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Resumen

Objetivo: Evaiuar la presencia de la Proteina Precursora del  Amiloide y de
los genotipos de la Apolipoproteina E en una poblacion mexicana y determinar
su asociacion con la Enfermedad de Alzheimer (EA).

Metodologia: Se analizaron muestras de sangre de 23 pacientes con probable
EA, 3 con Demencia Vascular (DV) y 26 controles de la poblacion general sin
la enfermedad y sin antecedentes familiares de demencia para la
genotipificacion de ApoE e identificacion de la BAPP mediante Western blot. A
degradacion de la B-APP, se obtuvo mediante una razdn (en densidades
Opticas) entre la banda superior (139 Kd) y la banda inferior (106-110 Kd). Por
medic de la razén de momios se calculd la asociacidn de los genotipos de
ApoE y la BAPP con la EA.

Resultados: La razén de la BAPP en los pacientes con EA fue menor en
comparacion con los controles: 0.4762 + 0.266 vs. 0.7162 + 0.2077 (media +
DE, p < 0.05), siendo la del grupo de DV de 0.1808 + 0.1284, con un OR de
5.87 (95% CI 1.630-21.189, p < 0.05). En la poblacién de EA, el genotipo £3/e4
fue el mas comun (OR 4.58; 95% Cl 1.10-20.18, p < 0.05), seguido por &l
ed/e4 (OR 0.09; 95% CI 0.02-0.43, p < 0.001). La asociacién entre la razdn
baja de la BAPP y el genotipo £3/e4 mostré un OR estratificado de 5.15 (35%
Cl 1.92-14.30, p < 0.001), mientras que la razén baja de la BAPP y el genotipo
e4/e4 mostro un OR estratificado de 4.14 (95% Cl 2.12-31.03, p < 0.05).
Conclusiones: El alelo ¢4 de ApoE y la razén baja de la BAPP son factores de

riesgo de la EA, independientemente de si son tomados en conjuntc ¢ no.



Abstract

Objective: To evaluate the presence of ApoE genotypes and BAPP ratio in a
mexican population and to determine whether both compounds are risk factors
of the disease.

Methods: Blood samples from 23 patients fulfilling NINCDS-ADRDA diagnostic
criteria for AD, 3 Vascular Dementia subjects and 26 healthy control subjects
were collected for ApoE genotyping and Western blotting for APP. A ratio of
the BAPP isoforms, in optical densities, between the upper band (130 Kd) and
the lower bands (106-110 Kd) was obtained. Odds ratios were obtained to
determine nisk factor of these components.

Results: BAPP ratio on AD subjects was lower than that of control subjects:
0.4762 + 0.266 vs. 0.7162 + 0.2077 (mean + SD, p < 0.05), whereas that of VD
was 0.1808 + 0.1284. A iow BAPP ratio showed an OR of 5.87 (95% Cl 1.630-
21.189). In the AD population, the £3/e4 genotype was the most common ApoE
polymorphism (OR 4.58; 95% Cl 1.10-20.18, p=0.0342), followed by the e4/e4
vs. the £3/e3 genotype in control subjects (OR 0.09; 95% Cl 0.02-0.43,
p=0.0008. Both low BAPP ratio and g4/c4 genotype showed a stratified OR of
515 (95% Cl 1.92-14.30, p=0.00056), whcreas low BAPP ratio and c4/e4
genotype showed a stratified OR of 4.14 (95% CI 2.12-31.03).

Conclusions: ApoE e4 aliele and a low BAPP ratio are risk factors of the

disease, whereas an association of both elements does not show any

increased risk for the disease.



I.- Introduccion
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La Enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa mas comun de demencia
en el mundo y se caracteriza por pérdida de la memoria y neurodegeneracion
progresiva que conduce a dafo mental grave y muerte. Los depdsitos de
proteina f3-amiloide en las placas seniles parenquimatosas y en las paredes de
los vasos sanguineos, asi como las marafias neurofibrilares dentro de las
neuronas son los hallazgos pivote de 1a enfermedad. Ei locus del gen para la
proteina precursora del B-amiloide {BAPP) - una proteina transmembranal de
717 aminoacidos - esta localizado en el cromosoma 21. Cuando esta proteina
es degradada por un conjunto de proteasas - denominadas secretasas - se
produce un peptido ABi4 ¥ la variante ABy4> autoagregante implicada en el
sindrome clinico de la EA.

La Apolipoproteina E (ApoE), una proteina transportadora de colesterol,
ha sido relacionada con la EA. Desde que Strittmatter (1993) realizd el primer
reporte de una frecuencia aumentada del alelo ¢4 de la ApoE en pacientes con
EA de inicio tardio, se han reportado en diferentes estudios evidencias que
confirma esta relacién. La presencia del alelo £4 de la ApoE aumenta el riesgo
para la EA y disminuye la edad de inicio en personas homocigotas para este
alelo en la EA de inicio tardio, mientras que se ha visto que el alelo €2 funciona
como “factor de protecciéon” para esta enfermedad.

La hipdtesis de que la EA puede ser una entidad sistémica ha llevado a
los investigadores a buscar células periféricas que podrian albergar cambios

relacionados con esta enfermedad. Se ha encontrado que en las plaquetas se



presenta un procesamiento proteolitico de una especie amiloidogénica de la
BAPP con una posterior secrecién del fragmento BAmiloide.

El proposito de este estudio fue el de evaluar la presencia de estos dos
componentes en una poblacidn mexicana y el de determinar su asociacion
como factores de riesgo para la EA. El analisis de los datos nos reveld que en -
la poblacién de EA el genotipo £3/e4 fue el genotipo ApoE mas comun, seguido
por el e4/e4, a diferencia del genotipo €3/e3 en el grupo control. Ademas, en
pacientes con la EA se observd una mayor degradacion de la BAPP en
comparacién al grupo control (p < 0.05) y que esta condicidén no esta influida
por la presencia de alguno de los alelos de ApoE.

La conclusion de este estudio fue que los genotipos ApoE no tienen efecto
en la baja razdén de la BAPP. Sin embargo, cuando ambos elementos son

tomados aisladamente son factores de riesgo de la enfermedad.



fl.- Antecedentes

Enfermedades neurodegenerativas

Al hablar de enfermedades neurodegenerativas se utilizan los tél'm:anS
de atrofia y degeneracion como fenémenos inherentes el uno del otro. Si bien
estos términos pueden tener ciertas similitudes, sélo son diferentes
histopatologicamente. La atrofia especifica una caida gradual y pérdida de
neuronas, sin dejar productos degradativos y solamente una gliosis fibrosa y
celular. En cambio, J]a degeneracion se refiere a un proceso mas rapido de
descomposicion neuronal, mielinica o tisular, cuyos productos degradativos
evocan una reaccion mas vigorosa de fagocitosis y gliosis celular. La diferencia
entre ambos conceptos radica tanto en la velocidad como en el tipo de
descomposicion.

Las enfermedades incluidas en la categoria de degenerativas empiezan
insidiosamente, después de un largo periodo funcional normai del sistema
nervioso, y prosiguen un curso gradualmente progresivo que puede continuar
por afos, décadas 0 mas.

Ya que no es posible una clasificacibn de las enfermedades
neurodegenerativas en términos de su etiologia (excepto en las que se pueda
reconocer un factor genético o hereditario), se recurre, para propositos
practicos, a una divisidn basada en {0s sindromes clinicos presentes y en su
anatomia patologica. La clasificacion usual estd determinada por los

sindromes de demencia progresiva sin demas sindromes neuroldgicos,



demencia con anormalidades neuroldgicas, sindromes de alteracion de la
postura y del movimiento, sindromes de ataxia progresiva, sindromes de lento
desarrolio de atrofia y debilidad muscular, sindromes de ceguera progresiva
con otros trastornos neuroldgicos o sin ellos y sindromes caracterizados por

| sordera neurosensorial (Ropper & Maurice, 2001).

Antecedentes historicos de la Enfermedad de Alzheimer

Con una afeccidn actual cercana al 10% de la poblacion mayor que 65
afios de edad, la Enfermedad de Alzheimer es la causa mas comun e
importante tanto de enfermedad degenerativa del cerebro como de demencia
progresiva, la cual fue identificada en 1907 por Alois Alzheimer en un breve
reporte médico de una mujer de 56 afios cuyo cerebro fue evaluado por él. La
autopsia de la paciente reveld un cerebro atrofico sin demas anormalidades
macroscopicas. Las secciones histopatolégicas mostraron cambios neuronales
ahora conocidos como “marafnas neuroﬂbri!argas”. Ademas, Alzheimer demostrd
numerosos “focos miliares” llamados ahora placas seniles o neuriticas.
Alzheimer enfatizo, basado en la evidencia clinica, la naturaleza presenil de la

demencia (Nakawatase & Cummings, 2000).

Anatomopatologia de la Enfermedad de Alzheimer

l.os cerebros de pacientes con Enfermedad de Alzheimer muestran

crecimiento ventricutar, atrofia cerebral generalizada y circunvoluciones



ampliadas. En ambos l6bulos temporales hay atrofia simétrica de la corteza
entorrinal, la amigdala y el hipocampo, siendo este uditimo el mas gravemente
atrofiado (Chan, Fox, Scahil, Crum, Whitwell, Leschziner, et. af., 2001).
Histologicamente, se han observado numerosas placas de amiloide rodeadas
de neuritas distroficas, con pérdida de sinapsis, formacion de maranas
neurofibrilares y gliosis, en particular en el area del hipocampo, la corteza
prefrontal y la entorrinai (Barger & Harmon, 1997; Mirra, Heyman, McKeel,
Sumi, Crain, Browniee, et al., 1991) (Figura 1). Los depositos extracelulares e
intracelulares de proteinas filamentosas se correlacionan con la eventual
disfuncidon neuronal y pérdida de sinapsis que conducen a demencia (Yan,
Soto, Chen, Zhu, Al-Mohanna, Collison, et al., 1997). Los depédsitos
extracelulares estan formados, principaimente por un fragmento proteico de 40
a 42 aminoacidos denominado B-amiloide, el cual se ha comprobado (Price,
2000) que promueve el crecimiento de neuritas, genera intermediarios
reactivos de oxigeno (ROI1), induce estrés oxidativo citotdxico -observado en
concentraciones plasmaticas disminuidas de a-tocoferol y retinol y niveles
elevados de malondialdehido- (Bourdel-Marchasson, Delmas-Beauvieux,
Peuchant, Richard-Harston, Decamps, Reignier, et al., 2001) y promueve la

activacion microglial (Koliastos, 1996).



Figura 1. Microfolografia de una placa de B amiloide. La letra A denota la placa con el depésito
de la proteina p amiloide. Las cabezas de flecha sefialan las neuritas distréficas con marahas
neurofibrilares. Las flechas sefialan neuronas citolégicamente nommales, muy probablemente
astrocitos. Basic Neurochemistry (Siegei, et al., 1999).

A su vez, se han encontrado diversas alteraciones
neuroendocrinologicas en los procesos demenciales, como lo son el aumento
en la concentracién de varios neuroguimicos en el SNC (receptor-1 de
dopamina, monoaminooxidasa A, hormona foliculoestimulante, hormona
luteinizante, hormona antidiuretica y prolactina), disminucion (dopamina,
receptor-2 de dopamina, noradrenalina, serotonina, acido y-aminocbutirico,
endorfinas, hormona del crecimiento y melatonina, entre otros) y otros que
permanecen sin alteracion (tiroxina y triyodotironina). EI  cambio
neuroenddcrino mas importante en la enfermedad de Alzheimer parece ser
una reduccidon de la funcidn colinérgica hipotalamica (Rehman & Masson,

2001).
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Genética de la Enfermedad de Alzheimer

Los estudios de la incidencia y los patrones de transmision en las
familias de los pacientes con EA muestran que los parientes de individuos
afectados tienen un riesgo aumentado de desarrollar la EA cuando son
comparados con miembros de la poblacibn en general. Las tasas de
concordancia entre los gemelos de probandos monocigoticos con EA son del
40 al 60%, lo que sugiere una fuerte pero no absoluta influencia genética de la
enfermedad (Nakawatase, et al., 2000; Continuum of the American Academy of
Neurology-Genetics, 1991).

Se han asociado cuatro genes con la EA: el cromosoma 21 carga el gen
que codifica para el precursor de la proteina beta amiloide (BAPP). El gen de la
presenilina 1 (PS1), en el cromosoma 14, fue localizado estudiando familias
con EA de inicio temprano. Otro gen asociado, el de la presenilina 2 (PS2), se
ha localizado en el cromosoma 1. El cromosoma 12 puede tener una mutacion
causal relevante para la EA de inicio tardio, el cual se ha visto relacionado con
la proteina a2-microglobulina (Maccioni, Munoz, & Barbeito, 2001; Selkoe,
2000).

Se ha visto que el gen de ofra proteina, la Apolipoproteina E (ApoE), se
encuentra en el cromosoma 19 (Borgaonkar, Schmidi, Martin, Kanzer,
Edelsohn, Growdon, et al, 1993) y a su vez se encuentra en varias
enfermedades neurodegenerativas (Saunders, Schmader, Breitner, Benson,

Brown, Goldfarb, et al., 1993). El alelo de la ApoE tipo 4 (E4) se ha visio como



un factor de riesgo para la EA, con un riesgo atribuible estimado de un 45 a un

60%.( Nakawatase, et al., 1999)

Caracteristicas clinicas de la Enfermedad de Alzheimer

l.a demencia del tipo de Alzheimer esta caracterizada por el inicio
gradual y la declinacién progresiva de las funciones cognitivas. La memoria
esta incapacitada y por lo menos es visto uno de [os siguientes signos: afasia,
apraxia, agnosia y trastornos en la funcion ejecutiva. La secuencia general de
los déficit es memoria, lenguaje y funciones visuoespaciales. Inicialmente, el
paciente puede tener una incapacidad para aprender y recordar nueva
informacién, presentando después una nominacion aiterada y finalmente una
incapacidad para copiar figuras. La demencia temprana del tipo de Alzheimer
puede ser dificil de diagnosticar, ya que el cociente intelectual (C!) puede ser
normal (Kaplan, Sadock, & Grebb, 1994).

En la EA ocurren cambios de la personalidad tales como depresidn,
obsesion y suspicacias (Burns, Jacoby, & Levy, 1990). Son comunes los brotes
de enojo y los actos violentos son un riesgo presente. La desorientacion
conduce a vagabundear y el paciente puede ser encontrado lejos de su casa y
en una condicion de aturdimiento. Es comun la pérdida de iniciativa.
Eventualmente aparecen defectos neuroldgicos, tales como alucinaciones
(Bums,'Jacoby, & Levy, 1990) trastornos de la marcha, afasia, apraxia y

agnosia {(Holmes, 2000; Gormley, Lyons, & Howard, 2001).



Diagnéstico de la Enfermedad de Alzheimer

La demencia tiene un inicio insidioso y es progresiva. lL.a sobrevida
media para {os pacientes con EA es de alrededor de 8 anos, con un rango de 1
a 20 anos (Kaplan, et al.,1994).

Es por eso que el diagnéstico de la EA debe ser realizado a tiempo;
actualmente las armas diagnésticas paraciinicas disponibles para las
demencias en general incluyen examenes de sangre para buscar deficiencias
de vitamina B> (Motter, 1995) o alteraciones en los niveles de hormona
tiroidea y pruebas de funcionamiento hepatico, pruebas seroldgicas de sifilis
(Mahley, & Innerarity, 1983) y VIH (Petersen, 2000).

El enfoque racional de las enfermedades neurodegenerativas que
cursan con demencia, en particular la enfermedad de Alzheimer, ha llevado a
los investigadores alrededor del mundo a pensar esta entidad como un
proceso sistémico que involucre alteraciones no sélo en cerebro, sino también
en sitios periféricos, por lo que se ha comenzado a buscar los llamados
“Marcadores Biologicos Periféricos” de la enfermedad (Gasparini, Racchi,
Binetti, Trabucchi, Solerte, Halcon, et al., 1998). Los hallazgos que pueden
encontrarse en plaquetas, linfocitos, cultivos de fibroblastos y muestras de
liquido cefalorraquideo de los pacientes afectados tienen su fundamento en los
hallazgos obtenidos en por lo menos dos elementos. el B-amiloide y la

Apolipoproteina E.



Proteina del B-amiloide como marcador periférico de la EA

El p-amiloide es un derivado degradativo y no obligatorio del catabolismo
“de la llamada proteina precursora del p-amiloide (BAPP) (Lawrence, Keats &
Morton, 1992), y contiene secuencias de agregacion y neurotoxicidad
(Barinaga, 1994) (Figura 2). En su forma soluble es liberado durante el curso
del metabolismo normal en neuronas, astrocitos, células endoteliales vy
microglia (Szabd, 19396), pero en la EA se generan grandes cantidades de este
péptido y se acumula a manera de fibrillas insolubles (Del Bo, Angeretti, Lucca,
De Simoni, & Forioni, 1995), las que afectan, de forma primaria, a las

neuronas y células microgliales (Selkoe, & Lansbury, 1999).
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Figura 2. Proteina precursora del 3 amiloide y sitios de ruptura mas comunes que conllevan a
fa formacion de la proteina del § amiloide. N. Engl. J. Med. {(Guttmacher & Collins, 2003).



La presencia del R-amiloides4, en fluidos corporales como liquido
cefalorraquideo (Motter, Vigo-Pelfrey, Kholodenko, Barbour, Johnson-Wood,
Galasko, et al., 1995) y plasma (Citron, Vigo-Pelfrey, Teplow, Miller, Schenk,
Johnston, et al., 1994) es susceptible de cuantificarse y se ha utilizado como
un auxiliar en el diagnéstico de la EA (Turner, Suzuki, Chyung, Younkin, & Lee,
1896). Se ha encontrado, ademas, su presencia en plaquetas, y se cree que
tenga un papel en la inhibicion de los factores de la coagulacién {Xa y Xla.
Ademas, se han detectado residuos especificos de la BAPP (residuos 1-39/40
y 17-39/43) en plaquetas. Estos residuos, conocidos como residuos insolubles
y solubles estan asociados con la EA (Li, Whyte, Tanner, Evin, Beyreuther, &

Masters, 1998).

Apolipoproteina E

El enfoque racional para el diagnéstico de la EA también comprende ef
estudio de la Apolipoproteina E (ApoE) (Schenk, Liebergburg, Motter, &
Seubert, 1996). Esta proteina de 34 kDa juega un papel importante en el
transporte, captacion y redistribucion del colesterol (Mahley, et al., 1983). La
primera sugerencia de que la ApoE pudiera estar involucrada en ia EA provino
de su localizacion inmunoquimica en los depositos de amiloide extracelular,
incluyendo depositos vasculares y neuronas con marafas neurofibrilares
(Weisgraber & Mahley, 1996; Stnttmatter, Saunders, Schmechel, Pericack-

Vance, Enghild, Salvesen, et al, 1993; Polvikovski, Sulkava, Haltia,

15



Kainulainen, Vuorio, Verkkoniemi, et al., 1995). En los humanos, todas las

isoformas de ApoE se codifican en el cromosoma 19 (Figura 3):

o ApoE2 (alelo £2), con aminoacidos Cisteina en los sitios 112 y
158 (112Cys y 158Cys) y cuya expresion tiene aparente funcién
protectora para la EA (Talbot, L.endon, Craddock, Shears, Morris
& Goate, 1994),

o ApoE3 (alelo £3), con aminoacidos 112Cys y 158Arg, esta
presente en forma predominante en la poblacién en general
(Walden & Hegele, 1994) y

e ApoE4 (alelo g4), con aminoacidos 112Arg y 158Arg, el cual
conlleva a nesgo elevado de enfermedad vascular

ateroesclerdtica y de EA de inicio tardio (Borgaonkar, et al.,

1993).
5
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Figura 3. Mapa de los sitios de corte (indicados por las flechas) del gen de la Apolipoproteina
E. La longitud de los fragmentos generados (en pares de bases, bp) se indica por encima de
las lineas. Ann, Intern. Med. (Walden & Hegele, 1994).



La observacion clave que relaciond a la EA con la ApoE fue la
sobreexpresiéon del alelo €4 de ApoE en los pacientes con esta enfermedad
(Saunders, 1993; Poirier, Davignon, Bouthillier, Kogan, Bertrand & Gauthier,
1993). La frecuencia del alelo €4 de ApoE ha sido significativamente mayor en
los pacientes con la EA que en pacientes controles, tanto en la EA de inicio
tardio esporadica (Anwar, Lovestone, Cheetham, Levy & Powell, 1993;
Amouyel, Brousseau, Fruchart & Dailongeville, 1993; Lucotte, David, Visvikis,
Leininger-Muller, Siest, Babron, et al., 1993) como en la de inicio tardio familiar
(Czech, Ménning, Tienari, Hartmann, Masters & Beyreuther, 1993; Ben-
Shlomo, Lewis, & McKeigue, 1993). Dicha asociacion se ha demostrado en
pacientes documentados por toma de biopsias y en casos de autopsias. Este
hecho ha sido demostrado en paises como los E.E.U.U., Japdn, Finlandia,
Italia y Holanda (Dai, Nanko, Hattori, Fukuda, Nagata, Isse, et al., 1994; van
Duijn, de Knijff, Cruts, et al, 1994; Reiman, E., Caselli, R, Yun, L., et al, 1996;
Benjamin, R., Leake, A., Edwardson, J. A.., et al, 1994) y su asociacion con la

EA en nuestra poblacion adn no ha sido bien determinada.



lil.- Ptanteamiento del problema
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tas enfermedades neurodegenerativas, en particular aquelias que cursan
con sintomas de demencia, son un problema creciente de salud publica en
nuestro pais. La principal enfermedad neurodegenerativa, la Enfermedad de
Alzheimer, es el resultado de la degeneracion progresiva de las poblaciones
neuronc'es en la corteza y nucleos subcorticales que lleva a quien la padece a
limitacién funcional, mala calidad de vida y muerte. Hasta el momento no se
dispcne de un indicador confiable anterior a la muerte para establecer el
diagnostico.

A pesar de que existen herramientas suficientes para acercar al clinico al
diagnéstico diferencial mas preciso de las demencias -mediante el andlisis de
laboratorio de muestras de sangre, p!aquétas y liquido cefalorraquideo-, en la
poblacion mexicana de pacientes con demencia del tipo Alzheimer no se ha
precisado la presencia de ciertas sustancias que puedan ser consideradas
como marcadores periféricos de la enfermedad.

Se han detectado residuos especificos de ia BAPP en plaquetas, los que se
han visto asociados con la EA. Ademas, ha aumentado €l numero de reportes
gue muestran una sobreexpresion del alelo g4 de la ApoE en los pacientes con
esta enfermedad, por lo que nos preguntamos: ¢ Cual es la frecuencia de estos
marcadores periféricos en la Enfermedad de Alzheimer en nuestra poblacion y

qué factor de riesgo confieren para esta enfermedad?



IV.- Hipotesis

En pacientes con probable Enfermedad de Aizheimer, la elevada
degradacion de la proteina precursora del B-amiloide y del alelo £4 del gen de

la ApoE en sangre son factores de riesgo de la enfermedad.



V.- Objetivos

R —

General.

Determinar si la frecuencia elevada de los marcadores periféricos
proteina precursora de 3-amiloide y del alelo g4 del gen de la ApoE en sangre
de pacientes con Enfermedad de Alzheimer es factor de riesgo de la

enfermedad.

Especificos.

Determinar la frecuencia del marcador periférico proteina precursora de 3-
amiloide en una poblacién con probable Enfermedad de Aizheimer y en una

poblacion control.

Determinar la frecuencia de las variantes alélicas del marcador periférico
Apolipoproteina E en una poblacién con pbe. Enfermedad de Alzheimer y en

una poblacion control.

Determinar la asociacidn de los marcadores periféricos proteina

precursora de R-amiloide y Apolipoproteina E con la Enfermedad de Aizheimer.



Vl.- Materiales y método

Disefo del estudio

Tipo de Estudio Estudio de casos y controles.

Universo_de estudio Pacientes con signos y sintomas de demencia tipo
Alzheimer atendidos en la Clinica de Demencias del Hospital de
Especialidades del Centro Médico Nacional de Occidente del 1° de marzo del
2000 al 30 de junio del 2003.

Tamano de la muestra Se estudiaron todos los pacientes atendidos en el

periodo antes mencionado, por lo que no se calculd el tamaiio de la muestra ni
se hizo uso del tipo de muestreo.

Metodologia A todos los pacientes valorados en la clinica de demencias del
HECMNO-IMSS se les realizé el estudio neuropsicoldgico del Minimental State
Examination (Kokmen, Naessens & Offord, 1987) y se tomaron en cuenta los
criterios de demencia del DSM-IV (Kaplan, et al., 1994) y del NINCDS-ADRDA
(Chui, et al.,, 1992) {Anexos | y II) para el diagnostico de la EA, asi como la
Escala de Isquemia de Hachinski (McKhann, Drachman, Folstein, Katzman,
Price & Stadlan, 1984) (Anexo Ill) para el diagnostico de Demencia Vascular.

Criterios de inclusion

Todos aquellos pacientes estudiados en la clinica de demencias del
departamento de neurofogia del HECMNQO, IMSS que satisfagan los criterios

de la Asociacion Americana de Psiquiatria de acuerdo con el DSM IV, Asi



como los criterios del Instituto Nacional para los Trastornos Neuroldgicos
(NINCDS-ADRDA) para el diagnéstico de Enfermedad de Alzheimer.

Pacientes con los criterios del DSM-IV y de Hachinski para el grupo de
Demencia Vascular.

Pacientes que acepten ingresar al estudio firmando personalmente o por un
familiar, con consentimiento informado {Anexo Vil).

Pacientes clinicamente sin Eniermedad de Alzheimer excluida mediante los
criterios de la Asociacion Americana de Psiquiatria y del Instituto Nacional para
los Trastornos Neurolégicos (NINCDS-ADRDA), que acepten ingresar al
estudio firmando carta de consentimiento informado.

Criterios de exclusion

Pacientes con sindrome demencial el cual pueda ser atribuido a otras causas
definidas.

Pacientes con olvidos benignos.

Pacientes que en general no llenen los criterios del DSMIV o NINCDS-ADRDA.
Pacientes que no cuenten con carta de consentimiento informado.

Criterios de eliminacion

Cualqguier paciente que durante cualquier etapa del proceso de estudio decida
(é1 0 sus familiares), retirarse del estudio.
Pacientes que por sus caracteristicas de reserva funcional corran algun riesgo

en la obtencidn de muestras séricas.

1~
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Toma y transporte de las muestras.

A los pacientes y controles seleccionados para el estudic de marcadores
de Alzheimer se les tomaron 10 ml de sangre: 5 ml fueron centrifugados para
fa obtencion de plaquetas y 5 m! para la extraccién de ADN.

Todas las muestras se congelaron a -20°C en recipientes térmicos
protegidas de la luz, en el laboratorioc de Desarrollo y Envejecimiento del

C.1.B.O.

Determinacién de la proteina precursora de B-amiloide.

Se recolectaron 5 ml de sangre en 3 ml de citrato sodico al 3.8% (en
presencia de 136 mM de glucosa), los que se centrifugaron durante 10 minutos
a 1500 rpm para ser centrifugados nuevamente a 3000 rpm por 15 minutos. El
plasma rico en plaquetas se separd del pellet sanguineo. Se lavo dos veces, y
se resuspendié a una concentracién de Smg/ml en Tris-HCI frio 10 mM a pH
7.4, conteniendo acido etilenglicoltetraacético 1mM, fluoruro de
fenilmetanosulfonilo (PMSF) 0.1mM; y un set completo de inhibidores de
proteasas (Boehringer Mannheim Corp., Indianapolis, Ind) (Dt Luca, Pastorino,
Cattabeni, Zanardi, Scarone, Racagni, et al., 1996).

Las proteinas plaquetarias totales se separaron mediante electroforesis y
se electfotransﬂrieron a membranas de nitrocelulosa durante dos horas a 200
mA. Tras el biogueo con leche desgrasada al 5%, se realizaron las reacciones

de inmunotincidon con el anticuerpo primario (anticuerpo BAPP, Cell Signaling



Technology Inc., Beverly, MA, no. De catalogo: 2452) capaz de detectar varias
isoformas de la BAPP. Después de la incubacion con los anticuerpos
secundarios IgG antiratdn de cabra, los blots fueron desarrollados con
guimioluminiscencia intensificada y expuestos a pelicutas de revelado (LI, et

al., 1995) (Anexo VI).

Determinacion de los genotipos y alelos de fa ApoE.

El DNA fue extraido de sangre pretratada con acido etilen-diamino-
tetraacético (EDTA), de acuerdo al Método de Miller (Miller, Dykes & Polesky
1988) (Anexo IV y V). Descrito en forma breve, el exon 4 del gen ApoE se
amplificé por RCP (Kontula, 1990) con modificacion para RCP de un solo
estadio. Los primers a utilizar fueron, corriente arriba, el 5°-
TCGCGGGCCCCGGCCTGGTACA-3", 'y corriente abajo, el §5'-
GAACAACTGAGCCCGGTGGCGG-3".

Cada tubo de RCP contuvo 50 ng de DNA gendmico, 200 uM de cada
dNTP, 10 pmol de cada primer, 10% dimetil-sulféxido, 1.5 mM de cloruro de
magnesio, y 2.5 U de Tag DNA polimerasa en un volumen final de 25 ul y 1x
buffer del fabricante. La RCP fue llevada a cabo en un termociclador a 94°C
durante 5 minutos para una desnaturalizacion inicial, seguida de 30 ciclos de 1
minuto a 95°C, 3 minutos a 60°C, y 1 minuto a 70°C. Una alicuota de 10 pl del
producto de RCP fue tratada con 10 U de Hha I en el tampdn apropiado del
fabricante, durante toda la noche a 37°C. Los productos de digestion fueron

separados a través de un comimiento electroforético en gel de poliacrilamida
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(19:1) al 12%. Previa tincion con nitrato de plata, fueron identificados los aletos

de ApoE (Figura 4.), buscando las siguientes secuencias:

£2 91y 83 pb
€3 91y 48 pb

¢4 72,48y 35pb

72pb 70pb
48pb 50pb
35pb

£3/cd £3/e3 £3/e3 £3/e3 £3/e3 Eseaeratops E3/83

Figura 4. Identificacion de alelos &2, €3 y &4 del palimorfismo ApoE.

E. Analisis estadistico.

La informacidon fue analizada utilizando el programa informatico EPUNFO
2002. La informacién esta expresada como media + DE. Se utilizé un nivel alfa

de 0.05.
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Analisis de aenolipos. Se realizo con base al metodo e contec genico v s&

expreso la frecuencia tanto de los genotipos como de los alelos de la ApoE.
Para calcular la asociacion de la EA con las variables Apok y PAPP se utihzo la
razon de momios (Odds-Ratio) y la prueba no paramétrica de Chi cuadrada.
con nivel alfa de 0.05.

Andlisis_de_Western blots. Se expresa la densidad optica (DQO) de las

bandas observadas y se determina una razon entre la banda superor vy la
inferior. Para el andlisis estadistico se utilizo 1a razon de momios {Odds-Ratio)
y la prueba de la { de Student de dos colas con un valor de significancia de
0.05.

Se realizd un andlisis estratificado para determinar la influencia de los

genotipos de la ApoE sobre la significancia de la razon de la BAPP.



Flujograma del estudio.

Evaluacion de pacientes: MMSE.
Diagnadstico mediante DSM-IV,
NINCDS-ADRDA v Hachinski.
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Analisis e interpretacion de resultados 4'




VIl.- Resultados

Variables demograficas de los grupos de estudio

Se presentan resultados de un total de 23 pacientes con EA gue
acudieron a la Clinica de Trastornos Cognitivos y Demencias y de 3 pacientes
con DV asi como de 26 pacientes sin la enfermedad y sin antecedentes

familiares de cualquier tipo de demencia.

Un total de 8 (34.8%) mujeres y de 15 (65.2%) hombres conformaron el
grupo de pacientes con la EA, mientras que 19 (73%) mujeres y 7 (27%)
hombres integraron el grupo control, asi comc 2 hombres (67%) y una mujer
(33%) el grupo de DV. El promedio de edad de la poblacién con EA fue de
60.30 + 13.77 anos, el del grupo control de 67.73 + 9.46 afos y el de los
pacientes con DV de 70.2 + 9.34 afios. El promedio de la evaluacion de la
prueba del Mini-mental fue de 14.64 + 13.77 puntos, a diferencia del grupo
control, que obtuvo un promedic de 28.33 + 1.96 puntos y del grupo de DV,
con 21.23 + 2.31 puntos. La escolaridad en los pacientes con Alzheimer fue de
8 + 5.19 anos, siendo la del grupo control de 11.71 + 3.81 afios y en el grupo

de DV de anos 10 + 3.23 (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Variables demogréficas en los pacientes con EA, Controles sanos y con DV.

Paciculcs con EA Grupo control sano DV
Edad 60.30+ 13.77 67.73 + 946 70.2 +9.34
Masculino/Femenino 15/8 7719 2/1
MMSE 14,64+ 531 28.33+1.96 21234231
Escolaridad en afios 8+5.19 11.71+3 81 10+3.23

Fuente: Directa
Valores representados en media + DE

Genotipifacion de ApoE

La genotipifacion se realizé en todos los pacientes y controles, mientras
qgue en los pacientes con DV sdlo fue posible realizarla en un caso, debido a
degradacion del ADN que impidi6 obtener resultados confiables. La
distribucion de los genotipos puede verse en el cuadro 2. En la pobfacion de
pacientes con EA, el genotipo £3/e4 fue el mas comun (12, en comparacion con
5 en el grupo control, p < 0.05), seguido del polimorfismo e4/e4 (5, en
comparacion con ninguno en los sujetos controles, p < 0.05), mientras que en
la poblacién control el genotipo £3/e3 fue €l mas comun (18 vs. 4 en los sujetos
con la EA, p < 0.05). En el caso del paciente con DV, el genotipo encontrado
fue el e4/e4, aunque no fue anotado en €l cuadro por la inconveniencia de

realizar un analisis estadistico con este unico dato.
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Cuadro 2. Distribucion de los genotipos ApoE en pacientes con EA y en un grupo control

Genotipo

£2/5:2
£2/:3
e2/cd
£3/e3
e3/ed

ed/ed

Sujctos EA (") Sujetos control n (%) OR (1CY™

0
I (4.35)
| (4.35)
4(17.40)
12 (52.17) *

5 (21.74) *

0 ()
3(11.54)
0 (0
18 (69.23)
5 (19.23)

0 (0)

*

0.35 (0.01-4.29)

0.09 (0.02-0.43)

4.58 (1.10-20.2)

])

0.61

0.0008

0.0342

Fuente: Directa
!: OR indefinido con un correspondiente valor indeterminado de p
* p<0.05 para la distibucién de los genotipos entre los sujetos con EA v los sujetos control

No hubo diferencia significativa en los genotipos ApoE entre hombres y

mujeres en los pacientes con la EA y en el grupo control. El genotipo £3/e3

mostré un OR de 0.09 {95% IC 0.02-0.43, p < 0.01). El OR para el genotipo

£3/e4 fue de 4.58 (95% IC 1.10-20.18, p < 0.05). No se encontraron diferencias

significativas cuando los genotipos ApoE fueron analizados en funcion de la

edad.

El cuadro 3 muestra las frecuencias alélicas en ambas poblaciones. La

frecuencia del alelo £4 esta aumentada en los sujetos con la EA (OR 9.40, 95%

IC 2.88-32.66, p < 0.001) mientras que en los sujetos control el alelo €3

predomina sobre los demas alelos (OR 0.15, 95% IC 0.05-0.43; p < 0.001).
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Cuadro 3. Frequencia de los alelos ApoE en sujetos con EA y en sujetos control

Alclo  suctos EA . n (%) swctos control. n (%) OR (95% 1) p

£2 2 (4 3 (6) 0.74 (0.08-583) 1
63 21 (46) 14 (84) 0.15 (0.05-0.43)  0.00011
ed 23 (50) 5(10) 9.40 (2.88-32.66)  0.00002

Un OR < 1 con una p < 0.05 ¢s considerado como protector
Un OR > 1 con una p< 0.05 es considerado come lacter de riesgo
p<0.05

3-Amiloide

En 1a técnica de Western blot se observaron dos bandas correspondientes
a los pesos moleculares de 106 a 110 Kd y a los 130 Kd. La banda superior
(130 Kd) corresponde a la APP de forma madura, mientras que la banda
inferior (106-110 Kd) a las iscformas de la APP. La relacion entre la banda
superior y la inferior de la BAPP da una razon en el que un valor superior
(cercano a 1) esta relacionado con una menor degradacion de la BAPP,
mientras que una razoén inferior (cercano a 0) estd relacionada a una mayor
degradacion de la BAPP. La razén de la BAPP en lo sujetos con la EA fue
menor que el de los sujetos controles: 0.3793 + 0.276 vs. 0.7162 + 0.2077
(media.i DE, p < 0.05), mientras que la razon de la BAPP en el grupo de DV

fue de 0.1808 + 0.1284 (media + DE). No hubo diferencias significativas

el



cuando la razdn disminuida de la BAPP fue comparada entre los pacientes con

EA de inicio temprano y tardio.

Anadlisis estratificado

Cuando la razdn disminuida de la APP (tomada como una razén menor
que 0.5) y el genotipo £3/s4 son analizados en su conjunto, se obtiene un OR
estratificado de 515 (95% IC 1.92-14.30, p < 0.05). El analisis de la razén
disminuida de la BAPP con el genotipo £4/c4 mostréd un OR de 4.14 (95% IC
2.12-31.03, p < 0.05). El analisis de la razén disminuida de la BAPP con otros

genotipos no dio resultados significativos.
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Viil.- Discusion

Genotipificacion ApoE

Nuestro estudio concuerda con los resultados obtenidos por Strittmatter
et al. (1993), concernientes con una frecuencia mayor del alelo €4 de ApoE en
la poblacidn con EA. También se encontrd un riesgo de 4.5 veces de presentar
la EA en personas con el genotipo £3/e4 y de 9.4 veces relacionado con el
alelo g4. Esto concuerda con los estudios publicados anteriormente que
muestran un riesgo aumentado de presentar la EA cuando estan relacionados
tanto con una homocigocidad como con una heterocigocidad del alelo
g4 (Czech, et al., 1993, Ben-Shlomo, 1993).

El estudio demostrd que la poblacion mexicana con la EA puede ser
considerada como una poblacion de EA de inicio temprano. Esto se debe a
que en el grupo de la EA se encuentra una alta proporcion de pacientes
menores que 60 aflos de edad (13 pacientes, 56.5%), por lo que se realizd un
analisis entre l0os pacientes con la EA de inicio temprano y tardio con los
genotipos ApoE en el que no se encontrd diferencia significativa entre ambos
grupos. Este resultado no concuerda con los reportes previos que marcan que
un aumento en la heterocigocidad/homocigocidad del alelo g4 de ApoE se
encuentra relacionado con los casos de EA de inicio tardio. Sin embargo, no
podemos excluir una diferente proporcion epidemiologica del alelo ¢4 de la

ApoE en cualquiera de los dos grupos, ya que se estudid una poblacion
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pequena. El hecho de que este estudio haya sido realizade en un hospital de
concentracidn tanto de una ciudad capital como de sus poblaciones vecinas
pudo haber contribuido en cierta medida a la selectividad de la poblacion
estudiada.

Se conoce que la ApoE esta relacionada con un aumentd en el riesgo de
padecer enfermedades cardiovasculares asi como con un perfil lipidico
alterado (Utermann, 1987). Creemos que la estricta adhesion a los criterios del
NINCDS-ADRDA que empleamos al seleccionar a estos pacientes pudo haber
contribuido a eliminar tanto los casos de demencia mixta como aquellos casos
en los que se tenia una sospecha de algun trastorno vascular, reduciendo por
lo tanto la frecuencia del alelo ¢4 de la ApoE en los pacientes con la EA de
inicto tardio y explicar asi el desacuerdo con la informacion de otros autores
(Strittmatter, et al., 1993; Saunders, 1993). Sugerimos que el tomar esto en
cuenta podria reducir la tendencia del alelo €4 de la ApoE en los pacientes con
la EA de inicio tardio en posteriores estudios, asi como el observar otros
elementos que pudieran infiuir en la incidencia de esta variante en el proceso
patoldgico de la enfermedad.

Otro hallazgo importante fue el de un OR disminuido para la frecuencia
del aleto £3 de la ApoE (OR 0.15, 95% IC 0.05-0.43; p < 0.001) y para el
genotipo £3/e3 (OR 0.09, 95% IC 0.02-0.43; p < 0.001). Estos ORs bajos no
convierten al genotipo £3/&3 ni al alelo €3 en factores de “proteccion de la
enfermedad”, debido a que se conoce la alta frecuencia (hasta un 50%) de
estas variantes en la poblaciéon en general (Saunders, et al., 1993; Silva-

Escobedo, Berumen-Campos, Valdés-Espinosa, Franco-Lira, Siller-Leyva,
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Moguei-Mondragon, et al., 2002). Debemos ser cautos al hablar de dicha
condicidon y limitarnos a decir gue este alelo contribuye en la disminucion del
riesgo de presentar 1a EA y considerar, ademas, gue estos elementos podrian
contribuir a retrasar el inicio de la enfermedad.

La ausencia del genotipo £2/2 de ia ApoE en los sujetos sanos es un
tema relevante, considerando los reportes previos que indican que este
genotipo es un “factor protector” de la EA. Esta variante, ademas de las ya
mencionadas, podrian ser influidas por cuestiones étnicas, ya que se ha
enconirado una alta incidencia del alelo €2 como elemento protector en las
poblaciones Europeas y Norteamericanas, a diferencia del alelo €3 en los
sujetos sanos en sujetos latinoamericanos (Utermann, 1987; Silva-Escobedo,
et al., 2002).

El efecto de |a diferencia racial en la expresion de la Apok en pacientes

con EA podria estar relacionado con:

a) Diferencias entre poblaciones en la variacion de las
secuencias que codifican a las tres isoformas de la
Apolipoproteina E.

b) La presencia de otros genes que modifican [a entidad clinica.

c) Interacciones genes-ambiente especificas de cada region en

donde se desenvuelva un determinado grupo étnico.

Las dos primeras opciones ameritan un mayor escrutinic genético tanto

para determinar las secuencias especificas de cada una de las variantes del gen



como de las secuencias de otros genes que pudieran estar interactuando con el
de la ApoE, incluido el de la BAPP, pero también el de la ApoB, el cual se ha
visto asociado con el gen de la ApoE y con alteraciones en ei metabolismo de
las lipoproteinas y del colesterol, asi como con un mayor riesgo para
enfermedad vascular coronaria (Eichner, Dunn, Perveen, Thompson, Stewart &
Stroehla, 2002).

La tercera opcidn llevaria a buscar otros factores, como nutricion, uso de
medicamentos y antecedentes patologicos, por mencionar algunos de ellos, los
cuales podrian actuar sinergisticamente en el desarrollo de fa EA (Nathoo,
Chetty, van Dellen & Barnett, 2003).

En cuanto al uso diagnéstico de este factor, varios estudios previos han
demostrado que la genotipificacion de la ApoE no provee suficiente
sensibilidad o especificidad para ser utilizada como Unica prueba diagnostica
de la EA (Roses, Strittmatter, Pericack-Vance, Corder, Saunders, &
Schmechel, 1994; Nussbaum, & Eliis, 2003), por lo que sugerimos que se haga
un mayor escrutinio y de que esta informacion debe ser empleada como un
auxiliar en el diagnéstico de la EA. Ei estudio patolégico del cerebro post-
mortem brindara la suficiente informacion adicional para comparar estos
hallazgos con lo que estaria sucediendo en realidad en el cerebro. Hasta este
momento, hay pocos cerebros disponibles de los pacientes con la EA en
nuestra poblacion, por lo que esta informacion aun no es lo suficientemente
significativa para realizar tales analisis.

Es conveniente enfatizar la precaucion que debe tomarse al realizar un

asesoramiento genético, ya que varios estudios revelan que la genotipificacion
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ApoE no puede ser utilizada para predecir si una persona no afectada va a
desarrollar la enfermedad o cuando va a desarrollarta (Mayeux, Saunders,

Shea, Mirra, Evans, Roses, et al., 19398).

BAmiloide

E! B-Amiloide es un componente importante en |a patogénesis de ia EA.
Se ha demostrado su presencia en las plaquetas y se ha pensado que puede
ser un buen marcador periférico de la enfermedad. En este estudio se
demostrd una degradacion aumentada de esta proteina en los pacientes con la
EA. En concordancia con estudios previos {Reiman, Caselli, Yun, Chen,
Bandy, Minoshima, et al., 1996; Di Luca, et al., 1996), en este estudic se
observé una razon disminuida de la APP en los sujetos con la EA, en
comparacion con lo observado en los sujetos control. Esto significa que se
lleva a cabo una mayor degradacion de esta proteina precursora en los tejidos
periféricos. Ain es tema de controversia el que este fendmeno refieje un
proceso similar al que pudiera llevarse a cabo en los cerebros de los pacientes
con la EA. Sin embargo, no puede minimizarse la simple existencia de este
fendmeno, ya que el procesamiento y la secrecion de esta proteina precursora
ya han sido demostrados y recientemente se ha comprobado su importancia
como un predictor de la conversion a demencia de tipo Alzheimer en los
sujetos con deterioro cognitivo moderado (Borroni, Colciaghi, Caltagirone,

Rozzini, Broglio, Cattabeni, et al., 2003).
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El mecanismo preciso de la disminucion de la concentracion de la APP
aun no ha sido descifrado. Las modificaciones en el mecanismo de
procesamiento, en la estabilidad del RNA mensajero que codifica a la APP
7511770 o en la regulacion del proceso de traslacion son tan solo algunas
hipétesis que han sido postuladas (Di Luca, et al., 1998) y que necesitan mas
investigacion. E! desequilibrio en el estrés oxidativo (Andersen, 2004) y la
pérdida de la fluidez membranal son procesos que pueden contribuir
significativamente al deterioro de las enzimas transmembranales y al estado
mismo de la APP, lo que influiria asi en el desarrollo de este fenémeno.

Al igual que con |a ApoE, debe tomarse en cuenta la interaccion de la
BAPP con otras proteinas. Unas de estas proteinas son las secretasas, ©
presenilinas, responsables de la degradacion de la BAPP en sus elementos
solubles e insolubles (Nussbaum, et al.,, 2003). Ei estudio tanto en la
secuenciacion de estas enzimas como el de su funcion podria no sélo
determinar la interaccion de ambas proteinas, sino incluso excluir por completo
el papel unico de la BAPP en el desarrollo de la EA y enfocar el estudio de la
EA como el de una enfermedad de tipo metabdlica si es que se llegaran a
encontrar alteraciones en las vias de degradacion de esta proteina.

Por mucho tiempo se ha investigado la coexistencia del alelo ¢4 de ApoE
con la proteina B-amiloide en la patogénesis de la EA (Weisgraber, et al.,
1996). Un mayor riesgo en presentar la EA en los portadores del alelo'e4 de la
ApoE asi como una mayor degradacion de la BAPP en las plaquetas ha llevado
a considerar la probabilidad de relacionar ambaos factores para determinar la

participacion de ambos factores en su conjunto en la patogénesis de la EA.
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Para corroborar lo anterior, se realizd un analisis de regresion logistica, en el
que no se observo relacidn entre alguna de las variedades de la ApoE y la
razon baja de la BAPP con un mayor riesgo de presentar la EA. Esta
informacion sugiere que los alelos de la ApoE no representan un elemento
aditivo a la BAPP en la determinacion de los factores de riesgo de la EA. Aun
asi, creemos que ambos elementos por separado son buenocs indicadores para
la determinacion de factores de riesgo para la enfermedad.

Por ultimo, cabe mencionar ios hallazgos en la poblacion con DV. En este
grupo solo fue posible determinar la genotipificacion en un paciente, por io que
la presencia del genotipc £4/e4 no fue suficiente para afirmar que esta
poblacién presenta con exclusividad esta variante ApoE. De la misma forma, la
razdn disminuida de la BAPP no es determinante para esta poblacidn, ya que
el andlisis solo fue realizado en 3 pacientes. Esta reducida poblacidn es
atribuida a la alta “volatilidad” de este grupo, ya que la mayoria de los
pacientes captados como pacientes con DV llegan a la consulta en
condiciones graves y su poca disponibilidad para realizar el traslado a la
Clinica de Demencias limita su posterior evaluacién. Nosotros esperamos
seguir realizando estudios en esta poblacion para poder dirimir si los hallazgos
encontrados son exclusivos de la poblacion con la EA ¢ si pueden presentarse
en pacientes con otro tipo de demencias. Por el momento podemos sefalar la
existencia de una tendencia a presentar una reducida razéon de la BAPP,
aunque aun no puede decirse si es igual a la de los pacientes 0 si se
encuentra en un estado intermedio entre |a de los pacientes con la EA y la de

los sujetos sanos.
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Nosotros concluimos que la variante £4 de la ApoE es predominante en
los pacientes con la EA y de que si es un factor de riesgo de la enfermedad,
asi como la baja razdn de la BAPP y que la evaluacion de un factor de riesgo

agregado no es significativa en esta poblacion.
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iX.- Conclusiones

1. La frecuencia de los alelos de la Apolipoproteina E son similares a la de
otras poblaciones estudiadas, a excepcion de una menor frecuencia del
alelo g2.

2. El alelo ¢4 de |la Apolipoproteina E confiere un riesgo de casi 10 veces de
presentar la enfermedad.

3. La razdn disminuida de la BAPP es similar a la de otras poblaciones y es un
factor de riesgo de la Enfermedad de Alzheimer, aumentando hasta 5
veces la probabilidad de presentar la enfermedad.

4. Ambos factores en su conjunto no presentan un mayor riesgo de padecer la
enfermedad que cuando el riesgo de cada uno de estos factores es

comparado aisladamente.
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1.

X.- Perspectivas

Deben buscarse otros factores asociados que pudieran ayudar a aclarar
la disparidad con otros grupos étnicos y a entender las interacciones
entre ellos como participantes en ef desarrollo de la EA.

Los resultados deben compararse con hallazgos histopatologicos de
cerebros de pacientes con la EA, para comrelacionar la sucesidén de

eventos periféricos con los de origen en el SNC.
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AH.- Anexos

Anexo!

Diagndstico de Demencia de acuerdo a los criterios del DSM-IV:

Criterio A1: deterioro de la memoria a corto y largo plazo

Criterio A2: La presencia de por o menos uno de los siguientes trastornos
cognitivos:

A2a: Afasia

AZb: Apraxia

A2c: Agnosia

A2d: Trastornos en la funcidn de ejecucion

Criterio B: Los trastornos A1 y A2 deben ser lo suficientemente severos
como para causar un deterioro significativo en la actividad social y
ocupacional y como consecuencia causar una declinacion del nivel previo
de funcionamiento.

Criterio C: Los hallazgos enunciados no deben aparecer exclusivamente
durante ¢l curso de un estado confusional agudo (delirium) (17).
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Anexo i

Criterios para el diagndstico de Probable Enfermedad de Alzheimer del
Instituto Nacional para los Trastornos Neurolégicos de la Comunicacion y
Apoplejia y la Asociacion para la Enfermedad de Alzheimer y Trastornos
Relacionados de Estados Unidos (NINCDS-ADRDA) (56):

! criterio para el diagnéstico de Enfermedad de Alzheimer probable incluye:
Demencia establecida por examen clinico y documentado por el Mini Mental
Test Examination, Escala para la demencia de Blessed ¢ algun otro similar y
confirmado por la evaluacién neuropsicolégica.

Defectos en dos 0 mas areas de la cognicion.

Empeoramiento progresivo de la memoria y otras funciones cognoscitivas.
Ausencia de perturbacion de la conciencia.

Comienzo de la sintomatologfa entre los 40 y 80 afios, mas a menudo
después de los 65.

Ausencia de trastornos sistémicos u otras enfermedades del cerebro que por si
mismas pudiesen provocar defectos progresivos de la memoria y la cognicion.

El diagnostico de Enfermedad de Alzheimer probable es apoyado por:
Deterioro progresivo de funciones cognitivas especificas tales como lenguaje
(Afasia), habilidades motoras (Apraxias) y perceptivas (Agnosias).

Compromiso de las actividades de la vida diaria y patrones alterados del
comportamiento.

Historia familiar de trastornos similares, particularmente probados anatomo-
patologicamente, y

Resultados de laboratorio de:

Punciéon lumbar normal evajuada con técnicas estandar

EEG normal o cambios de caracter inespecifico tales como incremento de
actividad lenta.

Evidencia de atrofia cerebral en la tomografia computada con progresion
documentada a través de observaciones seriadas o a través de resonancia
magnética nuclear.

Otros rasqos_clinicos consistentes con el diagndstico de Enfermedad de
Alzheimer _probable luego de la exclusidn de otras causas de demencia
distintas a dicha enfermedad incluyen:

Estancamientos en el curso evolutivo de la enfermedad.

Sintomas asociados de depresidn, insomnio, incontinencia, delusiones,
alucinaciones, iusiones, comportamiento catastrofico, verbal o emocional,
exabruptos fisicos, trastornos sexuales y pérdida de peso; otras anormalidades
neurolégicas, especificamente en estadios mas avanzados de la enfermedad
gue incluyen signos motores tales como incremento del tono muscular,
mioclonias o trastornos de la marcha.

Convulsiones en estadios avanzados.

Tomografia dentro de limites normales para la edad del paciente.
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Rasgos clinicos que hacen incierto o improbable el diagnostico de Enfermedad
de Alzheimer probable:

Comienzo agudo o apopléctico

Hallazgos de signos neurolégicos de caracter focal tales como hemiparesia,
pérdida de la sensibilidad, defectos campimeétricos visuales y trastornos en la
coordinacion motora de aparicion temprana en la enfermedad.

Convulsiones © perturbaciones de la marcha en estadios iniciales de la
enfermedad.

Diagnostico clinico de Enfermedad de Alzheimer posible:

Puede ser hecho sobre la base del diagnostico de sindrome demencial, en
ausencia de otra enfermedad neurolégica, psiquiatrica o trastornos sistémicos
capaces de provocar demencia, y cuando se constatan variaciones en las
formas de iniciacién, presentacion o curso evolutivo del cuadro clinico.

Puede ser hecho, también bajo la presencia de desordenes cerebrales o
sistémicas asociados, capaces de provocar demencia pero que no son
considerados la causa del sindrome demencial en cuestion, y

Deberia ser utilizado en estudios de investigacion, cuando un defecto cognitivo
Unico y gradualmente progresivo, es identificado en ausencia de otras causas
posibles que lo puedan originar.

Diagndstico clinico de Enfermedad de Aizheimer definitivo:

Requiere el diagnéstico de EA probable y la comprobacion histopatoldgica por
biopsia o autopsia.

La clasificaciéon de EA para propésitos de investigacion debe especificar
caracteristicas que pueden identificar subgrupos de dicho trastorno, tales
como:

Antecedentes familiares

Inicio antes de los 65 afios

Presencia de trisomia 21

Coexistencia de otfras condiciones relevantes como por ejemplo enfermedad
de Parkinson.
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Anexo lil

ESCALA DE ISQUEMIA DE HACHINSKI
(ISCHEMIC SCORE)

Puntos
[nicio subito , Z
Deterioro por brotes 1
Curso con fluctuaciones 2
Confusion nocturna 1
Preservacion relativa de la personalidad 1
Depresion 1
Sintomas somaticos 1
Labilidad emocional/Incontinencia emotiva 1
Antecedente de hipertension arterial 1
Antecedentes de accidentes cerebrovasculares 2
Evidencia de ateroesclerosis asociada 1
Sintomas neurolégicos focales 2
Signos neuroldgicos focales 2
PUNTUACION MAXIMA 18

4 Puntos sugiere demencia degenerativa primaria (Enfermedad de Alzheimer)

7 Puntos o mas sugiere Demencia Vascular o muitiinfarto



Anexo IV

EXTRACCION DE ADN

Existen diferentes protocolos para la extraccion de los acidos nucleicos.
La mayoria se caracterizan por el empleo de detergentes y solventes
organicos que rompen los nucteos de las celulas y remueven las proteinas
adheridas al ADN, seguidos por la precipitacion de éste con sales y alcoholes.
De esta manera son utilizados en la amplificacion in vitro por-la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (RCP).

Micrométodo de extraccion de ADN por CTAB/DTAB:

Método rapido de extraccion de ADN partiendo de poco material biologico.
Descrito por Gustincich en 1991, se basa en el empieoc de dos detergentes,
bromuro de dodecil trimetit amonio {(DTAB) y bromuro de hexadecil trimetil
amonio (CTAB). El DTAB lisa las células blanco y el CTAB detergente
cationico se une al ADN para precipitarlo.

Procedimiento:

-Tomar 300 ul de sangre periférica con EDTA como anticoagulante y colocarla en
un tubo Eppendorf de 2.0 ml previamente rotulados (6 tubos para cada
muestra).

-Afadir 700 ul de buffer de lisis DTAB, mezclar suavemente.
-Incubar durante 5 min a 68°C.

-Retirar los tubos de la incubacién e inmediatamente anadir 900 ul de cloroformo,
tapar bien los tubos y agitar vigorosamente durante 1 min.

-Centrifugar 15 min a 10,000 rpm. En esta etapa se formaran tres capas: la capa
inferior de cloroformo, la intermedia corresponde a la lisis celular y la superior
acuosa donde se encuentra el ADN.

- Transferir a tubos nuevos la capa superior acuosa con una pipeta de punta estéril
{cuidadosamente).

-Agregar 100 ul de CTAB y 800 pl de agua inyectable y agitar suavemente.

-En este paso se pueden refrigerar los tubos a 4°C durante 5 min para agilizar la
precipitacion del ADN (paso opcional).

-Centrifugar a 10,000 rpm durante 10 min.

-Desechar el sobrenadante y recuperar el botdn de ADN, anadir 100 pl de NaCl
1.2 M méas 1 ml de etanol absoluto frio, mezclar suavemente.

-Centrifugar a 10,000 rpm durante 10 min.

-Descartar el sobrenadante y recuperar el precipitado, afiadir 1 ml de etanol al
70%, mezciar suavemente.

-Centrifugar a 5,000 rpm durante 5 min, eliminar el sobrenadante.
-Repetir este paso 3 veces.
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-Juntar en un solo tubo los 6 botones de ADN de la misma muestra.
-Eliminar completamente el etanol.

-Resuspender el ADN en buffer TE, agitar suavemente y refrigerar a 4°C hasta su
procesamiento.

CUANTIFICACION DE ADN

Para estimar la cantidad de ADN gendmico y verificar su pureza se
determina la densidad optica (D0O) a 260 nm y 280 nm por medio de un
espectrofotdmetro. Una relacion de DO 260/280 nm mayor que 2.0 indica que
el ADN tiene una pureza adecuada; mientras que si es menor que 2.0, se debe
considerar contaminacion de la muestra, principalmente por sales o proteinas.

Procedimiento:
-Colocar 5 pul de la muestra de ADN en una celda de cuarzo conteniendo 1 mi de
agua destilada, mezclar suavemente y leer a 260 y 280 nm.

-Aplicando |a siguiente férmula se determina la concentracion del ADN:
ADN ng/mi = DO 260 nm X dilucidn (1005/5 pi) X 50 (factor constante)

-Para determiner la pureza del ADN (cantidad de proteinas), el valor de la relacion
DO 260/280 nm debe ser de 2.0 en adelante para considerarse satisfactoria.

VERIFICACION DEL ADN

lLa electroforesis a través de geles de agarosa o poliacrilamida es un
método utilizado para separar, identificar y purificar fragmentos de acidos
nucleicos, por lo gue es un método alterno para determinar su integridad. En el
corrimiento electroforético se utiliza como control una muestra de ADN de
concentracidn conocida, la presencia en el gel de una banda nitida es
indicativo de que el ADN aislado tiene una pureza adecuada, mientras que si
se observa un barrido o un patron de varias bandas indica contaminacion por
sales y degradacidn del ADN, respectivamente.

Procedimiento:
-Aplicar 2 ui de ADN gendmico en un gel de agarosa al 1% en buffer TBE 1X.

-Mezclar la muestra de ADN con 3 ml de jugo azul 6X.

-Utilizar TBE 1X cono buffer de corrimiento con un voltaje constante (60V) durante
1 h 30 min o hasta que el colorante con mayor peso molecular (xilencianol)
haya migrado 3 cm a partir del punto de aplicacion.

-Tefir el gel sumergiéndolo en solucion bromuro de etidio 0.5' mg/ml durante 5
min, enjuagar y visualizar el ADN con un transiluminador UV.
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Anexo V
EXTRACCION DE ADN (Método de Miller)

-Se toman de 5 a 10 ml de sangre periférica, en tubo con anticoagulante y se
colocan en un tubo plastico de 50 ml.

-Se agregan 2 volumenes de la solucién para lisis de eritrocitos (NH4sCI/NH4HCO3
10:1).

-La mezcla se refrigera a 4°C por 10 min para ayudar a la lisis de eritrocitos.
-Se centrifuga a 5,000 rpm durante 10 min.

-Se descarta el sobrenadante y el botdon de leucocitos se lava las veces
necesarias hasta remover todos los eritrocitos (hasta que el botdén quede
blanco).

-El boton de leucocitos se resuspende en 3 ml de buffer de lisis de nucleos (Tris
HCI 10 mM, NaCl 400 mM, EDTA Na; 2 mM, pH 8).

-El lisado de leucocitos se deja en digestion toda la noche a 37°C (12, 24 o0 48 hs)
con 0.2 ml de SDS 10%, 0.5 mi de sol. de proteinasa K (1 mg de proteinasa K
en SDS 1% y EDTA Na, 2 mM).

-Agregar 1 mi de solucién saturada de NaCi (6 mM).

-Agitar vigorosamente por 15 segq.

-Centrifugar a 2,500 rpm durante 15 min.

-Recuperar el sobrenadante (que contiene el ADN) y transferirio a otro tubo.

-Agregar 2 voliumenes de etanol absoluto a temperatura ambiente y mezclar por
inmersion varias veces hasta que se forme un precipitado (el ADN “limpio” flota
en la superficie).

- Transferir el ADN precipitado a un microtubo de 1.5 mi y lavarlo con etanol al 70
% frio las veces necesarias para eliminar las sales.

-Se deja evaporar el etano! del ADN limpio.

-Disolver el ADN en buffer TE (Tris HCI 10 mM, EDTA 0.2 mM, pH 7 5)por2 h a
37°C.
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Anexo VI
WESTERN BLOT

El Western blot es extremadamente atil para la identificacion vy
cuantificacion de proteinas especificas en mezclas complejas de proteinas que
no son radiomarcadas. La técnica es casi tan sensible como un
radioinmunensayo estandar y, a diferencia de la inmunoprecipitacion, no
requiere que la proteina blanco sea radiomarcada.

Procedimiento:
-Aplicar 25 g de proteinas plaquetarias en un gel de poliacrilamida al 5% y 20%
(gel apilador y separador, respectivamente) en buffer separador.

~-Mezclar la muestra de proteinas con 3 ml de jugo azul.

-Utilizar buffer separador como buffer de corrimiento con un voltaje constante
(100V, 200 mA) durante 1 h 30 min o hasta que el colorante con mayor peso
motecular (xilencianol) haya migrado 3 cm a partir del punto de aplicacion.

-Después de correr el gel, incubarlo en buffer de transferencia con agitacion suave
por 15 minutos.

-Cortar un trozo de membrana (PVDF) de aproximadamente el tamafio del gel e
incubarlo en metanol 5 min en agitacion.

-Incubar otros 5 min la membrana en buffer de transferencia.

-Cortar dos pedazos de papel filtro un poco mas grandes que el gel y la
membrana para ensamblarlos de tal manera que la membrana afronte el gel en
direccidn del anodo para facilitar la transferencia.

-Colocar el “sandwich” en la camara de transferencia con la membrana de! lado
del anodo (+).

-Correr la fransferencia a aprox. 100 V, 350 mA por 1 hora, con agitacion
constante.

-Al terminar la transferencia, incubar la membrana en TPBS + 5% de leche en
polvo sin grasa por al menos 1 hora para bloquear pegado inespecifico de
anticuerpos a la membrana.

-Enjuagar la membrana 3 veces 5 min con TPBS.

-incubar {1-2 hs, de preferencia toda la noche en cuarto frio) ia membrana con el
anticuerpo primario en el volumen minimo de TPBS + 5% de leche sin grasa
en polvo. Usar dilucion dptima.

-Enjuagar la membrana dos veces con TPBS.

-Incubar 1 hora la membrana con anticuerpo secundario (dilucion 1:3000, para
este método, IgG anti-ratdn de cabra acoplado a fosfatasa alcalina) para unirlo
al anticuerpo primario.

-Enjuagar una vez (5 min) con TPBS y dos veces (5 min) con PBS.
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-Mezclar el buffer de revelado con dilucion 1:200 de NBT y BCIP, revelar ia
membrana el ttempo necesario evitando el desarrollo de color inespecifico por
sobreexposicion. Detener la reaccion con agua bidestilada.

-Secar las membranas en papel filtro y guardarlas en oscuridad de preferencia
envueltas en hule delgado.
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Anexo Vil

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
Guadalajara, Jalisco, a de de 200

El (la) que suscribe hace constar que acepta participar de forma voluntaria
y conciente en el proyecto de investigacion titulado “Frecuencia de los
marcadores perifericos Proteina precursora del beta amiloide y Apolipoproteina
E en la demencia de tipo Alzheimer”, cuyo objetivo es determinar la frecuencia
de los alelos como de los genotipos de la ApoE y la presencia de la proteina
del beta amiloide en individuos con demencia pero sin la Enfermedad de
Alzheimer.

Se me ha informado que mi participacidon consistird en donar una muestra
de sangre periférica con el fin de realizar las pruebas bioquimicas del beta
amiloide y el analisis de los polimorfismos de la Apolipoproteina E. Los
resultados obtenidos seran confidenciales y me seran dados a conocer.

Adicionalmente se ha filade el compromiso de los investigadores
responsables de este proyecto, el Dr. Miguel Angel Macias Islas y el Dr,
Genaro Gabriel Ortiz, para responder a cualquier pregunta o duda que le
plantee acerca de los procedimientos que se realizardn. Asimismo, estoy
enterado(a) de los riesgos potenciales, inconvenientes, molestias y beneficios
derivados de mi participacion en este proyecto.

Los investigadores responsables me han confirmado que permanecere en
el anonimato en las presentaciones y publicaciones que se generen de este
proyecto.

Nombre y firma del paciente Nombre y firma del responsable

Nombre y firma del investigador
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