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1.- ENVEJECER

INTRODUCCION

El aumento de la esperanza de vida en los paises desarrollados o en vias de

desarrollo es un hecho bien conocido por todos. Espafia en general, y la Comunidad

Canaria en particular, no han quedado atras: en 1991, el porcentaje de personas

mayores de 65 afios en Canarias, fue del 9,5%, mientras que en 2007 ya era casi del

12,5% [Instituto de Estadistica de Canarias. 2008].

TABLA 11- DATOS DEL ISTAC (2007)

INDICE DE ENVEJECIMIENTO

1991 1996 2001 2005 2007
CANARIAS 9,51 10,48 12,04 12,09 12,44
Lanzarote 7,3 7,67 7,79 7,56 7,96
Fuerteventura 6,55 6,64 6,35 5,79 6,03
Gran Canaria 8,84 9,85 11,66 11,97 12,28
Tenerife 9,76 10,87 12,65 12,69 13,17
La Gomera 15,65 16,46 18,06 18,05 18,25
La Palma 14,29 15,5 17,37 17,74 18,05
El Hierro 18,6 18,84 20,02 19,17 19,85

1.1.- ¢ QUE ES EL ENVEJECIMIENTO?

El envejecimiento es un proceso de caracter irreversible, condicionado tanto genética

como ambientalmente, donde las funciones fisiologicas se van

perdiendo

progresivamente, culminando con la muerte. Sin embargo, este proceso no es una
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pérdida patoldgica, sino bioldgica, y sus manifestaciones fenotipicas son diferentes de
las que originan las enfermedades crénicas. Todos los 6rganos y sistemas del
individuo sufren el envejecimiento, aunque en cada uno de ellos se presenta con
algunas caracteristicas especiales en base a diversas circunstancias propias de las

células que los forman [Peinado, 2000].

Dentro de las enfermedades del envejecimiento, la demencia se ha convertido en la
gran amenaza para el bienestar y la salud de las personas mayores, de sus familias y
de la sociedad en general, e implica una carga sanitaria, social, psicoldgica y

econdmica significativa [Boada,1999; Lépez-Pousa, 2004].

1.2.- DEMENCIA

El término demencia deriva del latin "demens, dementatus" que significa “sin mente” y
se define como una pérdida de las funciones intelectuales, debido a dafios o
desordenes cerebrales mas alla de los atribuibles al envejecimiento normal, que
impide el funcionamiento independiente del sujeto en su medio social habitual. Segun
Cummings y Benson es "un deterioro intelectual adquirido persistente que afecta al
menos tres de los siguientes dominios: lenguaje, memoria, percepcién visual-espacial,
emociones/personalidad y funciones cognitivas ejecutivas" [Cummings, 1980]. Estas
funciones no degeneran todas al mismo tiempo, sino que el proceso es continuo,
aumentando el numero de funciones afectas con deterioro progresivo, siendo
generalmente el déficit de memoria, asociada o no a trastornos de conducta, la
primera alteracién que percibe el enfermo o sus parientes mas cercanos.

Hoy en dia y en la mayoria de los paises, el diagnéstico de demencia se hace
siguiendo las recomendaciones propuestas por la Organizacién Mundial de la Salud

(OMS) en la Décima Clasificacion Internacional de Enfermedades (CIE-10, 1992) y
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por la Asociacion Americana de Psiquiatria (American Psychiatric Association),
recogido en el Manual de Diagndstico Estadistico (DSM-1V, 1994) (ANEXO I).

Dentro de las demencias, la Enfermedad de Alzheimer representa el 65-70% de todos
los casos de demencia, seguida por la demencia vascular o mixta, segun algunos
autores [Bermejo-Pareja, 2008], o la demencia por cuerpos de Lewy, como se sugiere

en otros trabajos [Aarsland, 2008].

2.- ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Alois Alzheimer presentaba por vez primera, en 1906, la descripcion de una
enfermedad de la corteza cerebral en una mujer de 51 afios, la cual presentaba
pérdida de memoria, desorientacion, alucinaciones y demenciacion progresiva que la
llevaron a morir con solo 55 afos de edad. Al mismo tiempo, Alzheimer presento el
estudio anatomopatologico de su cerebro, mostrando que la corteza cerebral estaba
atrofica y existian, ademas, dos tipos de anomalias muy llamativas: una especie de
esferas o acumulos extraneuronales, constituidos por un material andmalo (placas
seniles); y unas acumulaciones de material aparentemente fibroso en el interior de las
neuronas (ovillos neurofibrilares).

Esta enfermedad esta caracterizada por un declive gradual e irreversible de las
funciones cerebrales superiores o cognoscitivas, con desorientacion, dafios en
memoria y lenguaje, agnosia y apraxia [Rubin, 1987; Starkstein, 1996]. En algunos
casos, en las primeras fases de la enfermedad se acompafia de alteraciones mentales
de caracter no cognoscitivo (depresion, ansiedad, apatia, alucinaciones, psicosis, etc.)
y del comportamiento (irritabilidad, indiferencia, agitacion psicomotriz, agresividad,
trastornos sexuales, del suefio y el apetito etc). Cuando la enfermedad progresa
aparecen otros sintomas: clinica extrapiramidal, mioclonias, crisis, reflejos de
liberacion frontal, espasticidad, incontinencia, apraxia masticatoria y disfagia. La

enfermedad se puede estratificar en tres estadios: el primero dura de 1 a 3 afos, los
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primeros trastornos de memoria se inician con dificultad para aprender material nuevo,
en menor grado se afecta la memoria tardia, hay dificultad para encontrar palabras,
desorientacion topografica, irritabilidad y sintomas depresivos. El segundo dura de 2 a
10 afos, la memoria reciente y tardia estan afectas de forma severa, aparece una
afasia afluente, apraxia ideomotora, falla la orientacion espacial, el calculo y tienden a
la inquietud psicomotriz. En el ultimo estadio que dura de 8 a 12 afios, el deterioro
neuropsicoldgico es severo, aparecen sintomas motores extrapiramidales y termina en
tetraplejia espastica en flexion [Cummings, 1992].

La progresion de los sintomas produce una interferencia grave en la realizacion de las
tareas diarias y en los cuidados basicos, originandose una gran discapacidad y una
dependencia, que llega a ser total, del cuidador.

Casi 80 afios después de la descripcion de Alzheimer, en 1984, el Instituto Nacional
de Desordenes y Dafios Neurologicos y Comunicativos, y las Asociaciones de
Enfermedad de Alzheimer y Desérdenes Relacionados (NINCDS & ADRDA),
establecia los criterios clinicos estandarizados para el diagnéstico de la Enfermedad
de Alzheimer. Estos criterios no permiten un diagndstico temprano, en fases precoces
en ausencia de demencia, ni un diagnodstico etiolégico directo ya que se basan en la
exclusion de otros procesos. La figura del deterioro cognitivo leve (DCL) tampoco ha
mejorado la rentabilidad diagndstica. Identifica un estado incipiente de EA en
pacientes con DCL tipo amneésico, pero por su definicién clinica, incluye una amplia
heterogeneidad de pacientes que pueden evolucionar a otros tipos de demencia
diferente de EA, permanecer estables o mejorar [Gauthier, 2006]. La combinacién de
biomarcadores especificos de neuroimagen y de LCR se ha utilizado con la finalidad
de aumentar la certeza diagndstica. Asi se recoge en la revision de 2002 de Robles et
al, apoyada por la Sociedad Espanola de Neurologia (SEN) [Robles, 2002], y en los
nuevos criterios de investigacion para el diagnéstico de EA de Dubois et al en 2007

[Dubois, 2007] (ANEXO ).
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Desde el punto de vista macroscopico, la atrofia del hipocampo medida por RM,
aunque no es especifica de EA, se correlaciona sensiblemente con los cambios
patolégicos de la EA [Jack, 2002]. La neuroimagen funcional puede demostrar
hipometabolismo en estructuras limbicas y corteza de asociacién temporo-parietal y
frontal mediante tomografia por emision de positrones (PET) [Nestor, 2003] o
hipometabolismo por tomografia computarizada por emision de fotones simples
(SPECT) [Jagust, 2001]. Los nuevos trazadores de imagen del PET se unen a los
depdsitos de amiloide y también a los ovillos neurofibrilares suministrando imagenes
de su distribucion®in vivo [Tolboom, 2009]. El descenso de ABs,; y el aumento de los
niveles de la proteina tau total y fosforilada en LCR, comentados mas adelante, son
biomarcadores que se asocian significativamente con las alteraciones
neuropatologicas de la EA [Tapiola, 2009]. También se han identificado proteinas
sanguineas relacionadas con la desregularizacion sistémica y la muerte neuronal en la
EA [Ray, 2007].

La busqueda actual se centra en el desarrollo de biomarcadores que permitan un
diagnostico etiologico e identificar la fase preclinica de la EA en vistas a modificar

terapéuticamente su progresion.

2.1.- PREVALENCIA E INCIDENCIA.-

El nimero de casos de enfermedad de Alzheimer aumenta a medida que aumenta la
edad media de la poblacion.

En nuestro pais, esta enfermedad tiene una prevalencia global del 4,6%, donde, por
grupos de edad, afecta a un 0,6% de la poblacion entre 65-74 afos, a un 7,9% de la
poblacion entre 75-84 afos, y a un 16,2% de la poblacion mayor de 85 afios (22,2%
mayor de 90 anos) [Garcia-Garcia, 2001; Lobo, 2000], y con una media de los ratios
de incidencia (per 1.000 personas-afio), de 7,4 en poblacion de 65 a 90 anos

[Bermejo, 2008], pudiendo llegar hasta 20,7 [Fratiglioni, 2000].
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2.2.- CARACTERISTICAS PATOLOGICAS.-

2.2.1.- ANATOMICAS

El estudio post moértem de los cerebros de enfermos de Alzheimer refleja, a simple
vista, una disminucién del peso, del volumen cerebral y del espesor de la corteza,
ensanchamiento de ventriculos, aumento de liquido cefalorraquideo y disminucion de

sustancia blanca [Peinado, 2000] (fig.11).

Figura I1.- Comparacion de un cerebro sano (izqda) y un cerebro de EA (dcha)

(Imagen tomada y modificada de
http://www.javeriana.edu.co/Facultades/Ciencias/neurobioquimicallibros/neurobioquimic
alAlzheimer.htm)

2.2.2.- HISTOPATOLOGICAS

El estudio microscépico del cerebro de un paciente de Alzheimer, revela una
disminucion en el numero de neuronas en las zonas mas relacionadas con las
funciones cognoscitivas, en especial en la corteza entorrinal, el hipocampo, la corteza
temporo-parietal y la corteza frontal en la zona superficial, asi como en diversos
nucleos grises internos, como la sustancia innominada o region del nucleo de Meynert
y el locus coeruleus. Ademas, en muchas de las neuronas restantes se observan

alteraciones patolégicas como signos de atrofia del cuerpo y acortamiento y reduccion




INTRODUCCION

del numero de dendritas y de las conexiones sinapticas neuronales, engrosamientos y
varicosidades a lo largo de las prolongaciones [Brun, 1976; Brun, 1981].

Los depodsitos extracelulares descritos por Alois Alzheimer estan compuestos por
amiloide extracelular, formando las placas neuriticas circundadas de neuritas
andémalas y de microglia, la cual, generalmente, se observa dentro y adyacente al
nucleo central de la placa y que se encuentra expresando antigenos de superficie
relacionados con activacion, tales como el CD45 o el HLA-DR. Estos depdsitos estan,
ademas, rodeados por astrocitos reactivos con abundantes filamentos gliales. Las
placas difusas (preamiloides) se encuentran frecuentemente a nivel meningovascular y
no se acompanan de neuritas distréfica. El amiloide se deposita también en arteriolas,
capilares y vénulas de la meninge y corteza cerebral, raramente en sustancia blanca,
constituyendo la angiopatia amiloide que produce una perturbacién importante de la
barrera hematoencefalica. La zona inicial de acumulacién parece ser la parte externa
de la membrana basal y puede extenderse al parénquima circundante [Selkoe, 2001].
La degeneraciéon neurofibrilar esta compuesta por agregados intraneuronales de
parejas de filamentos plegados helicoidalmente, fundamentalmente formados por
proteina tau, proteina asociada a los microtubulos en estado hiperfosforilado. Las
redes neurofibrilares, exhiben un disefio caracteristico de distribucion que permite la

diferenciacion de seis estadios progresivos de la enfermedad [Braak, 1991].

2.2.3.- NEUROQUIMICAS

2.2.3.1. NEUROTRANSMISORES

La acetilcolina (ACh) es un importante neurotransmisor que transmite las sefales,
principalmente, entre las neuronas cerebrales, uniéndose a dos tipos de receptores,
nicotinicos y muscarinicos, y cuya actividad, en el cerebro, finaliza con la accién

hidrolitica de las colinesterasas, principalmente acetilcolinesterasa (AChE).
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Una de las anormalidades neuroquimicas mas pronunciadas en la EA es la disfuncion
colinérgica en el sistema nervioso central, de tal manera que las neuronas colinérgicas
de los nucleos de la regidn cerebrobasal, que se proyectan al hipocampo y a extensas
areas corticales, van degenerando. Este defecto colinérgico podria ser responsable de
muchas de las alteraciones cognitivas y de algunos de los sintomas psiquicos de los
pacientes de Alzheimer [Davies, 1976].

Pero el déficit colinérgico no es el Unico que se encuentra en estos pacientes: desde
principio de los afos 80, se ha observado como otros neurotransmisores
(noradrenalina, acido gamma-aminobutirico (GABA), somastotatina, y dopamina),
también tienen sus niveles reducidos [Rossor, 1984; Gottfries, 1985; Beal, 1986;

Garcia-Alloza, 2006].

2.2.3.2. ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo es el resultado del desequilibrio entre la produccién elevada de
radicales libres (atomos o moléculas que tienen orbitales con un solo electrén impar
que son muy inestables) y el descenso en la eliminacion de éstos o de los
mecanismos necesarios para reparar las macromoléculas oxidadas. Los radicales
libres, tales como el i6n hidroxilo, el peréxido de hidrégeno y el peroxinitrito, inducen
citotoxicidad a través de la oxidacién de proteinas, lipidos y acidos nucleicos [Thomas,

2007].

Las neuronas son particularmente vulnerables a los efectos dafiinos de los radicales
libres, debido a sus niveles bajos de antioxidantes naturales y de la alta demanda de
oxigeno necesario para el mantenimiento del metabolismo cerebral, el cual es también
un buen sustrato en reacciones cuyos compuestos primarios producen radicales libres

[Christen, 2000].
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Diversos estudios han confirmado la participacion del estrés oxidativo en la
enfermedad de Alzheimer [Mecocci, 1998; Gabbita ,1998], observandose dano nuclear
y mitocondrial en los cerebros de pacientes de Alzheimer [Christen, 2000], asi como
marcadores oxidativos colocalizados en las lesiones neuropatologicas de la EA

[Guimera, 2002].

2.2.3.3. INFLAMACION

Las células gliales regulan la actividad nerviosa ya que intervienen en fenomenos de
plasticidad neuronal, supervivencia de las neuronas, nutricion neuronal, regulacion del
crecimiento, detoxificacion y regulacion homeostatica [Guimera, 2002].

El aumento de la reactividad microglial es otro de los fenbmenos que contribuyen a
exacerbar la lesion neurodegenerativa en las areas cerebrales afectadas,
produciéndose pérdida sinaptica y muerte celular neuronal [Aisen, 1994; Tanzi, 2000;

Griffin, 2006].

2.3.- TIPOS DE ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.-

La enfermedad de Alzheimer puede ser clasificada atendiendo a dos criterios
principales: (1) la edad en la que se presenta y (2) los antecendentes familiares:

1) Segun la edad de aparicion tenemos la EA de inicio temprano o presenil (EOAD),
que representa el 1% de los casos, y EA de aparicion tardia o esporadica (LOAD)
cuando aparece después de los 60/65 anos [Bullido, 2002; Manzano, 2009], con un

90% de los casos.

2) Cuando tenemos en cuenta la historia familiar, se divide en forma familiar y forma
esporadica, siendo esta ultima la mas abundante (90-95% del total de los casos)

[Manzano, 2009].
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Con esto, la enfermedad ha sido universalmente dividida en dos grandes grupos: EA
familiar-temprana, con un 10% de los casos, y EA esporadica-tardia, que es el tipo
mayoritario, representando al, aproximadamente, 90% de los casos [Thinakaran,

1999].

Aunque las caracteristicas anatomopatolégicas son similares en ambos grupos,

las manifestaciones clinicas difieren en algunos aspectos, de tal manera que las
formas tempranas son mas frecuentes en el género masculino, predominando los
trastornos de conducta, mientras que las formas tardias son mas frecuentes en
mujeres, predominando los trastornos cognitivos [Blennow, 2006; Vilalta-Franch,

2007].

2.4.- PRINCIPALES FACTORES DE RIESGO.-

2.4.1.- EDAD

Es el principal factor de riesgo de esta enfermedad, de tal modo que la prevalencia se
incrementa de forma exponencial con la edad.

Como ya se ha comentado, la EA afecta a un 0,6% de la poblacion entre 65-74 afos, a
un 7,9% de la poblacién entre 75-84 afios, y a un 16,2% de la poblacion mayor de 85
anos (22,2% mayor de 90 afos) [Garcia-Garcia, 2001; Lobo, 2000], aunque lo que
ocurre exactamente por encima de los 90 afos, tiene una explicacién mas compleja,
debido a los escasos estudios sobre incidencia en esta franja de edad, y al bajo poder

estadistico de los datos por el pequefio niumero de casos [Manzano, 2009].

2.4.2.- HISTORIA FAMILIAR

Cuando existen antecedentes familiares, el riesgo de padecer la enfermedad se
incrementa cuatro veces mas; de hecho, se piensa que cerca del 33% de los casos de

EA son de origen familiar [Rocca, 1991].

-10-
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2.4.3.- GENERO

Tradicionalmente se admite que la enfermedad de Alzheimer tiene mayor prevalencia
en el género femenino que en el masculino. Primero se achacé esta diferencia a que
las mujeres suelen vivir mas tiempo que los hombres, sin embargo, estudios de
incidencia han demostrado la “preferencia” de esta enfermedad por el sexo femenino

[Rocca, 1991].

2.4.4.- SUSCEPTIBILIDAD GENETICA

El estudio de las formas familiares de EA, condujo al descubrimiento e identificacion
de tres genes (de los que se hablara mas adelante) en los cromosomas 21, 14 y 1,
como portadores de mutaciones que explican la mayoria de los casos de este tipo de
EA. La historia familiar de sindrome de Down (trisomia del cromosoma 21), aumenta
de forma significativa el riesgo de EA, lo que podria vincularse con los hallazgos

neuropatologicos de EA cuando fallecen de adultos [Masters, 1985].

Aun asi, hay familias con una forma hereditaria clara de EA en las que no se detecta
mutaciones en ninguno de estos genes, de tal manera que no es descartable la

posibilidad de que haya mas genes con mutaciones causantes de EA [Bullido, 2002].

Respecto a los casos de EA tardia y esporadica, sin embargo, en la gran mayoria de
éstos los factores genéticos no son los causantes de la enfermedad, sino que
condicionan una mayor susceptibilidad, es decir, los factores genéticos de
predisposicion no tienen la fuerza necesaria para la expresion de la enfermedad pero
si producen un aumento del riesgo a los individuos portadores cuando se compara con

los no portadores.

En la actualidad, se han analizado un gran nimero de variaciones o polimorfismos de

diferentes genes en pacientes con EA esporadica y tardia [Hoenicka, 2006], sin

-11 -
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embargo, aun sigue existiendo bastante controversia y ningun resultado concluyente,

como veremos en otros apartados.

2.5.- FENOTIPO NEUROPATOLOGICO DE LA EA.-

2.5.1.- PLACAS AMILOIDEAS, NEURITICAS O SENILES, EXTRACELULARES

Los depdésitos extracelulares descritos por Alois Alzheimer estan formados por un gran
numero de proteinas distintas, siendo la mas abundante un péptido de entre 39 y 42
aminoacidos [Glenner, 1984; Masters, 1985], conocido como péptido amiloide o A
amiloide; éste tiene una gran capacidad para polimerizar, formando fibras insolubles
que se depositan constituyendo una estructura con una gran tendencia a atrapar a
otras moléculas que circulan por el espacio extracelular. Ademas, entre el 80 y el
100% de los pacientes de EA, presentan deposiciéon de péptido amiloide en las
paredes vasculares cerebrales (angiopatia cerebral amiloidea), mas frecuentes en
leptomeninge y cortex.

La deposicidn del péptido amiloide en el cerebro comienza en el neocortex y se
expande jerarquicamente a otras regiones, como el hipocampo; una expansién similar
ocurre con la deposicion vascular [Thal, 2008].

Las placas amiloideas se clasifican principalmente en dos tipos: la clasica o neuritica y
la difusa (preamiloidea). La primera es una lesidbn compleja que contiene algunos
elementos anormales: un depdésito central de fibrillas amiloideas extracelulares (core),
rodeado por neuritas distroficas (tanto dendritas como terminales axdnicos), microglia
activada y astrocitos reactivos. Las placas difusas carecen del core amiloideo, con
pocas o ninguna neurita distréfica y contiene péptido amiloide no fibrilar [Chung, 1999].
El péptido amiloide (Ab o AB) es el resultado del procesamiento celular de la proteina
precursora del amiloide (app) [Tanzi, 1987], una proteina transmembrana con
funciones de receptor y que interactia con la matriz intersticial y con células vecinas.

Aunque mas adelante se hablara de ésta con mas detalle, mencionar ahora que la app

-12-
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puede sufrir distintos cortes proteoliticos por unas determinadas enzimas
denominadas secretasas; normalmente, el procesamiento de la app sigue la llamada
via no amiloidogénica, dando lugar a un péptido de 39-40 aminoacidos de longitud
(AB4o) (fig.12); sin embargo, en determinadas circunstancias, se favorece la via
amiloidogénica, que conduce a la formaciéon del péptido amiloide en si, de 42-43
aminoacidos (AB42) [Selkoe, 2001] (fig.I3).

La mayor parte del péptido amiloide que se encuentra en las placas seniles esta
formado por la forma A4, ligeramente mayor y mas hidrofébica, y con mayor
tendencia a la agregacién. Sin embargo, la forma AB4 también se puede localizar en

la placa senil, junto con la AP4; [Selkoe, 2001].

2.5.2.- OVILLOS O REDES NEUROFIBRILARES INTRACELULARES

Son acumulos intracelulares de filamentos apareados que adoptan una disposicion
helicoidal, y forman, en conjunto, agregados densos que llenan el citoplasma de la
neurona. Estan constituidos por una variedad modificada de proteina tau [Kosik, 1986],
péptido encargado de proporcionar estabilidad a los microtubulos neuronales,
necesaria ésta para formar el citoesqueleto de los axones neuronales.

En la enfermedad de Alzheimer, esta proteina sufre un proceso anormal de
fosforilacion, de manera que es hiperfosforilada [(tau-PO4)n], dejando de cumplir su
papel en la estabilidad del citoesqueleto y transformandose, ademas, en una proteina
con capacidad de asociarse consigo misma para formar polimeros intracelulares.
Seran éstos los que se organicen en las estructuras helicoidales altamente resistentes
conocidas como redes neurofibrilares (NT) o PHFs [Grundke-Igbal, 1986].

La patologia de tau sigue una cinética similar al desarrollo de la enfermedad de EA,
como indicé Braak et al: en los primeros cuatro estadios de la enfermedad los ovillos
neurofibrilares se extienden desde la corteza entorrinal al hipocampo y estructuras

limbicas, y se corresponden con una primera etapa de trastornos mnésicos; en la
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segunda etapa se desarrolla la demencia y la patologia tau se extiende a la corteza,
estadios V y VI [Braak, 1991].

La formacion de estos ovillos intraneuronales podria estar asociada con el colapso de
la red microtubular, que a su vez generara alteraciones en el transporte axoplasmico,

pérdida sinaptica, atrofia neuritica y, finalmente, muerte neuronal [Avila, 2004].

Si bien estda muy claro que ambos tipos de lesiones, placas extracelulares y ovillos
intraneuronales, han de estar presentes para que tenga lugar la enfermedad de
Alzheimer, aun queda por dilucidar cual es el origen exacto de ambas, cual de las dos
aparece primero, y si la aparicion de la primera lesion da lugar a la aparicion de la

segunda.

2.6.- BASES GENETICA Y MOLECULAR DE LA EA.-

Hasta el momento sélo se conocen cuatro genes (APP, PSEN1, PSEN2 y APOE),
claramente asociados con la enfermedad de Alzheimer, y que, ademas, se relacionan
con ésta dependiendo del tipo de Alzheimer que presente el paciente.

Los tres primeros genes mencionados, estan relacionados con la EA de tipo familiar-
temprano, encontrandose en cada uno de ellos mas de una mutacion; estas
mutaciones conducen, generalmente, a un aumento de la concentracion de APz y, por
tanto, de la deposicién amiloidea (tabla 12).

Respecto a la EA de tipo esporadico-tardio, sélo las variaciones polimérficas descritas
en el gen APOE, han presentado una relevancia significativa en el riesgo de padecer

la enfermedad [Selkoe, 2001; Bertram, 2004; San Miguel, 2006].
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TABLA [2- FACTORES GENETICOS CONFIRMADOS PREDISPONENTES DE EA

TIPO DE EA CROMOSOMA PROTEINA / GEN FENOTIPO
21921.3 APP 1 produccion de Ap (40 y
42) por procesamiento
14q24.3 Presenilina-1 T produccion de A, por
FAMILIAR PSEN-1 :
TEMPRANA ( . .) procesamiento anormal de
1931-gq42 Presenilina-2 1 produccion de A4, por
(PSEN-2) procesamiento anormal de
ESPORADICA 19913.2 Apolipoproteina E T densidad de placas
TARDIA (APOE) amiloideas v depdsitos

2.6.1.- GEN APP Y PROTEINA PRECURSORA DEL AMILOIDE (app)

Como ya se ha mencionado, app es una proteina integral de membrana que presenta
varias isoformas, denominadas como app seguido del nimero de aminoacidos que las
constituyen. Las isoformas app571 y app770 se expresan en muchos tipos de tejidos,
incluido el sistema nervioso, donde la isoforma mayoritaria es la app695 [Forloni,

1992].

Esta proteina es sintetizada en el reticulo endoplasmico rugoso, glicosilada en el
aparato de Golgi y liberada en la membrana celular como proteina transmembrana,
quedando la porcién 671-713 que contiene el fragmento beta amiloide parcialmente
incluida en la membrana. Aunque su funcion exacta se desconoce, se ha observado
que participa en la modulacién de la funcién y formacion sinaptica [Priller, 2006];
recientemente se ha visto que participa en el trafico intracelular de otras proteinas
también implicadas en la EA [Liu, 2009].

La app puede experimentar un metabolismo diverso segun que genere como producto
final AB u otros fragmentos. Los péptidos amiloide, en general, son monomeros
normalmente solubles que circulan a baja concentracion en el liquido cefalorraquideo y
sangre [Shoji, 1992]; pero en los pacientes con enfermedad de Alzheimer, la app no

sigue el catabolismo “normal” [Sisodia, 1990], con lo que estos péptidos amiloides
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aumentan en numero y se van acumulando dando lugar a las ya conocidas placas
amiloideas.

Como ya se ha mencionado, el péptido AB4, es la forma que inicialmente se agrega en
las placas extracelulares, debido a su mayor hidrofobocidad y mayor velocidad de
agregacion [lwatsubo, 1994].

La formacion de los péptidos ABs ¥ ABsz puede tener lugar durante y después del
trafico de la app a través de la via secretora, pudiendo sufrir ésta distintos tipos de
cortes que daran lugar a los péptidos que seran posteriormente secretados al espacio
extracelular.

Tres proteasas estan implicadas en los procesos de corte que sufre app: alfa-, beta- y
gamma-secretasa, y que daran lugar a 2 tipos de vias metabdlicas, conocidas como
via no-amiloidogénica y via amiloidogénica:

a.- En la via metabdlica no-amiloidogénica, la denominada alfa-secretasa corta la
app dentro de la regién del amiloide, entre los aminoacidos 687 y 688, liberando un
gran ectodominio denominado a-APPs, y generando también un fragmento COOH-
terminal de 83 restos de aminoacidos llamado C83 que queda retenido en la
membrana citoplasmatica (fig.12).

El fragmento C83 puede ser escindido, dentro del dominio transmembrana, por el
complejo enzimatico gamma-secretasa, formandose el péptido p3 [Revisado en

Selkoe, 2001].

-16 -




INTRODUCCION

VIA NO AMILOIDOGENICA:
RUTA DE LA ALFA SECRETASA

Espacio Extracelular Citoplasma
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Figura I12.- Ruta no amiloidogénica

El fragmento a-APPs es neuroprotector, neurotréfico y regula la excitabilidad celular y

la plasticidad sinaptica [Mattson, 1993; Turner, 2003].

b.- Por otro lado, algunas moléculas app no escindidas por la alfa-secretasa, siguen la
via amiloidogénica: otra enzima, beta-secretasa (o0 BACE) y el complejo enzimatico
gamma-secretasa, escinden a app en otros puntos de corte. Beta secretasa, que tiene
una actividad mas elevada en los compartimentos de la via secretora, corta después
del aminoacido 671 y crea un fragmento, C99, que queda retenido en la membrana
citoplasmatica; a continuacion, y al igual que en la via amiloidogénica, el complejo
enzimatico gamma secretasa realiza un corte en la regién transmembrana hidrofobica

(de manera menos especifica que la beta secretasa), dando lugar a la formacién del
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péptido amiloide: si corta en el residuo 711, se generara el AB4o, mientras que si corta
en 713 se formara A4, [Selkoe, 2001; San Miguel, 2006].
El péptido amiloide resultado del corte proteolitico de estas dos enzimas, puede

autoagregarse para formar las placas seniles (fig.13).

VIA AMILOIDOGENICA:
RUTA DE LA BETAY GAMMA SECRETASAS

Citoplasma

Espacio Extracelular
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I
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ABgo / ABy2

’ 4

Figura I3.- Ruta amiloidogénica

En 1991 se descubrieron las primeras mutaciones en el gen APP (cromosoma 21g21).
Sin embargo, no han sido muchas las mutaciones que se presentan en el mismo,
considerandosele responsable de tan solo el 5-10% de las formas familiares
autosémicas dominante de inicio precoz [Selkoe, 2001; Marchesi, 2005].

Estas mutaciones se concentran en las zonas adyacentes a los sitios de corte de app
por alfa, beta y gamma secretasa [Theuns, 2000; Selkoe, 2001] [fig.l14]. En el primer
caso, las mutaciones resultan en una inhibicion del corte de app por la alfa-secretasa;
en los otros casos, las mutaciones dan lugar al proceso inverso, es decir, facilitan el

corte de app por las secretasas beta y gamma [Herl, 2009].
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En cualquier caso, todas estas mutaciones interfieren con el procesamiento normal de

la app, conduciendo a un incremento en la secrecién de péptido amiloide.

MUTACIONES EN APP

Mut Mutaciones
G670-671 692693 717

Figura l4.- Algunas de las mutaciones descritas para APP

2.6.2.- GENES PSEN1 y PSEN2. PRESENILINAS 1Y 2 (ps1, ps2)

El descubrimiento de la forma autosdémica dominante de herencia de la enfermedad de
Alzheimer, llevo a la busqueda intensiva de loci en el genoma, ademas del de app, que
pudieran explicar muchos de los casos familiares no unidos al cromosoma 21. Asi, en
1992, se describid la existencia de ligamiento genético del cromosoma 14 con algunas
de estas familias [Schellenberg, 1992], identificandose un gen en 14q, cuyo producto,
presenilina 1 (ps1), contenia multiples dominios transmembrana [Sherrington, 1995].
Poco tiempo mas tarde se descubrié un gen homédlogo en el cromosoma 1, que
codifica para ps2, cuyas mutaciones también explicaban la aparicién temprana de la

enfermedad en dos familias [Levy-Lahad, 1995]; muchos e intensos estudios genéticos

-19-




INTRODUCCION

han identificado hasta 140 mutaciones en el gen de la presenilina 1 y 10 en la
presenilina 2, como causantes moleculares de la EA temprana-familiar [Theuns, 2000;
Marchesi, 2005; Vetrivel, 2006].

La presenilina 1 es una proteina integral de membrana, con 8 dominios
transmembrana y constituida por 467 aminoacidos. Los analisis de mutacién dirigida
indican que la edad de inicio de EA en las diferentes familias de ps1 se relaciona con
la posicion y el tipo de sustitucion aminoacidica.

La proteina presenilina 2 es también una proteina transmembrana de 448
aminoacidos, con una homologia con la secuencia aminoacidica de la ps1 del 67%.
Sin embargo, el nimero de mutaciones descritas es mas reducido.

Ambas proteinas se encuentran localizadas, principalmente, en el reticulo
endoplasmatico y en el aparato de Golgi [Cook, 1996; Kovacs, 1996], donde se solapa
con los sitios intracelulares de generacion del péptido amiloide [Xia, 1997].

Entre las funciones fisioldgicas que se atribuyen a ps1 se encuentran la participacion
en la apoptosis, la homeostasis del calcio, el crecimiento neuritico y la plasticidad
sinaptica [Revisado en Thinakaran, 2004]. Ademas, estudios de delecidon en ratones
(ratones knock-out) reveld una somitogénesis y desarrollo del esqueleto axial anormal,
asi como hemorragias cerebrales. Ademas, estos ratones, que morian antes o durante
el nacimiento, mostraron un neurodesarrollo embrionario anormal en el cerebro
anterior, marcado por una pérdida prematura de precursores neuronales [Shen, 1997;
Wong, 1997]. El estudio de estos ratones knock-out también demostré que, mientras
que los niveles de los productos de las alfa y beta secretasas se mantenian iguales, la
funcion de la gamma secretasa era anormal, disminuyendo la produccion tanto de A4
como de AB4, hasta en un 70%, lo que sugeria que la expresion de ps1 era necesaria
para la actividad de la gamma-secretasa [De Strooper, 1998; Li; 2000], el complejo
enzimatico que participa en la formacion del péptido amiloide, compuesto también por

otras tres proteinas (nicastrina, aph-1 y pen-2) [Revisado en Vetrivel, 2006].
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Aunque se han encontrado mutaciones en los genes de ambas presenilinas en mas de
la mitad de los casos de enfermedad de Alzheimer tipo familiar-temprano, es aun un
misterio como estas mutaciones diversas dan lugar al mismo fenotipo, es decir, a un
aumento en la produccion de beta amiloide [Marchesi, 2005].

Sin embargo, no siempre la presencia de mutaciones en éstas, dan lugar a un
aumento del péptido beta amiloide, como se ha visto en la enfermedad de Pick, donde
PSEN1 puede ser un gen candidato para determinadas taupatias [Dermaut, 2004]. En
apoyo de esto ultimo, estarian trabajos como el de Baki et al, donde proponen que
mutaciones en ps1 promueven la actividad de la kinasa gsk-3, que a su vez da lugar a

una mayor fosforilacion de la proteina tau [Baki, 2004].

2.6.3.- HIPOTESIS DEL AMILOIDE

Esta hipdtesis establece que la sobreexpresion de beta amiloide o una deficiente
clarificacién del mismo es, probablemente, la génesis de la enfermedad de Alzheimer.

El aumento en la sintesis de péptidos Ap desde la app, en las formas de inicio
temprano de la enfermedad, seria debido a mutaciones en los genes APP, PSEN1 y/o
PSEN2. Asi, la acumulacion incrementada de los péptidos amiloidogénicos AB4o/ABa2
tendria lugar en los primeros inicios de la enfermedad, debido bien al incremento en la
actividad de las beta y gamma secretasa, o bien al descenso en la eliminacién de los
péptidos APB. Tanto por una como por otra causa, estos péptidos AB se agregan para
formar primero una placa difusa y generar, finalmente, una placa neuritica madura

[Revisado en Suh, 2002] (fig. 15).
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MUTACIONES EN GENES APP, PSEN1 Y/0 ]

PSENZ
- ' o
Proteolisis alterada de app / Aumento de la produccidn de Ap,,
e —
\
Deposicidn de los agregados A42 como placas
Acumulacidn progresiva y agregacion de difusas
Ap42 en el liquido intersticial cerebral {asociados a otros proteoglicanos y sustratos
SE— promotores del amiloide)
Agregacion de Ap40 dentro de las placas Respuesta inflamatoria:
Apd? difusas Activacion de la microglia y liberacion de
{acumulacidn de ciertas proteinas asociadas citoquinas
a las placas) — | Astocitosis y liberacion de proteinas de fase aguda
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e Daiio oxidativo
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—

i\

DEMENCIA

Figura 15.- Secuencia hipotética de los pasos de la EA familiar [Selkoe, 2001]

Se podria pensar que la inmunizacién de los pacientes con A4, eliminaria el depésito
de amiloide. En un estudio llevado a cabo entre 2003 y 2006, por Holmes et al, se
observo que, aunque habia una variacion importante en la carga de AB y grado de la
eliminacion de las placas entre los participantes inmunizados, esta clarificacion no

prevenia la neurodegeneracion progresiva [Holmes, 2008].
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2.6.4.- GEN APOE Y APOLIPOPROTEINA E

La EA de inicio tardio puede aparecer como resultado de la presencia de variabilidad
genética en diversos genes, de manera que cada uno de los alelos implicados, de
manera aislada, no tenga ningun efecto en cuanto a la presencia de la enfermedad v,
Unicamente en combinacion con otros alelos de genes distintos, llegan a verse
comprometidas las vias sobre las que actuan.

Dentro de estos genes, el que ha sido mas claramente asociado con estas formas de
EA, es el que codifica para la apoliproteina E (apoe) [Saunders, 1993b].

La apoe es una glicoproteina de 299 aminoacidos implicada en el transporte del
colesterol y en el metabolismo de las particulas lipidicas, encontrandose presente en
las lipoproteinas VLDL, IDL y HDL; su funcién concreta es la unidn, internalizacion y
catabolismo de particulas de lipoproteina, actuando como ligando del receptor de LDL,;
ademas esta encargada de la movilizacion y redistribucion del colesterol durante el
crecimiento neuronal y en caso de dafos; también interviene en la regeneracion
nerviosa, en la promocioén de la plasticidad sinaptica que sigue al dafio neuronal, en
inmunorregulacién y en la activacion de algunas enzimas lipoliticas [Handelmann,
1992 ; Nathan, 1994; Gaynor, 2003].

Se sintetiza principalmente en el higado y en el cerebro, aunque también en otros
tejidos, incluidos astrocitos, macréfagos y monocitos [Basu, 1982].

Existen 3 isoformas de la apoe, conocidas como E2, E3 y E4, productos de 3 formas
alélicas (E2, E3 y E4) del gen APOE, que se encuentra en el cromosoma 19q; el mas
comun de estos alelos es el E3, ya que esta presente en el 40-90% de la poblacion.
Las distintas combinaciones de estos alelos generan 6 genotipos posibles, entre los
que destaca el APOE E3/3, por ser el mas comun. Estas 3 isoformas se diferencian

Unicamente en cambios aminoacidicos en las posiciones 112 y 158:
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TABLA 13- CAMBIOS AMINOACIDICOS SEGUN POSICION EN apoe

POSICION 112 POSICION 158
apoe E2 Cisteina Cisteina
apoe E3 Cisteina Arginina
apoe E4 Arginina Arginina

Este ligero cambio tiene efectos a nivel de la funcién de la proteina, y se refleja en la
existencia de asociaciones genéticas entre varias de las isoformas y diversas
patologias, como la esclerosis multiple [Chapman, 2001], la enfermedad de Parkinson
[Zareparsi, 2002a], la angiopatia amiloide cerebral [O'Donnell, 2000], pero sobre todo,
la enfermedad cardiovascular [Breslow, 1982; van Bockxmeer, 1992; Novaro, 2003].
En 1993 se descubrido que la frecuencia del alelo E4 estaba incrementada en los
enfermos de Alzheimer, concretamente en los casos de inicio tardio, tanto en los
familiares como en los esporadicos, observandose que los individuos heterozigéticos
para este alelo tenian 3 veces mas riesgo de padecer EA (oscilaria entre 4 y 20 veces
en funcion de la poblacion en la que se estudie su efecto), mientras que en los
homocigoticos, este riesgo se incrementaba en 8 veces mas cuando se sobrepasaban
los 75 afios de edad. Asi pues, el riesgo conferido por la posesién de este alelo era
dependiente de la dosis génica [Saunders, 1993a; Corder, 1993]. Ademas, esta
asociacion era mas pronunciada en la mujer que en el hombre [Poirier, 1993; Payami,
1996].

Sin embargo, hemos de resaltar que la presencia de este alelo E4 no es ni necesaria
ni suficiente para desarrollar EA, asi como la no presencia de dicha variante garantiza
la ausencia de EA, de tal manera que hay individuos E4/E4 que no han desarrollado
la enfermedad e individuos con EA que no presentan este alelo. Por tanto, el gen

APOE no es un gen causante de la enfermedad de Alzheimer, pero si es un factor de
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riesgo importante, estimandose que puede tener un efecto considerable en el 50% de
la poblacién de pacientes, aproximadamente [Myers, 1996].

;,Cual es la relacion exacta de esta proteina con la EA?. Apoe se encuentra
colocalizada en las lesiones del Alzheimer, es decir, en las placas amiloideas y en las
redes neurofibrilares intracelulares.

Con respecto a las primeras, en estudios iniciales se observdé que mostraba gran
afinidad por el péptido amiloide, lo que sugeria un rol patogénico funcional de esta
lipoproteina [Strittmatter, 1993a]. Ademas, esta afinidad era dependiente de la
isoforma apoe, de tal manera que, in vitro, E4 se unia mas avidamente al péptido
amiloide que la isoforma E3 [Strittmatter, 1993b], aunque estudios en cultivos celulares
revelaron lo contrario, es decir, una mayor afinidad de la isoforma E3 [LaDu, 1994].
Esta discrepancia quedo resuelta al observarse que esto ocurria en condiciones de no
purificacion de apoe, es decir, cuando ésta se deslipidaba y desnaturalizaba, era E4
quien mostraba mayor avidez por el péptido amiloide, lo que sugeria que también la
conformacion de esta apolipoproteina era importante en su relacion con las placas

amiloideas [LaDu, 1995].

También se observé una relacién entre la dosis génica en este locus y la cantidad de
depdsitos de amiloide del parénquima cerebral de los afectados: aquellos enfermos
con una copia del alelo E4 presentan un mayor numero de depdsitos que aquellos
enfermos sin ninguna copia de este alelo, mientras que los individuos E4 homozigotos
son los que presentan una mayor densidad de placas seniles [Schmechel, 1993].

En cuanto a su relacién con las redes neurofibrilares, estudios in vitro demostraron que
apoe se unia también a tau, so6lo que en esta ocasion era la isoforma E3 la que lo
hacia, y no la E4, de modo que E3 se unia a la regién de union de tau al microtubulo,
la misma que se piensa causa su autoensamblaje en PHF, con lo que apoe podria
regular el metabolismo intraneuronal de tau y alterar el ratio de formacion de PHF y

redes neurofibrilares [Strittmatter, 1994].
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El estudio posterior de las variantes genéticas dentro de la region reguladora de la
transcripcion del gen APOE, mostré la presencia de tres polimorfismos en -219 G/T,
-427 T/C y -491A/T que generaban diferencias en la actividad transcripcional del
mismo, debido, probablemente, a diferencias en la unién de proteinas nucleares. Asi,
la sustitucion del nucleétido A por T en -491 daba lugar a un descenso significativo en
la actividad del promotor, al igual que la presencia del alelo C en -427, mientras que la
sustitucion de T por G en -219 provocaba un incremento en la linea celular humana
HepG2 (hepatoma).

Por tanto, incrementos en la concentracion de apoe debido a la presencia de los alelos
-219T, -427T y -419A, pueden ser los responsables de su asociacion con la
patogénesis del Alzheimer. Asi pues, es posible que polimorfismos en el promotor
génico de la apoe contribuyan directamente al riesgo de desarrollo de Alzheimer en
individuos que no presentan el alelo E4 [Artiga, 1998a; Artiga, 1998b; Artiga, 1998c].
Basandose en esto, Artiga et al, sugieren que hay dos mecanismos por los que el
riesgo de Alzheimer puede ser modificado por el gen APOE: un mecanismo que
incluye variantes en la region codificante que altera las propiedades funcionales de la
molécula apoe, y un segundo mecanismo que incluye variantes en la regién promotora
que resulta en diferencias cuantitativas en la expresion de apoe. Estos dos factores
estan asociados con el riesgo de desarrollo de Alzheimer independientemente; cada
uno produce riesgo por si mismo, pero pueden interactuar entre ellos resultando en un
sobrerriesgo para los individuos que portan el alelo E4 y formas del promotor de alta

expresion del gen APOE.
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2.6.5.- PROTEINA TAU HIPERFOSFORILADA

Las neuronas presentan dos tipos de extensiones citoplasmaticas, axones y dendritas,
donde tiene lugar la transmisién neuronal, por lo que cualquier cambio en la morfologia
neuronal afectaria esta transmisién y podria llevar a eventos patolégicos.

Los microtubulos, componentes del citoesqueleto, son estructuras muy dindmicas, de
tal manera que el ensamblaje de sus componentes puede darse al mismo tiempo que
la despolimerizacion de los mismos; este equilibrio genera la morfologia tipica de las
células. Sin embargo, durante la diferenciacion de los neuroblastomas en neuronas,
los microtibulos se estabilizan en direcciones especificas, generando las ya
mencionadas extensiones citoplasmaticas [Avila, 2004]. Entre las proteinas propuestas
para la estabilizacion de los microtubulos se encuentra la proteina tau [Kosik, 1986].
Tau es una proteina hidrofilica expresada, principalmente, en las células neuronales,
mientras que en el resto de las células no neuronales podrian existir elementos
silenciadores de su expresion [Avila, 2004]. Puede sufrir distintas modificaciones:
fosforilacion, glicosilacién, ubiquitinizacién, oxidacion, etc. En muchos casos, la
fosforilacion controla la unién de tau a los microtubulos, por lo que parece que esta
modificacion es la predominante en la regulacion de las funciones de tau. La
fosforilacion es un proceso muy relacionado con el desarrollo, de tal manera que es
alta en las neuronas fetales y decrece con la edad. Por tanto, el aumento de la
fosforilacion de tau conllevaria a situaciones patoldgicas o taupatias, al igual que el
aumento de la cantidad de tau no fosforilada.

En cuanto a las funciones concretas de tau, hay que tener en cuenta que muchos de
los estudios que se han llevado a cabo, se han realizado a través de la sobreexpresion
de la misma, por lo que es posible que algunos de los resultados obtenidos hayan
exagerado el papel de tau en algunos procesos. De cualquier manera, parece claro
que tau facilita el ensamblaje de la tubulina, componente de los microtubulos, ademas

de unirse a otras proteinas con funciones diversas [Avila, 2004]. Sin embargo, la union
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de tau a la tubulina también impide el transporte axonal dependiente de kinesina, con
lo que algunos autores especulan que la concentracion de tau necesaria para
estabilizar los microtubulos, en presencia de otros factores estabilizadores, es muy
pequena [Stamer, 2002], con lo que el transporte axonal no estaria afectado; pero en
presencia de concentraciones mayores, éste si estaria alterado.

¢, Qué ocurre con los enfermos de Alzheimer?. En la EA, tau sufre un proceso anormal
de fosforilacion, de manera que es hiperfosforilada, [(tau-PO4)n], y deja de
desempenar su papel en la estabilidad del citoesqueleto, transformandose, ademas,
en una proteina con capacidad de asociarse consigo misma para formar polimeros
intracelulares que se organizaran, posteriormente, en las estructuras helicoidales de

los PHFs o redes neurofibrilares [Grundke-Igbal, 1986].

En estos pacientes, algunos grupos de neuronas estan preferentemente afectadas por
estos ovillos, como por ejemplo ocurre en las areas del hipocampo, implicado en los
procesos de memoria. Esto se correlaciona con los déficits clinicos observados en los
estadios tempranos de la enfermedad respecto al aprendizaje y la creacién de nuevas

memorias [Munoz, 2000].

2.6.6.- ;COMO SE RELACIONAN EL PEPTIDO AMILOIDE Y LA PROTEINA tau?

Una cuestion importante en la patogénesis de la EA radica en la relacién entre la
deposicion amiloidea y la formacion de las redes neurofibrilares, puesto que ambas
caracteristicas han de darse para que se dé esta enfermedad, de modo que la
deposicion amiloidea es necesaria pero no suficiente para causar la demencia tipo
Alzheimer; y lo mismo ocurre con la formacion de los ovillos intraneuronales; por tanto,
ha de haber una ruta que conecte a ambas lesiones.

Aunque los pasos que conectan el péptido Ap con la proteina tau aun permanecen
desconocidos [Blurton-Jones, 2006], algunos autores han observado que la pérdida de

la integridad microtubular dependiente de tau puede estar causada por la exposicion
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de las neuronas al péptido AB pre-fibrilar [Busciglio, 1995; King, 2006], de tal modo
que la formacion de las fibrillas amiloideas altera el estado de fosforilacion de la
proteina tau, incrementando, por ejemplo, la actividad enzimatica de la kinasa gsk3 a
través de una accion antagonista sobre el receptor de la insulina, que promueve la
activacion de gsk3 [Xie, 2002].

También puede ocurrir que A, al aumentar la respuesta inflamatoria y la liberacion de
citoquinas proinflamatorias, module indirectamente la fosforilacion de tau [Revisado en
Blurton-Jones, 2006].

Por el contrario, otros autores consideran que son alteraciones en la proteina tau las
que desencadenan la aparicion de las placas amiloideas, ya que, a través de la
creacion de ratones con un bajo nivel de la expresion de tau, se observé que, aunque
los niveles de AB y la acumulacion de placas amiloideas o la formacion de neuritas
distréficas que rodeaban la placa, no se alteraba, si se previnieron las alteraciones de
comportamiento, la pérdida de memoria y la muerte repentina. Estas mejoras tuvieron
lugar incluso reduciendo a tau en un 50%. Asi, los efectos de AB sobre la memoria y la
conducta pueden depender de tau [Roberson, 2007].

Otros trabajos sugieren que el aumento de la concentracién de tau afecta al transporte
axonal, con lo que el transporte secretor de app se veria alterado: app es transportada
por vesiculas conducidas por kinesina, asi, si la concentracion de tau aumenta,
interacciona con la kinesina y se detiene el transporte de app, de modo que se
acumularia intracelularmente facilitdndose la formacion del péptido amiloide [Stamer,

2002].
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2.6.7.- OTROS GENES

2.6.7.1 Alfa-2-macroglobulina (A2M)

A2M es una glicoproteina sérica y el principal inhibidor plasmatico de proteinasa con
una gran especificidad [Kan, 1985]. Esta proteina ha sido relacionada con la EA en

base a su habilidad para mediar en la clarificaciéon y degradacion del péptido amiloide.

En 1998 se analizé la delecion A2M-2 dentro del exén 18 del gen de la A2M,
observandose que conferia un incremento en el riesgo de padecer EA [Blacker, 1998],
aunque trabajos posteriores no fueron capaces de replicar estos estudios

[Rudrasingham, 1999; Rogaeva, 1999].

En 2003 se identificaron 7 nuevos polimorfismos [Saunders, 2003], y se encontré
asociacion entre 2 de éstos y una delecion de 5 pares de bases con la EA. El analisis
de haplotipos también mostré asociacion significativa entre la EA y grupos de
polimorfismos de A2M, algunos de los cuales, después de correcciones para multiples

tests, siguen estando relacionados con la EA.

2.6.7.2 Alfa-1-antiquimotripsina (ACT)

Esta proteina pertenece a la clase de los inhibidores de la proteasa, constituida por
una unica cadena glicopeptidica, y que comparte homologia, tanto a nivel de acido
nucleico como de proteina, con la alfa-1-antitripsina [Chandra, 1983]. Su concentracion

en plasma aumenta en respuesta a traumas, cirugias e infecciones.

En 1995 se presentaba, por primera vez, evidencia de que un polimorfismo de ACT en
la posicion -15, en combinacion con el alelo E4 de la apoe, aumentaba la
susceptibilidad a la EA [Kamboh, 1995], aunque otros autores postularon lo contrario,

gue no habia relacion [Haines, 1996]. Dos afios mas tarde se publicaba la asociacion

-30-




INTRODUCCION

de un microsatélite dinucleétido en la secuencia 5 del gen ACT, denominado como
A10, que también en asociacion con APOE E4, aumentaba el riesgo de desarrollar EA
[Morgan, 1997]. La explicacion a estos resultados contradictorios podria estar en la
presencia de sitios variables importantes dentro del gen ACT, de tal manera que, la
combinacion aleatoria de alelos protectores y de riesgo conlleva tanto incremento

como disminucién en el riesgo de padecer Alzheimer [Wang, 2002].

Sin embargo, el estudio de las enfermedades genéticas complejas, como la EA,
acarrea toda una serie de problemas (muestras de estudio insuficientes, existencia de
falsos positivos, analisis inapropiados, etc), que dan lugar a una gran controversia y

ningun resultado definitivo.

A continuacién se resumen algunos de los muchos genes que se han intentado

relacionar en la etiologia de la EA (tabla 14).
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TABLA [4- GENES ASOCIADOS A LA EA EN ESTUDIOS DE CASO-CONTROL

APOLIPOPROTEINAS Y PROTEINAS APOA-IV, APO-CI, APO J
RELACIONADAS RECEPTORES APOE: LRP, LDL, VLDL
OTROS POLIMORFISMOS APOE: MUTACION PITTSBURG

GENES RELACIONADOS CON EL METABOLISMO  LIPOPROTEINA LIPASA, PARAOXONASA
LIPiDICO

GENES RELACIONADOS CON LA OXIDACION Y CITOCROMO P450D, OXIDO NIiTRICO SINTASA 3, DIHIDROLIPOAMIDA S-

EL METABOLISMO NEURONAL SUCCINILTRANSFERASA, HEMOOXIGENASA 1,FENIL ETANOLAMINA N-
METILTRANSFERASA
GENES MITOCONDRIALES MUTACIONES EN LOS COMPLEJOS TRANSPORTADORES DE ELECTRONES:

COMPLEJO |, SUBUNIDAD ND1, ND2 COMPLEJO IV, CITOCROMO C
OXIDASA (SUBUNIDAD 1,2)
MUTACIONES PUNTUALES: MT5460, MT4336, ARNR 12S

GENES RELACIONADOS CON AB CISTATINA C, PSEN1 REGION INTRONICA, PSEN 2 REGION INTRONICA,
CATEPSINA, ALFA-QUIMIOTRIPSINA, RECEPTOR AGE, PROTEINA LIGADA
APP, ENZIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA, DIPEPTIDIL
CARBOXIPEPTIDASA, PROTEINA DE MEMBRANA ESPERMATICA, ENZIMA
DEGRADADORA DE INSULINA

INFLAMACION ALFA-1-ANTIQUIMIOTRIPSINA, ALFA-2-MACROGLOBULINA, ALFA-2-
MICROGLOBULINA, PROTEINA S100

APOPTOSIS CASPASAS
PROTOONCOGENES Y FACTORES DE TRANSCRIPCION: BCL2, BAX
GEN LIGADO A LA APOPTOSIS-2: NCKAP, RECEPTOR FAS

CITOESQUELETO MAPT
NEUROFILAMENTOS: CORTOS, MEDIANOS, LARGOS
KINASAS: ERK, SERK, GSK, MARK
FOSFATASAS: FOSFATASAS 3, 3

NEUROTRANSMISORES MUSCARINICOS (1-5), SUBUNIDADES DEL RECEPTOR NICOTINICO ALFA-
2,3,4,5,7, Y ALFA-2,3,5, ACETILCOLINESTERASA, TRANSPORTADOR
DE LA ACETILCOLINA, CARNITINA ACETILTRANSFERASA, COLINA ACETIL
TRANSFERASA, GALANINA, RECEPTOR DE GALANINA, GLUTAMINA SINTASA,
CANALES DE POTASIO, RECEPTOR 6 DE SEROTONINA, TRIPTOFANO
HIDROXILASA, RECEPTORES 5,6 DE GLUTAMATO, AMPA 1-4, KAINATO 3-5,

FACTORES NEUROTROFICOS BDNF, ENCOGEN TRK, NGF, SUBUNIDADES ALFA,BETA Y GAMMADE NGF,
NF-3, RECEPTORES NEUROTROFICOS DE TIROSINA KINASA TIPOS 1-4,
NEUROTROFINA 3

TRANSDUCTORES DE SENAL CALMODULINA, KINASA DEPENDIENTE DE CMPC, ACTIVADOR DE FE65, V-
FOS, FACTOR DE TRANSCRIPCION LBP 1-c/CP2/LSF, RECEPTOR
INTERMEMBRANA GO

OTROS MARCADORES DIAGNOSTICOS B-CATENINA, GAP-43, NOTCH3, BLEOMICINA HIDROLASA, LOCUS MN,

METALOTIONEINA 3, CRH (CORTICOTROPINE RELEASE HORMONE),
FOSFORIBOSIL GLICINAMIDA
FORMAL TRANSFERASA, METILENTETRAHIDROFOLATO REDUCTASA

[Revisado y modificado de Manzano, 2009]

(Si se desea una mayor informacién sobre las mutaciones y variaciones no patogénicas en
genes relacionados con la EA, ademas de estudios de asociacion alélica, en las paginas web
http://www.alzforum.org/res/com/gen/alzgene/default.asp, y
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations, se puede consultar la base de datos en funcién del

gen, la proteina, el polimorfismo o el autor).
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3.- NEUROINFLAMACION

La inflamacion es fundamentalmente una respuesta protectora cuya meta es eliminar
el agente inductor del dano, previniendo asi el dano celular/tisular e iniciando los
procesos de reparacion necesarios. En ausencia del proceso inflamatorio adecuado,
el dano celularftisular podria no ser detectado, lo que daria lugar a la no reparacion de
éste, pudiendo llegarse a la muerte del organismo.

La activacion de la microglia y de los astrocitos fue un hecho que también describid
Alois Alzheimer en 1911, el cual observd como éstos se encontraban en abundancia
cerca de placas y neuronas.

Este hecho sugeria que distintos procesos inflamatorios podian estar implicados en
esta enfermedad, ya que las células gliales son responsables de la respuesta inmune
innata en el sistema nervioso central, produciendo citoquinas, factores de crecimiento,
moléculas del complemento y moléculas de adhesién. Y asi se ha visto: en las areas
afectadas, donde hay proliferacién de células gliales e inflamacion, se produce muerte
celular neuronal y pérdida sinaptica [Aisen, 1994; Tanzi, 2000; Griffin, 2006], es decir,
existe activacion de mecanismos inflamatorios que acompanan al proceso
degenerativo de esta enfermedad.

Estudios sobre ratones han puesto de manifiesto que la microglia, una vez activada
por la degeneracién neuronal, participa en una cascada inflamatoria local que facilita el
dafo tisular y contribuye a la formacién de las placas [McRae, 1997], manteniéndose
quizas un circulo vicioso en la neurodegeneracion relacionada con la EA, es decir, la
produccion de beta amiloide activa la microglia de los alrededores, que deriva en la
produccion y liberacion de mediadores de la inflamacion; los procesos neurotéxicos,
llevados a cabo por estas citoquinas, podrian incluir muerte neuronal directa por
estimulacién de la apoptosis, descenso de la funciéon sinaptica e inhibicion de la
neurogénesis hipocampal, ademas de un incremento de la produccion y acumulacién

de beta amiloide [Brugg, 1995; Egensperger, 1998; Rosenberg, 2005].

-33-



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Rosenberg+PB%22%5BAuthor%5D

INTRODUCCION

Por otro lado, cabria esperar que la inflamacion tuviera un efecto beneficioso y un
papel protector en el cerebro, puesto que se induciria la fagocitosis del beta amiloide
por parte de la microglia, reduciéndose su deposicion en las placas. Bajo
determinadas circunstancias se ha visto que esto es asi: que la microglia puede
degradar el beta amiloide fibrilar [Schenk, 1999] y es responsable de la clarificacion de
la placa [Bard, 2000].

Sin embargo, aun no esta claro de que manera tiene lugar esta degradacion por parte
de la microglia, aunque si se ha observado como la acidificaciéon de los lisosomas de
ésta, juega un papel importante en la habilidad de la microglia para degradar el beta

amiloide [Majumdar, 2007].

Los equipos que han documentado la presencia de un gran numero de moléculas
inflamatorias en el cerebro de los enfermos de Alzheimer son diversos, compilandose
asi todo un catalogo de productos de las células inmunes que estan presentes en
niveles elevados en el cerebro de estos pacientes [Rogers, 1996], e identificandose
proteinas inflamatorias asociadas con las placas neuriticas y las células gliales que
rodean a éstas, como son los antigenos HLA, proteinas del complemento y citoquinas,
que, junto con polimorfismos en sus genes codificadores, aumentan el riesgo o

predisponen para un desarrollo mas temprano de la enfermedad [Hoozemans, 2001a].

3.1.- BUTIRILCOLINESTERASA

Como ya se ha mencionado, la anormalidad neuroquimica mas pronunciada en la
enfermedad de Alzheimer es la disfuncion colinérgica en el sistema nervioso central.

Un aspecto importante de la funcién colinesterasica cerebral es que esta asociada con
diferencias enzimaticas: el cerebro de los mamiferos contiene, principalmente, dos
formas de colinesterasas: acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa (BChE).

Estas dos formas difieren genética, estructural y cinéticamente [Lane, 2006], aunque
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ambos compuestos catalizan la hidrdlisis del neurotransmisor acetilcolina sobrante en
el espacio sinaptico en colina y acido acético, reaccién necesaria para permitir que la
neurona colinérgica vuelva a su estado de reposo después de la activacion, evitando
asi una transmision excesiva de acetilcolina.

Otra diferencia entre los dos tipos de colinesterasa son sus preferencias por los
sustratos sobre los que actuan: la primera hidroliza acetilcolina mas rapido, mientras
que la segunda hidroliza mas rapido la butirilcolina. Sin embargo, aunque la BChE es
menos eficiente en la hidrolisis de la acetilcolina a bajas concentraciones, es altamente
eficiente a altas concentraciones de este neurotransmisor, donde la AChE se vuelve
menos resolutiva [Darvesh, 2003].

Con respecto a la enfermedad de Alzheimer, mientras que la actividad de la AChE
decrece progresivamente en el cerebro de estos pacientes, la actividad de la BChE
muestra un incremento [Giacobini, 2004; Lane, 2006].

La BChE humana es una enzima glicoproteica sérica, de la familia de las serin-
esterasas, que contiene 4 subunidades idénticas, cada una de las cuales posee un
sitio catalitico activo. Se cree que se sintetiza en el higado y su funcién fisioldégica no
esta clara, ya que la butirilcolina no es un sustrato fisiolégico en el cerebro de los
mamiferos, lo que hace dificil la interpretacion del papel de la BChE en humanos.

En 1978, a través de la realizacién de medidas bioquimicas de la actividad de la BChE
en tejidos de cerebros sanos, de demencias seniles tipo Alzheimer y de desordenes
mentales sin anormalidades tipo Alzheimer, se observd que la actividad BChE estaba
aumentada significativamente en el hipocampo y en el cértex temporal de los casos de
Alzheimer comparada con los tejidos sanos, y que existia, ademas, una correlaciéon
positiva significativa entre la actividad BChE con el incremento de la edad (60-90 anos)
[Perry, 1978]. Afios mas tarde se demostré que las placas amiloideas y las redes
neurofibrilares que se encuentran en los cerebros de los enfermos de Alzheimer
presentaban, efectivamente, actividad AChE y BChE [Geula, 1989]. La presencia de

las colinesterasas fue confirmada en todas las estructuras con degeneracion
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neurofibrilar, estando asociadas con la proteina amiloidea desde los estados muy
tempranos de la enfermedad, cuando la estructura beta-plegada aun se esta
formando. De este modo, funciones atribuidas a la AChE y BChE, como sus
actividades proteoliticas, pueden jugar un papel en la agregacion o proceso de
consolidacion que tiene lugar en los primeros estadios de la formacion de las placas
difusas [Moran, 1993; Moran, 1994; Gomez-Ramos, 1997; Guillozet, 1997], es decir, la
BChE podria participar en la transformacion del beta amiloide de una forma
inicialmente benigna a una forma maligna, asociada con la degeneracién del tejido
nervioso y demencia clinica.

Se sabe que la BChE juega un papel importante en la hidrolisis de algunas drogas,
como el mivacurio (bloqueante neuromuscular), la cocaina (alcaloide estimulador del
SNC) o la succinilcolina (bloqueador de la placa neuromuscular que se utiliza como
miorrelajante); en base a la sensibilidad a esta ultima se han identificado la mayoria de
los fenotipos conocidos de la BChE. La mayoria de éstos son fenotipos raros, siendo
la variante K el mas comun de todos (22% de la poblacién general es heterocigota y
un 1,5% es homocigota) [La Du, 1990; Bartels, 1992].

A nivel gendmico se han encontrado varias mutaciones que codifican para hasta 65
variantes distintas de BChE [Mikami, 2007; Mikami, 2008]. De todas éstas, se ha
observado que en la variante K cambia el aminoacido 539 de alanina a treonina (GCA-
--ACA; Ala539---Thr) debido a una transicion de guanina a adenina en el nucleotido
1615 (ex6n4) [La Du, 1990; Bartels, 1992]. La mutacién que genera esta variante K
provoca un 30% de reduccién de la actividad BChE sérica [La Du, 1990], y podria
estar asociada con una fosforilacion reducida de tau en los pacientes con demencia
tipo Alzheimer y de Cuerpos de Lewy [Ballard, 2005]. Ademas, también se ha
observado un menor declive cognitivo en los pacientes que portan esta variable
[Holmes, 2005].

Sin embargo, los estudios realizados sobre posibles asociaciones entre la EA y las

variantes de la BChE son diversos y, en ocasiones, contradictorios:
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a) Trabajos donde la variante K era mas comun en los casos de EA de inicio tardio
que en los casos de inicio temprano [Panegyres, 1999]

b) Trabajos donde la variante K por si sola ya constituye un factor de riesgo, pudiendo
actuar sinergisticamente con APOE E4 [Raygani, 2004; Beyer, 2005; Lane, 2008] o no
[Ghebremedhin, 2002].

c) Trabajos en los que, cuando se tiene en cuenta el estatus apoe, se ve que la
frecuencia alélica aumenta en los individuos que portan el alelo E4, indicando una
interaccion entre BChE-K y apoe E4 [Lehmann, 1997; Wiebusch, 1999].

d) Trabajos donde la homocigosidad de la variante K esta asociada con un aumento
del riesgo de formacion de redes neurofibrilares, pero no placas amiloideas
[Ghebremedhin, 2007].

e) Y trabajos donde no han encontrado asociacién alguna con la enfermedad [Cook,
2005; Rakonczay, 2005; Piccardi, 2007].

¢ Cudl es la relacion de la butirilcolinesterasa con la inflamacién? Se sabe que la
acetilcolina posee propiedades antiinflamatorias; por tanto, un aumento en la actividad
butirilcolinesterasica incide indirectamente sobre la inflamacion, puesto que se
reduciran los niveles de acetilcolina y aumentaran los eventos inflamatorios debido a la
ausencia del control de feed back negativo [Thomas, 2007].

El principal estudio de esta enzima se ha realizado desde el punto de vista del
tratamiento, ya que las terapias con mas éxito se han centrado, principalmente, en
mejorar la transmision colinérgica usando inhibidores de las colinesterasas [Tasker,
2005]. Muchos de estas drogas inhiben uUnicamente a la AChE (p.ej, donezepilo),
aunque algunas inhiben a ambas enzimas (p.ej, rivastigmina), observandose como la
doble inhibicibn de ambas colinesterasas tiene efectos neuroprotectores [Venneri,

2005].
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3.2.- MIELOPEROXIDASA

La mieloperoxidasa (mpo) es una hemoproteina lisosomal localizada en los granulos
azurofilicos de los leucocitos polimorfonucleares (PMN o neutréfilos) vy
monocitos/macrofagos, formando, por tanto, parte del sistema de defensa de los PMN
humanos a través de la generacién de acido hipoclérico y otras especies oxigeno-
reactivas.

Se encuentra localizada tanto en el citoplasma como en el nucleo, donde se cree que
podria ayudar a proteger el ADN contra el dafo resultante de los radicales oxigeno
producidos durante la maduracion y funcionamiento de las células mieloides [Murao,
1988].

A raiz del estudio del promotor del gen de esta proteina y, mas concretamente, del
polimorfismo -463 G/A, se han producido interesantes asociaciones de éste con la
incidencia de enfermedades, tales como el cancer de pulmén [Le Marchand, 2000;
London, 1997], cancer del tracto aerodigestivo [Cascorbi, 2000], la esclerosis multiple
[Nagra, 1997; Chataway, 1999] o la enfermedad de Alzheimer [Reynolds, 1999;
Galeazzi, 1999].

Confirmada su presencia en las neuronas, se ha observado que la expresiéon de la
mpo es mayor en los cerebros de los pacientes de Alzheimer, de tal manera que
podria contribuir al estrés oxidativo implicado en la patogénesis de esta enfermedad
[Green, 2004; Casado, 2008], condicién que precede a la aparicion de las placas
amiloideas y las redes neurofibrilares [Zafrilla, 2006].

En 1999 se observo que la mpo colocalizaba con el beta amiloide de las placas seniles
de las secciones de cértex cerebral de cerebros de enfermos de Alzheimer, con lo que
se supuso que los componentes de las placas inducian la expresion de mpo en la
microglia; ademas, el alelo E4 de la apolipoproteina E se correlacionaba con la
deposicion aumentada de mpo en las placas; por ultimo, se vié también que la mayor

expresion del genotipo homocigoto G/G en el promotor de la mpo se encontraba
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sobrerrepresentado en la mujeres con enfermedad de Alzheimer y no en los hombres
[Reynolds, 1999], donde el genotipo asociado era el A/A [Reynolds, 2000], lo que
sugeria que el genotipo de la mpo era un factor de riesgo género-especifico.

En 2000 se vié que la oxidacién de las tres isoformas recombinantes de la apoe es
diferencial, de modo que apoe E4 es mas susceptible que apoe E3, que a su vez es
mas susceptible que apoe E2. De esta manera, quizas la oxidacion de la apoe pueda
contribuir a un ineficiente reciclaje lipidico en el cerebro, particularmente si es apoe E4
o E3 [Jolivalt, 2000].

Aunque el mecanismo exacto de interaccion de este polimorfismo con la enfermedad
permanece desconocido, recientemente se ha visto que el alelo G esta fuertemente
expresado en los astrocitos y se ha sugerido que la expresién aberrante de la mpo
conduciria a peroxidacion fosfolipidica y disfuncion neuronal [Maki, 2009].

Sin embargo, al igual que ocurre con los estudios sobre la butirilcolinesterasa, los
realizados sobre la mpo y la enfermedad de Alzheimer son controvertidos, donde los
resultados publicados en la literatura parecen depender de factores como el género, el
polimorfismo APOE o la estructura genética de la poblacion. Asi, podemos encontrar
trabajos donde se relacionan a esta proteina con la enfermedad en asociacion con la
apolipoproteina E [Reynolds, 2000], como trabajos donde no hay sinergia entre ambas
proteinas, aunque si de la mpo con la enfermedad [Crawford, 2001; Leininger-Muller,
2003; Zappia, 2004] o trabajos donde ni siquiera hay relacién con la EA [Combarros,

2002a; Usui, 2006].

3.3.- COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD O SISTEMA HLA

La tarea de presentar antigenos asociados a células, para que sean reconocidos por
los linfocitos T, corre a cargo de proteinas especializadas codificadas por genes

presentes en un locus denominado complejo principal de histocompatibilidad (CPH o
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MHC). En humanos, este complejo recibe el nombre de sistema HLA, del inglés
“Human Leukocyte Antigen”.

Es un locus altamente polimorfico (el mas polimérfico del genoma), que regula la
expresion de glicoproteinas de la superficie celular que a su vez participan en las
interacciones celulares durante la respuesta inmune. De este modo, se puede decir
que los genes del sistema HLA son los reguladores de la respuesta inmune por
excelencia, puesto que permite al sistema inmune discriminar entre lo que es propio
del individuo y lo que es extrafio a él.

El MHC se localiza en el brazo corto del cromosoma 6, donde los genes que lo
componen estan divididos en tres grandes grupos:

1.- Clase I: compuesta por los genes HLA-A, HLA-B y HLA-C; las moléculas que
expresan se encuentran distribuidas por todas las células del organismo, excepto los
hematies.

2.- Clase II: compuesta por los genes HLA-DP, HLA-DQ y HLA-DR; las moléculas que
expresan se encuentran Unicamente en linfocitos B, monocitos/macréfagos,
precursores hematopoyéticos inmaduros y células dendriticas.

3.- Clase lll: compuesta por los genes que codifican diversos componentes del
sistema del complemento, tres citoquinas y algunas proteinas del choque térmico.
[Abbas, 2005; Roitt, 2003]

Es caracteristica, en los cerebros de enfermos de Alzheimer, la presencia de proteinas
inmuno-asociadas y células, como las de la microglia activada, que expresan altos
niveles de estas moléculas.

Ya desde 1984 se observd que determinados alelos HLA parecian estar relacionados
con la enfermedad de Alzheimer [Renvoize, 1984]. A partir de aqui, surgen muchos y
diversos trabajos que relacionan la enfermedad de Alzheimer con el sistema HLA,
sobre todo con el alelo HLA-A2, donde son varios los autores que observan como este
alelo se asocia con la edad de aparicion de la enfermedad, de tal modo que individuos

que poseen este alelo son mas jovenes que los pacientes que no lo poseen [Payami,
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1997; Small, 1986; Payami, 1991; Zareparsi, 2002b]; ademas, se habla de una posible
interaccion entre este alelo y el alelo E4 del gen de la apoe, de modo que ambos
podrian tener efectos aditivos sobre la edad de aparicién de la enfermedad [Payami,
1997; Combarros, 1998; Ballerini, 1999].

Pero no es el alelo HLA-A2 el Unico del sistema HLA vinculado a la enfermedad; en
diversos estudios se habla de asociacion con el alelo HLA-B5 [Chabrieres, 1998] y del
HLA-DR, donde se ha visto que existen diferencias en la frecuencia de distribucion de
algunos alelos HLA-DR entre pacientes con enfermedad de aparicion tardia y de
aparicion temprana. Ademas, en individuos que no portan el alelo E4 de la apoe, la
influencia combinada de DR1, 2 y 3, genera un riesgo once veces mayor; o por el
contrario, la influencia combinada del DR4 y 6 lleva a un descenso once veces mas del
riesgo [Curran, 1997]. También se habla de los alelos DRB1*03, asociado con un
riesgo incrementado, y DRB1*09, asociado con una posible disminucion del mismo

[Neill, 1999].

3.4.- CITOQUINAS

Son pequenas proteinas secretadas por las células de la inmunidad innata y
adaptativa, mediando muchas de sus funciones. Se sintetizan en respuesta a
microorganismos y otros antigenos, de modo que diferentes citoquinas estimulan
distintas respuestas de células que participan en la inmunidad y en la inflamacion,
generando cambios en la expresién de genes en las células diana y dando lugar a la
expresion de nuevas funciones, y a veces, a la proliferacion de las células diana o la
direccién de un programa coordinado de expresion de genes pro y antiinflamatorios
[Abbas, 2005; Roitt, 2003].

Existe una relacion cercana entre los sistemas nervioso, inmune y endocrino, de tal
modo que algunas citoquinas estan presentes en cantidades elevadas en los cerebros
de pacientes de Alzheimer, sugiriéndose que el dafo celular y la neurodegeneracion

pueden ser debidos a reacciones neuroinmunes junto con mecanismos inflamatorios
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[Bruunsgaard, 1999; Hoozemans, 2001b; Serrano-Sanchez, 2001; Apelt, 2001]. Asi, la
“ocasion” para que un individuo desarrolle EA podria estar afectada por un perfil de
susceptibilidad, reflejado en la influencia combinada de heredar multiples alelos de alto
riesgo [McGeer, 2001], de tal manera que las citoquinas proinflamatorias (IL-1, IL -6,
TNF-alfa, IFN-gamma), podrian estar sobreexpresadas y/o las antiinflamatorias (IL -10,

TGF-beta1) todo lo contrario [Meda, 1999; Remarque, 2001].

3.4.1.- Interleuquina-1 (IL-1)

Existen 2 formas estructuralmente distintas de la IL-1: IL-1alfa, que es la forma acidica,
e IL-1beta, que es la forma neutra. Ambas son proteinas de 17 kD codificadas por
genes distintos localizados en el brazo largo del cromosoma 2. Estas proteinas, que
son sintetizadas por una variedad de tipos celulares, incluyendo macréfagos activados,
queratinocitos, linfocitos B estimulados y fibroblastos, son mediadores muy potentes
en la inflamacion e inmunidad.

En los astrocitos, la IL-1 induce la produccion de IL-6, estimula la actividad de la 6xido
nitrico sintasa inducible, y promueve la produccion del factor estimulante de colonia de
macrofagos, productos que pueden, ademas, aumentar la actividad de la microglia
[Bamberger, 2001].

La interleuquina 1 es, junto con la IL-6 y el TNF-alfa, la citoquina mas estudiada en
relacion con la enfermedad de Alzheimer.

Experimentos in vitro y en ratas demostraron que la IL-1 puede regular la
sobreexpresion y procesamiento de app [Buxbaum, 1992; Forloni, 1992; Sheng, 1996],
asociandosele también con la hiperfosforilacién de tau [Sheng, 2000], de tal manera
que la implantacién de IL-1 dentro del cerebro de ratas, aumenta los niveles de ARNm
de tau y de tau hiperfosforilada.

Poco tiempo después se comprobd que la IL-1 estaba sobreexpresada en el cerebro
de los pacientes de Alzheimer, sobreexpresion directamente relacionada con la

formacion y progresion de las placas amiloideas [Mrak, 2001], y con un ligero
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incremento en plasma del ARNm IL-1 alfa y de la proteina [Dominici, 2002; Zuliani,
2007; Tan, 2007].

Se ha observado que algunos polimorfismos en los promotores y en los genes de
estas interleuquinas estan asociados con el riesgo de padecer EA [Grimaldi, 2000],
asi, la homocigosidad TT para la IL-1alfa en la posicion -889 de la region promotora
del gen, genera un riesgo entre tres y diez veces mayor para el desarrollo de EA,
siendo un factor de riesgo de manera dosis-dependiente; mientras que la
homocigosidad para el alelo 2 de la IL-1beta esta asociada con un riesgo mayor de 10
veces [Combarros, 2002b; Nicoll, 2000; Mrak, 2001]. Ademas, los individuos
homocigotos TT para la posicion -889 del gen de la IL-1alfa presentaron un declive
cognitivo mas rapido [Murphy, 2001].

Sin embargo, y como viene siendo habitual en esta enfermedad, también existen
trabajos donde no se encuentra asociacion de este polimorfismo con la EA [Tsai, 2003;
Wang, 2007; Déniz-Naranjo, 2008; Hu, 2009]

Lo mismo sucede con la IL-1beta, donde son dos los polimorfismos mas estudiados
con respecto a la enfermedad, concretamente el -511 C/T y el +3953 T/C, e
igualmente encontramos trabajos que observan asociacion con la enfermedad y
trabajos que no [Grimaldi, 2000; Nicoll, 2000; Ehl, 2003; Ma, 2003; Rosenmann, 2004;

Licastro, 2004; Seripa, 2005; Déniz-Naranjo, 2008; Wang, 2007].

3.4.2.- Interleuquina-6 (IL-6)

La IL-6 es una proteina de 185 aminoacidos que esta producida por muchos tipos
celulares diferentes. La principal fuente in vivo son los monocitos/macréfagos
estimulados, fibroblastos y células endoteliales. Los monocitos/macréfagos expresan
al menos cinco formas moleculares diferentes de la IL-6, que se diferencian por
alteraciones postraduccionales, tales como la glicosilacion y la fosforilacién [Abbas,

2005; Roitt, 2003]. La IL-6 promueve astrogliosis, activa la microglia y estimula la
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produccion de proteinas de fase aguda, tales como la ACT y la A2M [Bamberger,
2001].

El gen de la IL-6 humana esta localizado en el brazo corto del cromosoma 7, donde
presenta el polimorfismo -174 G/C en su regién promotora. El alelo C, en esta
posicion, se ha asociado con una expresion génica reducida y con reduccion de los
niveles plasmaticos de la interleuquina [Capurso, 2004].

En los casos de EA, ademas de verse niveles plasmaticos de IL-6 mas elevados
[Baranowska-Bik, 2008; Bermejo, 2008], también se ha visto que esta en las placas
amiloideas en un ratio significativamente mayor del que se espera de una distribucion
al azar de IL-6 entre todo tipo de placas, por lo que se ha sugerido que la expresion de
IL-6 puede preceder a cambios neuriticos y que un mecanismo inmunoldgico, en la
enfermedad de Alzheimer, podria estar implicado tanto en la transformacion de la
placa difusa a placa compacta, como en el desarrollo de demencia [Hull, 1996].
Aunque hay trabajos que no encuentran evidencias de una asociacion alélica entre el
polimorfismo del promotor -174 G/C y una edad mas temprana de inicio de la
enfermedad o riesgo para la misma, el andlisis de haplotipos mostré un fuerte
desequilibrio de ligamiento entre este polimorfismo y otro que se encuentra en la
region 3’ flanqueante del gen de la IL-6, de tal modo que la interaccion entre ambos
polimorfismos modifican el riesgo de padecer la enfermedad [Bagli, 2000].

Por otra parte, algunos autores han encontrado que existe una asociacién del alelo C
del genotipo de la IL-6 con un retraso en la edad de inicio y un riesgo reducido de la
enfermedad [Papassotiropoulos, 1999], y otros encuentran que la frecuencia del alelo
G del promotor de la IL-6 es significativamente alta en los pacientes de EA [Shibata,
2002; Pola, 2002; Arosio, 2004], aunque hay trabajos donde se observa que el alelo G
sélo tiene importancia en los enfermos de Alzheimer de inicio tardio portadores del

alelo E4 de la apolipoproteina E [Koivisto, 2005].
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También hay autores que no encuentran relaciéon alguna con la enfermedad [van

Oijen, 2006].

3.4.3.- Factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-alfa)

Esta citoquina proinflamatoria es un mediador entre la inmunidad innata y la
adaptativa, entre las respuestas inmunitarias especificas y la inflamacion aguda. La
principal fuente de liberacién de TNF-alfa son los macréfagos activados, los cuales lo
sintetizan en forma de una proteina de membrana que se expresa como un
homotrimero. Esta forma de membrana se escinde y tres de estas cadenas
polipeptidicas se polimerizan para formar la forma circulante del TNF [Abbas, 2005;
Roitt, 2003].

El papel del TNF-alfa en la EA es controvertido [Bamberger, 2001], aunque representa
la mayor parte de la actividad neurotoxica secretada por los monocitos/macrofagos y
microglia [Combs, 2001].

Se ha observado que la presencia de TNF-alfa en suero es menor en los casos de EA
medio/moderado comparado con los casos severos, sugiriéndose que el perfil sérico
de citoquinas proinflamatorias parece discriminar entre los casos de EA
medio/moderados y las formas vascular y mixta de demencia [Paganelli, 2002; Zuliani,
2007; Tan, 2007].

Uno de los polimorfismos que se encuentra en la region promotora del gen de el TNF-
alfa es el -308 G/A. Con respecto a la EA, se ha observado que los portadores del
alelo -308 A presentan una media de edad 3 ainos mas joven que los no portadores de
este alelo, lo que sugiere un efecto de este polimorfismo sobre la edad de inicio de la
enfermedad. Esto representa una evidencia adicional de la importancia de las
variaciones genéticas de los componentes proinflamatorios en el origen y la progresién
de esta enfermedad [Alvarez, 2002].

Por otro lado, también se ha visto que tener el alelo T en el gen del TNF-alfa aumenta

significativamente el riesgo de enfermedad de Alzheimer y de demencia vascular
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asociada con la apolipoproteina E. Aunque se necesita hacer mas estudios, estos
hallazgos sugieren un papel en la terapia antiinflamatoria en estas enfermedades

[McCusker, 2001].

3.4.4.- Interferon gamma (IFN-gamma)

El IFN-gamma, también llamado interferon inmunitario, es producido por los linfocitos T
y natural killer (NK); su funcion mas importante es la activacion de los macréfagos,
tanto en las respuestas inmunitarias innatas como en las respuestas celulares
adaptativas [Abbas, 2005; Roitt, 2003].

Ya en 1994 se observé como la secreciéon de IFN-gamma era mas elevada en los
pacientes de EA de caracter severo [Huberman, 1994], ademas de influir en la
deposicion beta amiloidea, aumentandola a través de la expresiéon de BACE vy la
supresion de la clarificacion del péptido beta amiloide [Yamamoto, 2007].
Recientemente se ha visto que cantidades limitadas de esta citoquina en el cerebro,
incrementan la neurogénesis, posiblemente representando la funcion normal del
sistema inmune en el control de la inflamacién cerebral [Baron, 2008].

En 2003 se llevd a cabo uno de los primeros trabajos de estudio de asociacion de
polimorfismos del gen del IFN-gamma, en concreto el +874 T/A, no encontrandose
asociacion de éste con la EA [Scola, 2003], y al que han seguido otros con idénticos

resultados [Galimberti, 2004].

3.4.5.- Interleuquina 10 (IL-10)

De manera general, esta citoquina es producida principalmente por los linfocitos Th2 y
por los macréfagos, aunque también puede ser sintetizada por otras células, como las
células B. La sintesis de IL-10 es estimulada por factores proinflamatorios como el
TNF, los lipopolisacaridos y los inmunocomplejos, y provee un mecanismo regulador al
tener efectos antiinflamatorios sobre los propios macréfagos [Abbas, 2005; Raitt,

2003].
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IL-10 también es sintetizada en el SNC, donde limita los sintomas de diversas
enfermedades como la esclerosis multiple, meningitis y la enfermedad de Alzheimer.
Su expresion esta elevada durante el curso de la mayoria de las principales
enfermedades del SNC, promoviendo la supervivencia de neuronas y células gliales
en el cerebro por bloqueo de citoquinas proapoptéticas, y promoviendo la expresion de
sefales de supervivencia. También limita la inflamacién en el cerebro, principalmente
por tres rutas: 1) reduciendo la sintesis de citoquinas proinflamatorias, 2) suprimiendo
la expresion de receptores de citoquinas, y 3) inhibiendo la activaciéon de los
receptores [Strle, 2001].

El gen de la IL-10 se encuentra en el cromosoma 1, donde presenta algunos
polimorfismos en la regién promotora; de éstos, -1082 G/A, -819 C/T y -592 C/A, se
han asociado con la enfermedad de Alzheimer [Lio, 2003; Arosio, 2004; Ma, 2005;
Bagnoli, 2007], aunque también encontramos trabajos donde no encuentran relacion

de éstos con la EA [Depboylu, 2003; Scassellati, 2004; Culpan, 2006; Bagnoli, 2007].

3.4.6.- Factor de Crecimiento Transformante-beta1 (TGF-beta1)

Se trata de una citoquina antiinflamatoria, mediadora de respuestas inmunes e
inflamatorias, incluyendo el control de la diferenciacién de células T y desactivaciéon de
macrofagos. Inhibe la proliferacidon y disminuye la sintesis de citoquinas de las células
T y B, siendo importante en el desarrollo de la tolerancia [Abbas, 2005; Roitt, 2003].
Respecto a la EA, diversos trabajos han concluido que la presencia del TGF-beta
conduce a un aumento de la expresion del gen APP en los astrocitos, que a su vez, da
lugar a una mayor cantidad de app y posterior secrecion de beta amiloide [Amara,
1999; Burton, 2002; Lesné, 2003], ademas de una clara contribucién a los procesos
inflamatorios presentes en los cerebros de los pacientes de EA [Grammas, 2002].
El gen del TGF-beta se encuentra en el cromosoma 6, y presenta diversos
polimorfismos: +10T/C, +25 G/A, -800 G/A, -509 C/T, etc. Al igual que ha ocurrido con

el resto de citoquinas presentadas hasta ahora, la relacion de estos polimorfismos con
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la EA ha sido confirmada por algunos autores [Arosio, 2007], y rechazada por otros
[Luedecking, 2000; Araria-Goumidi, 2002; Hamaguchi, 2005; van Oijen, 2006;

Rodriguez-Rodriguez, 2007]

3.4.7.- Influencia de los polimorfismos genéticos de citoquinas en el

tratamiento.-

La relevancia de las citoquinas y los eventos inflamatorios en la neurodegeneracién de
la EA es de particular interés dado el numero creciente de trabajos que muestran un
efecto beneficioso de los antiinflamatorios en la progresion de la EA [Breitner, 1996].
Se ha llegado a apreciar que los mecanismos antiinflamatorios en el cerebro son tan
importantes como la produccion de beta amiloide en la ruta patogénica de la
enfermedad de Alzheimer, y que estos mecanismos quizas sean prometedores para la
obtencion de dianas para nuevas drogas. Esta evidencia proviene de hallazgos tanto
epidemioldégicos como experimentales. Nilsson et al revisan la literatura en el contexto
de un modelo para la ruta patogénica del Alzheimer, en el que la expresion de
proteinas asociadas al amiloide, dirigidas por citoquinas inflamatorias, juegan un papel
esencial en la aceleracién del progreso de la enfermedad [Nilsson, 1998].

Otros estudios epidemiolégicos indican que el tratamiento antiinflamatorio reduce el
riesgo vy la incidencia de la enfermedad, ademas de retrasar el desarrollo de la misma

[Hoozemans, 2001a; Bamberger, 2001].
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4.- OTROS FACTORES ASOCIADOS.

Como ya se ha mencionado, aproximadamente el 90-95% de los casos de enfermedad
de Alzheimer, es del tipo esporadico-tardio, donde el unico gen relacionado es el que
codifica para la apolipoproteina E. Sin embargo, la falta de una causa genética clara
en este tipo de EA, ha dado lugar a la busqueda de otros posibles factores no

genéticos que también se asocien a la enfermedad.

4.1.- TRAUMATISMO CRANEOENCEFALICO

El traumatismo craneoencefalico se ha encontrado con frecuencia en las historias de
los pacientes de EA, mas que en los controles, en muchos estudios [Gedye, 1989;
Graves, 1990; Mortimer, 1991; O'Meara, 1997; Guo, 2000], aunque otros no han sido

capaces de encontrar esta asociacion [Chandra, 1989]

4.2.- METALES

Aunque no ha sido definitivamente demostrado el papel causal en la EA de algunos
metales como el aluminio, cobre, zinc o hierro, las evidencias epidemioldgicas
sugieren que niveles elevados de éstos, en el cerebro, podrian estar relacionadas con
el desarrollo o la progresién de la enfermedad de Alzheimer [Gonzélez, 1999; White,
2001; Matsuzaki, 2004; Lehmann, 2006; Squitti, 2009].

Estos metales juegan un papel catalitico en la generacién de radicales libres,
conocidos por su toxicidad e induccion del dafio celular, tanto a nivel de ADN como a
nivel proteico. Se han observado en altas concentraciones de cobre, hierro y zinc
dentro de las placas amiloideas y se cree que puedan iniciar la agregacion del péptido

amiloide bajo condiciones acidicas. El papel del aluminio, sin embargo, es mas
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controvertido: algunos estudios muestran relacién de éste con la EA, mientras que

otros no encuentran asociacion alguna [Revisado en Thomas, 2007].

4.3.- AGENTES PATOGENOS

Debido a su naturaleza ubicua y neurétropa, y al hecho de estar presente en las
mismas areas cerebrales afectadas en la enfermedad de Alzheimer [Jamieson, 1992],
el virus Herpes Simplex-1 (HSV-1) se ha convertido en el principal patégeno
investigado [Pyles, 2001], aunque también se ha estudiado el papel de otros posibles
patégenos como predisponentes para la EA, pero con escasos resultados [Taylor,
1986; Lin, 1997].

Ya en 1982 se sugeria el posible papel del HSV-1 en la enfermedad de Alzheimer
[Ball, 1982], y desde entonces, son numerosos los trabajos que se han llevado a cabo
para evidenciar la influencia de este virus en la EA. Los primeros estudios realizados
fallaron en demostrar la presencia del HSV-1 en los cerebros de los pacientes de
Alzheimer [Taylor, 1984], posiblemente debido a la falta de las técnicas
suficientemente sensibles y adecuadas para este cometido; sin embargo, el desarrollo
de técnicas mas sensibles, como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR),
dieron lugar a otros estudios donde si se observaba una fuerte correlacion de este
virus con la EA, incluido el tipo familiar [Cheon, 2001; Mori, 2004].

En 1988 se observd que la glicoproteina B del HSV-1 poseia una region entre los
residuos 22-44 (gB22-44), que se unia a los complejos apoe/LDL [Huemer, 1988] v,
posteriormente, que los individuos con recurrencias frecuentes del herpes labial eran
mayoritariamente portadores del alelo E4 de la apolipoproteina E [Lin, 1995]. Esto dio
lugar al estudio de la relacidn entre las isoformas de esta apolipoproteina, el HSV-1 'y

la EA, con trabajos donde se observa una clara relacién entre estas dos variables
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entre si y/o con la enfermedad [Lin, 1996; ltzhaki, 1997; Burgos, 2007; Letenneur,

2008].

Asi, se ha teorizado que la frecuente reactivacion en el SNC del HSV-1 podria
conducir a un mayor dafio y pérdida neuronal, predisponiendo de esta manera al
desarrollo de la enfermedad de Alzheimer. Si ademas esta presente el alelo E4 de la
apolipoproteina E, éste podria favorecer la reactivacion del virus [ltizhaki, 1997].
También puede ocurrir que la actividad de la apoe E4, comparada con la de E2 o la de
E3, conlleve a una menor capacidad de ésta para reparar el dafo neuronal, lo que
favoreceria la reactivacion del herpes virus. Si se ha observado, en modelos murinos,
que el perfil de apoe afecta a los niveles de virus latente, donde la isoforma E4 esta
asociada con cantidades de hasta 10 veces mas ADN viral con respecto a la isoforma
E3 [Burgos, 2006].

Junto con la relacion entre el HSV-1 y la apolipoproteina E, se observé que existia una
region de homologia entre el beta amiloide y la glicoproteina B del HSV-1; ademas, la
region comprendida entre los residuos 22-44 de esta proteina, forma fibrillas similares
a las que forma el beta amiloide, sugieriéndose asi que este péptido podria estar
iniciando la formacion fibrilar que aparece en las placas seniles [Cribbs, 2000].
Estudios en cultivos celulares neuronales y gliales han revelado que la infeccidon con
HSV-1, ademas de intervenir en la sintesis y procesamiento de app [Shipley, 2005],
conduce a un incremento en los niveles intracelulares de beta amiloide, tanto Af4o
como ABs2, Y @ una mayor deposicion amiloidea ABs, en modelos murinos [Wozniak,
2007]. Es mas, recientes trabajos demuestran la localizacion de ADN viral dentro de
un 90% de las placas amiloideas con un 72% de éste asociado con las placas,
mientras que en los individuos mayores sin demencia tipo Alzheimer, aunque hay un
80% de placas con ADN del HSV-1, s6lo un 24% de este ADN esta asociado a las

mismas [Wozniak, 2009].
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4.4.- ESTROGENOS

Se ha observado que las mujeres postmenopausicas tienen un mayor riesgo de
desarrollar EA que los hombres, sugiriéndose que quizas esto sea debido a la
disminucion de los niveles estrogénicos que siguen a la menopausa. Los efectos
protectores de los estrégenos podrian incluir la promocién de la actividad colinérgica,
la reduccién de la pérdida neuronal y la estimulacion del crecimiento axonal. Asi pues,
el tratamiento estrogénico, con estradiol, en mujeres postmenopausicas con EA podria
conducir a una mejora de éstas, tal y como se ha observado [Asthana, 2001].

Sin embargo, este papel protector de los estrégenos y, por tanto, la terapia
estrogénica, queda en entredicho con trabajos donde ocurre lo contrario, es decir,
determinadas terapias, como la del uso de estrogeno mas progestina, parece que
incrementan el riesgo de probable demencia en las mujeres postmenopausicas
mayores de 65 afios, y que ademas, no previenen del dafio cognitivo medio en éstas

[Shumaker, 2003; Rapp, 2003].

4.5.- SINDROME METABOLICO

También relacionado con la EA, este sindrome constituye un conjunto de factores de
riesgo cardiovascular, identificados ademas como factores de riesgo para la EA. Se
caracteriza por anormalidades en el metabolismo de la insulina, la glucosa y las
lipoproteinas, asociado a hipertension arterial y obesidad, siendo esta ultima una
condicion que se vuelve muy comun en los paises occidentalizados.

De este modo, se ha visto que la restriccion caldrica y el ejercicio, y dietas con bajo
contenido en grasas y alta en antioxidantes y trazas minerales, se han asociado con

un descenso en el riesgo de padecer EA [Martins, 2006; Vilalta-Franch, 2008].
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4.6.- MICRONUTRIENTES

Muchos estudios de caso-control han demostrado que los pacientes de EA eran
deficientes en ciertos micronutrientes, como el acido folico o la vitamina B12, mientras
que tenian niveles elevados de homocisteina [Revisado en Mattson, 2002]; el
desequilibrio de estos factores esta asociado con la formacién incrementada de
micronucleos y la alteracion de la metilacion, lo cual podria modificar la expresion
geénica, por ejemplo, a través de aneuploidia y rotura del cromosoma 1, que porta el
gen PSEN2, y aumento de la expresion de los genes PSEN1 y BACE.

Ademas, en el caso concreto del acido félico, se ha visto que su deficiencia incrementa
la trisomia de los cromosomas 17 y 21, portadores de los genes TAU y APP,
respectivamente; respecto a la homocisteina, se ha observado una fuerte correlacion
entre niveles altos de ésta y reduccion del volumen hipocampal y cortical [Revisado en

Thomas, 2007].
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OBJETIVOS

OBJETIVOS

La enfermedad de Alzheimer representa entre el 50% y el 80% de las demencias que
se dan en las personas mayores de 60 afos. El impacto de esta enfermedad sobre los
pacientes, cuidadores y personal sanitario, es inmenso, dando lugar a una tremenda
carga econémica y fisica de los recursos sanitarios. En Espafa, esta enfermedad
afecta a un 0,6% de la poblacién entre 65-74 anos, a un 7,9% de la poblacién entre
75-84 afios y a un 16,2% de la poblacién mayor de 85 anos, e implica un coste anual
de unos 259 millones de euros [Garcia-Garcia, 2001].

Como ya se ha explicado en la Introduccién, la EA es una enfermedad con un
marcado componente genético y una expresion heterogénea, donde hasta ahora, sélo
cuatro genes han sido claramente relacionados: APP, PSEN1, PSEN2 (forma familiar
y temprana) y APOE (forma esporadica y tardia). Sin embargo, estos cuatro genes no
explican todos los casos de Alzheimer, por lo que otros factores han de estar
interactuando con éstos para que la enfermedad tenga lugar.

Han sido muchos los genes propuestos y estudiados, sobre todo, aquellos que
codifican para proteinas halladas en las placas amiloideas extraneuronales. Y toda la
informacién surgida a raiz de la gran cantidad de trabajos que se han llevado a cabo,
ha dado lugar a controversia y discrepancia en los resultados, posiblemente debida a

diferencias poblacionales, metodologias y eleccion de los grupos a estudio.
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El objetivo del presente trabajo consiste en caracterizar, a través del estudio de los
genes APOE, BChE, MPO, HLA, IL-1alfa, IL-1beta, IL-6, TNF-alfa, IL-10, IFN-gamma y
TGF-beta, entre pacientes y controles, un perfil genético que nos permita ayudar en el
diagnéstico de esta enfermedad, o caracterizar aquellos individuos que presentan una
mayor susceptibilidad al desarrollo de la misma.

Pretendemos alcanzar este objetivo a través del estudio de las frecuencias de
genotipos, de alelos o de caracteres génicos, en relacion al diagndstico, a la edad de

diagnéstico de la enfermedad y al género, de nuestra serie de pacientes y controles.
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SUJETOS Y METODOS

SUJETOS

1.- DISENO

Para el estudio de factor de susceptibilidad, el disefio que se ha utilizado es el del tipo

caso-control.

2.- PACIENTES

Se han estudiado 282 pacientes consecutivos diagnosticados de Probable
Enfermedad de Alzheimer por el Servicio de Neurologia del Hospital Universitario de
Gran Canaria Dr.Negrin, basadndose en los criterios NINCDS-ADRDA (National
Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke - Alzheimer's
Disease and Related Disorders Association workgroup) (ANEXO 1).

Nuestro estudio se ha centrado en la EA de tipo esporadico-tardio, es decir, pacientes
sin herencia de EA y mayores de 60 afos, puesto que éste es el tipo de EA que

presenta una mayor incidencia.

3.- CONTROLES

Han participado 312 individuos, también mayores de 60 afios, y sin déficit cognitivo,
medido por el test de CAMGOG [seccion del test CAMDEX (Cambridge Mental

Disorders of the Elderly Examination)].

A todos los individuos se les ha solicitado su consentimiento informado para la

participacion en el estudio. En el caso de los pacientes sin capacidad para decidir, se

solicité a los familiares que cuidaban de ellos.
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Ademas, los distintos proyectos de investigacién que han dado lugar a este trabajo,
fueron aprobados por el Comité Etico del Hospital Universitario de Gran Canaria Dr.

Negrin.

4.- VARIABLES ESTUDIADAS

4.1.- Edad al diagnéstico
4.2.- Género de los sujetos a estudio

4.3.- Frecuencias genotipicas y alélicas de los genes:

Apolipoproteina E (APOE E: ex6n 4)

e Butirilcolinesterasa (BChE: variantes W-K; exén 4: +1615 G/A)
e Mieloperoxidasa (MPO: -463 G/G)

e Factor de Necrosis Tumoral-alfa (TNF-alfa: -308 G/A)

e Factor Transformador del Crecimiento-beta1 (TGF-beta1: +10 T/C y +25 G/A)
¢ Interferon-gamma (IFN-gamma: +874 T/A)

¢ Interleuquina-10 (IL-10: -1082 G/A, -819 C/T y -592 C/A)

¢ Interleuquina-1alfa (IL-1alfa: -889 C/T)

¢ Interleuquina-1beta (IL-1beta: +3953 T/C y -511 T/C)

¢ Interleuquina-6 (IL-6: -174 G/C)

¢ Antigeno Leucocitario Humano A (HLA-A2)

¢ Antigeno Leucocitario Humano DR (HLA-DR2)
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5.- LIMITACIONES DEL ESTUDIO

La principal limitacién que present6 la realizacion de este estudio fue el reclutamiento
de los controles adecuados, debido a que, en nuestra experiencia, el grado de
participacién de personas sin deterioro cognitivo en las edades requeridas, es escaso.
Y asi ocurrié en el caso especial de las mujeres, puesto que la mayoria de nuestras
pacientes eran mayores de 75 afios (120 de éstas), mientras que mujeres control de
esta edad o mayor sélo hubieron 27, bien porque no deseaban participar en el estudio

0 bien porque no superaban el test de medicion de grado cognitivo.
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MATERIAL Y METODOS

1.- EXTRACCION DE ADN: METODO DEL FENOL-CLOROFORMO

Para poder analizar los genes ya mencionados, el primer paso consistié en la
extraccion del ADN del nucleo de las células blancas que circulan por el torrente
sanguineo. Para esto, a cada sujeto del estudio se le extrajeron unos 10 ml de sangre;
a partir de aqui, se realizd primero el aislamiento de las células blancas y luego la
extraccion del ADN de las mismas, siguiendo el protocolo publicado por Blin et al [Blin,
1976], con algunas modificaciones.

1.1.- AISLAMIENTO DE CELULAS BLANCAS

La sangre se recolecté en un tubo de EDTA de 10ml y se paso6 a un tubo Falcon de 50
ml, completando con solucién de lisis de células rojas (SLR) hasta 50ml. Durante 10
minutos se centrifugd a 600 g, eliminandose posteriormente el sobrenadante y dejando
un volumen de unos 10ml; este procedimiento se repitié dos veces mas y finalmente
se desech¢ todo el sobrenadante, quedando un pellet en el fondo del tubo, formado
por las células blancas, el cual se congelé hasta el momento de la extraccién del ADN.
1.2.- EXTRACCION DE ADN

Los pellets se descongelaron y resuspendieron en 4 ml de solucion compuesta por
buffer de lisis de células blancas (WCLB) mas proteinasa K (40ul) y laurilsulfato-sédico
(SDS) (80ul), dejandose en agitacion a 42°C toda la noche.

Al dia siguiente se afadian 4ml de fenol-cloroformo-isoamilico (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, U.S.A) y agitaban durante 10 minutos, centrifugandose posteriormente 10
minutos a 1700 g. Se extrajo el sobrenadante, que se afiadidé a un nuevo tubo de 15ml

de polipropileno, repitiéndose el mismo proceso de agitacion y centrifugado.
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De nuevo se extrajo el sobrenadante, pasandose a otro tubo de polipropileno de 15ml,
y se le afiadieron 4ml de cloroformo-isoamilico, dejandose en agitacién 7 minutos con
una centrifugacién posterior de 5 minutos a 1700 g. Este proceso se repitié una vez
mas con el sobrenadante.

De esta manera, conseguimos eliminar la mayor parte de la fraccién proteica de las
células.

Al sobrenadante final se le afiadieron 200ul de NaCl 3M autoclavado, precipitdndose
posteriormente el ADN con 4ml de isopropanol hasta que se formé una “medusa”. Esta
medusa se paso a criotubos de 4ml para ser lavada, durante 30 minutos, con etanol al
70% frio.

Por ultimo se eliminaron los restos de etanol, dejandose secar durante toda la noche y
resuspendiéndose luego en 200ul 6 500ul de Tris-HCI / EDTA (TE) 1/0,1, segun el
tamano de la medusa de ADN.

Una vez que la medusa quedaba bien resuspendida, se media la concentracion
haciendo diluciones 1/100 (p.ej.: 198 ul de agua bidestilada + 2 ul de muestra), y se
ajustaba a concentracion de 100 ug/ml; para esto se afadia TE 1/0,1, cuyo volumen

calculamos de la siguiente manera:

CALCULO DEL VOLUMEN TOTAL: [Concentracién x Volumen Inicial] / 100

CALCULO DEL VOLUMEN A ANADIR: Vol. total — Vol. Inicial

Finalmente, se comprobaba el estado del ADN en un gel de agarosa al 2% y se

sacaba una foto para documentar la integridad del ADN.
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REACTIVOS PARA LA EXTRACCION DE ADN POR FENOL-CLOROFORMO

e Solucién de Lisis de Células Rojas (SLR)

Concentracion
2 litros 1 litro

Final
Tris base (SIGMA. Ref 93362-250G) 10 mM 24,2 gr. 12,1 gr.
MgCI (SIGMA. Ref M8266-100G) 50 mM 20,33 gr. 10,16 gr.
NaCl (FLUKA. Ref 71376-1KG) 100 mM 11,69 gr. 5,84 gr.
e Solucién Proteinasa K (PK)
Disolver 20 mg/ml en 10 mM Tris-Cl (pH 7.5)

Stock Vol. a coger

Proteinasa K (SIGMA Ref. P2308-100MG) 100 mg Todo
Tris HCI pH 7.6 10 mM (SIGMA Ref. 93363-500G) 2 M 25 ul

Completar con agua destilada (BRAUN Ref.387875) hasta 5 ml

¢ Solucidn de Lisis de Células Blancas ( WCLB)

Stock Vol. a coger

Tris HCIpH 7.6 10 mM 1M pH7.6 5ml

EDTA pH8.0 10 mM (SIGMA Ref. 5513-100G6) 0,5 M pH 8.0 10 ml

NaCl 50 mM 3M 8,3 ml

Completar con agua destilada hasta un volumen de 500 ml

e Fenol (SIGMA Ref. P-1037)
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e Solucion de cloroformo-isoamilico

Vf =500 ml Vf =1 litro
CLOROFORMO (Merck Ref. 102445-1000) 480 ml 960 ml
ISOAMILICO (FLUKA Ref. 59304) 20 ml 40 ml
e Tris-HCI/EDTA (TE)1/0.1
Concentracion Final Stock Volumen
TrissHCIpH7.6 1 mM 2M 50 wl
EDTA 1 mM 0,5M 20

Completar con agua destilada hasta un volumen de 100 ml

e Laurilsulfato-sédico (SDS) 10% (SIGMA Ref L4390-100G)

Pesar 50 gramos de laurilsulfato sédico y anadir agua destilada hasta 500 ml.
(Preparar con mascarilla y guantes)

e NaCl3M

Pesar 175,3 gramos de NaCl y afiadir agua destilada hasta 1000 ml. Autoclavar.

e Tris-HCI 2M pH 7.6

Pesar 24,229 de Tris-HCI y disolver en agua destilada; ajustar pH y completar hasta
un volumen final de 100 ml. Autoclavar.

e Tris-HCI 1M pH 7.6

Disolver 15,67 gramos de Tris-HCI en 100 ml de agua; ajustar a pH 7.6.

e Tris-base 1M pH 7.0

Disolver 12,1 gramos de Trizma Base (2-amino-2(hidroximetil)-propano-1,3-diol) en

100 ml de agua y ajustar a pH 7.0
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2.- AMPLIFICACION GENOMICA DE LOS GENES A ESTUDIO: REACCION EN

CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Para poder estudiar los genes propuestos y sus polimorfismos, era necesario
amplificar la senal de éstos, es decir, obtener una gran niumero de copias que nos
permitiera dicho estudio. EI método por excelencia es el de la reaccion en cadena de
la polimerasa.

Conocida por sus siglas en inglés como PCR (Polimerase Chain Reaction), es una
técnica de biologia molecular descrita en 1986 por Mullis et al [Mullis, 1986], cuyo
objetivo es obtener un gran numero de copias de un fragmento de ADN particular,
partiendo de un minimo, en teoria, de una Unica copia de ese fragmento.

Se fundamenta en la propiedad natural de las ADN polimerasas para replicar hebras
de ADN, usando ciclos de alta y baja temperatura para separar las hebras de ADN
recién formadas tras cada fase de replicacién y, a continuacion, dejar que vuelvan a
unirse a polimerasas para que vuelvan a duplicarlas.

La técnica de la PCR necesita: nucleétidos (dATP, dCTP, dGTP y dTTP) y dos
cebadores o primers, (secuencias cortas de nucleétidos que inician la reaccion). En
primer lugar, se desnaturaliza el ADN (se separan las dos hebras de las cuales esta
constituido). Este paso puede realizarse de diferentes modos, siendo el calentamiento
(95°C) de la muestra la mas habitual. A continuacién, el primer se unira a su
complementario en el ADN (anillamiento o hibridacion), siendo necesario que la
temperatura descienda (por ejemplo, 55°C). Por ultimo, se aumenta la temperatura
hasta 72°C, temperatura a la cual la polimerasa puede actuar (extension),
produciéndose una copia del fragmento que desedbamos amplificar. Este ciclo
(desnaturalizacidén-anillamiento-extensién) se repetira un numero de veces

dependiendo de la cantidad de fragmentos amplificados que deseemos.
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Algunos de los tipos de PCR utilizadas en el presente trabajo son:

PCR-RFLP. En algunos casos, los productos amplificados poseen secuencias que
son reconocidas y cortadas por ciertas enzimas, denominadas endonucleasas de
restriccion; de esta manera, si dos regiones amplificadas por PCR presentan
variaciones en la secuencia nucleotidica en los sitios de reconocimiento de las
enzimas de restriccion, se generaran distintos patrones de fragmentos.

Nested-PCR (PCR anidada). Consiste en realizar dos reacciones de PCR
consecutivas. Al finalizar la primera, una alicuota de la misma es sometida
nuevamente al proceso de multiplicacion tras haber colocado dos primers internos,
que amplificaran una regién contenida dentro de la region amplificada en primer lugar.
PCR-SSO. EI fundamento de esta técnica es una hibridacion reversa post-PCR. El
soporte de la hibridacién consiste en tiras de nitrocelulosa con sondas de
oligonucledtidos especificos inmovilizadas en lineas paralelas. Estas sondas son
complementarias a la secuencia de mutaciones conocidas. La amplificacion de la
muestra se realiza con primers biotinilados que permitiran el revelado de la reaccion.
Tras la hibridacion se afiade un conjugado compuesto por estreptavidina-fosfatasa
alcalina, que se unira a cualquier hibrido formado sobre la tira. Al afadir el sustrato de
la enzima se producira un precipitado marron-parpura en las posiciones
correspondientes.

PCR-SSP. Bajo condiciones de PCR estrictamente controladas, los primers que
emparejan perfectamente dan lugar a amplificacion de la secuencia que interesa
(resultado positivo), mientras que si existe algun emparejamiento erréneo, o mismatch,
no habra amplificacion (resultado negativo).

La interpretacion de los resultados de la PCR-SSP se basa en la presencia o ausencia
de fragmentos especificos de ADN amplificados. También se incluye una pareja de
primers que sirven de control interno para controlar que la PCR ha tenido lugar y no se

ha visto afectada por cualquier otro factor (fig. SM1).
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2.1.- ESTUDIO DE LOS GENES APOE, BCH, MPO E IL-1 (PCR-RFLP Y NESTED-

PCR)

El estudio de los polimorfismos de los genes de la apolipoproteina E,
butirilcolinesterasa, mieloperoxidasa, e interleuquinas-1alfa y -1beta, siguieron todos el
mismo procedimiento, esto es, una PCR-RFLP en la que primero se amplificé la zona
geénica a estudiar por medio de PCR, seguida de un corte enzimatico con la enzima de
restriccion correspondiente.

Las amplificaciones se realizaron en un volumen final de 50ul, con ADN a una
concentracion de 100ng/ul, MgCl,, desoxinucledtidos trifosfato (dNTP), primers y
enzima polimerasa en su propio tampon.

Las distintas PCR se llevaron a cabo en un termociclador Perkin EImer 9600 siguiendo
cada una su propio protocolo de amplificacion.

Una vez terminada la reaccion de amplificacion, en un gel de agarosa al 2% en TBE
1X y con bromuro de etidio, se comprobd si la misma habia tenido lugar con éxito,
sometiendo las muestras a electroforesis de 200 V durante unos 40-60 minutos; para
esto, se tomaron 3ul de cada muestra y se mezclaron con 7ul de tampdn de carga, en
un volumen final de 10pl.

Una vez comprobado que existia producto de amplificacion, se tomé una cantidad de
éste y se sometid a la accion de una enzima de restriccion, generandose un
determinado patron de bandas que nos daba el tipaje deseado. Las electroforesis
posteriores tuvieron lugar en geles de poliacrilamida de distinto porcentaje segun las

bandas a identificar.

-65-




SUJETOS Y METODOS

2.1.1.- APOE

El genotipaje de los polimorfismos exénicos del gen APOE se realizé de acuerdo al
método descrito por Hixson et al [Hixson, 1990], con ligeras modificaciones: Se
amplifico el ADN con los cebadores 5’-ACA GAA TCC GCC CCG GCC TGG TAC AC-
3 y 5-TAA GCT TGG CAC GGC TGT CCA AGG A-3’, generandose una banda de
244 pares de bases. Ademas del buffer descrito por el fabricante de la taq polimerasa
(Perkin Elmer), cada reaccion de amplificacion contenia 1uM de cada primer, 200 uM
dNTP, 1,5mM MgCl,, 10% DMSO, 1,25 u taq polimerasa, y 200-400ng ADN en un

volumen final de 50pl.

Cada mezcla de reaccion se calentd a 95°C durante 5 minutos, siendo sometida a 30
ciclos de amplificacion mediante desnaturalizacién (95°C, 30 segundos), anillamiento,
(60°C, 20 segundos), y extension, (72°C, 20 segundos), y un ciclo final de extension de

72°C durante 10 minutos.

CORTE CON ENDONUCLEASA

Una vez comprobado la presencia de producto amplificado, se afadieron 5 unidades
de la enzima de restriccion Hhal (New England Biolabs, Ref. R0139L) directamente a
cada uno de éstos. Esta enzima reconoce la secuencia:

5GCGIC3J

ICTGCGH

La nueva reaccion se incubd a 37°C durante 3 horas y, por ultimo, se realizd una
electroforesis del producto de corte en gel de poliacrilamida no desnaturalizante al

20%.
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Los distintos patrones de bandas del genotipo resultante podian ser:
E4/4: 72 pb + 48 pb + 35 pb

E4/2: 91 pb + 83 pb + 72 pb + 48 pb + 35 pb

E3/4: 91 pb + 72 pb + 48 pb + 35 pb

E3/3: 91 pb + 48 pb + 35 pb

E3/2: 91 pb + 83 pb + 48 pb + 35 pb.

E2/2: 91 pb + 83 pb

2.1.2.- BUTIRILCOLINESTERASA

Aunque las variantes “salvaje” (W) y K del gen de la butirilcolinesterasa son las mas
comunes, existen otras variantes; asi pues, para comprobar que las variantes que
encontrabamos eran éstas (W y/o K) , a cada individuo de este estudio se le realizd un
doble tipaje, es decir dos PCR-RFLP: una para el tipaje de la variante K y otro para el
tipaje de la variante W, de acuerdo al método descrito por Altamirano et al, con ligeras
modificaciones [Altamirano, 2000]. Los primers utilizados fueron los siguientes:

- Variante K: 5 TTA ATA CAA CTT ATT CCA TAT TTT ACA GGA AAT ATT GAT GTA
3y 5 AAG CTC CTG ATA TTT TTG CCT TGA TCT AAA GGA AAA 3, que generan
una banda de 217 pb.

- Variante salvaje (W): 5 TGT ACT GTG TAG TTA GAG AAAATG GCT TTT GT 3’y
5 ATG TTATTG TTC CAG CGA TGG AAT CCT GCT TTC CAC GCC CAT TCG G 3,
que generan una banda de 169 pb.

Ademas del buffer descrito por el fabricante de la taq polimerasa (Ecogen), cada
reaccion de amplificacion contenia 0,5uM de cada primer, 200uM dNTP, 3mM MgCl,,
2,5u taqg polimerasa y 300-500ng ADN en un volumen final de 50pl.

Cada mezcla de reaccion se calentd a 95°C durante 5 minutos, siendo sometida a 30

ciclos de amplificacion mediante desnaturalizacion (95°C, 1minuto), anillamiento,
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(60°C, 1 minuto), y extension, (72°C, 1 minuto), y un ciclo final de extensién de 72°C
durante 5 minutos.

Los genotipos BChE-K y BChE-W se identificaron tras digestion con Mae Ill y Bgl |,
respectivamente, y resolucion por electroforesis en un gel de poliacrilamida al 13%; los
fragmentos individuales de ADN se visualizaron y fotografiaron tras su tinciéon con
bromuro de etidio.

CORTES CON ENDONUCLEASAS

A) Variante K

Utilizamos la enzima Mae Il (Roche Ref. 822248), que reconoce la secuencia:
5IGTNAC3J

3CANTGTS

Incubamos a 55° durante 3 horas, con las siguientes condiciones de corte de
restriccion: 12,5ul del buffer descrito para Mae lll, 0,08u de Mae Il y 10ul de producto
amplificado en un volumen final de 25ul. Los productos generados eran:

Corte con Maelll (alelo A = variante K): 178 pb + 39 pb

No corte con Maelll: 217 pb

B) Variante salvaje (W)

Utilizamos la enzima Bgl | (New England Biolabs Ref. R0143L), que reconoce la
secuencia:

5 GCCNNNNINGGCJ

3’CGGNINNNNCCGY5

Incubamos a 37°C durante 3 horas, con las siguientes condiciones: 2ul del buffer
descrito para Bgl I, 10u de Bgl | y 10ul de producto amplificado en un volumen final de
25ul. Los productos generados eran:

Corte con Bgl | (alelo A = variante W): 119 pb + 50 pb

No corte con Bgl I: 169 pb
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2.1.3.- MIELOPEROXIDASA

El genotipaje del polimorfismo -463 G/A del promotor del gen MPO se realiz6 de
acuerdo al método descrito por Reynolds et al [Reynolds,1999; Reynolds, 2000], con
ligeras modificaciones: Se amplificé el ADN con los cebadores 5’- CGG TAT AGG
CAC ACA ATG GTG AG 3y 5 GCA ATG GTT CAA GCG ATT CTT C -3,
generandose una banda de 350 pb. Ademas del buffer descrito por el fabricante de la
taq polimerasa (Ecogen), cada reaccién de amplificacion contenia 0,25uM de cada
primer, 200uM dNTP, 0,75mM MgCI2, 10% DMSO, 2,5u taq polimerasa y 500ng ADN

en un volumen final de 50ul.

Cada mezcla de reaccion se calentd a 95°C durante 5 minutos, siendo sometida a 30
ciclos de amplificacion mediante desnaturalizacién (95°C, 1 min), anillamiento (60°C, 1

min), y extension (72°C, 2 min).

CORTE CON ENDONUCLEASA

El polimorfismo de G a A en la posicién —463 en la region promotora del gen de la mpo
destruye (alelo A) o crea (alelo G) un sitio de restriccion Aci | dentro de un fragmento
de amplificacion de 350 pb. Existen tres posibles genotipos definidos por tres disefios
de bandeados distintos cuando realizamos una PCR-RFLP: A/A, G/A, G/G.

Una vez comprobado la presencia de producto amplificado, se afiadid 1 unidad de la
enzima de restriccion Aci | (New England Biolabs, Ref. R0551L) directamente a 10 pl
de producto amplificado e incubamos a 37°C durante 3 horas. Esta enzima que
reconoce la secuencia:

5CICGC3

3FGGCIGH
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El distinto patrén de bandas que se puede generar es:
Genotipo A/A (menor actividad promotora): 289 pb + 61 pb
Genotipo A/G : 289 pb + 169 pb + 120 pb + 61 pb

Genotipo G/G (mayor actividad promotora) : 169 pb + 120 pb + 61 pb

2.1.4.- INTERLEUQUINA-1

El genotipaje de los polimorfismos de los genes de estas interleuquinas se realiz6 de
acuerdo a los métodos descritos por Kanemoto et al [Kanemoto, 2000] y Foster et al
[Foster, 2000], con ligeras modificaciones; la amplificacién del ADN con los primers
para IL-1beta (- 511C/T) 5-TGG CAT TGA TCT GGT TCA TC-3' y 5-GTT TAG GAA
TCT TCC CAC TT-3’, generan una banda de 299 pb; para IL-1beta (+3953C/T): &’
GTT GTC ATC AGA CTT TGA CC 3 y 5 TTC AGT TCA TAT GGA CCA GA 3,
generaron una banda de 249 pb; y para IL-1alfa (-889 C/T), los primers fueron 5-GGG
GGC TTC ACT ATG TTG CCC ACA CTG GAC TAA-3'y 5-GAA GGC ATG GAT TTT
TAC ATA TGA CCT TCC ATG-3’, que generan una banda de 304 pb.

Ademas del buffer descrito por el fabricante de la Taq polimerasa (Perkin Elmer), cada
reaccion de amplificacion contenia 0,5uM de cada primer, 100uM dNTP, 1,5mM
MgCl,, 1,25u taq polimerasa, y 200ng ADN en un volumen final de 50pl.

Cada mezcla de reaccion se calenté a 95°C durante 5 minutos, siendo sometida a 35
ciclos de amplificacién mediante desnaturalizacion (94°C, 45 segundos), anillamiento,
(54°C, 50 segundos), y extension, (72°C, 1minuto), y un ciclo final de extensién de

72°C durante 5 minutos.
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CORTES CON ENDONUCLEASAS

Los genotipos IL-1beta (- 511C/T) e IL-1beta (C+3953T) se identificaron tras digestién
con las enzimas Ava | y Taq |, respectivamente, resolviéndose por electroforesis en un
gel de poliacrilamida al 20%; mientras que los genotipos IL-1alfa (-889 C/T) se
identificaron tras digestion con Nco | y resolucion por electroforesis también en un gel
de poliacrilamida al 20%; los fragmentos individuales de ADN se visualizaron y
fotografiaron tras su tinciéon con bromuro de etidio.

CORTE CON ENDONUCLEASA PARA ESTUDIO IL-1beta: PROMOTOR (C- 511T)
Utilizamos la enzima de restricciéon Ava | (New England Biolabs Ref. R0O152L), que
reconoce la secuencia:

5ClYCGRG?YZ

IFGRGCYTCH

Las condiciones de corte son las siguientes, durante 3 horas a 37°C: 2 ul del buffer
descrito para Ava |, 10u de Ava | y 8ul de producto amplificado en un volumen final de
25ul. Los productos generados fueron:

Corte con Aval | (alelo C):190 pb + 114 pb

No corte con Ava |l (alelo T): 304 pb

CORTE CON ENDONUCLEASA PARA ESTUDIO IL-1beta: EXON V (C+3953T)
Utilizamos la enzima de restriccion Taq | (New England Biolabs Ref.149L), que corta la
diana

5TICGA 3

FAGCTT 5

Las condiciones de corte son las siguientes, durante 3 horas a 65°C: 2ul del buffer
descrito para Taq I, 2ul de BSA (albumina de suero bovino), 10u de Taq | y 10ul de

producto amplificado en un volumen final de 25pl.
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Los productos generados fueron:

Corte con Taq | (alelo C): 135 pb + 114 pb

No corte con Taq | (alelo T): 249 pb

CORTE CON ENDONUCLEASA PARA ESTUDIO IL-1alfa: PROMOTOR (C-889T);
Utilizamos la enzima de restriccion Nco | (New England Biolabs Ref. R0193L), que
reconoce la secuencia:

5C{CATGG 3

FGGTACTC 5

Las condiciones de corte son las siguientes, durante 3 horas a 37°C: 2ul del buffer
descrito para Nco |, 10u de Nco | y 8ul de producto amplificado en un volumen final de
25ul. Los productos generados fueron:

Corte con Nco | (alelo C): 267 pb + 32 pb

No corte con Nco | (alelo T): 299 pb

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA: REACTIVOS, TAMPONES Y

GELES

e dNTP mix: dATP (ROCHE Ref.1051440), dCTP(ROCHE Ref.1051458),
dGTP(ROCHE Ref.1051466), dTTP(ROCHE Ref.1051482)

Cada uno de los 4 desoxinucledtidos esta a una concentracion de 100mM en un
volumen de 250ul. Se mezclan los cuatro y se les afiade agua bidestilada (9ml) hasta
quedar a una concentracién de 2,5mM cada uno. Esta mezcla se alicuota en tubos

eppendorf de 0,5ml y se congelan.
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e Tampodn de carga 6X (para geles de electroforesis de bandas con bajos pesos

moleculares)

Stock  Concentracion Final Volumen (50 ml)

H,0O bidestilada (BRAUN Ref.387875) 8,75 ml
Azul de bromofenol (BPB) 10 % 0,25 % 1,25 ml
Sacarosa (SIGMA Ref. S0389-500G) 50 % 40 % 40 ml

- Azul de bromofenol: Pesar 5 g y disolver en agua destilada hasta un volumen final de
50 ml.

- Sacarosa 50% (p/v): Pesar 50 g y disolver en agua destilada hasta un volumen final
de 100 ml.

e Tampon TBE 1X

Se toman 500 ml de tampoén TBE 10X (BIO-RAD Ref.161-0770), y se diluyen en agua
destilada hasta un volumen final de 5 litros.

¢ Bromuro de Etidio 10 mg/ml (SIGMA Ref. E7637-25G)

Pesar 0,59 y disolver en agua destilada hasta un volumen final de 50 ml.

e Gel de agarosa 2%

Pesar 4,89 de agarosa (ECOGEN Medium EEO agarose 250 gr. Ref AG0220) y
disolver en TBE 1X. Calentar en microondas y afadir 11,5ul de bromuro de etidio
cuando enfrie. Dejar gelificar en wuna bandeja de electroforesis con sus
correspondientes peines para hacer los pocillos. Una vez gelificado, poner en una

cubeta de electroforesis y cubrir con TBE 1X.
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¢ Gel de poliacrilamida

En un vaso de precipitado se mezclan los siguientes reactivos, para un gel de 18 x 16

cm:
8 % 0% 13%  20%
H,0 (ml) 21 19 17 11
Acril/Bis (ml) 6 75 9,75 15
TBE 10X (ml) 3 3 3 3
APS 10% (ul) 150 150 150 150
TEMED (nl) 15 15 15 15

e Persulfato aménico (APS) 10% (BIO-RAD Ref. 161-0700)

Pesar 0,59 y disolver en agua destilada hasta un volumen final de 5 ml.

e 40% Acrilamida (BIO-RAD Ref. 161-0140) / 2% Bisacrilamida (BIO-RAD Ref.
161-0141)

¢ N,N,N,N’-tetrametiletilendiamina (TEMED) (BIO-RAD Ref. 161-0801)

2.2.- ESTUDIO DEL SISTEMA HLA (HLA-A'Y HLA-DR) (PCR-SSO)

El estudio del locus A de la clase | del sistema HLA y del locus DR de la clase I, se
realizé a través de una PCR-SSO. En ambos casos, se utilizaron los kits comerciales

de 2 laboratorios.

2.2.1.- HLA-A

2.2.1.1.- Amplificacién

(Instrucciones segun fabricante (Dynal RELI SSO HLA-A. Dynal Biotech, Oslo,
Noruega)
1. Se pipetean 30ul de la Master Mix (suministrada por el fabricante) dentro de cada

tubo de PCR.
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2. Se anaden 15ul de la solucién MgCl, 6,0mM en todos los tubos que contengan la
Master Mix.

3. Por ultimo se anaden 15ul del ADN control, del control negativo (agua destilada
estéril), y del ADN de cada individuo en los tubos de PCR apropiados. Es necesario un
ADN purificado en suficiente cantidad para poder dispensar 200ng en un volumen de
15pl.

Cada mezcla de reaccion fue sometida a 35 ciclos de amplificacion en un
termociclador Perkin-Elmer, mediante desnaturalizacion (95°C, 15 segundos),
anillamiento (45°C, 60 segundos), y extensién (72°C, 15 segundos), y un ciclo final de
extension de 72°C durante 5 minutos.

Cuando el programa termina, se afiaden 60ul de la solucién de desnaturalizacion,
suministrada por el kit, a cada una de las muestras y se incuba durante 10 minutos a
temperatura ambiente para permitir una completa desnaturalizacion.
2.2.1.2.-Hibridacion

Una vez pasado el tiempo de desnaturalizacion, se lleva a cabo la hibridacion
automatizada con el aparato Auto RELI-48 y los reactivos, tal y como recomienda el
fabricante (Dynal Biotech, Oslo, Noruega)

.o Concentrado SSPE: Calentar en un bafo a 50°C. Todos los sdlidos precipitados
deben quedar disueltos

e Concentrado SDS: Calentar en un bafo a 50°C. Todos los sélidos precipitados
deben quedar disueltos

o Buffer de Hibridacion: Mezclar juntos en el orden siguiente: 55ml del concentrado
SSPE, 213ml de agua destilada o desionizada y 6,9ml del concentrado SDS. Para
ayudar a la disolucién, la solucién puede calentarse a 50°C.

¢ Buffer de Lavado: Mezclar juntos en el orden indicado: 65ml de concentrado SSPE,

1228,5ml de agua destilada y 6,5ml de concentrado SDS. Dividir el buffer de lavado
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en 2 botes dispensadores de volumen ajustable, ajustado a 5ml. Usar 275ml como
Buffer de Lavado Astringente y 1025ml como Buffer de Lavado Ambiente.

o Buffer de Citrato: Diluir 30ml del concentrado de Citrato con 570ml de agua
destilada.

¢ Conjugado: Se prepara segun el nimero de hibridaciones a realizar, esto es:

16 pl del conjugado x n° de tiras + 5,3 ml del tampon de lavado x n° de tiras

o Sustrato: Se prepara segun el numero de hibridaciones a realizar, esto es:

4.4 ml de sustrato A x n° tiras + 1,1 ml de sustrato B x n° tiras.

2.2.2.-HLA -DR

2.2.2.1.-Amplificacién
(Instrucciones segun fabricante: Innogenetics Diagnostica Iberia, S.L., Barcelona,
Espanfa)
En un tubo Eppendorf estéril de 1,5 ml, se pipetean las cantidades correspondientes al
numero de muestras que tenemos (N), en el siguiente orden:

1°.- Agua destilada N x 24ul

2°.- Tampén de amplificacion (AB) N x 10yl

3°.- Solucion de primers (DRB1) N x 10ul

4° - Taq polimerasa N x 0,5ul
Una vez preparada la mezcla para la PCR, pipeteamos 45ul de esta mix en cada tubo
eppendorf de 0,2ml estéril, y afiadimos 5ul de ADN a amplificar.
En un termociclador PTC-100 HB, cada mezcla de reaccion se calentd a 95°C durante
5 minutos, siendo sometida a continuacién a 35 ciclos de amplificacion mediante
desnaturalizacion (95°C, 30 segundos), anillamiento, (55°C, 20 segundos), y
extension, (72°C, 30 segundos), y un ciclo final de extension de 72°C durante 10

minutos.
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Una vez terminada la amplificacion, sacamos los tubos y preparamos una
electroforesis de control de calidad, tomando una alicuota de 4pul de amplificado a la
que afiadimos 1ul de tampdén de carga 5x, por muestra, y lo sometemos a
electroforesis en un gel al 2% de agarosa en TBE, a 200V durante 25 minutos.
Terminada la electroforesis realizaremos una foto y comprobamos que las muestras
han amplificado correctamente antes de pasar a la hibridacién con las tiras.
2.2.2.2.-Hibridacion

Con el aparato de hibridacion Auto-LiPA y los reactivos suministrados por el fabricante
y distribuidor (Innogenetics Diagnostica lberia, S.L., Barcelona, Espana), se lleva a
cabo la hibridacion tal y como recomienda el fabricante, afiadiendo previamente 15 pl
de solucion desnaturalizante y 15ul de muestra de PCR de cada uno de los individuos.
o Buffer de Hibridacién

¢ Lavado Astringente (SW)

e Solucién de Lavado o Rinse: Se prepara segun el numero de muestras a hibridar
(N), esto es:

(6,8 ml solucién rinse concentrada x N) + (27,2 ml agua bidestilada x N)

e Conjugado: Se prepara segun el numero de muestras a hibridar (N), esto es:

(120 ul conjugado concentrado x N) + (12 ml diluyente de conjugado x N)

e Substrato: Se prepara segun el numero de muestras a hibridar (N), esto es:

(120 pl substrato x N) + (12 ml buffer de substrato x N)

¢ Buffer de Substrato (SB)
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2.3- ESTUDIO CITOQUINAS: TNF-ALFA, TGF-BETA, IL-10, IL-6, IFN-GAMMA

(PCR-SSP)

El estudio de estos polimorfismos se realizé por medio de una PCR-SSP: La pareja de
primers estan disefiados para tener emparejamientos perfectos sélo con un Unico alelo
o grupo de alelos. Bajo condiciones de PCR estrictamente controladas, los primers
que emparejan perfectamente dan lugar a amplificacion de la secuencia que interesa
(resultado positivo), mientras que si existe algun mismatch, no habra amplificacion
(resultado negativo).

La interpretacion de los resultados de la PCR-SSP se basa en la presencia o ausencia
de fragmentos especificos de ADN amplificados. También se incluye una pareja de
primers que sirven de control interno para controlar que la PCR ha tenido lugar y no se

ha visto afectada por cualquier factor:

INTERPRETACION DEL GEL

Reaccidon Positiva Reaccidn Negativa No amplificacion

Pocillo | | | | | |

Banda de control
Interna

Banda positiva de
Tipaje

Banda del primer e —— —

Figura SM1.- Interpretacién del gel de una PCR-SSP
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Protocolo de amplificacion (segun fabricante para el kit CYTGEN fabricado por One

Lambda, Inc., California, U.S.A):

1.

Se descongelan los tubos de mix y las placas que ya vienen en el kit de tipaje de
citoquinas, y se llevan a temperatura ambiente.

Se afiade 1ul de agua al pocillo del control negativo de la placa.

Se afaden 5u/ul al tubo de mix. Se cierra el tubo y se agita con un vértex durante
unos 5 segundos; luego se centrifuga para que no queden restos en las paredes y
tapa del tubo de mix.

Se pipetean 9ul de mix al pocillo del control negativo de la placa.

Se afiaden 10ul de ADN al tubo de mix. Se cierra el tubo y se agita otra vez
durante unos 5 segundos y luego se vuelve a centrifugar.

Se alicuotan 10ul de la mezcla de mix-ADN a cada uno de los pocillos de la placa,
excepto al pocillo del control negativo.

Se cubre la placa con la tira de sellar que acompana a las placas y se pone en el

termociclador Perkin -Elmer.

En un termociclador Perkin-Elmer 96, cada mezcla de reacciéon se sometié a 1 ciclo de

desnaturalizacion (96°C durante 2 minutos y 10 segundos) mas anillamiento (63°C

durante 1 minuto); le siguieron nueve ciclos de amplificacion (96°C, 10 segundos) y

anillamiento (63°C, 1minuto); finalmente se realizaron 20 ciclos de amplificacion

mediante desnaturalizacion (96°C, 20 segundos), anillamiento (59°C, 50 segundos), y

extension (72°C, 32 segundos), y un ciclo final de extensién de 72°C durante 10

minutos.

Los 10 ul de la reaccion se someten a electroforesis en un gel de agarosa al 2 %, a

140-150 voltios, durante unos 3-5 minutos.
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3.- ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se llevoé a cabo con el programa informatico SPSS version 10.0
para Windows (Chicago, IL, USA).

Las frecuencias genotipicas y alélicas, tanto del grupo de pacientes como del grupo de
controles, se obtuvieron por recuento directo de los genotipos y alelos, y calculo de
proporciones simples. Asi mismo, hemos realizado el estudio de la presencia o
ausencia de un determinado alelo, en cada sujeto, como un caracter cuantificable.

Las comparaciones de alelos, genotipos y presencia/ausencia de un caracter, se
realizaron con el test de Chi-cuadrado de Pearson (xz), o el test exacto de Fisher,
cuando fue necesario, en el moédulo “crosstab” del paquete estadistico SPSS. Se
utilizé el método de Wolf-Haldane para el calculo de los odds ratio (O.R.) y los
intervalos de confianza (1.C.) del 95%.

La comparacion de edad al diagndstico se realizé por medio del test no paramétrico de
Mann-Whitney.

Respecto a los estudios de Regresién Logistica, se han realizado con el mdédulo
apropiado del paquete estadistico SPSS version 10.0, lo mismo que la Regresion de
Cox para variables de tiempo.

Como es habitual en estos estudios, en este trabajo, todas las p superiores a 0,05, se

han considerado no significativas.
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1.- CASUISTICA

De los 282 pacientes mayores de 60 afos, 88 fueron hombres y 194 mujeres. El rango
de edad de los enfermos fue de 60 a 97 afios, con una edad media de 76,05 aros.

Por género, la edad media de los hombres fue de 75,22, mientras que la de las
mujeres fue de 76,43.

De los 312 controles, 192 fueron hombres y 120 mujeres. El rango de edad de los
controles fue de 60 a 90 anos, con una edad media de 70,10 anos.

Por género, la edad media de los hombres fue de 70,36, mientras que la de las

mujeres fue de 69,68.

TABLA R1- DESCRIPCION DE LOS GRUPOS

DIAGNOSTICO GENERO N MEDIA MiNIMO MAXIMO

Hombre 88 75,22 60 88

Pacientes Mujer 194 76,43 60 97
TOTAL 282 76,05 60 97

Hombre 192 70,36 60 90

Controles Mujer 120 69,68 60 88
TOTAL 312 70,10 60 90

Hombre 280 71,89 60 90

TOTAL Mujer 314 73,85 60 97
TOTAL 594 72,93 60 97

-81-




RESULTADOS

2.- EDAD AL DIAGNOSTICO

Cuando estudiamos la edad al diagndstico, evidentemente sélo podemos hacerlo en el
grupo de pacientes. Estos fueron divididos por grupos de 5 afios, tal y como se
muestra en la tabla R2, donde podemos ver que el porcentaje de pacientes va
aumentando a medida que aumenta la edad hasta los 80 afos, donde empieza a

descender el numero de pacientes.

TABLA R2- GRUPOS DE EDAD EN PACIENTES

GRUPOS DE EDAD TOTAL

60-64 65-69 70-74 75-79 80-84 285

18 (6,4%) 28 (9,9%) 66 (23,4%) 74 (26,2%) 67 (23,8%) 29 (10,3%) 282 (100%)

3.- GENERO

Cuando estudiamos la posible relacion del género con la enfermedad observamos que
existen diferencias significativas entre hombres y mujeres, de tal manera que el género

femenino es un factor de susceptibilidad para la enfermedad (tablas R3 y R40):

TABLA R3- RELACION GENERO x DIAGNOSTICO

GENERO
Hombre Mujer TOTAL
Pacientes N (%) 88 (31,2) 194 (68,8) 282 (100,0)
DIAGNOSTICO
Controles N (%) 192 (61,5) 120 (38,5) 312 (100,0)
TOTAL N (%) 280 (47,1) 314 (52,9) 594 (100,0)

p = 0,000; O.R. = 3,527; I.C. (2,511 — 4,955)
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Decidimos comprobar también si existia alguna relacion entre el género y la edad al
diagnéstico de la enfermedad, para lo cual realizamos este estudio en el grupo de los
pacientes.

Asi, aplicando el test de Mann-Whitney, que nos sirve para comparar medias de dos
grupos, no encontramos diferencias estadisticamente significativas entre hombres y

mujeres, aunque estas ultimas son mas longevas.

TABLA R4- RELACION GENERO x EDAD AL DIAGNOSTICO

GENERO N MEDIA DESVIACION ESTANDAR
Hombre 88 75,22 7,08
EDAD Mujer 194 76,43 6,72

p=0,167

4.- VARIABLES GENETICAS

Como ya se indicé en el apartado de Material y Métodos, las distintas variables
genéticas estudiadas fueron:

e Apolipoproteina E (APOE E: exén 4)

e Butirilcolinesterasa (BChE: variantes W-K; exon 4: +1615 G/A)

e Mieloperoxidasa (MPO: -463 G/G)

e Factor de Necrosis Tumoral-alfa (TNF-alfa: -308 G/A)

e Factor Transformador del Crecimiento-beta1 (TGF-beta1: +10 T/C y +25 G/A)

e Interferon-gamma (IFN-gamma: +874 T/A)

e |Interleuquina-10 (IL-10: -1082 G/A, -819 C/T y -592 C/A)

¢ Interleuquina-1alfa (IL-1alfa: -889 C/T)

¢ Interleuquina-1beta (IL-1beta: +3953 T/C y -511 T/C)

¢ Interleuquina-6 (IL-6: -174 G/C)

e Antigeno Leucocitario Humano A (HLA-A2)

¢ Antigeno Leucocitario Humano DR (HLA-DR2)
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La distribucion de los genotipos de todos los genes propuestos en este estudio, en
ambos grupos de sujetos (pacientes y controles), mostré que todos éstos se
encontraban en equilibrio de Hardy-Weimberg, esto es, los genotipos observados no
presentaron desviaciones de los genotipos esperados, asumiéndose, por tanto, el

equilibrio genético en la poblacion.

4.1.- APOLIPOPROTEINA E

Ya mencionado en el apartado Introduccién, es el alelo E4 del gen de la
apolipoproteina E el que se ha encontrado asociado con la enfermedad de Alzheimer

de tipo esporadico y tardio.

4.1.1. GENOTIPOS Y ALELOS
La distribucion de los genotipos y alelos de este gen, en nuestro grupo de estudio, se

muestran a continuacion en las siguientes tablas (Tablas R5 y R6):

TABLA R5- DISTRIBUCION DE GENOTIPOS APO-E x DIAGNOSTICO

GENOTIPO APOE

E4/4 E4/3 E4/2 E3/3 E3/2 E2/2 TOTAL

22 108 8 129 15 282
Paciente N (%) 0
(78  (383) (28) (457) (53) (100,0)
1 64 4 220 22 1 312

DIAGNOSTICO Control N (%)
0,3) (20,5) (1,3) (70,5) (7,1)  (0,3)  (100,0)

23 172 12 349 37 1 594
N (%)
TOTAL (39 (290) (20) (58,8 (62) (02) (100,0)

p = 0,000
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TABLA R6- DISTRIBUCION DE ALELOS APO-E x DIAGNOSTICO

ALELOS APOE
E2 E3 E4 TOTAL
Paciente N (%) 23 (4,1) 381(67,6) 160 (28,4) 564 (100,0)
DIAGNOSTICO Control N (%) 28(4,5) 526(84,3) 70(11,2) 624 (100,0)
TOTAL N (%) 51(43) 907 (76,3) 230 (19,4) 1188 (100,0)
p =0,000

Podemos ver que existe algun tipo de relacién de estos alelos con la EA, de manera

que es el alelo E4 el que aparece en mayor numero en el grupo de nuestros pacientes,

mientras que el E3 lo hace en el grupo control (el E2 aparece por igual en ambos

grupos).

Si estratificamos nuestro grupo de estudio por presencia / ausencia de este alelo E4,

podemos ver que el casi el 50% de los pacientes lo presentan, mientras que el otro

50% no lo tiene. Sin embargo, no ocurre lo mismo con los controles, donde casi un

78% de los individuos no portan este alelo:

TABLA R7- PRESENCIA DEL ALELO E4 x DIAGNOSTICO

PRESENCIA DE E4
E4 pres No E4 TOTAL
Pacientes N (%) 138 (48,9) 144 (51,1) 282 (100,0)
DIAGNOSTICO Controles N (%) 69 (22,1) 243 (77,9) 312 (100,0)
TOTAL N (%) 207 (34,8) 387 (65,2) 594 (100,0)

p =0,00; O.R. =3,37; I.C. (2,36 — 4,81)

Vemos que existe una fuerte asociacion de la presencia del alelo E4 con la

enfermedad, incluso cuando hacemos este mismo estudio separando por género,

donde la asociacion se mantiene igual de fuerte en ambos sexos (Tabla R8):
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TABLA R8- PRESENCIA DEL ALELO E4 x DIAGNOSTICO x GENERO

PRESENCIA DE E4
HOMBRES
E4 pres No E4 TOTAL
Pacientes N (%) 39 (44,3) 49 (55,7) 88 (100,0)
DIAGNOSTICO Controles N (%) 39 (20,3) 153 (79,7) 192 (100,0)
PRESENCIA DE E4
MUJERES
E4 pres No E4 TOTAL
Pacientes N (%) 99 (51,0) 95 (49,0) 194 (100,0)
DIAGNOSTICO Controles N (%) 30 (25,0) 90 (75,0) 120 (100,0)

Hombres: p = 0,000; OR = 3,122; 1.C.(1,80-5,40)

Mujeres: p =0,000; OR = 3,126; 1.C.(1,89-5,15)

4.1.2. EFECTO DOSIS

Quisimos estudiar también si existia un “efecto dosis” respecto a este alelo, es decir, si
existian diferencias en cuanto a tener un alelo E4 (heterocigoto E x/4) o dos
(homocigoto E 4/4) frente a no tener ninguno. Para esto, realizamos una regresion
logistica y pudimos observar que tener un alelo E4 conlleva un riesgo casi 3 veces
mayor que no tener ningun alelo E4, mientras que tener dos alelos E4 (ser homocigoto

E 4/4) conlleva un riesgo 37 veces mayor que cuando no se tiene ninguno (Tabla R9):

TABLA R9- ESTUDIO DE DOSIS DE ALELO E4 x DIAGNOSTICO

N° DE ALELOS E4 N P O.R. I.C.
0 144
1 116 0,000 2,879 2,001 - 4,140
2 22 0,000 37,008 4,950 — 276,64

En este tabla, donde la categoria de referencia es no tener ningun alelo E4, podemos
ver que el I.C. para el caso de tener 2 alelos E4 es muy amplio; esto es debido a que

en alguna de las casillas tenemos muy poco numero de individuos, concretamente en
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la casilla "control-4/4" de la tabla R5 sélo hay 1 individuo (si este nimero hubiera sido

mayor, el |.C. seria mas corto).

4.1.3. EDAD AL DIAGNOSTICO
En cuanto a si este alelo presentaba alguna relacion con la edad al diagnéstico, no

encontramos ninguna relacién entre ambos:

TABLA R10- PRESENCIA DEL ALELO E4 x EDAD AL DIAGNOSTICO

PRESENCIA DE E4 N MEDIA DESVIACION ESTANDAR
E4 presente 138 75,78 6,48
EDAD E4 ausente 144 76,31 7,19

p =0,517

4.2.- BUTIRILCOLINESTERASA

4.2.1. ALELOS Y GENOTIPOS

En cuanto al estudio de los genotipos de la BChE realizados en este trabajo, el
porcentaje de pacientes que portaban el alelo K de la BChE fue muy similar al de los
controles, al igual que el porcentaje de individuos que portaban el alelo salvaje, por lo
que ninguno de éstos presentd asociacién alguna con la susceptibilidad a la

enfermedad:

TABLA R11- RELACION DE GENOTIPOS BChE x DIAGNOSTICO

GENOTIPOS ALELOS

KK KW ww K w

Pacientes (%) 14 (50) 82(29,1) 186 (66,0) 192 (34,0) 372 (66,0)

DIAGNOSTICO “Controles (%) 16 (5,1) 89 (28,5) 207 (66,3)  210(33,7) 414 (66,3)

TOTAL (%) 30 (5.1) 171(28,8) 393 (66,2)  402(33,8) 786 (66,2)

p = 0,987 p =0,902
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TABLA R12- PRESENCIA DEL ALELO K BChE x DIAGNOSTICO

PRESENCIA DE K

K pres No K TOTAL

Pacientes N (%) 96 (34,0) 186 (66,0) 282 (100,0)

DIAGNOSTICO Controles N (%) 105 (33,7) 207 (66,3) 312 (100,0)

TOTAL N (%) 201(338) 393 (66,2) 594 (100,0)

p =0,931

4.2.2. INTERACCION CON APOE4
Tampoco hubo asociacidon con la enfermedad cuando estratificamos por presencia /
ausencia de BChE-K, ni siquiera estratificando por género o por presencia / ausencia

de APOE E4 (Tabla R13):

TABLA R13- PRESENCIA ALELO K x DIAGNOSTICO x PRESENCIA DE APOE E4

PRESENCIA DE K
ALELO E4 PRESENTE

K pres No K TOTAL
Pacientes (%) 44 (31,9) 94 (68,1) 138 (100,0)
DIAGNOSTICO ~ Controles (%) 24 (34.8) 45 (65,2) 69 (100,0)

PRESENCIA DE K
ALELO E4 AUSENTE

K pres No K TOTAL
Pacientes (%) 52 (36,1) 92 (63,9) 144 (100,0)
DIAGNOSTICO Controles (%) 81 (33,3) 162 (66,70) 243 (100,0)

Presencia APOE E4 — p = 0,754

Ausencia APOE E4 — p =0,582

4.2.3. EDAD AL DIAGNOSTICO
Sin embargo, cuando hacemos el estudio de asociacion con la edad al diagndéstico,

encontramos que la presencia / ausencia del alelo K si que tiene relacién con la
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misma, de tal manera que este alelo esta asociado a los sujetos de mas edad (Tabla

R14):

TABLA R14- PRESENCIA ALELO K x EDAD AL DIAGNOSTICO

PRESENCIA DE K N MEDIA DESVIACION ESTANDAR
K presente 96 77,30 6,34
EDAD K ausente 186 75,41 7,02

p =0,028

Asi pues, en nuestro estudio tenemos que no existe ningun tipo de asociacion entre
los genotipos del gen de la butirilcolinesterasa y el diagnéstico de la enfermedad de
Alzheimer, ni siquiera cuando hacemos el mismo estudio separando por género.
Tampoco aparece ningun tipo de asociacion cuando estudiamos la presencia /
ausencia del alelo K con todos los individuos, separando por género o separando por
presencia / ausencia de E4.

Sin embargo, la presencia / ausencia del alelo K si tiene relacion con la edad al
diagnéstico de la enfermedad, de tal manera que los individuos que no poseen este
alelo son los de menos edad.

¢, Que ocurre cuando separamos por presencia / ausencia de E4? (Tabla R15):

TABLA R15- PRESENCIA ALELO K x EDAD AL DIAGNOSTICO x PRESENCIA APOE4

PRESENCIA PRESENCIA DESVIACION
N MEDIA .
APOE E4 K ESTANDAR
K presente 44 76,57 6,11
E4 presente K ausente o4 75,41 6,65
EDAD K presente 52 77,92 6,53
E4 ausente K ausente 92 75,40 7,42

Presencia E4 - p =0,33

Ausencia E4 — p =0,043
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Cuando separamos por presencia / ausencia de APOE E4, vemos que en ambos
casos los individuos que presentan el alelo K son mayores que los que no lo
presentan, lo cual sigue en concordancia con el resultado general; sin embargo, esto
sblo es estadisticamente significativo en los individuos que no portan el alelo E4
(p=0'043), donde los pacientes que tienen el alelo K son los de mas edad cuando se

diagnostican.

4.2.4. EFECTO DOSIS

Cuando estudiamos la posibilidad de que existiera distinta relacién con la edad segun
el numero de alelos K presente, observamos que so6lo existia diferencias
estadisticamente significativas cuando comparamos el tener 1 alelo K (heterocigoto K)
frente a no tener ninguno (tabla R16); posiblemente, el no encontrar relaciéon con la
edad en el grupo de los homocigotos para el alelo K, se explique por el bajo numero

de éstos que hay en todo el grupo.

TABLA R16- EFECTO DOSIS x EDAD

N° DE ALELOS K N MEDIA DE EDAD DESVIACION ESTANDAR
0 186 75,41 7,02
1 82 77,66 6,46
2 14 75,21 5,29

Ovs1=p=0,014 // 0vs2=p=0,919 //1vs2=p=0,184
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4.3.- MIELOPEROXIDASA

Como ya se ha mencionado en apartados anteriores, el genotipo -463 G/G del
promotor del gen de la mieloperoxidasa ha sido relacionado con la enfermedad de

Alzheimer.

4.3.1. GENOTIPOS Y ALELOS
No hemos encontrado asociacién de ningun genotipo del promotor de este gen con el

diagnéstico de la enfermedad en estudio, tal y como podemos ver en la tabla R17:

TABLA R17- RELACION DE GENOTIPOS MPO x DIAGNOSTICO

GENOTIPOS ALELOS

GG GA AA G A

Pacientes (%) 151 (53,5) 114 (40,4) 17 (6,0) 530 (94,0) 34 (6,0)

DIAGNOSTICO “Controles (%) 149 (47,8) 134 (42,9) 29 (9,3) 566 (90,7) 58 (9,3)

TOTAL (%) 300 (50,5) 248 (41,8) 46 (7,7) 1096 (92,3) 92 (7.7)

p =0,197 p =0,039

Aunque observamos que existe una significacion entre el alelo G y la EA, este
resultado es bastante débil, ya que el numero de alelos A es muy bajo y consideramos
que podria estar falseando la significacion de esta asociaciéon. De hecho, cuando
estudiamos la presencia de estos alelos en los individuos, comprobamos que,

efectivamente, no hay relacién de ninguno de ellos con la enfermedad (Tabla R18):
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TABLA R18- PRESENCIA DE ALELOS MPO x DIAGNOSTICO

PRESENCIA DE MPO-G PRESENCIA DE MPO-A
SiG No G SiA No A
Paciente (%) 265 (94,0) 17 (6,0) 131(46,5) 151 (53,5)
DIAGNOSTICO ~ Controles (%) 283 (90,7) 29 (9,3) 163 (52,2) 149 (47,8)
p=0,167 p=0,163

4.3.2. INTERACCION CON APOE4
Al estratificar por la presencia / ausencia del alelo E4 de la apolipoproteina E, si que
encontramos asociacién del alelo G del promotor de la MPO con el diagndstico de la

enfermedad, pero unicamente en aquellos individuos que no portaban el alelo E4:

TABLA R19- RELACION DE MPO -463G x DIAGNOSTICO x PRESENCIA DE APOE E4

PRESENCIA DE MPO G
) TOTAL
APOE E4 DIAGNOSTICO SiG No G
Paciente (%) 126 (91,3) 12 (8,7) 138 (100,0)
PRESENTE ~Control (%) 62 (89,9) 7 (10,1) 69 (100,0)
Paciente (%) 139 (96,5) 5(3.5) 144 (100,0)
AUSENTE  Control (%) 221 (90,9) 22 (9,1) 243 (100,0)

Presencia APOEE4 —» p=0,8
Ausencia APOE E4 — p =0,04; O.R. =2,767;1.C.(1,024-7,477)
Este resultado hay que tomarlo con cautela, puesto que en una de las casillas de la

tabla de contingencia existe un nimero bajo de individuos (sélo 5).

4.3.3. EDAD AL DIAGNOSTICO
Respecto a la edad al diagnéstico, no encontramos relacion de ningun tipo con la
misma cuando estudiamos al total de los pacientes (p=0,663); sin embargo, cuando

estratificamos por presencia / ausencia de APOE E4, pudimos observar que los
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individuos homocigotos para el alelo G y con E4 presente, adelantaban su edad al

diagnéstico:

TABLA R20- EDAD AL DIAGNOSTICO x MPO-GG x APOE4

DESVIACION
APOE E4 GENOTIPO GG N MEDIA ;
ESTANDAR
No GG 61 77,56 6,39
PRESENTE
Si GG 77 74,38 6,24
EDAD Si GG 74 77,46 7,04
AUSENTE
No GG 70 75,10 7,21

Presencia APOE E4 — p = 0,004

Ausencia APOE E4 — p = 0,049

También encontramos una asociacion, aunque bastante mas labil, en aquellos
pacientes que no son homocigotos para el alelo G (GA o AA) y tampoco portan el alelo
E4, de tal modo que en estos individuos también se adelantaria la edad al diagnostico

de la enfermedad.

4.3.4. EFECTO DOSIS

Aunque hemos observado asociacién entre el genotipo GG, la presencia del alelo
APOE E4 y la edad al diagndstico, no realizamos el estudio dosis, puesto que el
numero de individuos disminuiria bastante y la casuistica no seria la adecuada para un

estudio de este tipo.

4.4.- CITOQUINAS: TNF-alfa, TGF-beta1, IFN-gamma, IL-10, IL-1alfa, IL-1beta e IL-

6

Como ya se ha resefiado al principio de este apartado de Resultados, cuando

estudiamos todas estas variables, por separado, sélo algunas de las interleuquinas
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ofrecieron algun tipo de asociacion con la enfermedad de Alzheimer, concretamente

IL-1beta (-511 C/T) e IL-6, siendo negativas el resto.

4.4.1.-TNF-ALFA (-308 G/A)

4.4.1.1. GENOTIPOS Y ALELOS
En nuestro estudio no encontramos ninguna relacion de los genotipos y alelos del

polimorfismo de promotor -308 G/A del gen TNF-alfa con la EA.

TABLA R21- RELACION DE GENOTIPOS Y ALELOS TNF-ALFA (-308 GJ/A) x

DIAGNOSTICO
GENOTIPOS ALELOS
GG GA AA G A
Pacientes (%) 206 (73,0) 70(24,8) 6 (2,1) 482 (85,5) 82 (14,5)
DIAGNOSTICO ~ Controles (%) 236 (75,6) 69 (22,1) 7 (2,2) 541 (86,7) 83 (13,3)
p=0,738 p = 0,557

4.4.1.2. INTERACCION APOE E4
Cuando estratificamos por presencia / ausencia de APOE E4, tampoco encontramos
ningun tipo de asociaciéon de los genotipos y/o alelos del polimorfismo de promotor

-308 G/A del gen TNF-alfa con el diagnéstico de la EA.

4.4.1.3. EDAD AL DIAGNOSTICO
No encontramos relacion de los genotipos y/o alelos del polimorfismo de promotor

-308 G/A del gen TNF-alfa con la edad al diagnéstico de la enfermedad.

4.41.4.  EFECTO DOSIS

Al no existir ningun tipo de relacién con la enfermedad, no fue necesario estudiar el

efecto dosis de los alelos que conforman los genotipos de esta citoquina
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4.4.2.- TGF-BETA1 (+10T/C)

4.4.2.1. GENOTIPOS Y ALELOS
En nuestro estudio no encontramos ninguna relacién de los genotipos y alelos del

polimorfismo +10T/C del gen TGF-beta1 con la EA.

TABLA R22- RELACION DE GENOTIPOS Y ALELOS TGF-BETA 1 (+10 T/C) x

DIAGNOSTICO
GENOTIPOS ALELOS
T TC cC T C
Pacientes (%) 94 (33,3) 139 (49,3) 49 (17,4) 327 (58,0) 237 (42,0)
DIAGNOSTICO
Controles (%) 102 (32,7) 143 (45,8) 67 (21,5) 347 (55,6) 277 (44.4)
p=0,435 p=0,412

4.4.2.2. INTERACCION APOE E4
Cuando estratificamos por presencia / ausencia de APOE E4, tampoco encontramos
ningun tipo de asociacion de los genotipos y/o alelos del polimorfismo +10T/C del gen

TGF-beta1 con el diagnéstico de la EA.

4.4.2.3. EDAD AL DIAGNOSTICO
No encontramos relacion de los genotipos y/o alelos del polimorfismo +10T/C del gen

TGF-beta1 con la edad al diagndstico de la enfermedad.

4.4.2.4. EFECTO DOSIS

Al no existir ningun tipo de relacion con la enfermedad, no fue necesario estudiar el

efecto dosis de los alelos que conforman los genotipos de esta citoquina.
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4.4.3.-TGF-BETA1 (+25 G/A)

4.4.3.1. GENOTIPOS Y ALELOS
En nuestro estudio no encontramos ninguna relaciéon de los genotipos y alelos del

polimorfismo +25 G/A del gen TGF-beta1 con la EA.

TABLA R23- RELACION DE GENOTIPOS Y ALELOS TGF-BETA 1 (+25 G/C) x

DIAGNOSTICO
GENOTIPOS ALELOS
GG GC cc G C
Pacientes (%) 254 (90,1) 26 (9,2)  2(0,7) 533 (94,5) 31 (5,5)
DIAGNOSTICO
Controles (%) 267 (85,6) 44 (14,1)  1(0,3) 578 (92,6) 46 (7.4)
p=0,151 p =0,197

4.4.3.2. INTERACCION APOE E4
Cuando estratificamos por presencia / ausencia de APOE E4, tampoco encontramos
ningun tipo de asociacion de los genotipos y/o alelos del polimorfismo +25 G/A del gen

TGF-beta1 con el diagnéstico de la EA.

4.4.3.3. EDAD AL DIAGNOSTICO
No encontramos relacién de los genotipos y/o alelos del polimorfismo +25 G/A del gen

TGF-beta1 con la edad al diagndstico de la enfermedad.

4.4.3.4. EFECTO DOSIS
Al no existir ningun tipo de relacién con la enfermedad, no fue necesario estudiar el

efecto dosis de los alelos que conforman los genotipos de esta citoquina.
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4.4.4.- IFN-GAMMA (+874 T/A)

4.4.4.1. GENOTIPOS Y ALELOS
En nuestro estudio no encontramos ninguna relaciéon de los genotipos y alelos del

polimorfismo +874 T/A del gen IFN-gamma con la EA.

TABLA R24- RELACION DE GENOTIPOS Y ALELOS IFN-GAMMA (+874 TI/A) x

DIAGNOSTICO
GENOTIPOS ALELOS
RN TA AA T A
Pacientes (%) 62 (22,0) 143 (50,7) 77 (27,3) 297 (52,7) 267 (47,3)
DIAGNOSTICO

Controles (%) 65 (20,8) 163 (52,2) 84 (26,9)  331(53,0) 293 (47,0)

p = 0,920 p = 0,907

4.4.4.2. INTERACCION APOE E4
Cuando estratificamos por presencia / ausencia de APOE E4, tampoco encontramos
ningun tipo de asociacion de los genotipos y/o alelos del polimorfismo +874 T/A del

gen IFN-gamma con el diagnéstico de la EA.

4.4.4.3. EDAD AL DIAGNOSTICO
No encontramos relacion de los genotipos y/o alelos del polimorfismo +874 T/A del

gen IFN-gamma con la edad al diagndstico de la enfermedad.

4444 EFECTO DOSIS
Al no existir ningun tipo de relacién con la enfermedad, no fue necesario estudiar el

efecto dosis de los alelos que conforman los genotipos de esta citoquina.
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4.4.5.- 1L-10 (-1082 G/A)

4.4.51. GENOTIPOS Y ALELOS
En nuestro estudio no encontramos ninguna relaciéon de los genotipos y alelos del

polimorfismo de promotor -1082 G/A del gen IL-10 con la EA.

TABLA R25- RELACION DE GENOTIPOS Y ALELOS IL-10 (-1082 G/A) x DIAGNOSTICO

GENOTIPOS ALELOS

GG GA AA A G

Pacientes (%) 49 (17,4) 128 (45,4) 105 (37,2)  338(59,9) 226 (40,1)
DIAGNOSTICO

Controles (%) 51 (16,3) 152 (48,7) 109 (34,9) 370 (59,3) 254 (40,7)

p=0,719 p = 0,859

4.45.2. INTERACCION APOE E4
Cuando estratificamos por presencia / ausencia de APOE E4, tampoco encontramos
ningun tipo de asociacion de los genotipos y/o alelos del polimorfismo de promotor

-1082 G/A del gen IL-10 con el diagnéstico de la EA.

4.4.5.3. EDAD AL DIAGNOSTICO
No encontramos relacion de los genotipos y/o alelos del polimorfismo de promotor

-1082 G/A del gen IL-10 con la edad al diagndstico de la enfermedad.

4.4.5.4. EFECTO DOSIS

Al no existir ningun tipo de relacion con la enfermedad, no fue necesario estudiar el

efecto dosis de los alelos que conforman los genotipos de esta citoquina.
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4.4.6.- 1L-10 (-819 CIT)

4.4.6.1. GENOTIPOS Y ALELOS
En nuestro estudio no encontramos ninguna relaciéon de los genotipos y alelos del

polimorfismo de promotor -819 C/T del gen IL-10, con la EA.

TABLA R26- RELACION DE GENOTIPOS Y ALELOS IL-10 (-819 C/T) x DIAGNOSTICO

GENOTIPOS ALELOS

cc CT 1T Cc T

Pacientes (%) 144 (51,1) 113 (40,1) 25 (8,9) 163 (28,9) 401 (71,1)
DIAGNOSTICO

Controles (%) 162 (51,9) 123 (39,4) 27 (8,7) 177 (28,4) 447 (71,6)

p=0,978 p = 0,847

4.4.6.2. INTERACCION APOE E4
Cuando estratificamos por presencia / ausencia de APOE E4, tampoco encontramos
ningun tipo de asociacion de los genotipos y/o alelos del polimorfismo de promotor

-819 C/T del gen IL-10 con el diagnéstico de la EA.

4.4.6.3. EDAD AL DIAGNOSTICO
No encontramos relacion de los genotipos y/o alelos del polimorfismo de promotor

-819 C/T del gen IL-10 con la edad al diagnéstico de la enfermedad.

4.4.6.4. EFECTO DOSIS

Al no existir ningun tipo de relacion con la enfermedad, no fue necesario estudiar el

efecto dosis de los alelos que conforman los genotipos de esta citoquina.
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4.4.7.- 1L-10 (-592 C/A)

4.4.7.1. GENOTIPOS Y ALELOS
En nuestro estudio no encontramos ninguna relaciéon de los genotipos y alelos del

polimorfismo de promotor -592 C/A del gen IL-10 con la EA.

TABLA R27- RELACION DE GENOTIPOS Y ALELOS IL-10 (-592 C/A) x DIAGNOSTICO

GENOTIPOS ALELOS

CcC CA AA Cc A

Pacientes (%) 143 (50,7) 114 (40,4) 25 (8,9) 164 (29,1) 400 (70,9)
DIAGNOSTICO

Controles (%) 162 (51,9) 123 (39,4) 27 (8,7) 177 (28,4) 447 (71,6)

p = 0,957 p=0,798

4.4.7.2. INTERACCION APOE E4
Cuando estratificamos por presencia / ausencia de APOE E4, tampoco encontramos
ningun tipo de asociacion de los genotipos y/o alelos del polimorfismo de promotor

-592 C/A del gen IL-10 con el diagndstico de la EA.

4.4.7.3. EDAD AL DIAGNOSTICO
No encontramos relacion de los genotipos y/o alelos del polimorfismo de promotor

-592 C/A del gen IL-10 con la edad al diagnéstico de la enfermedad.

4.4.7.4. EFECTO DOSIS

Al no existir ningun tipo de relacion con la enfermedad, no fue necesario estudiar el

efecto dosis de los alelos que conforman los genotipos de esta citoquina.
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4.4.8.- IL-1 ALFA (-889 C/T)

4.4.8.1. GENOTIPOS Y ALELOS
En nuestro estudio no encontramos ninguna relaciéon de los genotipos y alelos del

polimorfismo de promotor -889 C/T del gen IL-1alfa con la EA.

TABLA R28- RELACION DE GENOTIPOS Y ALELOS IL-1 ALFA (-889 C/T) x DIAGNOSTICO

GENOTIPOS ALELOS

cc CT 1T T Cc

Pacientes (%) 138 (48,9) 118(41,8) 26 (9,2) 170 (30,1) 394 (69,9)
DIAGNOSTICO

Controles (%) 168 (53,8) 121 (38,8) 23 (7,4) 167 (26,8) 457 (73,2)

p=0,438 p=0,198

4.4.8.2. INTERACCION APOE E4
Cuando estratificamos por presencia / ausencia de APOE E4, tampoco encontramos
ningun tipo de asociacion de los genotipos y/o alelos del polimorfismo -889 C/T del gen

IL-1alfa con el diagnéstico de la EA.

4.4.8.3. EDAD AL DIAGNOSTICO
No encontramos relacion de los genotipos y/o alelos del polimorfismo -889 C/T del gen

IL-1alfa con la edad al diagndstico de la enfermedad.

4.4.8.4. EFECTO DOSIS

Al no existir ningun tipo de relacion con la enfermedad, no fue necesario estudiar el

efecto dosis de los alelos que conforman los genotipos de esta citoquina.
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4.4.9.- IL-1 BETA (+3953 T/C)

4.4.9.1. GENOTIPOS Y ALELOS
En nuestro estudio no encontramos ninguna relaciéon de los genotipos y alelos del

polimorfismo +3953 T/C del gen IL-1beta con la EA.

TABLA R29- RELACION DE GENOTIPOS Y ALELOS IL-1BETA (+3953 T/C) x

DIAGNOSTICO
GENOTIPOS ALELOS
cc cT T T C
Pacientes (%) 151 (53,5) 114 (40,4) 17 (6,0) 148 (26,2) 416 (73.8)
DIAGNOSTICO
Controles (%) 182 (58,3) 118 (37,8) 12 (3,8) 142 (22,8) 482 (77,2)

p=0,315 p=0,176

4.4.9.2. INTERACCION APOE E4
Cuando estratificamos por presencia / ausencia de APOE E4, tampoco encontramos
ningun tipo de asociacién de los genotipos y/o alelos del polimorfismo +3953 C/T del

gen IL-1beta con el diagndstico de la EA.

4.4.9.3. EDAD AL DIAGNOSTICO
No encontramos relacion de los genotipos y/o alelos del polimorfismo +3953 C/T del

gen IL-1beta con la edad al diagnostico de la enfermedad.

4.49.4. EFECTO DOSIS
Al no existir ningun tipo de relacién con la enfermedad, no fue necesario estudiar el

efecto dosis de los alelos que conforman los genotipos de esta citoquina.
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4.4.10.- IL-1 BETA (-511 T/C)

4.4.10.1. GENOTIPOS Y ALELOS

Al realizar el estudio genotipico y alélico de este polimorfismo, pudimos observar que
existia algun tipo de relacion de éste con la enfermedad y, a priori, diriamos que es el
alelo T el que estd mas relacionado con el grupo de los pacientes (58,5% de los
pacientes lo presentan frente a 49,3% controles), mientras que el alelo C esta

relacionado con los controles (91,9% de los controles lo presentan frente a 86,5%).

TABLA R30- RELACION DE GENOTIPOS Y ALELOS IL-1BETA (-511 C/T) x DIAGNOSTICO

GENOTIPOS ALELOS
cc cT T T C
Pacientes (%) 117 (41,5) 127 (45,0) 38 (13,5) 203 (36,0) 361 (64,0)
DIAGNOSTICO
Controles (%) 158 (50,6) 129 (41,3) 25 (8,0) 179 (28,7) 445 (71,3)
p = 0,026 p = 0,008

Al separar por presencia / ausencia de los alelos C o T, tenemos que, efectivamente,
el alelo -511T es el que se relaciona con ser paciente, mientras que el alelo -511C se

relaciona més con los controles, sugiriendo una cierta proteccion (Tabla R31):

TABLA R31- PRESENCIA DE LOS ALELOS -511T Y -511C x DIAGNOSTICO

PRESENCIA DE-511 T PRESENCIA DE -511 C
SiT No T SiC No C
Paciente (%) 165 (58,5) 117 (41,5) 244 (86,5) 38 (13,5)
DIAGNOSTICO
Controles (%) 154 (49,4) 158 (50,6) 287 (92,0) 25 (8,0)

Presencia de -511 T —» p = 0,026; OR = 1,44; 1.C.(1,04 — 2,00)

Presencia de -511 C —» p = 0,033; OR = 0,55; 1.C.(0,32 - 0,95)
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4.4.10.2. INTERACCION APOE E4
Al estudiar la relacion del alelo -511T con el diagndstico, separando por la presencia /

ausencia del alelo APOE E4 (Tabla R30), tenemos que:

TABLA R32- PRESENCIA DEL ALELO -511T x DIAGNOSTICO x APOE E4

PRESENCIADE -511 T
: TOTAL
APOE E4 DIAGNOSTICO SiT NoT
Paciente (%) 76 (55,1) 62 (44,9) 138 (100,0)
PRESENTE
Control (%) 30 (43,5) 39 (56,5) 69 (100,0)
Paciente (%) 89 (61,8) 55 (38,2) 144 (100,0)
AUSENTE
Control (%) 124 (51,0) 119 (49,0) 243 (100,0)

Presencia de APOE E4 —» p = 0,140; OR = 1,59; 1.C.(0,89 - 2,85)

Ausencia de APOE E4 — p =0,045; OR =1,55; 1.C.(1,02 - 2,36)

La relacion de este polimorfismo con la enfermedad unicamente es significativa en los
individuos que no presentan el alelo E4 del gen APOE.
En cuanto al alelo -511C, no encontramos ningun tipo de asociacion con el diagnéstico

de la EA cuando estratificamos por presencia / ausencia de APOE E4.

4.4.10.3. EDAD AL DIAGNOSTICO
No encontramos relacion de los genotipos y/o alelos del polimorfismo -511 C/T del gen

IL-1beta con la edad al diagnéstico de la enfermedad.

TABLA R33- PRESENCIA IL-1 BETA (-511T) x EDAD AL DIAGNOSTICO

PRESENCIA DE -511 T N MEDIA DESVIACION ESTANDAR
-511 T presente 165 75,87 6,90
EDAD -511 T ausente 117 76,31 6,80

p = 0,600
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4.4.10.4. EFECTO DOSIS
Puesto que el alelo T del polimorfismo IL-1beta (-511) presenté relacion con la

susceptibilidad a la enfermedad, estudiamos el posible efecto dosis de éste:

TABLA R34- ESTUDIO DOSIS IL-1BETA (-511 T) x DIAGNOSTICO

N° DE ALELOS T N o] O.R. I.C.
0 117
1 127 0,103 1,329 0,944 - 1,872
2 38 0,012 2,053 1,174 - 3,588

Al estudiar la tabla anterior observamos que es el hecho de ser homocigoto para el
alelo -511T el que muestra un resultado altamente significativo, por lo que la presencia

de 2 alelos -511T, confiere una destacada susceptibilidad a la enfermedad.

4.411-1L-6 (-174 G/C)

4.4.11.1. GENOTIPOS Y ALELOS
Cuando realizamos el estudio del polimorfismo del gen de la IL-6 (-174G/C), no
encontramos ninguna relacion de los genotipos de promotor -174G/C del gen IL-6 con

la enfermedad de Alzheimer:

TABLA R35- RELACION DE IL-6(-174G/C) x DIAGNOSTICO

GENOTIPOS ALELOS

GG GC cc G Cc

Pacientes (%) 163 (57,8) 99 (35,1) 20 (7,1) 425 (75,4) 139 (24,6)
DIAGNOSTICO

Controles (%) 152 (48,7) 127 (40,7) 33 (10,6) 431 (69,1) 193 (30,9)

p =0,063 p=0,017

Sin embargo, al hacer el estudio alélico, si pudimos comprobar como el alelo G de la

IL-6 se asocia con el diagndstico de la enfermedad
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4.4.11.2. INTERACCION APOE E4
Cuando estratificamos por presencia / ausencia de APOE E4, si que aparece relacion
del genotipo GG con el diagndstico de la enfermedad en aquellos individuos no E4,

perdiéndose la relacién alélica en ambos grupos (E4 y no E4):

TABLA R36- RELACION DE GENOTIPOS Y ALELOS IL-6 x DIAGNOSTICO x APOE E4

GENOTIPOS IL-6 (-174G/C) ALELOS
APOEE4  DIAGNOSTICO GG GC cc G c
Paciente (%) 72(52,2) 56 (40,6) 10 (7,2) 128 (68,4) 10 (50,0)
PRESENTE
Control (%) 33 (47,8) 26 (37,7) 10 (14,5) 59 (31,6) 10 (50,0)
Paciente (%) 91(63,2)  43(29,9) 10 (6,9) 134 (37,9)  10(30,3)
AUSENTE
Control (%) 119 (49,0) 101 (41,6) 23 (9,5) 220 (62,1) 23 (69,7)
Presencia de APOE4 —» p = 0,250 p =0,081
Ausencia de APOE4 — p = 0,025 p=0'254

4.4.11.3. EDAD AL DIAGNOSTICO
Respecto a la edad al diagndstico de la enfermedad, no encontramos ningun tipo de

relacién con los genotipos o alelos de esta citoquina:

TABLA R37- RELACION DE LA PRESENCIA DEL ALELO IL-6(-174G) x EDAD AL

DIAGNOSTICO
IL-6 (-174 G) N MEDIA DESVIACION ESTANDAR
G presente 262 75,98 6,75
EDAD G ausente 20 76,95 8,13

p =0,544
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4.4.11.4. EFECTO DOSIS
Al no existir relacién del alelo G con la edad al diagndstico en el total de los individuos,
Unicamente en aquellos no E4, no estudiamos el efecto dosis de los alelos de esta

citoquina, puesto que el numero de individuos disminuye considerablemente.

4.5.- HLA

Como ya se ha mencionado en apartados anteriores, el sistema HLA ha sido
relacionado en la literatura con la susceptibilidad a la EA, tanto los loci de clase | (A'y
B), como los de clase Il (DR). De todos los loci incluidos en estas clases, los mas
relacionados han sido el HLA-A y el HLA-DR; asi pues, en el presente trabajo han sido

éstos los estudiados, centrandonos sobre todo en los alelos A2 y DR2.

4.5.1.- HLA-A2

4.5.1.1. GENOTIPOS Y ALELOS
En nuestro estudio no encontramos ninguna relacion de los genotipos y alelos del

polimorfismo HLA-A2 con la EA:

TABLA R38- RELACION DE HLA-A2 x DIAGNOSTICO

GENOTIPOS PRESENCIA A2
A2 A2 A2 X X X A2 NO A2
Pacientes (%) 22(7,8) 113 (40,1) 147 (52,1) 157 (27,8) 407 (72,2)
DIAGNOSTICO
Controles (%) 18(5,8) 115(36,9) 179 (57,4) 151 (24,2) 743 (75,8)
X = Otro alelo no A2 p =0,359 p=0,153

4.5.1.2. INTERACCION APOE E4
Cuando estratificamos por presencia / ausencia de APOE E4, tampoco encontramos
ningun tipo de asociacion de los genotipos y/o alelos del polimorfismo HLA-A2 con el

diagnéstico de la EA.
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4.5.1.3. EDAD AL DIAGNOSTICO
No encontramos relacion de los genotipos y/o alelos del polimorfismo HLA-A2 con la

edad al diagndstico de la enfermedad.

4.5.1.4. EFECTO DOSIS
Al no existir ningun tipo de relacion con la enfermedad, no fue necesario estudiar el

efecto dosis de los alelos que conforman los genotipos HLA-A2.

4.5.2.- HLA-DR2

4.5.2.1. GENOTIPOS Y ALELOS
En nuestro estudio no encontramos ninguna relacion de los genotipos y alelos del

polimorfismo HLA-DR2 con la EA:

TABLA R39- RELACION DE HLA-DR2 x DIAGNOSTICO

GENOTIPOS PRESENCIA DR2
DR2 DR2 DR2 X XX DR2 NO DR2
Pacientes (%) 2(0,7) 66(23,4) 214 (75,9) 70 (12,4) 494 (87,6)
DIAGNOSTICO
Controles (%) 6(1,9 65(20,8) 241(77,2) 77 (12,3) 547 (87,7)
X = Otro alelo no DR2 p =0,350 p =0,970

4.5.2.2. INTERACCION APOE E4
Cuando estratificamos por presencia / ausencia de APOE E4, tampoco encontramos
ningun tipo de asociacion de los genotipos y/o alelos del polimorfismo HLA-DR2 con el

diagnostico de la EA.

4.5.2.3. EDAD AL DIAGNOSTICO

No encontramos relacién de los genotipos y/o alelos del polimorfismo HLA-DR2 con la

edad al diagndstico de la enfermedad.
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4.5.2.4. EFECTO DOSIS
Al no existir ningun tipo de relacién con la enfermedad, no fue necesario estudiar el

efecto dosis de los alelos que conforman los genotipos HLA-DR2.

5.- ESTUDIO MULTIVARIABLE DE LOS POLIMORFISMOS ANALIZADOS.-

Por medio de un estudio de regresion logistica, y teniendo en cuenta el género y los
polimorfismos en estudio, como podemos observar en la tabla R40, el alelo -511T del
gen de la IL-1beta, es un factor independiente para el desarrollo de la enfermedad, lo

mismo que el alelo E4 del gen APOE vy el género del paciente:

TABLA R40- ESTUDIO MULTIVARIABLE x DIAGNOSTICO

VARIABLE p O.R. I.C.
APOE E4 0,000 3,257 2,239 -4,738
Género 0,000 3.290 2,307 — 4,690
IL 1beta (-511T) 0037 1460 1,024 — 2,083
IL-6 (-174 G) 0061 1817 0,973 — 3,392

Con respecto al alelo G del polimorfismo -174 del gen de la IL-6, podemos observar en
la misma tabla, que no presenta significacibn como factor de susceptibilidad
independiente, pero por medio de las interacciones entre las variables consideradas,
vemos que actua incrementando el riesgo conferido por la presencia del alelo APOE
E4, asi como del alelo -511T de la IL-1beta, comportandose por ello, como factor

modificador del riesgo conferido por estos dos alelos de susceptibilidad (tabla R41):
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TABLA R41-MODIFICACION DEL RIESGO APOE E4 E IL-1BETA (-511 T) x PRESENCIA DE

IL-6(-174G)
No IL-6(-174G) Si IL-6(-174G)
PRESENCIA APOE E4 O.R=23218 O.R=3533
PRESENCIA IL-1B (-511 T) O.R= 1478 O.R= 1504

Respecto al estudio de la edad, cuando hacemos el estudio de manera monovariable,
s6lo aparece relacionado con la misma la presencia de BCH-K y MPO (-463G); sin
embargo, cuando hacemos el estudio multivariable a través de la regresion de Cox,
ninguno de los genes estudiados tiene relacion con la edad al diagnéstico. Esto podria
ser debido a que en la regresién, el estudio se va haciendo por “tramos” de edad, que

puede que eliminen la posible relacién de BCH-K y MPO (-463G) con la misma.
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El aumento de la esperanza de vida en los paises desarrollados, o en vias de
desarrollo, ha dado lugar a la aparicion de enfermedades propias de la edad, como es
el caso de la enfermedad de Alzheimer, la principal dentro de éstas. Esta enfermedad,
que afecta a unos 13,5 millones de personas en todo el planeta - unos 2 millones en
Espana -, no solo afecta al paciente en si, sino también a sus familiares, con costes
psicolégicos imposibles de calcular, y a la sociedad en general, con una carga
econdmica que puede estar entre 13.000 y 28.000 euros por paciente y ano [Lopez-

Pousa, 2004; Lopez-Bastida, 2009].

Nuestro trabajo se ha centrado exclusivamente en la enfermedad de Alzheimer de tipo
esporadico y tardio, debido a que es la que mayor porcentaje presenta en el total de

los pacientes de EA, tanto a nivel global [Manzano, 2009] como en nuestra casuistica.

1.- EDAD AL DIAGNOSTICO

El principal factor de riesgo de esta enfermedad es la edad. Comienza a ser frecuente
en individuos mayores de 65 afnos, incrementandose de forma exponencial [Manzano,
2009]. En nuestra casuistica, cuando agrupamos a los pacientes en subgrupos de 5
afios, hemos podido constatar que el porcentaje de enfermos aumenta a medida que
aumenta la edad, hasta los 80 afos, donde se produce un ligero descenso, que
aumenta a partir de los 85 afios (Tabla R2); posiblemente, la disminucion del
porcentaje de pacientes en el grupo de mayores de 85 afos, sea debido al
fallecimiento de las personas por encima de estas edades, tal y como vemos en la

tabla D1:
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TABLA D1.- PORCENTAJE DE POBLACION CANARIA MAYOR DE 60 ANOS AGRUPADA

POR EDAD
GRUPOS DE EDAD
60-64 65-69 70-74 75-79 80-84 285 TOTAL
Hombre 48.359 38.085 33.969 23.630 13.015 8.330 165.388
(%) 29,2 23 20,5 14,3 7.9 5 100
Poblacion
. Mujer 49.415 40.096 39.032 30.784 19.443 16.641 195.411
Canarias
2008 (%) 25,3 20,5 20 15,7 10 8,5 100
Total 97.774 78.181 73.001 54.414 32.458 24.971 360.799
(%) 27 21,6 20,2 15 9 6,9 100

Datos tomados del ISTAC (Instituto de Estadistica de Canarias) a 01.01.2008

2.- GENERO

Cuando estudiamos la relacion entre la EA y el género, vemos que la literatura se
decanta por una mayor presencia del género femenino entre los pacientes de EA
[Rocca, 1991].

En el caso concreto de nuestro trabajo, encontramos mas del doble de mujeres que de
hombres en el grupo de los pacientes, por lo que pensamos que esta mayor
abundancia de mujeres en el grupo de los pacientes pueda estar asociada
efectivamente con la enfermedad, tal y como ya ha sido sugerido. Asi, teniendo en
cuenta el género en el estudio multivariable, hemos podido apreciar que el género
femenino es, definitivamente, un factor de riesgo muy importante y estadisticamente
significativo (Tabla de Resultados R40), confiriendo una susceptibilidad a la EA 3,2

veces mayor frente al genero masculino.

Estudios recientes en ratones han demostrado que la actividad gamma secretasa que
genera la formacion del péptido AB4,; es mayor en las hembras que en los machos, lo

que lleva a sugerir que pueda ocurrir lo mismo en la especie humana, pudiéndose
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explicar asi la mayor relacion de esta enfermedad con el género femenino que con el
masculino [Placanica, 2009].

Sin embargo, también es posible que los hombres fallezcan antes por otras causas, de
tal manera que el numero de mujeres, a determinadas edades, sea mayor que el de
hombres (tabla D1) y, asi, la EA aparezca mas relacionada con este género y que,
como ademas se ha especulado, exista algun tipo de proteccion en este género que
lleve a un retraso de la aparicién de la enfermedad, tal como se ha sugerido para los
estrogenos [Kawas,1997; Asthana, 2001; Carroll, 2007]. También se han observado
diferencias en el metabolismo antioxidante en los cerebros de hombres y mujeres, de
tal manera que hay una sobrerregulacion género-especifica en la defensa

antioxidante, mayor en el género femenino [Schuessel, 2004].

3.- MARCADORES GENETICOS

La busqueda de marcadores - estructurales, bioquimicos, genéticos, ambientales, etc -
que ayuden a los profesionales clinicos en un diagnéstico mas certero de la
enfermedad, se ha convertido en el objetivo de algunos investigadores [Clark, 2003] y
en el nuestro propio.

Muchas han sido las proteinas relacionadas con la placas seniles y las redes
neurofibrilares, reflejandose el estudio de éstas en sus genes, tal y como se ha visto
en la tabla 14 de la Introduccién. A cada proteina y gen propuesto como posible
implicado en algun aspecto de la EA, le ha seguido un gran numero de trabajos y
publicaciones que, generalmente, s6lo han contribuido a una amplia controversia
respecto a su implicacion en esta enfermedad, encontrandose siempre trabajos a favor
y en contra de cada uno de los candidatos. ¢Las causas?: Diferentes métodos de
trabajo, diferentes casuisticas, diferentes poblaciones con diferencias genotipicas y

alélicas, etc.
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Con los proyectos financiados y realizados a lo largo de estos afios, y que han dado
lugar a esta tesis, hemos intentado ayudar a esclarecer la participacion de
determinados genes que participan ampliamente en el proceso patogénico de esta
enfermedad, y podrian ser de utilidad a los neurdlogos en un diagnéstico mas preciso

de la misma.

3.1.- APOLIPOPROTEINA E

El marcador “por excelencia” dentro de la EA esporadica-tardia, es el alelo E4 del gen
de la apolipoproteina E [Clark, 2003], ampliamente asociado con esta enfermedad
desde 1993, cuando se observé por primera vez esta relacion [Saunders, 1993a;
Corder, 1993].

La apolipoproteina E, implicada en el catabolismo de lipoproteinas y redistribucién del
colesterol, entre otras funciones, presenta 3 isoformas: E2, E3 y E4, tal y como ya se
ha comentado. De estas 3 isoformas, la apoe E4 ha mostrado mayor avidez por el
péptido amiloide que las otras dos [Strittmatter, 1993b], relacionandosele, por ello, con
una mayor deposicidbn amiloidea [Strittmatter, 1993a]; pero también se le ha
relacionado con la proteina tau, de modo que apoe podria regular el metabolismo
intraneuronal de tau y alterar el ratio de formacion de PHF y redes neurofibrilares
[Strittmatter, 1994].

Al igual que se ha visto en trabajos recientes [Raygani, 2005; Styczynska, 2008;
Sando, 2008], en nuestro grupo de estudio hemos podido comprobar que también esta
variante E4 de la apoe, esta asociada con la EA, donde 48,9% de los pacientes la
presentan, frente a un 22,1% de los controles [p = 0,00; O.R.= 3,37; IC (2,36 — 4,81)];
esta asociacion persiste incluso cuando estratificamos por género, donde la asociacion
se mantiene igual de fuerte en ambos sexos [Hombres: p= 0,000; OR=3,122; I.C.(1,80

— 5,40) // Mujeres: p= 0,000; OR=3,126; I.C.(1,89 — 5,15)], al contrario de lo publicado
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en algunos trabajos, donde parece que la asociacién del alelo E4 con la EA es mayor
en mujeres [Ghebremedhin, 2001].

Cuando estudiamos la importancia de tener uno o dos alelos E4 con respecto al riesgo
de padecer la enfermedad, pudimos observar la existencia de un intenso efecto dosis,
como ya se ha publicado en trabajos anteriores [Corder,1993], es decir, tener un alelo
E4 conlleva un riesgo de padecer la enfermedad casi 3 veces mayor que cuando no se
posee ningun alelo E4, mientras ser homocigoto E4/4 conlleva un riesgo 37 veces
mayor que cuando no se tiene ninguno [1 alelo E4: p= 0,000; OR=2,87; 1.C.(2,00 —
4,14) /] 2 alelos E4: p=0,000; OR=37,00; I.C.(4,95 — 276,64)].

Por lo tanto, el riesgo asociado con el alelo E4 es dosis dependiente, reflejandose esto
en el incremento del riesgo segun el numero de alelos E4 presentes.

Por otro lado, y al contrario que lo observado por otros autores, no pudimos constatar
la relacion de la presencia del alelo E4 con la edad al diagnéstico, o lo que es lo
mismo, una presentacion mas temprana de la enfermedad [Raygani, 2005;
Styczynska, 2008; Sando, 2008].

Con estos resultados, ¢ seria licito utilizar el genotipado de apoe para predecir si una
persona padecera, o no, EA?: El gen APOE no es un gen causante de la enfermedad
de Alzheimer, aunque si un factor de riesgo notable, estimandose que puede tener un
efecto importante en el 50% de la poblacién de pacientes, aproximadamente
[Myers,1996], pero sin los criterios clinicos adecuados, realizar el genotipado de apoe
no ofrece resultados diagndsticos concluyentes, ya que, la presencia del alelo E4 no
es ni necesaria ni suficiente para desarrollar EA, asi como la no presencia de dicha

variante garantiza la ausencia de la enfermedad [Mayeux, 1998; Devanand, 2005].
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3.2.- BUTIRILCOLINESTERASA

La butirilcolinesterasa humana es una enzima cuyo papel esta asociado con la
hidrélisis de la acetilcolina, aunque de manera mas lenta que la llevada a cabo por la
acetilcolinesterasa. Esta proteina presenta distintas variantes que le hacen ser mas o
menos activa, como se ha visto con la variante K, la mas comun de éstas, y cuya
actividad esta reducida hasta en un 33% con respecto a la variante salvaje [La
Du,1990]. Por tanto, seria légico suponer que una menor actividad de esta proteina,
llevaria a una menor hidrélisis de la acetilcolina, mejorando la trasmision colinérgica y
retrasando la aparicion de los signos clinicos de la EA, que seria lo esperable con esta
variante.

También se ha especulado con la participacion de la BChE dentro de la
neuroinflamacion: aunque no sea una de las proteinas directamente implicadas, la
inactivacion de la acetilcolina por esta enzima impediria la accion antiinflamatoria que
se le supone a la acetilcolina [Thomas, 2007].

Creimos interesante comprobar si la BChE, y concretamente su variante K, se daba en
nuestra casuistica y si tenia relacién alguna con la EA. Para esto, cada genotipo de
BChE fue doblemente confirmado, tipandose tanto la variante K como la variante
salvaje (W), tal y como describen Altamirano et al [Altamirano, 2000].

Al contrario que en los trabajos de Wiebusch, Raygani y Beyer [Wiebusch, 1999;
Raygani, 2004; Beyer, 2005], respecto a la susceptibilidad a la enfermedad, no
encontramos ningun tipo de asociacién, al igual que Cook et al y Rakoncazy et al
[Cook, 2005; Rakonczay, 2005], ni genotipica (p=0,987) ni alélica (p=0,902), ya que el
porcentaje de pacientes que portaban el alelo K de la BChE fue muy similar al de los
controles, al igual que el porcentaje de individuos que tenian el alelo salvaje; aunque la

frecuencia alélica de BCHE-K es de las mayores descritas (Tabla D2):
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TABLA D2.- FRECUENCIAS ALELICAS DESCRITAS EN DISTINTAS POBLACIONES

CASOS CONTROLES
N Frecuencia N Frecuencia
Oxford (Lehmann,1997) LOAD=74 0,17
104 0,09
EOAD=14 0,07
USA (Crawford,1998) Community = 62 0,097
201 0,144
Clinic = 329 0,17
Bristol (Kehoe,1998) 181 0,21 71 0,20
Finland (Hiltunen,1998) 78 0,14 97 0,15
USA (Grubber,1999) 245 0,19 241 0,23
Montreal (Wiebusch,1999) 135 0,23 70 0,13
Northern Ireland (Mcllroy, 2000) 175 0,27 187 0,14
Tehran, Iran (Raygani, 2004) 105 0,24 129 0,12
Espafia [Norte] (Combarros, 2005) 187 0,10 172 0,15
Gran Canaria (Déniz-Naranjo,
282 0,34 312 0,33
2007)

Tampoco observamos relacién con la susceptibilidad a la EA cuando estratificamos
por género o por presencia / ausencia de apoe E4.

Pero cuando realizamos el estudio de asociacion con la edad al diagndstico, pudimos
comprobar que la presencia / ausencia del alelo K si estaba relacionado con la misma,
del tal manera que este alelo se asociaba a los sujetos de mas edad, o lo que es lo
mismo, los individuos que no portan el alelo K enferman significativamente antes
(p=0,028), lo cual es coherente con lo que se esperaba de esta variante.

Si estudiamos esta relacion separando por presencia / ausencia de APOE4, en ambos
casos observamos que los individuos que presentan el alelo K son mayores que los
que no lo presentan, lo cual sigue la ténica del resultado general, aunque esto sélo

tiene significacion estadistica en los individuos que no presentan el alelo E4 de la apoe
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(p=0'043), donde los pacientes que tienen el alelo K son los de mas edad cuando se
diagnostican.

Estudiamos, ademas, la posibilidad de que existiera distinta relacion con la edad
segun el numero de alelos K presente, pero sélo existian diferencias estadisticamente
significativas cuando comparamos el tener 1 alelo K (heterocigoto K) frente a no tener
ninguno.

Pensamos que el haber establecido un efecto dosis con sélo la presencia de 1 alelo
frente a 0 alelos es debido, sin lugar a dudas, al pequefo tamafio de nuestra
casuistica con respecto a los homocigotos para el alelo K, ya que, como podemos
observar en la Tabla R16, el numero de sujetos homocigotos para el alelo K es muy
pequefio, y creemos que esto esté condicionando la significacion del estadistico de 2

alelos frente a 0 alelos y edad al diagndstico.

3.3.- MIELOPEROXIDASA

La mieloperoxidasa es una proteina que forma parte del sistema de defensa de los
PMN humanos a través de la generacion de acido hipoclérico y otras especies
oxigeno-reactivas. Localizada tanto en el citoplasma como en el nucleo, se cree que
podria ayudar a proteger el ADN contra el dafio resultante de los radicales oxigeno
producidos durante la maduracion y funcionamiento de las células mieloides [Murao,
1988].

Respecto a la EA, la expresién de la mpo es mayor en los cerebros de los pacientes
de Alzheimer, de tal manera que podria contribuir al estrés oxidativo implicado en la
patogénesis de esta enfermedad [Green, 2004; Casado, 2008], que precede a la
aparicion de las placas amiloideas y las redes neurofibrilares [Zafrilla, 2006]. Desde
1999 se pudo observar que colocalizaba con las placas amiloideas y que presentaba

un polimorfismo de promotor en su gen, -463 G/A, relacionado con la EA [Reynolds,
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1999], concretamente, este genotipo contribuia con 1,57 veces mas riesgo de padecer

la enfermedad [Crawford, 2001].

Sin embargo, los estudios iniciales que relacionaron el polimorfismo -463 G/A del
promotor del gen de la mieloperoxidasa con la enfermedad de Alzheimer [Reynolds,
2000; Crawford, 2001], al ser replicados en otras poblaciones, no han mostrado

asociacion significativa [Combarros, 2002; Styczynska, 2003; Usui, 2008].

En el caso concreto de nuestro trabajo, aunque pudimos comprobar una significacion
entre el alelo -463G y la EA, pensamos que este resultado es bastante débil, ya que el
numero de alelos -463A es muy bajo en comparacién con el G, y consideramos que
podria estar alterando la significacién de esta asociacién. Asi, cuando estudiamos la
presencia de estos alelos en los individuos, comprobamos que no existe relacién de
éstos con la EA.

Lo mismo ocurrié cuando estratificamos por la presencia / ausencia de la variante E4
de la apolipoproteina E, encontrando asociacién del alelo -463G del promotor de la
MPO con el diagnéstico de la enfermedad, pero Unicamente en aquellos individuos
que no portaban el alelo E4. Creemos que esto podria estar condicionado por el
pequeno numero de sujetos sobre los que se basaba, sobre todo, en aquellos que no
presentaban el alelo -463G, donde el numero de individuos nunca supero los 22. El
presente resultado es algo similar a lo publicado por Leininger-Muller et al, que,
aunque encuentran asociacion del polimorfismo -463 G/A con esta enfermedad, dado
el bajo nivel significativo del p valor, no sugieren un efecto causal de éste con la EA,
hipotetizando sobre un posible desequilibrio de ligamiento de este polimorfismo con
otra variante funcional implicada en la EA [Leininger-Muller, 2003].

En cuanto a la edad al diagnéstico, aunque no pudimos encontrar relaciéon alguna con
ésta cuando estudiamos al total de los pacientes (p=0,663), al estratificar por
presencia / ausencia de APOE E4, pudimos observar que los individuos homocigotos

para el alelo -463G y con E4 presente, adelantaban su edad al diagnéstico (p=0,004),
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como ocurre con la poblacién masculina en el trabajo de Reynolds et al [Reynolds,
2000].

En esta ocasion no realizamos el estudio del posible efecto dosis del alelo -463G
sobre la edad al diagnéstico y la presencia / ausencia de E4, puesto que el numero de

individuos se reducia considerablemente.

Por tanto, el anadlisis de los datos generados durante este estudio, pone de manifiesto
que el polimorfismo -463 G/A del promotor de la MPO, no condiciona la presencia o
ausencia de la enfermedad de Alzheimer, tanto en el total de individuos, como
separando por géneros, aunque si parece estar influyendo en la edad de diagndstico

de la misma.

3.4.- CITOQUINAS (TNF-alfa, TGF-beta1, IFN-gamma, IL-10, IL-1alfa, IL-1beta e IL-

6) Y SISTEMA HLA

La idea de una relacion alterada entre el sistema inmune y el sistema nervioso, en la
EA, es innegable [Martinez, 1993].

Entre los muchos componentes presentes en las lesiones de la EA, mayoritariamente
asociados con estados inflamatorios e inmunoldégicos, la presencia de linfocitos B o de
anticuerpos no se ha constatado hasta ahora, siendo escasa la presencia de linfocitos
T. Por tanto, la reaccién no es una reaccion autoinmune, a pesar del ataque dirigido
contra las placas, ni una respuesta no especifica al dafio, tal y como clasicamente se
han implicado en las reacciones inflamatorias. El hecho que tal reaccion tenga lugar en
el cerebro, un 6rgano frecuentemente descrito como “inmunolégicamente privilegiado”,
sugiere que es necesario una reevaluacion de las dimensiones del sistema inmune
innato, incluyendo como opera a nivel tisular [McGeer, 2000].

Aunque aun permanecen desconocidas las causas moleculares y celulares precisas,

la evidencia de la relacion entre la deposicion de beta-amiloide y la respuesta
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inflamatoria en la EA es cada vez mayor [Rosenberg, 2005; Sastre, 2006], y los
trabajos realizados por diferentes equipos en diferentes poblaciones, han revelado la
asociacion de esta enfermedad con diversos polimorfismos que regulan la respuesta
inmuno-inflamatoria, como por ejemplo el sistema HLA o algunas citoquinas [Koivisto,
2005; Lio, 2006; Ramos, 2006].

Asi, la inflamacién ya iniciada por la presencia de beta amiloide podria estar siendo
reforzada por un desequilibrio entre interleuquinas pro y antiinflamatorias, de tal modo
que la existencia de un “perfil genético de susceptibilidad” regulara la transcripcién de
las mismas, dando lugar a un exceso de citoquinas proinflamatorias y defecto de las
antiinflamatorias.

Del total de polimorfismos de citoquinas y HLA estudiados en nuestro trabajo, solo
hemos observado relacion con la enfermedad de Alzheimer en dos de ellos: IL-1beta (-
511 C/T) e IL-6 (-174 G/C). En cuanto al resto de polimorfismos, no observamos
ningun tipo de relacion con la enfermedad, ni como posibles factores de
susceptibilidad ni en relacion con la edad al diagnéstico, tanto en el total de individuos
como separando por género o presencia / ausencia del alelo E4 de la apolipoproteina
E.

3.4.1.-INTERLEUQUINA 1

La interleuquina 1 es, junto con la IL-6 y el TNF-alfa, la citoquina mas estudiada en la
enfermedad de Alzheimer. De los tres polimorfismos estudiados para esta
interleuquina, IL-1alfa (-889 C/T), IL-1beta (-511 C/T) e IL-1beta (+3953 T/C), solo el
polimorfismo de promotor -511 C/T de la IL-1 beta ha mostrado en nuestro estudio una
clara asociacién con la EA.

Por otra parte, el alelo -511T ha sido asociado con una mayor concentracion
plasmatica de IL-1beta [Licastro, 2000], lo que nos sugiere que puede conducir a una
mayor transcripcion de esta citoquina y por tanto, favorecer la inflamaciéon en la

enfermedad de Alzheimer.
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En este estudio hemos observado una mayor presencia del alelo -511T en el grupo de
los pacientes; de hecho, cuando estudiamos el posible efecto dosis con respecto a la
susceptibilidad a la enfermedad, vemos que el ser homocigoto para este alelo muestra
un resultado altamente significativo (p=0,012). Hemos de tener en cuenta que, al
estudiar este efecto dosis, hemos comparado el tener 2 alelos T frente a no tener
ninguno, y cuando estudiamos tener 1 alelo T frente a no tener ninguno hemos de
recordar que esto es también tener un alelo C, el cual sugeria cierta proteccion frente
a la enfermedad (Tabla R31); por tanto, es posible que en el caso de los heterocigotos,
la susceptibilidad de T se anule con la proteccién de C, y por ello no observamos
significacion estadistica en el caso de los heterocigotos.

La susceptibilidad a la EA, con respecto al alelo -511T, se mantiene en presencia
como en ausencia de APOE E4, lo que nos indica que actua como un factor de riesgo
independiente para el desarrollo de la enfermedad.

3.4.2.- INTERLEUQUINA 6

Como ya se ha comentado, en los casos de EA se ha observado la presencia de IL-6
en las placas amiloideas y niveles plasmaticos de esta interleuquina mas elevados
[Baranowska-Bik, 2008; Bermejo, 2008]. Asimismo, el gen de la IL-6 humana, presenta
el polimorfismo -174 G/C en su regién promotora, donde el alelo C se ha asociado con
una expresion génica reducida y también disminucién de los niveles plasmaticos de
esta interleuquina [Capurso, 2004], ademas de relacionarsele con un retraso en la
edad de inicio y un riesgo reducido de la enfermedad [Papassotiropoulos, 1999]
Cuando llevamos a cabo el estudio genotipico de este polimorfismo, no encontramos
relacion alguna de la IL-6 con la EA en el total de los individuos, coincidiendo con lo
publicado por otros autores [van Oijen, 2006]; pero cuando estratificamos el genotipo
por presencia / ausencia del alelo APOE E4, si que aparecia una asociacion
claramente significativa en el grupo que no tenian este alelo APOE E4 (p=0,025). Del
mismo modo, al realizar el estudio alélico observamos asociacion estadisticamente

significativa del alelo -174G con la EA (p=0,017).
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No encontramos asociacion alguna de este polimorfismo con la edad al diagnéstico.
Asi pues, y aparentemente, el alelo -174G de la interleuquina 6 estaria relacionado
con la enfermedad en aquellos pacientes que no tienen la isoforma apoe E4.

A la vista de estos resultados, por lo tanto, parece que los pacientes de Alzheimer
analizados presentan un genotipo alto productor de IL-1 (IL-1 beta -511T) junto con el
alelo G de la IL-6, que también conlleva a una mayor produccion de la misma
[Capurso, 2004], con lo que tendriamos una configuracién proinflamatoria en los
individuos de los genotipos IL-1beta -511T e IL-6 -174G, que favoreceria, en gran

medida, la inflamacién descrita en los cerebros de estos pacientes.

4.- ESTUDIO MULTIVARIABLE DE LOS MARCADORES ANALIZADOS

Por medio de un estudio de regresion logistica, y teniendo en cuenta el género, los
polimorfismos en estudio y el genotipo APOE, observamos que, efectivamente, el alelo
-511T del promotor de la IL-1beta se comporta como un factor independiente para el
desarrollo de la enfermedad, mientras que el alelo -174G del promotor de la IL-6 no
actua como factor de riesgo per sé en la aparicion de la enfermedad de Alzheimer,
aunque si aumenta el riesgo conferido por la presencia del alelo APOE E4, asi como
del alelo -511T de la IL-1beta (Tabla R40), comportandose por ello como modificador

del riesgo.

5.- ¢SON UTILES ESTOS MARCADORES PARA EL DIAGNOSTICO

CLiNICO?

Hasta ahora, la presencia del alelo E4 del gen de la apoe esta claramente asociada
con la enfermedad de tipo esporadica-tardia. En nuestra casuistica, éste se manifiesta

en el 48,9% de nuestros pacientes, o lo que es lo mismo, casi un 50% de los pacientes
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no lo tienen, por lo que seria interesante encontrar otros posibles marcadores que
pudieran ayudar en el diagnodstico de estos individuos negativos para apoe E4
[Hampel, 2004].

Asi, hemos podido comprobar que en el resto de los pacientes no E4 encontramos que
el alelo -511T de la IL-1beta esta presente en el 61,8% de éstos (Tabla R32), con lo
que, practicamente en el 80,5 % de nuestros pacientes clinicamente diagnosticados de
EA, tenemos un marcador asociado a la misma (APOE E4, IL-1beta -511T, o ambos a
la vez), mientras que en el 19,5 % de los pacientes no existe ningun marcador que
pueda ayudar al clinico en el diagnéstico del cuadro de EA.

Por tanto, creemos que estos marcadores son utiles siempre y cuando se usen en un
entorno exclusivamente clinico, es decir, ante la presencia de una sospecha clinica de
demencia tipo Alzheimer, de tal manera que pueden ayudar al clinico a afianzar el
diagnéstico precoz (como es el caso de la apoe, que ya se utiliza como apoyo al
diagnéstico clinico segun los criterios diagnésticos de Robles et al [Robles, 2002]
[ANEXO I]), mientras que como predictores de EA en ausencia de cuadro de demencia

no tienen validez alguna.
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En nuestra casuistica, el porcentaje de enfermos aumenta a medida que

aumenta la edad.

En nuestra casuistica, encontramos mas del doble de mujeres que de hombres

en el grupo de los pacientes.

En nuestro grupo de estudio hemos podido comprobar que el alelo E4 de la
lipoproteina apoe, estd asociado con la EA, incluso cuando hacemos este

mismo estudio estratificando por género.

El riesgo asociado con el alelo E4 de la apoe es dosis dependiente, es decir,
tener un alelo E4 conlleva un riesgo de padecer la enfermedad casi 3 veces
mayor que cuando no se posee ningun alelo E4, mientras que ser homocigoto

E 4/4 conlleva un riesgo 37 veces mayor que cuando no se tiene ninguno.
No encontramos relacién de la presencia del alelo E4 de la apoe con la edad al
diagnéstico, o lo que es lo mismo, una presentacion mas temprana de la

enfermedad.

Respecto a la variante K de la butirilcolinesterasa, no encontramos ningun tipo

de asociacion con la susceptibilidad a la EA, ni genotipica ni alélica.

La presencia del alelo K de la BChE si esta relacionado con la edad al

diagnéstico, de tal manera que retrasa la aparicion de la enfermedad.
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8.

10.

11

12.

En el estudio del polimorfismo -463 G/A del gen de la MPO, éste no condiciona
la presencia o ausencia de la enfermedad de Alzheimer, tanto en el total de
individuos, como separando por géneros, aunque si que parece estar
influyendo en la edad de diagnéstico de la misma, adelantando su aparicion en

los individuos APOE4 positivos.

Del total de polimorfismos estudiados para las citoquinas (TNF-alfa, TGF-
beta1, IFN-gamma, IL-10, IL-1alfa, IL-1beta e IL-6) y HLA (HLA-A2 y HLA-
DR2), en nuestra casuistica, s6lo hemos observado relacion con la enfermedad
de Alzheimer en dos de ellos: IL-1beta (-511 C/T) e IL-6 (-174 G/C). En cuanto
al resto de polimorfismos, no observamos ningun tipo de relacion con la EA, ni
como posibles factores de susceptibilidad, ni en relaciéon con la edad al
diagnéstico, tanto en el total de individuos como separando por género o

presencia / ausencia del alelo E4 de la apolipoproteina E.

En este estudio, el alelo IL-1beta (-511T) actua como factor de riesgo

independiente para el desarrollo de EA.

. Existe, ademas, un marcado efecto dosis del alelo IL-1beta (-511T) con

respecto a la susceptibilidad a la enfermedad, aumentando el riesgo a la misma

con el numero de alelos.

No encontramos relacién alguna del genotipo IL-6 (-174GG) con la EA en el

total de los individuos, aunque si hay asociacién en los pacientes que no portan

el alelo APOE EA4.
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13.

14.

15.

El alelo -174G de la IL-6 no actua como factor de riesgo per se en la aparicién
de la enfermedad de Alzheimer, sino como factor modificador de otros riesgos
presentes, incrementando el riesgo conferido por la presencia del alelo APOE

E4, asi como del alelo -511T de la IL-1beta.

No hay asociacién del polimorfismo -174 G/C de la IL-6 con la edad al

diagnostico.

Estos marcadores pueden ser de utilidad a los neurdlogos siempre y cuando se
usen en un entorno estrictamente clinico, es decir, ante la presencia de una
sospecha clinica de demencia tipo Alzheimer, de tal manera que pueden
ayudar al clinico a afianzar el diagndstico precoz, mientras que como
predictores de EA, en ausencia de cuadro de demencia, no tienen validez

alguna.
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CRITERIOS DIAGNOSTICOS

DIAGNOSTICO DE DEMENCIA

El diagnéstico de demencia, hoy en dia y en la mayoria de los paises, se hace
siguiendo las recomendaciones propuestas por Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) en la Décima Clasificacion Internacional de Enfermedades (CIE-10, 1992) y por
la Asociacion Americana de Psiquiatria (American Psychiatric Association) -recogido
en el Manual de Diagnostico Estadistico (DSM-1V, 1994) - y son los siguientes:

Segun la CIE-10 en la demencia se encuentran estos sintomas (que pueden evaluarse

objetivamente con pruebas especificas en muchos casos siempre que sea necesario):

1.- Deterioro de memoria*
e Alteracion para registrar, almacenar y recuperar informacién nueva.
e Pérdida de contenidos mnésicos, o memorizados, relativos a la familia o
al pasado.
2.- Deterioro del pensamiento y del razonamiento*
¢ La demencia es mas, y mas profunda y anémala, que una dismnesia o
alteracion patolégica de la memoria.
e Existe reduccion en el flujo de ideas
e Existe deterioro en el proceso de almacenar informacién
¢ Dificultad para prestar atencion a mas de un estimulo a la vez
¢ Dificultad para cambiar el foco de atencién
3.- Interferencia en la actividad cotidiana
4.- Existe una conciencia clara inicialmente, pero hay la posibilidad de superposicion

delirio/demencia
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Segun la DSM-IV para diagnosticar demencia tiene que existir:

a) Pruebas evidentes de deterioro de la memoria a corto y largo plazo.
b) Al menos uno de los siguientes sintomas:
1. Deterioro del pensamiento abstracto
2. Deterioro de la capacidad del juicio
3. Otros trastornos de las funciones corticales posteriores, como afasia,
apraxia, agnosia y "dificultades constructivas"
4. Modificaciones en la personalidad
c) La alteracion en a) y b) debe interferir de forma significativa en las actividades
laborales o sociales habituales, o en las relaciones con los demas.
d) Debe estar presente de manera continuada y no aparecer exclusivamente durante
el curso de un "delirium"
e) Tiene que existir una de estas dos razones para la demencia:
e 0 bien una causa demostrable especifica que se estima bien
relacionada con esta alteracion clinica
e 0 bien, en ausencia de tal evidencia, puede presuponerse que existe
demencia cuando no exista ningun tipo de trastorno mental a la que
pueda achacarse la patologia que se observa (diagnéstico de exclusién)
(este es el caso tipico de las demencias neurodegenerativas como la
enfermedad de Alzheimer).
* Demostrados por exploracién psicopatoldgica y testimoniadas por informante.
Para realizar el diagnéstico de demencia segun la CIE-10 o la DSM-IV, es necesario:
¢ Que los sintomas esten presentes y/o progresen al menos durante seis meses.
e Que se afecte mas de una funcién cognoscitiva

¢ Que haya una causa de demencia
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DIAGNOSTICO DE ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

1.1.- CRITERIOS CLINICOS ESTANDARIZADOS PARA EL DIAGNOSTICO DE LA
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER [Instituto Nacional de Desordenes y Dafios
Neurolégicos y Comunicativos, y las Asociaciones de Enfermedad de Alzheimer y
Desodrdenes Relacionados; NINCDS & ADRDA = National Institute of Neurological and
Communicative Disorders and Stroke, y Alzheimer’s Disease and Related Disorders

Associations]

POSIBLE:

e Demencia en ausencia de otros trastornos neuroldgicos, psiquiatricos o sistémicos
que puedan ser causa de demencia, con variaciones en el inicio, presentacion o
curso clinico

e Presencia de una enfermedad sistémica o cerebral que puede provocar demencia
aunque no se considere como la causa de la misma

¢ En estudios de investigacién cuando se identifique un déficit cognitivo progresivo y

grave en ausencia de otra causa identificable

PROBABLE:

e Demencia establecida por examen clinico y documentado por el MMSE (Mini-
Mental State Examination) o la Escala de Demencia Blessed y confirmada ademas
por baterias neuropsicolégicas.

o Déficits en dos 0 mas areas de cognicion

e Empeoramiento progresivo de la memoria y otras funciones cognitivas

¢ Ausencia de trastornos de la conciencia

¢ Inicio entre los 40 y 90, mas a menudo después de los 65 afios

¢ Ausencia de trastornos sistémicos u otras enfermedades del cerebro que pudieran

explicar los déficit progresivos de la memoria y la cognicion
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DEFINITIVO:

Cumplir los criterios de enfermedad de Alzheimer probable

Evidencias histopatolégicas obtenidas por necropsia o biopsia

Los tests neuropsicoldgicos permiten un analisis en profundidad de las habilidades
cognitivas de un paciente, asi como de los atributos emocionales, psicolégicos,
motores y sensoriales. Son unas herramientas para el diagndstico de AD muy
sensibles y especificas, y proveen un camino para seguir y documentar la

progresion de la enfermedad.
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1.2.- CRITERIOS CLINICOS ESTANDARIZADOS PARA EL DIAGNOSTICO DE LA

ENFERMEDAD DE ALZHEIMER [Robles, 2002]

|.- Demencia

a) Inicio en la edad adulta
b) Instauracién insidiosa, referida en meses o anos
c) Evolucién lentamente progresiva

d) Afectacion precoz de la memoria y de la capacidad de aprendizaje, objetivada

en la exploracion

[l.- Ausencia, en fases iniciales, de:

a) Parkinsonismo espontaneo

b) Inestabilidad de la marcha y caidas frecuentes
c) Sindrome cerebeloso

d) Sindrome piramidal

e) Alucinaciones visuales

f) Depresion mayor

g) Alteraciones destacadas del comportamiento

[1l.- Exclusion de otras causas de demencia

a) A través de las pruebas complementarias estandar

b) Ausencia de ictus cerebral reciente (6 meses)

IV.- Apoyan el diagnéstico:

a) Alteracion en la capacidad de denominar objetos en la fase inicial de la

demencia
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f)

s))

Alteraciones de la comprension verbal, de la fluidez verbal categorial

y de la orientacion visuospacial en estadios iniciales

Presencia de uno o dos alelos E4 en el gen que codifica la apolipoproteina E.
Atrofia de los complejos hipocampicos (regién temporomesial) en neuroimagen
estructural, mayor que la del resto de la corteza cerebral, en la fase inicial de
la demencia.

Hipometabolismo o  hipoperfusion  bilateral en areas  corticales
temporoparietales, en PET o SPECT.

Reduccion del péptido APs, e incremento simultaneo de la proteina tau en

liquido cefalorraquideo.

Hacen improbable el diagndstico:

a)

f)

s))

Predominio de las dificultades en el componente expresivo del lenguaje con
respecto a las alteraciones de la comprensién y de otros aspectos semanticos
Bradipsiquia intensa en fases iniciales

Fluctuaciones acusadas y frecuentes de las funciones cognitivas

Paralisis de la mirada vertical

Aparicidn de incontinencia urinaria de causa no uroldgica en la fase inicial de la
demencia

Atrofia (neuroimagen estructural) o hipoperfusién o hipometabolismo
(neuroimagen funcional) exclusiva de I6bulos frontales o/y polos temporales, en
estadio intermedio o avanzado de la demencia

Electroencefalograma, o cartografia cerebral, normal en estadios avanzados

de la demencia.
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ENFERMEDAD DE ALZHEIMER PROBABLE:

Deben cumplirse los criterios |, Il y Il y hallarse ausentes los elementos de V.

ENFERMEDAD DE ALZHEIMER POSIBLE:

Se cumplen todos los criterios I, Il y 1l excepto uno de Ib, Ic o Id, o se da uno o mas

de V.

ENFERMEDAD DE ALZHEIMER CONFIRMADA:

1. Enfermedad de Alzheimer probable o posible + criterios neuropatolégicos de
EA, o

2. Demencia + criterios neuropatoloégicos de EA + ausencia de otras
alteraciones neuropatolégicas que pudieran causar demencia,

3. Demencia familiar + presencia de una de las mutaciones conocidas como
productoras de EA autosémica dominante (en los genes de la presenilina 1 —
cromosoma 14-, de la presenilina 2 —cromosoma 1— o de la proteina precursora

del amiloide —cromosoma 21-)

DEMENCIA COMBINADA:

1. Demencia + alteraciones clinicas o0 neuropatolégicas caracteristicas de al
menos dos entidades nosoldgicas que podrian contribuir a la produccion del

deterioro cognitivo.
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ENFERMEDAD DE ALZHEIMER CON ENFERMEDAD VASCULAR CEREBRAL

ASOCIADA

1. Enfermedad de Alzheimer probable + evidencia en la neuroimagen de
lesiones vasculares cerebrales, o
2. Demencia + criterios neuropatoldgicos de EA + presencia concomitante de

lesiones cerebrales vasculares.
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Criterios para el diagnéstico clinico de la EA

O | Y @ ™ oo o |0 T » o o6 T |

(=2

- 0 Q O

= ®o Qo 0O T |

Edad adulta

Instauracion insidiosa (meses o afos)

Evolucion lentamente progresiva (afios)
Alteracion precoz de memoria/aprendizaje

No parkinsonismo espontaneo en FID

No ataxia o caidas frecuentes en FID

No sindrome cerebeloso en FID

No sindrome piramidal en FID

No alucinaciones visuales en FID

No depresién mayor

No alteraciones conductuales destacadas en FID
Exclusién de otras causas, con pruebas estandar’
No ictus en 6 ultimos meses (en FID)

Anomia para objetos infrecuentes en FID

Alteracion de comprension verbal, fluidez verbal

categorial y orientaciéon visuospacial en FID o en
FMD

Genotipo Apo E homocigoto o heterocigoto para E4
Mayor atrofia de regién temporomesial (RM o TC)
Hipoactividad TP posterior bilateral (SPECT o PET)
Descenso de AB4, + Incremento de tau en lcr
Predomina el componente expresivo en la afasia
Bradipsiquia intensa en FID

Fluctuaciones notables de las funciones cognitivas
Paralisis de la mirada vertical

Incontinencia urinaria no uroldgica en FID

Atrofia (RM o TC) o hipoactividad (SPECT o PET)
exclusivamente frontal y/o temporopolar, en FMD

EEG o MAEC normales en fase de demencia
avanzada
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CRITERIOS DIAGNOSTICOS

1. Es obligatorio realizar a todos los pacientes al menos un analisis de sangre,
que incluya hemograma, VSG, glucosa, colesterol, triglicéridos, urea, creatinina,
acido urico, GPT, gamma-GT, fosfatasa alcalina, Na, K, Ca, T4 libre, TSH, vitamina
B12, acido fdlico y serologia de lues, asi como una prueba de neuroimagen
estructural (resonancia magnética o tomografia axial computarizada del encéfalo),
una radiografia del térax y un electrocardiograma. El resto de pruebas

complementarias mencionadas en los demas apartados son optativas.
2.  Soélo puede estar ausente uno de los aspectos marcados con este epigrafe.

3.  Este apartado describe manifestaciones que deben estar ausentes en el

paciente.
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1.3.- CRITERIOS CLINICOS ESTANDARIZADOS PARA EL DIAGNOSTICO DE LA

ENFERMEDAD DE ALZHEIMER [Dubois, 2007]

PROBABLE EA

Criterio diagndstico central

A. Presencia de alteracion en la memoria episédica significativa que incluye las

siguientes caracteristicas:
1. Cambio gradual y progresivo en la funcion mnésica referido por el paciente o
informadores de al menos 6 meses de evolucion
2. Evidencia objetiva de la alteracion significativa de la memoria episddica
medida mediante tests que evallen, principalmente, el déficit de evocacién que
no mejore con pistas o enlas pruebas de reconocimiento, controlando
previamente que la fijacién haya sido normal
3. La alteracién de la memoria episddica puede ser aislada o asociada con

otros cambios cognitivos

Rasgos que apoyan el diagnéstico

B. Presencia de atrofia del I6bulo temporal medio
- Pérdida de volumen hipocampal, cértex entorrinal y amigdala, evidenciado por
cambios cualitativos visuales observados en la RM, teniendo en cuenta las
caracteristicas de la poblacién de la misma edad o cambios cuantitativos
evaluados mediante estudios de volumetria en las regiones de interés

(teniendo en cuenta las normas de la poblacion de la misma edad)

C. Biomarcador anormal en liquido cefalorraquideo
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- Concentraciones bajas de beta amiloide, concentraciones incrementadas de
tau, o concentraciones incrementadas de fosfotau, o bien una combinacién de
estas tres
- Otros biomarcadores futuros si estan bien validados

D. Patron especifico funcional cerebral mediante PET
- Reduccion del metabolismo en areas temporo-parietales bilaterales
- Oftros ligandos bien validados, incluyendo aquellos que emergeran como el
componente B de Pittsburg B o el FDDNP

E. Mutacién autosémica dominante probada con un familiar de primer grado

Criterios de exclusion
Historia
- Inicio agudo
- Aparicion temprana de los siguientes sintomas: alteraciones de la marcha,
crisis epilépticas, cambios conductuales
Caracteristicas clinicas
- Signos neuroldgicos focales incluyendo hemiparesia, pérdida sensitiva
- Signos extrapiramidales tempranos
Otros trastornos médicos que sean suficientes para causar la alteracién de la memoria
o sintomas relacionados
- Demencia no EA
- Depresion mayor
- Enfermedad cerebrovascular
- Alteraciones metabdlicas y toxicas, que requeririan un estudio especifico
- Anormalidades de sefial MR FLAIR o T2 en el |6bulo temporal medio compatibles con

procesos infecciosos o vasculares
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CRITERIO PARA EA DEFINITIVA

Se considera EA definitiva si estan presentes los siguientes criterios
- Evidencia clinica e histopatolégica de la enfermedad (mediante biopsia o
autopsia cerebral), aplicando los criterios NIA-Reagan para el diagndstico post-
mortem de EA; ambos criterios deben estar presentes
- Evidencia de criterios clinicos y genéticos de EA (mutaciones en los

cromosomas 1, 14 o0 21); ambos criterios deben estar presentes
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Fuerte modulacion del sexo sobre € riesgo conferido
por el gen de la apolipoproteina E para la enfermedad
de Alzheimer en lapoblacion de las |slas Canarias, Espaia

M.C. Déniz-Naranjo?, C. Mufioz-Fernandez®, M.J. Alemany-Rodriguez®,
M.C. Pérez-Viéitez?, Y. Aladro-Benito®, J. Irurita-Latasa®, R. Suarez-Armas?,
M .P. Suarez-Valentin ¢, F. Sdnchez-Garcia?

GENDER HAS A STRONG MODULATING EFFECT ON THE RISK OF ALZHEIMER' S DISEASE CONFERRED
BY THE APOLIPOPROTEIN E GENE IN THE POPULATION OF THE CANARY ISLANDS, SPAIN

Summary. Objectives. Apolipoprotein E (ApoE) gen has been found to confer risk for Alzheimer disease in every population
studied. e are interested in analyzed the exonic variants and the promoter polymorphisms in our Canary population. Sub-
jects and methods. By means of PCR-RFLP analysis of DNA from patients (NINCS-ADRDA criteria) and controls (cognitive
state CAMCOG test measured) we analyzed the known exonic and promoter polymorphism of ApoE gen. Results. We have
found an association of Alzheimer disease risk based on exonic variants of ApoE gen, with a clear cut dose-effect on
susceptibility and no risk conferred by the promoter polymorphisms. Age at onset are not affected by variants of ApoE gen,
and patients gender strongly modulate the disease susceptibility. Conclusion. We have found in our Canary population an
association between Alzheimer disease with exonic variants of ApoE gen with a strong modulation by the patients gender.

[REV NEUROL 2004; 38: 615-8]

Key words. Alzheimer disease. Canary Islands. Exonic ApoE polymor phisms. Promoter ApoE polymor phisms. Spain.

INTRODUCCION

Laenfermedad de Alzheimer (EA) es un padecimiento neurode-
generativo progresivo, que conlleva una pérdida gradua de las
funciones cognitivasy las capacidades funcionales del sujeto. En
€l desarrollo de esta enfermedad colaboran un gran nimero de
factores genéticos y ambientales, como la edad, la historia fami-
liar 0 el sexo del individuo.

Desde 1991, un nimero creciente de estudios de casos y
controles y epidemiol6gicos han confirmado la asociacion en-
trelaEA y € aéo €4 del gen de la apolipoproteina E (ApoE)
[1-5]. Aunque la presencia del aelo €4 no es necesaria, ni sufi-
ciente, para €l desarrollo de la enfermedad, dicho alelo se ha
detectado como factor de riesgo tanto en la EA temprana como
tardia, familiar o esporédica[6,7]. Del mismo modo, la heren-
ciade uno o dos alelos €4 se ha asociado con una edad de apa-
ricion mas temprana [8,9], y €l riesgo esta condicionado por la
dosis de alelo €4 [10]. Se sabe que hay variaciones étnicas en
laproporcién de los diferentes alelos ApoE y su relacion con la
EA [7].
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Se han detectado varios polimorfismos de promotor del gen
de la ApoE (—491A/T, —427T/C y —219T/G), que parecen tener
actividad funciona en la transcripcion de dicho gen, y se han
encontrado asociados en agunas poblaciones ala EA [11]. Pero
existen controversias en cuanto alaasociacion de algunos de estos
polimorfismos con laEA en poblaciones étnicamente distintas.

El propésito del presente estudio es analizar las variantes
aélicas comunes del gen de la ApoE, tanto exdnicas como de
promotor, y su asociacion con la EA, con base en un estudio de
casosy controles en nuestra poblacién canaria, sobrelaque has-
tael momento no se ha publicado nada.

SUJETOSY METODOS

Para el propdsito de este estudio, hemos analizado 131 pacientes mayores
de 60 afios, diagnosticados de probable EA, basandose en los criterios
NINCS-ADRDA, reclutados en el Servicio de Neurologia de nuestro hospi-
tal. De la misma poblacion, hemos recabado la participacion de 85 contro-
les sin déficit cognitivo, medido por el test de CAMCOG, del mismo inter-
valo de edades. Antes de participar en €l presente estudio, tanto los pacien-
tes como |os controles otorgaron su consentimiento informado. El andlisis
delos aelos de promotor se harealizado sobre |os genotipos de 128 pacien-
tes y 80 controles. Este estudio ha sido aprobado por e comité ético de
nuestro hospital.

Determinacion del genotipo de la ApoE

Se aid6 ADN a partir de 10 mL de sangre en EDTA, por un método de
extraccion estdndar de fenol-cloroformo [12]. El genotipo delos polimorfis-
mos exonicos del gen ApoE se determind de acuerdo con el método descri-
to por Hixson y Vernier [13], con ligeras modificaciones; en breve, se
amplificé el ADN con los cebadores 5'-ACA GAA TCC GCC CCG GCC
TGG TACAC-3' y 5'-TAA GCT TGG CAC GGC TGT CCA AGG A-3'.
Ademés del tampodn descrito por el fabricante de la tag polimerasa (Perkin
Elmer), cada reaccion de amplificacion contenia 1 uM de cada cebador,
dNTP 200 uM, MgCl, 1,5 mM, 10% DMSO, 1,25 U Amplitaq Perkin-El-
mer, y 200-400 ng de ADN en un volumen final de 50 uL. Cada mezcla de
reaccion se calentd a 95 °C durante 5 minutos, y se someti6 a 35 ciclos de
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amplificacion mediante desnaturalizacion (95 °C, 30 s), anillado (60 °C, 30 s)
y extension (70 °C, 20 s), y un ciclo final de extension de 72 °C durante 10
minutos. Los genotipos ApoE se identificaron tras digestion con Hhal y
resolucion en electroforesis en un gel de poliacrilamida al 20%; los frag-
mentos individuales de ADN se visualizaron y fotografiaron tras su tincion
con bromuro de etidio.

Determinacion de los polimorfismos de promotor

El ADN se amplifico segiin el protocolo de Artiga et a [14,15], con peque-
flas modificaciones. Se utiliz6 la PCR parala amplificacién de un fragmen-
to de 1.423 pb de laregidn promotoradel gen delaApoE, desde la posicion
—1017 ala+406, relativas a sitio deinicio dela
transcripcion. Los cebadores 5'-CAA GGT CAC
ACA GCT GGC AAC-3' y 5'-TCC AAT CGA

Tabla . Frecuencias alélicas del gen ApoE.

Diagnéstico

Alzheimer
(n=131)

Controles
(n=85)

Alelo €2

0,031

0,059

Alelo €3

0,649

0,818

Alelo €4

0,321

0,124

Tabla Il. Distribucion de alelos €4.

CGG CTA GCT ACC-3' amplifican la region
reguladora indicada, bajo las siguientes condi-
ciones: desnaturalizacion, 95 °C durante 5 mi-
nutos, seguida de 35 ciclos de amplificacion de

Diagnostico

Alzheimer Control Total

94°C,30s,68°C, 30s,y 72°C, 40 s, seguidos
de un paso final de extension a 72 °C durante
10 min. Cada reaccion de amplificacion conte-
nia. dNTP 0,1 mM, 0,2 uM de cada cebador y
1,25 U de tag polimerasa (Qiagen), en un volu-

Sujetos

ed/ed

12 (9,2%) 0 12

e4/- 60 (45,8%) 21 (24,7%) 81

-/~ 59 (45,0%) 64 (75,3%) 123

men final de 50 uL. Un micralitro de estaPCR se

ha utilizado como ADN de partida para las si- Total

131 85 216 (100%)

guientes reacciones de amplificacion de los frag-
mentos que contienen los polimorfismos—491 A/T,
—427T/ICy-219GIT.

Tabla lll. Odds ratio de los genotipos €4/3 y €4/4. Método de Woolf-Haldane.

El andlisis RFLP de los polimorfismos —491
AIT y —427 T/C se realiz6 por digestion del pro-

pc OR IC inf. IC sup. Fisher

ducto que cubre laregion —512 a—285 con las en-

zimas Dra| y Alu-l, respectivamente, —cebado- e4/3

0,008 2,76 1,49 51 0,001438

res. 5'-TGT TGG CCA GGC TGG TIT TAA-3

(mismatched), y 5-CCT CCT TTC CTG AcC &7/

0,024 17,89 2,30 139,33 0,004022

CTG TCC-3'; condiciones: desnaturalizacion a

95 °C durante 5 min, seguida de 35 ciclos de

94 °C durante 30 s, 68 °C durante 30 sy 72 °C durante 40 s, y un paso de
extension final de 72 °C durante 10 min; cada reaccion de amplificacion con-
tenia dNTP 0,1 mM, 0,4 uM de cada primer y 1,25 U de taq polimerasa
(Qiagen) en un volumen final de 50 puL—. Para el andlisis del polimorfismo
—219 G/T, un producto de PCR que comprende | as posiciones—240 a—147 se
digirié con Taqg | —cebadores 5'-CAG AAT GGA GGA GGG TGT CTC-3
(mismatched) y 5'-GGA GGT GGG GCA TAG AGG TCT-3'; condiciones
de desnaturalizacién: 95 °C, 5 min, seguida de 35 ciclos de 94 °C durante
30's, 56 °C durante 30 sy 72 °C durante 5 s; cada reaccion de amplificacion
conteniac dNTP 0,1 mM, 0,4 uM de cada primer y 1,25 U de taq polimerasa
(Qiagen) en un volumen final de 50 pL.

Andlisis estadistico

Las frecuencias aélicas de casos y controles se calcularon por recuento di-
recto de alelosy célculo de proporciones simples. Las comparacionesde ale-
los'y genotipos se realizaron con e test de chi al cuadrado de Pearson (?), 0
el test exacto de Fisher, cuando fue necesario. Losvalores de P se corrigieron
por e ndmero de comparaciones efectuadas (pc). Se utilizo el método de
Woof-Haldane parael cdculo delosoddsratio (OR) y losintervalos de con-
fianza (IC) del 95%. La comparacion de la edad de inicio se realizd por
medio del test no paramétrico de Mann-Whitney. El andlisis estadistico se
realiz6 con el programainformético SPSS version 10.0 paraWindows.

RESULTADOS

Laproporcion de mujeres es mas abundante que lade hombres, tanto en el gru-
po de pacientes como en el delos controles, sin presentar estas diferencias sig-
nificacion estadistica (p = 0,124; 2 = 2,367). Ambos grupos de individuos
estaban en equilibrio de Hardy-Weimberg, pero las diferencias en las distribu-
ciones de las frecuencias alélicas fueron altamente significativas en los aelos
€4 (OR=335; IC=1,98-566), y €3 (OR=0,41; IC=0,26-0,66) (Tablal).

El ndmero de pacientes con a menos un aelo 4, comparado con los
controles, mostré una asociacion altamente significativa con la EA (p <
0,000; OR = 3,719, IC = 2,039-6,785) (Tablall).
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Tabla IV. Distribucion de los alelos €4 entre pacientes y controles segin
el sexo.

Diagnostico
Alzheimer Control
n=131 n =285
Masculino €4 presente 17 (12,9%) 12 (14,1%)
€4 ausente 25(19,1%) 24 (28,2%)
Femenino €4 presente 55 (42%) 9(10,6%)
€4 ausente 34 (26%) 40 (471%)

El andlisisdel efecto de dosisdelosaelose4 sobre el desarrollo delaEA
muestra una gran correlacién entre ambos, ya que e valor del OR para un
alelo seincrementa 6,5 veces bajo la presencia de dos aelos €4 (OR = 2,6,
frente a17,89) (Tablalll).

No encontramos diferencias estadisticamente significativas entre las eda-
des medias en el momento del diagnéstico de los pacientes con dos alelos
(72,08 afios) frente a los pacientes con un alelo (74,10) o ningln aelo €4
(73,85), por lo que en nuestra poblacion, ni lapresenciani ladosisdel aelo
€4 parecen estar relacionadas con la edad de aparicion de la enfermedad.

El estudio de nuestra casuistica para la presencia de a menos un aelo
€4, estratificada por sexos, muestra que €l alelo €4 se relaciona con la EA
s6l0 en el sexo femenino (p = 0,000; 2 = 23,969; OR = 7,190; IC = 3,104-
16,665), y no con & sexo masculino (p = 0,515; %% = 0,423; OR=1,36; IC =
0,538-3,437) (TablaV).

Esto implica que en nuestra poblacién canaria existe una interaccién
entre el sexo delos pacientesy lapresenciadel alelo €4, y es destacable que
para las mujeres la asociacion es a menos tres veces mayor (OR = 7,19),
que cuando se calcula el OR sobre € total de los pacientes (OR = 2,76).

REV NEUROL 2004; 38 (7): 615-618



Tabla V. Frecuencias alélicas de los polimorfismos de promotor de ApoE.

Diagnéstico
Pacientes Controles

Promotor de ApoE (n=128) (n=80)
-491 A 0,824 0,863

T 0,176 0,138
427 T 0,930 0,919

C 0,070 0,081
-219 T 0,516 0,494

G 0,484 0,506

LatablaV muestralas frecuencias alélicas de los tres polimorfismos de
promotor analizados en este estudio; como se puede observar, no existen
diferencias significativas que muestren una asociacion con laEA.

La distribucion de aelos de promotor, considerando simultaneamente la
presencia o ausencia del alelo €4, tampoco ha mostrado relacion significati-
va entre estos polimorfismos de promotor y la EA.

DISCUSION

Laaltaprevalencia de mujeres, tanto entre el grupo de pacientes
como de controles, es similar a la encontrada en la poblacién
general de Canarias para estos grupos de edades. Todavia mas,
en la mayoria de las casuisticas publicadas, la prevalencia de
mujeres es mayor en los distintos grupos étnicos estudiados, y

APOEY ALZHEIMER

parece que es un patrén comun distribuido por todo €l mundo,
tal como se ha analizado recientemente [16].

En nuestra poblacién, la presenciade uno o masaelose4 se
asociaalaEA, como se ha descrito ampliamente en publicacio-
nes previas [17-22]; la presenciade al menos un alelo ¢4 conlle-
va un riesgo de padecer la enfermedad casi tres veces mayor
que el de los sujetos que no o presentan, y tener los dos alelos
e4 incrementa el riesgo a 17,9 veces, uno de los més altos publi-
cados hasta ahora y un claro indicador de la existencia de un
efecto relacionado con ladosis del gen.

Al contrario que en otros, en nuestro estudio no hemos en-
contrado relacion entre una presentacion mas precoz de la enfer-
medad y lapresenciadel aeloe4[23].

No obstante, nuestro estudio ha puesto de manifiesto unafuer-
te asociacion del aelo 4 con la EA en las mujeres, y nos hace
apreciar que en nuestra poblacién, dicha asociacion estAmodulada
fuertemente por € sexo, hecho que ha sido publicado por otros
autores en otras poblaciones [24-28], pero no undnimemente [29].

Ninguno de los alelos de promotor del gen de la ApoE que
hemos estudiado ha presentado una asociacién significativa con
laenfermedad, aun teniendo en cuentala presenciao no del ae-
lo 4. Estos resultados estén en desacuerdo con las publicacio-
nesdeBullido et al [11] y Town et a [30,31], pero en consonan-
ciacon otros estudios [ 32-35] en poblaciones caucasica, japone-
say china.

En conclusion, las variantes exénicas del gen de laApoE se
asocian fuertemente con la EA en la poblacion de las Islas Ca-
narias, con un efecto de dosis muy claro sobre la susceptibilidad
y una modulacién muy fuerte por el sexo.
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presente trabajo es @ estudio de los polimorfismos de dicho gen, tan-
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relaciona con la EA, y esté condicionado por una fuerte modulacion
del sexo de los pacientes. [REV NEUROL 2004; 38: 615-8]
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FORTE MODULACAO DE GENERO SOBRE O RISCO
CONFERIDO PELO GENE DA APOLIPOPROTEINA E
PARA A DOENGCA DE ALZHEIMER NA POPULACAO
DASILHAS CANARIAS, ESPANHA

Resumo. Objectivos. Na maioria das popul agdes estudadas encon-
trou-se que o gene da apolipoproteina E (ApoE) € umfactor deris-
co para a doenca de Alzheimer (DA). O objectivo do presente tra-
balho é o estudo dos polimorfismos do referido gene, quer das va-
riantes exénicas, quer dos polimorfismos do promotor na nossa
populagéo canaria. Sujeitos e métodos. Analisdmos, por meio de
técnicas de PCR-RFLP, tanto as variantes exdnicas, como trés dos
polimorfismos do promotor mais comuns do gene da ApoE, sobre o
ADN de 131 doentes com diagnostico clinico de provavel DA,
segundo os critérios do NINCS-ADRDA, e 85 controlos sem défice
cognitivo medido pelo teste de CAMCOG. Resultados. Encontréa-
mos que as variantes alélicas exdnicas do gene da ApoE estdo for-
temente relacionadas com a DA. Apresentam um claro efeito dose
sobre a susceptibilidade a doenga, e as variantes do promotor néo
mostram qualquer associagdo com a doenca. Na nossa amostra
analisada, o gene da ApoE ndo parece influir na idade da apresen-
tacdo da doenca, enquanto que o género dos doentes confere
caracteristicas de susceptibilidade distintivas. Conclusao. Na nos-
sa populagdo, o gene da ApoE esta relacionado com a DA, sendo
condicionado por uma forte modulagdo do género dos doentes.
[REV NEUROL 2004; 38: 615-8]

Palavras chave. Doenca de Alzheimer. Espanha. Gene ApoE. lhas
Canarias. Polimorfismos do promotor. Variantes exénicas.
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Abstract

Aim: Cholinergic dysfunction is a major neurochemical feature in Alzheimer’s disease (AD), accountable for many cognitive dysfunctions and
some psychiatric symptoms. Butyrylcholinesterase (BChE) is one of the cholinesterases with increased activity in the brain of Alzheimer’s patients.
Several mutations code for different BChE, such as the K variant, which is the most common and is capable of reducing BChE activity by 30%. We
studied the relationship between this K variant and Alzheimer’s disease in our population from the Canary Islands (Spain). Patients and methods:
We used DNA PCR-RFLP techniques to compare 282 patients who had been diagnosed with probable Alzheimer’s disease — according to NINCS-
ADRDA criteria — with 312 control subjects confirmed to be free of cognitive impairment as assessed by using the CAMDEX cognitive subscale
CAMCOG. Results: In our population the K variant of BChE is linked to the age of diagnosis of Alzheimer’s disease, since AD individuals with
this allele presented the disease at a later stage. No other susceptibility relations are exposed in this study. In addition, the BChE allelic frequencies

in our population are higher than those previously reported.
© 2007 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Keywords: BChK polymorphism; ApoE; Alzheimer’s disease; Canary Islands; Spain

One of the most relevant neurochemical abnormalities in
Alzheimer’s disease (AD) is the cholinergic dysfunction in the
central nervous system. Cholinergic neurons situated in the
cerebrobasal nuclei regions, projecting to the hippocampus and
extensive cortical areas undergo degeneration. This cholinergic
effect is responsible for many cognitive dysfunctions and some
psychiatric symptoms [15].

Some important features of cholinesterase-related cere-
bral functions are linked to enzymatic differences. Two
cholinesterase enzyme forms are present in mammal brains:
acetilcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE),
both enzymes differ in structure, kinetics and genetics. Both
molecules AChE and BChE catalyze the hydrolysis of the excess
of acetylcholine neurotransmission in the synaptic space produc-
ing choline and acetic acid. This reaction is essential to allow

* Corresponding author. Tel.: +34 928 449509; fax: +34 928 449293.
E-mail address: fsangarj@ gobiernodecanarias.org (F. Sanchez-Garcia).
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a cholinergic neuron to recover the baseline situation following
activation.

In 1978, Perry reported a significant increase in butyryl-
cholinesterase activity in the brain of Alzheimer’s patients [21],
suggesting an association with the beta-amyloid transforma-
tion from a benign to a malign form associated with nervous
tissue degeneration and clinical dementia [8,10,17,18]. Darreh
even proposed that levels of BChE in cerebrospinal fluid vary
inversely with the content of the amyloid plaques. Hence, low
concentrations of BChE in the cerebrospinal fluid could predict
a high rate of deposition in neuritic plaques, increased neuro-
toxicity and greater central neural degeneration [6]. BChE can
also be related to a reduced Tau phosphorylation in patients with
Alzheimer’s type and Levy bodies dementia [2].

Several mutations have been described to code for different
BChE. In the K variant [3], there is an alanine to threonine substi-
tution in the 539 amino acid position (GCA, ACA; Ala539Thr)
due to a guanine to adenine transition in the 1615 nucleotide
(exon4) [13]. The mutation of this K variant induces a 30%
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reduction in serum BChE activity increasing up to 45% in AD
patients [12].

Studies regarding the possible association between AD and
the BChE variant have dissimilar results; some revealed higher
frequencies of K variant among AD cases with late presenta-
tion. Moreover, when we take into account ApoE genotypes,
the allelic frequencies increase in those individuals with E4
allele. This suggests a possible BChE-K and ApoE4 interaction
[14,19,24]. On the other hand, some authors have reported the
K variant as an independent risk factor, synergistic with ApoE4
[4,22]. Finally, some reports failed to prove an association with
the disease [5].

The aim of this study is to determine whether butyryl-
cholinesterase K variant is a potential risk factor for AD in a
Canarian population. Historically inhabitants from the Canary
Islands have been admixed with people coming from north-
ern Africa and Europe, with certain degree of endogamy due
to geographic isolation.

After the Ethics Committee from the Hospital had given
consent, members of the Neurology Department of the latter
studied 282 consecutive patients aged over 60 (88 males and
194 females). These patients had been diagnosed of possible
Alzheimer’s disease according to NINCS-ADRDA criteria and
they all lacked a family history of AD and 312 control sub-
jects (192 males and 120 females) who were mainly relatives of
the patients or simply members of the general population were
included after confirming that they had no cognitive impairment,
as assessed by cognitive subscale CAMCOG of the CAMDEX
test. The age range was similar in both groups. All participants
were asked to sign a letter of consent before participating in the
study. Family members were asked to give their consent when
patients were not in a position to decide.

Variables analyzed: (a) Gender of the subjects; (b) ApoE and
butyrylcholinesterase genotypes and allele frequencies; (c) age
at diagnosis.

DNA was isolated from their blood samples (10 ml stored in
EDTA) with standard phenol—chloroform method [23].

Genotyping of the exonic polymorphisms of the ApoE gene
was performed according to Hixson’s description [11], with
slight adjustments. In brief, DNA was amplified with the primers
5’-ACA GAA TCC GCC CCG GCC TGG TAC AC-3’ and
5’-TAA GCT TGG CAC GGC TGT CCA AGG A-3', which
generated a 244 base pair band. Besides the buffer described by
the Taq polymerase manufacturer (PerkinElmer Inc.), we added
1 M of each primer, 200 uM of ANTP, 1.5 mM of MgCl,, 10%
DMSO, 1.25 u Amplitaq, and 200400 ng DNA to each amplify-
ing reaction with a final volume of 50 pl. Each reaction mixture
was heated to 95 °C, for 5 min, undergoing 30 cycles of ampli-
fication: denaturation (95 °C, 30s), primer annealing (60 °C,
20s), extension (72°C, 20s), and a final elongation cycle of
72 °C during 10 min. ApoE genotypes were identified following
digestion with Hha-I and separated by electrophoresis in a 20%
polyacrilamide gel; individual DNA fragments were visualized
after ethidium bromide staining and photographed.

Each subject underwent double genotyping; that is, two sep-
arate PCR-RFLP’s: one for the K variant typing and the second
for the “wild” variant or W typing, according to the method

described by Altamirano et al. [1], with slight variations. The
primers were the following:

e K Variant: 5 TTA ATA CAA CTT ATT CCA TAT TTT
ACA GGA AAT ATT GAT GTA 3’ and 5 AAG CTC CTG
ATA TTT TTG CCT TGA TCT AAA GGA AAA 3/, which
generated a 217 base pair band and

e wild variant (W): 5 TGT ACT GTG TAG TTA GAG AAA
ATG GCTTTT GT 3’ and 5" ATG TTA TTG TTC CAG CGA
TGG AAT CCT GCT TTC CAC GCC CAT TCG G 3/, which
generated a 169 base pair band. Besides the buffer described
by the Taq polymerase manufacturer (PerkinElmer Inc.), each
reaction contained 0.5 pM of each primer, 200 uM of dNTP,
3 mM of MgCly, 2.5u of Amplitaq and 300-500 ng of DNA
in a final volume of 50 1. Each reaction mixture was heated
to 95°C for 5min, undergoing 30 cycles of amplification:
denaturation (95 °C, 1 min), annealing (60 °C, 1 min), exten-
sion (72 °C, 1 min), and a final extension cycle of 72 °C for
5 min. The PCR products were digested by Mae-III and Bgl-I
restriction endonucleases, generating BChE-K and BChE-W
genotypes, respectively. These were separated and resolved
by electrophoresis in a 13% polyacrilamide gel; individual
fragments of DNA were visualized after ethidium bromide
staining and photographed.

Case and control genotypes and allelic frequencies were cal-
culated by direct counting of the genotypes and alleles and
simple proportion calculus.

Genotype and allele comparisons, odds ratio (OR) and confi-
dence interval (CI) calculations were done based on a crosstabs
module included in the SPSS v10 for Windows statistic anal-
ysis package. Age comparisons were carried out with the
Mann—Witney non-parametric test from the same statistic pack-
age.

In our patient series of 282 subjects 88 were males and 194
females, whereas in the 312 subjects of the control group 192
were males and 120 females. All our patients were diagnosed
with sporadic Alzheimer’s disease of late onset.

As can be seen in Table 1 females are predominant in our case
population. It is well known that AD is strongly associated with
age, and its frequency increases in individuals above 60 years
of age. In our case groups, the frequency of AD increases from
16.3% in the age group 60-69 y.o. to 34% in individuals over
80 years old.

We could not find statistically significant differences regard-
ing the cases mean age at diagnosis between males and females,

Table 1
Gender distribution of patients and frequency of patients on distinct age groups

Patients (n=282)

Gender (M:F) 88:194
Under 80 years old (M:F) 60:126
Over 80 years old (M:F) 28:68

60-69 years old group 16.3%
Over 80 years old group 34.0%

M =male; F=female.
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Table 2
Genotype and allele distribution in patients and controls
Polymorphism Genotypes (n=594) alleles (n=1188) Patients n=282 (%) Controls n=312 (%) Significance
ApoE Presence E4 138(48.9) 69(22.1) p=0.000
Absence E4 144 (51.1) 243(77.9)
Genotypes BChE (n=1594) KK 14(5.0%) 16(5.1%) p=0.987
KW 82(29.0%) 89(28.5%)
WW 186(66.0%) 207 (66.4%)
Alleles BchE (n=1188) K 110(19.5%) 121(19.4%) p=0.931
W 454(80.5%) 503 (80.6%)
W =wild; K=K variant.
therefore gender does not appear to be related to the age at diag- Table 3
nosis of the disease [males = 75.22 years; females = 76.43 years; Association of age in patients with the presence/absence of BChE-K allele
p=0.167 (n.s.)]. K allele N Mean age Significance
In the case and control populatl.ons, the dlStl’lbuFlOH of bot.h K present % 7730 2= 0.028
genotypes [BChE and ApoE], were in the Hardy—Weinbergequi- g spsent 186 75.41

librium. As it happens in many different populations — as we also
described in a previous report [7] — the E4 allele of the ApoE
gene is strongly related to the disease; thus, 50% of our cases
and only 22% of the controls are ApoE4 carriers [p=0.000;
0O.R.=3.375; C.I. (2.367—-4.813)]. This association is strong in
both genders (data not shown). We found that the risk of devel-
oping the disease increases by a threefold in individuals with a
single E4 allele and is 37 times more likely to appear in carriers
of both E4 alleles (data not shown). This suggests an intense
multiplying dose effect regarding the number of ApoE E4 alle-
les. The ApoE genotype was not linked to the age at diagnosis
of the disease.

Regarding the BChE genotypes, the percentage of patients
carrying K and wild alleles was similar to that of the control
subjects, and no association with the disease could be proved
(Table 2). Similar results were obtained when tested for the
presence/absence of BChE-K, even by adjusting by gender or
presence/absence of E4 allele of ApoE gen.

But the study of the age at diagnosis showed that the pres-
ence/absence of the K allele is related to it. The carriers of the

K allele tend to develop the disease at older ages than the wild
allele carriers (Table 3). Thus, the K allele is associated with an
old age at diagnosis.

When we divided by the presence/absence of E4, the individ-
uals with a K allele are older than those who lack it in both cases,
which agrees with the general result, but is only statistically sig-
nificant in the subjects without ApoE E4 allele (p = 0.043) (data
not shown).

As an additional result of the study, we found that our allelic
frequency of BCHE-K is one of the highest reported so far,
even though we could not prove statistical differences between
patients and controls [p=0.902] (Table 4).

In our patient series the number of females is twice the num-
ber of males. Such a difference, points out a possible association
between Alzheimer’s disease and female gender. However, it
could be also attributed to the fact that men generally experi-
ence early death due to other reasons. Butreviewing the Canarian
Institute of Statistics (ISTAC), the number of females does not

Table 4
BChK allelic frequencies reported in different populations
Cases Controls
N Frequency N Frequency
Oxford (Lehmann et al.) 1997 LOAD =74 0.17 104 0.09
EOAD =14 0.07
USA (Crawford et al.) 1998 Community = 62 0.097 201 0.144
Clinic =329 0.17
Bristol (Kehoe et al.) 1998 181 0.21 71 0.20
Finland (Hiltunen et al.) 1998 78 0.14 97 0.15
USA (Grubber et al.) 1999 245 0.19 241 0.23
Montreal (Wiebusch et al.) 1999 135 0.23 70 0.13
Northern Ireland (Mcllroy et al.) 2000 175 0.27 187 0.14
Tehran, Iran (Raygani et al.) 2004 105 0.24 129 0.12
Northern Spain (Combarros et al.) 2005 187 0.10 172 0.15
CANARY ISLANDS, SPAIN 2007 282 0.34 312 0.33




M.C. Déniz-Naranjo et al. / Neuroscience Letters 427 (2007) 34-38 37

exceed the number of males until the 80-84 age group. And
when we stratified our case series to look at those under and
over 80 years of age (Table 1), the proportion of females in
the category under 80 y.o. is twice that of males. This sug-
gests an association of Alzheimer’s disease with gender in our
population.

The presence of the K allele is associated with the age
of diagnosis of the disease; thus individuals of AD without
the allele present the disease at earlier ages than the BChE-
K variant carriers. Knowing that K variant presence implies
30% less acetylcholine metabolization, individuals with this
variant would be less efficient in metabolizing acetylcholine.
Therefore, its degradation would take longer and clinical signs
would appear later. To reinforce this, Perry et al. found a highly
significant association between lower activity of BChE in the
temporal cortex and a slower rate of cognitive decline by look-
ing at autopsy-confirmed cases of Lewy-bodies dementia [20].
In addition, Greig et al. found in an animal model that selec-
tive inhibition of BChE increases levels of brain acetylcholine,
enhances learning and lowers Alzheimer’s beta-amyloid peptide
content [9].

Stratifying by the presence/absence of E4, we found that
K allele carriers are older, but only statistically significant in
patients without ApoE E4 allele (p =0.043). No other associa-
tion of BChE-K polymorphism with Alzheimer’s disease was
disclosed in our population.

As an additional finding of our study we have found that the
allelic frequencies of BChE-K in our Canarian population is the
highest reported so far, way beyond the highest Northern Ireland
frequency described by Mcllroy [16].

The high frequency was double-checked typing BChE wild
variant. Each butyrylcholinesterase genotype was confirmed
twice (typing both K and wild variants) therefore, assessing the
genuine genotype.
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Aims: Previous studies have reported the presence of low-grade inflammation in
Alzheimer disease (AD). Based on these data, our work attempts to investigate the
effects of some promoter polymorphisms of pro-inflammatory cytokines [interleukin
(IL)-1 alpha and IL-1 beta] on AD. Patients and methods: A PCR-RFLP technique
was used to analyze the promoter polymorphisms of both IL-1 alpha (—-889 C/T) and
IL-1 beta (—511 C/T) and the APOE genotype from the DNA samples of 282 patients
(according to NINCDS-ADRDA criteria) and 312 control subjects. Results: (i) The
risk of developing AD in our population was associated with the IL-1 beta (=511 C/T)
promoter polymorphism; (ii) such risk was independent of the risk factor allele in the
APOE gene (APOE4); and (iii) the IL-1 alpha promoter polymorphism (-889 C/T)
was not associated with the disease. Conclusion: In our population, IL-1 beta pro-
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moter polymorphism (=511 C/T) is an independent risk factor for AD.

Introduction

Several unrelated pathological, genetic, and epidemio-
logical studies have provided an insight into the
inflammatory mechanisms involved in the pathogenesis
of Alzheimer disease (AD) [1-3]. Although the molec-
ular basis of AD is not clearly understood, a neuro-
inflammatory process triggered by Abetad? seems to
play a central role in the neurodegenerative process.
This inflammatory process is driven by activated mi-
croglia/astrocytes and by the induction of pro-inflam-
matory molecules and related signaling pathways,
which in turn leads to both synaptic and neuronal
damage as well as to further inflammatory cell activa-
tion [4]. This cascade is first mediated by the pro-
inflammatory cytokine interleukin (IL)-1, which is
overexpressed by activated microglia. IL-1 may cause
neuronal death through different pathways, which
activates more microglia and consequently increases
IL-1 release, in a self-sustaining and self-amplifying
fashion [5]. Over a period of years, this slow but con-
tinuous inflammation in the brain may destroy enough
neurons to cause the clinical signs of AD.

The risk for an individual to develop AD could de-
pend on the environment as well as on a genetic sus-
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ceptibility profile, based on the combined influence of
multiple risk alleles in genes regulating the immuno-
inflammatory response, such as the cytokines [2,6].

Previous studies have reported an association be-
tween AD and both IL-1 alpha and IL-1 beta cytokine
polymorphisms, with a marked population dependency
[7-13]. However, contradictory results have led to
several disagreements [14—19].

The aim of the present study was to analyze IL-1
alpha (-889 C/T) and IL-1 beta (=511 C/T) promoter
polymorphisms to investigate their possible association
with AD in our Caucasian population. It was per-
formed as a case—control study on a sample from our
population. To our knowledge, this has been the first
time that a study of this kind has been carried out in the
Canary Islands.

Patients and methods

Subjects

Following approval from the Hospital’s Ethics Com-
mittee, we studied 282 consecutive AD patients
(according to NINCDS-ADRDA criteria [20]) from the
Neurology Department, who were over 60 years old,
(88 males and 194 females, age range: 60-97 years) and
lacked a family history of AD assessed by clinical
interview. The control group comprised 312 age-
matched individuals (192 males and 120 females, age
range: 60-90 years), who were either relatives of the

© 2008 The Author(s)
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patients in the case group or simply members of the
general population included in the study, after
confirming that they had no cognitive impairment as
assessed by the cognitive subscale Cambridge Cognitive
Examination of the Cambridge Mental Disorders of the
Elderly Examination test. Age range was similar in both
groups. All participants were asked to sign an informed
consent form before taking part in the study. When
patients were not in a position to decide, family
members were asked to consent on their behalf.

Variables studied

(i) APOE, IL-1 alpha and IL-1 beta promoter poly-
morphisms: genotype and allelic frequencies; (i) gender
of the subjects; and (iii) age at diagnosis.

Methods

DNA was isolated from blood samples (10 ml in
ethylenediaminetetraacetic acid) following a standard
phenol-chloroform method [21].

APOE genotyping

Exonic APOE gene polymorphism genotyping was
performed as described by Hixson and Vernier [22], with
slight adjustments. Briefly, DNA was amplified with
the 5-ACAGAATCCGCCCCGGCCTGGTACAC-3’
and 5-TAAGCTTGGCACGGCTGTCCAAGGA-3’
which renders a 244 base-pair band. In addition to the
buffer described by the Taq polymerase manufacturer
(Perkin-Elmer, Waltham, MA, USA), 1 uM of each
primer, 200 uM of deoxyribonucleotide triphosphate
(ANTP), 1.5 mM of MgCl,, 10% dimethyl sulfoxide,
1.25 u amplitaq Perkin-Elmer, and 200-400 ng DNA
were added to each amplifying reaction, giving a final
volume of 50 ul. Each reaction mixture was heated to
95°C for 5 min, undergoing 30 amplification cycles
consisting of denaturing (95°C, 30 s), annealing (60°C,
20 s), and extension, (72°C, 20 s), and a final 10 min
extension cycle at 72°C. APOE genotypes were identified
following digestion with Hha-I and resolution by
electrophoresis in a 20% polyacrylamide gel. After
staining with ethidium bromide dye, the individual DNA
fragments were visualized and photographed.

IL-1 promoter polymorphisms genotyping

Genotyping of the promoter polymorphisms of IL-1
alpha and IL-1 beta was carried out as described by
Kanemoto et al. [23] and Foster et al. [24], with slight
variations. Primers for DNA amplification were: 5'-
TGGCATTGATCTGGTTCATC-3" and 5-GTTTA-

© 2008 The Author(s)
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GGAATCTTCCCACTT-3 (IL-1 beta =511 C/T)
and 5-GGGGGCTTCACTATGTTGCCCACACTG-
GACTAA-3" and 5-GAAGGCATGGATTTTTACA-
TATGACCTTCCATG-3" (IL-1 alpha -889 C/T),
generating a 299 base-pair band and a 304 base-pair
band, respectively. Each reaction mixture contained the
Taq polymerase (Perkin-Elmer) buffer described by the
manufacturer, 0.5 uM of each primer, 100 uM dNTP,
1.5 mM MgCl,, 1.25u amplitaq Perkin-Elmer, and
200 ng of DNA in a 50 ul final volume. The reaction
mixture was heated to 95°C for 5 min, and underwent
35 amplification cycles, consisting of denaturing (94°C,
45 s), annealing (54°C, 50 s), and extension, (72°C,
1 min), with a final 5 min extension cycle at 72°C. IL-1
beta (=511 C/T) genotype was identified following
digestion with Ava-l and resolution with electrophoresis
in a 20% polyacrylamide gel; whereas IL-1 alpha (-889
C/T) genotype was identified following digestion with
Nco-l and resolution in a 20% polyacrylamide gel.
Individual fragments were visualized using an ethidium
bromide dye and photographed.

Statistical analysis

Genotype and allelic frequencies in case and control
groups were calculated by direct counting of the geno-
types and alleles and simple proportion calculus.
Genotype and allele frequencies comparison, odds ratio
(OR) and confidence interval (CI) calculations were
performed with a cross-tabs module included in the
spss v10 (Chicago, IL, USA) for Windows statistic
analysis package. Age comparisons were carried out
with the Mann—Whitney, non-parametric test, from the
same statistic package.

Results

In our series of 282 patients, 88 were males and 194
females, whereas in the control population of 312
individuals, there were 192 males and 120 females. Our
case group was comprised by patients with sporadic
late-onset AD.

As can be seen in our case group, the number of
females was twice the number of males. In searching for
an explanation of this figure, and as this is only a
sample of a larger population, we also looked at gender
figures from the ISTAC (Official Canary Institute of
Statistics), in order to find the general gender distribu-
tion for the Gran Canarian population. The distribu-
tion was similar (i.e. 1:1 males:females), with the
exception of the upper age group (above 80 years old),
where females seem to be predominant (Table 1).

It is well known that AD is strongly associated with
age, its frequency increases in those who are over
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Table 1 Patients below and over 80 years old, divided by gender

Gender

Males (%)  Females (%)  Total rows (%)
Below 80 years old 60 (32.3) 126 (67.7) 186 (100)
Over 80 years old 28 (29.2) 68 (70.8) 96 (100)
Total gender 88 (31.2) 194 (68.8) 282 (100.0)

60 years old. In our population, AD frequency
increases from 16.3% in the 60-69 years old age group,
to 34% in those above 80 years old. No statistical dif-
ferences were found in the onset mean age between
males and females within the case group. Therefore,
gender does not appear to be related to age at the time
of diagnosis of AD in our population [males = 75.22;
females = 76.43; P = 0.167 (n.s.)].

Genotype distribution of APOE, IL-1 alpha, and IL-1
beta in both groups were in Hardy—Weinberg equilib-
rium. Table 2 shows the genotype and allelic frequencies
found in this study. As we described in a previous report
[25], the E4 allele of the APOE gene is strongly related to
AD, as described in most populations. This association
was also found in this study population: about 50% of
our patients were APOE4 carriers, whereas the allele
was only present in 22% of controls (P = 0.000;
OR = 3.375; CI: 2.367-4.813).

Alzheimer disease was also statistically associated
with the IL-1 beta gene promoter (-511 C/T) poly-
morphism as shown in Table 3. When our data were
stratified according to the presence of the APOE4 allele,
the IL-1 beta =511 T allele was significantly more fre-
quent in AD patients carrying the APOE4 allele, as well
as in the non-APOE4 carriers. Therefore, the IL-1 beta
polymorphism is a risk factor independent of APOE.

Our logistic regression model built with gender, the
cytokine polymorphisms studied and the APOE
genotype, confirmed that IL-1 beta T allele is an

Table 2 Genotypes and allelic frequencies of tested polymorphisms

Genotypes  Patients (%), Controls (%),
(Ng) and Ng = 282, Ng = 312,

Polymorphism Alleles (Na) Na = 564 Na = 624 P-value

APOE Presence E4 138 (48.9) 69 (22.1) 0.000
Absence B4 144 (51.1) 243 (77.9)
-511 CJT, cc 117 (41.5) 158 (50.6) 0.026
IL-1 beta CT 127 (45.0) 129 (41.3)
T 38 (13.5) 25 (8.0)
C 361 (64.0) 445 (71.3) 0.007
T 203 (36.0) 179 (28.7)
—889 C/T, cc 138 (48.9) 168 (53.8) 0.438
IL-1alpha CT 118 (41.8) 121 (38.8)
T 26 (9.2) 23 (7.4)
C 394 (69.9) 457 (73.2) 0.197
T 170 30.1) 167 (26.8)

Values in bold indicate significant values.

Table 3 Interleukin (IL)-1 beta risk and risks stratified by APOE4
presence

APOE4 presence P-value OR CI

IL-1 beta No stratified 0.007 1.398 1.095-1.785
(=511 T)

IL-1 beta APOE4 yes 0.034 2.667 1.060-6.706
(=511 T) APOE4 no 0.000 1.616 1.238-2.111

OR, odds ratio; CI, confidence interval.

independent risk factor for AD. Regarding the age at
the time of diagnosis of AD, no association was found
in this study for any of the investigated polymorphisms.

Discussion

Despite the ultimate molecular and cellular mechanisms
of AD are still unknown, growing evidence relates the
beta-amyloid deposition with the inflammatory re-
sponse observed in AD [26,27]. Moreover, several au-
thors have reported data on different polymorphisms in
various populations, unravelling the links between AD
and some elements of the immuno-inflammatory re-
sponse, such as some cytokines [28-30].

In such situations, the inflammation process triggered
by the presence of beta-amyloid could be favored by an
imbalance between pro- and anti-inflammatory ILs, in
such a way that certain ‘genetic profiles’ responsible of
their transcription regulation could promote either an
excess of pro-inflammatory cytokines or a deficiency of
anti-inflammatory cytokines.

However, these results are still controversial, as none
of the other reports have conclusively demonstrated a
relationship between the disease and the age of its
clinical manifestations [18]. Contradictory results could
be explained by considering the differences in the
prevalence of some polymorphisms in different popu-
lations [31].

The fact that the gender differences arise only on the
upper age group in the general Gran Canarian popu-
lation, contrasting with the case group suggests that
increased female longevity is not the main cause of the
gender differences in our AD patients. No further
explanations can we drawn from this case—control
study. As it has been previously described in other
populations, again we found a strong association be-
tween AD and the E4 allele of the APOE gene in this
study based on a Canarian population [24].

Regarding IL-1, only IL-1 beta (=511 C/T) poly-
morphism was found to be associated with AD and, it
was so, independently from the presence or absence of
the APOE4 allele, suggesting that it is an independent
risk factor for AD. The T allele, reported to be linked
with higher IL-1 beta plasmatic levels [32], which could

© 2008 The Author(s)
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induce a greater cytokine transcription and enhance
inflammation in AD was more prevalent amongst
patients.

We have not found any significant results regarding
IL-1 alpha (=889 C/T) promoter polymorphism in our
study, although some authors have described significant
associations in their populations [13,14]. We think these
may be due in part to a population effect. No associa-
tion was found between any of the polymorphisms
studied and the age of clinical onset in our population.

Conclusions

Our study has found that IL-1 beta (=511 C/T) gene
promoter polymorphism behaved as an independent
risk factor for AD in our population, whereas the IL-1
alpha (-889 C/T) promoter polymorphism had no im-
pact in the presence of the disease. Neither of them
affected the age of clinical presentation.
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