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Resumen y Abstract Vi

Resumen

Este es un estudio preliminar de tipo exploratorio por factibilidad en el cual se
genotipificaron, en el periodo comprendido entre el 2011 y 2013, 10 polimorfismos en los
genes ADAM10, BACE1, NCSTN y APOE en pacientes con Enfermedad de Alzheimer
de tipo esporadico e individuos control, pertenecientes a la region de Antioquia, teniendo
en cuenta una hipétesis funcional en la cual, variaciones en estos genes, relacionados
con el procesamiento y aclaramiento de la proteina precursora amiloide (APP, amyloid
precursor protein) podrian estar relacionados con la susceptibilidad frente a la

enfermedad.

Se obtuvieron las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos en pacientes
con enfermedad de Alzheimer de tipo esporadico e individuos control y se determinaron
los OR para cada uno. El analisis de asociacién alélica permite determinar un OR de
2.09 (Cl 1.20-3.62, p 0.0083) para el alelo C del marcador rs514049 de ADAM10 y un
OR de 6.29 (Cl 3.09-12.82, p 4.4x10°) para el alelo C del marcador rs429358 de APOE.
En el analisis de asociacion genotipica se determiné un OR de 0.45 (Cl 0.22-0.94, p
0.031) para el heterocigoto C/G del marcador rs638405 en el gen BACE1. El analisis de
haplotipos permite determinar que para el gen APOE (haplotipo formado por los
marcadores rs405509, rs429358 y rs7412) el ATC presenta un OR de 0.48 (Cl 0.28-0.83)
y el ACC presenta un OR de 5.5 (Cl 2.57-11.87), eventos que deben ser confirmados en
una muestra con mayor poder.

Palabras clave: Enfermedades neurodegenerativas; Enfermedad de Alzheimer;
polimorfismos de nucleétido simple; ADAM10; BACEL; NCSTN; APOE;

Enfermedad de Alzheimer de comienzo tardio.



Abstract

This is a feasibility preliminar study on sporadic patients with Alzheimer disease and
healthy controls from Antioquia. They were genotypified, between 2011 and 2013, for 10
SNPs in the ADAM10, BACE1, NCSTN and APOE genes. Based upon functional
hypothesis, i.e. that variation in genes that process and clean Amyloid Precursor Protein
(APP) could be related to susceptibility to AD, we obtain allelic and genotypic frequencies
and OR for each one.

This analysis produces an OR of 2.09 (ClI 1.20-3.62, p 0.0083) for rs514049 (C allele)
from ADAM10, OR of 6.29 (Cl 3.09-12.82, p 4.4x107) for rs429358 (C allele) from APOE,
an OR of 0.45 (Cl 0.22-0.94, p 0.031) for rs638405 (C/G) from BACE1. Two haplotypes
(ATC and ACC) from rs405509, rs429358 and rs7412 polymorphisms at APOE have an
OR of 0.48 (ClI 0.28-0.83) (ATC) and an OR of 5.5 (Cl 2.57-11.87) (ACC). However this
results should be studied in a bigger sample with power enough to produce conclusive
results.

Keywords: Neurodegenerative diseases; Alzheimer’s disease; single nucleotide
polymorphism (SNP); ADAM10; BACE1; NCSTN; APOE; Alzheimer disease, Late
Onset
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Introduccién

La enfermedad de Alzheimer, desorden neurodegenerativo cuyo factor de riesgo principal
es la edad, es una de las formas de demencia mas comun en el mundo; al aumentar la
expectativa de vida, un numero mayor de individuos podria estar afectado. En el mundo
existian 36 millones de personas con demencia en el 2010 y esta cifra podria llegar a los
115 millones en el afo 2050 (WHO, 2006; Llibre Rodriguez, 2008; ADI, 2009, ADI, 2012).
Actualmente un 58% de pacientes con demencia vive en paises de ingresos bajos y
medio-bajos y se estima que para el 2050 un 71% de los pacientes con demencia
estaran ubicados en éstos (WHO, 2006; Prince, 2007; Kalaria, 2008; ADI, 2009). Por otra
parte, en el mundo, menos de una persona de cada cuatro recibe un diagnéstico formal,
lo cual redunda en un menor acceso al cuidado, tratamiento y soporte para estas
personas (ADI, 2012) La demencia, por los costos formales en atencién para los
sistemas de salud e informales para los familiares, genera un impacto social y econémico
importante, debiéndose constituir en una prioridad para los sistemas publicos de salud
(Ferri, 2005; WHO, 2006; ADI, 2009;WHO, 2012).

En paises de ingresos altos, la enfermedad de Alzheimer junto con otros tipos de
demencia se presenta como la cuarta causa de muerte, si bien en paises como Colombia
aparece listada como la vigésimo sexta. (http://www.who.int/mediacentre/factsheets/
fs310/en/index.html,http://www.healthmetricsandevaluation.org/gbd/visualizations/gbd-

2010-leading-causes-and-risks-region-heat-map)

La clasificacion de la Enfermedad de Alzheimer permite distinguir entre pacientes con
agregacion familiar, los cuales se caracterizan por mutaciones en genes causativos
(APP, amyloid precursor protein), Presenilina 1 y Presenilina 2), inicio precoz y un patrén
de herencia autosdmico dominante y pacientes que son los Unicos casos de su grupo
familiar y no presentan mutaciones en estos genes, denominados pacientes de tipo
esporadico. Cifras recientes refieren que los casos familiares explican entre el 1y 2% de

todos los casos reportados (Skotte, 2010; Guerreiro, 2012), los demas son pacientes de



tipo esporadico. Si bien se reconoce actualmente que estos ultimos pueden estar

influenciados por factores genéticos (Bertram, 2012)

Los marcadores histopatolégicos de la enfermedad son las placas seniles, formadas
principalmente por el depdsito de péptido beta () amiloide y los ovillos neurofibrilares
compuestos por la proteina tau (1) hiperfosforilada. La hipétesis de la cascada amiloide
(Hardy, 1992; Hardy, 2009) implica el procesamiento de la proteina precursora amiloide
(APP, amyloid precursor protein), mediante enzimas denominadas secretasas (ADAM10,
BACE1 y el complejo y secretasa del cual hacen parte Presenilina 1 y NCSTN) que
cortan la APP produciendo o no el péptido § amiloide. Adicionalmente, el Unico factor de
riesgo genético aceptado a la fecha es el alelo 4 de la Apolipoproteina E (APOE),
proteina que a nivel celular media el aclaramiento del péptido B amiloide (Deane, 2008;
Bu, 2009).

A partir de la publicacion del primer borrador del genoma humano, la determinacién del
mapa de haplotipos humano (por el proyecto HapMap), la realizaciéon de estudios de
asociacion de genoma amplio (GWAS, genome wide association studies) y la publicacién
del analisis de variaciones en 1000 genomas, ha sido posible determinar que muchas
variaciones (polimorfismos) en la secuencia de ADN podrian estar relacionadas con la

susceptibilidad de los individuos frente a distintas enfermedades.

La hipétesis de trabajo, (teniendo en cuenta las variaciones en el genoma que conferirian
susceptibilidad a la enfermedad), es que el estudio de polimorfismos en la secuencia de
ADN que codifica para proteinas asociadas con el procesamiento o aclaramiento del
péptido B amiloide, podria generar una explicacion celular y molecular de la formacion de

placas, el desarrollo de la enfermedad y permitiria plantear blancos terapéuticos.

En este contexto, el objetivo de este trabajo fue analizar polimorfismos de nucledétido
simple (SNPs, single nucleotide polymorphism) en genes que codifican para enzimas que
procesan el APP o median el aclaramiento del péptido p amiloide en pacientes con
Enfermedad de Alzheimer de tipo esporadico de la regién de Antioquia. Se emplearon las
técnicas de PCR — RFLP y KASP para la genotipificacion, se determinaron frecuencias
alélicas y genotipicas y se compararon con un grupo control de individuos también
proveniente de esta region. Dado que Antioquia ha sido caracterizada por algunos

autores como una region con aislamiento genético se postula como un excelente
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candidato para este tipo de estudio y adicionalmente cubre vacios de informacion

existente al respecto en la region.

Una de las principales limitaciones del estudio esta dada por el tamafio muestral, debido
a la dificultad para conseguir pacientes y controles con los criterios de inclusién/exclusién

empleados.






1.Aspectos teoricos



ANALISIS DE POLIMORFISMOS EN ENFERMEDAD DE ALZHEIMER DE TIPO ESPORADICO




1.1 Generalidades

El envejecimiento de la poblacién a partir del aumento en la expectativa de vida, que se
incrementd desde 1900 hasta nuestros dias ha sido asociado, tanto en paises
industrializados como en desarrollo, con un aumento en la apariciéon de enfermedades
cronicas tales como diabetes, cancer, desordenes cardiacos y neuroldgicos (Fontana,
2009), de los cuales la Enfermedad de Alzheimer es el mas comun (Wan, 2008; Wang X.
2008; Avramopoulos, 2009; Kern, 2009), representando del 50 al 70% de todos los casos
de demencias (Mattsson, 2009; Ravid, 2009; Wan, 2009).

La enfermedad de Alzheimer se caracteriza clinicamente por el deterioro progresivo de la
memoria y otros dominios cognitivos, al punto de interferir con las actividades de la vida
cotidiana, con un promedio de duracion de 8-10 afos (Sloane, 2002; Serretti, 2007;
Wang X., 2008; Avramopoulos, 2009). Otras publicaciones respaldan este intervalo, pues
refieren una duracién de aproximadamente 7.1 afios (Fitzpatrick, 2005 en WHO & ADI,
2012). Fue descrita en 1906 por Alois Alzheimer, quien describié el caso clinico y reporto,
luego de la muerte de la paciente, las placas seniles (neuriticas) y los ovillos fibrilares
(Hardy, 2006) que se constituyen en el hallazgo neuropatolégico asociado a la
enfermedad (Braak, 1991; Jellinger, 2000; Avramopoulos, 2009; Nelson, 2009; Ravid,
2009).

1.1.1 Criterios diagnosticos

Los criterios clinicos para el diagnostico de la Enfermedad de Alzheimer fueron definidos
en 1984 por la Asociacion Americana de Alzheimer y el Instituto Nacional para los
desérdenes neurolégicos y accidentes cerebrovasculares (NINCDS-ADRDA) en una
publicacion realizada por McKhann y colaboradores en la cual se mencionaba la
aparicion insidiosa, asi como deterioro progresivo de memoria y otras funciones
cognitivas. De tal manera que el diagnéstico, basado en estos criterios podia referirse a
un probable, posible o definitivo caso de enfermedad de Alzheimer (McKhann, 1984)
(Anexo A)

En el 2011, el Instituto Nacional de Envejecimiento de los Estados Unidos (NIA, National

Institute of Aging) en conjunto con la Asociacién de Alzheimer revisé los criterios
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diagnosticos y propuso nuevos criterios y lineamientos que pudieran ser lo
suficientemente flexibles y asequibles al personal de salud sin acceso a pruebas
neuropsicoldgicas, imagenes cerebrales y medicion de biomarcadores (los que reflejan la
acumulacién del péptido B amiloide y los que reflejan el dafio neuronal (McKhann,
2011a)) en liquido cefalorraquideo, asi como para investigadores en ensayos clinicos con
acceso a estas tecnologias. En estos lineamientos se conserva el diagnéstico de
probable y se mantiene el término de posible pero redefinido para estar mejor enfocado
(McKhann, 2011). Adicionalmente, en la publicacion del 2011 se determinan criterios
para demencia de diversas causas y se propone la siguiente terminologia para la
demencia causada por la Enfermedad de Alzheimer: Demencia por enfermedad de
Alzheimer probable, Demencia por enfermedad de Alzheimer posible y Demencia por
enfermedad de Alzheimer probable o posible con evidencia del proceso patofisioldgico de
la enfermedad. Si bien los dos primeros términos se determinan para ser empleados en
la clinica, el tercero se usaria con propositos de investigacién (McKhann, 2011). Por otra
parte cabe destacar que algunas condiciones pueden presentar sintomas que simulan
una demencia pero son reversibles con tratamiento adecuado. Se calcula que el 9% de
individuos tienen demencia potencialmente reversible causada por depresion, delirio,
efectos secundarios de medicamentos, problemas de tiroides, deficiencia de vitaminas o
uso excesivo de alcohol. En contraste, la enfermedad de Alzheimer, asi como otras
demencias (Anexo B) es causada por dafo neuronal que no puede ser revertido con los

tratamientos actuales (Thies, 2013).

En el 2012 el NIA (National Institute of Aging) junto con la Asociacién de Alzheimer
propone una revisidn de los lineamientos de 1997 respecto a los criterios para la
evaluacion neuropatolégica, con el fin de describir y categorizar los cambios cerebrales
asociados con la enfermedad de Alzheimer y otras demencias y realizar una mejor

correlacion clinico-patolégica (Anexo C) (Hyman, 2012, Thies, 2013).

Actualmente ha sido posible determinar que los cambios cerebrales de la enfermedad
comienzan varios afios antes de la aparicidon de sintomas asociados a la pérdida de
memoria, de tal manera que se plantean tres etapas de la enfermedad: el estadio
preclinico, el Deterioro cognitivo leve (DCL o MCI, mild cognitive impairment), que ha
recibido atencion desde finales de la década de los noventa y en el cual se presentan
pequefos cambios en el desempeno cognitivo, y el sintomatico, es decir, demencia
debida a la enfermedad de Alzheimer (McKhann, 2011, McKhann, 2011 a, Thies, 2013)



1.1.2 Prevalencia

Estudios sobre prevalencia de las demencias reportan 24 millones de personas afectadas
para el afo 2005, de las cuales el 70% corresponderia a individuos con Enfermedad de
Alzheimer, con un incremento anual de cuatro millones y medio de casos (Ferri, 2005 en
Reitz, 2011; Mayeux, 2012). Si bien la prevalencia de la demencia es muy alta en
Norteamérica (con 6.4% de la poblacién de 60 afios), Latinoamérica ostenta el tercer

puesto con 4.9% (Mayeux, 2012).

Las tasas de incidencia anual (por 1000 individuos) son 10.5 y 9.2 para Norteamérica y
Latinoamérica respectivamente, incrementandose exponencialmente con la edad,
especialmente después de la séptima década de vida (Mayeux, 2012) Figura 1.1. Otros
estimativos determinan un 3.79 por mil en el mundo de la enfermedad de Alzheimer para
el ano 2005, incrementandose a un 5.56 por mil para el 2030. Para Colombia, que segun
la clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud pertenece al grupo Amr-B (paises
de América con baja mortalidad infantil y baja mortalidad en adultos), la prevalencia
estimada seria de 3.37 para el 2005, elevandose a 6.04 para el 2030 (WHO, 2006;
Prince, 2007).

Annual incidence rate (per 100 person-years)
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" Anos de vida con discapacidad

Tal como refieren algunos estudios epidemioldgicos, la demencia contribuye con 11.2%
de los afios de vida con discapacidad en personas de 60 afios 0 mas y por los costos
formales en atencién para los sistemas de salud e informales para los familiares, genera
un impacto social y econdémico importante (Ferri, 2005; WHO, 2006, ADI, 2009).
Colombia, en el grupo Amr-B y que segun los datos del Banco Mundial pertenece al
grupo de ingresos medio-bajos, esta en el grupo con mayor numero de afios de vida

perdidos por discapacidad o DALYs (Disability Adjusted Life Years) causados por
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enfermedades, en relacion con el nivel de ingresos. Los datos muestran ademas un
incremento global proyectado del 66% en DALYs del afio 2005 al 2030 para la

enfermedad de Alzheimer y otras demencias (WHO, 2006).

1.1.3 Factores de riesgo

Los factores de riesgo son antecedentes de parte de los mecanismos de la enfermedad y
pueden ser asociados con la etiologia o el descenlace de la misma. Estos factores
permiten evaluar el riesgo pero no son lo suficientemente sensibles para constituirse en
marcadores diagnésticos (Reitz, 2011). Existen varios factores de riesgo, de los cuales
uno de los mas importantes es la edad; ya que la enfermedad de Alzheimer no hace
parte del proceso normal de envejecimiento (Thies, 2013). Para la determinacién de
dichos factores se han empleado dos tipos de aproximaciones analiticas: los estudios
observacionales (casos y controles, cohortes y transversales) y los experimentales (como

los ensayos clinicos) (Reitz, 2011).

] Historia familiar

Los individuos con al menos un familiar en primer grado con Enfermedad de Alzheimer
tienden a presentar una propension mayor que aquellos sin familiares con la enfermedad
y dicho riesgo aumenta con el numero de familiares afectados (Lautenschlager, 1996
Mayeux, 1991 en Thies, 2013).

] Alelos de APOE

Este gen codifica una proteina que transporta el colesterol en el torrente sanguineo.
Cada individuo hereda un alelo de sus padres y existen tres alelos €2, €3 y €4. El mas
comun es la forma €3 y no esta asociado al incremento o descenso en el riesgo, las
formas €2 y €4 son menos comunes y mientras el €2 disminuye el riesgo, la presencia de
al menos un alelo ¢4 aumenta el riesgo de presentar la enfermedad y modular su edad de
inicio, sin embargo, heredar estos alelos no garantiza que el individuo desarrolle la

enfermedad, tal como ocurre con otros factores genéticos (Thies, 2013).

. Deterioro cognitivo leve (DCL)

El DCL o MCI (Mild cognitive impairment) es una condicidon que no es una fase normal

del envejecimiento (Albert, 2011) e implica cambios medibles en las funciones cognitivas



11

y que pueden ser percibidas por el individuo o sus familiares, pero que no afecta sus
habilidades para las actividades basicas de la vida cotidiana. Los individuos con DCL que
afecta la memoria son mas propensos a desarrollar una demencia que aquellos que no lo
presentan, sin embargo estos individuos pueden retornar a sus niveles cognitivos previos

o permanecer estables sin desarrollar demencia (Thies, 2013).

" Enfermedad cardiovascular y/o cerebrovascular

Existe creciente evidencia que sugiere un vinculo entre la salud cardiovascular y la
cerebrovascular. Adicionalmente los factores de riesgo para ésta se constituyen en
factores de riesgo para la demencia y la enfermedad de Alzheimer, y a diferencia de los
factores genéticos, la mayor parte de estos factores son condiciones modificables con un
adecuado estilo de vida (Thies, 2013).

Por otra parte, los cambios cerebrovasculares (infartos hemorragicos, infartos corticales
isquémicos, vasculopatias y cambios en la sustancia blanca entre otros) incrementan el
riesgo de demencia. EI mecanismo por el cual los accidentes cerebrovasculares
producen el deterioro cognitivo incluye la destruccién del parénquima cerebral con atrofia,
el dano en sitios estratégicos que contribuyen a los procesos de memoria y el incremento
de los depdsitos de  amiloide debidos a la hipoperfusion de sectores del cerebro y la
sobreexpresion de proteinas como la p25 y cdk5 que incrementan el nivel de BACET1, la
cual a su turno incrementa el procesamiento amiloidogénico de la APP (Reitz, 2011;
Mayeux, 2012).

" Hipertension

En individuos entre 40 y 60 afos, el aumento en la presion arterial incrementa el riesgo
de deterioro cognitivo, demencia y enfermedad de Alzheimer. Como la hipertensién
disminuye la integridad vascular de la barrera hematoencefalica, produce extravasacion
de proteinas que ocasionarian dafo celular, reduccién de la funcién sinaptica, apoptosis
e incremento de la acumulacién de B amiloide, generando como resultado el deterioro
cognitivo (Reitz, 2011). A la fecha se han realizado estudios clinicos aleatorizados cuyos
resultados son inconsistentes respecto al uso de medicamentos antihipertensivos y su

utilidad frente al riesgo de demencia o en el curso del deterioro cognitivo (Reitz, 2011).
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" Diabetes tipo Il

Estudios observacionales han permitido determinar que la diabetes tipo Il incrementa casi
al doble el riesgo de desarrollar la enfermedad de Alzheimer. Se ha sugerido que afecta
la acumulacion del péptido B amiloide pues la hiperinsulinemia que caracteriza esta
enfermedad hace que la insulina compita por la enzima degradadora de insulina (IDE,
insulin degrading enzyme), la cual esta asociada al aclaramiento del péptido.
Adicionalmente, el deterioro en la tolerancia a la glucosa genera la formacion de
subproductos de glicosilacion (AGE, Advanced glycosylation end products) y las placas y

ovillos contienen receptores para los AGEs (RAGESs) (Reitz, 2011, Mayeux, 2012)

. Peso corporal

Los estudios que han examinado la distribucion de grasa corporal indican que un indice
de masa corporal bajo esta asociado a la disfuncién cognitiva. Mas aun, estudios
posteriores demuestran que ambos, un bajo o muy alto peso corporal tienen relacién con
el riesgo para la enfermedad de Alzheimer, aunque esta relacion parece depender de la
edad a la cual este indice es medido. Por otra parte la pérdida de peso antes de la
aparicion de la demencia podria estar relacionada con el prodromo de la enfermedad
(Reitz, 2011; Mayeux, 2012).

" Niveles plasmaticos de lipidos

Existen datos conflictivos respecto a la relacién entre la dislipidemia y el deterioro
cognitivo o la enfermedad de Alzheimer. Cuando se disminuye el colesterol presente en
la membrana plasmatica se inhibe el clivaje de APP disminuyendo los péptidos 1-40 y 1-
42 del amiloide, sin embargo, la dislipidemia aumenta el riesgo de enfermedad vascular
que conllevaria a deterioro cognitivo. Los estudios realizados a la fecha respecto al
manejo de la dislipidemia con estatinas no han generado suficiente evidencia de su

impacto en el riesgo para la enfermedad de Alzheimer (Reitz, 2011)

" Consumo de cigarrillo

La relacion entre el consumo de cigarrillo y la enfermedad de Alzheimer es incierta, dado
que los estudios han producido resultados conflictivos. Sin embargo el fumar podria

afectar el riesgo de varias maneras entre las que se encuentra la generacion de radicales
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libres y produccién de estrés oxidativo, el efecto sobre el sistema inmune adicional a que
el consumo de cigarrillo promueve la enfermedad cerebrovascular, factor de riesgo
conocido para el deterioro cognitivo y la enfermedad de Alzheimer. Por otra parte, la
nicotina por si misma incrementa la liberacion de acetilcolina, eleva el numero de
receptores nicotinicos y aumenta la atencion y procesamiento de la informacion (Reitz,

2011; Mayeux, 2012), lo que estaria en contravia de la produccion de estrés oxidativo.

Otros factores de riesgo determinados para la enfermedad de Alzheimer son la

depresion, los traumas encefalocraneanos y el estrés psicoldgico (Reitz, 2011).

1.1.4 Factores protectores

. Reserva cognitiva

Los individuos con un estilo de vida intelectualmente enriquecido, como aquellos con un
alto nivel educativo u ocupacional tienen un riesgo reducido de presentar la enfermedad
de Alzheimer. Asi como aquellos individuos con actividades placenteras en el tiempo libre
calificadas como intelectuales tales como leer, participar en juegos, asistir a clases, tocar
algun instrumento, o actividades fisicas como la jardineria, practicar un deporte, bailar y
participar en actividades comunitarias. Los estudios realizados sugieren que los mismos
factores relacionados con la educacion, que retrasarian el inicio de la demencia permiten
a estos individuos afrontar mas efectivamente los cambios cerebrales asociados al
envejecimiento. Sin embargo, en estos individuos el curso de la enfermedad es mas corto

y el descenlace suele producirse mas pronto (Mayeux, 2012).

= Alimentacion

Los lipidos asociados con la dieta aumentan los niveles circulantes de colesterol, lo que a
su vez incrementa el riesgo vascular en el cerebro y el riesgo para la enfermedad de
Alzheimer. La ingesta de grasas saturadas ha sido asociada con un aumento en el
riesgo, por el contrario, el consumir altas cantidades de grasas n-6-poliinsaturadas o
monoinsaturadas reduce el riesgo (Morris, 2003 en Mayeux, 2012). De igual manera se
ha encontrado que el consumo de altas cantidades de vitamina D disminuye el riesgo.
Dado que algunos estudios muestran resultados contradictorios respecto a la ingesta de
algunos elementos, se ha postulado que la dieta mediterranea, caracterizada por una alta

ingesta de vegetales, legumbres, frutas y cereales, asi como acidos grasos insaturados
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(en forma de aceite de oliva), consumo de pescado y bajo consumo de carne y pollo y
cantidades regulares pero moderadas de alcohol (vino), produciria una alta adherencia y

un bajo riesgo para la enfermedad de Alzheimer (Scarmeas, 2009 en Mayeux, 2012)

] Actividad fisica

La practica de ejercicio aumenta el aprendizaje tanto en animales jovenes como en
aquellos mas viejos, activando los mecanismos de plasticidad que remodelan los
circuitos cerebrales (Cotman. 2002 en Mayeux, 2012). Adicionalmente promueve la
vascularizacién cerebral y estimula la neurogénesis. En adultos mayores sin problemas

cognitivos el ejercicio aerdbico fue asociado a un mejor funcionamiento cognitivo.

. Compromiso social y cognitivo

Los individuos con un mayor compromiso social y cognitivo, tal como se menciond
anteriormente, tienen un riesgo menor de presentar déficit cognitivo que evolucione a
enfermedad de Alzheimer (Wilson, 2002, 2007, Verghese, 2003 y Akbaraly, 2009 en
Mayeux, 2012).

1.1.5 Genética epidemioldgica

La enfermedad de Alzheimer se clasifica segun la edad de inicio, denominandose
temprana cuando los pacientes presentan el cuadro de deterioro cognitivo antes de los
60 anos, (EOAD, Early Onset Alzheimer's Disease), y de inicio tardio (LOAD, Late Onset
Alzheimer's Disease) cuando es posterior a esta edad (Bertram, 2010). Estudios
realizados por Schottky en 1932, Van Bogaert en 1940 y Essen-Moller en 1946 en
familias con la enfermedad (Hardy, 2006) permitieron posteriormente, no sélo determinar
genes causativos, sino también discriminar entre dos tipos de pacientes, los familiares y

los esporadicos.

] Enfermedad de Alzheimer Familiar

Los pacientes de tipo familiar (FAD, Familial Alzheimer's Disease) presentan mutaciones
en alguno de estos tres genes: la Proteina precursora de Amiloide (APP, amyloid
precursor protein) localizada en el cromosoma 21, Presenilina 1 localizada en el

cromosoma 14 y Presenilina 2 localizada en el cromosoma 1.
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Se ha determinado que el patrén de herencia de estas mutaciones suele ser autosémico
dominante, con una alta penetrancia. A la fecha, en el gen de la APP se han reportado
cuarenta mutaciones de las cuales algunas son duplicaciones cromosomicas, otras seis
mutaciones son de naturaleza no patogénica (no asociadas con la presentacion de la
enfermedad), una mutaciéon cuya naturaleza patogénica no es clara y otras dos cuyo
patrén de herencia pareceria ser recesivo (Cruts, 2012, Guerreiro, 2012). Recientemente,
en este gen fue reportada una mutacién denominada protectora pues reduce en un 40%

la produccion de péptidos amiloidogénicos in vitro (Jonsson, 2012).

En el gen de Presenilina 1 hay 197 mutaciones reportadas, de las cuales ocho son de
naturaleza patogénica incierta (no presentan fenotipo neurodegenerativo), ocho
deleciones, dos inserciones y cuatro mutaciones no patogénicas; y en el gen de
Presenilina 2 aparecen 25 mutaciones reportadas, de las cuales siete son de naturaleza
patogénica incierta y cinco son no patogénicas (Tanzi, 2005; Brouwers, 2008; Bertram,
2010; Bettens, 2010; http://www.molgen.ua.ac.be/adMutations/; Bertram, 2012; Cruts,
2012).

Estas mutaciones generan un incremento en los niveles del péptido  amiloide e inicio

temprano de la enfermedad. Dado que las mutaciones en estos genes explican un
porcentaje muy bajo de los pacientes con Enfermedad de Alzheimer, se cree que existe

un porcentaje de variacién genética que permanece oculta.

. Enfermedad de Alzheimer Esporadico

La mayoria de pacientes son de tipo esporadico, razon por la cual existe una busqueda
intensiva de genes candidatos que pudieran estar relacionados con la enfermedad.
Segun reportes hechos por Bertram, de 700 genes que han sido estudiados en los
ultimos 30 afios como posibles candidatos, sélo unos pocos muestran efecto de riesgo

significativo frente a la enfermedad (Bertram, 2008).

Actualmente, el Unico gen que ha podido ser asociado como factor de riesgo para la
enfermedad y su efecto ha sido replicado en diferentes estudios en varias poblaciones es
el gen de la Apolipoproteina E (APOE), localizado en el cromosoma 19. Como se
menciond anteriormente, este gen tiene tres alelos: €2, €3 y ¢4 de los cuales el alelo 4

incrementa el riesgo de aparicion y modula la edad de inicio en forma dependiente de la
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dosis (un alelo €4 cuadruplica el riesgo, mientras que dos alelos lo aumentan diez veces)
(Strittmatter, 1993; Corder, 1993; Guerreiro, 2012; Tanzi, 2012; Bettens, 2013).

1.2 Sistemas celulares implicados

Tal como se menciond inicialmente, los marcadores histopatolégicos de la enfermedad
son las placas neuriticas y los ovillos neurofibrilares. Las placas neuriticas estan
compuestas por agregados insolubles de péptido B amiloide de 8 a 10 nanémetros y los
ovillos neurofibrilares estan compuestos por filamentos helicoidales pareados de proteina
tau hiperfosforilada (Selkoe, 2001; Masters, 2006a y 2006b; Bettens, 2010; Querfurth,
2010).

Sin embargo, el contexto celular de la enfermedad implica alteracién en varios sistemas
adicionales: la pérdida de sinapsis en el hipocampo y el neocértex como un evento
temprano en la progresion de la enfermedad y el mejor correlato estructural de la
disfuncion cognitiva (Arendt, 2009); la alteracion selectiva de los mecanismos de
plasticidad neuronal y potenciacion a largo plazo asociados con los procesos de memoria
(Haass, 2007; Deshpande, 2009); la disfuncién mitocondrial y formacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) con el consecuente estrés oxidativo que se manifiesta en la
oxidacién y nitracidn de proteinas, oxidacion de DNA y RNA, peroxidacion de lipidos de
membrana y formacion de subproductos de glicacién avanzada (AGE) (Varadarajan,
2000; Butterfield, 2002); la activacion anormal de astrocitos y microglia que
desencadenan un aumento en la respuesta inflamatoria mediada por receptores tipo Toll
(Toll-like receptor TLR) y citoquinas como las interleuquinas IL-1A, IL-1B e IL-6, el factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y proteinas de fase aguda (Wan, 2008; Wang B., 2008;
Kim, 2009) entre otros.

El compuesto que subyace a todas estas alteraciones es el mismo componente de las
placas seniles: el péptido B amiloide, el cual ha sido determinado como punto de partida
de todas las anormalidades celulares, tal como lo refiere la hipotesis de la cascada
amiloidea (Hardy, 1992; Hardy, 2002), que postula el desbalance entre la produccion y el
aclaramiento del péptido B amiloide como el origen del proceso neurodegenerativo
(Bettens, 2010) y que ha sido revisada (Hardy, 2009) y complementada posteriormente

con la hipotesis de la via dual en la cual, ademas de éste, existen mecanismos
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independientes pero paralelos para la hiperfosforilacion de la proteina tau y consecuente

neurodegeneracion (Small, 2008).

Teniendo en cuenta la hipotesis de la cascada amiloide, es el péptido  amiloide de 40 o
42 aminoacidos el que sufre cambios conformacionales que facilitan su insolubilizacién,
agregacion y deposito para formar las placas, lo cual desencadena el posterior proceso

neurodegenerativo y demas alteraciones celulares y moleculares.

1.3 Formacion de placas neuriticas: eventos asociados

1.3.1 Produccion del péptido B amiloide

La proteina precursora de amiloide (APP, Amyloid precursor protein) hace parte de un
grupo de proteinas relacionadas entre las que se encuentran APLP1 y APLP2 en
mamiferos y APPL en Drosophila (O'Brien, 2011). En humanos esta localizada en el
cromosoma 21, comprende 18 exones a lo largo de 290 kilobases; de éstos, los exones
16 y 17 codifican el péptido B amiloide. Esta proteina sufre splicing alternativo para
producir ocho isoformas, siendo tres las mas comunes (APP 695, 751 y 770); de éstas la
APPgg5 se expresa preferencialmente en neuronas. Es una proteina transmembranal tipo
| con un dominio C terminal citosélico y una regién mayor N terminal (Kang, 1987;
O’Brien, 2011).

El péptido B amiloide es producido en condiciones normales en el metabolismo celular
por un mecanismo fisioldégico conocido como la protedlisis intramembranal regulada (RIP,
regulated intramembrane proteolysis) (Haass, 2007); en éste, la proteina precursora
amiloide libera su ectodominio por medio de proteasas conocidas como secretasas o
“sheddasas” al espacio extracelular. El fragmento anclado en la membrana se cliva al
interior de su dominio transmembranal liberando el péptido hidrofébico al espacio
extracelular, y el dominio intracelular al citoplasma para cumplir funciones especificas.

Figura 1.2
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Figura 1.2: Vias de procesamiento de la proteina precursora amiloide. El corte por la a secretasa (ADAM10)
inicia el procesamiento por la via no amiloidogénica, liberando el ectodominio de la proteina precursora
amiloide (sAAPa) y dejando el residuo carboxi terminal C83, el cual es digerido por la y secretasa. Luego de
esto se libera el fragmento extracelular p3 y el dominio intracelular amiloide (AICD). El procesamiento
amiloidogénico se inicia por la B secretasa (BACE1) liberando un fragmento sAPP mas corto. El fragmento
restante, denominado C99 es sustrato de la y secretasa y genera el péptido B amiloide (AB) y el dominio
intracelular AICD. El corte de la y secretasa ocurre al interior de la membrana celular. Los fragmentos sAPPa
y sAPPf son generados después del clivaje por una a o 3 secretasa (Modificado de Querfurth, 2010)

. Via no amiloidogénica

Las dos vias de procesamiento de la APP son mutuamente excluyentes, en la via
constitutiva o no amiloidogénica actua una o secretasa constituida por uno o mas
miembros de la familia de metaloproteasas ADAM (A Disintegrin And Metalloprotease),
de la cual hace parte ADAM10. Esta proteina tipo | esta localizada en el cromosoma 15 y
comprende 160kb, se encuentra anclada a la membrana actuando como un zimoégeno y
puede estar en forma inactiva en Golgi; (Endres, 2010). Su funcién puede ser regular la
adhesion celular, migracion, desarrollo y sefalizacién; como tal posee varios dominios:
un prodominio que actua como una chaperona molecular para permitir la expresion del
sitio catalitico, un dominio catalitico desintegrina rico en cisteina, una regién
transmembranal y una cola citoplasmatica. Tiene varios sustratos entre los que se
encuentran Notch, el factor de crecimiento epidermal (EGF), Efrinas, cadherinas y APP
(Lammich, 1999; Moss, 2007). ADAM10, actuando como o secretasa, corta la proteina
precursora de amiloide entre los aminoacidos 16(K) y 17(L) del péptido  amiloide, evita
su produccién y genera un fragmento extracelular de APP soluble (sAPPa) de 105 a 125

kDa y un fragmento C terminal transmembranal (CTFa) de 10 kDa que es procesado por
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la y secretasa para generar el péptido P3 de 3 kDa. Figura 1.3 (Lammich, 1999; Turner,
2004; Haass, 2007; Brouwers, 2008; Marks, 2008; de Strooper, 2010; Querfurth, 2010).

APP APPsa

Figura 1.3: Procesamiento de la proteina precursora amiloide
(APP). Via no amiloidogénica. Corte de APP por una o
@ - secretasa en la secuencia del péptido B amiloide, lo cual

libera el fragmento extracelular de APP soluble (sAPPa). Un
p3 corte posterior por la y secretasa libera el fragmento P3
(modificado de De Strooper, 2010)
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La sobreexpresion de ADAM10 en cultivos celulares aumenta el sSAPPa y el fragmento
de 10kDa disminuyendo la produccién de 3 amiloide; su inhibicion por mutaciones en la
zona de union al zinc disminuye la actividad o secretasa. Adicionalmente, los ratones
transgénicos con la delecion para el gen que codifica ADAM10 presentan letalidad o
defectos en el desarrollo de sistema nervioso central y sefalizacion de Notch entre otros
(Marks, 2008; Reiss, 2009), pero ratones que son modelo para la Enfermedad de
Alzheimer, al cruzarse con ratones transgénicos para ADAM10 muestran una atenuacién
de la patologia de placas y produccién aumentada de la via a secretasa (Endres, 2010).
Estudios recientes refieren ademas que la sobreproduccion de Sirtuina (una deacetilasa
NAD dependiente) en el modelo del ratén doble transgénico para Alzheimer (mutacion
sueca en APP/delecién del exdn 9 en PS1) activa la transcripcién de ADAM10, reduce la
patologia cerebral y déficit comportamental en el ratén, lo cual se comprueba en el ratén

knock out de Sirtuina pues estos rasgos aumentan (Donmez, 2010).
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" Via Amiloidogénica

En la via amiloidogénica, particularmente frecuente en neuronas, se produce el péptido B
amiloide completo (Brouwers, 2008) Figura 1.4 (de Strooper, 2010). En ésta, la B
secretasa o BACE1 (B-site APP Cleaving Enzyme), identificada como una proteina
transmembranal tipo | de 501 aminoacidos, con actividad aspartil proteasa (de Strooper,
2000 en Ehehalt, 2003) esta codificada en el cromosoma 11. BACE1 es sintetizada como
un zimoégeno (con un prodominio corto) en el reticulo endoplasmatico y luego de la
remocion del péptido de sefal sufre un clivaje del prodominio por una convertasa similar
a furina para ser glicosilada en cuatro residuos asparragina, generando la BACE1
madura de 70kDa (Hunt, 2009; Vassar, 2009; Willem, 2009), la cual es enviada a través
de la via secretora a la membrana plasmatica agrupandose en los “lipid rafts” ricos en
colesterol en los cuales ocurre el procesamiento de APP (Ehehalt, 2003; Haass, 2004), o
puede ser internalizada a los endosomas, de pH acido, el cual es 6ptimo para su accién
(Cole, 2008; Hunt, 2009). Esta enzima corta la APP en el residuo aspartil 1 para generar
el extremo N terminal del B amiloide y un fragmento C terminal anclado a la membrana

denominado C99.

APP | | APPsp

Figura 1.4: Procesamiento de la proteina precursora
Ap amiloide (APP). Via amiloidogénica. La 3 secretasa corta el
APP en el fragmento N terminal del péptido p amiloide,

s - liberando el ectodominio sAPPp. El procesamiento por la y
nﬁﬁ ?ﬁ W secretasa por el extremo carboxi terminal libera el péptido

! (Us “‘Jﬂ i[ﬂMU)LU YL amiloide (Modificado de De Strooper, 2010)

) C99 59

Este corte de BACE1 es prerrequisito para el clivaje del fragmento C99 mediado por la y
secretasa, generando el dominio intracelular de APP (AICD) de 49-50 aminoacidos, el
cual se transloca al nucleo para cumplir funciones especificas en la regulacién de la
expresion geénica. Figura 1.4 (Haass, 2004; Cole, 2008; Vassar, 2009; de Strooper, 2010;
Querfurth, 2010).
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La y secretasa es un complejo aspartil proteasa intramembranal compuesto por cuatro
proteinas: Presenilina 1 (0o 2) que forma el centro del complejo con dos residuos
aspartato cataliticamente activos que estan localizados en los dominios
transmembranales 6 y 7; Nicastrina, una proteina transmembranal tipo | de
aproximadamente 150kDa cuando esta completamente glicosilada, posee un dominio
hidrofilico conservado en el cual mutaciones sin sentido incrementan la produccién de 3

amiloide, mientras que la delecién del mismo la inhiben (Dermaut, 2002, Kimberly, 2003).

La region transmembranal de Nicastrina interactia con el fragmento C terminal de 37
aminoacidos de Presenilina para formar el complejo y secretasa (Kaether, 2004).
Nicastrina ha sido ademas reportada como la receptora del sustrato a clivar (Shah,
2005); APH1 (anterior pharynx-defective 1) y PEN2 (Presenilin enhancer protein 2) que
son altamente hidrofébicas y estarian involucradas en la maduracion y estabilidad del
complejo y secretasa (Haass, 2004 y 2007; Small, 2006; Selkoe, 2007; Steiner, 2008; de
Strooper, 2010).
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Es importante destacar que este complejo media el corte de varios sustratos, hecho que
debe ser tenido en cuenta en estudios de disminucién o aumento en la expresion de

dichas proteinas como blanco terapéutico para la Enfermedad de Alzheimer.
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1.3.2 Aclaramiento del péptido beta amiloide

La acumulacion del péptido B amiloide estd determinada por un estado de equilibrio
dinamico entre la tasa de produccién, el aclaramiento, degradacion, oligomerizacién y
depdsito del mismo. Respecto al aclaramiento, éste se lleva a cabo por dos vias: la
degradacion proteolitica y el transporte desde el cerebro mediada por receptores (Tanzi,
2004; Turner, 2004). La degradacion proteolitica se lleva a cabo por medio de varias
enzimas entre las cuales se encuentran tres metalopeptidasas de zinc: la enzima
degradadora de insulina (IDE, insulin-degrading enzyme) o insulysin, Neprilysin (NEP) y
la enzima convertidora de angiotensina (ACE, Angiotensin I-converting enzyme) (Miners,
2010); dos inhibidores de proteasas: alfa 2 macroglobulina (a2M, Alpha-2-Macroglobulin)
y alfa 1 antiquimotripsina (a1ACT, Alpha-1l-antichymotrypsin) también conocida como
SERPINAS.

La otra via por la cual se produce el aclaramiento del péptido B amiloide es el transporte
desde el cerebro, la cual esta mediada por LRP (low density lipoprotein receptor-related
protein) a través de APOE y RAGE (receptor of advanced glycation end-products), que
son receptores multiligando de la superficie celular que favorecen el aclaramiento de

varias proteinas (Tanzi, 2004).

La Apolipoproteina E (APOE) es un polipéptido de 299 aminoacidos con una masa de
34kDa y con dominios de hélice alfa para la unién reversible de lipidos (Hatters, 2006;
Bu, 2009). Las isoformas estan determinadas de la siguiente manera: ApoE2 posee
cisteina en las posiciones 112 y 158 siendo Ila isoforma mas estable
conformacionalmente y tiene baja afinidad por el receptor de LDL; ApoE3 tiene cisteina
en la posicion 112 y arginina en la 158 con estabilidad media, alta afinidad por el receptor
de LDL e intermediarios de plegamiento y ApoE4 con arginina en ambas posiciones,
conformacion menos estable (lo cual hace que presente conformacién no plegada y sea
mas sensible a protedlisis), alta afinidad por el receptor de LDL e intermediarios de
plegamiento (Hatters, 2006), lo cual tiene implicaciones funcionales. Es sintetizada en
diferentes tejidos (principalmente en el higado, aunque en sistema nervioso se encuentra
en astrocitos) y parece estar asociada a la reparaciéon luego de una lesidon; es una
proteina plasmatica que sirve como ligando de los receptores de lipoproteinas de baja
densidad y a través de esta interaccion, participa en el transporte de colesterol y otros
lipidos (Weisgraber, 1981; Mahley, 1984, Mahley, 1988).
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En cultivos de neuronas de ganglio de la raiz dorsal se observo que la isoforma apoE3
Incrementa el crecimiento de las neuritas, mientras que la apoE4 lo disminuye (Nathan,
1994, en Chou, 2005). En experimentos con ratones deficientes de ApoE y ratones
transgénicos para las isoformas humanas E3 y E4 se mostré que la isoforma E4 favorece
la nucleacion y agregacién de amiloide y mayores marcadores de dafio oxidativo en el
sistema cardiovascular y el cerebro (los ratones que carecen de ApoE), adicionalmente
estos ratones presentan un numero reducido de terminales presinapticas (con y sin
expresion de APP humana) e incremento en cantidad de placas (cuando se expresa APP
humana) (Hatters, 2006; Mahley, 2006). Por otra parte, ApoE tiene dos dominios
estructurales, en el fragmento N terminal presenta un dominio de 22kDa para el sitio de
unién al receptor de LDL (residuos 136-150) y en el C terminal presenta un dominio de
10kDa con el sitio de unién a lipidos (residuos 244-272); en la isoforma E4 se presenta
una interaccidn entre una arginina en la posicidon 61 y el acido glutamico en la 255, lo cual
explicaria algunos efectos detrimentales de esta isoforma Figura 1.6 (Mahley, 2006; Bu,
2009).

Receptor Lipid Figura 1.6 Esquema de la ApoE
binding Hinge binding . ; .
1 136 150 region a4 T2 299 humana con un dominio amino terminal
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receptor y un dominio carboxi terminal

Ar1361 W A,gol,cys Glu2ss que contiene la region de union a

| m | lipidos. Se sefialan los residuos que le
confieren  heterogeneidad a las
isoformas y la regiéon de interaccion
entre Arg 61 y Glutamico 255. (Modificado
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En un trabajo publicado por Deane en el 2008 se muestra como en el modelo murino, el
aclaramiento del péptido B amiloide a través de la barrera hematoencefalica funciona de
manera dependiente de la isoforma de ApoE; cuando la isoforma E4 se une al amiloide
redirecciona el aclaramiento del LRP1 (LDL receptor-related protein 1) al receptor VLDL
(VLDLR, very low density lipoprotein receptor), el cual internaliza ApoE4 y el complejo
con amiloide mas lentamente que LRP1, mientras que las isoformas E2 y E3 permiten un
aclaramiento mas rapido del amiloide (Deane, 2008; Bu, 2009). ApoE promueve ademas
la degradacion del péptido amiloide mediada por Neprilysin e IDE, siendo este proceso

mas efectivo en la isoforma E3 respecto a la E4 (Jiang, 2008; Bu, 2009, Kim, 2009).
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1.4 Genes implicados en el procesamiento de la
proteina precursora amiloide

1.4.1 ADAM10
El gen ADAM10 (OMIM 602192) (ADAM metallopeptidase domain 10) también conocido

como kuz, AD10 o MADM, se encuentra localizado en el brazo largo del cromosoma 15
(15921.3) en humanos y tiene su homologo en el cromosoma 9 de ratones. Comprende
16 exones a lo largo de 160kb y codifica la proteina Disintegrin and metalloproteinase
domain-containing protein 10 precursor o de manera corta ADAM10, compuesta por 748
aminoacidos (84142 Daltons) y es una proteina de membrana tipo | (Prinzen, 2005).

Esta proteina fue identificada en 1995 por Wolfsberg y colaboradores (Prinzen, 2005) y
fue purificada a partir de membranas de monocitos humanos por Rosendahl vy

colaboradores en 1997.

" Polimorfismos de nucleétido simple

Un estudio pionero, realizado en el 2003 y teniendo en cuenta que ADAM10 usa la
proteina pridnica PrPc como sustrato, determina la relaciéon entre el SNP rs972801 (en
desequilibrio de ligamiento con un polimorfismo funcional) y la enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob, sin encontrar asociacion entre dicho polimorfismo y la susceptibilidad
para ésta (Plamont, 2003). En el 2005, Prinzen y colaboradores publican un estudio
sobre la estructura genémica y la caracterizacién funcional del promotor de ADAM10, los
dos polimorfismos estudiados corresponden a la posicion -630 (ahora conocido como
rs514049) que resulta en un cambio de G por T y la posicidon -279 (hoy denominado
rs653765) que resulta en un cambio de A por G. Adicionalmente encuentran otros dos
polimorfismos mediante SSCP (single-strand conformation polymorphism) vy
secuenciamiento. Sin embargo, no encuentran asociacién con la enfermedad (Prinzen,
2005). En un estudio de genoma amplio realizado en el 2008, Li y colaboradores
analizaron entre otros el polimorfismo rs17269348 sin hallar evidencia de asociacion (Li,
2008).

En el 2009, Harold y colaboradores realizaron el estudio de genoma amplio (GWAS) mas
grande para esa fecha, con 16000 individuos, encontrando asociacién con los genes CLU
y PICALM, replicando la asociacion encontrada para APOE y determinando una

tendencia para el polimorfismo rs17269348 (OR=1.28) (Harold, 2009) (www.alzgene.org).
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Por otra parte, en un estudio basado en familias, Kim en el 2009 evalué nueve SNPs
entre los que se encuentran: rs2305421, rs514049, rs605928 y rs4775096. De estos, se
analizaron los polimorfismos rs605928 y rs4775096 en un estudio de genoma amplio que
incluia estas familias y en el cual se incluyé el rs17269348. Los hallazgos relevantes del
estudio de Kim reportan dos mutaciones, la Q170H y la R181G, con penetrancia
incompleta (Kim, 2009). Sin embargo, Cai y colaboradores publican un estudio en
pacientes esporadicos en el cual encuentran tres variaciones raras con cambio de
sentido, una de ellas (L9V) en 5 pacientes y ningun control; estos pacientes pertenecen
al grupo Ashkenazi por sus marcadores de ancestria y ésta es la razén de la variacién
encontrada mas que una relacion con la enfermedad. A diferencia de la publicacion de
Kim en el 2009, Cai determina que para este gen las mutaciones no juegan un papel
significativo sobre el riesgo para la enfermedad de Alzheimer y llama la atencién sobre un
estudio cuidadoso de los marcadores de ancestria de las muestras incluidas en las
investigaciones, pues las variantes raras, encontradas en grupos poblacionales
especificos, podrian generar resultados que no son reproducibles en poblaciones de

diferente componente ancestral (Cai, 2012).

Se sabe que el gen que codifica para la proteina lipasa C se encuentra la misma regién
cromosomica que ADAM10 y que adicionalmente juega un papel importante en el
metabolismo de lipidos, de tal manera que en 2010 Laws y colaboradores realizan un
analisis de polimorfismos que incluye el SNP rs653765, sin encontrar asociacién con la
enfermedad de Alzheimer (Laws, 2010)

En una publicacién del 2011, Laws y colaboradores evaluan 27 polimorfismos en
ADAM10, entre los que se encuentra el rs653765 y concluyen que no existe asociacion

con la enfermedad para ningun SNP o haplotipo (Laws, 2011).

Dos publicaciones recientes refieren una asociacion significativa entre el polimorfismo
rs514049 ubicado en el promotor del gen y los niveles de APPa. En la primera de ellas
se encontré que los controles con genotipo CC tienen mayores niveles de APPa. respecto
a los otros genotipos y se presenta el efecto opuesto en los pacientes con Alzheimer
(Bekris, 2011). En la segunda publicacién, Bekris y colaboradores determinan que la
presencia del haplotipo C-A formado por los SNPs rs514049 y rs653765 esta asociada

con mayores niveles de la fraccion soluble de APPa (sAPPa) en liquido cefalorraquideo
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de individuos normales comparados con pacientes y mayores niveles de la proteina
ADAM10 en hipocampo (pero no en cerebelo) de sujetos con menor numero de placas
comparados con individuos con mas placas, lo cual sugiere que la expresion de ADAM10
esta modulada por la presencia de este haplotipo y es dependiente de la region cerebral
estudiada (Bekris, 2012).

1.4.2 BACE1
El gen BACE1 (OMIM 604252) (beta-site APP-cleaving enzyme 1), también conocido

como ASP2 o HSPC104 se encuentra localizado en el brazo largo del cromosoma 11
(11923.3), en una regién implicada con la Enfermedad de Alzheimer en un estudio de
ligamiento (Tanzi, 2005). Tiene su homologo en el cromosoma 9 de ratones y comprende
9 exones a los largo de 30kb. Codifica la proteina beta secretasa (beta-secretase 1) y
produce al menos 4 isoformas por splicing alternativo de las cuales la mas comun es una
proteina de 501 aminoacidos y 55711 Daltons. Fue clonada e identificada de manera

independiente por varios grupos de investigacién en 1999 (Vassar, 2009).

" Polimorfismos de nucleétido simple

Un estudio realizado por Murphy y colaboradores en el 2001 permitié la determinacion de
la estructura gendmica de BACE1 y la caracterizacién de dos polimorfismos, uno en el
exoén 5y el otro en el intron 5, sin embargo, no fue posible determinar asociacién con la
enfermedad (Murphy, 2001). En el mismo afo, Allison Goate y su grupo secuenciaron
ambos genes (BACE1 y BACE2) en pacientes con demencia frontotemporal y
enfermedad de Alzheimer familiar de inicio temprano y tardio, determinando un efecto
leve del polimorfismo en el exdn 5 en individuos portadores del alelo ¢4 de APOE
(Nowotny, 2001)

En el ano 2003, Jordi Clarimén estudia tres polimorfismos en poblacion espafiola y
encuentra asociacion entre el genotipo GG del polimorfismo del exdén 5y la enfermedad,
si bien el riesgo encontrado (OR 2.2) indica para el autor que no son factores de riesgo
mayores (Clarimén, 2003). En el afio 2004, se reporta el estudio de polimorfismos en
BACE1 en poblacién asiatica (dos cohortes de chinos Han) y se encuentra que la

frecuencia del alelo C para el polimorfismo C/G del exén 5 es mayor a la reportada para
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poblaciéon caucasica y que el genotipo CC de éste se encuentra asociado con la
enfermedad (Shi, 2004)

El equipo de Cai en el 2005 realiza un estudio en el polimorfismo del exdn 5 en pacientes
con enfermedad de Alzheimer pertenecientes a la poblacién de chinos Han y encuentra
que las diferencias en frecuencias alélicas y genotipicas no es significativa, sin embargo,
al estratificar por el alelo ¢4 de APOE encuentra que el alelo G esta asociado a riesgo
(Cai, 2005).

En el 2012, Calero y colaboradores encuentran que el polimorfismo en el exén 5 es un
factor de riesgo en pacientes con enfermedad de Creutzfeldt-Jakob de inicio temprano

que son homocigotos para la mutacion M129M de PRNP (Prion protein) (Calero, 2012)

1.4.3 NCSTN
El gen NCSTN, (OMIM 605254) (NICASTRIN) también conocido como APH2, se

encuentra localizado en el brazo largo del cromosoma 1 (1923.2) en humanos, en una
region de ligamiento para la enfermedad (Dermaut, 2002) y tiene su homodlogo en el
cromosoma 1 de ratones. Esta compuesto por 17 exones y codifica un ORF de 709

aminoacidos.

= Polimorfismos de nucleétido simple

En el 2002, Dermaut y su grupo realizaron un analisis de este gen que les permitid
detectar 14 polimorfismos (237G/A, -69C/G, -74C/T, 636 A/G, +18C/G, 747C/T, +61G/A,
+32C/G, -5C/G, 1249 AT, -129T/C, +31INSG, -119G/C, -74C/T) , 10 de ellos intrénicos, 3
mutaciones silentes y una mutacion sin sentido que parece no ser patogénica, Figura 1.7.
En una muestra de pacientes con inicio temprano y tardio encontraron un haplotipo
(denominado hap B) cuya frecuencia fue mayor en el grupo de inicio temprano respecto a
los pacientes de comienzo tardio y los controles. La frecuencia de este haplotipo fue
mayor en individuos sin alelo ¢4 de APOE con un OR de 4.1, lo cual indica el papel de la
disfuncion del complejo y secretasa en pacientes de inicio temprano (Dermaut, 2002). En
el mismo afo, Orlacchio y colaboradores analizaron dos polimorfismos (237 G/A vy
747C/T) en la regidon codificante de NCSTN en una muestra de poblacion italiana, sin

obtener evidencia de asociacion (Orlacchio, 2002)
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Confaloni y su grupo analizaron este gen en el 2003 encontrando las siguientes variantes
636A/G (L212L en el exon 6), 747 C/T (D249D en el exén 7), +18C/G en el intron 6,
+13T/C en el intrén 9, -5C/G en el intron 10 y una variante en el 3'UTR (2514T/C), tres
de ellas formando un haplotipo, sin embargo, no pudo confirmar una mayor frecuencia de
dicho haplotipo en los pacientes de inicio temprano tal como habia referido Dermaut
(Confaloni, 2003).
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Figura 1.7: Estructura gendomica de NCSTN y determinacion de haplotipos. Se determina la localizacién y el
cambio de cada uno de los polimorfismos. (Modificado de Dermaut, 2002)

En el mismo afno Cousin y colaboradores realizaron un estudio en pacientes caucdasicos
de origen francés, determinando los cuatro polimorfismos que forman el haplotipo B (636
A/G, +18C/G, -5C/G y -119G/C) pero sin replicar la asociacién determinada por Dermaut
(Cousin, 2003).

Helisalmi y colaboradores en el 2004 analizaron, en poblacion finlandesa, cuatro
polimorfismos (636 A/G, +18C/G, -5C/G y -119G/C) que permiten distinguir entre los
haplotipos A, B, C y D sin encontrar diferencias en las frecuencias genotipicas, sin
embargo, al analizar los haplotipos encontraron que en pacientes sin el alelo ¢4 de APOE
habia una diferencia en las frecuencias, determinada por la ausencia del haplotipo D en
pacientes en relacion con los controles y un leve aumento del haplotipo B en la muestra
total de pacientes que es mas notable para aquellos de inicio temprano (Helisalmi, 2004).
En un estudio realizado por el equipo de Lovestone en el 2005 se toman pacientes
cognitivamente sanos evaluados a la edad de 11 afos y a la edad de 79 afos,
pertenecientes a una cohorte de pacientes conocida como Lothian Birth Cohort 1921

(LBC1921) y se evalua el efecto de los haplotipos de nicastrin en el desempefio
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cognitivo. Los polimorfismos estudiados son rs12239747 (636 A/G), rs2274185 (+18C/G),
rs7528638 (-5C/G) y -119G/C. De manera particular se encuentra un haplotipo adicional
determinado como HapE y se encuentra que los individuos con al menos una copia del
haplotipo B (hap B GCGC) tienen puntajes mas altos en una prueba de razonamiento
verbal. Estos hallazgos les permiten pensar que en individuos sanos, el haplotipo B tiene
efecto en las habilidades cognitivas a lo largo de la vida y no esta relacionado con
cambios cognitivos asociados al envejecimiento. Por otra parte, estos resultados podrian
explicar porque un coeficiente intelectual bajo en la nifiez parece ser un factor de riesgo
para la enfermedad de Alzheimer de inicio tardio (mas que de inicio temprano), por lo
menos para la poblacién escocesa estudiada (Deary, 2005)

En el afio 2006, Confaloni y su grupo realizan un andlisis en varios genes en una
poblaciéon considerada como aislado genético (la isla de Cerdefia) y determinan para
nicastrin los polimorfismos 636 A/G en el exén 6, 747C/T en el exé6n 7 y -5C/G en el
intron 10, encontrando una mayor frecuencia del haplotipo B en pacientes con
enfermedad de Alzheimer de inicio temprano respecto a los controles, hallazgo acorde
con la publicacion de Dermaut (Piscopo, 2006)

En el 2011 Lupton emplea una metodologia novedosa para mirar el efecto de variantes
raras en sectores codificantes del gen para determinar el riesgo para la Enfermedad de
Alzheimer y encuentra que una de éstas confiere riesgo y fortalece la hipétesis de la

accion de estas variantes raras en la heredabilidad de la enfermedad (Lupton, 2011).

1.4.4 APOE
El gen APOE o APOLIPOPROTEIN E (OMIM 107741), también conocido como AD2 y

LPG, esta localizado en el brazo largo del cromosoma 19 (19q13.32) en humanos vy tiene
su homdlogo en el cromosoma 7 de ratones. Estd compuesto por cuatro exones y tres
intrones a lo largo de 3600 pares de bases y codifica para una proteina de 299
aminoacidos, la Apolipoproteina E. A la fecha es el unico factor de riesgo para la
Enfermedad de Alzheimer (Hatters, 2006) que ha sido validado en diferentes poblaciones
y en meta-andlisis. Los alelos han sido determinados de la siguiente forma: el alelo €2
posee una baja frecuencia alélica en la poblacion, se ha reportado ademas que esta
ausente en algunas poblaciones de nativos americanos (Corbo, 1999); el alelo €3 es el
mas frecuente en todos los grupos humanos, especialmente en poblaciones de economia

agricola (Corbo, 1999) y el alelo €4 tiene una frecuencia alta en poblaciones como los
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pigmeos, los Khoi San y en poblaciones aborigenes donde existe el forrajeo o la
disponibilidad de alimento es escasa, lo cual lo haria un genotipo “ahorrador” ademas de
ser el alelo ancestral (Zekraoui, 1997), ya que es el alelo presente en primates no
humanos (Hanlon, 1995; Hixson, 1998 en Corbo, 1999). Este fendmeno explicaria su
efecto deletéreo en sociedades occidentalizadas en las cuales existe una abundante
disposicién de alimento.

El alelo €4 ha sido asociado con un aumento en el riesgo de presentar la enfermedad de
Alzheimer y un descenso en la edad de inicio que se correlaciona con el numero de

alelos que se posean (Corder, 1993).

" Polimorfismos de nucleétido simple

Los polimorfismos mas estudiados, no sélo en relacion con la enfermedad de Alzheimer
sino con diversas patologias son aquellos que codifican los alelos €2, ¢ 3 y €4,
denominados rs7412 y rs429358 (cambios C/T). A partir del metaanalisis realizado en el
Alzheimer Research Forum (www.alzgene.org) se encuentran al menos 28 estudios en
muestras de individuos caucasicos, 2 estudios de afrodescendientes, 4 estudios en
asiaticos, 1 estudio en hispanos y al menos 3 estudios en poblaciénes mezcladas o de
otro origen. La asociacién con el alelo €4 produce un OR global de 3.68 (Cl 3.30, 4.11).
Adicionalmente existen estudios en otros polimorfismos del gen, si bien los resultados de
los estudios de asociacion son conflictivos. Los polimorfismos estudiados comprenden:
rs769446 (-427) con OR que van desde 0.41 en asiaticos hasta 3.19 en caucasicos,
rs449647 (-491) con OR que estan entre 0.29 en asiaticos hasta 1.75 en otra poblacion
asiatica, rs400446 (+113) con el alelo C como factor de proteccion (OR menores de 1.0),
rs439401 con el alelo T con OR entre 0.33 y 0.75 (analizado en varios estudios de
genoma amplio) y el rs405509 (-219) con OR menores de 1, excepto por el estudio de
Bizzarro en el 2009 con un OR de 1.91.

1.5 Estudios de ligamiento y de asociacion

El estudio de fenotipos asociados a enfermedades ha seguido tradicionalmente dos
enfoques: el analisis de ligamiento basado en grupos familiares y los estudios de
asociacion basados en individuos de una poblacion (Halder, 2003); de éstos, el analisis
de ligamiento, en el cual se identifican regiones cromosdmicas asociadas con una

enfermedad por la medicién de la segregacion de marcadores particulares con un
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fenotipo determinado dentro de una familia siguiendo tres pasos fundamentales: la
identificacion de un locus relacionado con la enfermedad, el secuenciamiento de la region
encontrada en el paso anterior en un grupo de casos y controles para caracterizar
mutaciones y la determinacién de la funcion biolégica y molecular del gen encontrado
(Altschuler, 2008 en Guerreiro, 2012) ha resultado exitoso en la identificacion de genes
en enfermedades con herencia mendeliana simple (para este tipo de estudios en
enfermedad de Alzheimer, ver Tabla 1), sin embargo, cuando se habla de enfermedades
complejas, de etiologia multifactorial, poligénicas, con penetrancia incompleta y que se
desarrollan en etapas tardias de la vida (tal como es el caso de la Enfermedad de
Alzheimer), tal aproximacion presenta limitaciones y su validez suele ser menor respecto

a estudios de casos y controles (Cardon, 2001; Halder, 2003; Guerreiro, 2012).

NO

estudios
GSTM1: GSTM4: NGF: HMGCS2:
) 1p13.3-23.3 2 52  APH1A. CHRNB2: APOA1BP; CRP:
NCSTN
1923.3-031.1 3 2140 F11R USF1. APOAZ: RXRG: PTGS2
5 5p13-p15 6 1428 SLC6A3: PRKAAI
. 8p22-p21 ) 20 rC\J:/L\LTJt NAT2: LPL: ADRA1A: CHRNAZ:
9p21 5 >1.046 IFT74
9 GOLM1: ABCA1: DENB31: TLR4: HSPAS:
9q22-q34 8 1642 o A bone
TFAM: ANK3: CDC2: EGR2: LRRTM3,
10 10921-q22 7 18415 Qo oG PLA
GAPDH: C1R; A2M: OLR1: LRPG.
12 12p11-p13 4 1439 CRnon.
LRP3: AKT2: APOE: PVRLZ: TOMMA0:
19 19912-q13.33 9 1.6-7.7  APOC1: APOC2: CD33; NR1H2
21 21921-022 2 1645  NCAM2: APP. C210rf63. BACE2

Tabla 1. Estudios de ligamiento para la Enfermedad de Alzheimer. Se mencionan los diez mas interesantes,
y se hace una selecciéon cruzada con la base de datos de AlzGene. Chr=Cromosoma estudiado. *Se
mencionan solo algunos genes en cada regién (Modificado de Guerreiro, 2012)

En enfermedades complejas, las variantes o alelos de riesgo son menos deterministicos
y mas probabilisticos; la presencia de alelos de riesgo puede incrementar levemente la
posibilidad de presentar la enfermedad y se presume que dichos alelos pueden
presentarse con una frecuencia mayor al 1% en la poblacién (Lander, 1994 en
Hirschhorn, 2002). La presencia de estas variantes fue inicialmente estudiada a partir de
isoformas proteicas; posteriormente se pudo determinar a través de RFLPs (restriction
fragment length polymorphisms) en la secuencia de ADN y luego se analizaron

microsatélites, repeticiones variables en tandem (VNTRs, variable number tandem
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repeats), inserciones/deleciones y polimorfismos de nucledtido simple (SNPs, single

nucleotide polymorphisms) (Hirschhorn, 2002).

Al determinar el genotipo de estas variaciones en individuos con determinada
enfermedad y en controles sanos, estos polimorfismos son puestos a prueba por su
asociacion respecto a la susceptibilidad frente a la enfermedad, en los llamados estudios
de asociacion cuyo disefio mas comun es el de casos y controles. En éstos, la frecuencia
de alelos o genotipos en el sitio de interés es comparada en poblaciones determinadas y
una frecuencia mayor en los casos es tomada como evidencia de que el alelo o genotipo

afecta el riesgo de presentar dicha enfermedad (Hirschhorn, 2002).

Las publicaciones realizadas acerca de estudios de asociacion para nuevas variantes
genéticas en enfermedades complejas ha ido en aumento en los ultimos afios, sin
embargo, muchos de éstos no han podido ser reproducidos debido a factores como el
tamafo de muestra (loannidis, 2003) (los efectos de dichas variantes suelen tener un
efecto leve, por lo cual se requiere un tamafo de muestra grande), estratificacion en la
poblacion estudiada, desequilibrio de ligamiento variable (de Bakker, 2005), inadecuado
apareamiento de casos y controles, sobredimensionamiento de los resultados y sesgos
respecto a la publicacion de resultados positivos (Cardon, 2001; Hirschhorn, 2002; Price,
2008; Sagoo, 2009). Con respecto a la estratificacion, ésta existe cuando la poblacién
total ha sido formada por mezcla entre subpoblaciones y cuando las proporciones
debidas a la mezcla varian entre individuos (Hoggart, 2003). Pero, tal como lo refiere
Shriver, algunos autores han propuesto que poblaciones pequenas y aisladas pueden ser
mejores para el mapeo de genes, debido a su baja heterogeneidad y un mayor grado de

desequilibrio de ligamiento (Shriver, 2003)

Es por tanto importante tener en cuenta los factores anteriormente enunciados al realizar
el disefo del estudio de asociacion con el fin de eliminar sesgos que impidan la
reproducibilidad de los resultados obtenidos, y tal como lo refiere Sagoo en su revision
sistematica de estos estudios, analizar las publicaciones en el campo de interés,
determinar la validez de la evidencia, la existencia real de la asociacién, su consistencia y
magnitud, ya que actualmente dichos estudios se identifican comunmente con estudios

de asociacion de genoma amplio (Sagoo, 2009).
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1.5.1 Estudio de haplotipos

A partir de la publicacién de la secuencia completa del genoma humano (Lander, 2001;
Venter, 2001) en su primera version y la posterior publicacién de la secuencia final
(IHGSC, 2004), ha sido posible descubrir informacioén tanto estructural como funcional
sobre la expresion del genoma y aumentar la comprension de algunas enfermedades
humanas. Sin embargo, es mediante el estudio de las variaciones humanas por métodos
basados en la comparacién de haplotipos (combinaciones especificas de nucledtidos
localizadas en el mismo cromosoma (Schaid, 2002)), como aproximacién al mapeo de
genes asociados a enfermedades y que dan origen a la construccién del mapa de
haplotipos de distintas poblaciones (HapMap) (Gabriel, 2002; International HapMap
Consortium, 2005; Manolio, 2008 y 2009) empleando polimorfismos de un solo nucleotido
(SNPs, single nucleotide polymorphism); como es posible encontrar mayor informacion
que ayude a comprender los desordenes neurolégicos (Eichler, 2007; Hardy, 2008; Kidd,
2008), ampliando ademas el espectro de estudio a los analisis de genoma amplio (GWAS

genome-wide association study) (Manolio, 2010).

Los haplotipos se refieren a un grupo de alelos heredados en un solo cromosoma. El
analisis de haplotipos es importante para mapear genes de enfermedades, dilucidar la
historia de las poblaciones, estudiar la genética evolutiva y explorar las interaciones cis
en la regulacion de la expresion génica. Los haplotipos cromosdémicos pueden ser
importantes para interpretaciones funcionales de SNPS en interacciones cis y la
integracion de juegos de datos genéticos y epigenéticos a lo largo de los cromosomas
(Ma, 2010)

1.5.2 Estudio de asociacién en genoma amplio

Los estudios de asociacion de genoma amplio (GWAS, Genome-wide association
studies) basados en la genotipificacion de marcadores genéticos a gran escala y de alta
densidad, capturan una proporcion sustancial de variaciones comunes en el genoma a
partir de muestras de ADN que son informativas para un rasgo de interés, con el objetivo
de mapear la asociacion entre la frecuencia de un genotipo determinado y el rasgo
estudiado (Manolio, 2009). Puede llevarse a cabo en cohortes basadas en poblaciones
especificas, en asociacion basada en familias, aunque usualmente emplea el disefio de

estudio de casos y controles (McCarthy, 2008). Emplean la tecnologia de microarreglos
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mediante la cual es posible estudiar cientos o miles de polimorfismos de nucleétido
simple (SNPs) al mismo tiempo bajo el supuesto de “enfermedades comunes-variaciones

comunes”.

Otros autores refieren que los estudios de genoma amplio son un tipo de estudios que se
realizan bajo el supuesto de estar libres de hipoétesis (Kitsios, 2009; Brookfield, 2010), es
decir, se observan cambios en el genoma pero la asociacién con el rasgo de interés se

realiza a posteriori respecto a los hallazgos encontrados.

1.5.3 Estudio de asociacion en genoma amplio en la Enfermedad
de Alzheimer

En la Enfermedad de Alzheimer, este tipo de estudios ha permitido reportar algunas
variaciones en genes especificos que muestran resultados promisorios respecto a su
asociacion con ésta, entre ellos se encuentran BIN, CLU, PICALM y CR1 (Bertram,
2010). (Tabla 2).

Sin embargo, existen desventajas que hay que tener en cuenta en este tipo de estudios,
en los GWAS los efectos son bastante pequefios (incremento del riesgo en pacientes
versus controles entre 0.10 y 0.15 veces) comparados con el incremento en el riesgo del
alelo ¢4 de APOE que es de entre 4 y 15 veces; y, aunque no hay estimativos precisos,
se piensa que la proporcion de heredabilidad determinada por los GWAS para el LOAD
(Late Onset Alzheimer's Disease), asi como para otras enfermedades complejas, no es
superior al 50%, lo cual deja un porcentaje importante de heredabilidad “perdida” o la
llamada “materia oscura” de los GWAS, dado que se sabe que existe pero no ha podido
ser observada (Manolio 2009b; Bertram, 2010; Manolio, 2010, Tanzi, 2012) ademas su

costo es alto.

Esta “materia oscura” puede ser explicada por la existencia de variantes comunes que no
se encuentran incluidas en los microarreglos, variaciones estructurales referentes al
numero de copias, e incluyen inserciones/deleciones y rearreglos, y las variantes raras
cuyas frecuencias del alelo menor MAF (minor allele frequency), son menores del 5%
(Tanzi, 2012)
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Estudio Poblacién N° SNPs Hallazgos

SNPs en TOMM40; APOE;

Grupe, 2007 Caso/Control UK, USA 17343
14932.13; APOC1; APOC2
Reiman, 2007 Caso/Control USA 312316 APOE; GAB2
Bertram, 2008 Familias USA 484522 14931.2; ATXN1
Harold, 2009 Caso/Control USA, EU 529205 APOE; CLU; PICALM
Lambert, 2009 Caso/Control USA, EU 537029 CLU; CR1
Carrasquillo, 2009 Caso/Control USA, EU 313504 APOE; PCDH11X
Seshadri, 2010 Caso/Control USA, EU NA APOE; BIN1
Hollingworth, 2011 Caso/Control USA, EU NA ABCA7; CD33; EPHA1

Tabla 2. Seleccién de estudios de asociacidon de genoma amplio (Genome wide association studies)
realizados en Enfermedad de Alzheimer. (Modificada de Tanzi 2012, Guerreiro, 2012)

1.6 1000 genomas

El proyecto de los 1000 genomas, creado como una estrategia para generar bases de
datos publicas de polimorfismos de ADN de variaciones comunes en diferentes
poblaciones mediante la secuenciacion de alto rendimiento, mostré en la primera fase del
proyecto la existencia de protocolos robustos para generar estos datos, asi como
algoritmos validados para la deteccién de variantes y que la secuenciacion de baja
cobertura es una aproximacion eficiente en estudios de genoma amplio, mientras que la
secuenciacién especifica detecta variantes raras en regiones funcionales de interés como
los exones (1000 Genomes Project Consortium, 2010). Adicionalmente, en la siguiente
fase del proyecto permite generar un mapa de haplotipos de 38 millones de SNPs, datos
de 1.4 millones de deleciones e inserciones cortas asi como un numero importante de
deleciones de fragmentos mayores. Permite también mostrar que cada individuo posee
cientos de variantes raras, no codificantes en sitios conservados. Con respecto a la
frecuencia de las variaciones encontradas, los datos del proyecto de los 1000 genomas
permiten capturar el 98% (SNPs) de aquellas presentes en al menos 1% en poblaciones

relacionadas (1000 Genomes Project Consortium, 2012).
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1.7 Contexto nacional

Colombia es uno de los paises con poblacién mas diversa de Latinoamérica (Rojas,
2010), conformada por una mezcla de europeos, amerindios y africanos con patrones de

mezcla que difieren entre las regiones (Bedoya, 2006).

Antioquia es una regién que permanecio relativamente aislada luego del periodo colonial.
Asi, los estudios realizados por medio de marcadores genéticos uniparentales (ADN
mitocondrial y cromosoma Y) y biparentales (cromosoma X y autosémicos) han permitido
determinar poca subdivision de la poblacién a partir del pool genético fundador y
confirmar el aislamiento de la misma (Carvajal-Carmona, 2000; Mesa, 2000; Arcos-
Burgos, 2002; Bedoya, 2006; Service, 2006), evento que la confirma como un buen

candidato para estudios de asociacion.

Respecto a la Enfermedad de Alzheimer, Arango en el 2001 realiza un analisis
mutacional de genes causativos en pacientes con agregacién familiar y esporadicos
reportando una mutacion nueva en Presenilina 1 en un caso sin agregacion familiar
conocida (Arango, 2001); Arboleda en el 2001 reporta las frecuencias de los alelos de
APOE en una muestra de mestizos-caucasicos, Parra-Bonilla en el 2003 realiza un
estudio en polimorfismos del promotor de APOE y encuentra que el -491 A/T incrementa
el riesgo para la enfermedad aunque no esclarece si son familiares o esporadicos,
Camelo en el 2004 estudia polimorfismos en ACE y A2M en 83 pacientes colombianos de
los cuales 47 son esporadicos pero no encuentra asociacion y Forero en el 2006 publica
dos articulos sobre el estudio de polimorfismos en genes asociados a plasticidad
sinaptica (BDNF, COMT y UCHL1) y en los genes LRP1, tau y 5-HTT en 106 pacientes
colombianos (Arboleda, 2001; Parra-Bonilla, 2003; Camelo, 2004; Forero, 2006a y b). En
el afio 2006 Contreras publica un reporte de caso sobre la asociacion entre sintomas
depresivos y la enfermedad de Alzheimer en un grupo familiar. En el afio 2012, un trabajo
de investigacion realizado en el Grupo de Neurociencias de la Universidad Nacional con
pacientes con enfermedad de Alzheimer permitié determinar la asociacion de marcadores
reportados en publicaciones de estudios de genoma amplio (GWAS) en poblacién
colombiana (Ortega, 2012)

Por otra parte, en Antioquia se ha reportado el grupo familiar mas grande del mundo con
Enfermedad de Alzheimer por la mutacion E280A en el gen de la presenilina 1, la cual

causa inicio temprano y un cuadro de deterioro muy agresivo; éste ha sido estudiado
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clinica, imagenolodgica, molecular, fisioldgica, psicolégica y neuropatolégicamente a lo
largo de los ultimos afos (Lopera, 1997; Pastor, 2003), permitiendo incluso determinar
claramente las etapas de progresién clinica antes de la aparicion de la demencia
(Acosta-Baena, 2011). Sin embargo, los estudios con pacientes esporadicos en esta
region hacen referencia a datos neuropsicoldgicos realizados por Velasquez en el 2000 y
estudios neuropatoldgicos realizados por Garcia en el 2003 mediante la técnica de
TUNEL: En el afio 2012, se publica una descripcién clinica y correlacion entre la
enfermedad de Alzheimer y diabetes mellitus para una muestra de pacientes en
Antioquia, pero sin encontrar correlacion con el genotipo de APOE (Botero, 2012), por lo
cual la propuesta de estudiar genéticamente a dichos pacientes cubre un vacio de
informacion que existe actualmente en este campo con respecto a los reportes de otras

zonas del pais.






2.0bjetivos
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2.1 Objetivo general

Analizar polimorfismos en genes asociados con la produccion y aclaramiento del péptido
B amiloide en una muestra de pacientes con Enfermedad de Alzheimer de tipo
esporadico evaluados en el Grupo de Neurociencias de Antioquia y un grupo control, en

el periodo comprendido entre el 2011 y 2013,

2.2 Objetivo especificos

- Caracterizar polimorfismos en los genes ADAM10, BACE1, NCSTN y APOE en

pacientes con Enfermedad de Alzheimer de tipo esporadico e individuos control.

- Comparar las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos en los genes
ADAM10, BACE1, NCSTN y APOE en una muestra de pacientes con Enfermedad de

Alzheimer de tipo esporadico e individuos control.

- Determinar la relacion entre las frecuencias de alelos y genotipos en los genes

mencionados y el desarrollo de la Enfermedad de Alzheimer de tipo esporadico.






3.Metodologia






3.1 Tipo de estudio

Este es un estudio preliminar de tipo exploratorio por factibilidad en casos y controles, en
el cual los pacientes (casos) cumplen los criterios del DSM-IV-TR (Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders) (APA, 2000) para el diagnéstico de la enfermedad
de Alzheimer y los controles son sujetos sanos de la poblacién general. Ambos grupos

estan conformados por individuos que provienen de la region de Antioquia.

3.2 Universo de estudio

A partir de la base de datos SISNE de pacientes del Grupo de Neurociencias de
Antioquia, compuesta por 12882 registros de individuos estudiados en el grupo, se
generaron reportes de pacientes con diagnéstico de Trastorno cognoscitivo leve en una
primera evaluacion que evolucionara a Demencia en la Enfermedad de Alzheimer en
evaluaciones subsiguientes segun la Clasificacion estadistica Internacional de
Enfermedades en su décima version CIE-10 (OPS, 2003) (Anexo D) y se realizaron
busquedas cruzadas de estos reportes con los pacientes pertenecientes al proyecto de
Alzheimer tardio y Busqueda gendmica total.

Para la seleccion de controles se generaron reportes de los proyectos Validacion de
escalas y pruebas neuropsicoldgicas en poblacion general (>50 afios) y Busqueda
gendmica total.

A partir de estos reportes (~300 registros) se aplicaron los criterios de inclusion vy

exclusion para determinar la muestra de individuos a estudiar.

3.3 Seleccion de la muestra: criterios de inclusion y
exclusion

La seleccion de la muestra se realizé a partir de los reportes generados de la base de
datos SISNE, y el procedimiento estuvo basado en la revision de historias clinicas (datos
demograficos, evaluacién neuroldgica, neuropsicolégica, genealogia e imagenes de

resonancia magnética) y aplicacién de los criterios.
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] Criterios de inclusion:

Pacientes Controles

Individuos mayores de 50 afos

Individuos provenientes de la region de Antioquia

Sin antecedentes familiares de demencia.

Individuos con deterioro cognitivo compatible Individuos sin deterioro cognitivo ni quejas de
con criterios diagnédsticos del DSM-IV para memoria, determinado en evaluaciéon médica

enfermedad de Alzheimer y/o neuropsicoldgica.

Evaluacion médica y neuropsicolégica que
documente el deterioro cognitivo y las quejas de

memoria.

Tabla 3. Criterios de inclusion para el presente estudio

Los individuos que cumplieron los criterios de inclusién y firmaron el consentimiento
informado para la donacion de muestras (Anexo E) fueron tenidos en cuenta para el
presente estudio. El protocolo de investigacion fue aprobado por los comités de ética de
la Sede de Investigacion Universitaria SIU de la Universidad de Antioquia y la Facultad

de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia (Anexos F y G).

] Criterios de exclusion:

Pacientes Controles

Individuos menores de 50 afios

Individuos cuya procedencia sea diferente de la regidon de Antioquia

.Individuos que manifiesten su intencion de retirarse del Proyecto.

Individuos con otras enfermedades neuroldgicas o antecedentes personales y/o familiares de otras

enfermedades neuroldgicas.*

Individuos con antecedentes personales y/o familiares de enfermedades psiquiatricas.*

Individuos menores de 65 afios

Individuos con deterioro cognitivo compatible con
criterios diagnodsticos del DSM-IV para enfermedad
de Alzheimer, CON HISTORIA FAMILIAR DE
DEMENCIA*

Individuos con diagnéstico de demencia por la
mutacién E280A de PS1.

Tabla 4. Criterios de exclusion para el presente estudio. *Documentado en la historia clinica de SISNE o en
la genealogia
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Esta es una muestra de conveniencia, el método corresponde a un estudio de casos y
controles en una proporcion cercana de 1:2. En la determinacion de la misma no se

empleo la estrategia de emparejamiento por edad.

3.4 Definicion de variables

La variable dependiente fue definida como el deterioro cognitivo debido a la presencia de
depositos del péptido B amiloide. Se tomaron como variables independientes los
polimorfismos de nucleétido simple (SNPs) en los genes ADAM10, BACE1, NCSTN y
APOE.

3.5 Seleccién de polimorfismos de nucleétido simple
(SNPs)

A partir de la hipétesis funcional, en la cual variaciones de nucleétido simple en los genes
ADAM10, BACE1, NCSTN y APOE (relacionados con el procesamiento y aclaramiento
de APP (amyloid precursor protein)), podrian estar asociadas con la susceptibilidad frente
a la enfermedad de Alzheimer; se realizd la seleccion de los polimorfismos a evaluar
mediante la consulta en la base de datos de datos Alzgene (www.alzgene.org) (Bertram,
L.) reportada en la pagina del Alzheimer Research Forum (www.alzforum.org) (Bertram,
2007). Se tomaron en cuenta polimorfismos que hubiesen sido reportados en metanalisis
en los genes seleccionados y adicionalmente se revisaron publicaciones recientes que
reportaran estudios en polimorfismos especificos y en los cuales se determinaran

correlatos funcionales.

3.6 Obtencion de ADN

Las alicuotas de 20, 50 o 100 ul de ADN gendmico fueron obtenidas a partir de muestras
almacenadas a -20°C en el Neurobanco del grupo. Estas muestras de ADN fueron
extraidas a partir de sangre total mediante el kit Gentra PureGene de Qiagen.
Brevemente este protocolo es una modificacion del método de precipitacién por salting-
out para la purificacion de ADN, en el cual se rompen las células con un detergente
aniénico, se remueve el ARN presente con una enzima de digestién especifica y las

proteinas son removidas posteriormente por precipitacion salina. EI DNA se precipita con
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Etanol y se disuelve en un buffer de hidrataciéon (EDTA y Tris Cl) en el cual es
almacenado. En el caso de pacientes nuevos las alicuotas se obtuvieron inmediatamente

después de la extraccion y rehidratacion.

3.7 Cuantificacién y preparacién de platos

Las alicuotas obtenidas fueron cuantificadas en los equipos Thermo Scientific NanoDrop
2000 y Thermo Scientific NanoDrop 2000c para determinar la concentracién de DNA de
cada muestra, verificar la calidad de la misma (proporcion Asso/Asge) Yy realizar las
diluciones de trabajo a una concentracion final de 50ng/ul. La muestra empleada como
blanco para esta determinacién fue la solucién de rehidratacién provista en el kit Gentra

PureGene de Qiagen.

Una vez determinadas las concentraciones iniciales de cada alicuota, se procedié a
preparar los platos maestros con la concentracién de trabajo a un volumen final de 200ul
(C1*V1=C_C2*V2)y fueron almacenadas a -20°C.

A partir de los platos maestros se prepararon platos para amplificacion y restriccion de
cada uno de los marcadores a genotipificar (réplicas). En cada pozo de estos platos se

procedi6 a servir 2ul de ADN.

3.8 Diseio de primers

Para la amplificacion de los polimorfismos escogidos en cada uno de los genes de
interés, se disefiaron primers a partir de la secuencia Fasta reportada en la base de
datos dbSNP del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP), mediante el programa
Primer3 v.0.4.0 (http://frodo.wi.mit.edu/) (Rozen, 2000) (Anexo H). Se corroboré la
longitud y especificidad de los fragmentos amplificados mediante una PCR in silico en la
pagina del buscador en el genoma de la Universidad de California en Santa Cruz
(https://genome.ucsc.edu/) 'y la herramienta de alineamiento  Primer-blast

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) del NCBI.
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3.9 Seleccion de enzimas de restriccion

A partir de los fragmentos generados luego del disefio de primers se determing, teniendo
en cuenta la secuencia del polimorfismo, la enzima de restriccion para cortar dichos
fragmentos en el sitio de interés mediante el uso de la herramienta NEBcutter v2.0 de
New England BioLabs Inc. (http://tools.neb.com/NEBcutter2/) (Anexo 1)

3.10 PCR-RFLP

Esta técnica, desarrollada en 1985, permite amplificar fragmentos de ADN de interés
mediante la técnica de reaccidén en cadena de la polimerasa y posteriormente cortarlos
en sitios de reconocimiento especificos por medio de enzimas de restriccién para generar
un patron de fragmentos de ADN de longitud variable y observarlos en una electroforesis

en gel de agarosa (Saiki, 1985).

3.10.1 Amplificacion de marcadores

Para cada marcador se determinaron, por medio de gradientes, las condiciones de
amplificacién respecto a dos parametros: la temperatura de alineamiento y la
concentracién de cloruro de magnesio. Se optimizaron los volumenes finales de reaccién
en 15 o 25ul. Luego de esta estandarizacion, se procedié a amplificar los platos en los
termocicladores MultiGene Optimax TC 9610 de Labnet Inc, SureCycler 8800 de Agilent
Technologies y/o PTC-200 de MJ Research (Anexo J).

Los fragmentos obtenidos fueron visualizados en un gel de Agarosa. De cada uno de

ellos se obtuvo una imagen en el equipo BioDoclt Transilluminator de UVP Inc. (Anexo K)

3.10.2 Digestion

Luego de la revision de los amplicones para cada marcador se montaron las digestiones
segun las condiciones de la casa fabricante. Posteriormente se visualizaron los patrones
de bandas por medio de electroforesis en gel de Agarosa a distintas concentraciones
determinadas por la diferencia en pares de bases de las bandas a observar (Anexo K).
Los genotipos fueron determinados a partir de las imagenes obtenidas y se almacenaron

en un archivo de Excel.
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3.11 PCR competitiva alelo especifica

La determinacion de algunos polimorfismos se realizd por medio de ensayos de
genotipificacion KASP™ (Kompetitive Allele Specific PCR). En ésta, se disefian dos
primers directos con los alelos a discriminar, cada uno con un marcador fluorescente
FAM™ u HEX™ y un primer inverso en comun. Se realiza la PCR y se hacen lecturas de
fluorescencia. La discriminacion del alelo de interés se realiza por medio de la unién
competitiva de los primers directos. De tal manera que si el genotipo es homocigoto
presentara solo una sefial de fluorescencia y ambas senales si es heterocigoto (Anexo

L). Esta genotipificacién fue realizada en LGC Genomics (http//:www.lgcgenomics.com)

3.12 Analisis estadisticos

Se prepararon archivos para ser analizados en los programas: GenePop
(http://genepop.curtin.edu.au/)  (Raymond, 1995; Rousset, 2008), SNPStats
(http://bioinfo.iconcologia.net/snpstats/start.htm) (Sole, 2006), PLINK (http://
pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/) (Purcell, 2007) y Haploview (Barrett, 2005). Se
determiné el equilibrio de Hardy-Weinberg para cada marcador, se determinaron las
frecuencias alélicas y genotipicas, se realizaron analisis de asociacién y se determinaron
los OR e intervalos de confianza. Se determinaron haplotipos y frecuencias de los

mismos.



4 Resultados y Discusion






= Poblaciéon de estudio

La poblacion de estudio esta conformada por 133 individuos, de los cuales 46 son

pacientes con Enfermedad de Alzheimer de tipo esporadico y 87 son individuos control.

Pacientes N=46 Controles N=87

(34.59%) (65.41%)

Femenino Masculino Femenino Masculino
Tamafo muestral 36 10 67 20
Género (%) 78 22 77 23
Edad (x) 76.41 70.34
Rango 65-94 56-88
Escolaridad (%)
0ab 46 47
6a11 39 33
12a 16 15 11
> 16 0 8
Ocupacion (%)
C. Basico 67 69
C. Medio 26 17
C. Alto 3 14
Estado civil (%)
Soltero 2 9
Casado 37 54
Separado/Divorciado 2 3
Viudo 59 33
Unién libre 0 1
Lateralidad (%)
Diestro 89 97
Zurdo 11 1
Ambidiestro 0 1
N° Hijos (x) 7.3 4.1

Tabla 5. Datos demograficos de la poblacion de estudio.
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La representacion por género es equivalente entre el grupo de pacientes y controles, con
un mayor numero de mujeres, lo cual esta de acuerdo con publicaciones que determinan
una mayor incidencia de demencia en este género (Fratiglioni, 1997, Andersen, 1999 en
Placanica, 2009), adicionalmente una publicacién refiere una mayor actividad
dependiente de género de la enzima gamma secretasa en el modelo murino, lo cual
podria ayudar a explicar el incremento de mujeres con enfermedad de Alzheimer

esporadico (Placanica, 2009).

La diferencia en el promedio de edad refleja el criterio de exclusién adicional en el caso
de pacientes con Enfermedad de Alzheimer, debido a que fueron eliminados del estudio
pacientes con inicio temprano, es decir menores de 65 afios, que pudieran reflejar ser los
unicos casos captados al momento del estudio pertenecientes a grupos familiares cuya
causa pudiera ser genética.

En un estudio publicado en el 2012, investigadores italianos reportan un caso esporadico
de inicio tardio y presentacion inusual de la enfermedad con una mutacién en Presenilina
1 (Borroni, 2012); debido a reportes como éste y teniendo en cuenta la heterogeneidad
en la presentacion y curso de la enfermedad, uno de los parametros del estudio fue la
aplicacion rigurosa de criterios de exclusion para tomar en cuenta pacientes con
sintomas mnésicos exclusivamente, descartando presentaciones atipicas de otros
sintomas que hacen parte del sindrome, seguidos por una revision exhaustiva de la
historia clinica, genealogia y resultados de resonancia magnética, para realizar este
estudio en pacientes esporadicos de inicio tardio y un cuadro de deterioro de memoria
tipico para asegurar un grupo mas homogéneo de pacientes para la busqueda de

polimorfismos que confirieran susceptibilidad.

Con respecto a la escolaridad de la poblacién, es interesante notar que el mayor
porcentaje de individuos pertenece al nivel de basica primaria y el grupo de pacientes no
tiene representacion en el nivel superior de educacion (post universitaria). Esto puede
estar asociado al vinculo reportado en la literatura entre el nivel educativo y la reserva
neural o cognitiva, adicional a la existencia de redes neurales compensatorias frente al

proceso de deterioro cognitivo (Reitz, 2009; Ewers, 2013; Morbelli, 2013).
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Adicionalmente, esta diferencia en escolaridad puede asi mismo estar asociada al rango
de edad de ambos grupos (los individuos control son mas jovenes) indicando un mayor
acceso a la educacion en la muestra control.

Con respecto a la ocupacion, dada la heterogeneidad de datos obtenidos, se
determinaron categorias, teniendo como parametro de la labor realizada antes de la
enfermedad para los pacientes y la ocupacién actual para los controles, el tipo de
desempefio o reto cognitivo de la ocupacion; estas actividades, asi como el nivel de
escolaridad, pueden ser considerados como marcadores de reserva cognitiva. Se
observa que la mayoria de individuos desempefa labores basicas y de nuevo un mayor
numero de individuos control desempenan actividades consideradas de reto cognitivo

alto.

En el estado civil de la poblacion se encontré un mayor numero de pacientes viudos
(59% en pacientes vs 33% en controles) frente a un mayor numero de individuos control
que estan casados (37% en pacientes vs 54% en controles). Si bien estudios
preliminares realizados por Beard y colegas sobre factores demograficos y su incidencia
en la enfermedad no hallaron asociacion con el estado civil, educaciéon y ocupacion;
estudios posteriores, que han realizado el seguimiento de individuos durante varios afios,
han permitido mostrar que los individuos que viven con un companero/a tienen un menor
riesgo de presentar deterioro cognitivo en la vejez con respecto a los individuos que
estan separados o viudos y el argumento a favor de este hallazgo es el desafio social y

cognitivo que conlleva mantener una relacién de convivencia (Hakansson, 2009)

Con respecto a la lateralidad, los resultados son contradictorios; en un estudio realizado
por Seltzer en 1984 se encontré una mayor prevalencia de zurdos entre los pacientes de
inicio temprano con respecto a los de inicio tardio, sugiriendo que ambas presentaciones
de la enfermedad podrian ser biolégicamente distintas, sin embargo, de Leon en 1986
encuentra una baja frecuencia de zurdos respecto a su poblacién control y menciona que
serian menos vulnerables a los cambios cognitivos relacionados con la enfermedad.

Un estudio realizado en el 2008 por Siengthai utilizd metodologias alternativas al
autoreporte de lateralidad por parte de los pacientes y refiere que los individuos zurdos
podrian tener un menor desempefio cognitivo en las pruebas neuropsicolégicas.
Recientemente, un estudio reporté atrofia en el hipocampo y amigdala de sujetos sanos

pero asociada con individuos ambidiestros. Adicionalmente este estudio refiere
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resultados anteriores en los cuales no se encuentra efecto de la lateralidad o por el
contrario afirma una edad de inicio temprana para los zurdos pero con una tasa de
deterioro mas lenta (Cherbuin, 2011).

En la poblacién estudiada se encuentra que la mayoria de individuos son diestros, sin
embargo, la representacion de pacientes con enfermedad de Alzheimer zurdos es
superior respecto a los controles (11% vs 1%) y todos los pacientes zurdos tienen una
edad de inicio superior a los 75 anos, en clara oposicidon con algunos datos reportados en

la literatura.

Con respecto al numero de hijos varios autores han postulado que el numero de
embarazos, asi como la diferencia entre tener o no hijos podria afectar la edad de inicio
asi como el deterioro cognitivo en la enfermedad de Alzheimer. Particularmente un
estudio reporta asociacién en mujeres y no en hombres del numero de hijos con los
cambios neuropatoldgicos hallados, sugiriendo un mecanismo especifico de género para
las lesiones que podria estar asociado a los niveles de estrégenos o de hormona
luteinizante (Beeri, 2009). En la poblacion de estudio los pacientes tienen mayor numero
de hijos en promedio (7.3 vs 4.1 en individuos control), el percentil 95 con 13 hijos y el

valor mas alto con 20 hijos. (Anexo M)

Las mayores diferencias en la caracterizacion de variables demograficas entre el grupo
de pacientes con enfermedad de Alzheimer esporadico y los individuos control se
encuentra en las categorias lateralidad y numero de hijos, (valores p de 0.002 y 0.011

respectivamente) (Anexo M).

Como datos clinicos relevantes para el perfil de pacientes estudiados con enfermedad de
Alzheimer de tipo esporadico se determiné el promedio de edad de inicio de quejas de
memoria con impacto en 74.68 anos y el promedio de edad de inicio de la demencia en
76.85 anos. Vale la pena destacar que la edad registrada para el estudio es la de edad
de inicio de la demencia (Age at onset, AAO), y los pacientes presentan edades de inicio
tan tardias como 85 y 94 afos. Esto podria estar relacionado con sesgos en el
diagndstico clinico y sesgos en la deteccion de pacientes; aunque también podria tener
relacion con factores protectores y/o la composicion ancestral de la poblacién estudiada.

Como parte de la caracterizacion de la poblacion estudiada se determinaron los alelos

del gen APOE mediante la genotipificacion por una PCR competitiva alelo especifica
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KASP™ (Kompetitive Allele Specific PCR) para los polimorfismos rs429358 y rs7412. El
alelo €2 esta representado por una T en el primer SNP y una T en el segundo, el alelo €3
presenta una T en el primer SNP y una C en el segundo y el alelo €4 presenta una C en
ambos SNPs. Se determind la presencia o ausencia del alelo ¢4 APOE vy la distribucion
de alelos y genotipos para ambos grupos.

Por otra parte se indica el promedio del puntaje obtenido en los distintos componentes de
la prueba de MMSE (MiniMental State Examination, Folstein, 1975 en McKhann, 1984)
para ambos grupos, tal como figura en los registros de la base de datos neurolégica
SISNE.

Pacientes N=46 Controles N=87

(34.59%) (65.41%)

Presencia/Ausencia

63/37 15/85
alelo €4 de APOE (%)
MMSE ( X )
Tiempo 1.36 4.93
Lugar 2.86 4.95
Fijacion 2.18 2.99
Atencion/Calculo 2.98 4.92
Evocacion 0.25 2.29
Lenguaje 6.2 8.9
TOTAL 16.07 28.98

Tabla 6. Caracterizacion de la poblacion respecto a la presencia/ausencia del alelo de APOE y datos del
MMSE (Tomados de la base de datos neuroldgica SISNE).

Respecto a los datos de presencia o ausencia del alelo €4 del gen APOE, se observa una
clara diferencia entre los grupos, mostrando un porcentaje mayor de individuos sin el
alelo entre los controles (85% vs 37%) y la presencia de dicho alelo en los pacientes en
relacion con los controles (63% vs. 15%). La diferencia entre ambos grupos es
significativa, siendo mayor para la presencia de al menos un alelo €4 (valor p de 5x10 ®)
entre pacientes con enfermedad de Alzheimer e individuos control.

Dado que éste es un factor de riesgo reconocido para la enfermedad de Alzheimer de
tipo esporadico (Strittmatter, 1993; Corder, 1993), los datos encontrados en la poblacién

estudiada ratificarian dicho comportamiento.

En la evaluacion de desempeiio en el MMSE, se presenta alta variabilidad que puede ser
atribuida a los distintos estadios de la enfermedad en el grupo de pacientes evaluados,

cabe destacar que las mayores diferencias entre los grupos se presentan en las
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categorias Evocacion, Puntaje total obtenido y el componente de ubicacion en el tiempo

(valores p de 0.0003, 0.0006 y 0.0016 respectivamente) (Anexo M).

] Polimorfismos evaluados

Polimorfismos de nucleétido simple (SNPs) evaluados en pacientes e individuos control

Secuencia

Anc

MAF

OR 95%Cl

rs17269348 58824641 GCAATT[A/G]TGAAAT A G=0.043 1.15(1.03-1.28) GvsA
ADAM10 15 rs514049 59042363 TCTTAA[A/C]GTCACA A C=0.311
rs653765 59042012  TTTCGA[A/G]GGAGGG G T=0.425
BACEA 11 rs535860 117159878  TCTGCCIA/T|GGGTAC A T=0.114 0.96 (0.80-1.17) AvsT
rs638405 117163824  AATGAT[C/GJACCTCA C C=0.488 1.02(0.93-1.11) GvsC
NCSTN 1 rs12239747 160321065 CCCACT[A/G]TGTGCC G G=0.090 0.99(0.73-1.34) GvsA
rs7528638 160323903 GTACCC[C/G]JCCAGGT C G=0.041 1.07(0.78-1.47) GvsC
rs405509 45408836 AGTAAT[A/C]JCAGACA C T=0.493 0.73(0.69-0.78) CvsT
APOE 19 rs429358 45411941 GACGTG[C/T]GCGGCC C C=0.149
3.68(3.30-4.11) 4vs3
rs7412 45412079  CAGAAGI[C/T|GCCTGG C T=0.074
Tabla 7. Chr=Cromosoma; Pos Chr=Posicion en el cromosoma; Anc=Alelo
ancestral; MAF=Minor allele frequency; OR=0dds Ratio; Datos tomados de
www.alzgene.org y www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP, La posicion en el cromosoma

definida para GRCh37.p10 Genome Reference Consortium Human Build 37 patch
release 10

Los diez polimorfismos fueron evaluados por medio de PCR-RFLP o KASP™. Se
excluyeron del estudio tres polimorfismos, uno de ellos (rs2274185) por el bajo
porcentaje de datos genotipificados luego de realizar el control de calidad y dos
polimorfismos (rs449647 y rs769446) por problemas técnicos con una PCR anidada que

no pudieron ser resueltos.

" Prueba de equilibrio de Hardy-Weinberg
El principio de equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) postula que en poblaciones de gran

tamafo, cuyos apareamientos se realizan al azar, en ausencia de factores como
mutacion, seleccion y migracion, las frecuencias alélicas y genotipicas permanecen
constantes a través de las generaciones (Wigginton, 2005; Hartl, 2007). Actualmente, el
uso de este concepto ha sido ampliado en estudios de enfermedades humanas para
detectar errores de genotipificacion y susceptibilidad frente a la enfermedad (Ryckman,
2008). Para la determinacion del EHW se analizaron los datos de los genotipos obtenidos

en los programas GenePop, SNPStats y PLINK (Anexo N).
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El analisis en PLINK se realiza mediante un test exacto de probabilidades, tal como se
encuentra descrito en el trabajo de Wigginton, y es un tipo de analisis mas preciso para
genotipos raros, tal como es el caso de algunos marcadores escogidos (Wigginton, 2005
en Purcell, 2007). El marcador rs514049 de ADAM10 y el marcador rs638405 de BACE1
se encuentran en desequilibrio de Hardy-Weinberg, el primero presenta un valor menor
de 0.05 para toda la poblacion estudiada (0.0302) y el segundo presenta valores
menores tanto para la poblacion como un todo como para los controles (valores p de
0.0416 y 0.00306 respectivamente). Para el marcador rs429358 se encuentra un valor p
limitrofe de 0.0503 para los pacientes. Tal como refiere Wigginton, las desviaciones del
EHW en marcadores particulares pueden sugerir problemas de genotipificacion,
estructuracion de la poblacién o, en muestras de individuos afectados, una asociacion
entre el marcador y la susceptibilidad a la enfermedad (Wigginton, 2005). Respecto a los
problemas de genotipificacion, en dichos marcadores, rs514049 y rs638405, luego del
analisis preliminar de datos, se tomaron aleatoriamente 15 muestras para ser
genotipificadas de nuevo (~10% de la poblacion) obteniendo los mismos genotipos
determinados en la genotipificacion inicial. Este hallazgo de desequilibrio podria indicar
asociacion entre el rasgo estudiado y dichos marcadores. Al realizar la correccion por
Bonferroni, dado un valor alfa (a) de 0.05 y teniendo en cuenta que son marcadores
bialélicos, es decir, se generan tres genotipos, el valor de aceptacién de la prueba estaria
dado por P =a /3 =0.01666, aunque también se pueden considerar las comparaciones
realizadas en los 10 SNPs es decir P=a/30=0.00166. Este valor permitiria que incluso el
valor p para los controles del marcador rs638405 se encontrara en la zona de aceptacion
de la prueba.

Para el andlisis en SNPStats se realiza también un test exacto y se determinan los
valores p para cada grupo. En el caso de la poblacién estudiada, los datos obtenidos
para este programa concuerdan con los analisis realizados en PLINK.

Para el analisis en GenePop se realiza una test de probabilidad para cada locus en cada
poblacion, teniendo como hipétesis nula la union aleatoria de los gametos en la poblacién
y como hipétesis alterna la unién NO aleatoria de los gametos en la poblacion. En esta
prueba, la probabilidad observada en la muestra permite definir la zona de rechazo de la
hipétesis y el valor p calculado corresponde a la suma de probabilidades de todas las
tablas con igual o menor probabilidad, tal como esta calculado en la prueba exacta para
HW de Haldane, 1954 y Weir en 1996, entre otros (Rousset, 2008). En esta prueba se

presentan los valores p para pacientes y controles, el valor de chi-cuadrado y la
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probabilidad conjunta del test (Anexo N). Los valores de chi-cuadrado mas altos se
observan para los marcadores rs514049 de ADAM10, rs638405 de BACE1 y rs429358
de APOE, sin embargo, los valores p calculados permiten rechazar la hipétesis nula
unicamente para los controles de rs638405 de BACE1. Debido a esto se realizan
pruebas de hipdtesis para el déficit o exceso de heterocigotos, tal como se menciona en
el trabajo de 1995 de Rousset, implementado en el programa (Rousset, 1995; Goudet,
1996) mediante la prueba “U test” o prueba de puntajes para determinar si alguno de
estos eventos incide en el EHW. En éstas, se acepta la hipétesis de exceso de
heterocigotos para el marcador rs638405 de BACE1 en el grupo control, y el marcador
rs429358 de APOE para el grupo de pacientes (valores p de 0.0025 y 0.0377
respectivamente). De manera alternativa, la prueba de déficit de heterocigotos entre

poblaciones arroja un valor p de 0.0270 para el marcador rs514049 de ADAM10.

] Frecuencias alélicas

Se realizaron analisis en los programas PLINK, SNPStats y GenePop (Anexo O). Se
generd una tabla comparativa de frecuencias alélicas, para Antioquia se reportan los
datos concernientes al grupo de pacientes y el grupo de individuos control. La columna
de Alzgene refiere las frecuencias reportadas para distintas publicaciones o diferentes
grupos poblacionales con enfermedad de Alzheimer y las columnas tomadas de HapMap
refieren datos de poblacién general de diferentes regiones geograficas, asi como la
columna de 1000 genomas, que representa la variacién en la poblacion colombiana,

siendo una buena aproximacion a los datos que se reportan para Antioquia.

Las frecuencias alélicas entre pacientes y controles no presentan mayores diferencias,
excepto para los marcadores rs514049 de ADAM10 y rs429358 de APOE; en ambos
marcadores hay una menor frecuencia del alelo C en el grupo control.

Las diferencias en las frecuencias de pacientes reportadas para Antioquia con respecto a
las frecuencias reportadas en la base de datos Alzgene pueden ser debidas al tamafio
muestral, asi como a la composicion ancestral de la muestra estudiada. Particularmente,
la frecuencia del alelo G para el marcador rs653765 de ADAM10 es mucho mas alta en
los pacientes de Antioquia y la frecuencia de los alelos del marcador rs535860 en BACE1
es inversa al reporte de Alzgene, si bien se esperaria que por la composicién genética
ancestral del grupo antioquefio, de predominancia caucasica, esta fuera una fraccion de

la reportada para estudios en caucasicos.
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FRECUENCIAS ALELICAS
Antioquia Ge:ig(r)r(\)es"’ |  Alzgene® NCBI HapMap®
Alz ctrl | cLm CEU HCB  YRI

rs17269348 Ca

n=133 A 0.946  0.943 0.90 0.87 0884 1.0 10  0.959

100% G 0.054  0.057 0.10 0.13 0116 0.0 0.0  0.041
=) rs514049 Prinzen, 2005
% n=114 A 05 0.676 05 0.41 0.367 0907 0.898 0.620
2 85.71% c 05 0.323 05 0.59 0.633 0.093 0.102 0.380

rs653765 Prinzen,2005 Laws,2009

n=129 A 0554 05 0.666 0.73 0.72 0704 0163 0257 0.49

96.99% G 0445 05 0.333 0.27 0.28 0296 0837 0743 051

rs535860 Ca

n=133 A 0.891  0.879 0.891 0.12 0.888 0.867 0.881 ND
= 100% T 0.108  0.120 0.108 0.88 0112 0133 0.119 ND
g rs638405 Ca As

n=130 G 0609 0.613 0.516 0.40 0.64 0328 06 0517 ND

97.74% c 0.391  0.386 0.483 0.61 0.36 0672 04 0483 ND

112239747 Ca

n=126 A 0.967  0.938 0.95 0.96 0951 094 0712 095
Z  94.74% G 0.032  0.062 0.05 0.04 0049 006 0288 0.05
§ rs7528638 Ca *Agilent *low

n=133 c 0.935  0.966 0.975 0.96 0938 ND 0949 ND

100% G 0.065  0.034 0.025 0.04 0061 ND 0051 ND

rs405509 Ca As Af His

n=109 A 0573  0.559 0.408 0.560.78024041 5509 0663 0.208 0.480

81.95% c 0426  0.441 0.591 0sd0mmors0ge 0491 0337 0792 0520
w rs429358 €4 _ *low
9  n=133 T 0.663  0.925 0.850 Ca As AT HE 1908 1.0 0983 ND
< 0.38 0.28 0.35 0.24

100% c 0.337  0.074 0.150 0.092 0017 ND

rs7412 *low

n=133 c 1.0 0.925 0.916 0933 0.905 0.905 0.939

100% T 0 0.074 0.083 0.067 0.095 0.095 0.061

Tabla 8. Comparacion de frecuencias alélicas en diferentes poblaciones.

*Datos tomados del proyecto 1000 Genomas, en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/tools/1000genomes/,
CLM=Colombianos residentes en Medellin

datos tomados de www.alzgene.org Autor, Afo; Ca=Caucasicos y As=Asiaticos, Af=Descendientes de africanos,
His=Hispanos,

‘datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information) tomados de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP
CEU=individuos residentes en Utah de ancestria europea; HCB=individuos Chinos Han de Pekin; YRI=individuos Yoruba
de Nigeria; MEX=Individuos residentes en Los Angeles de ancestria mexicana, *CSAgilent= individuos de ancestria
europea y *low= individuos Yoruba del proyecto 1000 genomas, ND= sin datos.

El comportamiento de las frecuencias del marcador rs638405 de BACE1 es interesante
ya que si bien se esperaria que fuera cercana a las reportadas en Alzgene en

caucasicos, las frecuencias son mas cercanas a las de la poblacion con enfermedad de
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Alzheimer de origen asiatico, dato que debe ser tenido en cuenta en los posteriores

analisis de asociacion.

Con respecto a las frecuencias reportadas en HapMap, es interesante notar que la
variacién en las frecuencias establecidas para cada grupo poblacional hace referencia a
la historia evolutiva de los grupos poblacionales, las migraciones, variacién del entorno y
consecuente variacion de las frecuencias (International HapMap Consortium, 2005; 1000
Genomes Project Consortium, 2010). En la mayoria de marcadores estudiados las
frecuencias son cercanas a las frecuencias reportadas para caucasicos (CEU) o en
algunos casos para mexicanos (MEX), lo cual esta en consonancia con la composicién
ancestral de la poblacion estudiada. Sin embargo, para el marcador rs514049 de
ADAM10, el marcador rs638405 de BACE1 y el marcador rs429358 de APOE las
frecuencias difieren de la siguiente manera: en el primer caso las frecuencias de
controles de Antioquia se asemejan a las de HapMap para mexicanos, sin embargo el
alelo C tiene una frecuencia mayor en pacientes con respecto al reporte del mismo alelo
para mexicanos; en el segundo marcador mencionado las frecuencias que se reportan
aqui para la muestra estudiada de Antioquia son cercanas a las reportadas para HCB,
esto es, el grupo poblacional asiatico y cabe anotar que para este marcador no se han
determinado datos en HapMap para la poblacion mexicana, lo cual seria de utilidad en
esta comparacion. Para el marcador de APOE la frecuencia en pacientes con
enfermedad de Alzheimer en Antioquia del alelo C es mucho mayor a la reportada para
los tres grupos de HapMap (CEU, HCB y YRI) y no hay reportes para la poblacion de
mexicanos. Es interesante notar que los marcadores de NCSTN (rs12239747 vy
rs7528638), teniendo en cuenta los datos disponibles, no revisten mayor variacion en las
frecuencias alélicas entre los grupos poblacionales reportados en HapMap, los estudios
en Alzgene, el reporte de CLM de 1000 genomas y las frecuencias determinadas para la
poblacion de Antioquia. Sin embargo, se refiere en la literatura que algunas variantes
comunes, es decir, con una frecuencia superior al 5% pueden presentar una fuerte
diferencia entre los grupos de ancestria comun (como el caso de CLM y MEX) que puede
haber sido dirigida por adaptacién local entre otros fendmenos (1000 Genomes Project

Consortium, 2012) tal como se observa en algunos marcadores del estudio.

La frecuencias alélicas de referencia para la poblacion colombiana (CLM) del proyecto de
los 1000 genomas, se obtuvieron mediante la seleccidon de cuarenta trios de colombianos

procedentes de diferentes regiones del pais que vivieran en Medellin, de tal manera que
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se pudiera tener acceso a individuos que representaran la diversidad génica existente (A.
Naranjo, comunicacion personal). Debido a que la muestra escogida para este estudio
esta representada por individuos mayores, nacidos en Antioquia y cuyos ancestros
proceden de esta misma region, la cual ha sido mencionada en estudios anteriores como
una region aislada geografica e histéricamente, es posible observar algunos marcadores

cuyas frecuencias alélicas difieren de las reportadas para CLM.

Pacientes N=46 Controles N=87

(34.59%) (65.41%)

Distribucion de Alelos
de APOE N° (%)

€2 (0) 13 (7.5)
€3 61 (66.3) 148 (85)
€4 31 (33.7) 13 (7.5)

Tabla 9. Datos de la distribucion de alelos de APOE.

La distribucién de alelos del gen APOE en ambas poblaciones no presenta diferencia
significativa para el alelo €3 (valor p es 0.13), sin embargo para los alelos €2 y €4 si es
significativa (valores p de 0.0062 y 4 x10 ™ respectivamente). Allen Roses reporta
frecuencias para el alelo ¢4 de 0.40 (Roses, 1996) y posteriormente, a partir de
metaanalisis realizados para el foro de investigacion en Alzheimer (Alzheimer Research
Forum) y su base de datos Alzgene (Bertram, 2007), se publican frecuencias para cada
grupo étnico estudiado. Las frecuencias halladas en la poblacién de Antioquia para el
alelo €4 (0.33 para pacientes y 0.07 para controles) son ligeramente mayores en
pacientes que las reportadas en asiaticos e hispanos (0.28 y 0.24 respectivamente) pero
inferiores a las de caucasicos y poblaciones mixtas (0.38 y 0.45 respectivamente), lo cual
podria corresponder a la composicién ancestral de la poblaciéon de Antioquia, conformada
por un componente caucasico, amerindio y africano que fluctua entre el 70, 15y 15%
respectivamente (G. Bedoya, comunicacion personal). Adicionalmente, el modesto

tamano de la poblacion de estudio podria explicar diferencias en las frecuencias halladas.

= Frecuencias genotipicas

Se realizaron analisis en los programas SNPStats y GenePop (Anexo P). Respecto a las
frecuencias genotipicas, el marcador rs514049 en ADAM10 y el marcador rs638405 en

BACE1 presentan sutiles diferencias en la distribucion de cada genotipo, en el primero
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los controles presentan una frecuencia menor del homocigoto para el alelo C y para el
segundo es el heterocigoto el que predomina en el grupo control. Sin embargo, el valor
es significativo so6lo para el marcador en ADAM10 (valor p de 0.0218). Para los

marcadores rs429358 y rs7412 de APOE las diferencias en las frecuencias genotipicas

es mas evidente y los valores p son significativos (Anexo P).

FRECUENCIAS GENOTIPICAS
Genotipos Antioquia Alzgene *®
Ctrl Alz
rs17269348 A/A 0.89 0.89 0.753 0.780
n=133 A/IG 0.11 0.11 0.229 0.208
100% G/G - - 0.018 0.012
rs514049 A/A 0.3 0.49 0.171 0.157
ADAM10 n=114 A/C 0.4 0.37 0.486 0.482
85.71% C/C 0.3 0.14 0.343 0.361
rs653765 A/A 0.33 0.28 0.543 0.536
n=129 AIG 0.46 0.45 0.363 0.401
96.99% G/G 0.22 0.28 0.094 0.062
rs535860 A/A 0.8 0.77 0.015 0.022
n=133 AT 0.17 0.22 0.211 0.206
100% TIT 0.02 0.01 0.775 0.773
BACE1 rs638405 Ca As Ca As
n=130 G/G 0.39 0.3
97.74% GIC 0.43 0.63 0.169 0.414 0.157 0.383
0.453 0.459 0.463 0.492
C/C 0.17 0.07
0.379 0.127 0.380 0.125
rs12239747 A/A 0.93 0.88 0.918 0.922
n=126 A/IG 0.07 0.12 0.080 0.076
94.74% G/G - - 0.002 0.002
NCSTN
rs7528638 C/C 0.87 0.93 0.914 0.922
n=133 C/IG 0.13 0.07 0.085 0.076
100% G/G - - 0.002 0.002
rs405509 Ca As Af His Ca As Af His
n=109 AA 034 034
0.313 0.602 0.063 0.165  0.229 0.498 0.080 0.170
81.95% AIC 046 044 0498 0365 0.352 0496  0.4950.425 0.394 0.468
c/C 0.2 0.2  0.189 0.033 0.585 0.339  0.276 0.077 0.526 0.362
APOE rs429358 TT 0.37 0.85
n=133 TIC 059 0.5 e e
Ca As Af His Ca As Af His
100% cic 0.04 0 0.145 0.092 0.167 0.066  0.020 0.007 0.036 0.022
rs7412 C/C 1 0.85
n=133 (e72) 0 0.15
100% TIT 0 -—--

Tabla 10. Comparacion de las frecuencias genotipicas.

Determinacién para la poblacion estudiada y reportes de la base de datos genética Alzgene. *Datos tomados

de www.alzgene.org; Ca=Caucasicos y As=Asiaticos, Af=Descendientes de africanos, His=Hispanos,
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Como se menciond anteriormente, las diferencias entre los reportes para la poblacién
estudiada en Antioquia y los datos de la base de datos genética Alzgene pueden ser
explicados en funciéon al tamafo muestral estudiado, asi como diferencias en la

composicion genética ancestral.

Pacientes N=46 Controles N=87

(34.59%) (65.41%)

Distribucion de
Genotipos N° (%)

2/3 (0) 11 (13)
2/4 (0) 2(2)
3/3 17 (37) 63 (72)
3/4 27 (59) 11 (13)
4/4 2 (4) (0)

Tabla 11. Datos de la distribucién de genotipos de APOE.

En la distribucion de genotipos que configuran los alelos de APOE es interesante notar
que en la poblacion estudiada no se presentan individuos homocigotos para el alelo €2;
teniendo en cuenta que este alelo presenta frecuencia baja, este dato concuerda con lo
reportado en algunas publicaciones (Corbo, 1999). El grupo de pacientes no posee
representacion respecto a la presencia de alelos €2, que han sido determinados como
protectores en algunas publicaciones, de la misma forma no se encuentran individuos
control que sean homocigotos para el alelo €4. El mayor porcentaje de individuos control
es homocigoto para el alelo €3 (72%), el cual es el alelo mas comun en la poblacion, tal
como se encuentra mencionado en algunas publicaciones realizadas en poblacion
colombiana (Arboleda, 2001, Forero, 2006c). Con respecto a la publicacion de Arboleda
en el 2001, los datos de la poblacién estudiada son similares en el sentido de que no se
encontraron, en el grupo de pacientes, portadores del genotipo 2/3, sin embargo, a
diferencia de dicha publicacion, en ésta no se reportan pacientes con genotipo 2/4 pero si
individuos control, esto podria estar relacionado con un riesgo similar al del genotipo 3/3
que refieren algunos estudios.

El genotipo cuya diferencia entre grupos tiene un mayor valor p de significancia es el 3/ 4
con 6 x 10 ® y excepto por el genotipo 2/4, los demas presentan valores inferiores al
dado por o=0.05. Adicionalmente, la frecuencia del genotipo 3/ 4 en el grupo de
pacientes de este estudio (0.59) es superior a la reportada en la base de datos de

Alzgene para los grupos étnicos estudiados. Si bien la poblacién estudiada es
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considerada un aislado genético (Arcos-Burgos, 2002; Bedoya, 2006) este hallazgo
podria también ser atribuido al tamafio muestral, por lo cual es importante validar estos

datos en una muestra con la misma composicién ancestral y de mayor tamafio.

= Estudios de asociacion

El analisis de asociacion en SNPStats esta basado en una perspectiva de epidemiologia
genética, en la cual cada SNP es analizado en funciéon a la variable definida como
respuesta, en este caso el estatus de los individuos (pacientes y controles), y realiza una
regresion logistica estableciendo ademas distintos modelos de herencia, frecuencia de
los genotipos, determina un valor p, los OR (odds ratios) y el intervalo de confianza (95%)
(Solé, 2006) (Anexo Q).

Para la mayoria de marcadores estudiados los valores p, dados por un valor ¢=0.05, no
son significativos, sin embargo para el marcador rs514049 de ADAM10, bajo el modelo
de herencia recesivo, el homocigoto C/C representa riesgo con un OR 2.64 (Cl 1.04-6.72;
valor p 0.04). Para el marcador rs638405 de BACE1, el heterocigoto G/C (modelo de
comparacion del heterocigoto contra ambos homocigotos) presenta un efecto protector
con un OR 0.45 (Cl 0.22-0.94; valor p 0.031), cuando se realiza el ajuste por la variable
edad se observa el efecto protector del heterocigoto (OR 0.34 CI 0.15-0.78; valor p
0.0087) pero adicionalmente en el modelo recesivo el homocigoto C/C confiere riesgo
con un OR 3.76 (Cl 1.11-12.76; valor p 0.031) y este hallazgo se replica cuando se hace
el ajuste por las variables edad, género y presencia del alelo 4 de APOE. Ajustes
adicionales indican que este efecto no es modulado por variables como la escolaridad.
Para el marcador rs429358 de APOE, en el modelo dominante se presenta riesgo al
portar al menos un alelo C con un OR 9.71 (Cl 4.19-22.50; valor p <0.0001) y al realizar
el ajuste por las variables edad, sexo o escolaridad, la edad es la Unica variable que
aumenta el riesgo (OR 12.42 Cl 4.71-32.78; valor p <0.0001).

El programa PLINK permite realizar andlisis de asociacién genotipica, generando
diferentes modelos, el valor de chi-cuadrado y valor p para cada uno (Anexo Q). Para el
marcador rs514049 de ADAM10 el valor p mas bajo se encuentra en el modelo de
asociacion alélica (valor p 0.0082), asi como en los marcadores rs429358 y rs7412 de
APOE (valores p de 4.37x10° y 0.0071 respectivamente). Adicionalmente, se encuentra
un valor, que si bien no es significativo podria sugerir una tendencia en el modelo

genotipico para el marcador rs638405 de BACE1 (valor p 0.057).
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El analisis de asociacion alélica realizado en PLINK permite determinar valores de chi-
cuadrado, valor p, el OR y el intervalo de confianza de 95%. En éste, se encuentra que el
marcador rs514048 de ADAM10 presenta un OR de 2.09 (1.20-3.62, valor p de 0.0083)
para el alelo C; para el marcador rs429358 de APOE el alelo C presenta un OR de 6.29
(3.09-12.82; valor p 4.4 x10 ) y el marcador rs7412 de APOE presenta un valor p
significativo de 0.0071, sin embargo, como no existen pacientes con el genotipo T/T no
es posible determinar el OR.

Por otra parte, la presencia de al menos un alelo €4 del gen de APOE genera un riesgo
dado por un OR de 9.71 (Cl 4.19 — 22.49, valor p < 0.0001) y la ausencia de este alelo ¢4
en la poblacion estudiada constituye un factor de proteccion dado por un OR 0.29 (Cl
0.12-0.69, p de 0.0049).

GEN SNP A1 A2 ValorP OR Antioquia OR Alzgene *
rs17269348 G A 0.9163 0.94(0.31-2.84) 1.15(1.03-1.28) Gvs A
ADAM10  rs514049 cC A 0.0083  2.09(1.20- 3.62)
rs653765 G A 0.403 0.80(0.48-1.34)
BACE1 rs535860 T A 0.772 0.89(0.39-1.98) 0.96 (0.80-1.17)Avs T
rs638405 cC G 0.945 1.02(0.60-1.72)** 1.02(0.93-1.11)GvsC
NCSTN rs12239747 G A 0.302 0.51(0.14-1.89) 0.99(0.73-1.34)Gvs A
rs7528638 G C 0.251 1.95(0.61-6.24) 1.07 (0.78 -1.47)Gvs C
rs405509 C A 0.836 0.94(0.54-1.64) 0.73(0.69-0.78)Cvs T
APOE r429358 cC T 4.4e-5  6.29(3.09-12.82) 3.68(3.30-4.11)4vs 3
17412 T C 0.0071

Tabla 12. Comparacién de analisis de asociacion alélica.
Alelo A1y A2 para el estudio. Valor p de significancia. Valor del OR determinado para Antioquia y valor OR
reportado en la base de datos de Alzgene. ®Datos tomados de www.alzgene.org;

De los polimorfismos estudiados en ADAM10 el rs514049 tiene un valor p de significancia
en los analisis de asociacion. Este SNP se encuentra localizado en el promotor del gen,
tal como fue determinado por Prinzen en el 2005 y se halla en una region de unién de
factores de transcripcion e islas CpG, lo cual podria modular su expresion y patrones de
metilacion. En estudios realizados en el 2011 y 2012 por Bekris no se encuentra
diferencia en las frecuencias alélicas para este marcador, sin embargo los individuos
control con genotipo homocigoto para el alelo C presentan mayores niveles de la fraccién
soluble de la proteina precursora amiloide (sAPPa) en liquido cefalorraquideo, mientras
que los pacientes con este genotipo presentan el efecto contrario, lo cual sugiere que la
produccion de APPa es diferente entre pacientes y controles y esta asociada al alelo C

de este polimorfismo. Dado que las frecuencias pueden variar en funcion a la
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composicion ancestral de la poblacion estudiada y que en el estudio realizado en
Antioquia se encuentra una mayor frecuencia del alelo C, se evidencia la validez de
realizar estudios funcionales para observar el comportamiento de las fracciones de APP
o Yy B en liquido cefalorraquideo de estos individuos o realizar estudios respecto a los
patrones de metilacién del gen. Cabe destacar que ADAM10, que media el
procesamiento de la proteina precursora amiloide por la via no amiloidogénica podria
constituirse en un blanco terapéutico de posteriores investigaciones, teniendo en cuenta
los hallazgos encontrados en este estudio.

Respecto a los polimorfismos en el gen BACE1, el rs638405 presenta un efecto protector
del heterocigoto, dato que es acorde con la publicacion de Clarimén en 2003, sin
embargo, el comportamiento del alelo de riesgo, teniendo en cuenta que la muestra
analizada en la regidn de Antioquia tiene un alto componente ancestral caucasico
presenta un comportamiento inusual, las publicaciones realizadas en individuos con esta
composicion reportan el alelo G como el de riesgo, mientras que luego de realizar los
ajustes por algunas covariables, en el presente estudio se determina al alelo C como el
que confiere riesgo. Una publicacion reciente refiere diferentes patrones de
procesamiento de la Proteina precursora amiloide en pacientes con la enfermedad de
tipo autosémico dominante e individuos con enfermedad de Alzheimer esporadico,
particularmente en lo referente al incremento en los niveles y actividad de BACE1 (Pera,
2013). Si bien el polimorfismo rs638405 es exdnico y sinbnimo, lo cual no podria explicar
por si mismo un incremento en la actividad, Nowotny en su estudio del 2001 postula que
podria estar en desequilibrio de ligamiento con variantes intrénicas y pudiera modificar
sitios de splicing. En este estudio se refiere un desequilibrio de ligamiento entre este
marcador y el marcador intrénico rs535860, que podria sugerir un fendmeno como el
sugerido por Nowotny, sin embargo, estos datos deberan ser replicados en una muestra

de mayor tamafio y la hipétesis podria ser puesta a prueba en ensayos funcionales.

Respecto a los resultados encontrados para los polimorfismos de APOE, se corrobora el
efecto de riesgo del alelo €4 para esta poblacion, si bien los valores de OR mas altos que
los reportados para poblaciones de caracteristicas similares pueden sugerir un sesgo

debido al tamano de la muestra.
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. Determinacién de haplotipos

Los haplotipos hacen referencia a la combinacion particular de nucleétidos en el mismo
cromosoma observadas en las poblaciones y que proveen mayor informacion que los
SNPs por separado, sobre la relacién entre variaciones en el ADN y un fenotipo (Gabriel,
2002; Schaid, 2002); y se han utilizado en el disefio e interpretacion de estudios de
asociacion. El desequilibrio de ligamiento (Linkage disequilibrium, LD), o “asociacién no
aleatoria de alelos en loci adyacentes” postula que cuando un alelo en un locus se
encuentra junto con un alelo especifico en un segundo locus de forma mas frecuente a lo
que se esperaria si los loci se segregaran de manera independiente, estos loci se
encuentran en desequilibrio (Ardlie, 2002) y la medida mas usada de éste es D
(Lewontin, 1964 en Ardlie, 2002), la cual cuantifica el desequlibrio como la diferencia
entre la frecuencia observada de un haplotipo y la frecuencia esperada si estos alelos se
segregaran de forma independiente. Alternativamente, otras medidas empleadas para
medir el desequilibrio de ligamiento son D" y r’ y se establece que cuando D'=1 los dos
SNPs no han sido separados por recombinacion y estan en completo LD, sin embargo
esta medida esta influenciada por el tamafo de la muestra, razén por la cual suele
emplearse la medida de r? que cuantifica la correlacion de los alelos en los dos sitios, asi
r’=1 solo si los marcadores no han sido separados por recombinacion y tienen la misma
frecuencia alélica (Ardlie, 2002). Sin embargo, muchos estudios han examinado el
desequilibrio de ligamiento concluyendo que éste es extremadamente variable entre loci

y entre poblaciones (Gabriel, 2002).

Para el presente trabajo se realizaron analisis en los programas SNPStats y Haploview
(Anexo R) para determinar haplotipos para los genes estudiados (un gen, un cromosoma)
y para los marcadores genotipificados formando un bloque Figura 1.8.

Dado que en Haploview los marcadores estudiados no forman un bloque haplotipico por
defecto (teniendo en cuenta el algoritmo de Gabriel), se sefalaron manualmente bloques
para cada gen estudiado.

Se determinaron cuatro bloques de haplotipos, el bloque correspondiente a ADAM10 se
localiza a lo largo de 217kb, mientras que los bloques para APOE, BACE1 y NCSTN
fluctian entre 2 y 3 kb. En cada bloque se determinan los haplotipos, las frecuencias

totales y entre grupos y una prueba de chi-cuadrado (%) (Anexo R).
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Figura 1.8 Estructura y valores de LD generado en Haploview para los marcadores estudiados. De Izquierda
a derecha se encuentran los tres marcadores para APOE (cromosoma 19), tres para ADAM10 (cromosoma
15), dos para BACE1 (cromosoma 11) y dos para NCSTN (cromosoma 1). Se muestra el esquema de color
estandar (D’/LOD) en el cual el color rojo mas intenso representa valores mas altos de D° mientras que el
color blanco representa menores valores de D’. El tono azul representa un valor alto de D" con un bajo LOD.
Los valores numéricos representan el valor de D’.

Tomando un valor a=0.05 se determina el valor p de significancia y se calculan los OR
para estos haplotipos. En ADAM10 el haplotipo AAC conformado por los marcadores
rs17269348, rs653765 y rs514049 presenta un valor p de 0.056 y un OR de 1.65 (Cl 0.97
— 2.79). En NCSTN el haplotipo AG formado por los marcadores rs12239747 y
rs7528638 presenta un valor p de 0.0274, si bien representa un haplotipo poco comun
genera un riesgo dado por un OR de 4.94 (Cl 0.93 — 25.99). En APOE, los haplotipos
formados por los marcadores rs405509, rs429358 y rs7412 presentan valores de
significancia en varios haplotipos: el ATC y CTT serian protectores con OR 0.48 (Cl 0.28
— 0.83), mientras que los haplotipos ACC y CCC presentan OR de 5.52 (Cl 2.57 — 11.87)
y 6.0 (Cl 1.18 — 30.35) respectivamente.

Posteriormente se configura un bloque de haplotipos que contiene todos los marcadores
(Anexo R), se encuentran valores significativos para los haplotipos ACCAACAGAC vy
ACCAGAAGAC que presentan un OR de 5.42 (Cl 1.40 — 20.99) y 3.90 (Cl 0.70 — 21.75)
respectivamente.

Cuando se configura un bloque de haplotipos para todos los marcadores excepto los de
APOE, los resultados son no significativos. Adicionalmente se conforman bloques de
haplotipos entre el marcador rs429358, que determina la presencia de al menos un alelo

€4, y cada gen (Anexo R). Para el bloque formado con ADAM10 se encuentran tres
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haplotipos con valores de significancia inferiores al a=0.05: el TAGA, con un OR de 0.50
(C1 0.28 — 0.88), el CAAC con OR de 8.22 (Cl 2.94 — 22.97) y el CAGA con un OR de
412 (Cl 1.36 — 12.45) lo cual implicaria que tener un alelo T en el marcador de APOE
genera proteccién, y de los alelos de ADAM10 el C en la ultima posicidon aumenta el
riesgo. El bloque de haplotipos de BACE1 no genera respuesta significativa, sin
embargo, en esta combinacion con el marcador rs429358 se genera un haplotipo de
proteccion y uno de riesgo: el TAG con un OR de 0.48 (Cl 0.29 — 0.81) y el CAC con un
OR de 5.18 (Cl 1.57 — 17.02) y se comprueba el efecto de riesgo del alelo C determinado
anteriormente. Para el bloque de rs429358 y NCSTN ocurre algo similar generandose
dos haplotipos uno de proteccion y uno de riesgo asi: el haplotipo TAC con un OR de
0.29 (C10.14 -0.47) y el CAC con un OR de 5.70 (Cl 2.78 — 11.66). Esta situacion podria
ser explicada por el efecto del marcador que configura el alelo en APOE, sin embargo,
estos resultados deben ser validados en una muestra con composicién ancestral similar

de mayor tamafio que le confiera un mayor poder.






5 Conclusiones y recomendaciones
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Conclusiones y Recomendaciones

La enfermedad de Alzheimer de tipo esporadico es un desorden neurodegenerativo
complejo en el cual confluyen vias moleculares y celulares que producen un descenlace
cuya presentacién clinica es altamente heterogénea, y tiene componentes genéticos y
ambientales que no han sido determinados claramente. En este estudio se realizé la
caracterizacion de un grupo poblacional de composicion ancestral particular y se
estudiaron variaciones de un solo nucleétido con el fin de determinar su relacién con la
enfermedad.

La caracterizacién demografica permitio determinar algunas variables que podrian estar
asociadas a la presentacion de la enfermedad y que son diferentes entre pacientes e

individuos control.

Se caracterizaron tres polimorfismos de nucleétido simple en el gen ADAM10, dos
polimorfismos en el gen BACE1, dos polimorfismos en el gen NCSTN y ftres
polimorfismos en el gen APOE en 46 pacientes con enfermedad de Alzheimer de tipo
esporadico y 87 individuos sanos, determinados como controles, provenientes de la
region de Antioquia. Se excluyeron del estudio dos polimorfismos en el gen APOE por
inconvenientes técnicos y un polimorfismo en el gen NCSTN por un bajo porcentaje de

genotipificacion (control de calidad).

Debido a que este es un estudio preliminar por factibilidad, el tamafio muestral es
reducido, se recomienda ampliar el tamano de muestra a aquellos pacientes con
diagnéstico de enfermedad de Alzheimer de tipo esporadico cuya historia clinica pueda
presentar mayor variacion respecto al espectro clinico al inicio de la enfermedad sin

limitarse a los pacientes con un claro déficit mnésico como caracteristica unica.

Las frecuencias alélicas y genotipicas determinadas en este estudio permitieron realizar
comparaciones con distintos grupos poblacionales y pacientes de distinto origen étnico.
El riesgo o proteccion frente a la enfermedad, dado por la frecuencia en las variaciones
de nucledtido simple (SNPs) en los polimorfismos estudiados, podria estar modulada por

la composicidon genética ancestral del grupo estudiado y por tanto, variar entre
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poblaciones de distinto origen. Se determinaron las frecuencias alélicas y genotipicas
para el factor de riesgo de APOE, determinando un OR superior al reportado en otras
publicaciones.

El anadlisis de asociacion alélica para los marcadores estudiados permite determinar un
OR de 2.09 (Cl 1.20 - 3.62, p 0.0083) para el alelo C del marcador rs514049 de ADAM10
y un OR de 6.29 (Cl 3.09 — 12.82, p 4.4x10°) para el alelo C del marcador rs429358 de
APOE. EIl analisis de asociacion genotipica permite determinar para el marcador
rs514049 de ADAM10 en el modelo recesivo un OR de 2.64 (Cl 1.04 — 6.72, p 0.04), para
el marcador rs429358 en APOE en el modelo dominante (al menos un alelo C) un OR de
9.71 (Cl 4.19 — 22.50, p < 0.0001) para el homocigoto C/C y un OR de 0.45 (Cl 0.22 —
0.94, p 0.031) para el heterocigoto C/G del marcador rs638405 de BACE1. El analisis de
haplotipos permite determinar el AAC en ADAM10, el AG en NCSTN y el ACC en APOE
como haplotipos de riesgo y el ATC y CTT en APOE como haplotipos de proteccion.

Si bien este estudio representa el primer reporte para Colombia de las frecuencias de los
marcadores estudiados en los genes ADAM10, BACE1, NCSTN y APOE, teniendo en
cuenta la hipotesis funcional de su papel en el procesamiento de la proteina precursora
amiloide y aclaramiento del péptido B amiloide, es claro, tal como refieren algunos
autores, que estos genes no confieren un riesgo mayor para la enfermedad de Alzheimer
y su contribucién, teniendo en cuenta que es ésta una enfermedad compleja, debe ser de

tipo aditivo a otros factores genéticos y ambientales.



6 Limitaciones, Aportes y Perspectivas
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Limitaciones, aportes y perspectivas

La principal limitacidn del presente estudio es el tamafo de la muestra estudiada, puesto
que los hallazgos aqui reportados deben ser validados en una muestra con poder
suficiente para generar resultados concluyentes respecto a las variaciones de nucleétido
simple en los genes estudiados. También se configuran como limitantes los posibles
sesgos de deteccidn y/o diagndstico de los pacientes escogidos para el estudio, el criterio
referente al componente mnésico como sintoma principal permite que el grupo estudiado
sea mas homogéneo para la determinacién de variantes genéticas, pero incide en el
reducido tamafo del grupo, dada la heterogeneidad en la presentacion de los primeros

sintomas.

Si bien se puede pensar que el criterio de exclusién de individuos pertenecientes a otras
regiones del pais puede ser una limitante del tamafio de muestra, el argumento que
respalda esta eleccién hace referencia a las publicaciones que reportan esta region como
un aislado genético, lo cual representa que sea un candidato idoneo para este tipo de

estudios.

Con respecto al estado del arte en el estudio de la enfermedad de Alzheimer, se sabe
que la generacioén del péptido $ amiloide a partir de la proteina precursora amiloide (APP)
involucra la accion de la B secretasa y la y secretasa. Por otra parte, la via no
amiloidogénica, que implica el corte por la a secretasa evita la produccién del p amiloide.
El aporte de este trabajo al conocimiento sobre la enfermedad de Alzheimer de tipo
esporadico permite sefalar que variaciones en el genoma de los individuos estudiados,
pertenecientes a un grupo considerado como aislado genético, podrian estar incidiendo
en la expresion de la proteina, asi como en la posterior interaccién de la misma con la
APP. De manera particular, polimorfismos en el promotor de ADAM10, cuyas frecuencias
difieren entre pacientes y controles, podrian estar implicados en los niveles de expresién
y su accion en la via no amiloidogénica. Si bien publicaciones anteriores no han
encontrado asociacion significativa entre estos polimorfismos y la enfermedad de
Alzheimer en poblaciones con composicién ancestral especifica, vale la pena destacar
que las asociaciones encontradas en este grupo poblacional indican la importancia de

realizar estudios funcionales de estas variaciones en el genoma y permiten plantear
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preguntas relacionadas con el uso de ADAM10 como posible blanco terapéutico para el
tratamiento de la enfermedad. El estudio de estos genes, asociados a marcadores
biolégicos de la enfermedad (fracciones solubles de APPa y B en liquido
cefalorraquideo), permitird una mayor comprension de los eventos celulares que generan

el péptido B amiloide, principal componente de las placas neuriticas.

Como perspectivas generadas a partir de este estudio se plantea aumentar el tamafo
muestral mediante la inclusion de un niamero mayor de individuos con enfermedad de
Alzheimer de tipo esporadico provenientes de la region de Antioquia e incluir un mayor
numero de individuos control para realizar un estudio de variantes genéticas que
pudieran ser informativas de rutas metabdlicas y otros sistemas implicados en la

enfermedad.

Adicionalmente se plantea la posibilidad de realizar estudios funcionales a partir de
muestras de pacientes de la region o emplear modelos celulares que permitan determinar

la contribucién de las variantes estudiadas al proceso de la enfermedad.



Anexos






A. Criterios para el diagndstico
clinico de Enfermedad de Alzheimer

Los criterios para el diagndstico de Enfermedad de Alzheimer PROBABLE incluyen
Demencia establecida por examen clinico y documentada con la prueba de MiniMental (MMSE, MiniMental State
Examination Folstein, 1975 en McKhann, 1984), la escala de Demencia de Blessed (Blessed, 1968 en McKhann,
1984) o algun examen similar y confirmada por pruebas neuropsicolégicas;
Déficit en 2 o mas areas cognitivas;
Empeoramiento progresivo de memoria y otras funciones cognitivas
Sin deterioro de conciencia
Aparicion entre 40 y 90 afios, usualmente después de los 65 afios; y
Ausencia de enfermedades sistémicas u otras enfermedades cerebrales que puedan dar cuenta de los déficits
progresivos en memoria y cognicion.
Il Diagnostico de PROBABLE soportado por
Deterioro progresivo de funciones cognoscitivas especificas como lenguaje (afasia), habilidades motoras (apraxia),
y percepcion (agnosia);
Impedimento en actividades de la vida cotidiana y patrones alterados de conducta;
Historia familiar de desdrdenes similares, particularmente si estan confirmados neuropatolégicamente; y
Resultados de laboratorio de:
- Punciéon lumbar normal evaluada por técnicas estandarizadas,
- Patrones normales o cambios no especificos en EEG, como un incremento en la actividad de ondas cortas, y
- Evidencia de atrofia cerebral en Tomografia computarizada con progresion documentada por observaciones
seriadas.
M. Otras caracteristicas clinicas consistentes con el diagnéstico de PROBABLE, después de la exclusiéon de otras causas
de demencia, incluyen:
Mesetas en el curso de progresion de la enfermedad
Sintomas asociados de depresién, insomnio, incontinencia, delusiones, ilusiones, alucinaciones, arrebatos
verbales, emocionales o fisicos, desérdenes sexuales y pérdida de peso;
Otras anormalidades neuroldgicas en algunos pacientes, especialmente con una enfermedad mas avanzada e
incluye signos motores como el incremento en el tono muscular, mioclonia o transtorno en la marcha;
Convulsiones en pacientes en estado avanzado; y
Tomografia computarizada normal para la edad.
V. Caracteristicas que hacen el diagnostico de Enfermedad de Alzheimer PROBABLE incierto
Aparicion subita
Hallazgos neurolégicos focales como hemiparesia, pérdida sensorial, déficits en el campo visual, descoordinacién
temprana en el curso de la enfermedad; y
Convulsiones o trastornos en la marcha en el inicio o muy tempranamente en el curso de la enfermedad.
V. Diagnostico clinico de Enfermedad de Alzheimer POSIBLE
Puede ser realizado con base en el sindrome demencial, en ausencia de otros desodrdenes neuroldgicos,
psiquiatricos o sistémicos suficientes para causar demencia, y en presencia de variaciones en el inicio, en la
presentacion o en el curso clinico;
Puede ser realizado en presencia de un desorden sistémico o cerebral secundario suficiente para causar
demencia, el cual no es LA causa de la demencia; y
Puede ser utilizado en estudios de investigacion cuando un déficit cognitivo severo gradualmente progresivo es
identificado en ausencia de otra causa identificable.
VI. Criterios para el diagnéstico de Enfermedad de Alzheimer DEFINITIVO
Los criterios clinicos para Enfermedad de Alzheimer probable y
Evidencia histopatoldgica obtenida de una biopsia o autopsia identificable.
VII. Clasificacion de la Enfermedad de Alzheimer para Investigacién debe especificar caracteristicas que podrian diferenciar
subtipos como
Ocurrencia familiar;
Aparicion antes de los 65 afios;
Presencia de trisomia del cromosoma 21y
Coexistencia de otras condiciones relevantes como Enfermedad de Parkinson.

Modificado de McKhann, 1984.







B.

Tipos comunes de demenciay

sus principales caracteristicas

Tipo de Demencia

Caracteristicas

Enfermedad de
Alzheimer

Tipo de demencia mas comun, entre el 60 y 80% de los casos.

Dificultad en recordar nombres y eventos recientes, como sintoma inicial, también apatia y depresion.
Sintomas posteriores incluyen deterioro en el juicio, desorientaciéon, confusién, cambios
comportamentales entre otros. Los nuevos criterios recomiendan que es una enfermedad que empieza
antes del desarrollo de sintomas.

Anormalidades cerebrales: depdsitos en forma de placas del péptido amiloide y ovillos de la proteina
tau, asi como evidencia de dafio neuronal y muerte.

Demencia Vascular

Previamente conocida como demencia multiinfarto, es menos comun que el Alzheimer.

Juicio deteriorado o habilidad de planificar como sintomas iniciales, en contraposicién con la pérdida
de memoria del Alzheimer.

Ocasionada por dafios cerebrales por microhemorragias y bloqueo de vasos sanguineos. Su
localizacién determina el tipo de deterioro. Anteriormente la evidencia de demencia vascular fue
utilizada para excluir el Alzheimer, sin embargo, la evidencia patolégica muestra que los cambios
cerebrales de ambos tipos de demencia pueden presentarse simultaneamente, cuando esto ocurre se
considera que el paciente tiene demencia mixta.

Demencia por cuerpos
de Lewy

Los pacientes tienen algunos de los sintomas del Alzheimer, pero es mas frecuente que tengan
anormalidades en el suefio, alucinaciones visuales complejas, rigidez muscular u otras caracteristicas
parkinsonianas.

Los cuerpos de Lewy son agregaciones anormales de la proteina alfa-sinucleina. Cuando se
desarrollan en el cortex puede producirse demencia. Esta proteina también se acumula en Parkinson,
pero el patrén de distribucion es diferente.

Estos cambios causan demencia, pero cuando se presentan al mismo tiempo que los de Alzheimer o
demencia vascular se considera que el paciente tiene demencia mixta.

Demencia del Lébulo
Frontotemporal

Incluye demencia con la variante comportamental de la demencia frontotemporal, afasia primaria
progresiva, Enfermedad de Pick y paralisis supranuclear progresiva.

Los sintomas tipicos incluyen cambios en la personalidad y conducta y dificultades con el lenguaje.

Las células nerviosas de las regiones frontales y laterales del cerebro estén especialmente afectadas.
Los cambios cerebrales pueden estar presentar al mismo tiempo que los de Alzheimer, pero los
pacientes generalmente desarrollan sintomas a una edad mas temprana (60 afios) y su supervivencia
es menor que en el Alzheimer.

Demencia mixta

Caracterizada por las anormalidades de Alzheimer y otro tipo de demencia que puede ser vascular o
por cuerpos de Lewy.

Enfermedad de
Parkinson

Con la progresion de la enfermedad puede presentarse demencia similar a Alzheimer o Cuerpos de
Lewy.

Los problemas de movimiento son el sintoma comun inicial de la enfermedad. Los agregados de alfa-
sinucleina inician en la sustancia nigra y se piensa que producen neurodegeneracion de las células
que producen dopamina. La incidencia de ésta es aproximadamente una décima parte de Alzheimer.

Enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob

Enfermedad rapidamente fatal que deteriora la memoria y la coordinaciéon y causa cambios
comportamentales.

Producida por una proteina infecciosa mal plegada (prion) que causa que otras proteinas en el cerebro
cambien su plegamiento y dejen de funcionar.

Se cree que una variante de esta enfermedad es causada por el consumo de productos vacunos
infectados por la enfermedad de las vacas locas.

Hidrocefalia de
presién normal

Los sintomas incluyen la dificultad en la marcha, pérdida de memoria e inhabilidad para el control
vesical.

Es causada por la acumulacion de fluido en el cerebro.

Puede ser corregida en algunos casos mediante una derivacion quirdrgica para drenar el exceso de
liquido

Modificado de Thies, 2013.







C. Cambios neuropatoldgicos en la
Enfermedad de Alzheimer

Método

Regiones cerebrales*.

El método preferido para placas de B Amiloide es la inmunohistoquimica para AB, y para ovillos es la inmunohistoquimica
de tau T o tau fosforilada (Braak, 2006 en Hyman, 2012) (aunque puede usarse thioflavina S o tinciones histoquimicas
sensibles de plata) (modificado de Braak, 1991 en Hyman, 2012). El método preferido para las placas neuriticas en la
thioflavina S o la técnica modificada de Bielschowsky, como recomienda el protocolo del CERAD (Mirra, 1991 en Hyman,
2012). Es esencial para el puntaje de neuriticas solo las placas que muestren neuritas distroficas; las placas difusas no
deben ser incluidas. Note que las pruebas inmunohistoquimicas para los procesos neuriticos como la proteina precursora
amiloide, ubiquitina, neurofilamentos o tau fosforilada, pueden identificar subtipos de neuritas distroficas especificas, y
parcialmente sobrelapadas que pueden diferir en la relevancia de la enfermedad (Dickson, 1997 en Hyman, 2012).

Clasificacion
El cambio neuropatolégico de la enfermedad de Alzheimer debe ser clasificado en tres parametros (Amiloide, Braak,
Cerad) para obtener la “Puntuacion ABC”

A Puntuacion de placas de B amiloide

AO: no hay placas amiloides o 3 amiloide (modificado de Thal, 2002 en Hyman, 2012)
A1: Thal fase 102

A2: Thal fase 3

A3: Thal fase 40 5

B. Estadio de ovillos neurofibrilares (modificado de Braak, 1991 en Hyman, 2012 o inmunohistoquimica de tau fosforilada
Braak, 2006 en Hyman, 2012)

BO: no hay ovillos neurofibrilares

B1: Estadio Braak 1 o |l

B2: Estadio Braak Ill o IV

B3: Estadio Braak V o VI

C. Puntuacion de placas neuriticas (modificado del CERAD, Mirra, 1991 en Hyman, 2012)
CO0: no hay placas neuriticas

C1: Escasas CERAD

C2: Moderadas CERAD

C3: Frecuentes CERAD

Nota: Un método alternativo que asesora la acumulacion progresiva de depdsitos de B amiloide Unicamente en las estructuras del I6bulo temporal medio esta
correlacionado con las fases de Thal, se recomiendan las fases de Thal con los estudios de neuroimagen. Aunque la angiopatia amiloide cerebral y capilar no se
considera en esta clasificacion, debe ser reportada (como el sistema de Vonsattel, 1991 en Hyman, 2012) y la asociacion con el alelo € 4 de la Apolipoproteina E
(Thal, 2008 en Hyman, 2012)

Reportes

Para todos los casos, independientemente de la historia clinica, el reporte debe seguir el formato de estos ejemplos:
“Cambios neuropatoldgicos de la enfermedad de Alzheimer: A1, B0, C0” o

“Cambios neuropatoldgicos de la enfermedad de Alzheimer: A3, B3, C3”

La puntuacion ABC se transforma en uno de los cuatro niveles de cambios neuropatolégicos: ninguno, bajo, intermedio y

alto.

Nota Es importante reconocer que la evaluacion patolégica puede ser aplicada a muestras de cirugia como también de autopsia, sin embargo, la evaluacion
regional puede estar limitada en muestras de biopsias. No obstante, la participacion de ovillos neurofibrilares en el neocértex indica B3, mientras que la
participacion de depdsitos de B Amiloide indica A1 o posiblemente un puntaje superior. En estas circunstancias, el puntaje de placas neuriticas puede ser
especialmente importante.
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Correlacién clinicopatologica

Individuos sin _impedimento cognitivo en el momento en que fue obtenido el tejido, es posible que el cambio
neuropatolégico de Alzheimer pueda preceder la aparicion de sintomas por afios.

Individuos con _impedimento cognitivo en el momento en que fue obtenido el tejido, con cambio neuropatolégico
“Intermedio” o “Alto” podrian ser considerados una explicacion adecuada del deterioro cognitivo o la demencia. Cuando el
cambio observado es “bajo” y existe deterioro, pueden estar presentes otras enfermedades.

En todos los casos con deterioro cognitivo, sin tener en cuenta el cambio neuropatolégico de Alzheimer, es esencial
determinar la presencia o ausencia, asi como la medida, de otra enfermedad que pueda haber contribuido al déficit
clinico.

En casos con historia clinica incompleta, un estudio clinico-patoldgico completo indica que los altos niveles de cambio
neuropatolégico tipicamente estan correlacionados con mayor probabilidad de deterioro cognitivo.

*Entre otras: Medula incluyendo nucleo motor dorsal del vago, Protuberancia incluyendo locus ceruleo, Mesencéfalo
incluyendo sustancia nigra, Cértex cerebelar y nucleo dentado, Talamo y nucleo subtaldmico, Ganglio basal a nivel de la
comisura anterior con nucleo basal de Meynert, hipocampo y corteza entorrinal, Cingulado anterior, amigdala, giro frontal
medio, giro temporal superior y medio, l6bulo parietal inferior, cértex occipital (areas de Brodmann 17 y 18), sustancia
blanca en la arteria cerebral media, arteria media cerebral, y cuenca de la arteria cerebral posterior,

Modificado de Hyman, 2012.




D. CIE-10. Clasificacion Estadistica
Internacional de enfermedades y
problemas relacionados con la salud.

Hace referencia al uso de los capitulos V Trastornos mentales y del comportamiento
(FO0-F99) y VI Enfermedades del Sistema Nervioso (G)

Apartes empleados para discriminar criterios de inclusion y exclusiéon

FO0-FO9 TRASTORNOS MENTALES ORGANICOS, INCLUIDOS LOS TRASTORNOS
SINTOMATICOS

FO0O0* Demencia en la enfermedad de Alzheimer (G30.-)

F00.0* Demencia en la enfermedad de Alzheimer de comienzo temprano EXCLUSION
F00.1* Demencia en la enfermedad de Alzheimer de comienzo tardio

F00.2* Demencia en la enfermedad de Alzheimer atipica o de tipo mixto EXCLUSION
F00.9* Demencia en la enfermedad de Alzheimer, no especificada

FO1 Demencia vascular EXCLUSION

F02* Demencia en otras enfermedades clasificadas en otra parte EXCLUSION

F02.0* Demencia en la enfermedad de Pick EXCLUSION

F02.1* Demencia en la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob EXCLUSION

F02.2* Demencia en la enfermedad de Huntington EXCLUSION

F02.3* Demencia en la enfermedad de Parkinson EXCLUSION

F02.4* Demencia en la enfermedad por virus de la inmunodeficiencia humana [VIH] EXCLUSION
F02.8* Demencia en otras enfermedades especificadas clasificadas en otra parte EXCLUSION

FO03 Demencia, no especificada

FO06 Otros trastornos mentales debidos a lesion y disfuncién cerebral, y a enfermedad fisica
F06.7 Trastorno cognoscitivo leve

G30-G32 Otras enfermedades degenerativas del sistema nervioso
G30 Enfermedad de Alzheimer

G30.0 Enfermedad de Alzheimer de comienzo temprano EXCLUSION
G30.1Enfermedad de Alzheimer de comienzo tardio

G30.8 Otros tipos de enfermedad de Alzheimer

G30.9 Enfermedad de Alzheimer, no especificada

Modificado de OPS, 2003.







E. Formato de consentimiento
Informado para participar en el
estudio



CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE ENFERMEDAD DE
ALZHEIMER DE TIPO ESPORADICO EN ANTIOQUIA

Universidad Nacional de Colombia
Universidad de Antioquia

Investigador Principal: Rodrigo Pardo T.
Co-Investigadores: Carlos Andrés Villegas L y Ménica Maria Castafieda C.

Titulo del Proyecto: “Analisis de polimorfismos en los genes ADAM10, BACE1, NCSTN vy
APOE en pacientes con Enfermedad de Alzheimer de tipo esporadico en Antioquia”

ACTA DE APROBACION 11-10-376 CBEIH-SIU. ACTA DE EVALUACION No. 15 CE-126 COMITE
DE ETICA, FACULTAD DE MEDICINA, UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

Usted ha sido invitado a participar en una investigacién dirigida por el Dr. Rodrigo Pardo
Turriago y colaboradores.

Si este formulario de consentimiento contiene palabras que usted no entiende, por favor pida
explicacién a uno de los integrantes del grupo de investigacién para que le resuelva todas las
dudas. Antes de tomar la decisién de participar en esta investigacion, lea cuidadosamente
éste formulario de consentimiento y pida explicacién al investigador, por cualquier inquietud
gque usted tenga.

Usted también podra discutir su participacién con los demas miembros de su familia 0 amigos
antes de tomar una decision.

¢, Cual es el proposito de este estudio?

Este estudio busca analizar algunas variantes (polimorfismos) en genes implicados en el
procesamiento, agregacion y degradacion del péptido beta amiloide. Se trata de relacionar
cambios en algunos genes que intervienen en una via molecular relacionada con el desarrollo
de la enfermedad, con la presencia de la Enfermedad de Alzheimer de tipo esporadico en el
departamento de Antioquia.

¢En qué consiste su participacién?

Se espera que su participacion incluya el siguiente procedimiento:

Toma de datos demograficos y estado de salud general:

A los participantes en este estudio se les realizard una entrevista en la cual se tomaran datos
demogréficos y se realizaran preguntas sobre el estado de salud general.

Toma de sangre periférica:

A los participantes se les tomara del brazo una muestra de sangre de 15 ml, con el fin de
extraer ADN (Acido Desoxirribonucleico) y hacer un andlisis genético para comprobar si
existen cambios en los genes ADAM10, BACE1, NCSTN y APOE, involucrados en la via
amiloide.

Uso de las muestras en investigaciones:

Su muestra de sangre se utilizara exclusivamente para los objetivos de este proyecto, es decir
para el analisis de variantes genéticas en el ADN (Acido Desoxirribonucleico) de pacientes
con Enfermedad de Alzheimer de tipo esporadico e individuos sanos de la poblacion.
¢Podriamos compartir sus muestras y sus datos (solo con codigos numéricos) con
investigadores que estén haciendo estudios en campos similares en la Universidad de
Antioquia y en otros centros de investigacién? Podriamos compartir sus muestras y datos con
otros investigadores, pero ellos en NINGUN CASO recibirdn su nombre ni ninguna otra forma
de identificar la informacion.

Sl NO
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Si usted esta de acuerdo en que una parte de la muestra de sangre sea almacenada
para estudios futuros que puedan resultar en el desarrollo de nuevos productos, por
favor firme en el espacio provisional si est4 de acuerdo. Ninguna de las muestras de
sangre se utilizara en otros estudios si usted no estd de acuerdo. Usted puede cancelar
esta autorizacion si en el futuro desea cambiar de opinién y a partir de ese momento su
muestra no se utilizard en ningun otro proyecto y sera destruida.

Participante

Informante

¢,Cuantos individuos participaran en este estudio?

En el presente estudio se busca incluir el ADN (Acido Desoxirribonucleico) de 30 individuos
gue cumplan los criterios del DSM IV para el diagnéstico de enfermedad de Alzheimer y 90
individuos sanos de la poblacién general que seran tomados como controles.

¢, Cuanto tiempo dura su participacion?

Su participacion en este estudio durard una (1) sesién en la cual se obtendran datos
demogréficos y estado de salud general e incluird la toma de la muestra de sangre periférica.
Su participacion terminara una vez se complete esta evaluacion clinica y la toma de muestra
de sangre.

¢,Que sucedera durante la realizacion de los examenes?

Serda recibido por un médico, que le pedira informacion para la elaboracién de una historia
clinica y posteriormente sera atendido por un Auxiliar de enfermeria o Enfermero quien
obtendra la muestra de sangre por venopuncion.

La entrevista del médico y la toma de sangre periférica se realizaran en una sola ocasion si
usted ha aceptado participar y ha sido incluido en el estudio.

¢Cuales son los posibles riesgos y efectos adversos que se pueden presentar por
participar en la investigacion?

1. Probables: Las preguntas personales para conocer su estado de salud actual e historia
clinica familiar pueden ser tediosas y embarazosas. Usted puede discutirlas con el
entrevistador y puede decidir no responder a determinadas preguntas o0 no continuar con su
participacién. Tanto las respuestas como la informaciébn que usted suministre son
confidenciales.

2. Poco probables: Usted puede experimentar ligeras molestias en el sitio de la extraccion de
la sangre. Algunas personas experimentan mareos o sensacion de debilidad general tras la
extraccion de la muestra.

3. Raras: Las compafiias de seguros podrian considerar que participar en una investigacion
genética significa que hay historia familiar de una condicién genética.

4. Ciertas investigaciones genéticas pueden revelar que usted es portador de un trastorno
genético. Esto puede significar que usted o miembros de su familia pueden tener una mayor
probabilidad de desarrollar un trastorno o ser portadores.

Excepcionalmente podria haber riesgos no reconocidos previamente que pueden ocurrir.
Confidencialidad de la informacion:

Se tomaran todas las medidas razonables para proteger la confidencialidad de la informacion
suministrada a la investigacion y de la identidad del participante. Los resultados de la
investigacion son estrictamente confidenciales. No se entregara informacion de los resultados
obtenidos durante la investigacion a compafiias de seguros ni a otras personas o instituciones
sin su previa autorizacién. Todas las muestras seran codificadas para su uso, esto con el fin
de prevenir que la persona gue trabaje con la muestra conozca la identidad del paciente. Las
personas fuera del proyecto de investigaciébn nunca podran relacionar los resultados de la
investigacion con los nombres de los participantes. La lista con los nimeros codificados y los
nombres se guardara separada de su historia clinica y solo el investigador principal y algunas
personas del equipo tendran acceso a ella.



Se tomaran medidas para proteger la confidencialidad de los registros y la identidad no sera
divulgada en ninguna publicacién que resulte de este estudio. Ello con el fin de asegurarse
que los derechos han sido protegidos en este proyecto. Los cédigos para identificar a los
participantes seran guardados en un computador, con acceso al investigador principal y seran
guardados con encriptamiento dado por una clave de acceso, conocida solo por quienes sean
autorizados y se hallan comprometidos con la confidencialidad de la informacion.

¢, Cuales son los posibles beneficios?

Es posible que usted no reciba ningun beneficio directo por la participacion. Sin embargo su
colaboracién en la investigacion puede proporcionarnos conocimientos que ayuden a otras
personas en el futuro.

¢Como sera protegida su privacidad?

Ningun individuo sera identificado en ningun reporte o publicacién acerca de este estudio. Los
grupos de Neurociencias de Antioquia y Genética Molecular de la Universidad de Antioquia
tomaran todas la medidas para proteger la privacidad de la informacién personal. Las medidas
tomadas incluiran el acceso restringido a la informacion a unos pocos integrantes de los
grupos de investigacion, los compromisos de confidencialidad, el encriptamiento de la
informacion y el andlisis ciego de la misma.

¢Le costara algo participar en este estudio?

A usted no se le cobrara por los diferentes estudios que se le realicen al ADN (Acido
Desoxirribonucleico).

¢ Quien financia este estudio?

Esta investigacién estd siendo financiada por la Division de Investigacién y la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional de Colombia. Los investigadores no tienen un interés
financiero directo con el patrocinador o con el resultado del estudio. El interés es
estrictamente cientifico.

¢, Que sucede si usted decide terminar su participacién antes de que su parte en el
estudio se haya completado?

Su participacién en el estudio es voluntaria y usted puede negarse a participar, o retirar su
participacion en el estudio en cualquier momento. Si usted desea terminar su participacion en
este estudio, por favor solicitelo a los doctores Carlos Andrés Villegas L. o Rodrigo Pardo
Turriago al teléfono: (4)2196444.

¢ Que sucede si usted tiene preguntas acerca de sus derechos como sujeto que
participa en unainvestigacion?

Esta investigacion ha sido revisada y aprobada por el comité de ética de la sede de
investigaciones universitarias (SIU) de la Universidad de Antioquia. Si usted tiene alguna
pregunta o preocupacion con respecto a sus derechos como sujeto de investigacion, usted
puede comunicarse con el jefe del comité de ética de la SIU. Dr. Oscar Osio Uribe al teléfono:
2633410. Si usted tiene alguna pregunta o preocupacion con respecto a su participacion en
este proyecto, por favor consulte con los doctores Carlos Andres Villegas L. o Rodrigo Pardo
Turriago al teléfono: (4)2196444.

Acuerdo del sujeto:

Yo he leido la informacién proporcionada previamente y he tenido la oportunidad de hacer
preguntas. Entiendo que se me dard copia de este documento. Voluntariamente acepto
participar en este estudio, que puede incluir: entrevista, obtencion de datos y toma de muestra
de sangre.

En constancia, firmo este documento de Consentimiento informado, en presencia del

Doctor y dos testigos, en la ciudad de
el dia del mes de del afio

Nombre, firma y documento de identidad del participante:
Nombre

Firma

Cédula de Ciudadania N° de:




En caso de que el paciente no esté en condiciones de poder firmar:

Nombre, firma y documento de identidad del familiar y/o responsable por el paciente:
Nombre

Firma

Cédula de Ciudadania N° de:

Grado de parentesco con el paciente:

Nombre, firma y documento de identidad del Investigador
Nombre

Firma

Cédula de Ciudadania N° de:

Nombre, firma y documento de identidad del Testigo Niumero 1
Nombre

Firma

Cédula de Ciudadania N° de:

Direccion

Grado de parentesco con el participante (si lo hay):

Nombre, firma y documento de identidad del Testigo Numero 2
Nombre

Firma

Cédula de Ciudadania N° de:

Direccion

Grado de parentesco con el participante (si lo hay):

Aprobado por el Comité de Bioética de la SIU, Universidad de Antioquia segun Acta N° 11-10-
376 del 19/08/2011

Este documento es valido solo con el sello de aprobacion del Comité de Estudios Humanos.
Dr. Oscar Osio Uribe.

Presidente del comité de ética SIU, Universidad de Antioquia.

Acta de Evaluacién No.15 CE-126. COMITE DE ETICA, FACULTAD DE MEDICINA,
UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
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DE ANTIOQUIA

COMITE DE BIOETICA
SEDE INVESTIGACION UNIVERSITARIA
CBEIH-SIU

ACTA DE APROBACION

ACTA DE APROBACION: 11-10-376

Nombre completo del proyecto: “Analisis de polimorfismos en los genes
adam10, bace1, ncstn y apoe en pacientes con enfermedad de Alzheimer de
tipo esporadico en Antioquia”

Version namero: 01
Enmienda revisada: Ninguna

Sometido por: Dr. Andrés Villegas
Fecha en que fue sometido a consideracién del comité: Agosto 19 de 2011

La SEDE DE INVESTIGACION UNIVERSITARIA constituyd mediante la
Resolucion 001 de Mayo 2 de 2005 de la Direccion Cientifica de la SIU el
Comité de Bioética de investigacién en Humanos CBEIH SIU, el cual esta
regido por la Resolucion 008430 del 4 de octubre do 1993 del Ministerio de
Salud de Colombia que establecid las normas cientificas, técnicas vy
administrativas para la investigacion en salud; los principios de la Asamblea
Medica Mundial expuestos en su Declaracion de Helsinki de 1964, ultima
revision del afio 2000; y el codigo de regulaciones federales, titulo 45, parte 46,
para la proteccion de los sujetos humanos, del departamento de salud y
servicios humanos de los institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos
(Junio 18 de 1991).

El CBEIH SIU certifica que:

1. Sus miembros revisaron los siguientes documentos del presente
proyecto:

- ( X ) Resumen del proyecto
. ( X") Protocolo de investigacion

( X ) Formato de consentimiento informado
() Formato de recoleccion de datos

(

) Folleto del investigador (si aplica)

a
b
C.
d.
e.
Sede de Investigacion Universitaria
Edificio SIU: Calle 62 No 52 — 59 — Telefax (574) 210 6565
http://siu.udea.edu.co — e-mail: comitebioetica@siu.udea.edu.co
Medellin - Colombia
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f. () Resultados de evaluacion por otros comités (si aplica)

2. El presente proyecto fue evaluado y aprobado por los siguientes
miembros del Comité:

Dr. OSCAR OSIO URIBE

Dr. ALBRTO RESTREPO

Dra. ROSALBA DURAN

Dra. LUZ ELENA CASTRILLON

Dr. IVAN DARIO VELEZ

3. El Comité consideré que el presente estudio: es valido desde el punto
vista ético. La investigacion implica un riesgo promedio para los sujetos que
participan. La investigacion se ajusta a los estadndares de la buena practica
clinica.

4. El Comité considera que las medidas que estan siendo tomadas para
proteger a los sujetos humanos son adecuadas

5. El Comité considera adecuada la forma de obtener el consentimiento
informado de los participantes en el estudio.

6. El Comité informara inmediatamente a las directivas institucionales:
a. Todo desacato de los investigadores a las solicitudes del Comité.
b. Cualquier suspensiéon o terminacién de la aprobacién por parte del
Comité.

7. El Comité informara inmediatamente a las directivas de la SIU, toda

informacién que reciba acerca de: . o
a. Lesiones o dafios a sujetos humanos con motivo de su participacion en
la investigacién

b. Problemas imprevistos que involucren riesgos para los sujetos u otras
personas.
c. Cualquier cambio o modificacién a este proyecto que haya sido revisado
y aprobado por este comité

8. El presente proyecto ha sido aprobado por un periodo de un (1) afio a partir
de la fecha de aprobacién.
Los proyectos de duracion mayor a un afo, deberan ser sometidos
nuevamente a este comité, con todos los documentos que permitan su
revisién actualizada.

9. El Investigador principal debera:

a. Informar de cualquier cambio que se proponga introducir en el
proyecto. Estos cambios no podran ejecutarse sin la aprobacion
previa del CBEIH SIU excepto cuando sean necesarios para

Sede de Investigacion Universitaria
Edificio SIU: Calle 62 No 52 — 59 — Telefax (574) 210 6565
http://siu.udea.edu.co — e-mail: comitebioetica@siu.udea.edu.co
Medellin - Colombia
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minimizar o suprimir un peligro inminente o un riesgo grave para
los sujetos que participan en la investigacién.

Avisar de cualquier situacion imprevista que se considere implica
riesgos para los sujetos o la comunidad o el medio en el cual se
lleva a cabo el estudio.

Informar al Comité de cualquier evento adverso en los siguientes 15
dias y de cualquier evento adverso serio dentro de las primeras 24
horas de ocurrido el incidente.

Poner en  conocimiento del comité toda informacion nueva
importante respecto al estudio, que pueda afectar Ia relacién
riesgo/beneficio de los sujetos participantes.

Comunicar cualquier decisién tomada por otros comités con
respecto a la investigacion que se lleva a cabo.

Informar de la terminacién prematura o suspension del proyecto
explicando las causas o razones.

Presentar a este comité un informe cuando haya transcurrido un
afo, contado a partir de la aprobacién del proyecto. Los proyectos
con duracion mayor a un afio, deberan ser sometidos al CBEIH SIU
nuevamente con todos sus documentos para  actualizar su
aprobacion una vez transcurrido ese lapso de tiempo

10. Observacién: Se recomienda completar la informacién alusiva a los
testigos en el formato de Consentimiento informado, agregando: el grado de
parentesco (si lo hubiere) y con su direccién, con la fecha en la cual se firma
el consentimiento.

-~

Nombre: OSCAR OSIO URfBE
Titulo: Médico Internista. MSc. Epidemiologia Clinica
Cargo CBEIH SIU: Presidente.

Nombre:

AL éZU
JANDRA JARAMILLO

Titulo: Comunicadora Social - Periodista
Cargo CBEIH SIU: Secretaria

Sede de Investigacion Universitaria
Edificio SIU: Calle 62 No 52 — 59 — Telefax (574) 210 6565
http://siu.udea.edu.co — e-mail: comitebioetica@siu.udea.edu.co
Medellin - Colombia
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE cOLOMBIA

SEDE BOGOTA
FACULTAD RE N}EDICINA
COMITE DE ETICA

ACTA DE EVALUACION

CE-126

ACTA DE EVALUACION: No. 15

Fecha; 08 de septiembre de 2011

Nombre completo del proyecto: “ANALISIS DE POLIMORFISMOS EN LOS GENES ADAM 10 BACEL , NCSTN Y
APOE EN PACIENTES CON ENFERMEDAD DE ALZHEIMER DE TIPO ESPORADICO EN ANTIOQUIA™.

Versién ndmero: 01 revisada:
Sometido por: Mdnfca Marfa Castafieda Cediel
Departamento: Maestrla en Neurocienclas
Fecha en que fue sometido a consideracién del comité: 31 08 de 2(511.

Ef COMITE DE £71CA DE INVESTIGACION DE LA FACULTAD DE MEDICINA, Se constituyd medianta |a Resolucidn
152, {Acta Nao, 43 del 5 de diciembre de 1996 actualizado mediante resalucidn G08 {acta 03 de 27 de enero de
2011), de Consejo de Facultad &l Comité de Ftica de investigacion, el cual estd regido por la Resolucién 008430
del 4 de octubre do 1993 del Ministerio de Salud de Colombia que astablecl6 las normas clentificas, téenicas y
administrativas para la investigacion en salud; fos principios de la Asamblea Medica Mundial expuestos en su
Declaracion de Helsinki de 1964, Gitima revisién del afio 2000; y el cdigo de regulaciones federales, titulo 45,
parte 46, para la proteccidn de los sujetos humanos, del departamento de salud y servicios humanos de los
institutos Nacionales de Salud de los Estades Unidos (Junio 18 de 1991), .

El Comité de Etica de la facultad de Medicina certifica que:

1. Sus miembros revisaron los sigulentes documantos del presents proyecto:
a.{x ) Resumen de! proyecto
" b.(x ) Protocolo de investigacidn
c. (x ) Formato de consentimienta informado
d.{ }Formato de recoleccion de datos
e.( ) Folleto del investigador {si aplica) :
f.{ )Resultados de avaluacidn por otras comités {si aplica) '

o

clenciaytecnolagliaparaelpais

Carera 30 No. 45 03 FACULTAD DE MEDICINA, Edifcle 471
Teléfono: Conmutador; 57 (1) 3185000 Ext, 15167
Bogold, CGolombla, Sur Amétics
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2, El presente proyecto fue evaluado y aprobado por los siguientes miembros del Comité:

Oscar Garcfa Departamento de Ciencias Fisioldgicas

Manuel José Jiménez Miembro Externo de La Comunidad Cientifica

Carlos Guerrero Ciencias Fisioldgicas

Mercedes Mora Miembro Externo de La Comunidad Cientifica (Excuso)

3.

El Comité considers que el presenfe estudio:

Es vélido desde el punto vista ético. La investigacidn involucra un riesgo igual al promedio de la investzgamon

y seajusta a los estdndares de la buena practnca clinica.

El Comité considera que las medidas que estan siendo tomadas para proteger a los sujetos de investigacidn

- adecuadas.

b.

6.

El Comité informaré inmediatamente a las directivas institucionales:

Todo desacato de los investigadores a fas solicitudes del Comité.
Cualguler suspension o terminacidn de la aprobacién por parte del Comité:

El Comité informara inmediatameante a {as directivas, toda informacién que reciba acerca de:
Lesiones o dafios a sujetos humanos con motivo de su participacion en la investigacion Problemas

imprevistos que involucren riesgos para los sujetos u otras personas.
Cualquier cambio o modificacidn a este proyecto que haya sido revisado y aprobado por este comité

6. Cuando el proyecto sea aprobédo, serd pot un periodo de un {1) afio a partir de la fecha de aprobacidn,

El Investigador principal debera:

Informar de cualguier cambio que se proponga introducir en el proyecto. Estos cambios no podran ejecutarse
sin la aprobacion previa del COMITE DE ETICA DE LA FACULTAD DE MEDICINA, excepto cuando.sean
necesarios para minimizar o suprimir un peligro inminente o un riesgo grave para los sujetos que participan
en la investigacion.

Avisar de cualquier situacién imprevista que se considere implica algin signo de riesgo para los sujetos 0 la
comunidad o el medio en el cual se lfeva a cabo el estudio. -

Informar de cualquier evento adverso serio de algin paciente, comunicando la situacion al secretario y al
presidente del Comité de Etica, de acuerdo con la normatividad que el INVIMA a generado a este respecto.
Poner en conocimiento del comité toda informacién nueva importante respecto al estudio, que pueda -
afectar la relacidn riesgo/beneficio de los sujetos participantes. -
Comunicar cualguier decisidn tomada por otros comités con respecto a la Investigacién que se lleva a cabo.
Informar de la términacion prematura o suspensidn del proyecto explicando las causas o razones.

> 7<
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g. Presentar a este comité un informe cuando haya transcurrido un afio, contado a partir-de la aprobacion del
proyecto. Los proyectos con duracién mayor a un afio, serén reevaluados a partir del informe de avance

entregado.

h. Todos los proyectos deben entregar al finalizar un informe final de cierre del estudio, este cierre puede ser el
informe final en formato completo o en formato de resumen de cierre de estudio, firmado por el .
investigador responsable del estudio. ' ' '

8. Observaciones:

El comité considera que el proyecto de investigacidn no presenta dilemas éticos por lo tanto emite Concepto .
Aprobatorio. ' ‘

e b0 A
Nombre: USCAR AGARCIA VEGA

Titulo: Md; MSc, PhD
Cargo: Presidente COMITE DE £TICA -




H. Diseno de primers

GEN SNP Primer F (5'a 3") Primerr (5’a 3’)
rs17269348  GACTAAATTCCCACACAAATGTTTC  TCCACTGCTGAAAATATTCCTAGAC
ADAM10 rs514049 TAGTGCTCCGCTACGTGTTAGA GCTGCCGCTATAATTACTGCTT
rs653765 AGGTCCTCAGCAGCTCTAACAC ACCTCCCTCTCGCTCCACTT
BACE1 rs638405 CAACATGATAACCAGAGTCTTCCTT  TTTTTCCCTAGATCATTGGAGGTAT
rs12239747  CTTTCAGTGCTATCAAGATCACAAC  TCCCTATTACAGTCTCTCTAACATTCC
NCSTN rs7528638 AGGCTTGAGGGATAAAGGTCTACT  CAGCACCACTCTTCTCCAATGT
APOE  rs405509 AGAATGGAGGAGGGTGTCCG ACTTGTCCAATTATAGGGCTCC

Disefiados con el programa Primer3 v0.4.0 Rozen, 2000







l. Enzimas de restriccion

Enzima de restriccibn Condiciones  Secuencia de

reconocimiento

rs17269348 Mun | (Mfel) 37°C 16h 5..CJAATTG..3
3.GTTAAIC..5
ADAM10 rs514049 HpyCH4IV (Maell, Tai I) 65°C 16 h 5'..ACGT|..3'
3'.1TGCA..5
rs653765 Bsp119 | (BstBI) 37°C 16h 5..TT|CGAA..3'
3.AAGCITT..5
BACE1 rs638405 Bel | 55° 16h * 5'...T|GATCA...3'
3.ACTAGIT..5
rs12239747 HpyCH4 1l (Taa I) 65°C 16h 5. ACN|GT..3
NCSTN 3.TGTNCA.5
rs7528638 BsaJ | (BseD I) 55°C 16h 5..CICNNGG..3
3..GGNNC1C..5
APOE rs405509 Hpa Il 37°C 16h 5..C|CGG..3
3..GGC1C..5

Seleccion realizada con NEBcutter v2.0 de New England BioLabs Inc.






J. Amplificacién de marcadores

Condiciones de Amplificacion para los polimorfismos

GEN SNP Temperatura °C [MgCl,]
rs17269348 58 2.0
ADAM10 rs514049 61.9 1.5
rs653765 53 2.4 +10% DMSQO,
BACE1 rs638405 56.3 2.0
rs12239747 55.4 2.4
NCSTN rs7528638 58.5 2.0
APOE  rs405509 58 2.4

Mezclas maestras para la amplificacion.

' Reactivo Mezcla1 Mezcla2 Mezcla3
Agua 12.06 17.85 17.65
Buffer de reaccion 1.5 2.5 2.5
MgCl, 0.45 1.0 1.2
dNTPs 0.3 0.5 0.5
Primer F 0.3 0.5 0.5
Primer rev 0.3 0.5 0.5
Taq pol 0.09 0.15 0.15
Vi 15ul 25ul 25ul

Mezcla 1 para Cloruro de Magnesio [1.5]. Mezcla 2 para
[2.0]. Mezcla 3 para [2.4]

Perfil térmico para la amplificacion:

Paso Temperatura °C Tiempo

Denaturacion inicial 94 5 min
Denaturacion 94 30 seg
Alineamiento 31 ciclos T° optimizada 45
Extension 72 1 min
Extension final 72 10 min
Conservacion 4 indef




K. Amplicones y fragmentos de
restriccion

Amplicones
Amplificacion del marcador NCSTN rs7528638, Agarosa 1.5% Plato 1

Patréon de bandas de restriccion del marcador NCSTN rs7528638,

Agarosa 3%. Muestras correspondientes al Plato 1.
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L. Genotipificacion por KASP™
(Kompetitive Allele Specific PCR)

1) Assay components:

A) Primer mib B Master mix
Allede specific forward primars: E‘ q.-:. f‘ Q‘:r
alta-1 5 ] s
g 3G
— A
-3 ¥
Reversa primeas:
F 5
ydy yldg
C) DhAtemplate (sample}
5 3
I O U O )
5
(o]
2) Denatured template and annealing components — PCR round 1: | Legend
5 3 Allgle-1 tail FAM™-labelled
I [ } 2
[alelie-Z primer doas nof elongatsl A MTTTTTTTITTTTITd

olipo sequence

imer clangaies 53
eSS i Allede-2 tall HEX™.labelled

(aliele-1 primer binds and eiorgates)| olige s2guenca

TTTTTTTTITTI

c
IIIIIIIIIIIIIIéIIIIIIIIIIIIII
3 5

Cammon reverse primer

FAM™ dye
3) Complement of allele-specific tail sequence generated — PCR round 2: -
™ dye
ll i
"UJJJ_L llIIIIIIIIIIII'I:IIIIIIIIIIIIIIII Target SHP
LLepraraiididid@ i iiatilnl
Clusnchar

o OO0 00O

(revarme prmer binds and elongaies making
a complemertary copy of the allele 1 ail)

4) Signal generation - PCR round 3:

Thermal cycling results in exponential increase in allele-1 amplicon. As PCR continues, an increasing amaunt of FAM labellad aligo binds
to the allele-1 amplicons. Flucrescence occurs as FAM labelled oligo is ne lenger quenched.

FAM - lab=led cligo binds to
a complementary fail sequence,

i langer quenched. AT
T TrATrATTrTraTITrTrnTr ! )

LIy | e
I HEE
'i’fl LLttiriiiiiiIereeererrirrrnrrn
sdg
Allelic discrimination achiewed through competitive annealing of two allele-specific forward Fluor for incomoned Flior for sanincersarisd
primers, each contzining @ unique tail sequence that cormespands with a distinctly labslled e

FRET cassette in the master mix.




ANALISIS DE POLIMORFISMOS EN ENFERMEDAD DE ALZHEIMER DE TIPO ESPORADICO

Resultado de la genotipificacion del marcador APOE rs429358 por KASP™

@ Genomics SNm Project number 5132.001 I'S429358
KSMP nuriber 5011-0002 GACATGGAGGACETG[CIT]GCEGICEICTEETEC

4,33

O
(oflal )
T
T
nTC )

Q
Missing°
Bad
Short i)

Dupe

Ower °

Uncallable

I~ BACE B
- | BACE A
-5 APOEB
-] APOE A
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M. Descriptores

Poblacion estudiada Promedio de Edad
76,4
34,59%
70 4
70,3
65,41% 601
@ Alzheimer
o Controles 50 4
Alzheimer Controles
Distribucion por Género (%)
75 -
50 4 Escolaridad de la poblacién (%)
50 -|
@ Alzheimer
O Controles
25 -
25 m Alzheimer
o Controles
0 04
Mujeres Hombres 0a5 6a11 12a16 >16
., Estado Civil %
% Ocupacion
50 A
50 1 m Alzheimer
. o Controles
@ Alzheimer
o Controles 25 |
25 ~
04 |
L. . 0 | "—IZI_‘
Basico Medio Alto

Soltero Casado Sep/Div Viudo U Libre



ANALISIS DE POLIMORFISMOS EN ENFERMEDAD DE ALZHEIMER DE TIPO ESPORADICO

100 - . B . ~ -
—— Lateralidad % 10 Comparacién Desempeiio MMSE %0
o Controles
m Alzheimer
50 1 5] 11s
@ Alzheimer
o Controles
.| m 0
Diestro Zurdo Ambidiestro ) Tiempo Lugar Fijacion Atencién/cal&vocacion Lenguaje‘ﬁ Total o

Prueba de Wilcoxon Mann Whitney

VARIABLE Estadistico Valor P
Género 3784.5 1
Escolaridad 3150 0.039
Ocupacion 3345.5 0.109
E. civil 3079 0.021
Lateralidad 3132 0.002
N° Hijos 2948 0.011
MMSE
Tiempo 4707.5 0.0016
Lugar 4527 0.0069
Fijacion 4155 0.0629
Atencion/Calculo  4290.5 0.0474
Evocacion 4906.5 0.0003
Lenguaje 4356 0.0410
TOTAL MMSE 4904.5 0.0006

Presencia/Ausencia Alelo € 4 (%)

75 -
50 -
m Alzheimer
o Controles
25 -
0

SIN CON



Anexo

75 A Distribucion de Genotipos de APOE (%)
Distribucion de Alelos de APOE (%)
50 -
60 - @ Alzheimer
o Control m Alzheimer
o Controles
30 | 25 4
0 0 -

€2 €3 €4 2/3 2/4 3/3 3/4 4/4






N.

Equilibrio de H-W

Analisis en PLINK

GEN SNP Genotipos Heterocigosidad P-value
Obs Esp
rs17269348 TODOS 0/15/118 0.1128 0.1064
G/IA Pacientes 0/5/41 0.1087 0.1028 1
Controles 0/10/77 0.1149 0.1083 1
rs514049 TODOS 23/43/48 0.3772 0.476 0.03024
ADAM10 C/A H-W dis Pacientes 13/17/13 0.3953 0.5 0.2207
Controles 10/26/35 0.3662 0.438 0.1783
rs653765 TODOS 33/58/38 0.4496 0.4992 0.2899
G/A Pacientes 10/21/15 0.4565 0.4941 0.7645
Controles 23/37/23 0.4458 0.5 0.3793
rs535860 TODOS 2/27/104 0.203 0.2059 0.6884
BACE1 T/A Pacientes 1/8/37 0.1739 0.1938 0.4211
Controles 1/19/67 0.2184 0.2122 1
rs638405 TODOS 14/73/43 0.5615 0.4751 0.04166
C/G H-W dis Pacientes 8/20/18 0.4348 0.4764 0.5464
Controles 6/53/25 0.631 0.4744 0.00306
rs12239747 TODOS 0/13/113 0.1032 0.0978 1
G/IA Pacientes 0/3/43 0.06522 0.0631 1
NCSTN Controles 0/10/70 0.125 0.1172 1
rs7528638 TODOS 0/12/121 0.0902 0.0862 1
G/C Pacientes 0/6/40 0.1304 0.1219 1
Controles 0/6/81 0.0689 0.0666 1
rs405509 TODOS 23/49/38 0.4495 0.4918 0.4351
C/A Pacientes 8/19/14 0.4634 0.4893 0.754
Controles 15/30/23 0.4412 0.4931 0.4598
rs429358 TODOS 2/40/91 0.3008 0.2761 0.5267
APOE CIT* Pacientes 2127117 0.587 0.4468 0.0503
Controles 0/13/74 0.1494 0.1383 1
rs7412 TODOS 0/13/120 0.0977 0.0929 1
T/IC Pacientes 0/0/46 0 0 1
Controles 0/13/74 0.1494 0.1383 1




ANALISIS DE POLIMORFISMOS EN ENFERMEDAD DE ALZHEIMER DE TIPO ESPORADICO

Analisis en SNPStats

rs17269348 1.00 1.00 1.00
ADAM10  rs514049 0.03 0.22 0.18
rs653765 0.29 0.76 0.38
rs535860 0.69 0.42 1.00
BACE1
rs638405 0.045 0.55 0.0031
rs12239747 1.00 1.00 1.00
NCSTN
rs7528638 1.00 1.00 1.00
rs405509 0.44 0.75 0.46
APOE  rs429358 0.53 0.05 1.00
rs7412 1.00 1.00 1.00
Analisis en GenePop
rs17269348  1.0000 1.0000 0.00 1.0000
ADAM10 rs514049  0.2207 0.1783 6.4698 0.1667
"""" rs653765  0.7645  0.3793 2.4759 0.6490
rs535860 0.4211 1.000 1.7297 0.7853
BACE1 ,
rs638405 0.5464 0.0031 12.7859 0.0124
rs12239747 1.0000 1.0000 0.00 1.0000
NCSTN ,
rs7528638 1.0000 1.0000 0.00 1.0000
rs405509 0.7540 0.4598 2.1186 0.7140
APOE 15429358 0.0504 1.00 5.9770 0.2009
_______ o _ . " o




O. Frecuencias alélicas

Analisis en PLINK

GEN SNP Alelos Todos Pacientes Controles
rs17269348 A 0.943 0.946 0.943
n=133 100% G 0.056 0.054 0.057
rs514049 A 0.609 0.5 0.676
ADAM10
n=114 85.71% C 0.390 0.5 0.323
rs653765 A 0.519 0.554 0.5
n=129 96.99% G 0.480 0.445 0.5
rs535860 A 0.883 0.891 0.879
n=133 100% T 0.116 0.108 0.120
BACE1
rs638405 G 0.611 0.609 0.613
n=130 97.74% C 0.388 0.391 0.386
rs12239747 A 0.948 0.967 0.938
n=126 94.74% G 0.051 0.032 0.062
NCSTN
rs7528638 C 0.954 0.935 0.966
n=133 100% G 0.045 0.065 0.034
rs405509 A 0.564 0.573 0.559
n=109 81.95% C 0.435 0.426 0.441
rs429358 T 0.834 0.663 0.925
APOE
n=133 100% C 0.165 0.337 0.074
rs7412 C 0.951 1.0 0.925
n=133 100% T 0.048 0 0.074
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Analisis en SNPStats

GEN SNP Alelos Todos Pacientes Controles

rs17269348 A 0.94 0.95 0.94

n=133 100% G 0.06 0.05 0.06

rs514049 A 0.61 0.5 0.68

ADAM10 n=114 85.71% C 0.39 0.5 0.32
rs653765 A 0.52 0.55 0.5

n=129 96.99% G 0.48 0.45 0.5

rs535860 A 0.88 0.89 0.88

n=133 100% T 0.12 0.11 0.12

BACE1 rs638405 G 0.61 0.61 0.61
n=130 97.74% C 0.39 0.39 0.39
rs12239747 A 0.95 0.97 0.94

n=126 94.74% G 0.05 0.03 0.06

NCSTN rs7528638 C 0.95 0.93 0.97
n=133 100% G 0.05 0.07 0.03

rs405509 A 0.56 0.57 0.56

n=109 81.95% C 0.44 0.43 0.44

rs429358 T 0.83 0.66 0.93

APOE  “133100 ¢ 047 034 0.07
rs7412 C 0.95 1.0 0.93

n=133 100% T 0.05 0 0.07

Analisis en GenePop

GEN SNP Alelos Pacientes Controles

rs17269348 A 0.946 0.943

G 0.054 0.057

rs514049 A 0.5 0.676

ADAM10 C 0.5 0.324
rs653765 G 0.446 0.5
A 0.554 0.5

rs638405 G 0.609 0.613

C 0.391 0.387

BACE1 rs535860 A 0.891 0.879

T 0.109 0.121

rs12239747 A 0.967 0.938

G 0.033 0.062

NCSTN rs7528638 G 0.065 0.034

C 0.935 0.966

rs405509 A 0.573 0.559

C 0.427 0.441

rs429358 T 0.663 0.925

APOE C 0.337 0.075

rs7412 C 1.0 0.925

T 0.0 0.075




P. Frecuencias genotipicas

Analisis en SNPStats

GEN SNP Genotipos Todos Pacientes Controles

rs17269348 AA 0.89 0.89 0.89

AIG 0.11 0.11 0.11

GIG B

rs514049 A/A 0.42 0.3 0.49

ADAM10 AIC 0.38 0.4 0.37
ciC 0.2 0.3 0.14

rs653765 A/A 0.29 0.33 0.28

AIG 0.45 0.46 0.45

GIG 0.26 0.22 0.28

rs535860 A/A 0.78 0.8 0.77

AT 0.2 0.17 0.22

T 0.02 0.02 0.01

BACE1 rs638405 CIC 0.11 0.17 0.07
CIG 0.56 0.43 0.63

GIG 0.33 0.39 0.3

rs12239747 AIA 0.9 0.93 0.88

AIG 0.1 0.07 0.12

GIG

NCSTN rs7528638 CIC 0.91 0.87 0.93
CIG 0.09 0.13 0.07

GIG

rs405509 A/A 0.34 0.34 0.34

AIC 0.45 0.46 0.44

ciC 0.21 0.2 0.22

rs429358 CIC 0.02 0.04

APOE TIC 0.3 0.59 0.15
T 0.68 0.37 0.85

rs7412 CIC 0.9 1.0 0.85

CIT 0.1 0 0.15

TIT




ANALISIS DE POLIMORFISMOS EN ENFERMEDAD DE ALZHEIMER DE TIPO ESPORADICO

Analisis en GenePop — Diferenciacién Génica y diferenciacién Genotipica

] P-Value P-value
% Pacientes Controles Genotipos Pacientes Controles
< S.E. S.E.
A 87 164 A/A 41 77
rs17269348 G 5 10 0 AIG 5 10 0
G/IG — e
514049 A 43 % 0.013 A 18 % 0.0218
rs .013; .
ADAM10 C 43 46 A/lC 17 26
0.0014 0.0017
C/IC 13 10
G 41 83 A/A 15 23
0.446 0.455
rs653765 A 51 83 AIG 21 37
0.0070 0.0059
G/IG 10 23
A 82 153 0.842 A/A 37 67
0.844
rs535860 T 10 21 0.0017 AT 8 19
_ ] ) 0.0021
BACE1
G 56 103 ] C/IC 8 6
rs638405 C 36 65 0 CIG 20 53 0
G/IG 18 25
A 89 150 A/A 43 70
0.382 0.368
rs12239747 G 3 10 AIG 3 10
0.0032 G/G 0.0026
NCSTN
G 6 6 C/IC 40 81
0.354 0.343
rs7528638 C 86 168 CIG 6 6
0.0034 0.0030
G/IG - -
A 47 76 A/A 14 23
0.888 0.892
rs405509 C 35 60 AIC 19 30
0.0020 0.0013
C/IC 8 15
T 61 161 0 C/IC 2 0
APOE rs429358 C 31 13 o TIC 27 13
TIT 17 74
C 92 161 C/C 46 74
0.0032 0.0030
rs7412 T 0 13 CIT 0 13
0.0003 T 0.00036




Anexo

Q.

Pruebas de asociacion

Analisis en SNPStats, Asociacion genotipica

GEN SNP Modelo Genotipo  Pacientes % Controles % Valor P OR
rs17269348 A 894 88.5 0.91 100
AIG 10.9 11.5 0.94 (0.30-2.93)
Codominante  A/A 30.2 49.3 1.00
A/C 39.5 36.6 0.055 1.76 (0.73- 4.26)
c/ic 30.2 14.1 3.50 (1.24- 9.92)
Dominante AIA 30.2 49.3 1.00
A/C-CIC 69.8 50.7 0.044 2.24 (1.01- 4.99)
ADAM10 reS14089 e A/A-AIC 69.8 85.9 1.00
c/c 30.2 14.1 0.04 2.64 (1.04- 6.72)
Sobredominante  AJA-C/C 60.5 63.4 1.00
AIC 39.5 36.6 076 1.13 (0.52- 2.47)
Aditivo 0.016 1.86 (1.11- 3.11)
Codominante  A/A 32.6 27.7 1.00
rs653765 GIA 45.6 44.6 0.72 0.87 (0.37- 2.02)
GIG 21.7 27.7 0.67 (0.25- 1.79)
Dominante AIA 32.6 27.7 1.00
GIA-GIG 67.4 72.3 056 0.79 (0.36- 1.73)
Recesivo A/A-G/A 78.3 723 1.00
GIG 21.7 27.7 045 0.72 (0.31-1.69)
Sobredominante  A/A-G/G 54.4 55.4 1.00
GIA 45.6 44.6 091 1.04 (0.51- 2.15)
Aditivo 0.42 0.82 (0.50 -1.34)
Codominante  A/A 80.4 77 1.00
TIA 17.4 21.8 0.76 0.87 (0.37- 2.02)
TT 2.2 11 0.67 (0.25- 1.79)
Dominante AIA 80.4 77 1.00
TIA-TIT 19.6 23 065 0.79 (0.36- 1.73)
BACE1 rs535860 _
Recesivo AJA-TIA 97.8 98.8 065 1.00
T 2.2 11 0.72 (0.31-1.69)
Sobredominante  A/A-T/T 82.6 78.2 1.00
TIA 17.4 21.8 054 0.75 (0.30- 1.88)
Aditivo 0.77 0.89 (0.40 -1.97)




ANALISIS DE POLIMORFISMOS EN ENFERMEDAD DE ALZHEIMER DE TIPO ESPORADICO

GEN SNP Modelo Genotipo  Pacientes % Controles % Valor P OR
Codominante G/G 39.1 29.8 1.00
rs638405 G/C 43.5 63.1 0.06 0.52 (0.24- 1.16)
C/IC 17.4 71 1.85 (0.55- 6.27)
Dominante G/G 39.1 29.8 0.28 1.00
G/C-CIC 60.9 70.2 ' 0.66 (0.31- 1.40)
Recesivo G/G-G/C 82.6 92.9 0.078 1.00
C/C 17.4 71 ’ 2.74 (0.89- 8.45)
Sobredominante  G/-C/C 56.5 36.9 1.00
0.031
G/C 43.5 63.1
Aditivo 0.94 1.02 (0.57- 1.82)
A/A 93.5 87.5 1.00
rs12239747 0.27
A/G 6.5 12.5 0.49 (0.13- 1.87)
NCSTN
C/C 87 93.1 1.00
rs7528638 0.25
G/C 13 6.9 2.02 (0.61- 6.68)
Codominante A/A 34.1 33.8 1.00
A/C 46.3 441 0.95 1.04 (0.43- 2.50)
C/IC 19.5 221 0.88 (0.30- 2.59)
Dominante A/A 341 33.8 1.00
rs405509 0.97
A/C-C/C 65.8 66.2 0.99 (0.44- 2.23)
Recesivo A/A-A/C 80.5 77.9 0.75 1.00
cic 19.5 22.1 ' 0.86 (0.33- 2.24)
Sobredominante  A/A-C/C 53.7 55.9 1.00
0.82
A/C 46.3 441 1.09 (0.50- 2.38)
Aditivo 0.84 0.95 (0.56- 1.61)
Codominante T/T 37 85.1 1.00
APOE
rs429358 CIT 58.7 14.9 <0.0001 9.04 (3.88-21.07)
C/C 4.3 0 NA (0.00- NA)
Dominante T/T 37 85.1 1.00
<0.0001
CIT-CIC 63 14.9 9.71 (4.19- 22.50)
Recesivo T/T-CIT 95.7 100 1.00
0.038
cic 43 0 NA (0.00- NA)
Sobredominante  T/T-C/C 413 85.1 1.00
rs7412 <0.0001
CIT 58.7 14.9 8.09 (3.52- 18.58)
Aditivo <0.0001  9.31 (4.06- 21.35)
C/C 85.1 100 610 -* 1.00
CIT 14.9 0 0.00 (0.00- NA)
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Analisis en PLINK, prueba de asociacién genotipica

GEN ‘ SNP Alelo Alelo Pryeba Pacientes Controles x° Valor P ‘
1 2
Genotipica 0/5/41 0/10/77 NA NA
Alélica 5/87 10/164 0.0117 0.9163
rs17269348 G
Dominante 5/41 10/77 NA NA
Recesiva 0/46 0/87 NA NA
Genotipica 13/17/13 10/26/35 5.833 0.054 *
Alélica 43/43 46/96 6.976 0.0082
ADAM10 rs514049 C A
Dominante 30/13 36/35 3.992 0.0457
Recesiva 13/30 10/61 4.336 0.0373
Genotipica 10/21/15 23/37/23 0.661 0.718
Alélica 41/51 83/83 0.700 0.402
rs653765 G A
Dominante 31/15 60/23 0.341 0.558
Recesiva 10/36 23/60 0.554 0.456
Genotipica 1/8/37 1/19/67 NA NA
Alélica 10/82 21/153 0.840 0.771
rs535860 T A
Dominante 9/37 20/67 NA NA
Recesiva 1/45 1/86 NA NA
BACE1
Genotipica 8/20/18 6/53/25 5.724 0.057 *
Alélica 36/56 65/103 0.004 0.944
rs638405 C G
Dominante 28/18 59/25 1.179 0.277
Recesiva 8/38 6/78 3.249 0.071
Genotipica 0/3/43 0/10/70 NA NA
Alélica 3/89 10/150 1.067 0.301
rs12239747 G A
Dominante 3/43 10/70 NA NA
Recesiva 0/46 0/80 NA NA
NCSTN
Genotipica 0/6/40 0/6/81 NA NA
Alélica 6/86 6/168 1.32 0.250
rs7528638 G C
Dominante 6/40 6/81 NA NA
Recesiva 0/46 0/87 NA NA
Genotipica 8/19/14 15/30/23 0.107 0.947
Alélica 35/47 60/76 0.042 0.836
rs405509 C A
Dominante 27/14 45/23 0.001 0.9725
Recesiva 8/33 15/53 0.099 0.752
Genotipica 2127117 0/13/74 NA NA
Alélica 31/61 13/161 29.98 4.37*10°
APOE rs429358 C T
Dominante 29/17 13/74 NA NA
Recesiva 2/44 0/87 NA NA
Genotipica 0/0/46 0/13/74 NA NA
Alélica 0/92 13/161 7.227 0.0071
17412 T (o]
Dominante 0/46 13/74 NA NA
Recesiva 0/46 0/87 NA NA
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Analisis en PLINK, prueba de asociacion alélica

Posicion Pacientes Controles

(bp)
rs17269348 58824641

0.054 0.057 0.011  0.9163  0.94(0.31-2.84)

G A
ADAM10  rs514049 50042363  C 0.5 03239 A 6.976  0.0083  2.09(1.20- 3.62)
rs653765 59042012 G 0.446 0.5 A 0.70 0.403 0.80(0.48-1.34)
BACE rs535860 117159878 T 0.109 0.121 A 0.084 0.772 0.89(0.39-1.98)
rs638405 117163824 C 0.391 0.387 G 0.005 0.945 1.02(0.60-1.72)
NCSTN rs12239747 160321065 G 0.033 0.063 A 1.067 0.302 0.51(0.14-1.89)
rs7528638 160323903 G 0.065 0.034 C 1.32 0.251 1.95(0.61-6.24)
rs405509 45408836 C 0.426 0.441 A 0.043 0.836 0.94(0.54-1.64)
APOE r429358 45411741 C 0.337 0.0747 T 29.98 4.4e-5 6.29(3.09-12.82)
T C

7412 45412079

0 0.074 7.227  0.0071 -—-
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R. Determinacién de haplotipos

Analisis en SNPStats, Determinacion de haplotipos para cada gen

Analisis en HAPLOVIEW. Determinacién de haplotipos para cada gen

Frecuencias
Pacientes ‘ Controles
rs17269348 rs653765 rs514049
A G A 0.4027 0.3664 0.4286
A A C 0.3391 0.4199 0.2853
A A A 0.1599 0.1081 0.1933
ADAM10 A G C 0.0419 0.0512 0.0354
G A A 0.0238 0.0264 0.0213
G G A 0.0171 0 0.022
G G C 0.0154 0.028 0.0082
G A C 0 NA 0.006
rs535860 rs638405
A G 0.5934 0.5841 0.6019
BACE1 A C 0.2901 0.3073 0.2774
T C 0.099 0.0841 0.1104
T G 0.0175 0.0246 0.0102
rs12239747 rs7528638
A C 0.9223 0.9116 0.9279
NCSTN G C 0.0326 0.0232 0.376
A G 0.0255 0.0558 0.0072
G G 0.0196 0.0095 0.0273
rs405509 r429358 r7412
A T C 0.4053 0.2827 0.4664
C T C 0.3805 0.3803 0.3914
A C C 0.1362 0.2835 0.0673
APOE C C C 0.0292 0.0534 2X10°*
C T T 0.0281 NA 0.0435
A T T 0.0207 NA 0.024
A C T 0 NA 0.0072

rs405509

rs429358

rs17269348 ' ||

rs653765

rs514049

rs535860

rs638405

rs12239747 .

Y

rs7528638

Block 1 (3 ki)

Block 2 (217 ki

4

L]

Block 3 (3 ki)

Block 4 (2 ki)
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Analisis en HAPLOVIEW. Frecuencias totales de los haplotipos, para pacientes y
controles, valor de chi-cuadrado y valor p de significancia.

Frecuencias

Haplotipo Pacientes Controles XZ Valor p
ADAM10

AGA 0.403 0.360 0.425 1.044 0.307
AAC 0.339 0.415 0.299 3.646 0.0562
AAA 0.160 0.118 0.182 1.853 0.1734
AGC 0.042 0.052 0.037 0.36 0.5485
GAA 0.024 0.021 0.025 0.042 0.8382
GGA 0.017 0.008 0.022 0.653 0.4191
GGC 0.015 0.025 0.010 0.821 0.3648

BACE1
AG 0.593 0.585 0.598 0.039 0.8435
AC 0.290 0.306 0.282 0.175 0.6754
TC 0.099 0.085 0.106 0.299 0.5842
TG 0.018 0.023 0.014 0.288 0.5917

NCSTN
AC 0.922 0.913 0.927 0.187 0.6656
GC 0.033 0.022 0.038 0.478 0.4892
AG 0.026 0.055 0.010 4.863 0.0274
GG 0.020 0.010 0.024 0.621 0.4306

APOE
ATC 0.405 0.299 0.461 6.541 0.0105
CTC 0.380 0.364 0.389 0.168 0.6817

ACC 0.136 0.274 0.063 22775 1.82x10°7

CcC 0.029 0.063 0.011 5.572 0.0183
CTT 0.028 0.000 0.043 4.072 0.0436
ATT 0.021 0.000 0.032 2.977 0.0844

Block 3 Block 4

03 AG .593 AC .922
R AC .290 GC .033
042 T6.018 GG .020
017 TC .099 AG .026
160 14

024

015

a1

Haplotipos conformados para cada gen y sus frecuencias. Las lineas delgadas representan una
frecuencia mayor del 1% y las lineas gruesas representan frecuencias mayores al 10%. Bloque 1
formado por rs405509, rs429358 y rs7412 (APOE). Para el bloque 2 rs17269348, rs653765 y
rs514049 (ADAM10). Bloque 3 rs535860 y rs638405 (BACE1) y bloque 4 formado por rs12239747
y rs7528639 (NCSTN)
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Analisis en HAPLOVIEW. Determinacion

marcadores.

de un bloque

f
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Elock 1 (114915 kh)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Frecuencias

Block 1

e

CTCAGAAGAC .
ATCAAAAGAC .
ATCAGAAGAC .
CTCAACACAC .
ATCAACAGAC .
ATCAGATCAC .
ATCAACACAC .
ACCAACAGAC .
ATCAGAACAC .
CTCAACAGAC .
CTCAAAACAC .
CTCAGAAGGC .
ACCAGAAGAC .
CCCAACAGAC .
ACCAGCACAC .
CTCGAAAGAC .
CTTAGAACAC .
CTCGACACAC .
CTCAACTCAC .
ATTAACAGAC .
ATCGGAACAC .
ATCAGCAGAC .
CTCAGATCAC .
ACCAAAACAC .
ACCAGATCAC .

haplotipico para todos los

allere,
095
074
067
062
047
042
039
0352
027
027
022
020
019
016
016
015
012
012
011
011
011
011
010
010

BLOQUES

CTCAGAAGAC
ATCAAAAGAC
ATCAGAAGAC
CTCAACACAC
ATCAACAGAC
ATCAGATCAC
ATCAACACAC
ACCAACAGAC
ATCAGAACAC
CTCAACAGAC
CTCAAAACAC
CTCAGAAGGC
ACCAGAAGAC

CCCAACAGAC
ACCAGCACAC
CTCGAAAGAC
CTTAGAACAC
CTCGACACAC
CTCAACTCAC
ATTAACAGAC
ATCGGAACAC
ATCAGCAGAC
CTCAGATCAC

ACCAAAACAC
ACCAGATCAC

Haplotipo  Pacientes  Controles XZ Valor p
0.139 0.113 0.153 0.804  0.3699
0.095 0.070 0.109 1.095  0.2953
0.074 0.051 0.087 1.12 0.2898
0.067 0.075 0.063 0.153  0.6953
0.062 0.047 0.071 0.595  0.4403
0.047 0.033 0.055 0.658  0.4173
0.042 0.023 0.052 1.255  0.2626
0.039 0.082 0.016 6.984  0.0082
0.032 0.028 0.034 0.06 0.8065
0.027 0.032 0.025 0.094  0.7593
0.027 0.014 0.034 0.934 0.3338
0.022 0.022 0.022 0.0010  0.9702
0.020 0.043 0.007 4.083  0.0433
0.019 0.037 0.009 2.741  0.0978
0.016 0.027 0.011 1.013  0.3143
0.016 0.011 0.019 0.232 0.63
0.015 0.000 0.023 2105 0.1469
0.012 0.009 0.013 0.08 0.7766
0.012 0.009 0.013 0.109  0.7408
0.011 0.000 0.017 1.607 0.205
0.011 0.011 0.012 0.0020 0.9624
0.011 0.012 0.011 0.0060 0.9402
0.011 0.019 0.006 0.937 0.333
0.010 0.016 0.007 0.461 0.4972
0.010 0.011 0.010 0.0050 0.9422
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Analisis en HAPLOVIEW. Determinaciéon de bloques de haplotipos para el marcador
rs429358 de APOE y los marcadores de cada gen.
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: { : ) : : Block 1 (71751 ki) Block 1 (114811 kby

2

L)

a. ADAM10 b. BACE1 c. NCSTN
Frecuencias
Haplotipo Pacientes Controles XZ Valor p
ADAM10
TAGA 0.347 0.2550 0.396 5.287 0.0215
TAAC 0.255 0.228 0.269 0.53 0.466
TAAA 0.149 0.093 0.179 3.537 0.06
CAAC 0.085 0.193 0.028 21.07 4.4 x10 -2
CAGA 0.056 0.107 0.029 6.926 0.0085
TAGC 0.028 0.036 0.024 0.342 0.5587
TGAA 0.023 0.019 0.025 0.086 0.7697
TGGA 0.016 0.007 0.021 0.784 0.3761
TGGC 0.016 0.025 0.011 0.716 0.3975
CAGC 0.013 0.016 0.012 0.067 0.7965
BACE1
TAG 0.497 0.384 0.556 7.14 0.0075
TAC 0.237 0.202 0.255 0.924 0.3365
CAG 0.099 0.202 0.044 16.85 4.05x10-1
TTC 0.093 0.072 0.104 0.732 0.3924
CAC 0.051 0.103 0.024 7.733 0.0054
NCSTN
TAC 0.765 0.599 0.853 21.588 3.38x10-2
CAC 0.157 0.313 0.075 25.826  3.74x10-3
TGC 0.033 0.023 0.038 0.445 0.5047
TGG 0.020 0.010 0.025 0.718 0.3969
TAG 0.017 0.031 0.009 1.793 0.1805
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