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RESUMEN

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma mas comun de demencia, y se caracteriza
por un deterioro progresivo de la memoria y las funciones cognitivas. Las caracteristicas
anatomopatoldgicas principales de la enfermedad son la presencia de placas amiloides y
los ovillos neurofibrilares en la corteza cerebral de los pacientes. Un factor genético de
riesgo en la EA, es el alelo €4 del gen APOE el cual se ha reportado aumenta el riesgo a
padecer la EA en los pacientes que poseen dicho alelo. Diversos estudios han reportado
que en los cerebros de pacientes con EA hay un mayor dafio oxidativo comparado con
individuos sanos. Entre las enzimas con capacidad antioxidantes estan las enzimas
GSTM1, GSTT1 y MnSOD. Se ha descrito que la actividad de las enzimas GSTM1 y
GSTT1 puede estar ausente debido a la eliminacién homocigota de los genes que las
codifican. Ademas, el cambio de una timina (T) por una citosina (C) en el nucleétido 47
del gen MnSOD, provoca un cambio de aminoacido Val —Ala en la posicion -9 de la
secuencia blanco mitocondrial, afectando el transporte de la enzima hacia la mitocondria
debido al cambio en la estructura secundaria de la enzima. Debido a que se ha observado
una posible implicacion del estrés oxidativo en la patogénesis de la Enfermedad de
Alzheimer y que las enzimas GSTT1, GSTM1 y MnSOD participan en la defensa frente
al dafio oxidativo, se planted como objetivo estudiar la variabilidad de los genes GSTT1,
GSTM1 y MnSOD en individuos venezolanos sanos y con la Enfermedad de Alzheimer
(EA). Este estudio se realizé en 179 individuos venezolanos, no relacionados, agrupados
en pacientes con EA (n=79) e individuos sanos (n=100). A los individuo participantes en
este estudio se les determind el polimorfismo del gen APOE en un estudio realizado
anteriormente en el cual se reportaron frecuencias incrementada es los pacientes con EA
con respecto a los controles. Se determind la presencia o ausencia de los genes
GSTT1/GSTM1 mediante PCR-SSP y el polimorfismo Ala -9Val del gen MnSOD
utilizando la técnica de PCR-RFLP. Adicionalmente, como los individuos participantes
habian sido previamente genotipificados para el gen APOE, se realizaron las
combinaciones genotipicas de los genes GSTT1, GSTM1, MnSOD y APOE. EI genotipo
GSTT1+/GSTM1- parece favorecer el desarrollo de la EA (OR= 2,06; p=0,01), siendo el
riesgo mayor al estar en combinacion con el alelo ¢4 del gen APOE: GSTT1+/GSTM1-
/e3e4 (OR= 3,07; p = 0,05) y GSTT1+/GSTM1-/e4¢4 (OR= 5,52; p = 0,02). El
polimorfismo Ala-9Val por si solo no parece estar relacionado con la EA, sin embargo,
el genotipo Ala/Ala aumenta el riesgo que proporciona el alelo ¢4 del gen APOE:
AlaAla/e3e4 (OR= 3,47; p= 0,03) y AlaVal/e4¢4 (OR= 6,3; p = 0,01). Estos resultados
indican que la Enfermedad de Alzheimer es una enfermedad compleja que involucra las
interacciones de diferentes genes. Es importante tomar en cuenta que existen otros genes
relacionados con estrés oxidativo y vias anti-oxidantes, los cuales pudiesen estar
involucrados en la susceptibilidad a desarrollar la Enfermedad de Alzheimer.
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ABREVIACIONES
AP = péptido B amiloide
ADN = 4cido desoxirribonucleico
APOE = apoliproteina E
APP = proteina precursora del amiloide
ATP = adenosina trifosfato
Ca*? = calcio
Cu?* = i6n clprico
EA = Enfermedad de Alzheimer
FA = frecuencias alélicas
Fe>* = i6n férrico
FG = frecuencia genotipica
GST = glutatién S transferasa
GSTM1 = glutation S transferasa M1
GSTT1 = glutation S transferasa T1
GSTT2 = glutation S transferasa T2

H,0, = perdxido de hidrdégeno



H-W = Hardy-Weinberg

IsoPs = isoprostano

MAO-B = monoamino oxidasa

MCI = deterioro cognitivo leve

MnSOD = superdxido dismutasa de manganeso

MTS = secuencia blanco mitocondrial

N = nUmero de individuos

NPs = neuroprostano

NLB = buffer de lisis nuclear

O, = superdxido

"OH = hidroxilo

OR = odd ratio (relacion de probabilidades)

PCR = reaccién en cadena de la polimerasa

PCR-SSP = reaccidén en cadena de la polimerasa- iniciadores de secuencia especifica

Pl = fosfatidil inositol

PSENL1 = presenilina 1

PSEN2 = presenilina 2



PtdCho = fosfatidil — colina

PtdEtn = fosfatidil - etanolamida

RCLB = buffer de lisis de células rojas

RFLP = polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion

RNS = especie reactiva de nitrégeno

ROS = especie reactiva de oxigeno

SOD = superdxido dismutasa

4-HNE = 4- hidroxinonenal

80HdG = 8-hidroxi 2 deoxiguanosina

Vi
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INTRODUCCION

En el afio 1907, el neuropatologo y psiquiatra clinico, Alois Alzheimer describio
por primera vez la Enfermedad de Alzheimer (EA) al estudiar el caso de una mujer de
51 afios de edad, que se encontraba en el manicomio de Frankfurt en Alemania, quien
mostraba caracteristicas clinicas que no correspondian con las enfermedades de
demencia conocidas. Alzheimer diagnosticé a la paciente con demencia presenil y una
vez realizada la autopsia, luego de su muerte, pudo evidenciar que presentaba atrofia
cortical, pérdida de neuronas, placas y ovillos neurofibrilares en la corteza cerebral

(Stelzmay col., 1995).

La Enfermedad de Alzheimer es un trastorno neuroldgico degenerativo, progresivo
e irreversible relacionado con la edad, que se caracteriza por la pérdida de la memoria y
un deterioro de multiples funciones cognitivas (Reddy y Beal, 2008). El diagndstico se
basa, principalmente, en los criterios desarrollados por el “National Institute of
Neurologic and Communicative Disorders and Stroke-Alzheimer’s Disease and Related
Disorders Asociation” (NINCDS-ADRDA) (McKahann y col., 1984), o por los criterios

de “Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders” (DMS) (Cummings, 2005).

Los pacientes con la EA presentan lesiones en la corteza cerebral caracteristicas de
la enfermedad. Una de estas lesiones son las placas amiloides o neuriticas (Fig. 1). Estas
placas son depodsitos extracelulares de la proteina B-amiloide que por lo general se

encuentran en grandes cantidades en la corteza de asociacion limbica (Selkoe, 2001).



Figura 1. Placa neuritica o amiloide redondeada en el hipocampo de un paciente con demencia
de Alzheimer (flecha negra) y neuronas en degeneracion con ovillos neurofibrilares en el
citoplasma (flecha roja). Las placas neuriticas contienen la proteina B-amiloide (Tomado y
modificado de Perl, 2010).

El B-amiloide (AP) es un péptido de 39-42 aminoéacidos, que deriva de la proteina
precursora del amiloide (APP) (Casley y col., 2002; Keil y col., 2004). Esta proteina
precursora del amiloide, es una proteina de membrana expresada en varios tipos
celulares, incluyendo las neuronas, y se le ha relacionado con la formacién de sinapsis,
crecimiento axonal y dendritico y supervivencia neuronal (De Strooper y Annaert,
2000). El procesamiento de la proteina precursora del amiloide puede ocurrir por dos
vias: la via no amiloidogénica y la via amiloidogénica. En la via amiloidogénica, la APP
pasa por una serie de proteolisis realizadas por dos enzimas, la B- y la y- secretasas, las
cuales cortan al comienzo y al final del dominio del péptido AP, respectivamente,
produciendo asi el péptido AB. En la via no amiloidogénica la enzima a- secretasa
realiza un corte de la cadena peptidica del AP evitando la formacion del péptido (Fig. 2)

(Reddy y Beal, 2008).



Procesamiento de la proteina precursora amiloide

N — - ¢
ré 0 . ’ . T T’ + , - . ’ .
Via no amiloidogénica B oo v Via amiloidogénica
(a-secretasa) / \ (B-secretasa)

!!i‘ ¥
Y

oo 5 Y
R Toxico, se acumula en los compartimientos
o toxico . .

' celulares y deteriora las funciones celulares,

. . incluvendo disfuncion mitocondrial v disfuncion
Sin demencia y

saludahle Demencia v enfermedad de Alzheimer

Figura 2. Procesamiento de APP en individuos sanos y pacientes con EA. El procesamiento de
APP puede ocurrir por dos vias: la no amiloidogénica donde la a-Secretasa corta dentro del
dominio AP , generando un fragmento N-terminal soluble (SAPP-a) y un fragmento no
amiloidogénico C-terminal de 83 aminoéacidos (C83). En la via amiloidogénica, el corte ocurre
por la B-secretasa al comienzo del dominio de la AP y genera un fragmento soluble N-terminal
(SAPP-B) y un fragmento amiloidogénico C-terminal de 99 residuos (C99), que luego es cortado

por la y-secretasa y genera el péptido Ap (Tomado y modificado de Reddy y Beal, 2008).

La otra alteracion estructural que se encuentra en el cerebro de pacientes con EA,
es el ovillo neurofibrilar (Fig. 1). Estos ovillos consisten de 2 filamentos largos (10 nm
de ancho), que se encuentran pareados y enrollados helicoidalmente, que pueden ser
abundantes y ocupan gran parte del citoplasma peri-nuclear. Estos ovillos estan
constituidos por una proteina asociada a los microtdbulos llamada tau (Kosik y col.,
1986). La agregacion de la proteina tau, que ocasiona la formacién de los ovillos, se
produce por la hiper-fosforilacién que causa su disociacion de los microtibulos y su
agregacion en pares de filamentos helicoidales insolubles (Selkoe, 2001). La proteina tau

se expresa principalmente en la neuronas, donde facilita la formacién de los

3



microttbulos, reduce la inestabilidad de los mismos y desempefia un papel en el
mantenimiento de la integridad neuronal y el transporte axonal (Mandelkow y

Mandelkow, 1995).

Tanto el péptido p amiloide como los agregados pareados helicoidalmente de la
proteina tau tienen un efecto neurotdxico. La neurotoxicidad del péptido AP puede
ocurrir por diversos mecanismos como: dafio oxidativo, peroxidacion lipidica,
inflamacién, hiperfosforilacion de tau y aumento de la neurotoxicidad glutamatérgica.
Por otro lado, la proteina tau puede ocasionar estrés oxidativo mediante la generacién de

especies reactivas de oxigeno (Yan y col., 1994).

La EA afecta a las personas de diferente manera, peroel patrén de los
sintomas mas comunes se inicia con el deterioro gradual de la capacidad de recordar
informacién nueva. Esto se debe a que las alteraciones de las células cerebrales
comienzan en las regiones involucradas con la formacion de nuevos recuerdos

(Alzheimer’s Association, 2010).

Los sintomas clinicos que presentan los pacientes con EA pueden ser de tres tipos:
cognitivos, conductuales y neuroldgicos. Los sintomas cognitivos incluyen deterioro
precoz y progresivo de la memoria, alteraciones del lenguaje, trastornos visual-
espaciales, anormalidades sensoriales y motoras, y alteraciones del caminar. Los
conductuales incluyen: agitacion, ansiedad, alucinaciones, trastornos en la conducta
alimenticia y depresion. Los sintomas neurologicos se presentan en la fase avanzada de

la enfermedad con discapacidad para realizar actividades cotidianas, incontinencia,



trastornos del movimiento, discapacidad funcional operativa por fracaso cognitivo-

conductual (Cacabelos, 2001).

Con el pasar del tiempo se ha ido observando como la EA se ha ido convirtiendo
en una de las causas mas frecuentes de muerte en poblaciones mayores de 65 afios. Los
casos de muerte por EA han aumentado en un 66% en un periodo comprendido entre el
afio 2000 y 2008, mientras que otras causas de muertes consideradas como nimero uno
han disminuido hasta un 13%, como es el caso de enfermedades cardiacas. La mayoria
de los casos con EA causan complicaciones, como inmovilidad, problemas al tragar y
desnutricion. Estas complicaciones aumentan la probabilidad de padecer neumonia,
constituyendo la causa principal de muerte en personas mayores con EA y otras

demencias (Alzheimer’s Association, 2010).

Para el afio 2010, se reportaron 36 millones de personas con demencia,
principalmente la EA (Alzheimer’s Association, 2010), estimandose que este nimero
aumentara a 42 millones para el afio 2020 y 81 millones para el 2040 (Ferri y col.,
2005). En un estudio realizado en el afio 1990 por el Grupo de Investigaciones de
Demencias 10/66, se determind una prevalencia del 7 % de la EA en la poblacion

venezolana adulta mayor de 65 afios (Alzheimer’s Disease International).

1. Subtipos de la Enfermedad de Alzheimer

Las causas de la EA todavia no son completamente conocidas, varios expertos
aseguran que son un conjunto de factores los que provocan el desarrollo de la

enfermedad (Alzheimer’s Association, 2010).



Uno de los factores de riesgo es la edad avanzada, pero la EA no es algo normal
del envejecimiento. Existen pacientes de 65 afios 0 mas que padecen la enfermedad, asi
como pacientes menores de 65 afios que tambien la padecen (Alzheimer’s Association,
2010). Se ha reportado que entre el 90 y 95 % de los casos de EA son de la forma
esporadica, donde el factor genético es un factor de riesgo, mientras que en la forma
familiar, existe una herencia autosémica dominante y se presenta en un 10% de los casos
(Goedert y col., 1994). En las dos formas de la enfermedad, las lesiones cerebrales son

las mismas y presentan el mismo patron de distribucién (Harman, 2006).

1.1.Enfermedad de Alzheimer de aparicion temprana

Los casos de aparicion temprana suelen progresar mas rapido que los de inicio
tardio. Se ha observado que familias con mutaciones en el gen APP (proteina precursora
del amiloide) desarrollan la enfermedad en edades comprendidas entre los 50 y 65 afios.
Este gen APP se localiza en el cromosoma 21 y se ha observado en individuos con el
Sindrome de Down, quienes presentan 3 copias de este gen, la presencia temprana de las

placas neuriticas (Selkoe, 2001).

Las mutaciones del gen APP que se han asociado a la EA se localizan en las
cercanias de los sitios de corte de la a,  y y secretasa, ya sea inhibiendo la accion de la
a-secretasa o favoreciendo la accion de la B-secretasa, con lo cual se favorece la

formacion del péptido B-amiloide (Selkoe, 2001).

La EA familiar también se ha visto asociada a mutaciones en otros genes como:

el gen de la presenilina 1 (PSEN 1) en el cromosoma 14, y el gen de la presenilina 2



(PSEN 2) en el cromosoma 1, que favorecen la produccion del péptido B-amiloide

aumentado la accion de la y secretasa (Maccioni y col., 2001).

El procesamiento anormal de la APP y la formacion incrementada del f-amiloide
parecen ser los eventos centrales en la patogénesis de la forma familiar de la EA (De

Strooper y Annaert, 2000).

La hipotesis amiloide propone que el péptido B-amiloide tiene un efecto toxico
en los cuerpos celulares adyacentes, como las dendritas, o en los procesos celulares,
como la sinapsis, provocando asi la muerte neuronal. Esta hipotesis presenta un gran

soporte de estudios que demuestran la neurotoxicidad de AP (Carter y Lippa, 1992).

1.2.Enfermedad de Alzheimer de aparicion tardia.

Esta forma de la enfermedad es la més frecuente, afectando a més de 15.000.000
de personas en el mundo. La mayoria de los casos de aparicién tardia son del tipo
esporéadico. La causa de la forma esporadica no se conoce debido a que la enfermedad es
heterogénea y posiblemente sea causada por el envejecimiento en combinacién con

factores genéticos y ambientales (Blennow y col., 2006).

Un factor genético en la EA de aparicion tardia es la apolipoproteina E4 (APOE-
€4). El gen de APOE esta localizado en el cromosoma 19q13.2 cerca y ligado a los
genes de apo CI/CII. Este gen estd formado por cuatro exones y tres intrones, con una
extension de 3.597 nucledtidos. El gen estructural APOE es polimorfico y los tres alelos
mas comunes, que se denominan €2, €3 y &4, producen tres isoformas de la proteina

llamadas E2, E3 y E4. Estos tres alelos son heredados en forma codominante dando



como resultado seis genotipos: €2/2, €3/2, €3/3, €3/4, €¢4/4, ¢4/¢2 (Chou y col., 2006). De
estas variantes, ¢3 es la mas frecuente en todas las poblaciones estudiadas. Estos
polimorfismos tienen efectos funcionales en el metabolismo de las lipoproteinas
(Brickell y col., 2006). Todos heredamos un alelo del gen APOE de cada padre. Se ha
observado que quienes heredan un alelo ¢4 tienen mayor riesgo a desarrollar EA y
quienes heredan ambos alelos tienen un riesgo aun mayor. Sin embargo, heredar una o
dos copias del alelo, no garantiza que la persona padecera EA (Alzheimer’s Association,
2010; Cedefio, 2007).

2. Estrés oxidativo y la EA

El cerebro es el drgano aerdbicamente mas activo. Aunque este drgano
representa un 2 % de la masa corporal total, consume el 20 % del oxigeno total basal
(Smith y col., 2007). El cerebro de un adulto tiene alrededor de 10**-10'? neuronas, las
cuales son protegidas por el doble de microglias (Emerit y col., 2004). Las neuronas
utilizan el O, tomado para producir el ATP gue necesitan para su funcionamiento. Esta
energia la obtienen de la fosforilacion oxidativa durante la respiracion aerdbica que
ocurre en la mitocondria de la célula (Moreira, 2008). Sin embargo, esta fosforilacidn
oxidativa es la principal fuente de radicales libres enddgenos, entre los que se incluyen:
perdxido de hidrégeno (H,0y), hidroxilo (OH) y superdxido (O;") (Wallace, 1999).

Los radicales libres son moléculas que presentan un electron desapareado o
impar en el orbital externo, dandole una configuracion espacial que genera una alta
inestabilidad, lo cual lo hace altamente reactivo y con una gran capacidad para
combinarse y producir dafio en moléculas integrantes de la estructura celular, como
carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos nucleicos y derivados de cada uno de ellos

(Halliwell y Gutterioge, 1989).



Las especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés, “Reactive
Oxygen Species”) y las especies reactivas de nitrogeno (RNS por sus siglas en inglés,
“Reactive Nitrogen Species”) son la causa del estrés oxidativo en el sistema nervioso
(Emerit, 2004).

Los radicales libres son eliminados de las células gracias a un sistema de
defensas antioxidantes, que incluye sistemas enzimaticos y no enzimaticos, que actan
ya sea disminuyendo la concentracion de oxidantes, uniéndose a iones metalicos para
evitar la formacién de especies reactivas, transformando los peroxidos en productos
menos reactivos o deteniendo la propagacion y el aumento de radicales libres (Dorado y
col., 2003).

El desbalance entre la produccion de ROS y su eliminacion por el sistema
antioxidante se conoce como estrés oxidativo (Ansari y Scheff, 2010).

La oxidacion de los lipidos causa disfuncion celular o muerte celular en el caso
de las neuronas, que son células post-mitéticas. La oxidacion también puede causar
alteraciones en las estructuras de algunas proteinas y favorecer la formacion de
agregados de proteinas. A su vez, estas proteinas alteradas pueden inducir dafio
oxidativo aumentando la produccion de ROS (Reddy y Beal, 2008). Un ejemplo es el
péptido B-amiloide, cuya produccion aumenta por la activacion de la B-secretasa (Reddy
y Beal, 2008). Este péptido se ha visto involucrado en la inhibicion de complejos de la
cadena respiratoria y en la reduccion de los niveles de ATP. La inhibicion en la cadena
respiratoria, particularmente a nivel de la citocromo oxidasa, puede contribuir al estrés
oxidativo por la produccion de especies reactivas del oxigeno como resultado de la fuga

de electrones en los complejos I 'y 111 (Pereira y col., 1998; Pereira y col., 1999).



El estrés oxidativo también puede causar la ruptura de la cadenas de ADN vy la
modificacion de las bases nucleotidicas, que pueden provocar alteraciones en la
transcripcion y traduccion de proteinas. Estas alteraciones del ADN pueden alterar el
funcionamiento neuronal y provocar la muerte neuronal (Markesbery y Lovell, 2007).

Estos dafios oxidativos pueden ser causados por el péptido AP y los filamentos
pareados helicoidalmente de la proteina tau, los cuales constituyen las lesiones
caracteristicas de la EA (Fig. 3). Se ha reportado que el péptido B amiloide puede
originar radicales libres mediante una reaccion en la cual se reduce el Fe** o Cu*"y se
produce perdxido de hidrogeno (H,0,) (Huangy col., 1999). Este péptido AB también
actla inhibiendo a la enzima citocromo oxidasa, lo cual contribuye con el estrés
oxidativo por la generacion de radicales libre debido a la fuga de electrones de la cadena
respiratoria (Hong y col., 2007). El estrés oxidativo, causado por el péptido B amiloide,
a su vez afecta la produccion de este péptido AP neurotoxico, aumentando la actividad
de las enzimas B-secretasa y y-secretasa, ambas implicadas en el procesamiento de la
proteina precursora del amiloide a partir de la cual se origina el péptido AP (Pratico,
2008). Por otra parte también se ha evidenciado que los filamentos pareados
helicoidalmente de la proteina tau pueden formar productos avanzados de glicacion,
generando especies reactivas de oxigeno suficientes para causar dafio oxidativo (Yan y

col., 1994).
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Figura 3. Mecanismos moleculares y patologia en EA. Mutaciones genéticas en el gen que
codifica la proteina precursora del péptido Ap (APP) o en el gen de la presenilina-1 (PSN1)
aumentan los niveles del péptido AP. El estrés oxidativo aumenta la formacion de AP, ya sea
aumentando los niveles de APP o modulando la actividad de la B-secretasa (BACE) y y-
secretasa. El péptido AP tiene habilidad oxidante, aumentando el estrés oxidativo. Los niveles
elevados de AP favorecen la hiperfosforilacion de tau. Con el tiempo se forman los depositos
extracelulares de AP (seniles plaques, SPs), mientras que la proteina tau hiperfosforilada forma
los ovillos neurofibrilares (neurofibrillary tangles, NFTs). Ambas lesiones causan estrés
oxidativo e inflamacién que causan dafio celular y llevan a la muerte celular (Tomado y
modificado de Pratic6, 2008).

2.1. Muerte neuronal

La muerte celular puede ocurrir por exitotoxicidad, necrosis o apoptosis, siendo

esta Ultima la forma mas frecuente (Emerit y col., 2004).
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2.1.1. Exitotoxicidad

Las funciones neuroldgicas, como la cognicion, la memoria y la sensacion, son
procesos en los cuales el glutamato y su receptor especifico de membrana estan
involucrados (Lipton y Rosenberg, 1994). En varias enfermedades neurodegenerativas la
activacion excesiva de estos receptores puede causar grandes dafios neuronales. Se
denomina exitotoxicidad a la activacion excesiva de los receptores de glutamato (Fig. 4).
Esta mayor activacion de receptores provoca una gran entrada de Ca*? a las neuronas,
trayendo como consecuencia la activacion de una serie de enzimas, incluyendo
fosfolipasas, lipasas, endonuclesas y Oxido nitrico sintasa. Una vez activada la
fosfolipasa A2 se genera el acido araquidonico y el factor activador de plaguetas, el cual
aumenta los niveles de calcio al estimular la liberacién de glutamato. El acido
araquidonico, por su parte, inhibe la recaptura del glutamato y durante el metabolismo

de este acido se producen radicales libres (Lipton y Rosenberg, 1994).

En condiciones normales la concentracion extracelular del glutamato es 0,6
mmol/L, cuando la concentracién llega a valores entre 2 y 5 mmol/L, se espera que
ocurra dafio exitotdxico. Para evitar que esto suceda el glutamato es tomado del espacio
extracelular por un sistema de alta afinidad dependiente de sodio, que lo transporta a los

astrocitos y neuronas a través de transportadores (Lipton y Rosenberg, 1994).

Los astrocitos toman el glutamato y por medio de la glutamina sintetasa lo
convierten en glutamina, que luego es liberada para la absorcion por las neuronas,
quienes vuelven a convertirlo en glutamato por medio de la glutaminasa. El estrés

oxidativo puede dafar facilmente la glutamina sintetasa provocando una interrupcion de
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este ciclo, causando acumulacion extracelular del glutamato que provoca una gran

activacion de receptores glutaminicos (Emerit y col., 2004).

Glutamina _ )
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Figura 4. Exitotoxicidad neuronal. El aumento en los niveles de ROS produce que la neurona

pre-sinaptica libere el neurotransmisor excitatorio glutamato, que es captado por los receptores
NMDA en la neurona post-sindptica. La sobre activacion de los receptores NMDA lleva a un
aumento de los niveles intracelulares de Ca*® que activa endonucleasas, fosfolipasa y proteasas,
asi como a la éxido nitrico sintasa (NOS). ElI aumento en los niveles de 6xido nitrico y calcio
hacen que disminuya la produccién de ATP y se forme el poro de transicion mitocondrial. El
dafio mitocondrial y el dafio al ADN induce la activacion de genes que llevan a la muerte por
apoptosis. Los astrocitos normalmente captan el glutamato y lo regresan a la neurona en forma
de glutamina, pero cuando hay estrés oxidativo las especies reactivas de oxigeno afectan a la
glutamina sintetasa, de tal forma que se acumula glutamato extracelular. Por otra parte, las
especies reactivas de oxigeno también activan genes apoptdticos, caspasas y enzimas liticas
llevando a la neurona a muerte celular por apoptosis (Tomado y modificado de Dorado y col.,
2003).

Las endonucleasas activadas por el calcio que entra a las neuronas producto de la

activacion de los receptores, provocan la fragmentacion de ADN, mientras que el
aumento en la concentracion de calcio y 6xido nitrico en las neuronas provocan la

disminucion de la produccion de ATP y la formacion del poro de transicién

13



mitocondrial. El déficit de ATP no permite el funcionamiento de la bomba dependiente
de ATP y trae como consecuencia una entrada masiva de agua y sodio y una salida de
potasio, causando la muerte celular. Este dafio mitocondrial y el dafio al ADN induce la

activacion de genes que desencadenan la apoptosis (Dorado y col., 2003).

2.1.2. Apoptosis y necrosis

La apoptosis es un proceso activo que involucra la muerte celular, en la cual no
hay inflamacion pero si cambios morfolégicos que se manifiestan en el nicleo como:
condensacion de la cromatina, fragmentacion del nucleo, mitocondrias electrodensas con
cambios morfoldgicos y fragmentacion celular en cuerpos apoptoticos que son
facilmente fagocitados. Los ROS pueden provocar la activacion de caspasas, de genes

apoptaéticos y enzimas liticas que causan apoptosis (Dorado y col., 2003).

Por otra parte, la necrosis es un evento pasivo que ocurre por algin tipo de
agresion, que provoca un mayor flujo de calcio. En este caso, si se da una respuesta
inflamatoria aguda, ocurren cambios metabolicos progresivos como reduccion de ATP,
ruptura de membranas, edema celular, liberacion de hidrolasas, y fragmentaciéon de
ADN por endonucleasas. El dafio oxidativo lleva a la necrosis, implicando una pérdida
en la regulacion por déficit de ATP que impide el funcionamiento de bombas causando
entrada masiva de agua y sodio, provocando un edema celular. Este proceso de necrosis

activa la muerte celular programada de células vecinas (Dorado y col., 2003).

2.2. Mecanismos eliminadores de radicales libres

La produccion de radicales libres es un proceso inevitable que ocurre como
consecuencia de la respiracion aerdbica de las células. Los sistemas antioxidantes son las
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defensas que presentan las células para evitar el dafio oxidativo que los radicales pueden
causar (Marcus Yy col., 2006). Los antioxidantes pueden ser enzimaticos, como la
catalasa, la glutation peroxidasa, la glutation S-transferasa y la superéxido dismutasa o
no enzimaticos, como ferritina, transferrina, acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol
(Vitamina E), licopeno, albumina y bilirrubina, los cuales se consideran que tienen
propiedades antioxidantes (Dorado y col., 2003). Como el cerebro tiene un alto consumo
de oxigeno, es un tejido post mitotico con altas demandas de energia y posee una
capacidad antioxidante limitada en comparacion con otros tejidos, es muy susceptible al
dafio oxidativo, por lo que es de gran importancia que las defensas antioxidantes sean

efectivas en la eliminacion de los radicales libres (Lovel y Markesbery, 2007)

2.2.1. Glutation-S-transferasa (GST)

La glutation S transferasa es una enzima de la fase 1l de biotransformacién que
actla en el sistema antioxidante catalizando la conjugacién de radicales libres con el
glutation reducido, que acta como un donante de electrones, protegiendo de esta forma
a la célula de dafios oxidativos (Zuntar y col., 2004). Las GST humanas se diferencian
en dos super familias, la stper familia citosdlica o soluble y la stper familia microsomal
(Hayes y Strange, 1995). Las enzimas de la familia microsomal estan involucradas
principalmente en el metabolismo del acido araquidénico (Jakobsson y col., 1999),
mientras que las enzimas de la familia citosolicas (GSTs) son enzimas diméricas que
catalizan la conjugacion del glutation con drogas quimioterapéuticas, carcin0genos,
xenobidticos y radicales libres, para facilitar su disolucion en el medio acuosa celular y

su eliminacion del cuerpo (Haradam y Abei, 1992).
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La super familia de las GSTs estan codificadas por aproximadamente 16 genes,
subdivididos en 8 clases denominadas: Alpha (a), Kappa (x), Mu (u), Pi (), Sigma (),
Theta (0), Zeta ({) y Omega (o) (Hayes y Strange, 2000). Las clases p y 6 son
conocidas por su capacidad de catalizar la desintoxicacion de oxigeno reactivo y los

productos de la peroxidacion lipidica (Pinhel y col., 2008).

La clase p comprende cinco isoenzimas diferentes, denominadas desde GSTM1 a
GSTMDb, mientras que la clase 6 comprende dos isoenzimas, la GSTT1 y GSTT2. El gen
GSTM1 se localiza en el cromosoma 1 (1p13.3) y presenta 3 alelos, GSTM1*A,
GSTM1*B, los cuales codifican para proteinas de 218 aminoéacidos con una actividad
enzimatica idéntica, que difieren en una sustitucion de una citosina por una guanina en la
posicion 543, y el alelo nulo GSTM1*0 el cual consiste en una eliminacién del gen. Este
gen esté ausente en un 10 a 64 % de la poblacién segun el grupo de estudio (Cooper,
1999). Por otra parte, el gen GSTT1 se localiza en el cromosoma 22 (22911.2) y
presentan dos alelos, alelo nulo GSTT1*0 y el alelo GSTT1*A que codifica para una
proteina de 240 aminoé&cidos. El genotipo nulo del gen GSTT1 se encuentra en un 10 a
20% de los individuos segun la poblacion de estudio (Pemble y col., 1994). Los
genotipos nulos de estos genes (GSTM1*0 y GSTT1*0) se caracterizan por una
eliminacién homocigota del gen completo, por lo que no hay actividad de la enzima
(Cooper, 1999). La eliminacion de estos genes parece haber ocurrido por una
recombinacion homdloga entre dos regiones idénticas que flanquean a estos dos genes
(Fig 5.) (Xu y col., 1998). Tanto la GSTT1 como la GSTM1 son conocidas por su

capacidad para catalizar la conjugacion de ROS vy lipidos producto de la peroxidacion,
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por esta razon la inactividad enziméatica de GSTT1/M1 se relaciona con una mayor

exposicion al estrés oxidativo (Uzunoglu y col., 2006).
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Figura 5. Estructura de los genes GSTT1 y GSTM1. La recombinacién homologa de ambas
repeticiones que flanquean cada gen da a lugar a la eliminacién del gen completo (Tomado de
Cooper, 1999)

2.2.2. Superoxido dismutasa (SOD)

Esta enzima es una de las principales defensas contra los dafios que puede

provocar el radical superéxido (O?), catalizando la conversién del superéxido en
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oxigeno molecular (O,) y peréxido de hidrégeno (H,0,) (202 + 2H" — H,0, + O5), que
luego serd convertido en agua por la accién de la enzima catalasa o la glutation
peroxidasa (Marcus y col., 2006). Existen tres isoformas de esta enzima: la citosolica

(Cu/ZnSOD), la extracelular (EC-SOD) y la mitocondrial (MnSOD) (Zelko, 2002).

El 90 % de las especies reactivas de oxigeno se originan en la mitocondria, por lo
que la MnSOD es un antioxidante critico en la proteccion de las células frente al estrés
oxidativo. Ademas, de la gran produccion de ROS en este organelo, también se debe
considerar que el ADN mitocondrial es muy susceptible al dafio oxidativo debido a los
niveles del metabolismo de oxigeno, la reparacion relativamente ineficiente del ADN y
la falta de histonas (Perry y col., 2010). La actividad de esta enzima mitocondrial,
provee una defensa frente a la peroxidaciéon de lipidos y protege la viabilidad de la
membrana neuronal. La MnSOD es un homo-tetramero, donde cada una de las unidades
consta de 196 aminoacidos y tiene unida a ellas un i6n manganeso (Ventriglia y col.,

2005).

La enzima MnSOD es codificada por el gen SOD2 que se encuentra en el
cromosoma 6925 (Ventriglia y col., 2005). Esta enzima es sintetizada en el citosol y
luego es transportada a la mitocondria. En el transporte de esta enzima a la mitocondria
estd involucrada una secuencia de 24 aminoacidos que se denomina secuencia blanco
mitocondrial (MTS), la cual forma una estructura anfifilica helicoidal necesaria para su
transporte hacia la mitocondria. En la matriz mitocondrial la secuencia blanco es
escindida y la proteina madura se ensambla formando el homo-tetramero (Sutton y col.,
2003). La sustitucion de una timina (T) por una citosina (C) en el nucleétido 47, provoca

el cambio de aminoacido Val —Ala en la posicion -9 de la MTS (Fig. 6), lo que causa la
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alteracion de la estructura secundaria de la enzima. Modelos computarizados muestran
una estructura en forma de alfa hélice para la variante Ala, mientras que en la variante
Val la estructura es de lamina beta causando la retencion de esta variante en la
membrana mitocondrial, en contraste la variante con Ala se localiza en la matriz

mitocondrial (Shimoda-Matsubyasi y col., 1996) (Fig. 7). Estos cambios en la estructura

afectan el transporte de la MnSOD dentro de la mitocondria y, por tanto, afecta la

defensa celular contra los radicales superdxidos (Sutton y col., 2003).

Met Leu Ser Arg
GCGG GCGGCGCAGG AGCGGCACTC GTGGCTGTGG TGGCTTCGGC AGCGGCTTCA GCAGATCGGC GGCATCAGCG GTAGCACCAG CACTAGCAGC|ATG TTG AGC CGG

-20

-10

1

Tyr
TAC

Thr
ACC

Phe
17T

Glu
GAA

Trp
TGG

Glu

20
Gly Ala Leu Glu Pro His Ile Asn Ala
GGC GCC CTG GAA CCT CAC ATC AAC GCG

50
Glu Glu Lys Tyr Gin Glu Ala Leu Ala
GAG GAG AAG TAC CAG GAG GCG TTG GCC

80

. 1le Asn His Ser Ile Phe Trp Thr Asn

ATC AAT CAT AGC ATT TTC TGG ACA AAC

110
Gly Ser Phe Asp Lys Phe Lys Glu Lys
GGT TCC TTT GAC AAG TTT AAG GAG AAG

i 140
Arg Gly His Leu Gln ITe Ala Ala Cys
CGG GGA CAC TTA CAA ATT GCT GCT TGT

170

Glu His Ala Tyr Tyr Leu Gln Tyr Lys
GAG CAC GCT TAC TAC CTT CAG TAT AAA

Arg Tyr Met Ala Cys Lys Lys

10

eu Gly Tyr Leu Gly Ser Arg Gln|Lys His Ser Leu Pro Asp Leu Pro Tyr Asp

Ala Val Cys Gly Thr Ser Arg Gin Leu Ala Pro Ala L
GCA GTG TGC GGC ACC AGC AGG CAG CTG GCT CCG GCT TTG TAT CT T AGIAAG CAC AGC CTC CCC GAC CTG CCC TAC

v

Val
GTT

Gln Ile Met Gln Leu His
CAG ATC ATG CAG CTG CAC

Lys Gly Asp Val Thr Ala
AAG GGA GAT GTT ACA GCC

Leu Ser Pro Asn Gly Gly
CTC AGC CCT AAC GBT GGT

Leu Thr Ala Ala Ser Va)
CTG ACG GCT GCA TCT GTT

Pro Asn Gln Asp Pro Leu
CCA AAT CAG GAT CCA CTG

Asn Val Arg Pro Asp Tyr
AAT GTC AGG CCT GAT TAT

30
His Ser Lys His His Ala Ala Tyr Val Asn Asn Leu Asn
CAC AGC AAG CAC CAC GCG GCC TAC GTG AAC AAC CTG AAC

60
Gln Ala Leu Gln Pro Ala Leu Lys Phe Asn Gly Gly
CAG A%A GCT CTT CAG CCT GCA CTG AAG TTC AAT GGT GGT

Ile 90

Gly Glu Pro Lys Gly Glu Leu Leu Glu Ala Ile Lys Arg
GGA GAA CCC AAA GGG GAG TTG CTG GAA GCC ATC AAA CGT

120
Gly Val Gln Gly Ser Gty Trp Gly Trp Leu Gly Phe Asn
GGT GTC CAA GGC TCA GGT TGG GGT TGS CTT GGT TTC AAT

150
Gin Gly Thr Thr Gly Leu Iie Pro Leu Leu Gly Ile Asp
CAA GGA ACA ACA GGC CTT ATT CCA CTG CTG GGG ATT GAT

180
Leu Lys Ala Ile Trp Asn Val Ile Asn Trp Glu Asn Val
CTA AAA GCT ATT TGG AAT GTA ATC AAC TGG GAG AAT GTA

GAC

40
val
GTC

70
Gly
GGT

100
Asp
GAC

130
Lys
AAG

160
Val
GTG

190
Thr
ACT

GAA AGA TAC ATG GCT TGC AMA ARG TAA ACCACGATCG TTATGCTGAS TATGTTAAGC TCTTTATGAC TGTTTTTGTA GTGGTATAGA GTACTGCAGA ATACAG

Figura 6. Nucleotidos y secuencia de aminoécidos deducida a partir de ADNc que codifica para
la enzima MnSOD humana. Recuadro rojo la secuencia blanco mitocondrial y recuadro amarillo
el aminodcido alanina en la posicion -9 de la secuencia blanco mitocondrial (Tomado y
modificado de Ho y Crapo, 1988).
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Figura 7. Esquema del andlisis de prediccidon por el algoritmo Chou-Fasman en las dos variantes
polimorficas (-9Ala y -9 Val) de MTS de la MnSOD humana. (Tomado y modificado de
Shimoda-Matsubyasi y col., 1996).

ANTECEDENTES

Existen una gran cantidad de evidencias que sugieren que el estrés oxidativo

juega un papel importante en la neurodegeneracién en la EA.

Roger Nitsch y colaboradores (1992) encontraron que dos clases de fosfolipidos,
PtdCho (fosfatidil-colina) y PtdEtn (fosfatidil-etanolamida), se encontraban en menor
cantidad en la corteza cerebral de pacientes con EA en comparacién con individuos
controles. Seis afios después, Prasad Renuka y colaboradores (1998) también observaron
una disminucién de fosfatidil-etanolamida (PtdEtn) y fosfatidil-inositol (Pl) en el
cerebro de pacientes con EA, estos fosfolipidos son ricos en acidos grasos poli-
insaturados facilmente oxidables, por lo que esta disminucion sugiere un papel del estrés
oxidativo en el aumento de la degradacion de los fosfolipidos en cerebros de pacientes

con EA.

Por otra parte, Sayre (1997) y Markesbery (1998) reportaron un aumento en la
cantidad de 4-hidroxinonenal (4-HNE), un producto de la peroxidacién lipidica que se
ha demostrado es neurotoxico. Las regiones del cerebro donde se encontré un aumento
significativo de 4-HNE en pacientes con EA fueron el hipocampo, la circunvolucién del
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hipocampo y la amigdala, que son regiones que muestran las alteraciones
histopatoldgicas mas pronunciada en los pacientes que padecen la enfermedad. Para este
mismo afio (1998), Lovell y colaboradores observaron una disminucion en la actividad
de la glutation S transferasa, la cual interviene en el proceso de eliminacion del 4-HNE.
Las regiones donde Lovell detecta la disminucion de la actividad de esta enzima,
corresponden con las regiones donde Markesbery observo un aumento de 4-HNE y en
otras regiones mas del cerebro. Al ser el 4-HNE neurotdxico, una disminucién en la
actividad de la GST podria relacionarse con la patogénesis de la Enfermedad de
Alzheimer (Lovell y col., 1998). Otra enzima que se ha encontrado con niveles de
oxidacion mayores en pacientes con EA en comparacion con individuos sanos es la

glutation sintasa (Butterfield y col., 1997).

El isoprostano (IsoPs) y neuroprostano (NPs) son productos de la oxidacion no
enzimatica inducida por radicales libre del acido docosahexaendico y acido araquidénico
(Roberts y col., 1998). Montine y colaboradores notifican, para el afio 1998, un aumento
de los niveles de IsoPs en el liquido cefalorraquideo de pacientes con EA, mientras que
en el afio 2001 Erin Reich observa un aumento significativo en los niveles de NPs en

cerebros de pacientes con EA en comparacion con cerebros de individuos sanos.

Otras evidencias de mayor oxidacion proteica en cerebros de pacientes fueron
notificadas por Smith y colaboradores (1991) y Hensley y colaboradores (1995), los
cuales encontraron niveles elevados de productos de la oxidacién proteica, como son los
carbonilos en el I6bulo frontal, hipocampo y la circunvalacion temporal media de los

cerebros de pacientes con EA.
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Las evidencias del papel del estrés oxidativo en la Enfermedad de Alzheimer
también se han encontrado a nivel del material genético. Mecocci y colaboradores
(1994) notificaron un aumento triplicado de los niveles de 8-hidroxi-2 deoxiguanosina
(8-OHdG) en el ADN mitocondrial y una menor diferencia en el ADN nuclear. Este
compuesto (8-OHdG) se produce con la oxidacion del ADN por el ataque de grupos
hidroxilo. Este aumento triplicado de oxidacion de ADN en la mitocondria confirma que
la mitocondria es altamente sensible a la oxidacion. En 1998, Gabbita y colaboradores
también reportan un aumento en la cantidad de ADN nuclear oxidado en los pacientes
con EA, mientras que Nunomura y colaboradores (1999) reportan las primeras

evidencias de aumento en la oxidacion del ARN en pacientes con EA.

Ademas, de una mayor oxidacion de lipidos, proteinas y ADN, también se han
observado diferencias en la actividad y polimorfismos de los genes que codifican las

enzimas GST (T1y M1) y MnSOD en pacientes con Alzheimer.

Stroombergen M. y Waring R (1999) realizaron un estudio para determinar el
polimorfismo de los genes GSTT1 y GSTM1 en pacientes con EA (n= 43), Enfermedad
de Parkinson (n= 187) y enfermedades neuromotoras (n= 65), encontrando que la
eliminacién del gen GSTT1 (alelo GSTT1*0) parece proporcionar susceptibilidad a
padecer la EA. Un resultado similar fue presentado por Pinhel, M. y colaboradores
(2008), quienes realizaron un estudio de los polimorfismos de los genes GSTT1 y
GSTM1en una poblacion brasilera (n= 215). Ellos encontraron que el alelo GSTT1*0 en

combinacion con el alelo APOE &4 proporciona susceptibilidad a padecer EA.
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En otro estudio realizado, en el afio 2010, por Ansari y colaboradores se analizd
la actividad de una variedad de enzimas, incluyendo la GST. El estudio fue realizado en
muestras congeladas de corteza frontal de pacientes con EA e individuos sanos. En este
estudio se publica que hay una disminucion significativa de la enzima en las fracciones
de la mitocondria y sinaptosomas de los pacientes con EA en comparacién con los
controles. Otra de las enzimas estudiadas fue la MnSOD, encontrando una actividad

disminuida en los pacientes con EA en comparacion con el grupo control.

También se han realizado estudios del polimorfismo Ala -9Val del gen MnSOD.
Ventriglia y colaboradores, en el afio 2005, realizaron un estudio en pacientes con
Alzheimer, en el cual no observaron diferencias significativas ni en la frecuencia
alélicas, ni genotipicas de la variante Ala -9Val en los pacientes con EA en comparacion
con los controles, sugiriendo que no parece haber ninguna asociacién entre el

polimorfismo de dicho gen y la susceptibilidad a la enfermedad.

Un factor genético de riesgo a padecer la EA, es el alelo ¢4 del gen APOE.
Existen diversos estudios que reportan un mayor riesgo a padecer la EA en pacientes que
presentan una o dos copias del alelo €4 del gen APOE (Strittmatter, y col., 1993;
Saunders, y col., 1993). En el afio 2007, Cedefio realizé un estudio del polimorfismo del
gen APOE en pacientes venezolanos con EA, reportando frecuencias incrementadas del

alelo e4 en pacientes con EA en comparacion con los controles.

Considerando el papel de las enzimas GSTT1, GSTM1 y MnSOD en la defensa

frente al estrés oxidativo y la existencia de una posible relacion entre el estrés oxidativo
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y la patogénesis de la Enfermedad de Alzheimer, nos planteamos los siguientes

objetivos:
OBJETIVOS
Objetivo general:

Estudiar el polimorfismo de los genes GSTT1, GSTM1 y MnSOD en individuos

venezolanos sanos y con la Enfermedad de Alzheimer (EA).
Objetivos especificos:

1. Detectar, mediante técnicas de biologia molecular, la presencia o ausencia de los
genes GSTT1 y GSTML, en individuos con EA e individuos sanos.

2. Establecer asociaciones entre las mutaciones nulas de GSTM1 y GSTT1 vy el
riesgo de sufrir EA.

3. Establecer posibles asociaciones entre el polimorfismo Ala-9Val del gen MnSOD

y el riesgo a padecer EA.
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MATERIALES Y METODOS

1. Seleccion de pacientes con EA

El estudio fue realizado en 79 pacientes (edad promedio de 70 £ 10 afios)

diagnosticados con la Enfermedad de Alzheimer del tipo esporadico, quienes acudieron

al Servicio de Neurologia del Hospital Clinico Universitario, entre Septiembre del 2004

y Octubre del 2006. Estos 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 (Cedefio, 2007). Dicho protocolo se estructurd de

acuerdo a los siguientes criterios:

a)

b)

d)

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

Evaluacién médica geriatrica, 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).

Evaluacion médica neuroldgica segin protocolo clinico especifico,
documentada con el mini-examen mental de Folstein, la escala isquémica de
Hachinski y los instrumentos de evaluacion diagndstica para demencia
vascular (ADDTC, MINDA-ADRA).

Evaluacion psicologica, realizada mediante entrevistas dirigidas a pacientes
y familiares, asi como también la aplicacion de baterias de pruebas

neuropsicoldgicas y el Alzheimer’s Disease Assesment Scale (ADAS).
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e) Estudios imagenoldgicos correspondientes a la evaluacion estructural por
neuro-imagen mediante las pruebas de tomografia axial computarizada
(TAC) yl/o resonancia magnetica (RM).

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.

2. Seleccidn del grupo control

El grupo control estuvé conformado por 100 individuos sin la Enfermedad de
Alzheimer, venezolanos, con un promedio de edad de 71 + 10 afios. A este grupo se le
realizd el mini-examen mental de Folstein, las pruebas de laboratorio e imagenologicas
(Cedefio, 2007).

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 y

del Hospital Clinica de Caracas.

3. Extraccién del ADN gendémico
El ADN genomico fue extraido por el Dr. N. Cedefio, quien utilizo los siguientes
métodos: el método con solvente organico (Bunce, 2000) y la utilizacion del estuche

comercial Qiagen Kit (QIAamp DNA Mini Kit).

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

a) Extraccion de ADN por el Método de Bunce :

La muestra de sangre periférica se centrifugé durante 10 min a 1000g para
obtener los leucocitos (capa blanca), los cuales fueron lavados con 10 mL de buffer de
lisis de células rojas (RCLB, red cell lysing buffer). Luego se centrifugd a 1000g
durante 10 min, se descart6 el sobrenadante y se repitio el lavado con RCLB hasta que
el precipitado de leucocitos quedd de color blanco.

El precipitado se resuspendio en 3 mL de buffer de lisis nuclear (NLB, nuclear
lisis buffer) y se dejé en bafio a 56°C hasta que se disolvid. Luego se afiadié 1 mL de
cloruro de sodio (NaCl 5,25 M), se agit6 por vdrtex, se afiadieron 2 mL de cloroformo,
se volvid a agitar hasta formar una solucion lechosa, se centrifugd durante 20 min a
1000g, se tom¢ la fase acuosa y se transfirio a un tubo de polipropileno.

A la fase acuosa se le afiadieron 2 volumenes de etanol 95% frio, se roté el tubo
hasta que precipito el ADN, se atrap6 la malla con una pipeta de transferencia de
polipropileno y se pasé a un tubo eppendorf estéril de (1,5 mL). EI ADN se resuspendio
en etanol (70%) y se centrifugd durante 5 min a méaxima velocidad y se volted el tubo
sobre una servilleta para eliminar el exceso de etanol. Finalmente, se resuspendi6 el
ADN hasta su dilucién en buffer TE 1X.

b) Extraccion de ADN empleando el estuche comercial QlAamp DNA Mini

Kit (Qiagen):

Se tomaron 200 pL de la capa de células blancas y se mezclaron con 20 uL de la

solucion stock de proteasas y 200 uL de buffer AL, mezclandose durante 15 segundos

en vortex. Se incubd a 56°C durante 10 min y se afiadieron 200 pL de etanol 96%, se
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mezcld por vortex durante 15 segundos y se centrifugo para bajar las gotas. Esta mezcla
se hizo pasar por una columna de QIAamp sin mojar los bordes, se tapé bien y se
centrifugd a 6000g por 1 min. Luego la columna fue colocada en un tubo colector de 2
mL y se le afiadieron 500 pL de buffer Aw1 sin mojar los bordes, se centrifugd a 6000g
durante 1 min. Seguidamente, se colocé la columna en un tubo colector de 2 mL y se

descarto el que posee el filtrado.

Se abrid la columna y se anadieron 500 puL de buffer Aw2 sin mojar los bordes, se
tap6 bien y se centrifugdé a maxima velocidad durante 4 min. Se coloc6 la columna en
un tubo eppendorf nuevo y se afiadieron 200 puL de buffer AE, se incubd a temperatura

ambiente durante 15 min y se centrifugd a 6000g por 1 min.

4. Ajuste de la concentracion de ADN
La concentracion de ADN se estimd por lectura de la densidad optica (DO),
midiendo la absorbancia a 260nm y a 280nm de cada muestra (2 pl) utilizando un
nanodrop (NanoDrop™ 2000).
La concentracion del ADN (ug/mL) se determind a través de la siguiente por la formula:
[ADN] doble cadena = 50 pg /mL (factor constante) x DO 260nm.
1D0O260nm = 50 pg de ADN/mL
Se calcul6 el indice = DO260nm / DO280nm (Debe ser mayor a 1,6) y se ajusto
la concentracion de ADN a 200ug/mL.
5. Integridad del ADN
La integridad de las muestras extraidas se evalu6 mediante electroforesis en un gel
de agarosa al 0,75% en TBE 1X, utilizando bromuro de etidio (0.5 pg/mL) para la
deteccion del ADN. En cada pozo del gel se colocaron 2l de buffer de carga con 5ul de
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ADN. En uno de los pozos del gel se colocd, como control de la concentracion del
ADN, 5ul del fago lambda (200 ng/mL) sin digerir. La corrida electroforética se realizd

aplicando una corriente de 100 voltios por media hora.

6. Meétodos para el andlisis de los polimorfismos.
El anélisis de los genes de interés se realizé empleando la técnica conocida como
reaccion en cadena de la polimerasa 0 PCR (Polymerase Chain Reaction). Esta técnica

fue descrita en el afio 1983 por Kary Mullis (Mullis y Faloona, 1987).

El principio basico de la PCR es el incremento exponencial de una secuencia
especifica de ADN utilizando iniciadores oligonucleotidicos, cuyas secuencias
corresponden con la region blanco y delimitan el segmento de ADN a amplificar

(Mullis, K 'y Faloona, F.A., 1987).

Para llevar a cabo los analisis realizados se utilizaron dos técnicas: 1. PCR-SSP
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa-Iniciadores de Secuencias Especificas), que
permite identificar el polimorfismo, utilizando iniciadores especificos durante el
proceso de PCR (Shyamala y Ames, 1993). 2. PCR-RFLP (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa- Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restriccion), técnica mediante
la cual el producto obtenido por PCR es incubado con enzimas de restriccion, las cuales
reconocen y digieren secuencias de ADN en sitios especificos, originando fragmentos
de distintas longitudes asociados al polimorfismo existente, es decir, originando

patrones de digestion distintos (Arens, 2001).
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6.1.

PCR-SSP de los genes GSTT1/GSTM1

Para detectar la presencia o ausencia de los genes GSTM1 y GSTT1 se utilizo el

método PCR mudltiplex, utilizando el protocolo modificado y los iniciadores especificos

publicados por Chen y colaboradores (Chen y col., 1996) (Tabla I).

La PCR se realiz6 empleando la siguiente mezcla de reaccion: Buffer 1X; 0,75

uM de cada uno de los iniciadores de los genes GSTM1 y GSTT1; 0,2 uM de los

iniciadores de B-globina; 2,5 mM de KCI; 0,4 mM de Tris HCI; 0,2 mM de dNTPs; 3,3

mM de MgClI2; 1,25 U/ml de la enzima Taq polimerasa Platinum (Invitrogen) y agua

destilada hasta completar un volumen final de 15 ul. Se utilizaron 5 ul de muestra de

ADN genomico (200 pug/ml) para un volumen total de reaccion de 20 pl.

TABLA 1. Secuencia de los iniciadores utilizados para la amplificacién de GSTM1

y GSTT1. Se indica el tamafio del producto amplificado correspondiente, asi como las

caracteristicas de los iniciadores para S-globina como control positivo de la reaccion.

Gen Iniciadores Secuencia (5°-3") Tamanfo
(pb)
GSTM1 F1 GAA CTC CCT GAAAAGCTAAAGC 219
R1 GTT GGG CTC AAATAT ACGGTG G
GSTT1 F1 TTCCTT ACT GGT CCT CAC ATCTC
R1 TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA 459
B-globina F1 CAACTT CAT CCACGT TCACC 286
R1 GAA GAG CCA AGG ACAGGT AC

El ciclo de reaccion utilizado fue el siguiente: un paso inicial de desnaturalizacion a

95°C durante 2 minutos, seguido por 30 ciclos con las siguientes caracteristicas:

desnaturalizacion a 94°C durante 1 minuto, hibridacion a 64°C durante 1 minuto y
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extension a 72°C durante 1 minuto. Culminado el numero de ciclos sefialados, la etapa
de extension final se realizo a 72°C durante 5 minutos.

Los productos amplificados fueron visualizados en un gel de agarosa (Sigma) al
2 %, tratado con bromuro de etidio. La corrida electroforética se realizd por 35 min a

100 voltios.

6.2 PCR-RFLP del polimorfismo Ala-9Val del gen MnSOD

El polimorfismo Ala-9Val del gen MnSOD, que conlleva al cambio del
amino&cido Alanina por Valina en la posicion -9 de la secuencia blanco mitocondrial
(SNP-9 T/C) del gen MnSOD, se estudié mediante la técnica de PCR-RFLP, utilizando
los iniciadores (Tabla Il) y protocolo de amplificacion descritos por Ambrosone y

colaboradores (Ambrosone y col., 1999).

TABLA 1. Secuencia de los iniciadores utilizados para la amplificacion (PCR) del
polimorfismo Ala-9Val del gen MnSOD. Se indica el tamafio del producto amplificado

correspondiente.

Gen Iniciadores Secuencia (5°-3") Tamafio (pb)
MnSOD F1 ACC AGC AGG CAGCTG GCG CCG G 107
R1 GCGTTGATG TGA GGT TCC AG

La amplificacion se realizd en un termociclador empleando la siguiente mezcla de
reaccion: Buffer 1X; 1,2 pmol de cada iniciador; 1,87mM de dNTPs; 2,0 mM de MgCl.,.
1,25 U/ml de la enzima Taq polimerasa Platinum (Invitrogen) y agua destilada hasta

completar un volumen final de 18 pl. Se utilizaron 2 pl de muestra de ADN gendémico

(200 pug/ml), para un volumen de reaccion de 20 pl.
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La reaccion de amplificacion consistio de un ciclo de desnaturalizacion del ADN a
95°C durante 5 minutos, seguido por 35 ciclos con las siguientes caracteristicas:
desnaturalizacion a 95°C durante 1 minuto, hibridacién a 61°C por 1 minuto y extension
a 72°C durante 2 minuto. Después de realizar el nimero de ciclos sefialados, la etapa de
extension final se realiz6 a 72°C durante 7 minutos.

El producto de PCR de 107 pb se verifico en geles de agarosa al 1,5% (Sigma),
tratado con bromuro de etidio (0,5ug/ml). La corrida electroforética se realiz6 a 100
voltios durante 45 minutos. Se utiliz6 como referencia un marcador de peso molecular
de 100 pares de bases (Axygen).

El producto amplificado fue digerido con la enzima de restriccion NgoMIV
(Promega), cuyo sitio de reconocimiento es 5"...GCCGGC...3" y 3"...CGGCCG...5". La
mezcla de reaccion utilizada fue la siguiente: buffer de digestion 1X, 1U de enzima
NgoMI1V, 6 pl de ADN (200mg/ul) y agua destilada hasta un volumen final de 15 pl. La
reaccion se incub6 a 37°C durante 16 horas.

El producto amplificado al ser sometido a la digestion con la enzima de restriccion
puede generar tres bandas (107 pb, 89 pb y 18 pb) correspondientes al genotipo
heterocigoto (V/A), dos bandas (89 pb y 18 pb) correspondiente al genotipo
homocigoto de la variante mutada (A/A) o una sola banda (107 pb) correspondiente al
genotipo homocigoto silvestre (V/V) (Tabla Ill). Los productos de la digestion se
visualizaron en un gel de poliacrilamida al 5,5%, utilizando bromuro de etidio
(0,5ug/ml) para la deteccion del ADN. La corrida electroforética fue realizada a 100

voltios durante 50 min.
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TABLA 111. Patron de digestion para la asignacion de los genotipos polimorfismo

Ala-9Val del gen MnSOD.

NUmero de bandas obtenidas o
Genotipo después de la digestion con la Targgrx)sjls Iof Ogﬁgirgggtos
enzima de restriccion P
\YAY 1 107 pb
107 pb
VA 3 89 pb
18 pb
AA 2 89 pb
18 pb

7. Andlisis estadisticos.

El andlisis estadistico se realiz6 a calculando las frecuencias alélicas y genotipicas.

Las frecuencias alélicas (FA) para el gen MnSOD, fueron obtenidas por contaje

directo a partir de los alelos asignados a cada individuo. Se determina el nimero de

veces que se observa el alelo y se divide entre dos veces el nimero total de individuos

estudiados (N).

FA= n° veces que se observa

el alelo

2N

Las frecuencias genotipicas de cada gen, fueron obtenidas por contaje directo a

partir de los genotipos asignados a cada individuo. Se determina el nimero de veces que

se observa el genotipo y se divide entre el numero total de individuos estudiados (N).

FG= n° veces que se observa el genotipo

N
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Se realizd la prueba de equilibrio para la distribucién genotipica en el grupo
control de acuerdo a Hardy-Weinberg (H-W). La significancia (p) del desequilibrio de
los genotipos se calculd con la prueba de 2 de acuerdo a la siguiente ecuacion:

v2=Y( O-E)*/E

Donde O es el valor de las frecuencias observadas y E el valor de las frecuencias
esperadas. La significancia (p) del mismo se buscé en la tabla de y2 con 1 grado de
libertad.

La asociacion del alelo o genotipo con la condicién de estudio (EA), se estimo de
acuerdo a los postulados de Woolf y Haldane, calculando, a partir de tablas de
contingencia 2x2, la relacién de probabilidades (OR, odds ratio) (Haldane J.; 1956). La

significancia estadistica se determino por la prueba exacta de Fisher.

El OR es usado para estimar el riesgo en estudios caso-control en los cuales los
calculos de riesgo relativo no son apropiados. Un OR < 1 indica proteccién, mientras un
OR >1 indica un riesgo incrementado. Los valores de p menores a 0,05 se consideraron

significativos.
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RESULTADOS

3.1.- Integridad del ADN genémico

Una vez ajustada la concentracion del ADN a 200ug/mL, fue visualizado en
geles de agarosa al 0,75% utilizando bromuro de etidio para su deteccion. Esto permitid
verificar si el ADN estaba ajustado a la concentracion deseada al compararlo con un
patrén ajustado a 200ug/mL  (ADN sin digerir de fago lambda). Estos geles también
permitieron verificar la integridad del ADN gendémico obtenido de las muestras de

sangre periférica (Fig.8).

Figura 8. Visualizacion de los ADN gendmicos, mediante electroforesis en gel de agarosa
(0,5%) en buffer TBE 1X, tratado con bromuro de etidio. El carril 1 corresponde al fago lambda
ajustado a 200ug/ml (marcador de referencia) y a continuacion (carril 2 al 8) corresponde a las

muestras de ADN de algunos de los individuos incluidos en el estudio.

3.2. Deteccidn de los genes GSTT1 y GSTM1 por PCR-SSP

Para detectar la presencia o ausencia de los genes GSTM1 y GSTT1 se utilizd el
método PCR, empleando las condiciones descritas en la metodologia, obteniéndose una
banda de 219 pb para el gen GSTM1, 459 pb para el gen GSTT1 y 286 pb para el control
interno (#-globina). Es importante mencionar que la presencia de las bandas de 459 pb
y 219 pb denota la presencia del fragmento del gen que codifica para la GSTT1 y

GSTM1, respectivamente, mientras que la ausencia de las bandas de 459 pb y de 219 pb
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indica la ausencia del gen GSTT1 y GSTM1, respectivamente. Es importante destacar
que la p-globina actia como control interno permitiendo la discriminacion entre
muestras de pacientes que sean nulos para los genes GSTT1 y GSTM1, y muestras que
hayan fallado en la amplificacion, ya sea por la degradacion de ADN o por la presencia
de alguna impureza que interfiera con el resultado. Por tal motivo es indispensable que
haya una amplificacién positiva del gen que codifica la -globina, de modo contrario es

necesario repetir la técnica y verificar los posibles errores (Fig. 9).

459 pb GSTT1

286 pb S-globina
219 pb GSTM1

500 pb =»

Figura 9. Visualizacién de los productos amplificados de los genes GSTT1 y GSTM1 en gel de
agarosa (1.5%) en buffer TBE 1X, tratado con bromuro de etidio. En el carril 1 se observa el
marcador de peso molecular de 100pb (Axygen) para determinar el tamafio del producto
amplificado. Los carriles 2 al 8 corresponden a muestras de pacientes donde se muestran las

bandas correspondientes a los genes GSTM1, GSTT1 y B-globina.

3.3.- Estudio del polimorfismo Ala-9Val del gen MnSOD por PCR-RFLP

El estudio del polimorfismo Ala-9Val del gen MnSOD se realiz6 mediante la
amplificacion de un segmento de 107 pb del gen, dentro del cual se encuentra el

polimorfismo Ala-9Val (Fig. 10).
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107 pb

Figura 10. Visualizacion de los productos amplificados del gen MnSOD, mediante electroforesis
en gel de agarosa (1,5%) en buffer TBE 1X, tratado con bromuro de etidio. En el carril 1 se observa
el marcador de peso molecular de 100pb (Axygen) para determinar el tamafio del producto
amplificado. Los carriles 2 al 8 corresponden a muestras de pacientes donde se muestran las bandas

correspondientes al fragmento de ADN del gen MnSOD.

El producto amplificado se someti6 a digestion con la enzima NgoMIV, con lo
que se observd el siguiente patron de bandas: 1 banda de 107 pb, correspondiente al

alelo V y dos bandas, una de 89 pb y otra de 18 pb la cual no se logra visualizar en el

gel, correspondiente al alelo A (Fig. 11).

Figura 11. Visualizacién de los productos obtenidos de la digestion del producto amplificado de
107 pb del gen MnSOD con la enzima NgoMIV, mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida (5,5%) en buffer TBE 1X. El pozo nimero 1 corresponde al marcador de peso
molecular de 10 pb (Invitrogen), y los pozos 2 al 10 corresponden a las muestras de pacientes
con EA.
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3.4 Evaluacion de la estimacion del equilibrio de Hardy Weinberg (H-W) para la
distribucién genotipica del polimorfismo del gen MnSOD en individuos venezolanos

sSanos.

La prueba de H-W se estim0 para cada sitio polimorfico por separado, ya que se
desconoce la fase gamética por ausencia de los datos familiares asociados a cada
muestra. Se pudo constatar la no existencia de equilibrio de Hardy-Weinberg para la

distribucion genotipica del sitio polimorfico Ala-9Val del gen MnSOD.

TABLA 1V. Andlisis del equilibrio de H-W para el polimorfismo en individuos

sanos
Polimorfismo estudiado X? P. de Fisher, 1g.I.
Val-9Ala MnSOD 6,2925 Significativo

X% Ji cuadrado; p: significancia; g.l.: grados de libertad

3.5 Distribucion de los genes GST en individuos sanos y pacientes con EA.

En la tabla V se muestra la distribucion de los alelos del gen GSTM1 (alelo presente
+, alelo nulo -) y el gen GSTT1 (alelo presente +, alelo nulo -) en individuos sanos y con
EA. Se observo que el alelo GSTT1+ presentaba una mayor frecuencia con respecto al
alelo GSTM1+ y el alelo GSTM1- una mayor frecuencia con respecto al alelo GSTT1-

tanto en el grupo control como en los pacientes con EA.

Con respecto al gen GSTT1, se observo que el alelo nulo (GSTT1-) presenta la

menor frecuencia tanto en los pacientes con EA como en los individuos sanos (16% vs.

38



22%, respectivamente), mientras que el alelo GSTT1+ muestra la mayor frecuencia en
ambos grupos estudiados (84% vs. 78%, respectivamente). En relacion al gen GSTML1, el
alelo nulo presentd una frecuencia incrementada en los pacientes con respecto a los
individuos sanos (52% vs. 40%, respectivamente, OR=1,62; p=0,07), y el alelo
GSTM1+ presentd una frecuencia disminuida en los pacientes con EA en comparacion a
los individuos sanos (48% vs. 60%, respectivamente, OR=0,62; p=0,07). Sin embargo,

las diferencias de frecuencias observadas no son significativas.

En ambos grupos se observaron todas las combinaciones de genotipos posibles:
GSTT1+/GSTM1+, GSTT1+/GSTM1-, GSTT1-/GSTM1+ y GSTT1-/GSTM1-. En los
pacientes con EA la combinacion GSTT1+/GSTM1- presento una frecuencia elevada
(48%), seguida por las combinaciones GSTT1+/GSTM1+ (35%), GSTT1-/GSTM1+
(11%) y GSTT1-/GSTM1- (5%). A diferencia de este grupo, en los individuos sanos la
combinacion GSTT1+/GSTM1+ presento la frecuencia mas elevada (47%), seguida por
las combinaciones GSTT1+/GSTM1- (31%), GSTT1-/GSTM1- (13%) y GSTT1-
IGSTM1+ (9%).

Al establecer comparaciones entre ambos grupos estudiados se observaron
diferencias significativas. Presentando la combinacion genotipica GSTT1+/GSTML1- una
frecuencia significativamente incrementada en los pacientes con respecto a los
individuos sanos (48% vs. 31%, respectivamente, OR= 2,06; p= 0,01). Por otra parte, se
observo una frecuencia ligeramente incrementada, pero no significativa, de la
combinacion genotipica GSTT1+/GSTM1+ en los controles con respecto a los pacientes

(35% vs. 47%, respectivamente, OR=0,62; p= 0,08).
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TABLA V. Distribucion genotipica y de las combinaciones genotipicas de los genes
GSTT1y GSTML en pacientes con EA e individuos sanos.

EA Controles OR 2
n= 79 n=100 (1C95%) P (<)
Genotipo
GSTT1 + 84 (66) 78 (78) 1,43 0,23
GSTT1 - 16 (13) 22 (22) 0,69 0,23
GSTM1+ 48 (38) 60 (60) 0,62 0,07
GSTML1 - 52 (41) 40 (40) 1,62 0,07
Combinaciones

GSTT1+ GSTM1+ 35 (28) 47 (47) 0,62 0,08
GSTT1- GSTM1- 5(4) 9(9) 0,54 0,24
GSTT1+ GSTM1- 48 (38) 31(31) 2,06 0,01
GSTT1- GSTM1+ 11 (9) 13 (13) 0,46 0,86

NOTA: Los valores mostrados en paréntesis representan el nimero de veces que
se repite el alelo o el numero de individuos portadores del genotipo para el sitio

polimdrfico estudiado. La frecuencia est4 expresada en porcentaje

3.6.- Distribucion de la frecuencias alélicas y genotipicas del gen MnSOD en
individuos sanos y pacientes con EA

Al analizar el SNP Val-9 Ala del gen MnSOD en ambos grupos, se observaron
los tres genotipos posibles (Val/Val, Val/Alay Ala/Ala).

En los pacientes con EA el genotipo Ala/Val presentd una frecuencia elevada
(54%), seguido por los genotipos Ala/Ala (27%) y Val/Val (19%). En los individuos
sanos el genotipo Ala/Val presentd la frecuencia mas elevada (63%), seguido por los
genotipos Val/Val (21%) y Ala/Ala (16%). Ademas, el alelo Ala es el mas frecuente en
pacientes con EA (54%) y el alelo Val en los controles (52%). Al establecer las
comparaciones entre los pacientes e individuos sanos no se obtuvieron diferencias

estadisticamente significativas, aunque la frecuencia del genotipo Ala/Ala esta
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ligeramente incrementado en los pacientes con respecto a los controles (27% vs. 16%,

respectivamente, OR= 1.9; p=0,06) (Tabla VI).

TABLA VI. Frecuencia alélica y genotipica del polimorfismo Ala-9Val del gen

MnSOD en pacientes con EA y controles sanos.

EA Controles OR

2,
=79 n=100 (1cose) PO

Alelos
Ala 54 (85) 48 (95) 1,28 0,15
Val 46 (73) 52 (105) 0,77 0,14

Genotipos

Ala/Ala 27 (21) 16(16) 1,9 0,06
Ala/Val 54 (43) 63 (63) 0,7 0,15
Val/Val 19(15) 21 (21) 0,88 0,44

NOTA: Los valores mostrados en paréntesis representan el nimero de veces que
se repite el alelo o el nimero de individuos portadores del genotipo para el sitio

polimdrfico estudiado. La frecuencia esta expresada en porcentaje

3.7.- Estudio del efecto combinado del polimorfismo Ala-9Val del gen MnSOD, GSTT1,

GSTM1y del gen APOE.

Una vez determinadas las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos
de los genes MnSOD, GSTT1, GSTM1 y contando con la informacién del polimorfismo del gen
APOE de los individuos que participaron en este estudio, se determind si existen combinaciones

que favorecen o protegen frente al desarrollo de la EA.

En la tabla VII se muestran los 5 genotipos del gen APOE presentes en pacientes con EA
e individuos sanos. Los genotipos £2¢3 (0% vs 12%, OR= 0,04; p = 0,002) y ¢3&3 (46% vs
60%, OR= 0,56; p = 0,04) estan significativamente incrementados en los individuos

sanos, mientras que en los pacientes con la EA los genotipos &3¢4 (38% vs 24%, OR=
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1,94; p = 0,03) y e4e4 (15% vs 4%, OR= 4,29; p = 0,009) estan incrementados
significativamente en comparacién con los individuos sanos. Estos datos concuerdan con
lo reportado anteriormente que indica que los alelos €2 y 3 confieren proteccion contra
el desarrollo de la EA, mientras que el alelo ¢4 favorece el desarrollo de EA.

TABLA VII. Frecuencias de los genotipos del gen APOE en pacientes con EA e

individuos sanos.

EA Controles OR

n=79 n=100 (1C95%) i
Genotipo
e2/ €3 0 (0) 12 (12) 0,04 0,002
2/ ¢4 1 (1) 0(0) 3,84 0,4
€3/ £3 46 (36) 60 (60) 0,56 0,04
£3/ &4 38 (30) 24 (24) 1,94 0,03
&4l ¢4 15 (12) 4 (4) 4,29 0,009

NOTA: Los valores mostrados en paréntesis representan el nimero de
individuos portadores del genotipo. La frecuencia estd expresada en

porcentaje

3.7.1- Estudio del efecto combinado del polimorfismo de los genes GSTT1, GSTM1
y el gen APOE.

En la tabla VIII se muestran 15 de las 24 combinaciones GSTT1/GSTM1/APOE
presentes en pacientes con EA e individuos sanos. Al realizar el analisis se observa que
las frecuencias de las combinaciones GSTT1+/GSTM1+/e2e3 (5% vs 0%,
respectivamente, OR= 0,11; p = 0,05) y GSTT1+/GSTMI+/e3c3 (26% vs 14%,
respectivamente, OR= 0,46; p = 0,05) estan significativamente incrementadas en los
individuos sanos con respecto a los pacientes. En contraste, las frecuencias de las

combinaciones genotipicas GSTT1+/GSTM1-/e3¢4 (14% vs. 5%, respectivamente, OR=
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3,07; p=0,05) y GSTT1+/GSTM1-/e4e4 (10% vs. 2%, respectivamente, OR=5,52; p =

0,02) estan significativamente incrementadas en los pacientes con respecto a los

individuos sanos.

TABLA VIII. Frecuencias de las combinaciones genotipicas GSTT1/GSTM1/APOE

en pacientes con EA e individuos sanos.

EA Controles OR 2

n=79 n=100 (1C95%) P )
Genotipo

GSTTI+/GSTM1+ /¢2¢3 0 (0) 5 (5) 0,11 0,05
GSTTI+/GSTM1+ /e3&3 14 (11) 26 (26) 0,46 0,03
GSTTI+/GSTMI+ /e3¢4 15 (12) 13 (13) 1,2 0,42
GSTT1+/GSTMI1+ /eded 6 (5) 3(3) 2,18 0,24

GSTT1+/GSTM1- /e2¢3 0 (0) 4 (4) 0,13 0,1
GSTT1+/GSTM1- /e3¢3 24 (19) 20 (20) 1,27 0,32
GSTT1+/GSTM1- /e3¢4 14 (11) 5 (5) 3,07 0,05
GSTT1+/GSTM1- /e4e4 10 (8) 2 (2) 5,52 0,02
GSTT1-/GSTMI+/¢2¢3 0 (0) 2 (2) 0,25 0,31
GSTT1-/GSTMI+/e3¢3 6 (5) 9 (9) 0,68 0,35
GSTT1-/GSTM1+/c3¢4 4 (3) 2 (2) 1,93 0,39
GSTT1-/GSTM1- /g2¢3 0(0) 1(1) 0,41 0,41
GSTT1-/GSTM1- /&3¢3 1(1) 5 (5) 0,24 0,17
GSTT1-/GSTM1- /e3e4 1(1) 2 (2) 0,63 0,42
GSTT1-/GSTM1-/e4e4 2 (2) 1(1) 2,57 0,41

NOTA: Los valores mostrados en paréntesis representan el nimero de individuos portadores del

genotipo. La frecuencia estd expresada en porcentaje

3.4.2- Estudio del efecto combinado del polimorfismo Ala-9Val del gen MnSOD v el

gen APOE.

En la tabla IX se muestran 12 de las 18 combinaciones posibles MnSOD/APOE. Al

realizar el analisis se observa que las frecuencias de la combinaciones 4AlaAla/e3¢4 (13

vs. 4%, respectivamente; OR= 3,47; p= 0,03) y AlaVal/ede4 (11 vs.

2%,
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respectivamente; OR= 6,3; p= 0,01) estan significativamente incrementadas en los
pacientes con EA con respecto a los individuos sanos. En contraste, las frecuencias de
las combinaciones genotipicas AlaVal/e2e3 (6 vs. 0%, respectivamente; OR= 0,09; p=
0,03), AlaVal/e3e3 (42 vs. 27%, respectivamente; OR= 0,5; p= 0,02) y ValVal/c2e3 (5
vs. 0%, respectivamente; OR= 0,11; p= 0,05) estan significativamente incrementadas en

los individuos sanos con respecto a los pacientes.

TABLA IX. Frecuencias de las combinaciones genotipicas MNnSOD/APOE en

pacientes con EA e individuos sanos.

EA Controles OR

2
=79 n=100 (Icosse) P
Genotipo
AlaAla/e2e3 0 (0) 1() 0,42 0,4
AlaAla/e3e3 10 (8) 10 (10) 1,01 0,41
AlaAla/e3e4 13 (10) 4 (4) 3,47 0,03
AlaAla/ede4 4 (3) 1(1) 3,9 0,22
AlaVal/e2e3 0 (0) 6 (6) 0,09 0,03
AlaVal/e3e3 27 (21) 42 (42) 0,5 0,02
AlaVal/e3e4 16 (13) 13 (13) 1,32 0,33
AlaVal/eded 11 (9) 2(2) 6,3 0,01
ValVal/e2¢e3 0 (0) 5 (5) 0,11 0,05
ValVal/e3e3 9(7) 8 (8) 1,11 0,47
ValVal/ede4 3(2) 2(2) 1,27 0,39
ValVal/e3e4 6 (5) 6 (6) 1,06 0,41

NOTA: Los valores mostrados en paréntesis representan el nimero de individuos
portadores del genotipo para el sitio polimorfico estudiado. La frecuencia esta
expresada en porcentaje
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DISCUSION

La mayor fuente de especies reactivas de oxigeno es la cadena respiratoria
mitocondrial, en la cual bajo niveles fisiol6gicos de O, un porcentaje del oxigeno
consumido, que oscila entre 1 y 2%, se convierte en ROS. Un desbalance entre la
produccion de ROS y su eliminacidn es lo que se conoce como estrés oxidativo, el cual
puede ser contrarrestado por la célula restaurando asi el balance redox. Esto evita la
pérdida de funciones neuronales y la muerte neuronal, que se han relacionado con

enfermedades neurodegenerativas (Emerit y col., 2004).

Las investigaciones relacionadas con la Enfermedad de Alzheimer se han
centrado en el papel del estrés oxidativo, debido al alto consumo energético y al bajo
nivel de defensa antioxidante del sistema nervioso central, que lo hace altamente
sensible al estrés oxidativo (Castellani y col., 2002). EIl cerebro, aunque representa un
2% del peso corporal, utiliza un 20% del oxigeno consumido. Este oxigeno es tomado
por las neuronas, donde se produce ATP mediante la respiracion celular en la

mitoncondria, manteniendo la homeostasis de la célula (Emerit y col., 2004).

Ansari y colaboradores (2010) evaluaron los niveles de diversos marcadores de
estrés oxidativo y niveles de la actividad de enzimas que participan en la defensa
antioxidante en pacientes con Alzheimer y pacientes con deterioro cognitivo leve (MCI),
el cual se ha establecido como una etapa entre el envejecimiento normal y la demencia
(Flicker y col., 1991; Morris y col., 2001). Se han descrito niveles elevados de diversos
marcadores de estrés oxidativo y una actividad disminuida de varias enzimas, entre las

que se encuentras la glutation S transferasa y la superdxido dismutasa, tanto en pacientes
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con EA como pacientes con deterioro cognitivo leve. Estos resultados ayudaron a
reforzar la idea sobre el estrés oxidativo como un evento temprano en la Enfermedad de
Alzheimer, asi como también un evento que continta a lo largo de la enfermedad

(Ansari y col., 2010).

La glutation S tranferasa es una familia de enzimas que conjuga el glutation
reducido con compuestos electrofilicos, facilitando su eliminacion de las células y
evitando asi el dafio oxidativo (Hayes y col., 1995). Se han publicado diversos estudios
sobre el papel de los genes GSTM1 y GSTT1, con resultados contradictorios. En este
estudio no se observan diferencias significativas en relacion a la presencia o ausencia del
gen GSTML1, en concordancia con lo descrito en otros estudios (Green y col., 1995;
Stroombergen y Waring, 1999; Bernadini y col., 2005; Pinhel y col., 2008). En cuanto a
la ausencia o presencia del gen GSTT1 no se observan diferencias significativas entre
pacientes y controles, en concordancia con los resultados presentados por Bernadini y
colaboradores (2005). Sin embargo, al evaluar las combinaciones genotipicas GSTT1/
GSTML1 observamos que la combinacion GSTT1+/GSTM1- es mas frecuente en los
pacientes con EA versus controles, sugiriendo que el alelo nulo GSTM1 podria estar
relacionado con el desarrollo de EA. La combinacién GSTT1+/GSTM1- confiere hasta
dos veces mayor riesgo a padecer la enfermedad en quienes portan dicho genotipo (OR=
2,06; p=0,01). A diferencia de los resultados obtenidos, Stroombergen y colaboradores
(1999) determinaron que en los pacientes con EA hay una mayor frecuencia del alelo
nulo GSTT1 en comparacion a los individuos sanos (54% vs. 29%, respectivamente;
p<0,01). En otro estudio, realizado por Pinhel y colaboradores (2008) no se observaron

diferencias significativas, pero al evaluar la combinacion de los polimorfismo de los
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genes GSTT1, GSTM1, GSTP1 y APOE, observaron que la combinacién del aleo &4 del
gen APOE, el alelo V del gen GSTP1 y el alelo nulo de GSTT1, era méas frecuente en los

pacientes en comparacion con los controles (OR= 10,65; p=0,04).

Considerando que una gran variedad de estudios sugieren que la variabilidad del
gen APOE es un factor genético de riesgo en la EA (Strittmatter, y col., 1993; Saunders,
y col., 1993; Cedefio, 2007), se establecieron combinaciones con los genotipos de este
gen obteniéndose resultados interesantes. Se determiné que las frecuencias de las
combinaciones genotipicas GSTT1+/GSTM1-/e3¢4 (OR= 3,07; p = 0,05 vy
GSTT1+/GSTM1-/e4¢4 (OR= 5,52; p = 0,02) estan significativamente incrementadas en
los pacientes con respecto a los individuos sanos, sugiriendo que la presencia de las
mismas pudiese conferir susceptibilidad al desarrollo de EA. Estos resultados sugieren
que el riesgo que parece conferir la presencia de uno o dos alelos ¢4 del gen APOE se
incrementa en aquella combinacion donde el gen GSTM1 esta ausente
(GSTT1+/GSTML1-). Por lo tanto, la ausencia del gen GSTM1 podria estar afectando las
defensas antioxidantes, favoreciendo el desarrollo de la EA. Ademas, se observé que las
frecuencias de las combinaciones GSTT1+/GSTM1+/¢2¢3 (OR= 0,11; p = 0,05) y
GSTTI1+/GSTM1+/3¢3 (OR= 0,46; p = 0,05) estan significativamente incrementadas
en los individuos sanos con respecto a los pacientes, sugiriendo que la presencia de las
mismas pudiese conferir proteccion contra el desarrollo de la EA. Por lo tanto, la
presencia del alelo €3 y del gen GSTM1 parece proteger a los individuos de desarrollar
la EA.

El mecanismo por el cual apoE4 estd implicado en la patogenia de la EA no esta del

todo claro. Algunos estudios indican una relacion entre la densidad de las placas

47



amiloides y la dosis de alelos ¢4 del gen APOE (Rebeck y col, 1993; Schmechel y col.,
1993). Un estudio demuestra que las tres isoformas de apoE promueven la agregacion
de AP, teniendo un mayor efecto la isoforma E4 en comparacion con las isoformas E3 y
E2 (May col., 1994; Castafio y col., 1995; Wisniewski, y col., 1994). Algunos estudios
indican que la eficiencia de la formacion de complejos con el AP tiene el siguiente
orden: E2> E3>> E4, lo cual muestra que es posible que el papel de apoE en la
patogénesis de la EA puede ser en la eliminacion del AB (Tokuda y col., 2000). Por otra
parte, otros estudios parecen indicar que las tres isoformas parecen inhibir la agregacion
de AB, siendo la isoforma conferida por el alelo ¢4 la menos eficiente en la inhibicién
(Kim, J., y col. 2009).

La neurotixicidad del péptido AB es caracterizada por niveles elevados del radical
libre H,O, y es contrarrestado por la accion de antioxidantes como la vitamina E (Behl
y col. 1994). Kaminsky y colaboradores en el 2008, describen un aumento en los niveles
de H,O, y proponen que la causa de este aumento es la entrada masiva de calcio a la
célula, causando la despolarizacion de la membrana de la mitocondria lo cual afecta la
cadena respiratoria y trae como consecuencia que se produzcan radicales O,", que por la
accion de la enzima MnSOD es convertido en H,O, y O,. Este péptido también se ha
visto involucrado en la disminucion de la expresion de la citocromo c¢ oxidasa en la
mitocondria, afectando asi la cadena transportadora de electrones y originando ROS

(Hong y col. 2007).

Un aumento en la agregacion del péptido Ap debido a la isoforma E4 de la
apolipoproteina E, junto con la disminucion de defensas antioxidantes, como

consecuencia de la eliminacion homocigota del gen GSTML1, podria estar causando un
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mayor estrés oxidativo y por ende, una mayor muerte neuronal en los pacientes con EA,
explicando asi como el riesgo proporcionado por el alelo ¢4 del gen APOE se ve

aumentando en ausencia del gen GSTML1.

Otra enzima que forma parte de la primera linea de defensa celular contra el
anion superoxido es la MnSOD (Zelko y col., 2002). Existen diversos estudios que
sugieren que la MnSOD tiene un papel en la supervivencia de las neuronas frente al
estrés oxidativo. Entre estas evidencias esta el estudio realizado con ratones “knockout”
para el gen MnSOD, en el cual se reportd que los ratones presentaban neurodegeneracion
y morian poco tiempo después de nacer (Li y col., 1995; Lebovitz y col., 1996).
También se ha reportado que la deficiencia de MnSOD en ratones transgénicos causa un
aumento en los niveles del péptido B amiloide, favoreciendo la formacion de las placas
neuriticas (Li y col., 2004; Esposito y col., 2006). En contraste, otro estudio describe
que la sobre-expresion de la enzima MnSOD protege a las neuronas del dafio oxidativo

(Gonzalez-Zulueta y col., 1998; Keller y col., 1998; Klivenyi y col., 1998).

En nuestro estudio del polimorfismo Ala-9Val del gen MnSOD no observamos
diferencias significativas entre pacientes y controles, en concordancia con lo reportado
por Ventriglia y colaboradores en poblacidn italiana (Ventriglia y colaboradores, 2005).
Sin embargo, al evaluar el efecto combinado del gen MnSOD y APOE, se observé que
las frecuencias de la combinaciones AlaAla/c3¢4 (OR= 3,47; p= 0,03) y AlaVal/e4e4
(OR=6,3; p=0,01) estan incrementadas significativamente en los pacientes con EA con
respecto a los individuos sanos, sugiriendo que la presencia de las mismas pudiese
conferir susceptibilidad al desarrollo de EA. Por lo tanto, la presencia del alelo €4, en

una o dos dosis, favorece el desarrollo de la EA. También se puede notar que el riesgo
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que confieren los genotipos &3e4 y e4e4 (OR= 1,94 y OR= 4,29, respectivamente) se ve
aumentando al estar en combinacion con los genotipos AlaAla y Alaval del gen
MnSOD. En contraste, las frecuencias de las combinaciones genotipicas AlaVal/c2e3
(OR= 0,09; p= 0,03), AlaVal/e3e3 (OR= 0,5; p= 0,02) y ValVal/e2e3 (OR= 0,11; p=
0,05) estan significativamente incrementadas en los individuos sanos con respecto a los
pacientes, sugiriendo que la presencia de las mismas pudiese conferir proteccion contra
el desarrollo de la EA. Por lo tanto, la presencia del alelo €3, en forma homocigota o

con el alelo €2, protege a los individuos de desarrollar la EA.

El polimorfismo Ala-9Val del gen MnSOD es uno de los mas estudiados. Se ha
descrito que el transporte de la forma Ala hacia la mitocondria es entre un 30% y 40%
mas eficiente que la forma Val (Sutton y col., 2003). De acuerdo con estos hallazgos es
de esperar que sea la forma Val la que este asociada con un mayor nivel de ROS. Sin
embargo, diversos estudios en los cuales se estudié el polimorfismo Ala-9Val del gen
MnSOD en pacientes con cancer, enfermedad en la cual se ha establecido que las
especies reactivas de oxigeno tienen un posible papel, la frecuencia del alelo Ala se
encuentra significativamente incrementado en los pacientes con respecto a individuos
sanos (Woodson y col., 2003; (Ambrosone y col., 2005; Li y col., 2005; Kang y col.,
2007). La MnSOD cataliza la conversion del anion OH a O, y H,0, que luego es
eliminado de la mitocondria por la accion de la catalasa y glutation peroxidasa. De esta
forma, una mayor actividad de la enzima MnSOD podria causar un desbalance e inducir
toxicidad, si la actividad de las enzimas catalasa y glutation peroxidasa se ve disminuida

(Kinula'y Crapo, 2004).
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En el afio 2008, Kaminsky y Kosenko, reportan un aumento en la produccién de
H,0, al incubar las mitocondrias con agregados de péptido AP, asi como un aumento en
la actividad de la enzima MnSOD vy una disminucion en la actividad de la catalasa y

glutation peroxidasa.

De acuerdo con los resultados obtenidos y con lo reportado por Kaminsky y
Kosenko respecto a los efectos del péptido AP en las enzimas involucradas en el
metabolismo del peroxido de hidrogeno, y el efecto que tiene la apoliproteina E4
aumentando la agregacién del péptido A, se sugiere que hay un incremento en la
produccion de ROS en individuos que presentan el alelo Ala del gen MnSOD en

combinacion con el alelo ¢4 del gen APOE.

La forma E4 de la apoliproteina E incrementa los niveles del péptido AB, el cual
a su vez causa un incremento en la concentracion de Ca®* que es tomado por la
mitocondria, causando despolarizacion de la membrana y alterando la cadena
respiratoria al aumentar los niveles del radical O, (Cheah y col., 1970). Al mismo
tiempo, esta entrada de calcio afecta la actividad de algunas enzimas causando un
aumento de la actividad de enzimas, como la monoamina oxidativa (MAO-B), que
produce H,0O, al catalizar la oxidacion de aminas, y la MnSOD. Mientras que la
actividad de enzimas involucradas con la eliminacion del H,O, como la catalasa y
glutation peroxidasa, disminuye. Todos estos eventos conducen a una acumulacion de

ROS provocando un dafio oxidativo en la célula (Fig. 12) (Kaminsky y Kosenko, 2008).
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Figura 12. Esquema de la secuencia de eventos que llevan a la produccion de ROS a partir del
aumento de la agregacion del péptido AB causado por la isoforma E4 de la apoliproteina E. Los
simbolos “+” y “-“corresponden a efectos de activacion e inhibicion respectivamente (Tomado y
modificado de Kaminsky y Kosenko, 2008).

Es importante destacar que existen otros genes relacionados con estrés oxidativo
y vias anti-oxidantes, los cuales pudiesen estar involucrados en la susceptibilidad a
desarrollar la Enfermedad de Alzheimer, y probablemente la variabilidad genética de
dichos genes sea mas relevante. Ademas, seria de interés agrupar a los pacientes en
funcion de la presencia del alelo €4 para confirmar el papel de genes distintos a APOE

en el desarrollo de la enfermedad.
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CONCLUSIONES

La susceptibilidad conferida por la combinacion GSTT1+/GSTM1- se incrementa

con la presencia, en una o dos dosis, del alelo €4 del gen APOE.

. La presencia del alelo €3 del gen APOE, en forma homocigota o con el alelo €2,
confiere proteccion al desarrollo de EA en individuos con la combinacion

GSTT1+/GSTM1+.

El polimorfismo Ala-9Val MnSOD por si solo, no parece jugar un papel en la
patogénesis de la EA, aunque aumenta el riesgo que proporciona el alelo ¢4 del

gen APOE.

Los resultados obtenidos indican que la Enfermedad de Alzheimer es una

enfermedad compleja que involucra las interacciones de diferentes genes.
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