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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una patologia neurodegenerativa, causante de una
alteracion significativa de la estructura y funcion del cerebro, ocasionando pérdida progresiva de
la memoria y de las funciones cognitivas. Es una enfermedad multifactorial sin causa unica
conocida, y varios factores de riesgo, modificables y no modificables, han sido asociados con su
desarrollo y progresion. Se han descrito dos biomarcadores potenciales de EA, el factor derivado
de pigmentos epiteliales (PEDF) y la haptoglobina (Hp). La Hp es una oaz-sialoglicoproteina
reactiva de fase aguda, sintetizada principalmente por los hepatocitos en respuesta a la secrecion
de citoquinas durante procesos inflamatorios. La Hp tiene efecto anti-inflamatorio, por lo que se
ha hipotetizado que las concentraciones incrementadas de Hp en pacientes con EA se deben a
una respuesta inmunitaria a la reaccion inflamatoria del cerebro. Asimismo, se ha descrito una
asociacion entre las concentraciones de Hp y la severidad de la discapacidad cognitiva,
reflejando el incremento de la respuesta anti-inflamatoria contra la neuroinflamacion
desarrollada en la EA. La interaccion entre ApoE y el péptido B amiloide (AB) es crucial para
limitar la neurotoxicidad del péptido Ap y por promover su limpieza de la zona extracelular,
donde se acumula formando las placas seniles. Se ha demostrado que la Hp, méas que dificultar la
interaccion entre ApoE y AP, promueve la conformacion del complejo entre AB y ApoE. El
riesgo de desarrollar EA podria no estar (nicamente relacionado con la presencia de diferentes
isoformas de ApoE o limitada a efectos especificos de ApoE en el metabolismo de los lipidos o
el péptido AP, sino también esta influenciado por las concentraciones de ligandos criticos, tales
como la Hp, capaz de influenciar la interaccion ApoE/ AP y/o las funciones de ApoE. Por todo lo
antes expuesto planteamos el siguiente objetivo: Estudiar el polimorfismo del gen HP y su
correlacion con los polimorfismos rs429358 y rs7412 del gen APOE en pacientes con EA de
inicio tardio. Para alcanzar dicho objetivo se analiz6 el ADN, obtenido de muestras de sangre
periférica, de 55 pacientes con EA (casos) y 77 individuos aparentemente sanos (controles)
genotipificados para los polimorfismos rs429358 y rs7412 del gen APOE. El polimorfismo del
gen HP se determind mediante PCR-SSP (iniciadores de secuencias especificas). Las frecuencias
se estimaron por conteo directo, las diferencias entre los grupos se evalud por la prueba de ji
cuadrado (X?) Mantel-Haenszel usando tablas de contingencia 2x2. Al realizar las
comparaciones de las frecuencias de los genotipos del gen HP, se observd una frecuencia
significativamente incrementada del genotipo HP2-2 (OR: 2.15; IC 95%: 1.05-4.40; pc: 0,031) y



del alelo HP2 (OR: 1.88; IC 95%: 1.07-3.29; pc: 0,026) en los pacientes con EA. En contraste,
en los individuos sanos se observo una frecuencia significativamente incrementada del alelo HP1
(OR: 0.53; IC 95%: 0.30-0.93; pc: 0,026). Estos resultados sugieren que la presencia del alelo
HP2 y del genotipo homocigoto HP2-2 confiere mayor riesgo a desarrollar EA, mientras que la
presencia del alelo HP1 confiere proteccion. En conclusién el polimorfismo del gen HP esta
asociado con el desarrollo de de la EA de inicio tardio en la poblacién venezolana, sin embargo,

esta asociacion no es independiente de la presencia del alelo €4 del gen APOE.

Palabras clave: Alzheimer, Haptoglobina, Apolipoproteina, neurotoxicidad.



ABREVIACIONES

°C: Grados centigrados.

alS: Cadena o' de Hp con un residuo aminodacido: &cido glutamico, en la posicion 54.
alf: Cadena o' de Hp con un residuo aminodcido: lisina, en la posicion 54.

e : Epsilon.

€2: Alelo Apolipoproteina épsilon 2.

€3: Alelo Apolipoproteina épsilon 3.

e4: Alelo Apolipoproteina epsilon 4.

pg/mL: Microgramos/mililitros.

uL: Microlitro.

AP: Péptido beta amiloide.

AB40: Péptido beta amiloide de 40 amino&cidos.

AP42: Péptido beta amiloide de 42 aminoacidos.

ABO: Gen de grupo sanguineo ABO.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ADAM-9: a-secretasas, desintegrina y metaloproteasa del dominio de proteinas.
ADAM-10: a-secretasas, desintegrina y metaloproteasa del dominio de proteinas.
ADAS: Alzheimer’s Disease Assesment Scale, por sus siglas en Ingleés.

ADRDA: The Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association, por sus siglas e Inglés.



AICD: Dominio intracelular de APP.

APOE: Gen de apolipoproteina E.

ApoE: Apolipoproteina E.

ApoE2: Isoforma protéica de apolipoproteina E producto del alelo £2.

ApoE3: Isoforma protéica de apolipoproteina E producto del alelo €3.

ApoE4: Isoforma protéica de apolipoproteina E producto del alelo €4.

APP: Gen de la proteina precursora del amiloide

APP: Proteina precursora del amiloide.

APPsB: Ectodominio de APP secretado en la via amiloidogénica.

APPsa: Ectodominio de APP secretado en la via no amiloidogénica.

Arg: Residuo aminoacido arginina.

ARN: Acido ribonucleico.

Asp: Residuo aminodcido &cido aspartico.

BBB: Barrera hemato-encefalica.

B12: Vitamina B12.

BACEL: Beta-secretasa 1.

C83: Fragmento carboxilo terminal unido a membrana en la via no amiloidogénica.
C99: Fragmento carboxilo terminal unido a membrana en la via amiloidogénica.
CAA: Angiopatia amiloide cerebral.

CDR: Test de Demencia Clinica.



CN: Control negativo.

CP: Control positivo.

CSF: Fluido cerebro-espinal.

CTF: Fragmento carboxilo terminal.

Cys: Residuo aminoacido cisteina.

DMS: Manual de diagnostico y estadistico de desdrdenes mentales, por sus siglas en Inglés.
dNTPs: Desoxinucleotidos trifosfato.

DO: Densidad éptica.

DSM-1V: Sociedad Psiquiatrica Americana.

E: Valor de frecuencias esperadas.

EA: Enfermedad de Alzheimer.

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.

EDTA-Nay: Acido etilendiaminotetraacético y Sodio molecular.
EHW: Equilibrio de Hardy-Weinberg.

EO: Estrés oxidativo.

ERN: Especies reactivas de nitrdgeno.
ERO: Especies reactivas de oxigeno.

FA: Frecuencia Alélica.
FG: Frecuencia Genotipica.

g: Gravedad.



g/L: Gramos/Litro.

GDR: Escala de Deterioro Global de Resiberg.

Glu: Residuo aminoacido &cido glutamico.

GWAS: Estudios de asociacion del genoma completo.

Hb: Hemoglobina.

HDL.: Lipoproteina de alta densidad.

HP: Gen codificante de la Haptoglobina.

Hp: Haptoglobina.

Hp olf: Cadena o' de Hp de migracion electroforética rapida (Fast).
Hp o'S: Cadena o! de Hp de migracion electroforética lenta (Slow).
Hpl-1: Haptoglobina producto de alelos HP1, homdcigos.

Hp2-1: Haptoglobina producto de alelos HP1 y HP2, heterdcigos.
Hp2-2: Haptoglobina producto de alelos HP2, homécigos.

HP1: Denota de forma general los alelos para las cadenas alfa 1 de Hp.
HP1-1: Genotipo homdcigo para cadena alfa 1 de Hp.

HP2: Denota el alelo de cadena alfa 2 de Hp.

HP2-1: Genotipo heterdcigo para cadenas alfa de Hp.

HP2-2: Genotipo homdcigo para cadena alfa 2 de Hp.

HPA: Locus genético para cadena alfa de Hp.

HPAL1S: Alelo de cadena alfa 1 lenta (s) de Hp.

VI



HPALF: Alelo de cadena alfa 1 rapida (f) de Hp.
HPB: Locus genético para cadena beta de Hp.

HSPG: Proteoglicanos heparan sulfato.

IC 95%: Intervalo de confianza del 95%.

IDE: Enzima degradante de la insulina.
IL-1: Interleuquina 1.
IL-6: Interleuquina 6.

ISF: Liquido intersticial.

IVIC: Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas.

KCI: Cloruro de potasio.

kDa: Kilodalton.

Leu: Residuo aminodcido leucina.

LDL: Lipoproteina de baja densidad.

LDLR: Receptor de LDL.

LRP1: Receptor, Proteina 1 relacionada con LDLR.
Lys: Residuo aminoacido lisina.

M: Molar.

MgCls: Cloruro de magnesio.

min: Minutos.

mL: Microlitro.
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mM: Milimolar.

N: Numero total de individuos estudiados.

n: NUmero de individuos.

nm: Nanometro.

NaCl: Cloruro de Sodio.

NINCDS: National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke.

NLB: Buffer de lisis nuclear, por sus siglas en inglés.

NFTs: Ovillos neurofibrilares, por sus siglas en inglés.

O: Valor de frecuencias observadas.

OR: Odds Ratio (relacién de probabilidades).

p: Significancia, probabilidad.

p: Probabilidad.

P-ST: Proteinas quinasas dirigidas a prolina o0 motivos prolina-serina/treonina.
P3: Fragmento peptidico no amiloidogénico.

pb: Pares de bases nitrogenadas.

pc: Probabilidad corregida.

PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa.

PCR-RFLP: PCR - Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion.
PCR-SSP: PCR - Iniciadores de secuencia especifica.

PEDF: Factor derivado de pigmentos epiteliales.

VI



PHFs: Filamentos helicoidales pareados.
PM: Peso molecular.

pmol/ul: Picomol/microlitro.

PSEN: Presenilina.

PSEN: Gen de la Presenilina.

PSENL1: Presenilina 1.

PSEN1: Gen de la presenilina 1.
PSENZ2: Presenilina 2.

PSEN2: Gen de presenilina 2.

RCLB: Buffer de lisis de células rojas, por sus siglas en inglés.

RM: Resonancia magnética.

SNC: Sistema Nervioso Central.

SSP: Iniciador de secuencia especifica.

TAC: Tomografia axial computarizada.

TACE: Enzima convertidora de TNF-a.
TBE: Buffer Tris-Acido borico-EDTA.

TE: Buffer Tris-EDTA.

Th1: Células T cooperadoras tipo 1.
Th2: Células T cooperadoras tipo 2.
TM: Tamafio molecular.

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa.



Tris HCI: Tris-Acido clorhidrico.

VDRL.: Serologia para sifilis.

VIH: Virus de inmunodeficiencia humana.
VLDL: Lipoproteina de muy baja densidad.
¥2: Prueba de Ji-cuadrado.

X?: Prueba Ji cuadrado Mantel-Haenszel.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma mas comun de demencia y de

neurodegeneracién, con casi 44 millones de afectados a nivel mundial (www.alzheimers.net).

Los pronoésticos estiman que, con el aumento de la esperanza de vida, habra 107 millones de
afectados en el afio 2050, lo cual conllevara a importantes cargas economicas y emocionales para
las familias, asi como a cargas sociales para el mundo industrializado. Es por ello que todos los
estudios, enfocados al descubrimiento de sus causas y la comprension de su patologia, son de
gran importancia, ademas, de que pueden llevar a la identificacion de nuevas dianas terapéuticas.
(Fernandez y Cruchaga, 2016).

La EA se caracteriza por ser una patologia neurodegenerativa devastadora, que involucra
pérdida progresiva de la memoria y de las funciones cognitivas (Spagnuolo y col., 2014a). El
paciente con enfermedad de Alzheimer experimenta un incremento gradual de pérdida de la
memoria, periodos de pérdida de atencién y alteraciones en el humor, con frecuencia
acompariados de frustracion y agitacion. A medida que la enfermedad progresa el paciente llega
a un punto en que no puede cuidar de si mismo y queda postrado en cama, totalmente
dependiente de cuidados (Strittmatter y Roses, 1995).

Asimismo, la EA es una enfermedad multifactorial, sin causa Unica conocida, y varios
factores de riesgo, modificables y no modificables, han sido asociados con su desarrollo y
progresion. La edad representa el principal factor de riesgo para el desarrollo de la EA y la
probabilidad de desarrollarla aumenta exponencialmente con la edad, duplicAndose,
aproximadamente, cada cinco afios después de los 65 afios de edad. La gran mayoria de los
individuos con EA son mayores de 65 afios y desarrollan una EA "tardia" o "esporadica” (> 95%
de todos los casos). Sin embargo, un nimero menor de individuos desarrollan la EA antes de los
65 afios, que se conoce como EA de "inicio temprano” o "familiar” (<5% de todos los casos), la
cual se encuentra asociada a mutaciones genéticas raras. Las personas con EA familiar poseen
una mutacién autosémica dominante en uno de los genes de presenilina (PSEN), localizados en
los cromosomas 1y 14, o en el gen de la proteina precursora del amiloide (APP), localizado en el
cromosoma 21. Ademas, individuos con sindrome de Down (trisomia 21) poseen un riesgo

incrementado de desarrollar EA de inicio temprano. Sin embargo, la genética de la EA


http://www.alzheimers.net/

esporadica es mas compleja y menos entendida. Se sabe que el alelo épsilon cuatro (g4) del gen
de la apolipoproteina E (APOE), localizado en el cromosoma 19, es un factor de riesgo para el
desarrollo de la EA esporadica. Es importante resaltar, que un menor nivel educativo se ha
asociado con un mayor riesgo de demencia por EA, consistente con la idea de que la educacion
aumenta la reserva cognitiva y la resiliencia a la patologia de la EA. Muchas evidencias sugieren
que los factores de riesgo cerebrovascular desempefian un papel importante, tanto en el
desarrollo como en la progresion de la EA. Personas con antecedentes de diabetes, hipertension,
obesidad y tabaquismo tienen un riesgo incrementado a desarrollar EA. Ademas, antecedentes
familiares de EA en parientes de primer grado y antecedentes de lesién en la cabeza, con pérdida

de conciencia, son también factores de riesgo para el desarrollo de la EA (Korolev, 2014).

Neuropatologia de la Enfermedad de Alzheimer.

La EA es un trastorno cerebral neurodegenerativo progresivo que causa una alteracion
significativa de la estructura y funcion del cerebro. A nivel celular, la EA se caracteriza
por una pérdida progresiva de neuronas corticales, especialmente las células piramidales, que
median los niveles cognitivos mas altos. Distintas evidencias sugieren que la EA produce
disfuncién sinéptica temprana en la enfermedad, interrumpiendo la comunicacién dentro de los
circuitos neuronales, importantes para la memoria y otras funciones cognitivas. La degeneracion
relacionada con la EA comienza en el Iébulo temporal medio, especificamente en la corteza
entorrinal y el hipocampo. El dafio a estas estructuras cerebrales resulta en déficits
de memoria y de aprendizaje, que se observan clasicamente con las manifestaciones clinicas
tempranas de la EA. La degeneracion se propaga a lo largo de la corteza de asociacion temporal
y areas parietales. Como la enfermedad progresa, se puede observar degeneracion en la corteza
frontal y, eventualmente, en el resto del neocértex. Este patrdn generalizado de
neurodegeneracion, que afecta tanto las regiones limbicas como neocorticales, se correlaciona
estrechamente con el conjunto de déficits cognitivos y los cambios de comportamiento que
presentan los pacientes con EA. Se ha teorizado que el dafio neuronal descrito en la EA se
relaciona con la deposicion de proteinas anormales, tanto dentro como fuera de las neuronas
(Korolev, 2014). Estos agregados de proteinas en el cerebro son las placas seniles y los ovillos
neurofibrilares (NFTs), formados por las proteinas [ amiloide (AP) y tau alteradas,



respectivamente. Evidencias histolégicas indican que los NFTs formados por la autoagregacion
de la proteina tau hiperfosforilada y agregada en filamentos helicoidales pareados (PHFs), son
patognomonicos de la enfermedad (Morales, Farias y Maccioni, 2010).

Las placas seniles son acumulaciones extracelulares de proteina beta amiloide insoluble.
Normalmente, las células liberan péptidos p amiloide solubles después del clivaje de la proteina
precursora del amiloide (APP), proteina integral de la membrana celular. La EA involucra un
clivaje anormal de la APP que resulta en la precipitacion del AB en l&minas betas densas y la
formacion de placas seniles. Se postula que la microglia y los astrocitos ensamblan una respuesta
inflamatoria para limpiar los agregados amiloides y esta inflamacion, probablemente, causa la
destruccion de neuronas adyacentes y sus neuritas (axones y dendritas) (Dorey, 2014).

Los ovillos neurofibrilares son agregados intracelulares de proteinas tau anormalmente
hiperfosforiladas, las cuales en condiciones normales forman parte de una familia de proteinas
asociadas a microtabulos y desempefian un papel en el transporte intracelular (axonal y
vesicular). Es posible que los NFTs interfieran con el transporte axonal normal de los
componentes necesarios para la funcidon y supervivencia neuronal (por ejemplo, vesiculas
sinapticas con neurotransmisores, factores neurotréficos y mitocondrias), causando

eventualmente la muerte de las neuronas. (Korolev, 2014)

Diagnostico de la Enfermedad de Alzheimer.

El diagnostico de la EA se centra primordialmente en pruebas neurolégicas y fisioldgicas,
ademas, de examinar sefiales de disminucion intelectual a través de pruebas estandares para
determinar las funciones mentales, las cuales son llevadas a cabo con los criterios propuestos por
la “National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke” (NINCDS) y
“The Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association” (ADRDA) (McKhann y col.,
2011) o bien por los criterios dados en el Manual Diagndstico y Estadistico de Desordenes
Mentales (DMS por sus siglas en inglés) (Cummings, 2005). Estos criterios solo son capaces de
determinar la posibilidad o probabilidad de que el paciente examinado tenga enfermedad de
Alzheimer (Strittmatter y Roses, 1995). El patron de oro para el diagnostico de EA es la

evaluacion patologica de una autopsia cerebral (post-mortem). La presencia y distribucion de las



placas amiloides y NFTs en el cerebro se utiliza para establecer el diagnostico definitivo de EA 'y

el estadio de la enfermedad. (Korolev, 2014).

Génesis del péptido beta amiloide (Ap).

El péptido beta amiloide es un péptido de longitud variable, de 34-49 aminoacidos,
derivado del clivaje proteolitico de una proteina transmembrana, denominada proteina precursora
de amiloide, durante su metabolismo (Strittmatter y Roses, 1995). El A se genera después del
clivaje secuencial de la APP por las B y y secretasas en la via amiloidogénica. La génesis del AP
puede ser suprimida si la APP es escindida por la a-secretasa dentro del dominio AP, en la
Ilamada via no amiloidogénica (Figura 1). Recientemente, se han identificado las secretasas y se
sabe que la 3-secretasa es una enzima de escision de la APP beta 1 (BACEL), una nueva aspartil
proteasa. La y-secretasa es un complejo proteico, que incluye la presenilina (PSEN1 o PSEN2),
nicastrina, Aphl y Pen2, mientras que tres a-secretasas han sido identificadas como TACE
(enzima convertidora de TNF-a), ADAM (una desintegrina y metaloproteasa del dominio de
proteinas)-9 y ADAM-10. El clivaje por BACEL de la APP es un requisito previo para la
formacion del AB. La génesis del AP se inicia con el clivaje por BACE1 de la APP en el residuo
Asp +1 de la secuencia del A, para formar el extremo amino del péptido. Este clivaje libera dos
fragmentos: un ectodominio de APP secretado (APPsB) y un fragmento carboxilo terminal unido
a membrana (CTF), C99. C99 es subsiguientemente clivado por la y-secretasa para generar el
extremo carboxilo terminal del péptido AB y un dominio intracelular de APP (AICD). En
particular, se ha demostrado que el AICD puede desempefiar un papel en la transactivacion
transcripcional. La escision por el complejo y-secretasa no es precisa, ya que la mayoria de los
AP liberados por la actividad y-secretasa terminan en el aminoacido 40 (AB40) y una pequefia
proporcion termina en el aminoacido 42 (Ap42). En la via alternativa, la via no amiloidogénica,
el clivaje por la a-secretasa de la APP se produce dentro del dominio AP en el residuo Leu +17.
El clivaje por la a-secretasa produce el ectodominio APPsa secretado y un CTF (C83), el cual a
su vez es clivado por la y-secretasa para formar el fragmento no amiloidogénico de 3 kDa, P3.
En muchos casos, un aumento en el metabolismo no amiloidogénico de la APP se acopla a una
disminucion reciproca en la via de procesamiento amiloidogénico, y viceversa, ya que la o y

secretasas compiten por el mismo sustrato, la APP (Cole y Vassar, 2007).
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Figura 1. Metabolismo de la APP por las enzimas secretasas. La APP es secuencialmente
clivada por la B-secretasa (BACEL) y la y-secretasa, la cual es un complejo que comprende presenilina,
nicastrina, Aphly Pen2, para generar el AB. El clivaje de la APP por BACEL es un pre-requisito para la
formacion del AB y es el paso limitante de la tasa de génesis del AB. El clivaje de la APP por BACEL
forma el extremo amino terminal del péptido beta amiloide y son generados dos fragmentos: el APPsp, un
ectodominio secretado, y C99, un fragmento unido a membrana. C99 es el sustrato para la y-secretasa y su
clivaje genera el fragmento AICD y el extremo carboxilo terminal del AB. La formacion del A es
evitado por las actividades de la a-secretasa, las cuales han sido identificadas como TACE, ADAM-9 y
ADAM-10. Las a-secretasas clivan la APP para generar el ectodominio secretado (APPsa) y un
fragmento unido a membrana (C83). C83 es secuencialmente clivado por el complejo y-secretasa para
producir el fragmento de 3 Kda (P3) y el AICD (Tomado de Cole y Vassar, 2007).



Fosforilacion de tau.

En el cerebro normal el equilibrio entre fosforilacion y defosforilacion de tau origina
cambios estructurales y conformacionales, regulando la estabilidad del citoesqueleto y
consecuentemente la morfologia axonal. Estudios previos han demostrado que el proceso de
fosforilacion/defosforilacion puede controlar no sélo la funcionalidad bioldgica de tau sino
también de otras proteinas que forman parte del citoesqueleto en plaquetas y endotelio. Durante
el desarrollo de la EA, tau comienza a fosforilarse en multiples sitios y se integra dentro de los
filamentos helicales apareados para dar lugar a los NFTs, perdiendo sus funciones fisiologicas.
La hiperfosforilacion de tau es el resultado del desequilibrio de accion de diferentes quinasas y
fosfatasas. Las quinasas involucradas en las modificaciones de tau y degeneracion neuronal han
sido divididas en dos grupos: proteinas quinasas dirigidas a prolina o motivos prolina-
serina/treonina (P-ST) y quinasas que fosforilan motivos distintos a P-ST. La fosforilacion

anormal de tau evita la union de fosfotau a microttbulos (Garcia y Jay, 2004).

Apolipoproteina E como un factor de riesgo de la Enfermedad de Alzheimer.

La Apolipoproteina E (ApoE) es una de las principales apolipoproteina humana, la cual
regula la absorcion de lipidos y las concentraciones de colesterol a través de la interaccion con el
receptor de la lipoproteina de baja densidad (LDL). La ApoE es altamente expresada en el
cerebro e higado y es la principal proteina en el sistema nervioso central (SNC), mediando el
transporte y distribucion de lipidos. Periféricamente, la ApoE se combina con otras
apolipoproteinas, fosfolipidos y colesterol en particulas de lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL). En el SNC donde VLDL no esta presente, la ApoE forma particulas lipidicas igual a
lipoproteinas de alta densidad. Las lipoproteinas que contienen ApoE se unen a una clase de
receptores metabdlicos conocidos como receptores de LDL (LDLR), principalmente el propio
LDLR vy la proteina 1 relacionada con LDLR (LRP1). Los LDLR comprenden una familia
altamente conservada de receptores transmembrana responsables de la captacién y eliminacion
de las lipoproteinas en plasma y liquido cefalorraquideo, regulando el metabolismo lipidico y
mediando una amplia gama de vias de sefializacion celular. Las particulas de lipoproteinas, que
contienen ApoE y son secretadas por los astrocitos, contienen cantidades aproximadamente

iguales de ApoE y colesterol y componen virtualmente todo el colesterol secretado por



astrocitos. Las particulas ApoE con un pobre contenido de lipidos tienen una conformacion
alterada, disminuyendo la estabilidad en el SNC y alterando las interacciones con el Ap. En
virtud de ello, en las interacciones con sus receptores, la ApoE debe poseer el contenido
apropiado de lipidos (Dorey y col. 2014).

En humanos la apolipoproteina E posee tres isoformas comunes: ApoE2, ApoE3 y
ApoE4, que resultan de los polimorfismos en dos nucledtidos del gen APOE. ApoE3 se
caracteriza por presentar los residuos Cys112 y Argl58, mientras que ApoE2 tiene Cysll2 y
Cys158, y ApoE4 tiene Argll2 y Argl58. Sin embargo, las diferencias estructurales en esas
isoformas no son completamente entendidas. Se ha sugerido que la ApoE modula el
procesamiento de la APP, mediando las concentraciones del AP, aunque las evidencias en la
literatura son contradictorias. Algunas investigaciones han demostrado que la ApoE no afecta la
produccion de AP, mientras que otras han demostrado que la ApoE exogena estimula la
produccién del Ap en modelos in vitro. Estudios comparativos de las isoformas han demostrado
diferencias isoformas especificas, asociandose ApoE4 con altas concentraciones del AP, esto
debido a que la eliminacion del AP por ApoE4 es menos eficaz. Igualmente, se ha sugerido que
los receptores de ApoE, méas que la propia ApoE, pueden ser responsables de la modulacion del
procesamiento de la APP. El papel de la ApoE en la mediacion de la agregacion de AP puede
relacionarse directamente con su capacidad para unirse al péptido, una caracteristica que ha sido
bien documentada. ApoE est4 asociado con placas amiloides y forma complejos con el AP a
través de su region unidora de lipido. Esta interaccion depende de la disposicion del AB en una
conformacion de lamina B, la cual promueve la formacion y la agregacion de las fibras de AB. A
diferencia de otras isoformas de ApoE, la ApoE4 tiene una capacidad disminuida para unir Ap en
placas y oligbmeros neurotoxicos. Por otro lado, la union del AB también inhibe la capacidad de
la ApoE de unir lipidos, posiblemente debido al solapamiento entre el sitio de union del AB y el
dominio de unién de lipido, lo que puede contribuir a la disfuncion general de la ApoE. Por otra
parte, modelos de ratones transgénicos y estudios in vitro sugieren que la interrupcion de la
interaccion ApoE-AP conduce a una disminucion en la fibrilogénesis y la carga amiloide (Dorey
y col. 2014).

La ApoE también participa en la eliminacion del AP a través de la barrera hemato-

encefalica (BBB), un proceso mediado por astrocitos y microglia mediante la interaccion de



complejos AB-ApoE con receptores de ApoE, particularmente LRP1. Otra evidencia sugiere que
la ApoE promueve la retencion del AB dentro del SNC, obstaculizando la eliminacion del
péptido a través de la barrera hemato-encefélica. EI cambio entre promover la eliminacién versus
la retencion del AP esta mediado por el contenido de lipidos de la ApoE (la unién de lipidos
disminuye el transporte a través de la barrera hemato-encefalica), y se ve afectada por las
isoformas ApoE especificas. Un estudio sugiere que los complejos ApoE4-Ap utilizan el
receptor VLDL, una via més lenta de eliminacion, mientras que los complejos ApoE3-Af y
ApoE2-Ap utilizan LRP1. Finalmente, en un trabajo adicional en ratones transgénicos, se
confirmd que la ApoE4 es menos eficiente en la limpieza del AB del cerebro con respecto a las
otras isoformas, aunque el mecanismo no esta claro. Asimismo, la limpieza del Ap del SNC
ocurre extracelularmente, a través de la degradacién del péptido por la enzima degradante de la
insulina (IDE), e intracelulrmente, por neprilisina dentro de la microglia y astrocitos. La ApoE se
ha implicado en la modulacién de esta respuesta, tanto en la degradacién microglial del AB y la
protedlisis mediada por los macréfagos. Asimismo, un efecto isoforma especifica se ha
demostrado en células de raton que expresan las isoformas ApoE humanas, ApoE2 mostrando
una degradacion extracelular mas potente del AP exdgeno con respecto a ApoE3 y ApoE4
(Dorey y col. 2014).

La importancia de la ApoE en el proceso de degradacion del A no esta claro, ya que hay
evidencia de una via de degradacién independiente de ApoE, donde los LDLR interactGan
directamente con los péptidos AP. Otra diferencia funcional importante es la disminucion de la
estabilidad y el aumento de la prote6lisis de la ApoE4 en relacion con otras isoformas ApoE.
Esta diferencia se cree contribuye con las concentraciones mas bajas de proteina ApoE en el
SNC de ratones transgénicos para ApoE4. Dado el papel de ApoE en la limpieza y degradacion
del AB, 1a menor estabilidad de la ApoE4 puede predisponer al desarrollo de EA (Dorey y col.
2014).

Genética de la Enfermedad de Alzheimer.
La enfermedad de Alzheimer se diagnostica mayoritariamente en personas entre 75 y 80
afios. No obstante, su espectro de aparicion es muy amplio dandose casos en edades muy

tempranas (por debajo de los 65 afios). Estos casos tan precoces suelen presentar un gran



componente genético, con varios afectados en la familia a edades similares, y donde la
enfermedad se transmite con un patron de segregacion dominante. Estudios genéticos de
desequilibrio de ligamiento en este tipo de familias han revelado que los afectados de Alzheimer
son portadores de variantes genéticas en uno de estos tres genes, APP, PSEN1 (presenilina 1) o
PSEN2 (presenilina 2), que interfieren en el procesamiento normal de la proteina precursora del
amiloide y causan la patologia observada. La identificacion de tres genes asociados con la
enfermedad fue un primer indicativo de que la EA es una enfermedad compleja y multigenica.
No obstante, estos casos familiares tan solo representan el 1% de los afectados por la
enfermedad, y la mayoria de afectados por Alzheimer no suelen presentar variaciones en estos
genes (Fernandez y Cruchaga, 2016).

En la enfermedad de Alzheimer de inicio tardio el Gnico gen que se ha asociado de forma
constante con la enfermedad es el gen APOE. EI gen APOE es un gen polimorfico y se han
descrito tres alelos: €2, €3 y €4, siendo el alelo €3 el méas frecuente. El alelo €2 es el menos
frecuente y se ha asociado con algin grado de neuroproteccion de la EA y una forma de
hiperlipoproteinemia. El alelo €4 es un fuerte factor de riesgo de EA, comparado a individuos
con genotipo €3/€3. Un individuo con el genotipo heterocigoto €3/e4 tiene de 2 a 3 veces mayor
riesgo de desarrollar EA y un individuo con el genotipo homocigoto &4/ €4 tiene hasta ~12- veces
mayor riesgo (Dorey y col. 2014).

No obstante, los estudios indican que el componente hereditario del Alzheimer llega al
60-80%, por lo que varios factores de riesgo quedan por ser descubiertos. Bajo la hipotesis de
que una enfermedad comun debe estar condicionada al efecto de variantes comunes (aquellas
con una frecuencia alélica del alelo mutado por encima del 5%), estudios de asociacion del
genoma completo (GWAS) han identificado hasta 20 loci que incrementan el riesgo de una
persona de padecer EA. Estos estudios fueron importantes porque sugirieron nuevas rutas
metabolicas que pueden estar alteradas en la EA, como por ejemplo, el metabolismo de lipidos,

respuesta inflamatoria y endocitosis (Fernandez y Cruchaga, 2016).

Haptoglobina (Hp).

La haptoglobina es una ap-sialoglicoproteina reactiva de fase aguda sintetizada

principalmente por los hepatocitos en respuesta a la secrecion de citoquinas, como IL-6, IL-1y
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factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a), durante procesos inflamatorios (Wobeto, Zaccariotto y
Sonati, 2008), con la principal funcion de remover la hemoglobina libre procedente de procesos
fisiologicos o patoldgicos. Sus concentraciones plasmaticas se incrementan entre 200-500%
durante los 7 dias siguientes a eventos inflamatorios e infecciosos y retorna lentamente a la
normalidad luego de 2-4 semanas después de haberse removido el agente patoldgico (Carter y
Worwood, 2007).

La Hp estd caracterizada por una heterogeneidad molecular con tres principales
fenotipos: Hpl-1, Hp2-1 y Hp2-2 (Bowman, 1993). Esta proteina es sintetizada como una Unica
cadena que luego es escindida, produciendo una cadena liviana o amino-terminal y una cadena
pesada P carboxilo-terminal, las cuales se unen covalentemente por un puente disulfuro

intermolecular, formado entre la Cys 131y la Cys 248.
La molécula de Hp esta constituida por 2 cadenas polipeptidicas:

Cadena liviana a: Se han descrito dos tipos de cadena o: o! (8,9 kDa, 83 aminoacidos) y

o? (16 kDa, 142 amino4cidos). La cadena o! presenta dos variantes: a!® y o', las cuales difieren
en un aminoacido en la posicion 54 (4cido glutamico en ol® y lisina en o 'F), que produce
diferencias en su migracion electroforética, siendo la Hp a ¥ (faster) quien migra mas rapido que

la Hp oS (slow).

Cadena pesada B3: La cadena B (40 kDa, 245 aminoacidos) es idéntica en todos los tipos
de Hp. Como es una glicoproteina, la Hp contiene oligosacaridos en la regién amino-terminal de
las cadenas . La capacidad de unirse a la hemoglobina (Hb) es atribuida a esta cadena y una
caracteristica interesante de esta cadena es que su extremo amino terminal es altamente

homologo a las serinas proteasas.

La Hpl-1 consiste en un dimero a'B, siendo la Hp més pequefia con un peso molecular
(PM) de 86 kDa, estas cadenas se unen entre si covalentemente por puentes disulfuros entre los
residuos Cysl15 de cada cadena o, conformando estructuras diméricas (Polticelli y col., 2008).
La Hp2-2 tiene multiples unidades o?p (PM: 170-900 kDa) y la Hp2-1 puede estar constituida
desde dimeros a!p hasta multiples unidades ap (PM: 86-300 kDa), esta Gltima variante tiene la

capacidad de formar multimeros con un minimo de 3 subunidades involucradas en la union
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covalente de enlaces disulfuro entre la Cysl5 de cada forma monomérica y la Cys74 del

monomero mas cercano (Figura 2) (Langlois y Delanghe, 1996).

Hp 1-1 Hpr

20790 3333

. Hpr a-chain

OH pr B-chain
B85z By SS - 5

§-5 S- - S- 5-
22 ™2 781250 323 793 282 251

Examples of Hp 2-1 and 2-2 oligomers

.Hp1 c-chain

OHpE a-chain
OHp p-chain

2-1 trimer 2-2 trimer 2-2 tetramer

Figura 2. Diferencias estructurales entre los tipos de Hp. (Tomado de: Nielsen y Moestrup
,2009).

La cadena a y B en la molécula de Hp son codificadas por 2 locus genéticos: HPA y HPB.
Siendo el locus para la cadena B no polimérfico. El locus de la cadena a esta ubicado en el brazo
largo del cromosoma 16 (16q22) y las cadenas a son codificadas por 3 alelos HPALS, HPA1F y
HPA2 (Sadrzadeh y Bozorgmehr, 2004). Los locus correspondientes a las cadenas o y B estan
relacionados, de modo que una molécula de ARN mensajero produce una cadena polipeptidica

larga que luego es escindida, generando las dos subunidades de la cadena de Hp.

La variante HP1 tiene 5 exones que codifica una proteina de 347 aminoacidos con un
peso molecular de 39 kDa. Los primeros 4 exones codifican la subunidad a (a1) y el quinto exon
codifica la subunidad B. Los productos genéticos de HPALS y HPALF difieren por la sustitucion

de solo un aminoécido, codificado por el codon 53 del exén 4. La cadena o'f presenta una lisina
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(Lys), mientras que en a'S un residuo de &cido glutdmico (Glu), debido a una mutacion puntual

en el alelo HP1 heterocigoto (Tomado de: Langlois y Delanghe 1996).

La variante HP2 posee 7 exones que codifican para una proteina de 406 aminoacidos con
un peso molecular de 45 kDa, los primeros 6 exones codifican una subunidad a larga (a2),
constituida por 83 aminoacidos, y el exén 7 codifica la subunidad p (Carter y Worwood, 2007).
Como se observa en la Figura 3, la formacion del alelo HP2 es el resultado de los eventos de
ruptura y union en posiciones no homologas entre los intrones 2 y 4 de dos genes HP1. La
principal diferencia entre los alelos HP1 y HP2 es la presencia de un segmento de ADN
duplicado de aproximadamente 1700 pb en HP2 (Wobeto, Zaccariotto y Sonati, 2008).

Lys

1 2 3 4 5
|
: |
1 Glu
HP1S
—+
1 2 3 4 5
|
|

|
HP2 _[I_D_D_'_._._.':I_

Figura 3. Representacion esquematica de los alelos HP. Los cuadrados muestran los exones
(Tomado de Wobeto, Zaccariotto y Sonati, 2008).

El tejido hepatico es el principal sitio de expresion de haptoglobina. No obstante, el gen
HP también se expresa en pulmones, piel, bazo, rifion y tejido adiposo. La sintesis hepética de
Hp es inducida por citoquinas, como IL-6, IL-1 y el TNF-a, la hormona de crecimiento, insulina,
endotoxinas bacterianas y prostaglandina (Raynes, Eagling y McAdam, 1991), las cuales son

sintetizadas bajo estimulos inflamatorios y/o infecciosos.
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La concentracion sérica de Hp esta influenciada por la edad y sus subtipos. Esta proteina
comienza a ser detectable a partir del tercer mes de vida con un aumento gradual hasta la adultez,
con un rango entre 0,38-2,08 g/L. Las personas sanas con genotipos HP1-1 producen mayores
concentraciones de la proteina (0,57-2,27 g/L), seguidos por los genotipos heterocigotos HP2-1
(0,44-1,83 g/L) y los genotipos HP2-2 (0,38-1,50¢/L). La vida media de la Hp es 3,5 dias,
mientras que la del complejo Hp-Hb es de aproximadamente 10 minutos (Langlois y Delanghe,
1996).

Una vez formado el complejo Hp-Hb es rapidamente removido de la circulacion por los
hepatocitos y de los tejidos por macréfagos/monocitos. El receptor para el complejo Hp-Hb en
los hepatocitos todavia no ha sido caracterizado, pero posee una alta afinidad por el complejo y
aparentemente reconoce el cambio conformacional que ocurre en la molécula de Hp cuando se
une a Hb. Luego que el complejo es internalizado en las células del parénquima hepético, los
organelos que contienen el complejo Hp-Hb lo disocian en subunidades que son posteriormente
degradadas (Kino y col., 1980; Zuwala-Jagiello y Osada, 1998).

Los fenotipos de Hp poseen diferencias estructurales y bioquimicas que proveen a cada
uno propiedades distintas, tanto en la funcion como en el grado en que la ejercen. Ademas, se ha
demostrado que la Hp actua tanto en complejo con la Hb como de manera independiente, en cada

modo de actuacion ejerce sus funciones con mecanismos y consecuencias diferentes (Tabla 1).
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Tabla 1. Propiedades funcionales de la haptoglobina

Fenotipos Propiedades Referencia
Concentraciones plasmaéticas Langlois, M. y Delanghe, J.
Hp 1-1 Alta (0,57-2,27 g/L) 1996
Hp 2-2 Baja (0,38-1,50g/L)
Capacidad antioxidante Guéye, P. et al. 2006
Hp 1-1 Alta
Hp 2-2 Baja
Afinidad por la hemoglobina Langlois, M. y Delanghe, J.
Hp 1-1 Alta 1996
Hp 2-2 Baja
Limpieza de Hp-Hb (mediada por CD163) Asleh, R. et al. 2003
Hp 1-1 Mayor
Hp 2-2 Menor
Propiedades Inmuno-moduladoras Guetta, J. et al. 2007

Hp 1-1 Induce grandes cantidades de interleuquinas anti-
inflamatorias. Propiedades anti-inflamatoria mas
prominentes

Hp 2-2 Induce menos cantidades de interleuquinas anti-
inflamatorias.  Propiedades  anti-inflamatorias
menos prominentes.

Influencia de la haptoglobina en el mecanismo por el cual el colesterol es trasladado de los
astrocitos a las neuronas.

El colesterol es un componente clave en las membranas bioldgicas, participando en la
modulacion de su fluidez, y es el precursor de varias moléculas de sefalizacion, incluyendo
hormonas esteroideas. Aproximadamente, 25% del colesterol total del cuerpo reside en el
cerebro, principalmente en la vaina de mielina que rodea los axones, donde facilita la transmision
de sefiales eléctricas y juega un papel crucial en el desarrollo y mantenimiento de la plasticidad y

funcion neuronal. La barrera hemato-encefalica previene la absorcién de este lipido de la
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circulacion, de tal manera que la mayoria del colesterol presente en el cerebro es sintetizado in
situ. Como la sintesis intracelular es regulada negativamente en el cerebro maduro, las neuronas
hallan su requerimiento de colesterol esencialmente a través de la absorcion de colesterol llevado
por las lipoproteinas que poseen ApoOE, secretadas por las células gliales. Este sistema de
transporte especifico recicla colesterol y depende principalmente de la presencia de ApoE. Los
astrocitos liberan colesterol y ApoE que son ensamblados con fosfolipidos en particulas de
lipoproteinas, las cuales son similares en tamafio a la HDL plasmética. Estas lipoproteinas
interactGan via ApoE con LDLR y con LRP1, expresado en las neuronas, liberando asi colesterol
para el crecimiento, reparacion y sinaptogénesis. Por esta via, el colesterol es transportado de los
astrocitos a las neuronas (Revisado en Spagnuolo y col., 2014a).

El mantenimiento del balance correcto de colesterol es critico para la funcion neuronal y
cualquier alteracién en las concentraciones de colesterol puede afectar severamente el
rendimiento cerebral. El decaimiento del rendimiento es una caracteristica del envejecimiento.
Ademas, la alteracion de la distribucidn y el metabolismo del colesterol en el cerebro se han
implicado en la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer y otras enfermedades
neurodegenerativas. Sin embargo, los mecanismos precisos subyacentes de la asociacién entre el
metabolismo alterado del colesterol y las enfermedades neurodegenerativas no han sido
clarificados. Por lo tanto, la ApoE juega un papel clave en la regulacion de la homeostasis del
colesterol en el cerebro y posiblemente los ligandos que modulan sus funciones puedan tener un
papel critico en la fisiologia del cerebro. En este contexto, Spagnuolo y colaboradores
describieron que la Hp, una proteina de fase aguda de la inflamacién, se une a la ApoE,
influyendo asi en la estimulacion de la esterificacion del colesterol por la enzima lecitina,
colesterol-acil-transferasa, y la absorcion de colesterol por los hepatocitos. La Hp se conoce por
su papel en la unién y transporte de la Hb al higado, pero fue inicialmente
identificado como un marcador de la disfuncion de la barrera hemato-encefélica. Ademas,
algunos estudios han sefialado que esta proteina puede producirse en el cerebro en respuesta a
diferentes estimulos de estrés y se ha encontrado concentraciones incrementadas de Hp en el
fluido cerebro-espinal (CSF) de pacientes con EA y otras enfermedades neurodegenerativas,

como la de Parkinson y Huntington (Spagnuolo y col., 2014a).
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ANTECENDENTES

Una preocupacion creciente en el mundo cientifico es la identificacion de biomarcadores
putativos para diagnosticar el riesgo a desarrollar EA (Spagnuolo y col., 2014b). Para mejorar las
herramientas diagnosticas de esta patologia, es de gran importancia identificar biomarcadores
sensibles y confiables que sean de facil adquisicién o recoleccion, mediante procedimientos no
invasivos y seguros. Los fluidos corporales son una gran fuente de biomarcadores putativos, por
ello el CSF, plasma y suero son tomados en consideracion para buscar moléculas bioldgicas que
puedan estar relacionadas con EA (Cocciolo y col., 2012). Abraham y colaboradores, en el afio
2010, describieron dos biomarcadores potenciales de EA, el factor derivado de pigmentos
epiteliales (PEDF) y la haptoglobina, los cuales mostraron perfiles proteémicos especificos en
los diferentes tipos de demencia (Abraham y col., 2010).

La haptoglobina es una proteina de fase aguda con actividades antioxidativas y anti-
inflamatorias y se ha descrito que se encuentra regulada negativamente o altamente oxidada en
pacientes con EA (Song y col., 2015). La respuesta de fase aguda es la primera reaccion del
hospedador al dafio inducido por infeccion, inflamacion o una enfermedad mediada
inmunolégicamente, generando algunas modificaciones bioquimicas y clinicas, siendo la mas
facilmente observable el incremento en la concentracion de algunas proteinas en el plasma. Esta
reaccion es denominada “aguda” y puede ser medida dentro de las primeras horas desde el inicio
del dafio (Giometto y col., 1988). Las concentraciones de Hp sérica se han encontrado
incrementadas en pacientes con sepsis, asi como en pacientes con desordenes
neurodegenerativos, como la EA (Song y col., 2015). Ademés, un nimero considerable de
estudios describen la participacion de la inflamacion en la patofisiologia de la EA (Song y col.,
2015). Se ha descrito una asociacion positiva entre la concentracion de Hp sérica y EA,
apoyando la hipotesis de que el estrés oxidativo (EO) y las reacciones neuroinflamatorias juegan
un papel importante en la patogénesis de la EA (Song y col., 2015). La Hp tiene efecto anti-
inflamatorio, por lo que se ha hipotetizado que las concentraciones incrementadas de Hp en
pacientes con EA se deben a una respuesta inmunitaria reguladora de la reaccion inflamatoria del
cerebro (Song y col., 2015). Por otra parte, se ha descrito una asociacion entre las

concentraciones de Hp y la severidad de la discapacidad cognitiva, reflejando el incremento de la
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respuesta anti-inflamatoria contra la neuroinflamacion desarrollada en la EA (Song y col., 2015).
Asimismo, se ha descrito que las concentraciones de Hp se encuentran incrementadas en CSF de
pacientes con EA y otras enfermedades neurodegenerativas, como enfermedad de Parkinson y
enfermedad de Hungtinton (Spagnuolo y col., 2014a).

Una de las funciones de la haptoglobina es la de recolector la Hb en sangre periférica. La
afinidad de Hp por Hb disminuye con el nimero de alelos HP2, los individuos HP2-2 sintetizan
menos Hp que los sujetos HP1-1. Por lo tanto, los individuos HP2-2 son méas susceptibles a
patologias inducidas por estrés oxidativo, tales como hemocromatosis o EA (Jhonson y col.,
1992).

Spagnuolo y colaboradores (2014) describieron que la Hp forma un complejo con el Ap,
determinado por experimentos de inmuno-blot con proteinas purificadas 0 mediante inmuno-
precipitacion en tejido de cerebro procedente de pacientes con EA. La interaccion entre ApoE y
AP es crucial para limitar la neurotoxicidad del AP y promover su limpieza de la zona
extracelular, donde se acumula formando las placas seniles. Se ha demostrado que la Hp, mas
que dificultar el ligamiento entre ApoE y el AB, promueve la conformacion del complejo entre el
AB y ApoE2, ApoE3 o ApoE4 (Spagnuolo y col., 2014b). Dichos datos sugieren que las
funciones de Hp y ApoE en el cerebro deben ser evaluadas tomando en cuenta su interaccion con
el AB. Estudios recientes apuntan que los oligodendrocitos y astrocitos producen Hp en respuesta
a diferentes estimulos por estrés, siendo el efecto de la Hp particularmente mas pronunciado en

presencia de ApoE4, isoforma involucrada con la patogénesis de EA (Spagnuolo y col., 2014b).

Los resultados del estudio de Spagnuolo y col. (2014) demostraron que los 3 fenotipos de
Hp enlazan péptidos AP con eficiencia similar, lo que sugiere que esta interaccién podria
principalmente depender de las cadenas beta de la Hp, que también estan involucradas en el
ligamiento con Hb. Esta hipotesis esta apoyada por el hallazgo de que el AR compite con la Hb
por enlazarse a Hp (Spagnuolo y col., 2014b). Hp es la primera molécula identificada por ser
apta para mejorar los enlaces entre ApoE y el AB. Se ha postulado que la Hp puede actuar como
un puente entre las dos proteinas, ubicandolas cerca la una a la otra. Alternativamente, la Hp
podria influir en la conformacion molecular de estos dos ligandos, ApoE y Ap, de forma tal que

incrementa la probabilidad de interaccién entre ellos (Spagnuolo y col., 2014b).
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La expresion de cadenas beta de Hp pueden ser considerados marcadores putativos de la
enfermedad, ya que pueden ser detectados en una etapa temprana de la EA y persisten durante la
progresion de la misma, siendo reconocible como una importante firma (o sefial) de la EA en
plasma (Cocciolo y col., 2012). Ademaés, varios grupos de investigadores han sugerido que la
concentracion de Hp sérica podria ser un posible factor de riesgo para el desarrollo de EA (Song
y col., 2015).

Considerando que el riesgo a desarrollar EA podria no estar inicamente relacionado con
la presencia de diferentes isoformas de ApoE, o estar limitado a efectos especificos de ApoE en
el metabolismo de los lipidos o el AP, sino que también podria estar influenciado por las
concentraciones de ligandos como la Hp, la cual es capaz de afectar la interaccion ApoE:AB y/o

las funciones de la ApoE (Spagnuolo y col., 2014b), se plantearon los siguientes objetivos:

OBJETIVOS
Objetivo general:

e Estudiar el polimorfismo del gen HP y su correlacién con los polimorfismos
rs429358 y rs7412 del gen APOE en pacientes con Enfermedad de Alzheimer de

inicio tardio.

Objetivos especificos:

e Determinar la distribucién de los genotipos del gen HP en individuos venezolanos

sanos y con Enfermedad de Alzheimer.

o Establecer posibles asociaciones entre los genotipos del gen HP y el riesgo a padecer
EA.

e Correlacionar los genotipos del gen HP con los genotipos (rs429358 y rs7412) del
gen APOE vy el riesgo a padecer EA.
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MATERIALES Y METODOS

Seleccion de pacientes con EA.

Este grupo incluyo 55 pacientes (edad promedio de 70 + 10 afios) con diagndstico de
enfermedad de Alzheimer, quienes acudieron al Servicio de Neurologia del Hospital Clinico de
Caracas, entre Septiembre del 2004 y Octubre del 2006. Dichos pacientes fueron seleccionados
segun el protocolo clinico aplicado en la Unidad de Neuropsicologia Dr. Luis Borges, del

Servicio de Neurologia del Hospital Clinico de Caracas.
Dicho protocolo se estructurd de acuerdo a los siguientes criterios:

a) Criterios de la Sociedad Psiquiatrica Americana (DSM-1V), del Instituto Nacional
de Trastornos Neuroldgicos, de la Comunicacién y de Accidentes Vasculares
Cerebrales (NINCDS) y los criterios de la Asociacion para la Enfermedad de
Alzheimer y Trastornos Conexos (ADRDA).

b) Evaluacion médica geritrica, la cual consistié en la historia clinica general y la
aplicacion de la escala de Deterioro Global de Resiberg (GDR) y del Test de
Demencia Clinica (CDR).

c) Evaluacion médica neuroldgica segun protocolo clinico especifico, documentada
con el miniexamen mental de Folstein, la escala isquémica de Hachinski y los
instrumentos de evaluacion diagnéstica para demencia vascular (ADDTC, MINDA-
ADRA).

d) Evaluacion psicoldgica, realizada mediante entrevistas dirigidas a pacientes y
familiares, asi como también la aplicacion de baterias de pruebas neuropsicolégicas y
el Alzheimer’s Disease Assesment Scale (ADAS).

e) Estudios imagenologicos correspondientes a la evaluacion estructural por
neuroimagen mediante las pruebas de tomografia axial computarizada (TAC) y/o

resonancia magnética (RM).
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f) Estudios de laboratorio: hematologia completa quimica sanguinea, electrolitos,
hormonas tiroideas (T3, T4, TSH), VDRL y VIH, niveles de B12.

g) Electroencefalograma de manera opcional.

Seleccion del grupo control.8
El grupo control quedd conformado por 77 individuos sanos, venezolanos, con un
promedio de edad de 71 + 10 afios. A este grupo se le realiz6 el miniexamen mental de Folstein

(Folstein, Folstein y McHugh, 1975), las pruebas de laboratorio e imagenoldgicas.

Todos los individuos participantes en el estudio firmaron un consentimiento informado,
el cual en el caso de los pacientes con EA, fue autorizado por su representante. Dicho

consentimiento fue aprobado por el Comité de Bioética del IVIC.

Extraccion del ADN gendmico.

El ADN genémico fue extraido por el Doctor N. Cedefio, quien utilizé los siguientes
métodos: el método con solvente organico (Bunce M., 2000) y la utilizacién del estuche QlAamp
DNA Mini de Qiagen.

El ADN se obtuvo a partir de 10 mL de sangre periférica utilizando EDTA-Na, como
anticoagulante.

1. Extraccién de ADNgenomico por el Método de Bunce.

La muestra de sangre periférica se centrifugd durante 10 min. a 800 g para obtener los
glébulos blancos (leucocitos y linfocitos), los cuales fueron lavados con 10 mL de buffer de lisis
de células rojas (RCLB, red cell lysis buffer). Luego se centrifugd a 800 g durante 10 min, se
descartd el sobrenadante y se repitio el lavado con RCLB hasta que el precipitado de globulos
blancos quedo de color blanco. El precipitado se resuspendié en 3 mL de buffer de lisis nuclear
(NLB, Nuclear Lysis Buffer) y se dejo en bafio a 56°C hasta que se disolvid. Luego se afiadié 1
mL de cloruro de sodio (NaCl 5,25 M), se agité por vortex durante 2 segundos, se afiadieron 2
mL de cloroformo, se volvié a agitar hasta que se formd una solucién lechosa, se centrifugo
durante 20 min. a 1000 g, se tomd la fase acuosa y se transfirié a un tubo de polipropileno. A la
fase acuosa extraida se le afiadieron 2 volimenes de etanol 95% frio, se roto el tubo hasta que
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precipitdo el ADN, se atrapé el ADN en forma de malla con una pipeta de transferencia de
polipropileno y se paso a un tubo estéril de 1,5 mL. EI ADN se resuspendié en etanol 70% y se
centrifugd durante 5 min. a méxima velocidad y se volted el tubo sobre una servilleta para
eliminar el exceso de etanol. Finalmente, se resuspendié el ADN en buffer TE 1X hasta su

dilucion.

2. Extraccion de ADN gendmico por el estuche Qiagen (QlAamp DNA Mini Kit) de
laboratorios Roche.

La muestra de sangre periférica se centrifugé durante 10 min. a 800 g para obtener los
glébulos blancos (leucocitos y linfocitos) y se transfirio 200 pL de los mismos a un tubo de 1,5
mL con 20 pL de proteasa. Posteriormente, se afiadio 200 pL de buffer AL, se mezcld 15
segundos en vortex, se incubd a 56°C por 10 min. y se centrifugd para bajar las gotas de la tapa.
Luego se afiadié 200 pL de etanol 96%, se mezcld por vértex 15 segundos y se centrifugd para
bajar las gotas. A continuacién, se colocd una columna de QlAamp en un tubo colector de 2 mL
y se transfirié la mezcla anterior por la columna de QIAamp sin mojar los bordes, se tap6 bien y
se centrifugd a 800 g por 1 min. Seguidamente, se coloco la columna en un tubo colector nuevo
de 2 mL, se abrié cuidadosamente la columna y se afiadié 500 pL de buffer Aw1 sin mojar los
bordes, se centrifugé a 800 g por 1 minuto y posteriormente se coloc6 la columna en un un
nuevo tubo colector de 2 mL y se descartd el que poseia el filtrado. Se abrié la columna
cuidadosamente y se afiadié 500 uL de buffer Aw2 sin mojar los bordes, se tapd bien y se
centrifugd a maxima velocidad por 3 minutos. Finalmente, se coloco la columna en un tubo de
1,5 mL nuevo y se afiadi6o 200 pL del buffer AE, se incubé a temperatura ambiente por 15 min y

se centrifug6 a 13000 g por 1 minuto.

Determinacion de la concentracién y pureza de ADN genémico.
La concentracion de ADN se estimoé por la lectura de la densidad optica (DO), midiendo

la absorbancia a 260 nm y a 280 nm de cada muestra (2 pl) utilizando un nanodrop (NanoDrop™
2000).

La concentracion del ADN (ug/mL) se determind a través de la siguiente formula:

[ADN de doble cadena] = 50 pg/mL (factor constante) x DO 260nm.

DO: densidad dptica
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1 DO 260 nm =50 pug de ADN/ mL

La pureza del ADN se calculd mediante la relacion DO260nm / DO280nm. Esta

relacion debe ser mayor o igual a 1.7 para garantizar la pureza del ADN aislado.

Calidad del ADN gendémico.

La calidad del ADN gendmico, extraido de las muestras de sangre, se evalu6 mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0,75% en buffer TBE 1X (Tris-Acido Borico-EDTA),
coloreado con bromuro de etidio (0,5 ug/mL). En cada pozo del gel se colocaron 2ul. de buffer
de carga con SuL. de ADN. En uno de los pozos del gel se colocd, como control, 5 pl del fago
lambda (200 pg/mL) sin digerir. La corrida electroforética se realizd a 100 voltios, por 30

minutos.

Genotipificacion del gen APOE.

La genotipificacion y evaluacion del polimorfismo de APOE fue realizada por el personal
de la Seccién Inmunogenética del Laboratorio de Fisiopatologia, Centro de Medicina
Experimental-1VIC. La determinacion fue realizada mediante la técnica PCR-RFLP (Reaccion
en Cadena de la Polimerasa- Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restriccion),
utilizando los iniciadores descritos por Emi y colaboradores (1988) y utilizando el protocolo

descrito por Hixson & Vernier (1990).

Método para el andlisis del polimorfismo del gen HP.

Para el analisis del polimorfismo genéticos se utiliz6 la técnica PCR-SSP (reaccion en
cadena de la polimerasa con iniciadores de secuencia especificas), la cual se fundamenta en que
solo los iniciadores cuyas secuencias son perfectamente complementarias a la muestra del ADN,
hibridan y producen el fragmento correspondiente al gen de interés (Shymala y Ames, 1993).
Después del proceso de PCR, los fragmentos de ADN amplificados se separan mediante
electroforesis en geles de agarosa, previamente teflidos con bromuro de etidio. La interpretacion
de los resultados de la PCR-SSP se basa en la presencia o ausencia de un fragmento especifico
de ADN. Dado que la amplificacion durante la reaccion de PCR puede ser adversamente
afectada por diversos factores (errores de pipeteo, calidad deficiente del ADN, presencia de
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inhibidores, etc.), es incluido un par de iniciadores que amplifican un control interno. Este par de
iniciadores amplifican una region conservada de un gen constitutivo, que esta presente en todas
las muestras de ADN humano y se utiliza para verificar la integridad de la reaccion de PCR. En
presencia de una banda positiva de tipificacion (amplificacion especifica de un alelo), el
producto del par de iniciadores del control interno puede estar débil o ausente debido a las
diferencias en concentracion y a las temperaturas de fusion entre los pares de iniciadores

especificos y el par de iniciadores del control interno.

Analisis de los polimorfismos de HP por el método de la reaccion en cadena de la
polimerasa con iniciadores de secuencias especificas (PCR-SSP).

Para la determinacion del polimorfismo genético de HP se utilizo la técnica de PCR-SSP,
que permite distinguir directamente las formas alélicas entre las variantes del mismo sistema. Se
fundamenta en que solo los iniciadores cuyas secuencias son perfectamente complementarias a
los de la muestra de ADN, hibridaran y amplificaran un fragmento especifico. Para la
amplificacion de los alelos de HP1 y HP2, se utilizararon los iniciadores vy el protocolo descrito
por Koch y cols., 2002 (Tabla 2). En todas las reacciones se incluyé como control interno de la
PCR los iniciadores del grupo sanguineo ABO, descrito por Olsson y colaboradores (1998).

Para cada alelo se prepararon dos mezcla de reaccion, una para la determinacién del alelo

HP1 y otra para la determinacion del alelo HP2 (Koch y cols., 2002).
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Tabla 2. Iniciadores utilizados para determinar los alelos HP1 y HP2 del gen de
haptoglobinay el gen ABO (control interno)

Alelos Iniciador Secuencia 5°-3° Tamarno
amplicon (pb)

HP1 A GAGGGGAGCTTGCCTTTCCATTG 1757
B GAGATTTTTGAGCCCTGGCTGGT
349
HP2 C CCTGCCTCGTATTAAACTGCACCAT
D CCGAGTGCTCCACATAGCCATGT
ABO ABO 516s CTGGAGGTGCGCGCCTAC 419

ABO 926s | ACGAATTCTACTTGTTCAGGTGGCTCTCGTC

Determinacion del alelo HP1:

Para la determinacidn del alelo HP1 se preparard la siguiente mezcla de reaccion por cada
muestra: 6,25 ul de agua destilada, 4 pl de PCR Buffer 5X (1X), 2 ul de los iniciadores Ay B
del gen HP (1 pmol/ul), 0,2 ul de los iniciadores del gen ABO (1 pmol/ul), 0,4 ul de Tris HCI
(0,4 mM), 1ul de KCI (2,5 mM); 0,4 ul de dNTPs (0,2 mM), 1,3ul de MgCl2 (3,25 mM); 1.25
U/ml de la enzima Taq polimerasa Platinum (Invitrogen) y 2ul de muestra de ADN gendmico
(200 pg/ml) para completar un volumen final de 20 pl. Se incluyeron dos controles cada vez que
se procesaron las muestras, un control negativo (mezcla de reaccion sin ADN) y un control

positivo (mezcla de reaccion con ADN de un individuo homocigoto HP1-1)

Las siguientes condiciones se utilizaron para la amplificacién: 95°C por 2 minutos,
seguido por 35 ciclos con las siguientes caracteristicas: desnaturalizacion 95°C por 1 minuto,
hibridacion a 69°C por 2 minutos y extension a 72°C por 30 segundos, finalizando con una etapa
de 72°C por 7 minutos. Koch y colaboradores establecieron como tiempo de hibridaciéon 2
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minutos cuando son utilizados los iniciadores A y B o los iniciadores A, B, C, y D

simultaneamente (Koch y cols., 2002)

Los productos amplificados se visualizaron en un gel de agarosa (Sigma) al 1 %, tefiido
con bromuro de etidio. La corrida electroforética se realiz6 por 40 min. a 100 voltios y se utiliz6
como referencia un marcador de tamafio molecular de 100 pb (Lucigen). La asignacion del alelo

HP1 se determind por la visualizacién de una banda de 1757 pb.
Determinacion del alelo HP2.

Para la determinacion del alelo HP2 se prepard la siguiente mezcla de reaccién por cada
muestra: 6,25 ul de agua destilada, 4 pl de PCR Buffer 5X (1X), 2 ul de los iniciadores C 'y D
del gen HP (1 pmol/ul), 0,2 pl de los iniciadores del gen ABO (0,1 pmol/ul), 0,4 pl de Tris HCI
(0,4mM), 1 ul de KCI (2,5 mM); 0,4 ul de dNTPs (0,2mM), 1,3 ul de MgCl2 (3,25 mM); 1.25
U/ml de la enzima Taq polimerasa Go (Promega), y 2 ul de muestra de ADN gendmico (200
ug/ml) para completar un volumen final de 20 ul. Se incluyeron dos controles cada vez que se
procesaron las muestras, un control negativo (mezcla de reaccion sin ADN) y un control positivo

(mezcla de reaccion con ADN de un individuo homocigoto HP 2-2).

Las siguientes condiciones fueron utilizadas para la amplificacion: 95°C por 2 minutos,
seguido por 35 ciclos con las siguientes caracteristicas: desnaturalizacion 95°C por 1 minuto,
hibridacion a 69°C por 1 minuto y extension a 72°C por 30 segundos, finalizando con una etapa
a 72°C por 7 minutos. Koch y colaboradores establecieron como tiempo de hibridacién 1 minuto
cuando son utilizados unicamente los iniciadores Cy D (Koch y cols., 2002)

Los productos amplificados se visualizaron en un gel de agarosa al 1.5 %, tefiido con
bromuro de etidio. La corrida electroforética se realiz6 por 40 min a 100 voltios y se utilizd
como referencia un marcador de tamafio molecular de 100 pb (Lucigen). La asignacién del alelo

HP2 se determind por la visualizacion de una banda de 349 pb.
Asignacién de genotipos.

La asignaciéon de los genotipos de HP, en los pacientes y los controles, se realizo
considerando la presencia de bandas en los geles de agarosa. EIl genotipo HP1-1 se identifico
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por la presencia de una Unica banda de 1757 pb, el genotipo HP2-1 por la presencia de la banda
de 1757 pb (correspondiente al alelo HP1) y la banda de 349 pb (correspondiente al alelo HP2).

Finalmente, el genotipo HP2-2 por la presencia de una Unica banda de 349 pb.
Andlisis estadistico.
Prueba de equilibrio de distribucion genética de Hardy-Weinberg (EHW).

Se realiz6 la prueba de equilibrio Hardy-Weinberg (EHW) para la distribucion genotipica

en los individuos sanos.

La significancia (p) del desequilibrio de los genotipos se calcul6 con la prueba de 2 de

acuerdo a la siguiente ecuacion:
v*=2(0O-E) ?/E

Donde O representa el valor de las frecuencias observadas y E el valor de las frecuencias
esperadas. La significancia (p) del mismo se buscd en la tabla de %2 con 1 grado de libertad.
(Court y Michael, 2012).

El estudio comparativo entre los casos y controles se realizd en base al célculo de:

Frecuencias alélicas y genotipicas. La frecuencia alélica (FA) del gen HP, se obtuvo por contaje
directo a partir de los fenotipos asignados a cada individuo. Se determind el nimero de veces que

se observo el alelo y se dividio entre dos veces el nimero total de individuos estudiados (N).

FA= n°veces que se observa el alelo
2N

En cuanto, a las frecuencias genotipicas (FG), se obtuvieron por contaje directo a partir
de los fenotipos asignados a cada individuo. Se determind el nimero de veces que se observo el

genotipo y se dividio entre el nimero total de individuos estudiados (N).
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Pruebas de Asociacion.

FG= n° veces gue se observa el genotipo

N

Para evaluar las diferencias de frecuencias de los alelos y genotipos del gen HP entre

pacientes con EA se realizd la estimacion mediante la prueba de Ji-cuadrado (X?) Mantel-

Haenszel usando tablas de contingencia 2x2. Los valores de (p) se corrigieron multiplicAndolos

por el nimero de comparaciones hechas (correccion de Bonferroni) (Svejgaard y Ryder, 1994) y

se consideron significativos cuando el valor de probabilidad (p) fue menor de 0,05.

Odds Ratio o relacién de probabilidades.

La intensidad de la asociacién se calculé como Odds Ratio (OR) con un intervalo de

confianza del 95%.

Un OR < 1 indica proteccion, mientras un OR >1 indica un riesgo incrementado. El OR

se calculd de acuerdo con la siguiente formula:

OR

Odds de exposicionencasos= ax(a+b)/bx(a+b)=alb

Odds de exposicién en casos

= alb =ad

Odds de exposicion en controles c¢/d  bc

Odds de exposicion en controles= c¢x (c+d)/dx (c+d)=c/d

Factor de riesgo Factor de riesgo Total
presente Ausente
Casos a b at+b
Control c d c+d
Total a+c b+d

a= numero de pacientes con el factor de riesgo (alelo, genotipo, combinacidn)

b= numero de pacientes sin el factor de riesgo

c= numero de individuos sanos con el factor de riesgo

d= ndmero de individuos sanos sin el factor de riesgo.
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RESULTADOS

Caracteristicas de los grupos estudiados.

En el estudio se incluyeron ciento treinta y dos (n=132) individuos venezolanos, no
relacionados, mayores de 65 afos, clasificados en 2 grupos.

Casos (n=55): individuos con diagnéstico de Enfermedad de Alzheimer de inicio tardio o
esporadico, diagnosticados de acuerdo a los criterios del Instituto Nacional de Trastornos
Neuroldgicos, de la Comunicacién y de Accidentes Vasculares Cerebrales y los criterios de la
Asociacion para la Enfermedad de Alzheimer y Trastornos Conexos (McKhann y col., 1984).

Controles (n=77): individuos aparentemente sanos, sin ningdn tipo de demencia de

acuerdo al miniexamen mental de Folstein (Folstein, Folstein y McHugh, 1975).

Calidad del ADN genomico.

Luego ajustar la concentracion de las muestras de ADN genémico a 200 pg/ml, se
procedio a realizar la visualizacion de los geles de agarosa al 0,75% en TBE 1X en los cuales se
utilizé bromuro de etidio como colorante para la deteccidn de las bandas de ADN en el gel. Esto
permitié confirmar si el ADN estaba ajustado a la concentracion deseada al compararlo con un
patrén ajustado a 200 pg/mL (Fago Lambda). Ademaés, permitié evidenciar que el ADN
gendmico obtenido de las muestras de sangre periférica y almacenado por mas de 10 afios no

estaba degradado (Figura 4).
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Figura 4. Visualizacién de los ADN gendmicos, mediante electroforesis en gel de agarosa (0,75%)
en buffer TBE 1X. El carril 1 corresponde al fago lambda ajustado a 200 pg/mL (marcador de
referencia), los carriles 2 al 8 corresponden a las muestras de ADN de algunos de los individuos
incluidos en el estudio. En el carril 6 no se sembré ninguna muestra de ADN.

Asignacién del alelo HP1 por el método de la reaccion en cadena de la polimerasa con
iniciadores de secuencias especificas (PCR-SSP).

Para detectar la presencia del alelo HP1 se utiliz6 la técnica de PCR-SSP con las
condiciones descritas en la metodologia. La asignacién del alelo se basé en la visualizacién, en
geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio, de una banda de 1757 pb correspondiente al
alelo HP1. Cabe destacar, que en todas las muestras analizadas se observo una banda de 419 pb,

correspondiente al control interno (ABO) (Figura 5).
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1757 pb

419 pb

Figura 5. Visualizacion de los productos amplificados para el alelo HP1 en gel de agarosa al 1%
tefiido con bromuro de etidio. El carril 1 corresponde al marcador de tamafio molecular (TM), los
carriles del 2 al 9 corresponden a muestras de individuos incluidos en el estudio. Los carriles 2 al 4,6y 9
presentan la banda de 1757 pb, correspondiente al alelo HP1. El carril 10 corresponde al control positivo
(CP) y el carril 11 al control negativo (CN). En los carriles del 2 al 10 se observa la banda de 419 pb,

correspondientes al control interno ABO.

Asignacion del alelo HP2 por el método de la reaccion en cadena de la polimerasa con

iniciadores de secuencias especificas (PCR-SSP).

Para detectar la presencia del alelo HP2 se utilizd la técnica de PCR-SSP con las
condiciones descritas en la metodologia. La asignacion del alelo se basé en la visualizacién, en
geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio, de una banda de 349 pb correspondiente al alelo
HP2. Cabe destacar, que en todas las muestras analizadas se observé una banda de 419 pb,

correspondiente al control interno (ABO) (Figura 6).
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349pb ™

Figura 6. Visualizacion de los productos amplificados para el alelo HP2 en gel de agarosa al
1.5% tefiido con bromuro de etidio. El carril 1 corresponde al marcador de tamafio molecular
(TM), los carriles del 2 al 9 corresponden a muestras de individuos incluidos en el estudio. Los
carriles 2 al 4, 6 al 9 presentan la banda de 349 pb, correspondiente al alelo HP2, la cual esta
ausente en el carril 5, indicando que este individuo no posee el alelo HP2. El carril 10
corresponde al control positivo (CP) y el carril 11 al control negativo (CN). En los carriles del 2
al 10 se observa la banda de 419 pb, correspondientes al control interno ABO.

Asignacion de los genotipos HP.

La asignacion de los genotipos de HP se realizo, tanto en los pacientes como controles,
considerando la presencia de bandas en los geles de agarosa. El genotipo HP1-1 se identifico por
la presencia de una Unica banda de 1757 pb, el genotipo HP2-1 por la presencia de dos 2 bandas,
una de 1757 pb (correspondiente al alelo HP1) y otra de 349 pb (correspondiente al alelo HP2).

Finalmente, el genotipo HP2-2 por la presencia de una Unica banda de 349 pb.

Estimacion del equilibrio de Hardy Weinberg (EHW) para los genotipos de HP en
individuos sanos y con enfermedad de Alzheimer.

El analisis realizado permitié establecer las frecuencias alélicas y genotipicas del
polimorfismo del gen HP. En los pacientes (n=55) y controles (n=77) se pudo constatar la
existencia del equilibrio de Hardy-Weinberg, para la distribucién genotipica del polimorfismo
del gen HP, es decir, no se observaron diferencias entre las frecuencias esperadas y observadas

para cada genotipo (Tabla 3).
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Tabla 3. Andlisis del equilibrio de Hardy-Weinberg en pacientes con EA e individuos

aparentemente sanos.

Genotipo Pacientes EA  Pacientes EA Genotipo Controles Controles
HP Frecuencia Frecuencia HP Frecuencia | Frecuencia
Observada Esperada Observada | Esperada
HP1-1 5 3 HP1-1 12 9
HP2-1 14 19 HP2-1 29 35
HP2-2 36 34 HP2-2 36 33
Total Individuos 55 55 Total Individuos 77 77

Pacientes: X?= 3.54, p= 0.06; Controles: X?= 2.11, p= 0.15.

Distribucion de las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos rs429358 y
rs7412 del gen APOE en pacientes con EA de inicio tardio e individuos aparentemente
sanos.

Debido a que muchas muestras de ADN estaban degradas, se re-analizo la distribucién de
las frecuencias genotipicas y alélicas del gen APOE en los pacientes con EA (n=55) y en los
controles (n= 77). Observandose, la presencia de los tres alelos [€2, €3 y €4] en ambos grupos.
Asimismo, en los pacientes y en los individuos aparentemente sanos se observé cuatro genotipos
APOE [g2/e3, €3/e3, €3/e4 y €4/€4] de los seis genotipos posibles. Al establecer comparaciones
de frecuencias entre los grupos, se observd en los pacientes con EA una frecuencia
significativamente incrementada de los genotipos €3/e4 (OR: 2.75, IC 95%: 1.27-6.03, p: 0.004,
pc: 0.016) y €4/e4 (OR: 3.6, IC 95%: 1.03-12.27, p: 0.01, pc: 0.04) con respecto a los controles.
En contraste, en los individuos aparentemente sanos los genotipos €2/¢3 (OR: 0.1, IC 95%: 0.01-
0.79, p: 0.004, pc: 0.016) y €3/e3 (OR: 0.48, IC 95%: 0.23-0.98, p: 0.02, pc: 0.08) presentaban
una frecuencia significativamente mayor con respecto a los pacientes. Los valores de p
permanecieron significativos después de corregirlos, excepto para el valor de p obtenido al
comparar la frecuencia del genotipo £3/¢3 entre los grupos.

Con respecto a la frecuencia de los alelos, se observo en los individuos sanos una

frecuencia significativamente incrementada del alelo €2 (OR: 0.11, IC 95%: 0.01-0.85, p: 0.005,
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pc: 0.015) y del alelo €3 (OR: 0.49, IC 95%: 0.29-0.85, p: 0.005, pc: 0.015) con respecto a los
pacientes con EA. En contraste, la frecuencia del alelo €4 se observo significativamente
incrementada en pacientes con EA con respecto a los individuos sanos (OR: 3.25, IC 95%: 1.80-
5.87, p: 0.00003, pc: 0.00009) (Tabla 4). Los valores de p permanecieron significativos después

de corregirlos.

Tabla 4. Distribucion de las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos
rs429358 y rs7412 del gen APOE en pacientes con EA e individuos aparentemente sanos.

Genotipos Pacientes EA Controles OR p pc
APOE (n=55) (n=77) IC 95%
g2/e3 1.8 (1) 15.6 (12) 0.1 0.004 0.016
(0.01-0.79)
€3/e3 41.8 (23) 59.7 (46) 0.48 0.02 ns
(0.23-0.98)
g3/e4 40.0 (22) 19.5 (15) 2.75 0.004 0.016
(1.27-6.03)
gdled 16.4 (9) 5.2 (4) 3.6 0.01 0.04
(1.03-12.27)
Alelos
APOE
g2 0.9(1) 7.8 (12) 0.11 0.005 0.015
(0.01-0.85)
€3 62.7 (69) 77.3 (119) 0.49 0.005 0.015
(0.29-0.85)
gl 36.4 (40) 14.9 (23) 3.25 0.00003 0.00009
(1.80-5.87)

Nota: Los valores mostrados entre paréntesis representan el nimero de individuos portadores del
genotipo o el numero de veces que se repite el alelo para el sitio polimérfico estudiado. La
frecuencia estd expresada en porcentaje. OR: Odds Ratio, IC: intervalo de confianza, p:

probabilidad, pc: valor de p corregido, ns: no significativo (p>0.05)
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Distribucion de las frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo del gen HP en
pacientes con EA de inicio tardio e individuos aparentemente sanos.

En la tabla 5 se muestra la distribucion de las frecuencias genotipicas y alélicas del gen
HP en los pacientes y en individuos aparentemente sanos. Como se puede observar ambos
grupos poseen los tres genotipos HP, presentando el genotipo HP2-2 la mayor frecuencia en
ambos grupos (65% pacientes vs. 47 % sanos). Sin embargo, al establecer comparaciones de las
frecuencias de los genotipos entre los grupos estudiados, se observd una frecuencia
significativamente incrementada del genotipo HP2-2 en los individuos con EA versus los
individuos sanos (65% vs. 47%, respectivamente, OR: 2.15; IC 95%: 1.05-4.40; p: 0,017; pc:
0,031). Los valores de p permanecieron significativos después de corregirlos.

Con respecto a la frecuencia de los alelos del gen HP, se observé que el alelo HP2 es el
méas frecuente en ambos grupos y al establecer comparaciones se observd una frecuencia
significativamente incrementada del alelo HP1 en los individuos sanos versus pacientes con EA
(34% vs. 22%, respectivamente, OR: 0.53; IC 95%: 0.30-0.93; p: 0,013; pc: 0,026) y una
frecuencia significativamente incrementada del alelo HP2 en los pacientes con EA versus
individuos sanos (78% vs. 66%, respectivamente, OR: 1.88; IC 95%: 1.07-3.29; p: 0,013; pc:

0,026). Los valores de p permanecieron significativos después de corregirlos.
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Tabla 5. Distribucidn de las frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo del gen HP

en pacientes con EA e individuos aparentemente sanos.

Genotipos Pacientes EA Controles OR P pc
HP (n=55) (n=77) IC 95%
HP1-1 9.0 (5) 16.0 (12) 0.54 ns ns
(0.18-1.64)
HP2-1 25.0 (14) 38.0 (29) 0.56 ns ns
(0.26-1.21)
HP2-2 65.0 (36) 47.0 (36) 2.15 0.017 0.031
(1.05-4.4)
Alelos HP
HP1 22 (24) 34 (53) 0.53 0.013 0.026
(0.30-0.93)
HP2 78 (86) 66 (101) 1.88 0.013 0.026
(1.07-3.29)

Nota: Los valores mostrados entre paréntesis representan el nimero de individuos portadores del
genotipo o el nimero de veces que se repite el alelo para el sitio polimérfico estudiado. La
frecuencia estd expresada en porcentaje. OR: Odds Ratio, IC: intervalo de confianza, p:

probabilidad, pc: valor de p corregido, ns: no significativo (p>0.05).

Andlisis del efecto combinado del polimorfismo del gen HP y los polimorfismos del gen
APOE.

Determinadas las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo del gen HP y con la
informacién del polimorfismo del gen APOE de los individuos que participaron en este estudio,
se determind si habian combinaciones que estuviesen asociadas (positiva o negativamente) con la
enfermedad de Alzheimer (Tabla 6).

Al establecer comparaciones de frecuencias de las combinaciones HP/APOE entre los
grupos estudiados, se observo una frecuencia incrementada de la combinacion genotipica HP1-
1/€3€3 (OR: 0.14, IC 95%: 0.02-1.14, p: 0.018) en los controles con respecto a los pacientes con

EA, sugiriendo que la presencia de ambos genotipos protegen contra el desarrollo de la EA
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(asociacion negativa: protectora). Por el contrario, se observo una frecuencia incrementada de
las combinaciones genotipicas HP1-1/e4e4 (OR: 7.2, IC 95%: 0.34-153.87, p: 0.034), HP2-
2/€3e4 (OR: 3.5, IC 95%: 1.39-9.01, p: 0.003) y HP2-2/e4¢4 (OR: 3.6, IC 95%: 0.89-14.59, p:
0.03) en los paciente con respecto a los controles, sugiriendo que estas combinaciones confieren

susceptibilidad a desarrollar EA (asociacion positiva).

Tabla 6. Frecuencias de las combinaciones genotipicas HP/APOE en pacientes con EA e

individuos sanos.

Genotipos  Pacientes EA Controles OR P Asociacion
HP/APOE (n=55) (n=77) IC 95%
HP1-1/e2¢3 0 2.6 (2) 0.27 ns -
(0.01-5.78)
HP1-1/£3¢3 1.8(1) 11.7 (9) 0.14 0.018 Negativa
(0.02-1.14)
HP1-1/£3¢4 3.6 (2 1.3(2) 2.8 ns -
(0.25-32.44)
HP1-1/e4¢e4 3.2(2) 0 7.2 0.034 Positiva
(0.34-153.87)
HP2-1/£2¢3 1.8 (1) 7.8 (6) 0.22 ns -
(0.03-1.87)
HP2-1/£3¢3 16.4 (9) 20.8 (16) 0.75 ns -
(0.30-1.84)
HP2-1/g3¢4 7.3 (4) 7.8 (6) 0.93 ns -
(0.25-3.46)
HP2-1/e4¢4 0 1.3(1) 0.46 ns -
(0.02-11.45)
HP2-2/g2¢3 0 5.6 (4) 0.15 ns -
(0.008-2.79)
HP2-2/£3¢3 23.6 (13) 27.3 (21) 0.83 ns -
(0.37-1.84)
HP2-2/¢3¢4 29.1 (16) 10.4 (8) 35 0.003 Positiva
(1.39-9.01)
HP2-2/e4¢4 12.7 (7) 3.4(3) 3.6 0.03 Positiva
(0.89-14.59)

Nota: Los valores mostrados entre paréntesis representan el nimero de individuos portadores de
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la combinacién genotipica. La frecuencia esta expresada en porcentaje. OR: Odds Ratio, IC:

intervalo de confianza, p: probabilidad, ns: no significativo (p>0.05), nd: no determinado.
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DISCUSION

En la actualidad los cientificos se han enfocado en el analisis genético de las causas de
enfermedades complejas, lo que ha conllevado a la identificacion de genes relacionados con la
mayoria de estas patologias. Estos analisis han permitido a los cientificos acceder a los origenes
enddgenos de las enfermedades. La era actual de la gendmica, en adicion de la transcriptomica,
proteémica y metaboldmica, ha permitido el estudio de genes involucrados en distintas etapas del
desarrollo humano, desde la fecundacion hasta la muerte, proporcionando una imagen mas
completa de la biologia ser humano. El analisis genético ha permitido el desarrollo de modelos
para entender rutas y mejorar diagndsticos tempranos, en estados pre-sintomaticos, de distintas
patologias. Sin embargo, no existen tratamientos basados en terapia génica, a pesar de los
esfuerzos actuales que se estan acercando a conseguir soluciones potenciales (Tropea y Harkin,
2017).

Existe un consenso, en la comunidad cientifica, en el cual se indica que un acercamiento
multi-nivel es requerido para descubrir los mecanismos de funcion cerebral que proporcionen
rutas para el desarrollo de nuevos tratamientos en desordenes mentales (Tropea y Harkin, 2017).
Ademas, estudios de asociacion de genoma completo (GWAS) han revelado la existencia de
enfermedades poligénicas, en la que mdltiples genes contribuyen con el riesgo de manera
acumulativa (Tropea y Harkin, 2017), como por ejemplo la EA de inicio tardio.

Hasta la fecha, el diagndstico de EA esta basado en un criterio de exclusion clinico,
resultando en un diagnostico probable de EA, reflejando caracteristicas clinicas comunes entre
la demencia tipo EA y las demencias tipo no EA (Abraham y col., 2010).

No existe un método biolégico ante mortem confiable para diferenciar demencias de tipo
EA y no EA. Sin embargo, para mejorar el diagnostico de la EA se han llevado a cabo estudios
protedmicos, con la finalidad de identificar biomarcadores potenciales especificos que estén
involucrados en procesos fisioldgicos generales, tales como la inflamacidn, neuroprotecion,
vascularizacion o estrés oxidativo (Revisado en Abraham y col., 2010).

No obstante, los estudios indican que el componente hereditario de la enfermedad de
Alzheimer estd entre un 60 y 80%, por lo que varios factores de riesgo quedan por ser

descubiertos. Bajo la hipétesis de que una enfermedad comun debe estar condicionada al efecto
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de variantes comunes (aquellas con una frecuencia alélica del alelo mutado por encima del 5%),
estudios GWAS han identificado hasta 20 loci que incrementan el riesgo de una persona de
padecer EA. Estos estudios fueron importantes porque sugirieron nuevas rutas metabolicas que
pudiesen estar alteradas en la EA, como por ejemplo, el metabolismo de lipidos, la respuesta
inflamatoria y la endocitosis (Fernandez y Cruchaga, 2016).

Como producto de estos estudios se han identificado biomarcadores potenciales en la EA,
uno de ellos es la haptoglobina debido a que presenta perfiles protedmicos especificos en
diferentes tipos de demencia (Verdier, 2007; Abraham y col., 2010). Abraham y colaboradores
mostraron gque la Hp puede estar involucrada en la fisiopatologia de EA de forma diferente a la
forma en que puede contribuir en otros tipos de demencia, como por ejemplo la demencia fronto-
temporal o la demencia vascular (Abraham y col., 2010).

La presencia de Hp en el CSF de pacientes con EA puede estar asociada con una funcion
alterada de la barrera hemato-encefalica o con su produccién in situ. Por lo tanto, se puede
asumir que la Hp podria ejercer en el cerebro una funcién protectora contra el dafio oxidativo
inducido por Hb. Las propiedades biofisicas y bioquimicas vy, por tanto, su funcion de limpieza,
dependen de su fenotipo (Revisado en Abraham y col., 2010). De este modo las personas sanas
con genotipos HP1-1 producen mayores concentraciones de la proteina, seguidos por los
genotipos heterocigotos HP2-1 y los genotipos HP2-2 (Langlois y Delanghe, 1996). Del mismo
modo, la afinidad de la Hp por la Hb disminuye con el nimero de alelos a2, por lo tanto, los
individuos HP2-2 son maés susceptibles a patologias inducidas por estrés oxidativo. De esta
manera, la limpieza de Hb por Hp puede jugar un papel importante en la fisiopatologia de la EA,
ya que se ha demostrado que la Hb se asocia fuertemente con el AB, guiando a la induccion de la
actividad peroxidasa y promoviendo la formacion de oligémeros de AB (Revisado en Abraham y
col., 2010).

Considerando el posible papel de la Hp en la fisiopatologia de la EA, en el presente
estudio se determind la frecuencia de los genotipos del polimorfismo del gen HP y se
correlacion6 con los polimorfismos rs429358 y rs7412 del gen APOE en pacientes con
Enfermedad de Alzheimer de inicio tardio.
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Analisis del Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW).

Al analizar la distribucion de frecuencia de los genotipos del polimorfismo del gen HP en
los individuos aparentemente sanos (controles) y pacientes con EA, se observo que la misma se
ecuentra en equilibrio en ambos grupos, indicando que cumplen con las hipétesis del equilibrio
de Hardy-Weinberg. Estas hipdtesis son:

(1) El apareamiento en la poblacion es aleatorio.

(2) La poblacidn es infinitamente grande o posee un tamafio lo suficientemente grande, por lo
tanto las fluctuaciones en frecuencias de alelos y genotipos son pequerias.

(3) La poblacion no esta sometida a migracion, mutacion o seleccion (no hay pérdida ni ganancia
de alelos).

(4) No hay diferencias de competencias entre genotipos (Ryckman y Williams, 2008).

Aunque historicamente la formula del EHW fue desarrollado para examinar la
transmision de los alelos de una generacion a otra en una poblacion, el uso de los conceptos del
EHW ha sido expandido en estudios de asociacion para detectar errores de genotipaje, que
pudiesen causar resultados falsos positivos o falsos negativos (Ryckman y Williams, 2008). Por
lo tanto, podemos asumir que no hubo errores de genotipaje en nuestro estudio y que las

asociaciones encontradas no son falsas.

Asociacion de los genotipos y alelos de los polimorfismos rs429358y rs7412 del gen APOE vy el
riesgo a padecer EA.

Al analizar la distribucion de las frecuencias genotipicas y alélicas del gen APOE, se
observé en los pacientes con EA una frecuencia significativamente incrementada de los
genotipos €3/e4 y e4/e4 y del alelo €4. En contraste, en los individuos aparentemente sanos los
genotipos €2/e3, €3/e3 y los alelos €2 y €3 presentaban una frecuencia significativamente mayor.
Corroborando estos resultados lo descrito previamente en la literatura.

El alelo €4 constituye el factor de riesgo genético méas fuerte en la EA de inicio tardio,
con una frecuencia de alrededor del 20% en la poblacion, pero aproximadamente del 65% en los
casos de EA (Corder y col., 1994; Kim y col., 2009; Liu y col., 2013). Igualmente, el alelo €4 se

ha correlacionado con una edad de inicio mas temprana y una mayor incidencia de EA de inicio
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tardio, mientras que el alelo €2 al parecer disminuye la incidencia o retrasa el inicio de la
enfermedad (Aleshkov y col., 1997; Liu y col., 2013; Apostolova y col., 2014).

Como se indico anteriormente, la presencia del alelo €4 incrementa la prevalencia de EA
y reduce la edad de aparicion de la enfermedad de una manera dosis dependiente (Corder y col.,
1993; Farrer y col., 1997). Es decir, entre los individuos homocigotos para el alelo €4 (dos dosis
del alelo €4) la frecuencia de EA es del 91% y la edad media del inicio clinico de 68 afios, en
comparacion con un 47% y 76 afios de edad en individuos heterocigotos para el alelo €4 (una
dosis del alelo €4) y un 20% y 84 afios en los no portadores del alelo €4 (Corder et al., 1993).

Es importante destacar que la deposicion de AP como placas seniles es mas abundante en
los individuos portadores del alelo €4 en comparacion con los individuos no portadores de este
alelo. Ademas, el alelo €4 aumenta la deposicion del AP en el cerebro de sujetos ancianos con
funcién cognitiva normal, siendo esta asociacion mas débil que la descrita en los pacientes con
EA (Revisado en Kanekiyo, Xuy Bu, 2014).

Las isoformas de ApoE difieren en la estabilidad de sus dominios amino-terminales,
siendo ApoE4 la menos resistente a la desnaturalizacion térmica y quimica, ApoE2 la mas
resistente 'y ApoE3 mostrando una resistencia intermedia. Estos estudios sugieren que en
individuos portadores del alelo €4 y los pacientes con EA presentan concentraciones reducidas de
ApoE, lo que facilitaria la acumulacion del AP en el cerebro. No obstante, el andlisis de 1as
concentraciones de AR y ApoE en multiples areas cerebrales de individuos sin demencia, ha
demostrado que las concentraciones de ApoE se correlacionan negativamente con las
concentraciones del AP, tanto en portadores y no portadores de €4, indicando que la ApoE afecta
las concentraciones del AP de manera region especifica, evitando la acumulacion del AB. En
consecuencia, estos estudios sugieren que las isoformas de ApoE impactan en la patogénesis de
la EA al afectar el metabolismo y la agregacion de AP (Revisado en Kanekiyo y col., 2014).

Numerosos estudios han analizado los efectos de la ApoE en la agregacion del A in
vitro. Sin embargo, las conclusiones han sido controversiales, ya que la ApoE puede facilitar o
inhibir la agregacion del AB. A pesar de ello, se ha demostrado que altas concentraciones de la
ApoE forman co-agregados de alto peso molecular con el AP, donde ApoE4 probablemente
promueve la agregacion del AP mas que la ApoE3. Conjuntamente, se ha demostrado que la

ApoE aumenta la concentracion de oligomeros del AP de una forma isoforma dependiente
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(ApoE4> ApoE3> ApoE?2) y que la ApoE4 estabiliza los oligdmeros del A mas que ApoE3. Por
lo tanto, la ApoE4 acelera la agregacion del AP en la EA. (Revisado en Kanekiyo y col., 2014).
Resumiendo, el AP es generado predominantemente en neuronas y es eliminado a través
de tres vias principales, que incluyen: 1) la degradacién proteolitica por endopeptidasas, 2) la
eliminacion celular a traves de la degradacion lisosomal en células del parénquima cerebral
(microglia, astrocitos, neuronas) y 3) por depuracion mediada por el sistema cerebrovascular,
incluyendo el drenaje via liquido intersticial y la barrera hemato-enceféalica. La perturbacion de
estas vias induce la acumulacion del AB y su depdsito en el parénquima cerebral, como placas
amiloides, y en la region perivascular, como angiopatia amiloide cerebral (CAA). Esta
deposicion del AP es exacerbada por la ApoE4 en comparacion con la ApoE3. Por otra parte, la
ApoE, que es generada principalmente por las células gliales, se va encontrar con el AP en todas
estas vias. En consecuencia, es probable que la ApoE facilite la limpieza del AP, activando su
degradacion enzimatica y su fagocitosis, de una forma dependiente de la isoforma (ApoE3>
ApoE4). Sin embargo, la ApoE también podria suprimir la limpieza del AB (ApoE4> ApoE3) al
competir con el AP por la union a receptores o reteniendo su eliminacion a través de la barrera

hemato-encefalica. (Figura 7). (Revisado en Kanekiyo y col., 2014).
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Figura 7. Principales vias de eliminacion de Ap y efectos de las isoformas de ApoE. El AP
es generado predominantemente en neuronas (1) y es eliminado a través de tres vias principales,
incluyendo: la degradacion proteolitica por endopeptidasas (2), la eliminacién celular a través de
la degradacién lisosomal en células del parénquima cerebral (microglia, astrocitos, neuronas) (3)
y el drenaje via liquido intersticial (ISF), donde es degradado por células vasculares, o
transportado fuera del cerebro a través de la barrera hemato-encefalica (BBB) (4). La
perturbacion de estas vias induce la acumulacion del A y su depdsito en el parénquima cerebral,
como placas amiloides (5), y en la regidon perivascular, como angiopatia amiloide cerebral
(CAA) (6), y algunas veces dentro de la neurona. La ApoE es generada principalmente por las
células gliales (8) y se va encontrar con el AP en todas estas vias. Es probable que la ApoE
facilite la limpieza del AP, activando su degradacion enzimatica (2) y su fagocitosis (3), de una
forma dependiente de la isoforma (ApoE3> ApoE4). Sin embargo, la ApoE podria suprimir la
limpieza del AP (apoE4> apoE3) al competir con el AP por la unién a receptores 0 reteniendo su
eliminacion a través de la BBB (4). ApoE4 exacerba la deposicion del AP, como placas
amiloide (5) y la formacion de CAA (6), en comparacion con ApoE3. LRP1, LDLR y HSPG
(proteoglicanos heparan sulfato), son expresados en todas las vias de eliminacion celular del AP,
regulando su limpieza directamente o a través de ApoE. (Revisado en Kanekiyo y col., 2014).

Asociacion entre el polimorfismo del gen HP y el riesgo a padecer EA
El andlisis de las comparaciones de las frecuencias de los genotipos del gen HP, mostrd
una frecuencia significativamente incrementada del genotipo HP2-2 (OR: 2.15; IC 95%: 1.05-
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4.40; pc: 0,031) y del alelo HP2 (OR: 1.88; IC 95%: 1.07-3.29; pc: 0,026) en los pacientes con
EA. Por el contrario, en los individuos sanos el analisis mostré una frecuencia significativamente
incrementada del alelo HP1 (OR: 0.53; 1C 95%: 0.30-0.93; pc: 0,026). Estos resultados sugieren
que la presencia del alelo HP2 y del genotipo homocigoto HP2-2 confiere dos veces mayor
riesgo a desarrollar EA, mientras que la presecia del alelo HP1 protege contra el desarrollo de
esta patologia.

La haptoglobina es una proteina de fase aguda producida por el higado, la cual elimina
la Hg libre y sus subproductos, atenuando asi los efectos oxidativo e inflamatorios de la
hemoglobina. Se ha demostrado que la Hp actla tanto en complejo con la Hb como de manera
independiente, ejerciendo varias propiedades funcionales, incluyendo actividades antioxidantes y
antiinflamatorias y la capacidad de participar en la regulacién del sistema inmunitario (Song y
col., 2015). Por otra parte, la Hp fue identificada como un marcador de disfuncion de la barrera
hemato-encefalica, produciéndose en el cerebro en respuesta a diferentes estimulos de estrés
(Revisado en Spagnuolo y col., 2014a). Por lo tanto, las altas concentraciones de Hp, en el suero
y el CSF de pacientes con EA, apoya la hipdtesis que el estrés oxidativo y la neuroinflamacion
puede jugar un papel importante en la EA (Song y col., 2015).

Las investigaciones relacionadas con la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer se
han centrado en el papel del estrés oxidativo, es decir, en el deshalance entre la produccion de las
especies reactivas de oxigeno (ERO) y nitr6geno (ERN), y su eliminacién, debido al alto
consumo energético y al bajo nivel de defensa antioxidante del sistema nervioso central. En el
cerebro con EA los sistemas antioxidantes son menos funcionales, pudiendo guiar a un
incremento de las ERO y de las ERN que reaccionarian con biomoléculas, incluyendo proteinas,
lipidos, carbohidratos, ADN y ARN, provocando alteraciones en su estructura y la pérdida de
sus funciones (Revisado en: De Mendonga, Salazar y Fernandez-Mestre, 2016). Por lo demas,
se ha descrito que la Hp posee actividad antioxidante por si sola y en complejo con la Hb,
evitando asi el dafio oxidativo tisular y se ha demostrado que el efecto protector de la Hp contra
estrés oxidativo es fenotipo dependiente. Observandose que los individuos con fenotipo Hpl-1
desarrollan una mayor actividad protectora contra radicales libres, con respecto a los individuos
con fenotipo Hp2-2 (Gueye Yy cols., 2006). Esta capacidad variable de los fenotipos de Hp para
prevenir el estrés oxidativo, podria estar relacionado a las diferencias en la afinidad de la Hp por
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la Hb, siendo el fenotipo Hpl-1 el que posee mayor afinidad de union a la Hb, disminuyendo la
disponibilidad de hierro en circulacién y, por ende, la produccion de radicales libres (Sadrzadeh
y Bozorgmehr, 2004). Sin embargo, otros estudios han demostrado que la afinidad de los tres
fenotipos de Hp es la misma y que la diferencia en el grado de proteccién contra estrés oxidativo
estaria dada por su tamafio y la capacidad de atravesar la barrera de las células endoteliales
(Melamed y cols., 2001).

Considerando lo planteado anteriormente, podemos sugerir que la menor actividad
antioxidante de la Hp2-2 explicaria la asociacion positiva del genotipo HP2-2 y el alelo HP2 con
la susceptibilidad a desarrollar EA, mientras que la mayor actividad antioxidante de la Hpl-1

explicaria la proteccion conferida por el alelo HP1.

Aunque los mecanismos responsables de las manifestaciones de la EA no han sido
elucidados, recientemente surgié un consenso de que la neuroinflamacién juega un papel
importante en esta patologia. En el sistema nervioso central, los mecanismos de inflamacion son
Ilevados a cabo por la activacion de los astrocitos y microglias, resultando en la produccién de
mediadores neurotdxicos, tales como las especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno, enzimas
proteoliticas, glutamato, factores de complemento o citoquinas inflamatorias (Doens vy
Ferndndez, 2014). No obstante, la activacion de las microglias por agregados del AP puede
poseer un papel de neuroproteccion, a través de la eliminacion del AP via fagocitosis y
degradacion proteolitica, y puede, ademas, contribuir con la neurodegeneracién progresiva
(revisado en: Tahara y col., 2006). Ademas, muchos tejidos envejecidos, como el cerebro, se
caracterizan por una inflamacion crénica de bajo nivel. Sin embargo, las microglias envejecidas
desarrollan un fenotipo pro-inflamatorio incrementado, caracterizado por una respuesta
inflamatoria exacerbada a estimulos externos y/o internos (Go y col., 2016).

En la Figura 8 se representa un modelo para explicar el papel de la Hp en la inflamacion.
En este modelo, las sefiales de peligro en células estresadas inducen la expresion de
interleuquina-6 (IL-6), la cual a su vez induce la expresion de Hp. En individuos Hpl-1, la Hp
reduce significativamente la generacion de especies reactivas de oxigeno a través de su potente
funcién antioxidante, mayor capacidad de union de la Hb y a su actividad anti-inflamatoria,

desencadenandose una respuesta Th2 dominante (anti-inflamatoria), involucrada en la curacion
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y reparacion tisular. En contraste, en individuos Hp2-2 la eliminacion lenta de especies reactivas
de oxigeno permitiria la persistencia del estimulo inflamatorio, aumentando el estrés oxidativo y

desencadendndose una respuesta Thl dominante (pro-inflamatoria) (Revisado en: Quaye, 2008).

Respuesta Th2  nflamacién Respuesta Th1

dominante dominante

Hp1 Hp2
IL-6 \ /""'_L"‘“-\ /
Hb libre IL-6
t —— — 11— — s e > t

Sefiales de Interaccidn Interaccion Induce. ) rrnr:_ueve; Seiiales de
daiio de la fuertelinhibicién débilinhibicion  expresion sostiene fa dafio de la
célula formacicn célula
estresada estresada

Figura 8. Modelo del papel de la haptoglobina (Hp) en la respuesta inflamatoria. Las
sefiales de peligro de las células estresadas inducen la expresion de IL-6, que a su vez induce la
expresion de Hp. La fuerte capacidad de union a la hemoglobina (Hb), alta capacidad
antioxidante y anti-inflamatoria de la Hp1 conduce a una respuesta Th2 dominante. Mientras que
la menor capacidad de unién a la hemoglobina (Hb), capacidad antioxidante disminuida y mayor
actividad pro-inflamatoria de la Hp2 conduce a una respuesta Thl dominante. ERO: especies
recativas de oxigeno (Figura tomada y modificada de: Quaye, 2008).

Por lo tanto, la mayor actividad pro-inflamatoria de la Hp2-2 explicaria la asociacion
positiva del genotipo HP2-2 y el alelo HP2 con la susceptibilidad a desarrollar EA, mientras que
la mayor actividad anti-inflamatoria de la Hp1-1 explicaria la proteccion conferida por el alelo
HP1. En consecuencia, la falla en la resolucion de la neuroinflamacion, es decir, el paso de un
estado pro-inflamatorio a un estado anti-inflamatorio (pro-resolucién), conduciria a un estado de
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inflamacién cronica, implicado en la patogénesis de la EA (Whittington, Planel y Terrando,
2017).

Correlacion de los genotipos del polimorfismo del gen HP con los genotipos (rs429358y
rs7412) del gen APOE y el riesgo a padecer EA.

Las comparaciones entre los grupos mostrd asociaciones negativas (protectoras) y
positivas (susceptibilidad) entre genotipos HP/APOE vy el desarrollo de EA. Por ende, para
verificar si habia un efecto aditivo o sinérgico entre los genotipos HP y la presencia (+) o
ausencia (-) del alelo 4 del gen APOE, se establecieron las comparaciones indicadas en la tabla
7. Como se puede observar la presencia del alelo €4 en los individuos con el genotipo HP2-2
confiere 3.5 veces mayor riesgo a desarrollar EA (asociacion positiva). Sin embargo, la ausencia
del alelo €4 en los individuos con el genotipo HP2-2 revierte la asociacion de positiva a negativa,
es decir en lugar de conferir susceptibilidad, esta combinacion confiere proteccion. Ademas,
cabe destacar, que el OR conferido por el alelo €4 permanece igual en ausencia o presencia del
genotipo HP2-2, mientras que el OR conferido por el genotipo HP2-2 incrementa de 2 a 3.5
veces en presencia del alelo 4. Por consiguiente, los resultados obtenidos indican que el
genotipo HP2-2 esta asociado con un riesgo incrementado a desarrollar EA de inicio tardio,

especialmente en pacientes que portan el alelo €4 del gen APOE.

Tabla 7. Comparaciones de frecuencias del genotipo HP2-2/¢ 4- y HP2-2/¢ 4+ entre

pacientes y controles

Genotipos Pacientes EA Controles OR P

HP/APOE (n=36) (n=36) IC 95%

HP2-2/¢ 4- 36.1 (13) 69.4 (25) 0.24 0.002
(0.09-0.66)

HP2-2/¢ 4+ 63.9 (23) 30.6 (11) 4.0 0.002
(1.50-10.74)

Nota: Los valores mostrados entre paréntesis representan el namero de individuos portadores de
la combinacion HP/APOE. La frecuencia esta expresada en porcentaje. OR: Odds Ratio, IC:
intervalo de confianza, p: probabilidad.
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En resumen, los resultados obtenidos en el presente estudio sugieren que:

1. Elalelo €4 es el principal factor de riesgo para desarrollar EA de inicio tardio.

2. La menor actividad antioxidante y mayor reactividad inflamatoria del fenotipo Hp 2-2
(perfil de citoquina Thl) confiere susceptibilidad al desarrollo de la EA. Corroborando
que el estrés oxidativo y la neuroinflamacion juegan un papel importante en esta
patologia.

3. La mayor actividad antioxidante y menor reactividad inflamatoria del fenotipo Hpl-1
posiblemente protege contra el desarrollo de la EA.

4. La asociacién del polimorfismo del gen HP no es independiente de la presencia del alelo

€4 del gen APOE.

Finalmente, es importante destacar que existen otros genes relacionados con estrés
oxidativo y neuroinflamacion, los cuales pudiesen estar involucrados en la susceptibilidad a
desarrollar la Enfermedad de Alzheimer, y probablemente la variabilidad genética de dichos

genes juegen un papel relevante en el desarrollo de esta patologia.
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CONCLUSIONES

. El alelo ¢4 del gen APOE representa el principal factor de riesgo para desarrollar EA de

inicio tardio.

. El polimorfismo del gen HP esté asociado con el desarrollo de de la EA de inicio tardio

en la poblacion venezolana.

. Se observaron asociaciones negativas (protectoras) y positivas (susceptibilidad) entre los
genotipos HP/APOE vy el desarrollo de EA.

. Laasociacidon del polimorfismo del gen HP no es independiente de la presencia del alelo
€4 del gen APOE.
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