 48 pb el alelo APOE&3. En €l
carril 3 se separd una muestra con el genotipo APOE2/4 (bandas de 91y 82 pb — alelo
2; bandas 72 y 48 pb — alelo 4). El carril 4 representa una muestra con el genotipo
APOE3/3 (bandas de 91, 82 y 48 pb) y € carril 5 una muestra con e genotipo
APOE3/4 (bandas de 91, 82 y 48 pb — alelo 3; bandas 72y 48 pb —alelo 4).

Se observo que € aelo APOEe4 se halla acumulado, en general, en los enfermos
con EA en comparaciéon con los controles, que presentaban con mayor frecuencia el

alelo APOEe3. Ademés, € genotipo APOE4/4 estuvo presente solo en los enfermos,
pero no en los controles.

2.1.1. Laacumulacion del alelo APOEg4 en la poblacion de enfermos con EA

Para determinar con la mayor exactitud posible su papel en la aparicion de la
EA, seinvestigo e papel del alelo APOEe4 en tres pasos:

Anadlisisdelosresultadosen la EA precozy tardia

En primer lugar dividimos el grupo de los pacientes con EA en EA precoz (EAP,

<65 anos) y EA tardia (EAt, >65 afos). El grupo control fue asimismo dividido en
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individuos menores de 65 afios de edad e individuos de 65 0 més afios de edad. Las
frecuencias aélicas detectadas para €l alelo APOEeg4 eran similares en ambos
subgrupos de EA (0,28 en laEAp y 0,26 en la Eat) y se encontraban significativamente
aumentadas en comparacion con los controles, cuyas frecuencias alélicas de APOEg4,
eran de 0,10 y 0,12, respectivamente (p<0,001 por la prueba de y? para ambos
subgrupos)). Pudo comprobarse |a existencia de una asociacion importante entre el alelo
APOE:z4y laEA (OR 6,1; 95% CI 3,77-13,1, y OR 5,2; 95% Cl 3,08-11,9, paraEAp Y
EAt respectivamente).

Analisisdelosresultados en subgrupos separados por 10 afios de edad

Como segundo paso, dividimos a los dos grupos de pacientes y controles en
subgrupos separados por interval os de 10 afios cada uno: menores de 60 afios, entre 60 y
69 afos, entre 70 y 79 afios y de 80 afios 0 mayores. En el grupo de los menores de 60
anos no se observo una acumulacion importante del alelo APOEe4, obteniéndose una
frecuencia de 0,19 en los enfermos en comparacion con 0,10 en los controles (p = 0,003
por la prueba de y?) y la desaparicion casi completa de laasociacion entreeste deloy la
enfermedad (OR 1,8,95% Cl 0,4-8,7). Las diferencias significativas entre las
frecuencias del alelo APOEe4 en pacientes y controles desaparecieron por completo en
el grupo de enfermos de 80 afios o mayores, con valores de 0,15 en los pacientes en
comparacion con 0,19 en los controles (p = 0,308 por la prueba de y?). Al mismo
tiempo aumentaron las diferencias entre las frecuencias del alelo APOEe4 entre los
pacientes y los controles en los dos subgrupos restantes, siendo marcadas en €l
subgrupo de 60 a 69 afios, con valores de 0,37 en pacientes y 0,08 en controles (p<0,001
por la prueba de y?), y en el subgrupo entre 70 y 79 afios, con valores de 0,30 en los
pacientes y 0,12 en los controles (p<0,001 por la prueba de ). La asociacion entre el
aelo APOEe4 y la EA también fue estrecha en ambos subgrupos (OR 9,9;95% CI 5,5-
22,7,y OR 5,8; 95% ClI 3,7-15,4, respectivamente).

Analisisdelos resultados en subgrupos separados por intervalos de 5 afios

Por ultimo, se dividieron los grupos de pacientes y controles en subgrupos
separados por intervalos de 5 afos. menores de 60 afios, de 60 a 64 afios, de 65 a 69

anos, de 70 a 74 anos, de 75 a 79 afios y de 80 afios o mayores. Utilizando esta division
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se pudo detectar que el alelo APOEe4 gjerce una gran influencia en el subgrupo de 60 a
64 anos. La asociacion del alelo APOEe4 y la EA fue muy marcada en este subgrupo
(Tabla 1), sugiriendo que es aqui donde este alelo tiene su mayor importancia como
factor de riesgo para desarrollar la EA. También se observo la acumulacion del aelo
APOEe4 en los tres subgrupos siguientes hasta los 79 afios, con la disminucién de la
asociacion entre el alelo APOEe4 y la EA poco a poco a través de estos cuatro

subgrupos, hasta desaparecer completamente a partir de los 80 afios de edad (Tabla 1).

TABLA 1
Frecuencias alélicas de APOE en pacientes con EA divididos en subgrupos separados

por intervalos de 5 afios y controles correspondientes

Subgrupo Alelos
N 23 4 Vaor P OR” 95%ClI°

<60 EA 30 0,81 0,19 0,003 1,8 0,4-8,7
C 28 0,9 0,10

60-64 EA 16 058 0,42 <0,001 149 6,2-284
C 18 0,90 0,10

65-69 EA 34 0,68 0,32 <0,001 84 52-14,6
C 33 09 0,05

70-74 EA 35 067 0,33 <0,001 72 41-142
C 32 0,91 0,09

75-79 EA 32 0,74 0,26 0,002 34 12-139
C 27 0,85 0,15

>80 EA 16 0,85 0,15 0,308 12 0822

C 17 0,81 0,19

2 Resultado del test %2 analizando las diferencias entre las frecuencias aélicas de APOEe4 en pacientes
con EA y controles. ® Odds-ratios (OR) para estimar € efecto del alelo APOE:4 sobre e riesgo para la
EA. ¢ Intervalo de confianza del 95%.

2.1.2. El aledlo APOEg4 como factor de precipitacion dela EA
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Para el andlisis del alelo APOEe4 como factor de precipitacion del debut de la
EA se determinaron las frecuencias del genotipo APOE4/4 en pacientes y controles. La
mayor importancia de este genotipo se investigd dividiendo cada vez més los grupos de
EA y controles.

Analisisdelosresultadosen la EA precozy tardia

Tras la primera division de la muestra en enfermos con EAp y enfermos con Eat
y la division de los controles en sujetos menores de 65 afos y sujetos de 65 afios o
mayores, se comprobd una concentracion del genotipo APOE4/4 en €l grupo de la EAp.
A este grupo pertenecia € 14,4% de los portadores del genotipo APOE4/4, en
comparacion con ninguno entre los controles (p<0,001 por |a prueba de y?). Ademés, la
asociacion entre el genotipo APOE4/4 y laEA erarelevante en este subgrupo (OR 14,9;
95% Cl 6,2-28,1). La presencia del 4,6% de los portadores del genotipo APOE4/4 en
los pacientes del grupo de EAt no congtituia una diferencia significativa con respecto a
los controles (p = 0,019 por la prueba de y?).

Analisisdelos resultados en subgrupos separados por 10 afios de edad

En e segundo paso, dividimos a los grupos de pacientes y controles en cuatro
subgrupos separados por intervalos de 10 afios, quedando en evidencia la importancia
del genotipo APOE4/4 en el subgrupo de 60 a 69 afos. El 18,5% de los pacientes en
este subgrupo eran portadores del genotipo APOE4/4, en tanto que ningun individuo
control present6 este genotipo (p<0,001 por la prueba de y?). La asociacion entre el
genotipo APOE4/4 y la EA era muy marcada (OR 14,9; 95% CI 6,23-28,1), lo que
indica que este genotipo confiere por si mismo un riesgo adicional para el desarrollo de
la EA. Por el contrario, en los subgrupos de individuos menores de 60 afos y de
individuos entre 70 y 79 afos la frecuencia del genotipo APOE4/4 fue muy baja (3,8%
y 3,6%, respectivamente) y no significativamente elevada en comparaciéon con los
controles (p = 0,024 y p = 0,027, respectivamente, por la prueba de %?). En estos dos
subgrupos € genotipo APOE4/4 no presentaba ningun riesgo adicional al del alelo
APOEe4 para el desarrollo de la EA (OR 1,8; 95% CI 0,3-7,6 y 1,6; 95% CI 0,3-6,2,
respectivamente). En el subgrupo de individuos de 80 afios de edad 0 mayores no se

identifico el genotipo APOEA4/4, ni en los pacientes ni en los individuos control.
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Andlisisdelosresultados en subgrupos separ ados por intervalos de 5 afios

Para delimitar con exactitud la importancia del genotipo APOE4/4, dividimos a
los grupos de pacientes y controles en subgrupos separados por intervalos de 5 afios. En
el subgrupo de 60 a 64 afios, la cuarta parte de los pacientes presentd el genotipo
APOEA4/4, en tanto que ningun individuo control era portador de este genotipo (Tabla
2). La odds-ratio muy elevada obtenida a calcular € efecto del genotipo APOE4/4
sobre el riesgo para la EA en este subgrupo subray6 la relevancia del genotipo APOE,
primero por la acumulacion del alelo APOEe4 y, segundo, por la presencia elevada del
genotipo APOE4/4. Ambos hechos confirman el efecto dosis-dependiente y precipitante
del aledlo APOEeg4. La acumulacion del genotipo APOE4/4 fue disminuyendo con el
aumento de la edad de los pacientes, al igua que su efecto sobre el riesgo parala EA,
siendo minimo a partir de los 70 afios de edad. La presencia del genotipo APOE4/4
desapareci6 por completo a partir de los 75 afios (Tabla 2).

2.2.  El promotor de APOE
En & promotor de APOE se han encontrado cuatro polimorfismos diferentes,
dos de los cuales tienen un efecto directo sobre los niveles de expresion del gen. La

presencia de ciertos genotipos en estos dos polimorfismos confieren riesgo parala EA.

2.2.1. El polimorfismo -491AT

Este polimorfismo esta localizado en la posicidon -491 respecto a codén de
comienzo de latraduccién y los dos alel os son una adenina, presente con una frecuencia
del 68 a 88 % en la poblacién normal, y una guanina, que es menos frecuente. El alelo
T en esta posicion disminuye el nivel de expresion del gen APOE.

Los resultados se analizaron en seis subgrupos separados por intervalos de 5
anos:. menores de 60 afios, de 60 a 64 afios, de 65 a 69 afnos, de 70 a 74 afios, de 75 a 79
anos y de 80 afios 0 mayores. De este modo se podrian comparar |os resultados de este
estudio directamente con los obtenidos en €l estudio del polimorfismo comin de APOE

y comparar si se modifican de alguna manera estos resultados.
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TABLA 2
Frecuencias del genotipo APOE &4/¢4 en pacientes con EA divididos en subgrupos

separados por intervalos de 5 afos y controles correspondientes

Subgrupo Genotipo
N Otros 4-4 Valor PP OR"  95%Cl

<60 EA 30 96,2 3,8 0,024 1,8 0,3-7,6
C 28 100 0

60-64 EA 16 75,0 25,0 <0,001 17,8 8,2-37,7
C 18 100 0

65-69 EA 34 88,9 11,1 0,008 6,2 4,2-12,6
C 33 100 0

70-74 EA 35 92,8 7,2 0,018 3,6 1,1-10,6
C 32 100 0

75-79 EA 32 100 0 1 1
C 27 100 0

>80 EA 16 100 0 1 1
C 17 100 0

2 Resultado del test y? analizando las diferencias entre las frecuencias del genotipo APOEs4/e4 en
pacientes con EA y controles. ® Odds-ratios (OR) para estimar €l efecto del genotipo APOEg4/¢4 sobre el
riesgo paralaEA. ¢ Intervalo de confianza del 95%.

En primer lugar se analizaron los resultados sin aplicar ningun tipo de
correccion. Se encontraron frecuencias del alelo T similares en los pacientes y los
controles de todos |os subgrupos estudiados, con excepcion de los controles hasta los 64
de edad, en los que se observo una acumulacion del alelo -491-T del promotor de APOE
(Tabla3.1).

TABLA 3.1
Frecuencias alélicas del polimorfismo del promotor de APOE -491AT en pacientes
con EA divididos en subgrupos separados por intervalos de 5 afos y controles

correspondientes
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Subgrupo Alelos
N A T  VaorP OR® (95%CI)°  OR? (95%CI)°

<60 EA 30 088 012 0,002 1,7 (05-32) 15 (05 - 2,7)
C 28 075 025

60-64 EA 16 081 019 0,005 13 (03-27) 12 (03-25)
C 18 068 032

6569 EA 34 088 011 0275 0,6(0,06—2,3) 05 (0,04—2,1)
C 33 08 016

70-74 EA 35 085 015 0,356 0,2(0,01—1,7) 0,2 (0,01—-1,5)
C 32 08 012

7579 EA 32 086 014 0134 0,7 (0,09-29 0,7 (0,08-2,7)
C 27 080 020

>80 EA 16 088 012 1 1
C 17 088 012

2 Resultado del test y? analizando las diferencias entre las frecuencias alélicas del polimorfismo del
promotor del APOE -491AT en pacientes con EA y controles. ® Odds-ratios (OR) para estimar el efecto
del alelo -491AT-T sobre el riesgo parala EA. © Intervalo de confianza del 95%. ¢ Odds-ratios (OR) para
estimar €l efecto del alelo -491AT-T sobre el riesgo parala EA tras aplicar la correccion correspondiente

paratests multiples.

El aelo G del polimorfismo Th1/E47 tiene efectos contrarios a los del alelo T
del presente polimorfismo, aumentando la expresion del gen. Por lo tanto, para no
distorsionar los resultados, se aplicd una correccion de la muestra que permitié omitir
los portadores de ambos alelos en 1os homocigotos para € polimorfismo coman, como
eran los individuos APOE3/3 o0 APOEA4/4.

De este modo descendié la frecuencia del alelo -491-T ala mitad de los valores
anteriores (Tablas 3.1y 3.2), siguiendo significativamente elevada en los grupos control
hasta los 64 afios de edad (Tabla 3.2).
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TABLA 3.2 Frecuencias alélicas del polimorfismo del promotor de APOE -491AT
rectificadas seguin la presencia del alelo Th1/E47-G en pacientes con EA divididos en

subgrupos separados por intervalos de 5 afios y controles correspondientes

Subgrupo Alelos
N A T  VaorP OR” (95%CI)°  OR® (95%CI)°

<60 EA 30 093 007 <0,001 24 (03-59) 21 (02 - 55)
C 28 079 021

60-64 EA 16 094 006 <0,001 2,7 (05-64) 25 (0,4-6,1)
C 18 079 021

6569 EA 34 094 006 0,06 04 (002-26) 04 (0,04-1,8)
C 33 100 0,00

70-74 EA 35 096 004 0217 0,2 (0,01-19) 0,2 (0,01-1,5)
C 32 100 0,00

7579 EA 32 094 006 0012 14 (02-59) 1,1 (0,08-5,2)
C 27 08 015

>80 EA 16 093 007 0124 05 (0,12-2,6) 0,3 (0,1-2,5)
C 17 088 012

2 Resultado del test y? analizando las diferencias entre las frecuencias aélicas del polimorfismo del
promotor del APOE -491AT en pacientes con EA y controles. ® Odds-ratios (OR) para estimar el efecto
del alelo -491AT-T sobre el riesgo parala EA. © Intervalo de confianza del 95%. ¢ Odds-ratios (OR) para
estimar €l efecto del alelo -491AT-T sobre € riesgo para la EA después de aplicar la correccion

correspondiente para tests multiples.

El genotipo APOE segun € polimorfismo comun no tuvo influencia sobre estos
resultados, ni los resultados obtenidos aqui cambiaron los anteriormente obtenidos en
los apartados 2.1.1y 2.1.2.

2.2.2. El polimorfismo Th1/E47
Este polimorfismo esta localizado en la posicion -219 respecto a inicio de la

traduccion, siendo el alelo G el més frecuente en comparacion con el aelo T. El alelo G
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se encuentra con una frecuencia de entre el 59 y el 65% en la poblacion general y su
presencia conlleva a aumento de la expresion del gen APOE.

L os resultados obtenidos en €l estudio de ambos alelos de este polimorfismo se
analizaron en seis subgrupos separados por intervalos de 5 afios. menores de 60 afios, de
60 a 64 afos, de 65 a 69 afnos, de 70 a 74 afnos, de 75 a 79 afos y de 80 afios 0 mayores.
Esta division permitiria la comparacion directa de los datos obtenidos en este estudio
con los resultados del analisis del polimorfismo comun de APOE.

En primer lugar los resultados fueron analizados sin la aplicacion de
correcciones segun e genotipo del polimorfismo -491AT, o €& genotipo del
polimorfismo comin. Se observé que la frecuencia del alelo G es més elevada en los
controles de los primeros cuatro subgrupos que en los pacientes con EA. En € subgrupo
de los individuos entre 65 y 69 afos de edad € alelo G estaba significativamente
acumulado en los controles en comparacion con los enfermos (Tabla 4.1). La frecuencia
del alelo TH1/E47-G descendi6 bruscamente en los individuos control a partir de los 75
anos de edad. En los ultimos dos subgrupos la frecuencia aélica de Thl/E47-G
representd solamente una cuarta o quinta parte de los valores anteriores, y estaba
significativamente disminuida en comparacion con los pacientes (Tabla 4.1).

Tras aplicar las correcciones necesarias para obviar las influencias del aelo -
491-T, los resultados de los primeros cuatro subgrupos fueron méas homogeéneos. Las
frecuencias del alelo Th1/E47-G fueron menores de 0,50, pero la disminucién marcada
de la frecuencia de este alelo se mantuvo para los individuos de |os subgrupos control a
partir de los 75 afios de edad (Tabla 4.2).

TABLA 4.1
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Frecuencias alélicas del polimorfismo del promotor de APOE Th1/E47 en pacientes
con EA divididos en subgrupos separados por intervalos de 5 afos y controles

correspondientes

Subgrupo Alelos
N T G  VaorP OR® (95%CI)°  OR® (95%CI)°
<60 EA 30 053 047 0,004 19 (06-42) 15 (04-39)
C 28 039 061
60-64 EA 16 050 050 0,067 0,8 (01-29) 07 (0,1-28)
C 18 041 059
6569 EA 34 053 047 <0,001 24 (08-56) 23 (04-4,98)
C 33 037 063
70-74 EA 35 043 057 0,684 0,2 (0,01-1,8) 02 (0,01—1,7)
C 32 041 059
7579 EA 32 054 046 <0,001 44 (21-17,9 4,1 (1,8-157)
C 27 09 010
>80 EA 16 038 062 <0001 35 (1,8-128) 33 (15-125)
C 17 075 025

2 Resultado del test y? analizando las diferencias entre las frecuencias alélicas del polimorfismo del
promotor de APOE Th1/E47 en pacientes con EA y controles. ® Odds-ratios (OR) para estimar el efecto
del alelo Th1/E47-G sobre e riesgo para la EA. © Intervalo de confianza del 95%. ¢ Odds-ratios (OR)
para estimar €l efecto del aelo Thl/E47-G sobre € riesgo para la EA después de aplicar la correccién

correspondiente para tests multiples.

Las diferencias entre las frecuencias alélicas fueron significativas al comparar
los dos subgrupos de individuos control con los subgrupos de pacientes respectivos, asi
como a comparar los dos subgrupos control de los individuos de més de 75 afios con
los restantes subgrupos control, que incluian los individuos sanos menores de 75 afios
de edad (p<0,001 por |a prueba de y?). Ademés se observé un aumento significativo de

la frecuencia del alelo Th1/E47-G en los pacientes de 80 afios de edad o mayores en
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comparacion con los valores de las frecuencias de este alelo en los otros subgrupos de

pacientes (p<0,001 por la pruebade y% Tabla4.2).

TABLA 4.2
Frecuencias alélicas del polimorfismo del promotor de APOE Th1l/E47 rectificadas
segun la presencia del alelo -491-A en pacientes con EA divididos en subgrupos

separados por intervalos de 5 afios y controles correspondientes

Subgrupo Alelos
N T G VaorP? OR” (95%CI)°  OR® (95%CI)°

<60 EA 30 056 044 0548 01 (0,02-1,4) 01 (0,02-1,3)
C 28 053 047

60-64 EA 16 061 039 0419 0,3 (0,08-18) 0,3 (0,07—1,6)
C 18 057 043

6569 EA 34 056 044 0,045 09 (01-24) 0,7 (0,09-2,22)
C 33 046 054

70-74 EA 35 048 052 0,224 04 (0,06-2,2) 0,3 (0,06—2,0)
C 32 042 058

7579 EA 32 057 043 <0,001 37 (22-10,9) 3,6 (1,9-97)
C 27 09 010

>80 EA 16 039 061 <0,001 35 (21-98) 33 (1,9-95)

C 17 0,75 0,25

2 Resultado del test y? analizando las diferencias entre las frecuencias aélicas del polimorfismo del
promotor de APOE Th1/E47 en pacientes con EA y controles. ® Odds-ratios (OR) para estimar el efecto
del alelo Th1/E47-G sobre € riesgo para la EA. © Intervalo de confianza del 95%. ¢ Odds-ratios (OR)
para estimar € efecto del aldlo Th1/E47-G sobre € riesgo para la EA tras aplicar la correccion

correspondiente para tests multiples.
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2.3. El exon 3del gen APOE

Para la deteccidn de la mutacion E4P se amplifico el exén 3 de APOE y sellevd
a cabo restriccion enzimatica. En nuestra muestra de 157 pacientes se detecté un unico
portador de la mutacién E4P, 1o que corresponde a una frecuencia de 0,64. En e grupo
control no se detect6 la mutacion.

El portador de la mutacion E4P tenia 62 afios cuando fue diagnosticado de EA
probable, siendo los primeros sintomas pérdida de memoria y desorientacion a los 57
afos de edad. El paciente era portador del genotipo APOE4/4 y la enfermedad siguié un
curso acelerado, con una disminucion abrupta del GDS del paciente de 23 a 11 durante

el primer afo tras el diagnostico.

3. L oci de efecto menor
3.1. El polimorfismode CST3

El polimorfismo en el gen CST3, que involucra el pendltimo aminoacido del
péptido sefia, esta constituido més a menudo por una guanina'y con menos frecuencia
por una adenina. Tres trabgos recientes han detectado la implicacion de este
polimorfismo en la apariciéon de la EA como factor de riesgo. En estos trabajos se ha
discutido cud de los aelos es el responsable de conferir riesgo y a qué edad ((Crawford
et a., 2000; Finck et al., 2000; Beyer et a., 2001).

3.1.1. El polimorfismo de CST3 en laEA precozy tardia

En e primer paso se analizaron los resultados teniendo en cuenta dos grandes
subgrupos. (1) pacientes con EAp (menores de 65 afos) y controles menores de 65
anos, y (2) pacientes con EAt (de 65 afios de edad o mayores) y sujetos control de 65
anos de edad o mayores.

En el grupo de los pacientes con EAp se observé laacumulacion del alelo A, con
una frecuencia alélica de 0,26, en comparacién con 0,14 para €l respectivo grupo

control (p<0,001 por la prueba de y?). En e grupo de los pacientes con EAt, los
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resultados indicaron una tendencia contraria, aunque no significativa, con acumulacion
del alelo A en los controles (p = 0,085 por la prueba de ).

Ademas, se investigo la influencia del alelo CST3-A teniendo en cuenta la
presencia o no del alelo APOEe4. Asi, en € grupo de pacientes con EAp se encontrd
una asociacion sinérgica entre el alelo CST3-A y € adelo APOEe4 (OR 5,62; 95% CI
1,65-18,4), mientras que en el grupo de la EAt no se pudo detectar esta asociacion (OR
1,17; 95% CI 0,37-3,42).

3.1.2. El polimorfismo de CST 3 en subgrupos separ ados por intervalos de 10 afios
En & segundo paso del andlisis de los resultados se procedié a acortar las
diferencias de edad, con lo que se formaron cuatro subgrupos de enfermos y controles:
(1) pacientes que debutaron con la EA antes de |os 60 afios de edad e individuos control
menores de 60 afos, (2) pacientes con e comienzo de la enfermedad comprendido entre
los 60 y 69 afios y controles entre los 60 y 69 afios de edad, (3) pacientes con € debut
de la EA entre los 70 y 79 afos de edad y sus respectivos controles entre los 70 y 79
anos, y (4) pacientes que debutaron a los 80 afios o después. De este modo se
delimitaria mejor hasta qué edad el alelo CST3-A es un factor de riesgo significativo
parael desarrollo de la EA y cuando comienza a disminuir su efecto hasta desaparecer.
En e primer subgrupo (pacientes menores de 60 afios de edad) se observé una
sobrerrepresentacion del alelo CST3-A, con una frecuencia aélica de 0,27 en
comparacion con 0,13 en los controles (p<0,001 por la prueba de y?). La acumulacion
de este alelo en los pacientes con EA se mantuvo, aungue con menos importancia, en
los enfermos entre los 60 y 69 afios de edad, con una frecuencia alélica de 0,23 en los
pacientes y de 0,13 en los controles (p = 0,003 por la prueba de x?). En e subgrupo de
pacientes y controles entre los 70 y 79 afios de edad se detectd una tendencia invertida,
no significativa (frecuencia alélica de 0,14 en pacientes y de 0,20 en los controles; p =
0,134 por la prueba de ). En el Gltimo subgrupo, e de los enfermosy controles de 80
anos de edad o mayores, € efecto del alelo CST3-A fue contrario a inicial, con
frecuencias aélicas de 0,31 en los controles y 0,08 en los pacientes (p<0,001 por la

prueba de y?).
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El andlisis de los datos segun el genotipo APOE puso de manifiesto una
asociacion sinérgica entre €l aelo CST3-A y € adelo APOEe4 en e primer subgrupo
(OR 2,42; 95% CI 0,81-6,42), siendo esta asociacion muy marcada en el subgrupo de
pacientes y controles entre los 60 y 69 afios de edad (OR 7,72; 95% CI 2,03-27,7). Esta
asociacion desaparecio en los dos subgrupos siguientes (OR 0,08; 95% CI 0,05-1,22, y
OR 1,31; 95% CI 0,56-3,97, respectivamente).

3.1.3. El polimorfismo de CST 3 en subgrupos separados por intervalos de 5 afios

Finalmente, en € tercer paso del andlisis de los resultados, dividimos a los
pacientes y controles en seis subgrupos, teniendo cada subgrupo de enfermos a estudiar
su respectivo grupo control: (1) menores de 60 afnos, (2) entre los 60 y 64 afios de edad,
(3) entrelos 65 y 69 afios de edad, (4) entre los 70 y 74 anos de edad, (5) entrelos 75y
79 anos de edad y (6) de 80 afios de edad 0 mayores. Este Ultimo paso de andlisis de los
resultados permitiria delimitar con la mayor exactitud posible el papel del alelo CST3-A
en el desarrollo de laEA.

Se observo una acumulacién significativa del alelo CST3-A en |os tres primeros
subgrupos, en los que disminuia progresivamente su presencia con e aumento de la
edad de debut de la EA (Tabla 5). Las frecuencias alélicas de CST3-A fueron bajas 'y
constantes en los controles hasta los 75 afios de edad, para después aumentar
drasticamente hasta alcanzar valores dobles del inicial en el grupo de individuos de 80
anos de edad o mayores (Tabla 5). Por €l contrario, las frecuencias alélicas de CST3-A
descendieron desde valores elevados en pacientes menores de 60 afios de edad, hasta
alcanzar solo unatercera parte en los enfermos de 80 afios de edad o mayores (Tabla 5).

El andlisis del efecto del alddlo CST3-A segun e genotipo APOE puso de
manifiesto que su influencia como factor de riesgo era independiente en € grupo de
pacientes menores de 60 anos, debido a su presencia independiente del aelo APOEe4
(Tablas5y 6), con & cua no presentaba una asociacion sinérgica.

En los tres siguientes subgrupos (pacientes entre los 60 y 64 afios, entre los 65 y
69 afios y entre los 70 y 74 afos) se detectd una asociacion sinérgica entre los alelos

CST3-A y APOEce4. Esta asociacion fue muy marcada para los pacientes entre los 60 y
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64 anos y fue disminuyendo paulatinamente en los subgrupos hasta los 74 afos (Tabla
6). Asi, el efecto del alelo CST3-A se detectd en |os pacientes de hasta 74 afios de edad,
mientras su efectos independientes del genotipo APOE desaparecian ya a partir de los
70 aios (Tablas 5y 6).

TABLA S
Frecuencias alélicas de CST3 en pacientes con EA divididos en subgrupos separados

por intervalos de 5 afios y controles correspondientes

Subgrupo Alelos
N G A Valor P OR®  95%CI°

<60 EA 30 073 0,27 <0,001 34 12139
C 28 087 0,13

60-64 EA 16 075 0,25 0,002 28 09-84
C 18 0,86 0,14

65-69 EA 34 079 0,21 0,005 21 0867
C 33 088 0,12

70-74 EA 35 085 0,15 0,785 02 00515
C 32 08 0,16

75-79 EA 32 087 0,13 0,005 22 0871
C 27 075 0,25

>80 EA 16 0,92 0,08 <0,001 42 18217

C 17 069 0,31

2 Resultado del test x* analizando las diferencias entre las frecuencias alélicas de APOEs4 en pacientes
con EA y controles. ® Odds-ratios (OR) para estimar el efecto del alelo APOEe4 sobre e riesgo parala
EA. ¢ Intervalo de confianza del 95%.
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TABLA 6 Frecuencias alélicas de CST3-A en pacientes con EA y controles y odds
ratios (OR) con su intervalo de confianza del 95% (Cl) para evaluar la asociacion
entre el alelo APOE#, e alelo CST3-Ayla EA.

Status de APOE* Subgrupo EA C OR 95%Cl
APOE&4(+) <60 0,13 0,35 2,4 0,8-6,4
60-64 0,35 0,00 8,7 2,1-29,0
65-69 0,24 0,00 6,7 19-252
70-74 0,14 0,00 4,2 0,1-141
75-79 0,07 0,20 2,7 09-79
>80 0,19 0,37 1,3 06-39
APOEe4(-) <60 0,33 0,14 1,1 0,7-18
60-64 0,07 0,27 2,6 1,0-6,6
65-69 0,14 0,21 1,0 0,4-5,7
70-74 0,08 0,24 2,2 1,1-99
75-79 0,09 0,50 4,3 1,8-134
>80 0,01 0,50 7,4 24-2472

! Genotipo APOE, con o sin alelo APOEe4. % Porcentaje de pacientes con EA. ® Porcentaje de controles,

3.2.  El polimorfismo de PS1

Poco después del descubrimiento de las presenilinas se describié el
polimorfismo intronico de PS1 y la asociacion del genotipo 1-1 con la EA. Si bien
existen estudios que confirman esos resultados, hay otros en los que no se ha
encontrado ninguna relacion entre el genotipo 1-1 de PS1 y la enfermedad. Por otra
parte, se ha identificado una asociacion sinérgica entre el genotipo 1-1 y € aeo
APOEe4 en algunos de los trabgos con resultados afirmativos, en tanto que otros

grupos no han detectado tal asociacion.
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3.2.1. El polimorfismo de PS1 en la EA precozy tardia

En un primer paso del andlisis de los resultados, dividimos a los pacientes y
controles en dos grandes subgrupos: (1) pacientes con EAp (menores de 65 afios) y
controles menores de 65 afnos, y (2) pacientes con EAt (65 afios de edad o mayores) y
sujetos control de 65 afos de edad 0 mayores.

Primero se analizé la frecuencia del genotipo PS1 1-1 independientemente de la
presencia 0 ausencia del aelo APOEe4. Se encontré una importante
sobrerrepresentacion del genotipo PS1 1-1, con una frecuencia del 39,5% en los
pacientes en comparacion con 13,3% en el grupo control (p<0,001 por |a prueba de y?).
Con la ayuda de este resultado se pudo detectar una asociacion entre este genotipo y la
EA independiente del alelo APOEe4 (OR 10,2; 95% CI 3,8-22,6). Por €l contrario, en el
grupo de EAt no se detecté acumulacién alguna del genotipo investigado, siendo las
frecuencias genotipicas del 25,9% en el grupo de los pacientes y del 20,9% en el grupo
control (p = 0,219 por € test ).

En un segundo paso del andlisis de este locus se estudio la interaccion entre el
genotipo PS1 1-1, el alelo APOEe4 y laEA. En el grupo de los pacientes menores de 65
afos e 32,7% de los portadores del alelo APOEe4 presentd el genotipo PS1 1-1,
mientras ningun portador del alelo APOEe4 del grupo control mostro este genotipo.
Estos valores indicaban una importante asociacion sinérgica entre el genotipo PS1 1-1y
el adedo APOEeg4 (OR 7,22; 95% Cl 3,49-20,1). Esta asociacion resultdé menos
representativa en el grupo de la EAt, siendo el 11% de |los enfermos portadores del alelo
APOEe4 a mismo tiempo que del genotipo PS1 1-1, en comparacién con €l 5,3% para
los controles (OR 3,08; 95% ClI 1,24-7,37).

3.2.2. El polimorfismo de PS1 en subgrupos separados por intervalos de 10 afios
Para delimitar lainfluencia del genotipo PS1 1-1 teniendo en cuenta la presencia

0 ausencia del alelo APOEe4, e grupo de los pacientes con EA y e grupo control se

dividieron en subgrupos separados por intervalos de 10 afios. (1) pacientes que

debutaron con la EA antes de los 60 afos de edad e individuos control menores de 60
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anos, (2) pacientes con el comienzo de la enfermedad situado entre los 60 y 69 afios y
controles entre los 60 y 69 afios de edad, (3) pacientes con e debut de la EA entre los
70 y 79 anos de edad con sus respectivos controles entre los 70 y 79 afios, y (4)
pacientes que debutaron alos 80 afios 0 después.

El estudio de la acumulacion del genotipo PS1 1-1 independientemente de la
presencia del alelo APOEeg4 puso de manifiesto su sobrerrepresentacion en el grupo
entre los 60 y 69 afos, siendo la frecuencia del 38,5% en los pacientes y del 14,0% en
los controles (p<0,001 por € test %%). Como resultado de esta acumulacion se detect6 la
asociacion del genotipo PS1 1-1 y la EA independientemente de la presencia del aelo
APOEe4 (OR 9,8; 95% CI 3,3-20,5). El andlisis de los tres subgrupos restantes no puso
de manifiesto acumulacion del genotipo PS1 1-1, con diferencias de la presencia de PS1
1-1 minimas entre pacientes y controles: (1) 23,1% en los pacientes y 20% en los
controles (p = 0,453 por € test %% para los menores de 60 afios, (2) 25,5% en los
pacientes y 25% en los controles (p = 0,908 por el test y?) para los sujetos
comprendidos entre los 70 y 79 afios y (3) 28,6% en los pacientes y 33,3% en los
controles para |os individuos de 80 afios 0 mayores (p = 0,318 por € test ).

La segunda parte del andlisis tuvo en cuenta la presencia o ausencia del alelo
APOEe4. En los tres primeros subgrupos se detectd una asociacion sinérgica entre el
genotipo PS1 1-1y el alelo APOEe4, lacua fue importante en los subgrupos de menor
edad, es decir, € subgrupo de los menores de 60 afos y e de los individuos entre 60 y
69 afos de edad (OR 6,17; 95% ClI 2,57-148 y OR 6,38; 95% CI 2,62-15,9,
respectivamente). En e subgrupo de enfermos y controles entre los 70 y 79 afios esta
asociacion disminuy6é de forma notable (OR 2,27; 95% CI 0,98-8,13), llegando a
desaparecer en € subgrupo de individuos de 80 afios de edad 0 mayores (OR 0,52; 95%
Cl 0,21-2,03).

3.2.3. El polimorfismo de PS1 en subgrupos separados por intervalos de 5 afios
Finadmente, para € andisis exhaustivo del papel del genotipo PS1 1-1,
dividimos a los pacientes y controles en subgrupos separados por intervalos de 5 afios:

(1) menores de 60 afios, (2) entre los 60 y 64 afios de edad, (3) entre los 65 y 69 afios de
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edad, (4) entrelos 70 y 74 afios de edad, (5) entrelos 75y 79 afios de edad y (6) de 80
anos de edad o mayores.

Utilizando este marco estrecho de division y analizando |os resultados obtenidos
en grupos separados por intervalos de 5 afios de edad, se consiguid determinar en qué
pacientes e genotipo PS1 1-1juega un papel importante como factor de riesgo. Sélo en
uno de los seis subgrupos (entre los 60 y 64 afios) se mantuvo la acumulacion de este
genotipo y, a aplicar la delimitacion por edad, resultaron muy elevados los valores de
asociacion a la enfermedad, independientemente del genotipo APOE (Tabla 7). En el
resto de los subgrupos no se observaron diferencias significativas de las frecuencias
genotipicas entre los pacientes y controles.

Al tener en cuenta el genotipo APOE, se encontrd una asociacion sinérgica entre
el genotipo PS1 1-1y el delo APOEe4 en cuatro de los seis subgrupos analizados. La
sinergia mas importante se observo en los pacientes entre los 60 y 64 afios de edad
(Tabla 8), lo que era de esperar por la acumulacién del alelo APOEe4 (Tabla 1) de un
lado y ademés del genotipo PS1 1-1 (Tabla 7) de otro. La asociacion entre ambos
factores genéticos seguia siendo importante en los pacientes menores de 60 afios y en
los pacientes entre 65 y 69 afios de edad. En €l siguiente subgrupo esta asociacion
desaparecia, para reaparecer en los pacientes entre 75 y 79 afios de edad y volver a

desaparecer en los pacientes de 80 afiosy mayores (Tabla 8).

3.3. Analisis de asociacion entre € alelo APOEe4, €l alelo CST3-A, € genotipo
PS11-1ylaEA
El genotipo PS1 1-1 se encontr6 asociado sinérgicamente al aelo APOEg4 en
tres de los sei's subgrupos analizados (Tabla 8). Asimismo, se detect una sinergia entre
el aelo CST3-A y e aelo APOEe4 en los primeros cuatro subgrupos analizados (Tabla
6).
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TABLA 7
Frecuencias del genotipo PS1 1-1 en pacientes con EA divididos en subgrupos

separados por intervalos de 5 afos y controles correspondientes

Subgrupo Genotipos %
N Otros 11 VaorP*  OR’(95%CI)°  OR" (95%Cl)°
<60 EA 30 76,9 231 0438 0,2 (0,03-1,4) 0,2 (0,02-1,1)
C 28 80,0 20,0
60-64 EA 16 250 750 <0,001 24,8 (8,2-52,6) 21,6 (7,949,1)
C 18 83,4 16,6
65-69 EA 34 778 22,2 0,250 0,4 (0,05-2,3) 0,3 (0,04-1,8)
C 33 822 17,8
70-74 EA 35 76,9 231 0,925 0,08 (0,01-0,2) 0,08 (0,01-0,3)
C 32 76,5 235
75-79 EA 32 720 280 0,879 0,1 (0,03-0,9) 0,1 (0,05-0,7)
C 27 72,7 27,3
>80 EA 16 71,4 286 0,318 0,5 (0,1-1,8) 0,4 (0,09-1,5)
C 17 67,7 333

2 Resultado del test x? analizando las diferencias entre las frecuencias de los genotipos de PS1 en
pacientes con EA y controles. ® Odds-ratios (OR) para estimar el efecto del genotipo PS1 1-1 sobre el
riesgo para la EA. © Intervalo de confianza del 95%. ¢ Odds-ratios (OR) para estimar el efecto del
genotipo PS1 1-1 sobre e riesgo para la EA tras aplicar la correccion correspondiente para tests

multiples.

Para determinar s existe alguna relacion o asociacion entre los tres
polimorfismos, se estudié su presencia en |os tres primeros subgrupos: (1) menores de
60 afnos de edad, (2) entrelos 60y 64 afosy (3) entre los 65 y 69 afnos de edad.
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TABLA 8
Frecuencia de portadores del genotipo 1.1 del polimorfismo de PS1 en pacientes con
EA y controles y odds-ratios (OR) con su intervalo de confianza del 95% (Cl) para

evaluar la asociacion entre el alelo APOE &4, e genotipo PS1 1.1y la EA.

Status de APOE! Subgrupo  EA%? C%® OR 95%Cl

APOE&4(+) <60 15,4 0,0 6,2 2,6-14,8
60-64 50,0 0,0 12,7 4,1-39,0
65-69 18,5 34 5,9 1,8-20,0
70-74 37 5,8 0,4 0,14-1,3
75-79 18,8 5,8 43 1,1-141
>80 3,1 6,2 0,5 02-21

APOEg4(-) <60 7,7 20,0 1,1 0,7-18
60-64 25,0 6,6 2,4 0,8-6,4
65-69 37 14,8 1,0 04-5,7
70-74 18,5 17,6 0,1 0,08-0,9
75-79 12,5 17,6 0,4 02-1,2
>80 15,6 18,7 0,2 0,1- 1,0

! Genotipo APOE, con o sin delo APOEg4. ? Porcentaje de pacientes con EA. * Porcentaje de controles.

En e subgrupo B se detectd cierta acumulacion del genotipo PS1 1-1 en
presencia de los alelos CST3-A y APOEe4. Esta acumulacion representaba sélo dos
terceras partes del genotipo PS1 1-1 acumulado en presencia del alelo APOEe4, pero en
ausencia del alelo CST3-A (Tabla 9). La misma relacion del genotipo PS1 1-1

acumulado se observaba en ausencia del alelo APOEe4: |la acumulacion del genotipo
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PS1 1-1 en presencia del alelo CST3-A representaba dos terceras partes de la
acumulacion del genotipo PS1 1-1 en ausenciadel alelo CST3-A (Tabla9).

TABLA 9

Frecuencia de portadores del genotipo 1.1 del polimorfismo de PS1 en pacientes con
EA y controles y odds-ratios (OR) con su intervalo de confianza del 95% (Cl) para
evaluar la asociacion entre el alelo APOE&4, € alelo CST3-A, e genotipo PS1 1.1y
la EA.

Status de Status de Subgrupo EA%’ Cc%* OR (95%CiI)
APOE" CST3-A?

APOEs4(+) CST3-A(+) <60 8,0 0,0 3,2 (1,4-12,8)
60-64 18,2 0,0 7.8(2,9-197)
65-69 6,2 0,0 2,9 (1,2-10,9)
CST3-A(-) <60 4,0 0,0 1,2 (0,3-4,8)
60-64 27,3 0,0 12,7 (4,3-33,6)
65-69 9.4 6.1 1.4 (0.5-6.7)
APOEe4(-) CST3-A(+) <60 8,0 45 1,6 (0,6-6,8)
60-64 9,1 0,0 7,9 (2,1-24,3)
65-69 31 0,0 1,1 (0,08-6,0)
CST3-A(-) <60 15,4 6.8 2,1 (0,6-11,7)
60-64 18,2 9,1 1,7 (0,1-9,8)
65-69 3.1 12,2 3.9 (1,8-12,4)

! Genotipo APOE, con o sin alelo APOE&4. 2Genotipo CST3, con o sin alelo A. * Porcentaje de pacientes

con EA. *Porcentaje de controles.

3.4. ElaleloK de gen BChE
En los Ultimos afios ha sido muy discutida laimplicacién del aelo K del gen de
la butirilcolinesterasa y, a causa de los resultados contradictorios obtenidos, no se ha

alcanzado alin una conclusién sobre su papel en el desarrollo de la EA.
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3.4.1. ElaleloK del gen BChE en la EA precozy tardia

En primer lugar se procedio ala division de los grupos de pacientes con EA y
controles en dos grandes subgrupos: (1) pacientes con EAp (menores de 65 afios) y
controles menores de 65 afios, y (2) pacientes con EAt (de 65 afios de edad o mayores)
y sujetos control de 65 afios de edad o mayores.

Las frecuencias aéicas de BChE-K obtenidas para los dos grupos fueron de
0,15 en e grupo de EAp y de 0,10 en su respectivo grupo control, sin que esta
diferencia fuese significativa (p = 0,095 por el test y?). La tendencia a cierta
acumulacion del alelo K en los pacientes con EA se manifestd mas en el grupo de EAt,
donde la frecuencia alélica de BChE-K era de 0,18 en comparacion con 0,10 en los

respectivos controles, siendo esta diferencia significativa (p = 0,008 por e test y).

3.4.2. El aldloK del gen BChE en subgrupos separados por intervalos de 10 afios
Al seguir e andlisis e intentar delimitar bien lainfluencia del alelo K de BChE,
los dos grandes grupos se dividieron en subgrupos separados por intervalos de 10 afios:
(1) pacientes que debutaron con la EA antes de los 60 afios de la edad e individuos
control menores de 60 afos, (2) pacientes con e comienzo de la enfermedad
comprendido entre los 60 y los 69 afios y controles entre los 60 y 69 afios de edad, (3)
pacientes con el debut de la EA entre los 70 y 79 afios de edad y sus respectivos
controlesentre los 70 y 79 afos, y (4) pacientes que debutaron alos 80 afios o después.
Aplicando esta subdivision se detectd en dos de los subgrupos una acumulacion
significativa del alelo K. En € grupo de los pacientes con debut antes de los 60 afos se
determinG una frecuencia aélica de 0,23, significativamente elevada en comparacion
con 0,13 en los controles correspondientes (p = 0,003por el test %?). En & subgrupo con
debut de la EA entre los 70 y 79 afios se observéd una acumulacion similar, siendo la
frecuencia alélica de BChE-K de 0,19 en los pacientes y de 0,10 en los respectivos
controles (p = 0,003 por el test x?). En e subgrupo de los pacientes y controles de
mayor edad no se identificaron diferencias significativas, siendo las frecuencias alélicas
de BChE-K de 0,14 y 0,12, respectivamente (p = 0,538 por el test y?). Por tltimo, en el
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subgrupo de 60 a 69 afios de edad las frecuencias fueron de 0,13 en pacientes y

controles.

3.4.3. ElaleloK del gen BChE en subgrupos separados por intervalos de 5 afios

Para detectar a los enfermos en los cuales € alelo BChE-K constituye un factor
de riesgo importante, se continud con la subdivision de los pacientes y controles, esta
vez en subgrupos separados por intervalos de 5 afos: (1) menores de 60 afios, (2) entre
los 60 y 64 anos de edad, (3) entre los 65 y 69 afos de edad, (4) entre los 70 y 74 afios
de edad, (5) entrelos 75y 79 afios de edad y (6) de 80 afios de edad 0 mayores.

La utilizacion del andlisis de implicacion del alelo BChE-K en pequefios
subgrupos permitié detectar los subgrupos de pacientes para los cuales el aelo K del
BChE es un factor de riesgo real. Asi, se detecté una asociacion significativa entre el
alelo BChE-K y la EA en dos de los subgrupos de pacientes y controles analizados.
Aunque esta asociacion era mas relevante en el subgrupo de pacientes con EA de 75 a
79 afos, también se detectd en e grupo de enfermos menores de 60 afios (Tabla 10).
Después de la aplicacion de correcciones para tests mdltiples, la asociacion detectada
disminuia en los subgrupos de individuos menores de 60 afios, pero, por el contrario, se
hizo més notable aun en & subgrupo de pacientes entre los 75 y 79 afios de edad. En €
resto de los subgrupos analizados no se detectd una asociacion entre e gen estudiado y

laEA, pues no se observo laacumulacion del alelo en cuestion (Tabla 10).

35. ElaeoT de gen catD

Mientras que dos estudios de la poblacion alemana han descrito una asociacion
importante entre el alelo T de catD y la EA, estudios llevados a cabo en otras
poblaciones han detectado una falta de acumulacion del alelo catD-T en los respectivos
grupos de pacientes y, por lo tanto, no han confirmado dicha asociacion. En
consecuencia, no se conoce todavia con certeza si el alelo T de catD estd implicado o

no en laaparicion delaEA.
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TABLA 10

Frecuencias alélicas de BChE en pacientes con EA divididos en subgrupos separados

por intervalos de 5 afios y controles correspondientes

Subgrupo Alelos
N W K VvdorP*  OR’(95%CI)° OR" (95%Cl)°
<60 EA 30 0,77 023 0,003 2,1 (0,6-7,2) 1,6 (0,5-6,5)
C 28 0,87 0,13
60-64 EA 16 092 0,08 0512 0,4 (0,09-2,8) 0,3 (0,09-2,3)
C 18 0,93 0,07
6569 EA 34 080 020 0,798 0,2 (0,05—-1,6) 0,2 (0,05-1,5)
C 33 0,81 0,19
70-74 EA 35 0,89 0,11 0,026 1,1 (04-4,2) 0,8 (0,3-3,7)
C 32 0,94 0,06
75-79 EA 32 0,72 0,28 <0,001 4,2 (2,2-10,9) 4,7 (2,3-9,6)
C 27 0,86 0,14
>80 EA 16 0,81 0,29 0,008 29 (1,1-6,7) 3,2 (1,7-7,5)
C 17 0,84 0,16

3 Resultado del test %2 analizando las diferencias entre |as frecuencias alélicas de BChE en pacientes con
EA y controles. ® Odds-ratios (OR) para estimar el efecto del alelo BChE-K sobre el riesgo parala EA. °
Intervalo de confianza del 95%. ¢ Odds-ratios (OR) para estimar el efecto del alelo BChE-K sobre e

riesgo parala EA tras aplicar la correccidn correspondiente paratests multiples.

3.5.1. ElaleoT del gen catD en la EA precozy tardia

Para determinar s €l alelo T de catD se puede considerar un locus de efecto

mayor en la etiopatogenia de la EA, analizamos su presencia primero en los dos grandes

subgrupos de EAp y EAt, comparando los valores de las frecuencias a élicas obtenidas

con los valores de sus respectivos grupos control.

En ninguno de los dos subgrupos se detecté laimplicacion del aelo catD-T en el

desarrollo de la EA, siendo las frecuencias aélicas de 0,09 en los pacientes del
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subgrupo con EAp y de 0,10 en los respectivos controles (p = 0.739 por € test x?), en
tanto que para € subgrupo de EAt fueron de 0,09 en los enfermos y de 0,08 en los

controles (p = 0,712 por € test y?).

3.5.2. ElaleoT de gen catD en subgrupos separados por intervalos de 10 afos

En el caso de que catD fuese un locus de efecto menor, seria posible detectar
algun valor de asociacion positivo en grupos que abarcasen menos pacientes. Por 1o
tanto, dividimos alos pacientes 'y controles en subgrupos separados por intervalos de 10
anos. (1) pacientes que debutaron con la EA antes de los 60 afios de edad e individuos
control menores de 60 afos, (2) pacientes con e comienzo de la enfermedad situado
entre los 60 y 69 afios y controles entre los 60 y 69 afios de edad, (3) pacientes con €l
debut de la EA entre los 70 y 79 afios de edad y sus respectivos controles entre los 70 y
79 afos, y (4) pacientes que debutaron alos 80 afios o después.

El andlisis de los resultados obtenidos en estos cuatro subgrupos permitid
observar una cierta tendencia a la acumulacion del alelo catD-T en € subgrupo de
pacientes y controles con edades entre los 70 y 79 afios, siendo los valores de las
frecuencias alélicas de catD-T de 0,10 en los pacientes y de 0,06 en los controles. La
diferencia no fue estadisticamente significativa (p = 0,092 por € test x?), pero indicaba
la posibilidad de detectar una asociacion, aungue ligera, entre el alelo catD-T y laEA en
la siguiente division de este subgrupo. En €l resto de los subgrupos no se observaron
diferencias apreciables entre los pacientes y controles en cuanto a los valores de las

frecuencias al élicas obtenidos.

3.5.3. El aleloT del gen catD en subgrupos separados por intervalosde 5 afios

Para determinar finalmente si el gen catD puede ser considerado como un locus
de implicacion menor con respecto a la EA, dividimos a los pacientes y controles en
subgrupos separados por intervalos de 5 afios: (1) menores de 60 afios, (2) entrelos 60 y
64 afios de edad, (3) entre los 65 y 69 afios de edad, (4) entre los 70 y 74 afos de edad,
(5) entrelos 75y 79 afos de edad y (6) de 80 afios de edad 0 mayores.
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La utilizacion de esta tactica de andlisis de los resultados permitié la deteccion

del alelo catD-T como factor de riesgo parala EA en uno de los subgrupos (Tabla 11).

TABLA 11
Frecuencias alélicas de catD en pacientes con EA divididos en subgrupos separados

por intervalos de 5 afios y controles correspondientes

Subgrupo Alelos
N C T  VaorP OR® (95%CI)°  OR? (95%CI)°

<60 EA 30 09 010 1 1
C 28 09 010

60-64 EA 16 092 008 0,505 0,7 (01-28) 05 (0,1-21)
C 18 09 0,10

6569 EA 34 089 011 0,758 04 (0,02-26) 04 (0,04—1,8)
C 33 08 012

70-74 EA 35 096 004 0,399 0,8 (01-42) 06 (0,09—35)
C 32 09 006

7579 EA 32 083 017 <0,001 24 (12-79 31 (1,8-8,7)
C 27 09 006

>80 EA 16 095 0,017 <0,001 21 (11-76) 28 (1,8-873)

C 17 0,94 0,06

2 Resultado del test % analizando las diferencias entre las frecuencias alélicas de catD en pacientes con
EA y controles. ® Odds-ratios (OR) para estimar €l efecto del alelo catD-T sobre €l riesgo parala EA. °
Intervalo de confianza del 95%. ¢ Odds-ratios (OR) para estimar €l efecto del alelo catD-T sobre el riesgo

paralaEA tras aplicar la correccion correspondiente para tests multiples.

La frecuencia aélica de catD-T en e subgrupo de pacientes entre los 75y 79
afos de edad fue significativamente mayor en comparacion con la frecuencia aélica de
catD-T en e subgrupo control correspondiente (Tabla 11).

Esta acumulacion del alelo catD-T traduce la asociacion entre e alelo estudiado

y la EA en este subgrupo de enfermos y adquiere mayor importancia tras la aplicacion
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de los tests multiples para la validacion de los resultados obtenidos (Tabla 11). En €l
resto de los subgrupos no se observé la acumulacion del alelo catD-T en los pacientes
con EA, por lo cua no se obtuvieron otros resultados positivos en el andlisis de este
aeloylaEA (Tabla1l).

4. Caracterizacion de posibles subtiposdela EA

Ademés del andlisis de los resultados teniendo en cuenta los diferentes
polimorfismos involucrados en e desarrollo de la EA, también se analizaron por
separado los resultados obtenidos para cada subgrupo. De este modo se detectaria la
presencia 0 ausencia de homogeneidad genética entre los diferentes subgrupos
analizados. La deteccion de diferencias significativas en la distribucion de los diversos
alelos involucrados como factores de riesgo en los diferentes subgrupos permitiria la
identificacion de subtipos de la EA.

En este andlisis solamente se incluyeron los pacientes con EA esporadica, ya que

se intentaba definir lainfluencia de | os factores genéticos como factores de riesgo.

4.1. Pacientes con EA menoresde 60 afios de edad

En los pacientes que debutaron antes de los 60 afios de edad, se detectd una
acumulacion de varios de los factores analizados, pero tan sdlo se obtuvieron valores
significativos para uno de estos marcadores (Figura 9).

El alelo APOEe4 juega cierto papel en € desarrollo de la enfermedad en estos
pacientes, sin llegar a ser un factor genético de importancia en este subgrupo. También
el nimero de portadores del genotipo APOE4/4 esta representado con una frecuencia
muy baja (Figura9, Tablas 1y 2).

El Unico marcador con importancia para este subgrupo es € alelo CST3-A del
gen delacistatina C, el cual se asociaba ala EA con una odds-ratio de 3,4 (95% CI 1,2
—13,9). Ademés de la asociacion del alelo CST3-A a la enfermedad, se detecté una
asociacion sinérgica entre este alelo, el aelo APOEe4 y la EA. Aungque hubiese una
asociacion entre ambos alelos, €l alelo CST3-A de por si confiere riesgo parala EA en

este subgrupo, como indican los resultados de los andlisis por regresion logistica, ya que
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la odds-ratio obtenida para medir la asociacion entre el aelo CST3-A es mayor que la
odds-ratio que define la asociacion entre ambos aelos y la enfermedad (3,4 en
comparacion con 2,4; Tablas6y 7).

No se halaron diferencias significativas entre las frecuencias aélicas o
genotipicas del polimorfismo de PS1 entre enfermos y controles (Tabla 8), pero se
observo una asociacion sinérgica entre el genotipo PS1 1.1y el alelo APOEe4 (Figura
9). Esta asociacion a genotipo PS1 1.1 cobraba cierta importancia como factor de
riesgo para los enfermos menores de 60 afios de edad.

El alelo BChE-K estaba ligeramente acumulado en e presente subgrupo, con
frecuencias alélicas més atas en los pacientes que en los controles (Figura 9). No se
encontraron diferencias entre pacientes y controles para los otros marcadores

analizados.

4.2. Pacientescon EA entrelos 60y 64 afos de edad

El subgrupo de pacientes entre los 60 y 64 afios de edad se caracteriza por una
sobrerrepresentacion muy marcada del alelo APOEe4 y la interaccion por sinergia de
este alelo con otros factores genéticos.

La acumulacion del alelo APOEe4 en este subgrupo era tan elevada que llegaba
a ser cuatro veces la de los individuos normales (Tabla 1), valores que no se detectaron
en los otros subgrupos. El 25% de |os enfermos eran portadores del genotipo APOE4/4,
lo cual tampoco se repitid en otro subgrupo (Figura 10). La asociacion entre €l alelo
APOEe4 y la EA encontrada en este subgrupo era muy significativay mucho mayor que

la descrita en estudios previos (Tabla 1).
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B APOEe4
B APOE4/4
OTh1/E47-G
OcsT3-A
Bpsy, 1-1
OBChE-K
EcatD-T

frecuencia

FIGURA 9: Representacion de marcadores genéticos analizados en pacientes con EA
menores de 60 afos de edad. El factor genético mas importante en este grupo es €l
alelo Ade CST3.
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FIGURA 10: Representacion de marcadores genéticos analizados en pacientes con
EA entre 60 y 64 afos de edad. Aparte de la importancia del alelo APOE&4 y su
presencia en doble dosis en forma del genotipo APOE4/4, el genotipo 1-1 del PSL se

encuentra mar cadamente sobr er epresentado.
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El alelo CST3-A también se hallaba acumulado en estos pacientes, pero sin
presentar valores muy elevados. Su efecto importante se hizo notar junto con el alelo
APOEe4, porque ambos aelos actlan en asociacion sinérgica en este subgrupo de
pacientes de EA de debut precoz (Figura 10).

El andlisis del polimorfismo de PS1 puso de manifiesto que ninguno de los
alelos por separado ejercia un efecto sobre € riesgo a padecer la EA. Cuando se
analizaron las frecuencias de los diferentes genotipos se detectd una importante
acumulacion del genotipo PS1 1-1, junto con la asociacion sinérgica entre este genotipo
y el aelo APOEe4 (Figura 10, Tablas 7y 8).

Otros de los posibles marcadores genéticos analizados en este estudio no
resultaron ser significativos para el desarrollo de la EA en pacientes entre los 60 y 64
anos de edad (Figura 10).

4.3. Pacientescon EA entrelos 65y 69 afos de edad

Para los pacientes entre los 65 y 69 afios de edad el alelo APOEe4 sigue siendo
un factor genético muy importante que interviene como factor de riesgo en el desarrollo
de la EA. La acumulacion expresada por su frecuencia alélica y su asociacion a la
enfermedad expresada por la odds-ratio obtenida (Tabla 1) son indicativas, junto con la
presencia elevada del genotipo APOE4/4 (Figura 11), del papel que juega APOE en los
pacientes que debutaron entre los 65 y 69 afios de edad.

La influencia del aldlo APOEe4, ademés, se ve reforzada por su interaccion
sinérgica con €l alelo CST3-A y con el genotipo PS1 1.1. Es interesante destacar la
existencia de una asociacion sinérgica entre los aelos CST3-A y APOEe4, asi como
entre e genotipo PS1 1.1 y € alelo APOEe4. Esta asociacion, sin embargo, no se
demostré para los tres factores a la vez (Tabla 9). Asi, una parte de la accion del aelo
APOEce4 es reforzada por su asociacion a alelo CST3-A, en tanto que otra parte es

reforzada por su asociacién a genotipo PS1 1.1 (Figura 11).
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B APOEe4
B APOE4/4
OTh1/E47-G
OCsT3-A
Bps1, 1-1
OBChE-K
EcatD-T

frecuencias

FIGURA 11: Representacion de marcadores genéticos analizados en pacientes con
EA entre 65 y 69 afos de edad. El factor genético mas importante para este subgrupo
es el alelo APOE#4, ya que disminuye el efecto del genotipo APOE4/4.

BAPOEe4
B APOE4/4
OTh1/E47-G
OcsT3-A
Hpsy, 1-1
OBChE-K
EcatD-T

frecuencias

FIGURA 12: Representacion de marcadores genéticos analizados en pacientes con
EA entre 70 y 74 afios de edad. En este subgrupo solo se detectd un factor de riesgo: €l
alelo APOE&.
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El alelo CST3-A, € cual esta acumulado en este subgrupo, no parece gercer una
influencia adicional sobre €l riesgo parala EA, porque la odds-ratio determinada parala
asociacion entre este alelo y la EA fue inferior a la odds-ratio detectada para la
asociacion entre los alelos CST3-A y APOEe4 y laEA (Tablas5y 6).

No se demostro la implicacion de otros factores en la etiopatogenia de la EA en

este subgrupo (Figura1l).

4.4. Pacientescon EA entrelos 70y 74 afos de edad

En general, se detectaron pocas influencias genéticas en los pacientes que
debutaron entre los 70 y 74 afios de edad.

El alelo APOEe4 es el factor genético méas importante en este subgrupo, siendo
su influencia marcadamente menor que en el subgrupo de los pacientes entre los 60 y 64
anos de edad y menor gque en e subgrupo de los pacientes entre los 65 y 69 afios de
edad (Tabla 1; Figuras 10, 11y 12). Ademés de la acumulacion del alelo APOEe4, alin
era patente una ligera elevacion de la presencia del genotipo APOE4/4 (Figura 12).

La butirilcolinesterasa comenzaba a presentar una implicacion leve como factor
genético en el desarrollo de la EA, pero en este subgrupo no se puso en evidencia la

implicacion de ninguno de los otros marcadores investigados (Figura 12).

45. Pacientescon EA entrelos 75y 79 afos de edad

En este subgrupo comienza a desaparecer € efecto del alelo APOEe4.
Solamente se detectd una frecuencia alélica ligeramente elevada en comparacién con €l
grupo control, mientras los portadores del genotipo APOE4/4 desaparecian ya en este
subgrupo. Ademas, las odds-ratio de 3,4 y 4,3 obtenidas para la asociacion entre el alelo
APOEe4 y laEA vy laasociacion sinérgica entre el genotipo PS1 1.1, el alelo APOEe4 y
la EA, respectivamente, reflgjan que el alelo APOEe4 ya no gerce su efecto
independientemente, sino en asociacion sinérgica a genotipo PS1 1.1 (Tablas 1y 8,
Figura 13).

Algunos factores genéticos que en los subgrupos anteriores no habian resultado

positivos cobraron importancia en € subgrupo de debut entre los 75 y 79 afos. Asi, los
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alelos BChE-K y catD-T presentaron una acumulacion en este subgrupo, con odds-
ratios respectivas de 5,2 y 3,4, convirtiéndose en factores de riesgo para la EA (Figura
13).

La frecuencia del alelo CST3-A estaba disminuida en comparacion con la
frecuencia de este alelo en el subgrupo control (Figura 13).

Ademés de en los pacientes, se observd un cambio significativo en los
individuos control entre los 75 y 79 afos de edad. La frecuencia del alelo G del
polimorfismo Th1/E47 del promotor de APOE se hallaba dréasticamente disminuida en
comparacion con la frecuencia de este mismo alelo en los pacientes, que se mantenia
constante en comparacion con los subgrupos anteriores y con los subgrupos control de
los otros intervalos de edad (Tabla 4.2).

35+

30

5] ] mAPOEe4
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3 il
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5 mcatD-T
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_15,

FIGURA 13: Representacion de marcadores genéticos analizados en pacientes con
EA entre 75y 79 afios de edad. El alelo G del polimorfismo Th1/E47 en el promotor de
APOE aparece como factor de riesgo importante. Como factores de riesgo adicionales
se detectaron los alelos BChE-K y catD-T.

4.6. Pacientescon EA de 80 o mas arios de edad
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En este subgrupo se detectd la influencia de tres factores genéticos. De un lado
se trataba del alelo G del polimorfismo Th1/E47, la frecuencia del cual se encontraba
significativamente aumentada en comparacion con los respectivos controles, pero
también en comparaciéon con los pacientes de los otros subgrupos (Figura 14, Tabla
4.2).

El alelo APOEe4 ya no representaba ningun factor de riesgo para los enfermos
mayores de 80 afios de edad, y, por e contrario, se observaba una frecuencia del alelo
APOEe4 ligeramente mayor en los controles que en los pacientes (Figura 14).

La frecuencia del aelo CST3-A estaba marcadamente disminuida en
comparacion con los controles, y los otros marcadores analizados en este estudio no

presentaban diferencias significativas entre los pacientes y los controles (Figura 14).
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W catD-T
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FIGURA 14: Representacion de marcadores genéticos analizados en pacientes con
EA de 80 afos de edad o mayores. El aldo ThI/E47-G es e factor de riesgo mas
importante, acompafado por los alelos BChE-K y catD-T.
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V. DISCUSION
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En la década de los 90 del siglo XX se produjeron muchos descubrimientos con
importantes repercusiones en cuanto a la comprension de la etiopatogenia de la
enfermedad de Alzheimer (EA). En el momento actual |a informacién acumulada sobre
los aspectos moleculares de la EA es tal que resulta posible afirmar que €
desciframiento de la etiopatogenia de la EA y € tratamiento efectivo de la misma se
encuentran muy préximos (Cruts, et al, 1998).

El andlisis genético de la EA es una tarea dificil donde es imprescindible tener
en cuenta la complegjidad de la enfermedad, que es consecuencia, sobre todo, de la
heterogeneidad genética. Asi, hoy en dia, se habla de varios tipos de EA (Rosenberg,
2000), dependiendo de la historia familiar del paciente, de la edad de debut de la
enfermedad, de los marcadores genéticos o de los factores ambientales a los cuaes
estuvo expuesto e enfermo.

La mayoria de los casos de EA son esporéadicos, pero, ho obstante, una mejor
informacion genética y molecular acerca de los genes especificos y otros factores de
riesgo implicados en la forma familiar de la EA ayudara a dilucidar |a etiologia de las
mucho més abundantes formas esporéadicas.

Aproximadamente el 10% de los casos de EA familiar presentan un patréon de
herencia autosdbmico dominante. Ademas, estudios epidemioldgicos indican que existe
un 30% de casos con historia familiar positiva, donde al menos un familiar con
parentesco de primer grado esta afectado por la enfermedad (Tanzi et al., 1996; Cruts et
al., 1998). Se sabe que la EA de comienzo precoz, de transmision autosomica
dominante, representa un grupo heterogéneo de trastornos causados por diferentes
mutaciones genéticas en distintas familias. La EA esporadica de comienzo tardio es €l
resultado de influencias genéticas y ambientales, cuya indentificacion no se ha
producido ain (Rosenberg, 2000)

Teniendo en cuenta los datos referidos, en la primera parte del presente trabajo
se analizaron |os genes cuyas mutaciones estan involucradas en € desarrollo de la EA
familiar. Hasta el momento se conocen tres de estos genes. APP en & cromosoma 21,

PS1 en e cromosoma 14 y PS2 en el cromosoma 1.

111



DISCUSION

En & andlisis mutacional de los exones 16 y 17 de APP, cuya traduccion da
lugar al péptido beta-amiloide, se detectaron tres mutaciones en total. La primerafue la
mutacion V7171 en el exdn 17, descrita como la primera mutacion causante de la EA
(Goate et al, 1991). Ademas, es la mas frecuente de todas las mutaciones descritas en
APPy se ha detectado en més de una familia (Goate et a, 1991; Hardy y Allsop, 1991,
Naruse et al., 1991, Yoshioka et al, 1991), a diferencia de las otras mutaciones de APP,
cada una de las cuales se ha detectado en una solafamilia.

Se han hallado dos mutaciones intrénicas en tres pacientes diferentes, dos de
ellos portadores de una mutacion en laposicion -65 a3’ del exdn 17y el tercero con una
mutacion en la posicion -75 a 3' del exdn 17. Al ser ambas mutaciones intronicas, es
muy poco probable que sean funcionales, ya que no hay ateracion directa de la
estructura primaria de APP. Para determinar si una de estas mutaciones es patoldgica,
seria necesario encontrar y estudiar otros miembros de estas familias, tanto afectados
como sanos. Si en cada familia se repitieran las mutaciones en los miembros afectados
pero no en los sanos, seria factible proponer que se trata de mutaciones patol 6gicas que
afectarian, por gemplo, el splicing normal de la proteina.

La frecuencia descrita para mutaciones en el gen de APP oscilaentre el 2y 5%
(Tanzi et al., 1996; Cruts y Broeckhoven, 1998), y un valor en este rango seria €l
esperado en la poblacion analizada. El hecho de que tan solo se haya detectado un
portador Unico con una mutacion de APP, lo cual corresponde a 1,7% de frecuencia de
las mutaciones de APP en nuestra poblacion con EA familiar, puede significar que (1)
la frecuencia de mutaciones en este gen sea mas baja en la poblacién espafiola, o
mediterrdnea espaiiola, o (2) el numero de familias analizadas ha sido demasiado
pequefio para alcanzar conclusiones finales. Es posible que, a incrementar la muestra,
se detecten més familias en las que la EA esté causada por mutaciones de APP, 0 que se
se pueda concluir con mas seguridad que la frecuencia de estas mutaciones es mas baja

en la poblacion estudiada.

En los 35 pacientes con EA precoz familiar no se encontré ninguna mutacion

funcional en el gen de PS1. Este dato parece indicar que laincidencia de mutaciones de
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PS1 descrita en la literatura (60-70%) o bien esta sobreestimada o bien es especifica de
poblaciones de origen étnico diferentes ala espafiola mediterranea.

Parece probable que las mutaciones de PS1 sean, en efecto, menos frecuentes en
la poblacion espafiola 0 mediterrdnea espafiola, ya que hasta e momento solo se han
descrito cuatro mutaciones en Espafia (Aldudo et al., 1998; Ezquerra et al., 1999;
Ezquerra et al., 2000). Tres de ellas se han identificado en Catalufia, donde en estos
momentos se desarrolla un programa para detectar a las familias de riesgo. Los calculos
Ilevados a cabo para la poblacién catalana proporcionan una cifra de 300 000 personas
con riesgo de padecer la EA. Asumiendo que el 1% de tales casos sean familiares,
habria 3000 familias afectadas y, s € 10% de estas familias presenta un patrén de
herencia autosdbmico dominante (Tanzi et al., 1996), serian 300 las familias cuya
enfermedad estaria causada por una mutacién Unica en uno de los genes involucrados en
laEA familiar. Se ha descrito que en el 60 al 70 % de estos casos la EA es consecuencia
de una mutacion en el gen de PS1 (Cruts y Broeckhoven, 1998), lo que significaria que
tan solo en Catalufia habria 180 familias con mutaciones en e gen de PS1. El hecho de
gue hasta e momento se hayan descrito nada mas que tres mutaciones y de que se esté
trabajando en un programa para la deteccion de estas mutaciones invita a pensar que su

frecuencia esinferior al 60% descrito en la poblacién espafiola af ectada.

Se ha caracterizado la nueva mutacion V148l en el TM2 del gen de PS2 en un
paciente con EA familiar de debut tardio (Lao et al., 1998) y se ha comprobado que las
mutaciones de PS2 son mucho menos frecuentes que las de PS1 (Murgolo et a., 1996;
Tanzi et al., 1996). Especificamente, solo € 7,9% de todas las mutaciones de los genes
de las presenilinas identificadas hasta ahora son mutaciones de PS2.

Lamutacién V148l es la segunda encontrada en enfermos con EA tardia, lo cual
indica que el andlisis de los casos de EA familiar precoz no es suficiente. Es probable
gue la baja frecuencia de mutaciones de PS2 encontrada sea debida al andlisis de tan
solo familias con EA precoz, sin tener en cuenta que las mutaciones en este gen también
podrian darse en familias con debut tardio de la enfermedad. Hasta el momento no se

conocen todas las funciones de las presenilinas, pero se ha descubierto que una de ellas
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es intervenir en el procesamiento de APP mediante la facilitacion de la actividad de la
gamma-secretasa (De Strooper et a., 1998). PS1 es responsable del 60% de la actividad
enzimética (Wolfe et al., 1999a), mientras la PS2 cubre el 40% restante (Kimberly et
al., 2000). Aunque ambas presenilinas estén implicadas en la generacion de AR, PS2 1o
esta en menor medida. Por ello, bien podrian existir familias con EA familiar tardia en
las que la enfermedad esté causada por mutaciones del gen de PS2.

En tanto que solo & 5,7% de todas las mutaciones descritas en €l gen de PS1
afectaban a familias espaiiolas, el 16,7% de las mutaciones de PS2 se han identificado
en Espafia. Estos porcentgjes podrian indicar que en la poblacion espafiola las
mutaciones de PS2 son més frecuentes que las mutaciones de PS1 o, o que es mas
probable, que por fata de estudio de familias con EA tardia, la frecuencia de las

mutaciones de PS2 esté subestimada en estos momentos.

Las variaciones polimérficas en el locus de apoE actian como factores de riesgo
heredados, influyendo la susceptibilidad genética para la EA (Strittmatter et al., 1993a;
Saunders et al., 1993). Mientras €l alelo APOEe4 es e factor de riesgo mas importante
descrito hasta ahora, encontrandose asociado a una edad de comienzo de la EA més
temprana (Corder et al., 1993), e alelo APOEe2 puede considerarse como un factor
protector contrala EA (Corder et al., 1994).

El primer blogue de datos anaizado en & presente trabagjo ha puesto de
manifiesto una diferencia poco apreciable entre las frecuencias del alelo APOEe4 en la
EA precoz y la EA tardia. En ambos casos estas frecuencias fueron significativamente
mas altas que en los respectivos grupos control. De este modo se confirmé la
importancia del alelo APOEe4 como factor de riesgo para la EA en la poblacion de
enfermos analizada en este estudio. Ademés, la deteccion de la acumulacion del alelo
APOEe4 en la totalidad de la muestra analizada, sin necesidad de limitaciones de edad
de comienzo de la enfermedad, corrobora su papel como locus mayor de susceptibilidad
(Strittmatter et al., 1993a).
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En el segundo blogue del andlisis de los datos se introdujo una division segun la
edad de comienzo de la enfermedad, de modo que los pacientes con EA y los controles
correspondientes se dividieron en subgrupos separados por intervalos de 10 afios. Como
resultado pudo observarse que la importancia del alelo APOEe4 como factor de riesgo
parala EA disminuye drasticamente en pacientes que debutaron antes de los 60 afios y
desaparece por completo en los pacientes de 80 o mas afios de edad. Estos datos
coinciden con los resultados de otros grupos, que han descrito que el riesgo conferido
por el alelo APOEe4 depende de la edad de comienzo de la EA (Farrer et a., 1997,
Frisoni et al., 1998). Ademés, observamos una inversion de las frecuencias del alelo
APOEe4 en el subgrupo de pacientes con 80 o mas afios, donde los individuos control
presentaban una frecuencia del alelo APOEe4 mayor que los enfermos. Estos datos
confirman la importancia del alelo APOEg4 como factor de riesgo para el desarrollo de
la EA en individuos de hasta 80 afios de edad, porque la presencia de |os portadores de
este alelo se halla disminuida muy [lamativamente en pacientes mayores, probablemente
debido a su muerte a edades més tempranas.

El andlisis de los resultados en € Ultimo bloque, donde los pacientes y controles
se dividieron en subgrupos separados por intervalos de 5 afios, permitié laidentificacion
de los pacientes entre los 60 y 64 afios de edad como e subgrupo en que € aelo
APOEe4 tiene mayor influencia e importancia como factor de riesgo. El subgrupo de
pacientes con €l debut de la EA entre los 60 y 64 afos presentaba una asociacion muy
elevada entre el delo APOEe4 y la EA, con una odds-ratio de 14,9. Este valor es €
doble 0 més del descrito en otros trabajos (Saunders et a., 1996; Farrer et al., 1997;
Finckh et al., 2000), donde la poblacion de pacientes se analizo independiente de la
edad de comienzo de la enfermedad. Ademés de corroborar la importancia del aelo
APOEe4 como factor de riesgo en € subgrupo de edad entre los 60 y 80 afos, los
resultados obtenidos en este estudio demuestran que, aun dentro de este subgrupo, la
influencia del alelo APOEe4 depende de la edad de los pacientes. De este modo, la
asociacion entre el alelo APOEeg4 y la EA disminuye lentamente a través de los cuatro
subgrupos que incluyen los pacientes entre los 60 y 80 afios de edad, hasta llegar a un

valor minimo en & subgrupo entre los 75y 79 anos.
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Se ha incriminado a genotipo APOE4/4 como responsable de la precipitacion
del comienzo de la EA (Saunders et a., 1993). Los resultados de nuestro estudio
confirman los hallazgos previos y, ademas, ponen de manifiesto que la presencia del
genotipo APOE4/4 es dependiente de la edad de comienzo en |os subgrupos entre los 60
y 74 anos. En los pacientes con debut de la enfermedad antes de los 60 afios de edad, el
genotipo APOE4/4 esta presente con una frecuencia muy baja'y no se detecté ninguna
asociacion entre este genotipo y la EA. Este resultado concuerda perfectamente con la
identificacion de frecuencias de APOEg4 mas bajas en pacientes menores de 60 afios y
con el hecho de que el alelo APOEe4 comienza a gercer su influencia como factor de
riesgo paralaEA apartir de los 60 afios de edad.

La presencia del genotipo APOE4/4 fue significativa en tres de los subgrupos
analizados en € Ultimo paso: en & subgrupo de pacientes entre los 60 y 64 afios de
edad, en el subgrupo de pacientesy controles entre los 65 y 69 afios y en el subgrupo de
enfermos y controles entre los 70 y 74 afios. Se detectd un valor muy elevado de
asociacion entre €l genotipo analizado y la EA en e subgrupo entre los 60 y 64 afios de
edad, donde e 25% de los pacientes eran portadores del genotipo APOE4/4. Este alto
porcentaje de portadores del genotipo APOE4/4 en este subgrupo explicaria, asu vez, la
frecuencia elevada del alelo APOEe4 y ¢ valor de asociacion tan significativo entre el
alelo APOEe4 y la EA. En los dos subgrupos siguientes la asociacion entre el genotipo
APOE4/4 y la EA fue disminuyendo poco a poco en los sucesivos subgrupos, hasta la
desaparicion total de este genotipo en los pacientes con 75 0 mas afios de edad.

Con estos resultados se demuestra, que, aparte de ser un factor de riesgo de
elevada importancia en pacientes entre los 60 y 64 afios de edad, €l alelo APOEe4 actla
de forma dependiente de la dosis y precipita el comienzo de la enfermedad. Por ello se
observo su acumulacion y su presencia en doble dosis en € subgrupo de enfermos
menores de 65 afios y, ademas, la desaparicién lenta de ambos efectos a través de los
subgrupos hasta llegar a los 80 0 mas afios de edad, donde el alelo APOEe4 pierde su

importancia como factor de riesgo parala EA.
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Se han propuesto diferentes mecanismos hioldgicos para la explicacion de la
asociacion entre el delo APOEe4 y la EA: laisoforma apoE4 facilitaria (o al menos no
limitaria) la deposicion amiloidea (Strittmatter et al., 1993b; Evans et al., 1995) y no
protegeria contra € estrés oxidativo, en contraste con la isoforma apoE2 (Miyata y
Smith, 1996). Sin embargo, ninguna de estas hipétesis explica porqué los individuos
homocigotos para el alelo APOEe4 sobreviven hasta los 80 afios sin haber desarrollado
la EA. Existen resultados de estudios recientes que sugieren que factores genéticos
dentro del mismo locus de APOE también pueden modular el riesgo a padecer la
enfermedad. Asi, se ha descrito la asociacion estrecha entre € alelo APOEg4 y un
polimorfismo consistente en un cambio C/G en € enhancer del intron 1 (IE1) (Mui et
al., 1996). Ademés se han descrito varios polimorfismos en la region promotora de
APOE, dos de los cuales modulan la expresion del gen (Lambert et al., 1998a; Artiga et
al., 1998).

El primero de estos polimorfismos descritos se localizaba en la posicion —491
hacia €l inicio de latranscripcion (Bullido et al., 1998), donde una adenina representa el
alelo mas frecuente, mientras el alelo que contiene una timina presenta una frecuencia
mucho més reducida. En el primer trabajo se observé una asociacion entre el genotipo
AA y laEA, segun lacua la presencia de este genotipo aumentaba en mas de tres veces
el riesgo a padecer laEA (Bullido et al., 1998).

En el mismo afio de 1998 se descubri6 un segundo polimorfismo en la posicién -
219 hacia €l inicio de la transcripcion (Lambert et a., 1998a). Este polimorfismo esta
localizado dentro de la secuencia de unién del factor transcripciona heterodimérico
TH1/EA7 y se le denomind polimorfismo E47/Thlcs. El aelo representado por una
guanina en esta posicidn es el mas comun en la poblacion normal, con una frecuencia de
0,53, mientras que el alelo representado por una timina es el menos frecuente. En su
estudio, Lambert y cols (Lambert et al., 1998a) analizaron ademas un grupo de 279
enfermos con EA y hallaron una frecuencia del alelo G disminuida en comparacion con
el grupo control. En la conclusién de este trabajo se discutié la posibilidad de que esta

mutacion resultase en una modulacion de la expresion del gen, lo que tendria tres
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repercusiones principales: (1) la mutacion en el promotor modularia el riesgo conferido
por €l alelo APOEe4, o el efecto protector del alelo APOEe2, (2) esta mutacion tendria
efectos diferentes en portadores heterocigotos 0 homocigotos del alelo APOEe4, y (3) €
riesgo a padecer la EA seria diferente en portadores del genotipo APOE3/4 y €
genotipo GG, del genotipo APOE3/4 y el genotipo TG, del genotipo APOES3/4 y €l
genotipo TT (Lambert et al., 1998a).

Un tercer estudio sobre las frecuencias alélicas de ambos polimorfismos
descritos en la region promotora del APOE confirm6 los resultados antes obtenidos,
siendo adscritos los efectos perjudiciales al alelo Th1/Ee7-T y los efectos protectores al
aelo -491AT-T (Bullido et a., 1998; Lambert et al., 1998a), pero solo para los
individuos protadores del genotipo APOE3/4 (Lambert et al., 1998b).

En un estudio posterior se analizo latotalidad de la region promotora de APOE a
la busgueda de nuevos polimorfismos. Se encontraron un total de cinco, pero sélo dos
de ellos estaban implicados en la expresion del gen (Artiga et al., 1998). La presencia
del delo G en el polimorfismo Thl/E47 aumentaba significativamente la expresion del
gen, mientras el alelo T del polimorfismo -491AT disminuia dicha expresion.

Los primeros estudios analizaron las frecuencias aélicas en poblaciones de
enfermos y controles, desconociendo los efectos de los diferentes alelos sobre la
expresion del gen (Bullido et al., 1998; Lambert et a ., 1998a; Lambert et al., 1998b).
Para la obtencion de datos con la menor distorsion posible, en el presente estudio se han
aplicado correcciones teniendo en cuenta los efectos contrarios de los aelos G del
polimorfismo Th1/E47 y T del polimorfismo -491AT en individuos homocigotos.

El intento de reproducir los resultados obtenidos en los estudios anteriores
resultd infructuoso, probablemente por dos razones principales: (1) en los estudios
anteriores no se aplicaron las correcciones a tener en cuenta para portadores del
genotipo APOE3/3, € aelo -491AT-T y e aelo Thl/E47-G por falta de conocimiento
de su influencia sobre los niveles de expresion, y (2) en los estudios previos se analizo
la poblacion en su conjunto, sin introducir separaciones de edad algunas (Bullido et al.,
1998; Lambert et a ., 1998a; Lambert et al., 1998b).
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El andlisis de las frecuencias aélicas del polimorfismo -491AT puso de
manifiesto, en los pacientes y controles, frecuencias del alelo T mucho mas bajas que
para el alelo A. En cuanto a los pacientes, estas frecuencias fueron homogeéneas en los
seis subgrupos analizados y oscilaban entre 0,12 y 0,19. Por lo que se refiere a los
individuos control, se detectaron dos subgrupos en los que estas frecuencias se hallaban
aumentadas en comparacién con los pacientes. Después de la aplicacion de las
correcciones, que tenian en cuenta la presencia de portadores del genotipo APOE3/3 'y
ademés de los alelos T del polimorfismo -491AT, y G del polimorfismo Th1/E47, las
frecuencias del alelo T bajaron hasta la mitad en todos los subgrupos de pacientes,
oscilando ahora entre 0,04 y 0,07. En los subgrupos control con individuos de hasta 64
anos de edad se observd una acumulacion significativa del alelo T, la cual habia sido
menos pronunciada antes de aplicar la correccion.

El estudio del polimorfismo Thl/E47 también reveld la implicacion de uno de
los dos alelos en los dos subgrupos control con individuos de més de 75 afios de edad.
En tanto que las frecuencias del alelo Th1/E47-G no eran significativamente diferentes
entre los pacientes y controles y se mantenian constantes para ambos grupos hasta los
74 anos de edad (0,39-0.52 en los pacientes y 0,43-0,58 en los controles), las
frecuencias de dicho aelo disminuian bruscamente en los grupos control a partir de los
75 afos de edad. Este efecto no se vio alterado por la aplicacion de las correcciones
utilizadas para el andlisis de estos polimorfismos.

Al contrario de la disminucién de la frecuencia del alelo Th1/E47-G identificada
en los controles de mayor edad, al comparar con los controles se observé un aumento
significativo de la frecuencia de este mismo alelo en los pacientes de 80 0 més afios de
edad. Este aumento también se detecté al comparar con las frecuencias de este alelo en
los otros subgrupos de pacientes, hallazgo que tampoco se vio afectado por las
correcciones aplicadas.

Estos datos permiten proponer los aelos -491AT-T y Th1/E47-G como factores
de proteccion contra la EA, con la diferencia de que e primero es importante en
personas jovenes, menores de 60 afios de edad, y e segundo gjerce su influencia en

personas a partir de los 75 afios de edad. Diversos investigadores han propuesto la
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existencia de genes protectores para la EA (Hendrie et al., 1993; Rosenberg et al.,
1996). Uno de ellos es e alelo APOEe2, la frecuencia del cual estd aumentada en
controles sanos mayores de 90 afios, sobre todo en los ya centenarios (Schachter et al.,
1994; Louhija et a., 1994; Kervinen et al., 1994), y en las poblaciones menos
susceptibles a padecer la enfermedad (Mak et al., 1996). El riesgo conferido por APOE
a padecer la EA esta disminuido en portadores de un alelo APOEe2 y se han constatado
edades mas avanzadas de comienzo de la enfermadad en portadores de dicho alelo
(Corder et al., 1994). En estudios de progresion del curso de la enfermedad se ha
demostrado que el alelo APOE<2 enlentece la progresion de la EA (Craft et al., 1998).

Los cambios neuropatologicos caracteristicos de la EA (placas seniles,
degeneracion neurofibrilar) aparecen mucho antes del inicio de los primeros sintomas y
son ya irreversibles cuando se diagnostica la enfermedad (Mann y Esiri, 1988; Braak y
Braak, 1991). En laformacion de las placas seniles intervienen moléculas muy variadas,
pero datos recientes indican que apoE, junto con Af, juega un papel crucial en la
formacion de fibrillasinsolubles (Bales et al., 1997).

El efecto fina de los dos aelos propuestos como factores protectores contra la
EA es similar. El alelo -491AT-T disminuye la expresion del gen, lo cual significa que
hay menos cantidad de apoE presente en los individuos en los que esta4
sobrerrepresentado. De igual manera, en los individuos sanos mayores de 75 afios, la
disminucion de la frecuencia del alelo Thl/E47-G se traduce en una menor cantidad de
apoE, puesto que Thl/E47-G aumenta la expresion del gen APOE. La disminucion de
apoE en e cerebro redundaria en una menor interaccion entre apokE y Al con la
consiguiente dificultad en la formacion de fibrillas y el enlentecimiento del proceso de
generacion de placas seniles. Todo ello, obviamente, protegeria contra € inicio de la
EA.

Ademés, € alelo Th/E47-G estd acumulado en pacientes de 80 o més afios de
edad y parece actuar en este subgrupo como factor de riesgo de la EA. Ya que €l efecto
del alelo APOEec4 desaparece en individuos mayores de 80 afios (Frisoni et a., 1998;
Finck et a., 2000; Beyer et al., 2001), deben existir otros factores genéticos implicados
en la etiopatogenia de la EA (Crawford et al,. 2000). A la vista de los resultados del
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presente trabajo, se propone & alelo Th1/E47-G como factor de riesgo parala aparicion

dela EA enindividuos de 80 o més afios de edad.

Recientemente, con e nombre de mutacion E4P, se ha descrito otro
polimorfismo en el exdén 3 del gen de APOE en que € aeo "P' estd presente
conjuntamente con un alelo APOEeg4. Esta conjuncion incrementa en cuatro veces €l
riesgo para la EA conferido por APOEe4 en ausencia del referido polimorfismo del
exon 3 (Kamboh et a., 1999).

L os resultados de nuestro estudio, en el que se identificd un Unico portador de la
mutacion E4P, sugieren que la frecuencia de esta mutacion es més baja en la poblacion
espanola que en la poblacion caucasi ca norteamericana, donde se describié por primera
vez. Por otra parte, € hecho de que la mutacion E4P detectada en este estudio esté
Situada en un aelo APOEe4, confirma la relacion entre ambos alelos. Ademés, la
colocalizacion de ambos apoya la hipétesis de que esta asociacion entre la mutacién
E4P, el aelo APOEe4 y la EA sea una coincidencia en la que concurren, de una parte,
una mutacion funcional (alin no descubierta) causante de la EA y, de otra, y € alelo
APOEg4 (Kamboh et al., 1999).

En el estudio de las frecuencias alélicas de APOE IE1 G y APOEe4 se propuso
que € riesgo a padecer la EA conferido por e aelo APOE IE1 G pudiera estar
condicionado por la asociacion de €4 con € aeo IE1 G (Mui et a., 1996). Esta
propuesta se basaba en la observacion de que todos los pacientes portadores del
genotipo APOE4/4 en aquella muestra también eran homocigotos para G/G en €
polimorfismo IEL.

Por el contrario, e efecto causado por la mutacion E4P es independiente del
alelo APOEe4, ya que los valores de asociacion (odds-ratios) para APOE4P/APOEe4 en
comparacion con no-APOE4P/APOEe4 (29,06) eran considerablemente mas elevados
que los valores de asociacion encontrados para APOEeg4 en comparacion con no-
APOEe4, asi como para APOE4P en comparacion con no-APOE4P (4,49 y 5,35,

respectivamente).
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El Unico paciente portador de la mutacion E4P en nuestra muestra solo tenia 57
anos cuando la EA hizo su debut. La reducida edad de comienzo de la EA en este
paciente parece ilustrar que la mutacion E4Py e genotipo APOE4/4, actuando de forma
conjunta, tienen la capacidad de precipitar el debut de la enfermedad.

La mutacion E4P consiste en la sustitucion de una prolina por una leucina en el
codén 28 de la isoforma apoE4. Parece |6gico pensar que esta mutacion provoca
alteraciones adicionales en el funcionamiento de la proteina, con € consiguiente
incremento o aceleracion de la deposiciéon de amiloide en el cerebro. La existencia de
individuos sanos portadores de la mutacion pudiera explicarse de dos formas: por un
lado, podria tratarse de una mutacion funciona de penetrancia incompleta (Kamboh et
al., 1999) y, por otro, de la existencia de un gen protector contra las influencias de
APOEe4 y E4P (Rosenberg et al., 1996).

Aungue la genética de APOE como locus mayor de susceptibilidad esté bien
documentada, queda por dilucidar lafuncién normal de la proteina en el cerebro y como
altera el metabolismo la isoforma apoE4 para incrementar € riesgo a padecer la EA.
Los resultados de multiples estudios sugieren que la apoE cerebral eerce varias
funciones. La interaccion de apoE con los marcadores microscédpicos mas relevantes
(placas amiloides y ovillos neurofibrilares) invitd la hipétesis de que € apoE
extracelular esta involucrado en la amiloidogénesis (Schmechel et al., 1993; Berr et al.,
1994). Los resultados de otros estudios indican que apoE participa en la redistribucion
del colesterol y es un agente antioxidante, mediador de la respuesta inmune, modulador
de la deposicion de amiloide y estabilizador de los microtibulos (Mahley y Huang,
1999).

En lainvestigacion de muchos loci que confieren riesgo a padecer la EA se han
obtenido resultados controvertidos. Estas discrepancias podrian explicarse por
diferencias a la hora de escoger la muestra, sobre todo referidas a la edad de los
pacientes e individuos control en las diversas poblaciones estudiadas. Sin recurrir a la
diferenciacién de la muestra de pacientes segiin la edad de comienzo de la enfermedad,

tan solo seria posible detectar en cualquier poblacién analizada un locus que confiriera
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un riesgo mayor a padecer la EA. Para la deteccion de marcadores genéticos con una
influencia limitada en € desarrollo de la EA es practicamente obligatoria la
introduccion de limitaciones de diferentes subgrupos segun la edad de comienzo de la
enfermedad y de los respectivos subgrupos control con e mismo rango de edad
(Crawford et al., 2000; Beyer et a., 2001). Varios investigadores han hecho ya uso de
esta divison de la muestra mediante la agrupacion de enfermos y controles en
subgrupos separados por intervalos de 10 ¢ 15 afos (Hiltunen et al.,1998; Wiebusch et
al., 1999; Grubber et a., 1999; Crawford et al., 2000). Recientemente se ha propuesto €
andlisis de los resultados en subgrupos separados por intervalos de 5 afios para
determinar una implicacion lo mas exacta posible de loci menores en la etiopatogenia
delaEA (Beyer et al., 2001).

Si bien hemos detectado €l efecto del alelo APOEg4 como factor de riesgo en los
subgrupos de pacientes con edades comprendidas entre los 60 y 79 afios, la influencia
de los loci menores se hallaba restringida a uno o a pocos de los subgrupos analizados

en nuestro estudio.

Los resultados obtenidos en el estudio del polimorfismo de la cistatina C no
apoyan lo descrito en un estudio previo (Crawford et al., 2000), donde se identifico el
genotipo CST3 G/G como un factor de riesgo a desarrollar la EA en pacientes de 80 o
mas afos. Por el contrario, los datos del presente estudio indican que e aelo CST3-A
representa un factor de riesgo en pacientes con EA esporadica de comienzo precoz. El
alelo APOEe4 no juega un papel importante en pacientes que debutaron antes de los 60
anos, lo cual sugiere la existencia de otros factores genéticos cruciaes para el desarrollo
de la enfermedad en este grupo de edad. Basdndose en los resultados de este trabgjo,
parece razonable proponer el alelo CST3-A como uno de tales factores.

Ademas, laasociacion sinérgicaentre el alelo APOEe4, el delo CST3-Ay laEA
fue muy pronunciada para el subgrupo entre los 60 y 64 anos y seguia siendo evidente
en los subgrupos entre los 65 y 69 afios y entre los 70 y 74 afios. Esta asociacion

subraya la importancia del alelo CST3-A como factor de riesgo para la EA. Las
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frecuencias elevadas del alelo CST3-G en pacientes de 75 0 mas afios de edad parecen
confirmar que el alelo CST3-A actiia como factor de riesgo en pacientes menores de 75
anos, entre los que la presencia de portadores del alelo CST3-A se hala muy
disminuida debido, probablemente, a una muerte mas temprana.

L os resultados respecto a la acumulacion del alelo CST3-A en los pacientes con
EA hastalos 65 afios de edad y su asociacion sinérgica a alelo APOEe4, ademés, hacen
posible postular que e aelo CST3-A actuaria como cofactor de otro agente
directamente implicado en la etiopatogenia de la EA. La presencia del alelo CST3-A
podria aumentar el efecto de este agente en la produccion de la EA. Por si solo € aeo
CST3-A no seria capaz de dar lugar a ningun efecto patolégico, y €ello explicaria su
acumulacion en individuos sanos de 75 0 més afios de edad.

Aungue no se han descrito efectos funcionales del polimorfismo de la cistatina
C, su localizacién en e penultimo aminoécido del péptido sefial sugiere que podria
alterar la via secretora de la cistatina C. Normalmente, la cistatina C esté presente en €l
medio intracelular como mondmero o dimero inactivo, convirtiéndose en mémero
activo antes de su secrecion. En este contexto, € polimorfismo en e péptido sefia
gjerceria sus efectos probablemente sobre las propiedades de agregacion de la cistatina
C, dando lugar a dimeros o complgos con moléculas tales como beta-amiloide
(McCarron et al., 1999). De hecho, esta hipétesis recuerda €l mecanismo de la
HCHWA-I, donde la mutacion L68Q lleva alareduccién de la secrecion y actividad de
cistatina C y a su acumulacién en agregados intracelulares (Bjarnadottir et al., 1998;
Benedikz et al., 1999).

En conclusion, nuestros resultados identifican a alelo CST3-A como factor de
riesgo para desarrollar la EA y apuntan la posibilidad de que & polimorfismo Ala/Thr
de la cistatina C cause cambios funcionales en la proteina. Seran necesarios estudios
adicionales para aclarar la posicion del alelo CST3-A entre los factores de riesgo parala
EA y los efectos de este polimorfismo en el metabolismo y el funcionamiento de la
cistatina C.
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El polimorfismo intronico de PS1 se encuentra en la posicion 17 del intrén 8 del
gen y esta representado por losaelos 1y 2. Si bien las frecuencias de ambos alelos son
similares en los pacientes con EA y los controles, se ha comprobado que el genotipo
PS1 1.1 esta acumulado en los enfermos en ausencia de una asociacion sinérgica al
aelo APOEe4 (Wragg et a., 1996). Otro grupo (Kehoe et a., 1996) ha reproducido
estos resultados, que también se han corroborado entre la poblacién japonesa
(Matsushita et al., 1997). Sin embargo, en un estudio de un grupo muy numeroso de
pacientes norteamericanos no se obtuvieron resultados similares, sin que por tanto se
pueda confirmar que el genotipo PS1 1.1 representa un factor de riesgo adicional al del
alelo APOEe4 a padecer laEA (Scott et al., 1996).

L os resultados obtenidos en el presente estudio coinciden solo parcialmente con
los obtenidos en estudios anteriores. Mientras que la frecuencia de ambos alelos no
presentaba diferencias significativas entre los pacientes y los controles en ninguno de
los subgrupos estudiados, €l genotipo PS1 1.1 estaba representado con una frecuencia
significativamente aumentada en €l grupo de pacientes entre los 60 y 64 afios de edad
en comparacion con sus respectivos controles (Tabla 7). El riesgo conferido por la
acumulacion de este genotipo en e subgrupo entre los 60 y 64 afios era independiente
de la asociacion sinérgica detectada entre e genotipo PS1 1/1 y € alelo APOEe4,
siendo la odds-ratio de 24,8 obtenida para la asociacion entre el genotipo PS1 /1y la
EA bastante més elevada que la odds-ratio de 12,7 obtenida para la asociacién entre el
genotipo PS1 1/1, el alelo APOEe4y laEA (Tablas 7y 8).

En los pacientes de hasta 69 afios se detectd una asociacion sinérgica entre el
genotipo PS1 /1y el alelo APOEe4. Esta asociacion fue muy marcada en e subgrupo
de pacientes comprendidos entre los 60 y 64 afios, con valores dos veces més elevados
gue en los subgrupos de enfermos menores de 60 afios y con edades entre los 65 y 69
anos (Tabla 8). No se pudo detectar la asociaciéon entre el genotipo PS1 1/1, el alelo
APOEce4 y la EA entre los pacientes de 70 a 74 afios de edad, pero reapareci6 entre los
pacientes de 75 a 79 afios.

Estos resultados indican que € genotipo PS1 1.1 puede considerarse como un

factor de riesgo independiente y adicional para el desarrollo de la EA entrelos 60 y 64
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anos. Ademas, hasta los 69 afios de edad refuerza los efectos del alelo APOEe4
actuando en asociacion sinérgica con € mismo y confiriendo riesgo parala aparicién de
laEA.

El polimorfismo intrénico de la PS1 esta localizado dentro del intron 8, a 17
nucledtidos de distancia del exdn 8. Esta localizacion podria sugerir la existencia de una
via de splicing alternativo que afectaria alos exones 8 6 9 (Wragg et a., 1996). Con la
presencia del genotipo PS1 1/1 estaria presente una Unica isoforma de la PS1. Se sabe
gue las presenilinas presentan actividad gamma-secretasa (De Strooper et al., 1998) y
que PS1 es responsable del 60% de esta actividad enzimatica (Wolfe et al., 1999a). Por
lo tanto, la presencia de la isoforma generada a partir del genotipo PS1 1/1 aumentaria
la actividad gamma-secretasa, acelerando la formacion de AR, e incrementaria la
deposicidn de amiloide a actuar en conjunto con la isoforma apoE4 (Berr et al., 1994;
Gearing et al., 1995; McNamara et a., 1998). Ello explicaria la implicacion conjunta

del genotipo PS1 1/1y laisoforma apoE4 en |a etiopatogenia de la EA.

La deteccion de la asociacion sinérgica entre € aledo CST3-A y € adeo
APOEe4, asi como entre el genotipo PS1 /1y € alelo APOEe4, seria indicativa de la
necesidad de investigar la posible existencia de una asociacién sinérgica entre estos tres
factores genéticos.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio de los tres marcadores indicaban
que no existe una asociacion entre e alelo CST3-A, € genotipo PS1 /1 y € delo
APOEce4. Lafalta de esta asociacion podria explicarse teniendo en cuenta los diferentes
sitios de intervencion de los tres factores. Mientras que cistatina C es una proteina
amiloidégena e interviene, junto a Al3, en la formacion de los depdsitos amiloideos
(McCarron et a., 1999) y PS1 es una de las moléculas responsables de la produccién de
AR por su actividad gamma-secretasa (De Strooper et al., 1998), laimplicacion de apoE
no esta aclarada del todo, aunque se postula su participacion en la formacion de las

placas seniles (McNamara et al., 1998).
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De acuerdo con un modelo poligénico (Galton y Ferns, 1999), en laEA €l aelo
APOEe4 pudiera eercer una influencia mayor sobre la expresion de otros
polimorfismos genéticos que no son suficientes para causar la enfermedad si actGian

individual mente.

Varios estudios sobre la asociacion entre el alelo BChE-K y la EA han arrojado
resultados controvertidos. Asi, mientras que algunos autores han descrito una
asociacion sinérgica entre los alelos BChE-K y APOEe4 (Wiebusch et al., 1999;
Mcllroy et a., 2000), otros han encontrado una asociacién entre el alelo BChE-K y la
EA independiente del genotipo APOE (Crawford et a., 1998). Otros investigadores, en
cambio, no han logrado reproducir ninguno de estos resultados (Hiltunen et al., 1998;
Grubber et a., 1999).

La butirilcolinesterasa participa en la hidrolisis de acetilcolina, y los pacientes
portadores de un alelo APOEe4 presentan un déficit colinérgico severo. Por esta razon
se ha propuesto que la actividad reducida de la variante K de la butirilcolinesterasa
gjerce efectos protectores sobre la neurotransmision colinérgica en los sujetos
portadores del alelo APOEe4 (Soinen et al., 1995).

L os resultados obtenidos en este trabajo no apoyan esta hipétesis, ya que hemos
detectado la asociacion entre €l alelo BChE-K y la EA, sin que existiera sinergia entre
los alelos BChE-K y APOEe4 en tres de los sei's subgrupos estudiados. Se encontro una
ligeraacumulacion del alelo BChE-K en los pacientes que debutaron con la enfermedad
antes de los 60 afios. Esta acumulacion se repetia en los pacientes con edades de debut
delaEA entrelos 70y 74 afiosy se hacia muy significativa en el subgrupo de pacientes
entrelos 75y 79 afos de edad.

Mientras que €l efecto del alelo APOEg4 empezaba a disminuir notablemente en
los subgrupos de pacientes y controles entre los 70 y 74 afios de edad, en estos
subgrupos hacia su aparicién el aledlo BChE-K como factor de riesgo adicional, aunque
todavia revestido de poca importancia (Figura 4.13). En € siguiente subgrupo,
integrado por los pacientes y controles con edades entre los 75 y 79 afnos, € alelo

APOEe4 ya no conferia riesgo a padecer la EA por si solo, sino Unicamente en
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asociacion al genotipo PS1 1.1, en tanto que aparecia el aelo BChE-K como un factor
de riesgo importante (Figura4.14).

Se ha observado la acumulacién de grandes cantidades de BChE en los cerebros
de enfermos con EA en comparacién con los cerebros de individuos sanos. La BChE en
los cerebros de |os pacientes se localiza en |as placas senilesy losovillos neurofibrilares
(Mesulam y Geula, 1990). Aunque la variante K de la BChE, caracterizada por un
cambio aminoacidico en & coddn 539, presente una actividad reducida a 70%
(Rubinstein et al., 1978), seria posible que este cambio en la estructura primaria cause
modificaciones de la estructura secundaria que alteren la afinidad por AR Si, en este
caso, aumentara la afinidad de BChE por A3, su union se produciria con mas facilidad.
Y, s se piensa que BChE participa en la transformacion de AR desde una forma
inicialmente benigna a una forma neurotdxica (Guillozet et a., 1997), la variante K
podria enlentecer este proceso, lo cua explicaria su importancia como factor de riesgo
en |os pacientes de mas de 70 afios.

También resulta plausible que ocurriera todo lo contrario, y que lavariante K de
BChE acelerara el proceso de formacion de las placas amiloideas, estando menos
implicada que la isoforma apoE4 en la formacion de AR neurotoxico. Como la
frecuencia de esta isoforma baja notablemente en los pacientes de mas de 70 afios,
recobraria importancia en este proceso la variante K de BChE, y actuaria como factor

de riesgo mayor en los subgrupos con edades comprendidas entrelos 70 y 79 afios.

En un estudio reciente sobre larelacién entre el polimorfismo de catD y laEA se
describié una estrecha asociacion entre €l aelo catD-T y la enfermedad. El estudio
incluia 102 pacientes con una edad media de debut de la EA de 73,1 afios (rango, 51-
101 afios; Papassotiropoulus et a., 1999). Otros autores que han estudiado un grupo de
enfermos con EA y controles de una poblacion de Irlanda del Norte no pudieron
confirmar la asociacién entre laenfermedad y la catepsina D (Mcllroy et a., 1999).

L os datos obtenidos en nuestro estudio indican que existe una asociacion entre el

alelo catD-T y la EA, pero que no se trata de una asociacion estrecha que esté presente
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en la totalidad de la muestra y sea detectable sin recurrir a la division en subgrupos
segun laedad de comienzo delaEA.

La catepsina D in vitro es capaz de generar fragmentos de A3 a partir de APP,
debido a su actividad similar a la de beta-secretasa (Cataldo et a., 1997; Chevallier et
al., 1997). El aelo catD-T del polimorfismo implicado como factor de riesgo de la EA
es responsable de un aumento de la secrecién de pro-catD (Touitou et a., 1994). Es
muy posible que la secrecion incrementada de la forma inmadura de la proteina tenga
como consecuencia una actividad enzimatica mayor de la normal, lo cua €elevaria la
produccion de ARy, por lo tanto, el riesgo adesarrollar laEA.

No existen estudios que hayan determinado la actividad enzimatica de ambas
formas de la proteina (la normal y la mutada). Los resultados del presente estudio, que
permitieron determinar el papel de lavariante T de la catepsina D como factor de riesgo
parala EA en pacientes que debutaron entre los 75y 79 afios, indican que e aumento de
la actividad enzimética no es muy significativo. Un ligero aumento de la actividad beta-
secretasa incrementaria la produccion de Al poco més de lo habitual y, como el proceso
de formacion de las placas amiloideas es prolongado y acumulativo, sdlo a avanzada

edad se detectarian |os efectos causados por la presente variante alélica.

Nuestros resultados se obtuvieron utilizando una metodologia efectiva para la
deteccion de loci menores involucrados en la aparicion de la EA. Los grupos de
pacientes y controles se dividieron en subgrupos separados por interval os de cinco afios,
lo cual permitia determinar con bastante exactitud la influencia de los factores genéticos
analizados en el desarrollo de la EA.

Para lograr Ilegar a esta conclusion se analizaron los resultados obtenidos para
todos los marcadores en tres grandes bloques.

En primer lugar, los grupos de los enfermos y controles se dividieron en los dos
subgrupos mas habituales: los pacientes con EA precoz (debutaron antes de |os 65 afios)
y los pacientes con EA tardia (presentaron los primeros sintomas a partir de los 65

anos), ambos con sus respectivos subgrupos control.

129



DISCUSION

En segundo término, los enfermos y controles se dividieron en subgrupos
separados por intervalos de diez afios de edad, obteniéndose de este modo cuatro
subgrupos a analizar: 1os pacientes que debutaron antes de |os 60 afios, entre los 60 y 69
anos, entre los 70 y 79 afos, y a partir de los 80 afios. Para los cuatro subgrupos se
escogieron subgrupos control integrados por individuos que coincidian con los
intervalos de edad de |os pacientes.

En tercer lugar, los pacientes y controles se dividieron en subgrupos separados
por intervalos de cinco afos de edad, de modo que en este bloque de andlisis de los
resultados se incluyeron seis subgrupos diferentes: pacientes y controles menores de 60
anos de edad, entre los 60 y 64 afios de edad, entre los 65 y 69 afios de edad, entre los
70y 74 anos de edad, entre los 75 y 79 afios de edad y de 80 0 mas afios.

En el caso de APOE se trataba de un locus de efecto mayor y la importancia
como factor de riesgo del alelo APOEeg4 se detectaba en todos |os subgrupos hasta los
80 anos de edad. Sin embargo, el anadlisis de los resultados en seis subgrupos permitio
definir el subgrupo entre los 60 y 64 afios como el més afectado por € riesgo referido
por e alelo APOE e4. Ademés, se demostrd que la influencia del alelo APOEe4 va
remitiendo poco a poco en los tres subgrupos siguientes, hasta desaparecer por
completo en los pacientes de 80 o0 mas afios (Tabla 1).

Laimplicacion del adelo CST3-A en el desarrollo de la EA se detect6 ya en el
primer bloque de andlisis, donde se obtuvieron valores de asociacion significativos para
la EAp. Pero sdlo después del andlisis de los resultados en los seis subgrupos
propuestos en € tercer bloque se delimitd que la acumulaciéon del alelo CST3-A
detectada en los pacientes era muy pronunciada antes de los 60 afios de edad y
disminuia gradualmente en los subgrupos de pacientes entre los 60 y 64 afios de edad y
entre los 65 y 69 afos de edad (Tabla 5). Para los enfermos entre los 70 y 74 afios no se
detectaba ya ninguna asociacion entre el alelo CST3-A y la EA, siendo las frecuencias
alélicas similares en los pacientes y controles. En los controles a partir de los 75 afios de
edad se empazaba a acumular este mismo aelo, llegando a representar valores muy

altos en los individuos control de 80 afios de edad y mayores (Tabla 5). Esta tendencia
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tan clara ala disminucion gradual en los pacientesy al efecto contrario en los controles
no se habria detectado sin la utilizacion del tercer bloque de andlisis de los resultados.

La acumulacion del genotipo PS1 1/1 era evidente en e subgrupo de EAp
(segun el primer bloque de andlisis) y en el segundo subgrupo, que incluia los pacientes
entre 60 y 69 afos de edad (segun & segundo bloque de andlisis). Ambos tipos de
analisis hubieran distorsionado los resultados, ya que se detectd que el genotipo PS1 1/1
esta acumulado (con un porcentaje muy elevado) en tan sdlo uno de los seis subgrupos
analizados en € tercer bloque, representando una asociacion importante entre este
genotipo y laEA (Tabla 7). También se produjo una distorsion similar en los resultados
obtenidos para la asociacion entre el genotipo PS1 1/1, el alelo APOEe4 y la EA, que
ponian de manifiesto que el subgrupo de mayor asociacién era el de los pacientes entre
los 60 y 64 afios de edad (Tabla 8).

Mediante el andlisis de BChE se objetivo, en € tercer bloque, que en sdlo uno de
los seis subgrupos se hallaba sobrerrepresentado €l alelo BChE-K y llegaba a
convertirse en un factor de riesgo para desarrollar la EA, o cual se expresaba por su
asociacion significativa a la enfermedad (Tabla 10). Los individuos para los cuales este
locus representa un factor de riesgo debutaron entre los 75 y 79 afos de edad,
pareciendo necesitarse parala produccion de laenfermedad € concurso de varios genes
de menor impacto.

Otro de estos factores genéticos parece ser la catepsina D, parala que se detectd
una asociacion entre €l aelo catD-T y la EA en e mismo subgrupo de pacientes (entre
los 75 y 79 afios) tras €l andlisis de los resultados en € tercer bloque, dividiendo
pacientes y controles en seis subgrupos respectivos (Tabla 11). En este caso ocurria lo
mismo que con e alelo BChE-K: su asociacion a la enfermedad no se habria detectado
s no se hubiese recurrido al andlisis de los resultados en un nimero més elevado de

subgrupos.
Para concluir, cabe destacar que la influencia de loci menores es apreciable

cuando, como se hizo en este estudio, los pacientes con EA se dividen en subgrupos

segun la edad de comienzo de la enfermedad. Los presentes resultados abundan en la
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heterogeneidad genética de la enfermedad de Alzheimer, cuya patogenia molecular
parece estar influenciada, de forma diferencial, por diversos factores genéticos que

guardan unarelacion con la edad del paciente al inicio de la enfermedad.

En el subgrupo de pacientes que debutaron antes de los 60 afios se detect6 la
acumulacion de cuatro factores genéticos: alelo APOEe4, alelo CST3-A, genotipo PS1
1/1y aelo BChE-K. En tanto que €l alelo CST3-A presentaba una asociacion a la EA
muy importante, en el caso de los otros tres la acumulacion era poco relevante. En este
subgrupo de los pacientes mas jovenes con EA cabe esperar la influencia transcendental
de a menos un factor genético de impacto mayor o, alternativamente, la influencia
conjunta de varios factores genéticos de impacto menor. Ninguno de ellos ha sido
identificado hasta el momento (Roses, 1998; Rosenberg, 2000).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que el aelo CST3-A
podria ser uno de los factores que gercen una influencia menor en este subgrupo de
pacientes jovenes con EA, puesto que era detectable en a menos & 30% de los
enfermos y en casi € 15% de los controles (Figura 10). En este subgrupo también
pudimos registrar una leve acumulacion del alelo APOEe4, pero éste gercia su
influencia como factor de riesgo en asociacion sinérgica al alelo CST3-A o al genotipo
PS1 1/1. En cambio, el alelo APOEe4 si que hacia notar su influencia como factor de
riesgo independiente e importante en los pacientes que debutaron entre los 60 y 79 afios
de edad.

En el subgrupo de pacientes con debut de la enfermedad antes de los 60 afios
esta todavia por descubrir el factor genético de impacto mayor responsable de la
aparicion de la enfermedad a edades tan tempranas. También es posible que se trate de
varios factores genéticos de impacto menor que, junto a factores ambientales

especificos, sean |os responsables del desarrollo de la enfermedad.

En e subgrupo de pacientes que debutaron entre los 60 y 64 afios de edad, el

alelo APOEe4 parece ser e factor genético que confiere el mayor riesgo a padecer la
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EA. La concentracion del aelo APOEeg4 fue muy elevada en este subgrupo, muchos de
cuyos enfermos eran portadores de una doble dosis de este alelo (homocigosis; Figura
13). Estos resultados confirman que € alelo APOEe4 es uno de los principales factores
de riesgo para el desarrollo de la EA esporadica (Saunders et al., 1993; Meyer et al.,
1998) y actua precipitando €l debut de la enfermedad (Corder et al., 1993). Los valores
de asociacion entre el alelo APOEe4 y la EA para el efecto de doble dosis (14,9 y 17,8)
fueron hasta tres veces mayores que otros valores descritos hasta ahora. ES importante
destacar que en este trabajo se utilizo la division de los pacientes y controles en
subgrupos separados por intervalos de cinco afios con la finalidad de delimitar con la
mayor exactitud posible la influencia de los diferentes factores genéticos y de poder
detectar |a presencia de loci menores. De este modo fue factible la identificacion de los
pacientes con debut entre los 60 y 64 afios como e subgrupo en el que tiene mas
importancia el alelo APOEe4 de caraa desarrollo delaEA.

Ademas, se detectd una asociacion sinérgica pronunciada entre el alelo CST3-A
y e aelo APOEe4, asi como una asociacion sinérgica igualmente importante entre el
genotipo PS1 1/1 y e aelo APOEe4 (Figura 11). Estas asociaciones, junto a una
sobrerrepresentacion muy elevada del genotipo PS1 1/1, indican que la EA en este
subgrupo estaria causada por los efectos combinados de los productos de estos tres
genes (APOE, PS1 y CST3), que probablemente intervienen en la formacion de las
placas amiloideas (McNamara et al., 1998; McCarron et al., 1999), y & producto del
gen PS1, que interviene directamente en la producciéon de AR a partir de APP (De
Strooper et al., 1998).

El subgrupo de los pacientes que debutaron entre los 65 y 69 afios pertenece a la
EA de comienzo tardio. En este subgrupo se detectaba la presencia de los mismos
factores genéticos implicados en el desarrollo de la EA en el subgrupo anterior, con la
diferencia de que aqui los valores de asociacion obtenidos eran més bagjos. Ademas, €l
genotipo PS1 1/1 solo gjercia su efecto en asociasion sinérgica con el alelo APOEe4, sin
que estuviese elevada la frecuencia de este genotipo en comparacion con e grupo

control (Figura 12).
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Yaque el alelo APOEe4 es un factor de riesgo mayor parael desarrollo dela EA
y participa en la precipitacion de los sintomas de la EA esporéadica, la frecuencia
disminuida de este alelo en los pacientes que debutaron entre los 65 y 69 afos es
congruente con €l inicio mas tardio de la EA que tiene lugar en estos pacientes. Los
polimorfismos de PS1 y cistatina C pusieron de manifiesto la misma tendencia que €l
alelo APOEe4 a disminuir su influencia sobre el comienzo de la EA en este subgrupo.
Esto parece indicar que ambos polimorfismos, junto a APOE, juegan un papel

importante como factores de riesgo de la EA.

El subgrupo constituido por pacientes que debutaron entre los 70 y 74 afios
presentaba una acumulacion de factores genéticos menos importante. Sobre todo se
observaba una acumulacion del alelo APOEe4, aungue la misma era mucho més baja
gue en los dos subgrupos anteriores. Practicamente, el efecto de la doble dosis del alelo
APOEe4 como factor de precipitacion de la enfermedad habia desaparecido. Continuaba
detecténdose la asociacion sinérgica entre el delo CST3-A y e alelo APOEe4, mientras
gue la asociacion sinérgica entre €l genotipo PS1 1/1 habia desaparecido, aunque la
frecuencia de este genotipo no habia cambiado con respecto alos subgrupos anteriores.

La frecuencia del alelo BChE-K estaba ligeramente incrementada, 1o que
indicaba la existencia de una asociacion entre el alelo BChE-K y la EA. Los resultados
del presente trabajo no pudieron confirmar la estrecha asociacion descrita por otros
autores entre la EA y e adelo BChE-K o e aeo caD-T (Lehmann et a., 1997;
Wiebusch et al., 1999; Papassotiropoulus et al., 2000).

Los resultados obtenidos para este subgrupo sugieren la existencia de
marcadores genéticos alin por descubrir los cuales tendrian més importancia en el debut
de la EA mas tardia. Por otra parte, este subgrupo se caracteriza por una acumulacion
muy baja de factores genéticos, con o que cabe achacar la mayor responsabilidad a los
factores ambiental es.

De hecho, la existencia de otros factores, probablemente ambientales, de mucha

importanciay capaces de modificar la influencia de |os factores genéticos, se comprobo
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en un estudio que puso de manifiesto que sdlo una tercera parte de los gemelos

idénticos son concordantes para el desarrollo de la EA (Rosenberg, 2000).

En e subgrupo de pacientes que debutaron con la enfermedad entre los 75 y 79
anos se detectd la presencia de diferentes factores genéticos con una influencia
especifica para este subgrupo. El alelo APOEe4 habia perdido su importancia como
factor de riesgo casi por completo y presentaba frecuencias muy poco diferentes entre
los pacientes 'y los controles.

Por el contrario, en este subgrupo se detectaron dos factores genéticos que
habian carecido de influencia en los grupos anteriores. Especificamente, los alelos
BChE-K y catD se convirtieron en factores de riesgo a padecer la EA en estos pacientes.
Ambas proteinas, la butirilcolinesterasa y la catepsina D, se han involucrado
directamente en la etiopatogenia de la EA: la catepsina D por su actividad similar a la
beta-secretasa, que le confiere la propiedad de formar AR in vitro a partir de APP
(Cataldo et a., 1997; Chevallier et a., 1997) y la BChE por su localizacion en las
placas seniles y ovillos neurofibrilares en los cerebros de los pacientes con EA
(Mesulamy Geula, 1990).

En el subgrupo que incluialos pacientes que debutaron a partir de los 80 afios no
se detectd la influencia de ninguno de los factores genéticos presentes en uno o mas de
los otros subgrupos. El aelo APOEe4 se halla algo més representado en e grupo
control que en los pacientes y podia observarse el mismo hecho con €l alelo CST3-A, la
frecuencia del cual estaba triplicada en los controles en comparacion con los enfermos
(Figura 15).

En los pacientes de 80 0 mas afios aparecid un marcador cuya influencia no se
habia detectado en los subgrupos anteriores. En concreto, €l alelo Th1I/E47-G se hallaba
significativamente acumulado en este subgrupo en comparacion con los controles y con
los subgrupos previos de pacientes (Tabla 4.2).

Hasta el momento no se ha descrito la existencia de factores de riesgo para la

EA en pacientes mayores de 80 afos. La desaparicion del valor como locus mayor de
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susceptibilidad del alelo APOEe4 en este subgrupo invita a postular la existencia de al
menos un marcador genético responsable de la aparicion de la enfermedad en estos
enfermos (Crawford et al., 2000). La EA es €l resultado de un proceso acumulativo en
el que la deposicion lenta de AR lleva a la interrupcion irreversible (hasta ahora) de
circuitos principales, con el consiguiente deterioro cognitivo. El aelo G del
polimorfismo Th1l/E47 del promotor de APOE aumenta la expresion del gen, de modo
que los individuos portadores de este polimorfismo acumulan a lo largo de la vida una
gran cantidad de la proteina apoE. Si, como parece, apoE interviene en la formacion de
las placas seniles (McNamara et a., 1998), una mayor cantidad de esta proteina
facilitaria la formacion de las placas y, a tratarse de un proceso acumulativo, los

resultados se harian notar a edades més avanzadas.

Para concluir, los resultados del presente trabagjo sugieren la existencia de
subtipos de la EA gue son dependientes de la edad de comienzo de la enfermedad,
halldndose diferentes factores involucrados en € desarrollo de los diversos subtipos. Tal
como se ha evidenciado en este proyecto, algunos factores genéticos limitan su
influencia a cierto subtipo de la EA, en tanto que otros (APOEe4) tienen repercusiones
en varios subtipos, aunque con valores muy variables de asociacion a la EA en cada
uno de ellos. La influencia de estos factores genéticos sufriria modificaciones y
quedaria complementada por diversos factores ambientales, de los cuales no se ha

identificado hasta e momento.

136



CONCLUSIONES

VI. CONCLUSIONES

137



CONCLUSIONES

138



CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en e presente estudio se pueden extraer las
siguientes conclusiones, agrupables en cuatro apartados de acuerdo con las cuestiones

abordadas en €l desarrollo del proyecto.

1. Genes causantes de la enfermedad de Alzheimer (EA)

1.1. Las mutaciones del gen de la proteina precursora de la amiloide (APP) son muy
poco comunes, siendo la frecuencia encontrada en la poblacién objeto de nuestro
estudio incluso ligeramente inferior alas descritas en laliteratura.

1.2. Las caracteristicas de la poblacion analizada explican la ausencia de mutaciones
funcionales del gen de presenilina 1 (PS1) en nuestros resultados en discrepancia con
las frecuencias descritas en laliteratura.

1.3. Nuestros hallazgos en un paciente con EA tardia identifican la asociacion de una
nueva mutacion (V148l) del gen de lapresenilina 2 (PS2) alaformatardiade la EA.

2. APOE: un gen de efecto mayor para el desarrollo dela EA

2.1. El alelo APOEe4 es un factor de riesgo mayor en todos los pacientes con EA hasta
los 80 afos. Constituye el factor de riesgo mas importante entre los enfermos que

debutaron entre los 60 y 64 afios de edad.

2.2. El efecto del alelo APOE&4 es dependiente de ladosisy precipitael comienzo de la
EA cuando esta presente en doble dosis (APOE4/4).

2.3. El alelo APOEe4 es e factor de riesgo més importante para los pacientes que

pertenecen a subgrupo con una edad de comienzo de la EA entre los 60 y 64 afos.
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3. Loci de efecto menor para el desarrollo dela EA

3.1. La deteccién de la presencia de loci menores es posible Unicamente dividiendo la

poblacion estudiada en subgrupos separados por interval os de cinco afios de edad.

3.2. Los genes de la cistatina C, PS 1, butirilcolinesterasa (BChE) y catepsina D (catD)
son loci de efecto menor. Especificamente, el alelo CST3-A es un factor de riesgo para
personas menores de 65 afios, e genotipo PS1 1/1 actla en sinergia con e alelo
APOEe4 en los pacientes que debutaron antes de los 69 afios y los aelos BChE-K y
catD-T son marcadores que confieren riesgo en los enfermos que debutaron entre los 75

y 79 anos.

3.3. Uno de los dos polimorfismos del promotor del gen de APOE analizados en este
estudio (el polimorfismo Th1/E47) también puede considerarse como un locus de efecto
menor. El alelo ThI/E47-G representa un factor de riesgo para los pacientes con EA que

debutaron después de los 80 afios.

4, Factores protectores

4.1. El alelo -491AT-T se encuentra acumulado en los individuos control menores de 65
anos en comparacion con los enfermos y con los controles de los otros grupos de edad.
Por tanto, puede considerarse que e alelo —491-T es un factor de proteccién en

individuos menores de 65 anos.

4.2. El delo Th/E4A7-T se encuentra acumulado en los individuos control de 75 afios y

mayores en comparacion con los enfermos y con los controles de los otros grupos de
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edad. Por tanto, puede considerarse que el alelo Th1/E47-T es un factor de proteccion

en individuos de 75 afos 'y mayores.

5. Caracterizacion de posibles subtipos de EA

5.1. Los resultados del presente estudio indican la existencia de diferentes subtipos de
EA esporédica dependiendo de la edad de comienzo de la enfermedad. Estos subtipos
presentan diferencias en cuanto a la carga genética y la influencia de los factores

ambientales.

5.2. En la poblacion estudiada se comprobd que, € aelo CST3-A gjerce unainfluencia
notable en los pacientes que debutaron antes de los 60 afios, mientras que € alelo
APOE=e4 es €l factor genético méas importante en los pacientes que debutaron entre los
60 y 64 anos. En los pacientes que debutaron entre los 70 y 74 afios no se detectd una
carga genética siginificativa y en los enfermos con inicio de la EA entre los 75y 79
anos se identificaron varios factores genéticos con una influencia menor. Finalmente, el
alelo Th1/E47-G es € factor de riesgo méas importante para € desarrollo de la EA en

pacientes que debutaron alos 80 afos 0 mastarde.
5.3. Laacumulacion de las diferentes proteinas, productos de los genes que se han visto

involucrados como factores de riesgo en la etiopatogenia de la EA, podria explicar €

desarrollo de la enfermedad.
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