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1. RESUMEN

Introduccion: La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa mas comudn de
demencia, descrita por primera vez en 1906 por Alois Alzheimer. Es una
enfermedad crénica neurodegenerativa, con mecanismos fisiologicos bien
establecidos que reconoce la enfermedad como una demencia clinica. Hasta el
momento no se conocen informacion sobre el comportamiento de la EA en el
suroccidente colombiano. Metodologia: Se realiz6 un estudio descriptivo
observacional de 320 exomas completos de pacientes sin diagnéstico clinico de EA
del suroccidente colombiano; se analizaron variantes gendmicas reportadas en los
genes APOE, ABCA7, APP, PSEN1, PSEN2 y CLU, se tomaron datos de frecuencia
alélica, significancia clinica y prediccion de redes de interaccion para reconocer el
impacto de las variantes en la poblacién. Resultados y discusion: Se identificaron
un total de 294 variantes, de las cuales 267 no habian sido reportadas previamente
en la literatura. La distribucion de variantes fue: APOE (1) , ABCA7 (6), APP (8),
PSENL1 (3), PSEN2 (8) y CLU (1). EI gen ABCA7 mostré la mayor frecuencia de
variantes (164), mientras que PSEN1 presento la menor frecuencia (14). El estudio
revelé6 que, a pesar de la alta incidencia de variantes no reportadas, no se
encontraron variantes patogénicas de significancia clinica. Solo una variante en
APOE c.487C>T (p.Argl63Cys), fue clasificada como probablemente patogénica,
aunque esta variante se asocia mas con la Hiperlipoproteinemia familiar tipo 3 que
con la EA. La mayoria de las variantes identificadas en los genes APP, PSEN1,
PSEN2 y CLU no estaban reportadas, lo que subraya la importancia de seguir
investigando su potencial impacto funcional y clinico. Conclusion: este estudio
amplia el conocimiento sobre la variabilidad genética en EA y propone futuras
investigaciones para determinar la relevancia clinica de las variantes no reportadas,
con el objetivo de mejorar el diagnéstico precoz y el desarrollo de terapias

especificas.

Palabras clave: Enfermedad de Alzheimer, demencia, cambios cognitivos,

mutaciones genéticas, amiloide, APOE ( DeCs).



2. ABSTRACT

Introduction: Alzheimer's disease (AD) is the most common cause of dementia, first
described in 1906 by Alois Alzheimer. It is a chronic neurodegenerative disorder with
well-established physiological mechanisms that classify the disease as a clinical
dementia. Currently, there is limited information on the behavior of AD in the
southwestern region of Colombia. Methodology: A descriptive observational study
was conducted using 320 complete exomes from patients with no clinical diagnosis
of AD from the southwestern region of Colombia. Genomic variants in the genes
APOE, ABCA7, APP, PSEN1, PSEN2, and CLU were analyzed. Data on allele
frequency, clinical significance, and interaction network predictions were gathered
to assess the impact of the variants on the population. Results and Discussion: A
total of 294 variants were identified, of which 267 had not been previously reported
in the literature. The distribution of variants was as follows: APOE (1), ABCA7 (6),
APP (8), PSENL1 (3), PSEN2 (8), and CLU (1). The ABCA7 gene showed the highest
frequency of variants (164), while PSEN1 had the lowest frequency (14). Despite the
high incidence of unreported variants, no clinically significant pathogenic variants
were found. Only one variant in APOE, ¢c.487C>T (p.Argl63Cys), was classified as
probably pathogenic, although this variant is more associated with Familial Type 3
Hyperlipoproteinemia than with AD. Most variants identified in the APP, PSEN1,
PSEN2, and CLU genes were unreported, highlighting the need for further research
on their potential functional and clinical impact. Conclusion: This study enhances
the understanding of genetic variability in AD and suggests future research to
determine the clinical relevance of unreported variants, aiming to improve early
diagnosis and the development of targeted therapies.

Keywords: Alzheimer's disease, dementia, cognitive changes, genetic mutations,
amyloid, APOE (DeCs)



3. INTRODUCCION

La demencia es un sindrome caracterizado por una declinacion progresiva de la
memoria y de las funciones cognitivas que repercuten en el desenvolvimiento del
individuo en su medio social y familiar. Es un sindrome que afecta en la actualidad
a casi 50 millones de personas en todo el mundo (1). Debido al envejecimiento
progresivo de la poblacion y el incremento de la esperanza de vida, se calcula que
para el 2030 la demencia afectara a 66 millones de personas, duplicandose los
casos para el 2050 a casi 131 millones de pacientes (2). La mayor prevalencia de
demencia la encontramos en Europa Occidental (7,2%) y en Norteamérica (6,9%),
seguidas por el Caribe Insular (6,5%) y Latinoamérica (6,0 %). La prevalencia de
sindrome demencial en América Latina y el Caribe es alta, entre 6,0 y 6,5 por cada
100 adultos de 60 afios y mas, con un estimado de crecimiento en el nimero de
personas con demencia entre el 2001 y el 2040 del 77 % en los paises del cono sur
americano (Argentina y Chile) y de 134 % a 146 % de incremento en el resto de
América Latina, por lo que sobrepasara al de cualquier otra regién del mundo. En
Colombia, segun estadisticas del ministerio de salud, entre 2009 y 2015 se
reportaron 252.577 personas con demencia en el pais de los cuales, el 64,1% fueron
mujeres y el 35,9% fueron hombres, donde el 70% de estos casos corresponden a
enfermedad de Alzheimer (2,3). Otro factor muy importante a tener en cuenta es el
costo econdmico que representa la demencia para la sociedad, el cual es muy
elevado; segun una estimacién de Alzheimer’s Disease International, en 2010 el
costo global de la enfermedad ascendia a 604.000 millones de ddlares, y en 2015,

a 818.000 millones, lo que representa un incremento en cinco afos del 35% (4)

De las causas de demencia, la enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma mas
comun, representando el 60-80% del diagnéstico (5), de tal manera que, en Estados
Unidos, una de cada 10 personas mayores de 65 aflos y una de cada 3, mayores
de 85 afios, presentan la EA (6). Cerca del 5% de los pacientes con EA presentan
cambios cognitivos antes de los 65 afios, por lo cual se clasifican como enfermedad
de Alzheimer de inicio temprano (EOAD, del inglés early onset Alzheimer’s disease),

mientras que los pacientes que desarrollan sintomas después de los 65 afios se



clasifican como de inicio tardio (LOAD, del inglés late onset Alzheimer’'s disease)
(7,8).

Estos dos tipos de EA se han relacionado con diferentes variantes genéticas
patogénicas. La EOAD es causada por variantes raras, heredadas en forma
dominante, en los genes APP, PSEN1 y PSEN2. Por otro lado, la LOAD, también
llamada forma esporéadica de la EA tiene un fuerte componente genético, ya que
cerca del 60-80% es heredable. Sin embargo, existen varios factores ambientales y
genéticos que juegan un papel muy importante en el inicio, progresion y severidad
de esta forma de EA (9). El alelo €4 del gen APOE, es el principal factor de riesgo
para la patogénesis de la LOAD (10,11). Se han identificado otras regiones
gendmicas como factores de riesgo para el desarrollo de la LOAD, gracias al uso
de diferentes técnicas como los estudios de asociacion gendmica ampliada (GWAS,
del inglés genome-wide association study) (12,13). Incluso, técnicas de
secuenciacion de ultima generacion (NGS, del inglés Next-Generation Sequencing),
han identificado alelos raros modificadores de susceptibilidad en diferentes genes

relacionados con la EA (14,15).

En resumen, la literatura nos muestra como la EA tiene un fuerte componente de
predisposicién genética, el cual se ha documentado cada vez mas con mayor
claridad en diferentes poblaciones. Existen otros genes de riesgo o causales
involucrados en la etiologia de la EA, los cuales deben ser identificados para un
mayor entendimiento del origen de esta enfermedad. En nuestro medio, alun hay
déficit en el conocimiento del comportamiento genético y el riesgo de desarrollo de
esta enfermedad. Por tal motivo, se pretende llevar a cabo este estudio de
investigacion, con el fin de establecer la frecuencia alélica de las variantes genéticas
asociadas a EA en una poblacién sin el diagnostico de EA del suroccidente

colombiano.
4. JUSTIFICACION

Teniendo en cuenta la alta prevalencia de la demencia en el mundo en general y en

nuestro pais en particular, se ha establecido la salud mental como una prioridad. El
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compromiso de la salud mental tiene muchas variables, incluyendo procesos de tipo
neurodegenerativo. La ley 1616 expedida en el 2013 y los lineamientos de politica
de salud mental para Colombia, propuestos por el anterior ministerio de proteccion
social, han generado la necesidad de nuevas lineas de investigacion en salud

mental.

Se debe tener en cuenta el aporte social que este proyecto puede generar a los
pacientes con EA, ya que los resultados de este trabajo nos pueden aportar datos
importantes en el diagnostico temprano de esta enfermedad y a futuro ayudar a
reducir los altos costos directos e indirectos que genera. Al lograrse un diagndstico
temprano, se pueden establecer estrategias que puedan contribuir a tratamientos

igualmente tempranos y evitar complicaciones o progresion de la enfermedad.

Nuestra poblacion del suroccidente colombiano tiene una gran diversidad genotipica
y fenotipica, por esto la necesidad de enfocar nuestro estudio desde el aspecto
genético, pues, al caracterizar nuestra poblacion identificando las variantes
genéticas mas frecuentes asociadas a la enfermedad de Alzheimer, tiene mayor
utilidad a futuro que solo una clasificacién clinica, facilitando el desarrollo de
estrategias terapéuticas tanto farmacolégicas como de otro tipo, con el fin de

prevenir y controlar la progresion de la EA.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General
Identificar y caracterizar las variantes gendmicas asociadas a la enfermedad de
Alzheimer en una poblacion del suroccidente colombiano sin el diagndéstico de la

enfermedad.

5.2 Objetivos Especificos:

1.Identificar las variantes gendmicas asociadas a la enfermedad de Alzheimer
encontradas en los resultados de secuenciaciéon del exoma completo de una
poblacién del suroccidente colombiano sin diagndstico previo de la enfermedad.

2. Clasificar las variantes gendmicas asociadas a la enfermedad de Alzheimer
encontradas, de acuerdo con el ACMG (American College of Medical Genetics -
Colegio Americano de Genética y Genomica Médica)

3.Determinar las frecuencias alélicas de las variantes asociadas a enfermedad de
Alzheimer encontradas en una poblacion del suroccidente colombiano sin
diagnaostico previo de la enfermedad.

4.Determinar la funcion principal de los genes mas importantes asociados en la EA
y establecer redes de interaccion gendémica entre ellos.

5.Sugerir a las autoridades de salud de la regién estrategias para deteccion precoz
de EA para un diagnostico y tratamiento temprano, a fin de implementar un manejo

integral transdisciplinario que incluya la consejeria genética.

6. MARCO TEORICO:
6.1 DEFINICION:

La demencia mas comun es la enfermedad de Alzheimer (MIM:104300),
enfermedad hereditaria con una gran complejidad genética. Se define como un

trastorno neurodegenerativo que se caracteriza por la pérdida cognoscitiva
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progresiva multidominio como memoria, lenguaje, praxis, reconocimiento y
funcionamiento ejecutivo. Ya sobre la década de 1900, la enfermedad se identifico
como una demencia. Fue Alois Alzheimer, quien describio los signos caracteristicos
de la enfermedad, como placas seniles (neuriticas) y ovillos neurofibrilares (16).
Para ese entonces se pensaba que la EA era secundaria a la vejez, pero esta
version fue refutada en 1960 cuando por medio de autopsias de cerebros afectados
se reveld que la mayoria presentaban placas seniles (17). Este trabajo posterior
revel6 que la mayoria de las demencias surgian de procesos patolégicos y no eran
particularidades normales del envejecimiento; los esfuerzos para caracterizar la
patologia y correlacionar las manifestaciones clinicas se definieron con el desarrollo
de los criterios comunes para el diagndstico clinico en 1984 (18). Este diagndstico
clinico de EA es preciso solo en un 85 a un 90% de los casos (19), por lo que se
requiere de un examen neuropatolégico post mortem de los tejidos cerebrales para
realizar el diagndstico definitivo.

Finalmente, desde 2018 se ha propuesto un cambio de una definicion sindromatica
de la EA a una descripcion bioldgica, enfocandose en un diagnéstico con
biomarcadores. Estos biomarcadores estan agrupados en los relacionados con
depdsito B amiloide (A), los relacionados con patologia Tau (T) y aquellos
relacionados a neurodegeneracion (N). Los biomarcadores 3 amiloide determinan
si un individuo estad o no en un continuum de EA, mientras que los biomarcadores
de patologia Tau y los de neurodegeneracion pueden ayudar a determinar cuan
lejos ha progresado la enfermedad. Ya que los biomarcadores en el grupo N indican
neurodegeneraciéon o lesién neuronal de multiples causas estos por si mismos no
son especificos de EA. Esta forma de definir la enfermedad aun se encuentra en

revision (20%).

6.2 EPIDEMIOLOGIA
La poblacién mundial esta envejeciendo y esto conlleva a una gran complejidad en
la asistencia sanitaria y social desde el punto de vista de salud publica (20). En la

actualidad hay mas de 35 millones de personas en todo el mundo con EA (21). La
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EA es una de las causas mas comunes de demencia en América del Norte y Europa
(22), representando aproximadamente el 70% de todos los casos de demencia. Se
ha estimado que 6.7 millones de estadounidenses mayores de 65 afios viven con
EA hoy en dia. Este nimero podria duplicarse hacia 2060. La EA sigue siendo la
sexta causa de muerte. Mientras entre el 2000 y el 2019 las muertes por enfermedad
cerebrovascular, enfermedad coronaria e infeccion por VIH disminuyeron, las
muertes por EA se incrementaron en un 145%. Se cree que esto puede aumentar
mucho mas por la pandemia del COVID-19 entre 2020 y 2021 (23*). La incidencia
se incrementa con la edad, duplicAndose cada 5 a 10 afios, de tal manera que,
mientras la incidencia para las personas entre los 65 y 69 afios es del 0.6%, para
los individuos mayores de 85 afios es del 8.4%. La prevalencia también se
incrementa con la edad, pasando del 3% en el primer grupo etario descrito a casi el
50% en mayores de 85 afios (7,22,23). Ademas de la edad, otros factores de riesgo
incluyen: historia familiar de demencia, trauma craneal, factores genéticos (ej.: alelo
€4 de la apolipoproteina E — APOE, sindrome de Down), el ser mujer, bajo nivel
educativo, enfermedad vascular y factores ambientales. También se han
documentado diferencias étnicas, donde, comparados con blancos no hispéanicos,
la incidencia de la EA es mas alta en afroamericanos e hispanicos/latinos y mas
baja en asiatico-americanos (24). Todo esto también se relaciona con una mayor
expectativa de vida actual, pues, a nivel mundial, dada la disminucion en la tasa de
natalidad, se espera que la poblacién adulta mayor de 65 afios se incremente de
420 millones que habia en el ano 2000 a 973 millones en el 2030. Segun Alzheimer’s
Disease International si tenemos en cuenta que el principal factor de riesgo para la
EA es la edad, estos datos demograficos nos hacen pensar en que el costo global
que representa la enfermedad para la sociedad es muy elevado, ascendiendo a
604.000 millones de dolares, y en 2015, a 818.000 millones, estimandose un
incremento en cinco afos del 35% (25). Finalmente, un estudio reciente demostro
que el numero global de personas con demencia por EA, prédromos de EA y EA
preclinica se estimo en 32, 69 y 315 millones de personas respectivamente. Juntos
constituyen 416 millones de personas en el continuum de la EA, con un 22% de la

poblacién menor de 50 afios. Asi, considerando los estados predemenciales, el

14



namero de personas con EA es mucho mas grande de lo reportado en la literatura
y nhuestros estimativos son inciertos, especialmente en los estados predemenciales,
en especial en las regiones de bajos y medianos ingresos donde no hay estudios

disponibles de biomarcadores de la enfermedad (26*).

6.3 GENETICA

Iniciando la década de 1990, los estudios genéticos de la EA se concentraron en
familias con una alta carga de enfermedad (dos o0 mas casos entre parientes de
primer grado) donde utilizaron andlisis de ligamiento de marcadores genéticos
altamente polimérficos llamados repeticiones cortas en tandem (STR, o
microsatélites) para identificar las regiones gendémicas que se cotransmiten con la
enfermedad en los miembros de la familia afectados (7). Pero con el Proyecto del
Genoma Humano se identificaron factores genéticos sobre la enfermedad de
Alzheimer, permitiendo identificar los genes asociados, comprender los
mecanismos patogénicos, y a su vez el desarrollo de estrategias terapéuticas.
Basado en la edad de inicio, la EA se puede clasificar como de inicio temprano
EOAD (<65 afios), o de inicio tardio (>65 afios) (4). Segun una revision sisteméatica
realizada en EE. UU, Europa, India y China muestran que la proporcion mundial de
La EOAD (<65 afos) es alrededor del 5% de todos los casos de EA (26). Es
importante enfatizar que del 30 al 60% de los pacientes con EOAD tienen
antecedentes familiares positivos de demencia, y alrededor del 10-14% tiene
antecedentes familiares que coinciden con herencia autosémica dominante (27,28).
En la EOAD una gran proporcion de casos entran en la categoria de casos
esporadicos y enfermedades genéticamente complejas; pero para los casos
mendelianos, existen tres genes que llevan las mutaciones puntuales de la EA
autosomica dominante, los cuales fueron identificados en la década del 1900: APP
(29), PSEN1 (30) y el PSEN2 (31,32). En otra publicacion reciente (33*) se
realizaron dos estudios de GWAS totalizando 111.326 casos de EA diagnosticados
clinicamente y 677.663 controles. Se encontraron 75 loci de riesgo, de los cuales
42 eran nuevos al momento del analisis. En los nuevos loci se identificaron 31 genes

gue eran sugerentes de nuevos procesos genéticamente asociados, incluyendo la
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via del factor de necrosis tumoral alfa, a través del complejo de ensamble de la
cadena lineal de ubiquitina. Se construydé un nuevo puntaje de riesgo genético
asociado con el riesgo a futuro de demencia asociada a EA o progresion de
trastornos cognitivos leves a demencia por EA. La mejoria en la prediccion lleva a
un incremento del riesgo de EA de 1.6 a 1.9 veces desde el decil mas bajo al méas

alto, adicionalmente a los efectos de la edad y de la presencia del alelo APOE ¢€4.

Gen APP: (proteina precursora amiloide) fue identificado en 1987, se encuentra
localizado en la region 21 del brazo largo del cromosoma 21 (21g21.3) y esta
constituido por 17 exones. Los ultimos dos exones 16 y 17, codifican la porcion de
APP que, tras el procesamiento proteolitico, constituye el fragmento AR (33). Hay
tres isoformas, APP751, APP770 y APP695, que se producen mediante empalme
de APP. La principal isoforma que se encuentra en el cerebro es APP695 (26). El
APP se divide proteoliticamente siguiendo una via no amiloidogénica y otra
amiloidogénica por tres enzimas, conocidas como secretasas a, B y y. La protedlisis
de APP por a- y y-secretasas resulta en fragmentos no patogénicos (sAPPa vy
fragmento a-C-terminal) en la via no amiloidogénica. En la via amiloidogénica, la
protedlisis de APP por B-secretasa y y-secretasa da como resultado dos especies
principales de AB que incluyen sAPPB y B-CTF (34). La accion de las y-secretasas
sobre B-CTF genera AB, que forma un componente clave de las placas amiloides
conocidas como fibrillas extracelulares en el cerebro con EA (35). La mayoria de las
mutaciones de APP se heredan predominantemente, pero hay dos mutaciones
recesivas, Se ha informado que A673V y E693A causan EOAD (36).

El agrupamiento de las principales mutaciones de APP ya sea adyacente o dentro
de los sitios de ruptura de la B- y y-secretasa (exones 16 y 17 de APP) muestra que
podrian estar involucrados en la patogénesis de la EA (37,38). Se ha demostrado
también la sobrexpresion del APP en el sindrome de Down (Trisomia-21; OMIM:
190685), que involucra la duplicacion total o parcial del cromosoma 21, siendo la
causa mas comun de retraso mental. Las personas con trisomia-21 a menudo

desarrollan las placas neuriticas y los ovillos neurofibrilares caracteristicos de la EA
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a una edad temprana desarrollando la patologia de la EA antes que una persona
normal (36,39).
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Figura 1. Ubicacion cromosomica del gen APP, en el cromosoma 21, citobanda
21921.3
Fuente: https://cdn.genecards.org/genomic-location-v5-11/APP-gene.png

No todas las familias con EA de inicio temprano (EOAD) mostraron sefiales de
ligamiento en el cromosoma 21 o fueron afectadas por estas mutaciones (19), otros
estudios posteriores identificaron ligamiento al cromosoma 14 y se identificaron
mutaciones causantes de EA en PSEN1, que contribuyeron a una forma agresiva
de EA con relativa abundancia de acumulacion de AB42 (30).

En la EOAD los genes PSEN1 y PSEN2 codifican parte del complejo y-secretasa y
ademas PSEN1 explica la mayoria de las mutaciones de origen autosémico
dominante. Las mutaciones patogénicas de PSENL1 alteran la ruptura dependiente
de y-secretasa de APP y disminuyen la produccion de AB42 y ABR40 (40-42),
apoyando la hipétesis amiloide que implica que AB juega un papel iniciador en la EA
(43).

Gen PSENL1: (Presenilina 1) esta localizado en el brazo largo del cromosoma 14
(14923.3), y se han identificado un total de 215 mutaciones patogénicas de las
cuales el 70 % ocurren en los exones 5,6,7, y 8 (44). La mayoria de las mutaciones
consisten en la sustitucion de un unico nucleétido, aunque también se han descrito
pequefias deleciones e inserciones. En gran parte, las caracteristicas clinicas y
neuropatolégicas de la EA relacionadas con PSEN1 son mucho mas severas que
las de la EA esporadica. La edad de inicio de la enfermedad puede ser muy
temprana en algunos arboles genealogicos (hacia los 30 afios). Habitualmente tiene
una progresion mas rapida de lo que normalmente se ve en la EA de inicio tardio, y
como hallazgos neuropatoldgicos, una gran cantidad de depoésitos de amiloide y de

ovillos neurofibrilares (38).
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Figura 2. Ubicacion cromosdmica del gen PSEN1, en el cromosoma 14, citobanda
14q24.2
Fuente: https://cdn.genecards.org/genomic-location-v5-11/PSEN1-gene.png

Gen PSEN2: (Presenilina 2) esta localizado en el brazo largo del cromosoma 1
(1931-42) es muy similar en estructura y funcion a PSEN1, pero las mutaciones son
muy raras, pues hasta el momento se han identificado solo 13 mutaciones
patogénicas (45).

El PSEN2 es un componente principal del complejo de y-secretasa junto con
PSENL1, nicastrina, Aph-1y PEN2 (45). Esta mutacion PSEN2 altera la actividad de
la y-secretasa y da como resultado un aumento en la relacion AR 42/40 de manera
similar a la mutacion PSEN1(46). Las personas afectadas por las mutaciones de
PSEN2 tienen un amplio rango de edad de inicio desde los 39 hasta los 75 afios.
Es posible que se observe la formacién de placas neuriticas y acumulacion de
ovillos neurofibrilares en estos pacientes (47,48). Algunos cambios
neuropatoldgicos en personas con PSEN2 demostraron que la actividad de la B-
secretasa se ve reforzada por la mutacion PSEN2, a través de la activacion de
radicales libres de oxigeno dependiente de sefiales extracelulares reguladas por
kinasas. Aunque, PSEN2 muestra una estrecha homologia con PSEN1, PSEN2.36
produce menos péptido amiloide (49).
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Figura 3. Ubicacion cromosomica del gen PSENZ2, en el cromosoma 1, citobanda
1942.13
Fuente: https://cdn.genecards.org/genomic-location-v5-11/PSEN2-gene.png.

La EA de inicio tardio (LOAD) es genéticamente mucho mas compleja que la EOAD,

ya que intervienen muchos factores ambientales. La mayoria de los casos de LOAD
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son esporadicos sin ningun antecedente familiar. Antes de la época del GWAS a
gran escala, el alelo €4 del gen APOE era el Unico factor genético de riesgo conocido
para la LOAD, pero con los avances de la tecnologia, los investigadores lograron
identificar una serie de regiones de interés en el genoma que pueden aumentar el
riesgo de una persona de desarrollar diversos grados de LOAD (50). Se ha
encontrado que la mayoria de los genes identificados por GWAS podrian estar
relacionados con la cascada de AP o la patologia tau agrupados en tres importantes
vias: la del metabolismo lipidico, la de la respuesta inflamatoria y la de la endocitosis
(51).

Existen unos genes implicados en el metabolismo del colesterol como el gen del
APOE, ABCA7 y CLU. Solomon et al demostraron que el tener hipercolesterolemia
hacia la mitad de la vida, incrementan el riesgo de desarrollar EA en la tercera edad
(15,50).

Gen APOE: EIl gen de la apolipoproteina E sigue siendo el marcador de riesgo
genético mas significativo para la enfermedad de Alzheimer (52-54). APOE es una
proteina de 299 aminoacidos, cuya funcién es actuar como ligando en la endocitosis
mediada por receptor de las particulas de lipoproteinas en el sistema nervioso
central y periférico (55). Es la principal apolipoproteina encontrada en el SNC. Es
codificada por el gen APOE, ubicado en el cromosoma 19 (q13.2 — q13.3). Este gen
es polimérfico, con tres alelos denominados €2, €3 y €4, los cuales se heredan de
forma codominante, donde cada padre aporta un alelo, dando como resultado tres
genotipos homocigotos (€2/2, €3/3, €4/4) y tres genotipos heterocigotos (€3/2, €4/2 'y
€4/3) (11,12). Se ha determinado en los ultimos afos, que los alelos del gen de la
APOE tienen diferentes niveles de riesgo para el inicio de la EA. Por ejemplo, el
alelo €4 se relaciona con un inicio a mas temprana edad de la enfermedad, mientras
que el alelo €2 se considera como de bajo riesgo, e incluso como factor protector
(56-58). El alelo €3, que es el mas frecuente, se ha considerado de riesgo
intermedio (59). A nivel mundial se han encontrado algunas variaciones en la
prevalencia de los diferentes alelos. En poblaciones caucésicas, la prevalencia
estimada para los alelos €2, €3, and €4, es del 8%, 78% y 14%, respectivamente

(60). También se han encontrado otras isoformas, pero son extremadamente raras
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(61). Otro estudio demostré que, en la poblacion libanesa, dicha proporcion varia
parcialmente, con prevalencias del 84% para el alelo €3, 7.2% para el alelo €2 y
8.8% para el alelo €4 (62). En otras poblaciones, como algunas tribus indigenas
americanas, se ha encontrado ausencia del alelo €2, al igual que en algunos
pobladores de Arabia Saudita. En Colombia también se han hecho estudios, en los
cuales se han reportado prevalencias muy similares a los de otras poblaciones,
siendo el alelo €3 el mas frecuente. Llama la atencion la presencia de porcentajes
altos del alelo €2 (hasta un 20%) en algunas poblaciones negras, asi como del 40%
del alelo €4 en algunas poblaciones indigenas (60,63,64). En una publicacion
reciente, se estudid la poblacion afrodescendiente en Buenaventura — Colombia y
se reportaron las siguientes frecuencias alélicas: E2, 7,8%; E3, 70,8%, y E4, 21,4%.
Las frecuencias genotipicas fueron: E3/E3, 51,1%; E3/E4, 27,3%; E4/E4, 6%);
E2/E3, 12,1%; E2/E4, 3,5%, y E2/E2, 0%. Se hallaron diferencias significativas en
el alelo E4 al comparar esta poblacién con las amerindias y mestizas de Bogota,
Quindio, Centro-Oriente, Valle del Cauca, Barranquilla y Medellin (p < 0,0345) (65%)
El mecanismo por el cual la APOE influencia la patogénesis de la EA aun es
desconocido. La APOE es una proteina que transporta colesterol, el cual es un
componente tanto de las placas seniles como de los ovillos neurofibrilares (65,66).
Ademas, el efecto patogenico parece estar mediado en parte por la interaccion de
las apolipoproteinas con otras proteinas involucradas en la patogénesis de la EA
como la tau y la AB (67). De esta forma, el estrés oxidativo puede ser también
importante en la accion de la APOE, dado que la formacién de complejos APOE/AR
se incrementa en buffer oxigenado y completamente abolido bajo condiciones de
reduccion. Es mas, la APOE ¢4 forma complejos con AB a una tasa
significativamente mas alta que con APOE €3. De aqui que, la oxidacion de APOE,
sola o unida con proteina AB, puede afectar la afinidad del receptor u otras
interacciones catabolicas por un mecanismo analogo a la oxidacion de las

lipoproteinas de baja densidad en enfermedad renal diabética (68,69).
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Figura 4. Ubicacion cromosomica del gen APOE, en el cromosoma 19, citobanda
19g13.32

Fuente: https://cdn.genecards.org/genomic-location-v5-11/APOE-gene.png

Gen CLU: Clusterina, es otro gen asociado a la via del metabolismo se ha
identificado como un importante locus de riesgo de EA en mas de dos GWAS
(51,70). En estos GWAS, tres SNP dentro del gen CLU (rs11136000, rs2279590 y
rs9331888) mostraron una asociacion estadisticamente significativa con la EA.
CLU, también conocida como apolipoproteina J, es una apolipoproteina que se
expresa ampliamente tanto en la periferia como en el cerebro (71). CLU esta situado
en el cromosoma 8p21-p12. El gen CLU actia como una chaperona en el transporte
de lipidos, regulacion del complemento, apoptosis, maduracion de los
espermatozoides, secrecion endocrina y proteccion de la membrana (72,73).
Pacientes con EA tienen niveles elevados de CLU en la corteza frontal y el
hipocampo igual en LCR lo que indica que es un marcador pronostico o biomarcador
de diagnéstico en la EA (74). En plasma el nivel de CLU se ha demostrado que esta
relacionado con la atrofia cerebral, la gravedad de la enfermedad, y progresion
clinica en pacientes con EA (75,76), similar al APOE; CLU esta presente en las
placas amiloide, se une a péptidos AB e interactua con AB40 y AB42. Por lo tanto,
CLU podria desempefiar un papel importante en la EA. También se sabe que CLU
suprime la deposicién de AR, inhibe el sistema del complemento para prevenir la
inflamacion y disminuye apoptosis y estrés oxidativo en la EA. Estos hallazgos
generalmente apoyan un papel bioquimico de CLU en el desarrollo de la patogenia
de la EA (77).
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Figura 5. Ubicacion cromosémica del gen CLU, en el cromosoma 8, citobanda
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Fuente: https://cdn.genecards.org/genomic-location-v5-11/CLU-gene.png
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Gen SORL1: Es un gen asociado a los mecanismos de transporte y degradacion,
codifica un receptor asociado al transporte de proteinas, el cual dirige fosfatasas,
cinasas y receptores de sefalizacion a su lugar dentro de la célula, garantizando la
funcion adecuada de células y tejidos (78).
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Figura 6. Ubicacion cromosémica del gen SORL1, en el cromosoma 11, citobanda
11g24.1

Fuente: https://cdn.genecards.org/genomic-location-v5-11/SORL1-gene.png

Gen ABCAY: Es otro gen involucrado en la via del metabolismo del colesterol, que
codifica un miembro de la subfamilia A de proteinas transportadoras del casete de
union a ATP (ABC) que mueven principalmente los lipidos a traveés de las
membranas (79). ABCA7 se expresa fuertemente en el cerebro, y los niveles mas
altos se encuentran en la microglia. Ademas, participa en la promocién de la
fagocitosis (80). Este gen ABCA7 consta de 47 exones y codifica una proteina
transportadora transmembrana completa de 2146 aminoacidos con un peso
molecular de 220 kDa (81). Como transportador ABC tipico, ABCA7 contiene dos
dominios de unién a nucleétidos intracelulares (NBD) con motivos Walker A 'y B
conservados para la hidrélisis de ATP, dos dominios transmembrana y dos bucles
extracelulares. Sin embargo, actualmente no se dispone de una estructura ABCA7
detallada (82). ABCA7 esta ubicado en el cromosoma 19p13.3 y puede someterse
a un empalme alternativo para generar dos transcripciones, ambas expresadas en
el cerebro (83).
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Figura 7. Ubicacion cromosdmica del gen ABCA7, en el cromosoma 19, citobanda
19p13.3
Fuente: https://cdn.genecards.org/genomic-location-v5-11/ABCA7-gene.png

En la via de la endocitosis es fundamental para el proceso normal de APP, que es

primordial para la patogénesis de la EA. Ademas, la actividad sinaptica y la
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liberacion de neurotransmisores se interrumpen en la EA. Se identificaron genes
asociados con la endocitosis y la funcion sinaptica en varios GWAS de riesgo de
carga: BIN1, PICALM, CD2AP, EPHAL, SORL1 (84).

El SORL1 receptor L relacionado con sortilina esta involucrado en el trafico de
vesiculas desde la superficie celular al reticulo de Golgi endoplasmico, es miembro
de la familia del receptor de dominio Vsp1Op y se compone de cinco receptores
transmembrana de tipo I. SORL1 se encuentra en el cromosoma 11923.2 y se
identific6 como un gen asociado al riesgo de EA. SORL1 dirige la APP a las vias
endociticas para el reciclaje y juega un papel importante en la generacion de Ap.
Este gen también es un receptor que se une a las lipoproteinas, incluidas las
particulas que contienen APOE, y media su captacion a través de vias endocitoticas,
por lo tanto, el papel de SORLL1 en el control de la escision de APP y la captacion
de APOE puede ser fundamental para mantener las funciones de sefializacion en el
cerebro (80,85).

Otros estudios del GWAS han identificado otro gen, la proteina ensambladora de
clatrina de unién a fosfatidilinositol (PICALM) como un locus susceptible a la
enfermedad de Alzheimer de aparicion tardia (86,87). PICALM contiene 112 kb se
encuentra en el cromosoma 11q14, inicialmente, este gen estaba involucrado con
la leucemia mieloide y linfoblastica aguda mediante la creacion de un gen de fusién
PICALM / AF10 a través de una translocacién poco comun (t (10; 11) (p13; q14))
(88). PICALM se expresa de forma ubicua en multiples especies de tejidos y células
de vertebrados, como en el sistema nervioso central, neuronas, astrocitos y
oligodendrocitos (89).

Este gen juega un papel importante en la endocitosis mediada por clatrina (CME),
este proceso es asociado con la modulacion del componente proteico de la
membrana plasmatica, el manejo de la distribucidén de los receptores, la eliminacion
de células apoptéticas, la promocién de la neurotransmision sostenida, asi como el
metabolismo de la APP, que puede ser fundamental en la formacion patologica de
la EA (90). Existen dos vias que apoyan las funciones del PICALM en la EA, una
via dependiente amiloide-3 (AB) que facilita no solo la produccion del péptido AB por

mecanismos de endocitosis sino también en el espacio libre mediante la promocién
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del proceso autofagico de APP-CTF que facilita el depdsito de AB extracelular para
cruzar las células endoteliales vasculares de la barrera hematoencefalica (BBB). La
segunda via, independiente de (AB), puede contribuir al riesgo de EA al influir en el
metabolismo de los lipidos, funcién sinaptica, trastorno inmune y homeostasis del
hierro (91).

GEN BIN1: El integrador de unionl, se localiza en el cromosoma 2 y posee al menos
20 exones dependiendo de la isoforma, posee un arreglo de variantes por splicing
que resulta en 10 posibles isoformas para el gen, cada una de estas asociadas con
un tipo de tejido y diferentes enfermedades. BIN1 juega un rol importante en la EA,
debido a la modulacion de la patologia de la proteina TAU, afectando funciones
celulares como la endocitosis, el transporte vesicular, procesos inflamatorios, la
homeostasis del calcio y en la apoptosis celular (92,93). El gen BIN1 proporciona
instrucciones para producir una proteina que se encuentra en los tejidos de todo el
cuerpo, donde interactia con una variedad de otras proteinas. Esta proteina BIN1
puede actuar como una proteina supresora de tumores, lo que significa que evita
que las células crezcan y se dividan con demasiada rapidez o de forma incontrolada
(93). Elevados niveles de BIN1 incrementan el riesgo de EA, esta accién de BIN1
puede modular a Tau en la patogénesis, donde existe un efecto dependiente sobre
Tau que explica la estrecha relacién por la cual BIN1 influye criticamente en Tau
(92). En modelos de ratones transgénicos se han demostrado procesos de
envejecimiento donde la expresion de BIN1 se encuentra alterada y se observa la
Enfermedad de Alzheimer esporadica. Sin embargo, esta expresiéon no es explicada
por la variacion en la secuencia en el locus BIN1, el gen posee una isla CpG en el
promotor, y una region cercana ubicada hacia el extremo 3"UTR donde se reporta
metilacion diferencial para pacientes con la enfermedad en poblaciones caucasicas,
los eventos de metilacion en estas zonas pueden llevar a la inactivacion y

silenciamiento del gen (94).
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Figura 8. Ubicacion cromosémica del gen BIN1, en el cromosoma 2, citobanda
2014.3
Fuente: https://cdn.genecards.org/genomic-location-v5-11/BIN1-gene.png

GEN EPHAL: Pertenece a la subfamilia efrina de la familia de las proteinas tirosina
quinasa que se une a ligandos de efrinas-A unidos a membrana en células
adyacentes (51). EPHAL se encuentra en el cromosoma 7g34. Sin embargo, no hay
mucha evidencia de que la expresion de ARNm de EPHAL esté alterada en cerebros
con EA (77). EPHAL juega un papel en la guia celular y axonal y la plasticidad
sinaptica (51,77). EPHAL es expresada por monocitos y linfocitos T CD4 positivos.
Los receptores de efrina se dividen en 2 grupos basandose en la similitud de sus
secuencias de dominio extracelular y sus afinidades para unirse a los ligandos de
efrina-A y efrina-B. Este gen se expresa en algunas lineas celulares de cancer
humano y se ha implicado en la carcinogénesis (95).

En larespuesta inmune, la neuroinflamacion y la desregulacion es una caracteristica
central de la enfermedad de Alzheimer (96). Se han identificado variantes comunes
en varios genes que estan asociados con LOAD en GWAS: CR1, CD33, MS4A,
CLU, ABCA7 y EPHA1(52,97).
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Figura 9. Ubicacion cromosomica del gen EPHA1L, en el cromosoma 7, citobanda
7q934-935.
Fuente: https://cdn.genecards.org/genomic-location-v5-11/EPHA1-gene.png

Gen CR1: Se encuentra en el cromosoma 1932 es el receptor 1 del complemento
(CR1) codifica la proteina CR1. Este gen codifica 4 isoformas que difieren segun la
duplicaciébn genética y supresiones (71). La expresion de CR1 en células

fagociticas, como los eritrocitos, da como resultado la ingestion y eliminacion de
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particulas activadas del complemento (98,99). En los estudios del GWAS se
identificaron varios SNP en CR1 asociados a LOAD (71). EI SNP rs6656401 etiqueta
varios SNP que estan fuertemente asociados con el riesgo de EA. Se asocia un
segundo SNP, rs3818361 con riesgo de CARGA en portadores APOEe¢4 (71). Las
variantes en el locus CR1 también se asocian con Medidas de neuroimagen
asociadas con la EA (99) y la carga de placa neuritica en los cerebros con EA
(100,101). La expresion de ARNm de CR1 en tejido cerebral de autopsia también
se asocia con deterioro cognitivo (77).
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Gen CD33: Se encuentra en el cromosoma 19g13. es un miembro de la familia de
receptores de lectina de tipo Ig que se une al &cido sialico y es expresado en células
mieloides y microglia (102). La union del acido sialico activa CD33, que conduce a
la inhibicion de monocitos a través de un motivo inhibidor inmunorreceptor basado
en dominios de tirosina (ITIM) (103). También el CD33 desempefia un papel en la
endocitosis mediada por receptores independientes de clatrina (104). Se ha
identificado en autopsias de tejido cerebral que la expresion del ARNm de CD33
aumenta especificamente en la microglia asociado a un deterioro cognitivo mas
avanzado (77,105). El CD33 también puede desempefiar un papel importante en la
depuracion de AB y otras vias neuroinflamatorias mediadas por microglia en el
cerebro.
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Gen TREM2: Se encuentra en el cromosoma 6q21; es un receptor expresado en la
microglia que estimula la fagocitosis y suprime inflamacion (106). La proteina
transmembrana expresada por las células de linaje monocitico y, en el caso del
sistema nervioso central, especificamente en la microglia. TREM2 es escindida en
la superficie de la célula por la enzima ADAM, liberando su fraccion soluble
(STREM2), la cual puede ser medida en liquidos biolégicos como el plasma o el
LCR. Entre las funciones de TREM2 estan las de promover la fagocitosis, la
migracion y la quimiotaxis (106).

Las mutaciones homocigotas en TREM2 se asocian con formas autosémicas
recesivas de demencia con quistes 0seos y fracturas (107). Las mutaciones
autosomicas recesivas en TREM2 fueron también identificadas en una familia con
sindrome similar a la demencia frontotemporal (FTD) (108). Existen mutaciones de
sentido erroneo en TREM2 que aumentan el riesgo de la EA. Los portadores de la
mutacion TREM2 con EA tienen una atrofia cerebral mas extensa que los no
portadores con EA (109). Las variantes en la region TREM2 también estan
asociadas con los niveles de tau en el LCR (110). TREM2 puede desempefiar un
papel importante en la neurodegeneracion, posiblemente en la eliminacion de

proteinas y agregados o en mecanismos neuroinflamatorios.
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6.4 PATOLOGIA:

Desde el punto de vista patoldgico, los cerebros de los pacientes con EA son
atroficos, con surcos amplios y giros o circunvoluciones estrechas. Este aspecto es
mas relevante en los pacientes jovenes, cuando se comparan con casos de su
misma edad, lo cual tiene valor en el diagnéstico. En los adultos, en especial,

mayores de 70 afios, hay una considerable sobreposicién con los cambios de atrofia
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propios de la edad, lo cual hace més dificil diferenciarlos de los cambios por la
enfermedad. Sin embargo, se ha encontrado que la atrofia en estos sujetos es mas
pronunciada a nivel cortical, siendo 8-15% mas pequefia que los controles (111).
Los hallazgos mas distintivos y comunes de la enfermedad son las placas seniles y
los ovillos neurofibrilares. El conocimiento de las placas seniles ha evolucionado
con los afos, incluyendo la evidencia de diferentes subtipos de placas, incluyendo
formas difusas, primitivas, neuriticas, compactas, nucleares y en forma de “mota de
algodon”. La placa neuritica en particular ha sido promocionada como la mas
relevante desde el punto de vista patogenético e incluso se ha incluido dentro de los
criterios de clasificacion de la EA al momento de la autopsia. Los ovillos
neurofibrilares tienen importancia de acuerdo con su localizacion en el cerebro.
Otros hallazgos comunes en la EA son las perdidas neuronales y dendriticas, los
hilos neuropilares, las neuritis distroficas, la degeneracion neurovascular, los
cuerpos Hirano y los amiloides cerebrovasculares (112,113). La pérdida de la
sinapsis neuronal también es un hallazgo muy frecuente. Desde el punto de vista
patoldgico, sin embargo, no siempre es facil diferenciar estos hallazgos de los
encontrados en cerebros de pacientes de edad avanzada. También se han
documentado varios de estos hallazgos patolégicos en pacientes con sindrome de
Down (114,115).

6.5. ETIOPATOGENIA:

La etiopatogenia de la EA puede entenderse a través de 2 mecanismos:

6.5.1. Metabolismo beta amiloide (AB): El péptido AB constituye un pequefio
fragmento de una proteina transmembrana que posiblemente participa en la
transduccion de sefales, llamada proteina precursora amiloide (APP) que se
sintetiza en el cromosoma 21 (116). Dicha proteina se encuentra en las membranas
citoplasmaticas, endosomal y del sistema de Golgi tanto del sistema nervioso como
de las células sanguineas. Ciertas isoformas del APP tienen un dominio inhibidor
de la proteasa de Kunitz reguladora de la cascada de la coagulacion. En los sujetos

normales, el péptido AR es fragmentado por una proteina secretasa alfa que la

28



divide en dos segmentos formando la nexina Il con accibn moduladora de la
coagulacion y el péptido AB de 16 aminoacidos altamente soluble. Este péptido AB
se une a la alfa 2 macroglobulina que sefaliza a las proteinas que seran degradadas
formando un complejo AB-A2M al que se une una proteasa. El producto de estas
interacciones es reintroducido a la célula nerviosa primero adhiriéndose a éstas a
través de la A2M por el receptor de membrana que es comun alaLDL y ala APOE.
Existe una via alternativa que consiste en el desprendimiento completo del péptido
AR de 40 a 42 aminoacidos. Esto ocurre por la accion de las betas y las gamma
secretasas. Las gamma secretasas estan compuesta por cuatro segmentos:
presenilina, nicastrina, PEN-2 y APH-1, siendo la presenilina su sitio activo (117).
La acumulacion de fragmentos AB 1-42, insoluble en el intersticio sufre varias
transformaciones. La primera es la pérdida de la conformacion helicoidal (alfa
hélice) para pasar a la union de varios péptidos (el centro del ndcleo esta formado
por AB 42 al que luego se adiciona el AB 40) en conformacién de hoja plegada, de
dificil degradacion. Estos complejos alcanzan mayor estabilidad por la asociaciéon
con varias proteinas, entre ellas las SAP (Serum Amyloid Component) muy estables
y s6lo degradables en el higado y que acompafan a los depdsitos amiloides de
cualquier origen (118,119). La presencia de estos cuerpos provoca la activacion del
sistema inmune, en especial de la microglias, que perpetdan la lesién por

seudoinflamacién y liberacién de radicales libres.

6.5.2. Metabolismo neurofibrilar: Los ovillos neurofibrilares estdn compuestos
principalmente por filamentos helicoidales pareados formados por proteinas Tau
hiperfosforiladas. Tambiéen estan formados por otras proteinas como la MAP2
(predominante en dendritas), la ubiquitina, y los péptidos AB (lo que apoya la teoria
de la amiloidogénesis como lesién primaria) (120). Las proteinas Tau, que
predominan en los axones, forman el grupo de las MAP (Microtubule Associated
Protein) que interacttan con los microtibulos durante los movimientos y el
transporte celular ensamblando o desarmando los microtabulos (acciones llamadas
de rescate y catastrofe respectivamente) en dependencia de si existe elongacion o
acortamiento de las prolongaciones, en especial en los axones (121). La

hiperfosforilacion de estas proteinas provoca su precipitacion y autoagregacion
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formando, en el caso de la EA, filamentos helicoidales pareados que entorpecen el
transporte axonal con neurodegeneracion por posible apoptosis (122). Los
compuestos neurofibrilares son tan insolubles y dificiles de lisar que aun después
de la muerte neuronal, permanecen como el vestigio o el esqueleto de aquella. Un
problema complejo es la determinacion de cudl es la lesién primaria y la relacion
entre ambas. Existen algunos hechos que sugieren que lo primario es la
acumulacién AB. Por ejemplo, la acumulacion A precede a la presencia de ovillos
neurofibrilares. También se han logrado obtener ratones K.O que producen
acumulaciéon AR con todas las caracteristicas de estas lesiones sin degeneracion
neurofibrilar. Dichos ratones presentan un déficit cognitivo muy similar a la EA
humana. Por otro lado, la demostracion de la proteina Tau como base de
degeneraciones que cursan con demencia (Alzheimer + Parkinson asociados al
cromosoma 17, demencia de Pick) en ausencia de placas seniles, apoyan la
segunda teoria (123). Algunos investigadores sugieren que ambas lesiones son solo
cicatrices de un evento primario aun no descrito. La posible relacién entre las placas
seniles y los ovillos neurofibrilares se postula en el dafio que ocasionan los
fragmentos AP insolubles en su paso intracelular. Se cree que la respuesta
inflamatoria secundaria pudiera dafiar el metabolismo de la proteina Tau. Dicha
relacion no estd completamente probada y en contra de su existencia estan la
presencia de unas lesiones sin las otras (en diferentes patologias), asi como la
diferente distribucion de las lesiones en un mismo cerebro. Otros cambios que
pudieran tener algun peso en la pérdida neuronal son los del metabolismo del calcio
(cascada enzimética), el desequilibrio de los radicales libres, la toxicidad de algunos
elementos como el aluminio. Los factores vasculares estan recibiendo mayor
atencion debido al efecto regulador de los nucleos colinérgicos sobre el flujo
vascular regional (124-127). Otros factores citados en la hipotesis neurovascular
son la senescencia del arbol vascular, la angiogénesis aberrante y el fallo del
aclaramiento de AB a través de la barrera hematoencefalica (127). Sin embargo, un
estudio sugiere que la intensidad de hallazgos vasculares es inversamente
proporcional a la presencia de estadios de Braak en la EA (128,129). Finalmente,

desde la década del 90, se demostré que la microglia interactia con AB vy tau,
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soportando la hipétesis amiloide y enfocando la investigacion en la contribucién de
AB a la neuroinflamacién, pero con menor atencion hacia la asociacion entre la
microglia y la patologia tau. Recientemente se ha planteado que, con la edad, la
microglia promueve la progresion de la patologia tau a través de la disminucion en
sus funciones neuroprotectoras, un incremento en su toxicidad y alteraciones en su
respuesta a varios estimulos, conformando un tipo senescente de la microglia. Se
ha propuesto que la eliminacién de esta microglia senescente y la repoblacion del
SNC con nueva microglia capaz de suplir las funciones de la anterior, puede ser
una estrategia terapéutica benéfica para la EA (130%).

6.6 FISIOPATOLOGIA

Esencialmente, la enfermedad de Alzheimer es el resultado de una disfuncién del
APP (del inglés amyloid protein precursor), que induce directamente (por ganancia
o pérdida de funcién) o indirectamente (por neurotoxicidad de AB) la degeneracién
neurofibrilar. Esta afecta, sucesivamente, a la regién del hipocampo y a la corteza
temporal en la fase subclinica, mientras que en la fase clinica se ve afectada la
corteza asociativa. Las neuronas colinérgicas parecen estar particularmente
afectadas (130).

Actualmente existen dos teorias que tratan de explicar los déficits cognitivos de la

EA: la teoria de la desconexion cortical y la teoria colinérgica:

6.6.1. Teoria de desconexion cortical: La degeneracién neurofibrilar en la corteza
entorrinal, portal cortical del hipocampo, se distribuyen en las cortezas Il (que junto
a la capa Ill forman la via perforante hacia el hipocampo) y IV (que recibe las vias
eferentes desde el hipocampo) de manera que el hipocampo queda aislado de la
neocorteza. Esto se une al déficit de glutamato y otros neuropéptidos (neuropéptido
Y, oxitocina, vasopresina y somatostatina) en las cortezas de asociacion
(desconexion cortico-cortical) que se correlaciona con la afasia, la apraxia y la

agnosia, asi como con los trastornos visoespaciales y ejecutivos. (129)

6.6.2. Teoria colinérgica: En estados avanzados se observa una disminuciéon de

mas del 90% de la actividad de la acetilcolinesterasa lo que identifica un
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compromiso dramatico del sistema colinérgico en esta enfermedad. Esto ocasiona
el deterioro mnésico inicial y progresivo. La degeneracion selectiva del nacleo basal
de Meynert (principal eferencia colinérgica hacia el neocortex) y de los ndcleos
septal y de la banda diagonal de Broca (eferencia colinérgica subcortical, en
especial hacia el hipocampo) provocan un déficit progresivo de la memoria
anterograda. Existen evidencias de cambios tempranos en el flujo cerebral regional,
lo que pudiera relacionarse con la degeneracion en la poblacion colinérgica que
tiene un efecto regulador. Esto se conoce como teoria colinérgico-vascular. Por otro
lado, los desequilibrios de otras vias neuroquimicas explican mejor los sintomas no
cognitivos. Como se mencion6 existe una afectacion de los nucleos superiores del
rafe, el ndcleo cerdleo y una conservacion relativa de la sustancia nigra. Los déficits
neurohormonales que se han descrito son:

- Déficit de serotonina: Se relaciona con los sintomas depresivos, asi como
con obsesién, compulsiéon y agresividad. Esto se observa tanto en EA como
en personas normales.

- Déficit de noradrenalina: Se observa también asociada a la depresion y a
la agitacion psicomotora. Con este neurotransmisor ocurre algo singular pues
a pesar de existir una despoblacion del nucleo ceruleo (donde se observan
Cuerpos de Lewy), existe una hiperactividad noradrenérgica cortical, lo cual
se atribuye a un aumento de la sensibilidad cortical y a la produccion de
noradrenalina (NA) en corteza. El aumento de la sensibilidad se observa
tanto en la corteza prefrontal como en el hipocampo. Sin embargo, el
aumento de la concentracién de NA sdlo se encuentra en el cértex prefrontal.
En los casos de depresion existe disminucion de NA, mientras que en
aguellos con agitacion existe un aumento de ésta.

- Déficit de acetilcolina: Como ya fue descrito, se asocia al deterioro
cognitivo, especialmente con los problemas de memoria. Sin embargo, se
postula que para que se desarrolle la depresion debe existir indemnidad o
niveles de acetilcolina cercanos a la normalidad. Esto solo ocurre en los

estadios iniciales.
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- Conservacion relativa de dopamina: Este hecho provoca un desequilibrio
colina/dopamina con el aumento relativo de esta Ultima observandose
alucinaciones, trastornos del suefio y psicosis. En un 30% existe un déficit de
dopamina con la aparicion de un sindrome parkinsoniano. Sin embargo, la
preservacion de la postura y la marcha hasta estadios avanzados es una
caracteristica de las demencias corticales por lo que los pacientes

deambulan sin fin (129).

6.7 FACTORES DE RIESGO:

6.7.1 Factores de Riesgo No Genéticos:

Enfermedad Cerebrovascular: los eventos cerebrovasculares isquémicos o
hemorrégicos, las vasculopatias y los cambios en sustancia blanca secundarios,
incrementan el riesgo de demencia. EI mecanismo subyacente no es del todo claro.
Por un lado, puede haber dafio directo en regiones cerebrales que son importantes
para la memoria, como el talamo y las proyecciones talamocorticales. Sin embargo,
también se ha documentado depdsito de AB aumentado, lo cual a su vez puede
aumentar el déficit cognitivo o inducir respuestas inflamatorias locales que
incrementan dicho déficit. También se ha encontrado sobreexpresiéon de CDK5
(Kinasa 5 dependiente de ciclina), una enzima critica para la formacién de sinapsis
y para la plasticidad sinaptica. Dicha expresion aberrante se ha asociado a
apoptosis y muerte neuronal, ademas de fosforilacion anormal de Tau,

contribuyendo a la formacion de ovillos neurofibrilares (130-133).

Hipertension arterial: Los datos de estudios transversales y longitudinales que han
intentado correlacionar los niveles de tension arterial con la declinacion cognitiva o
la demencia siguen siendo inconsistentes (134,135). Esto se ha atribuido a
diferencias metodoldgicas de dichos estudios. Sin embargo, estudios
observacionales han encontrado en forma casi constante que la hipertension arterial
durante la edad media de la vida (40 — 60 afos) puede aumentar el riesgo de
alteraciones cognitivas en etapas vitales tardias (136,137). La hipertension arterial
(HTA) puede incrementar el riesgo de EA a través de un efecto adverso sobre la

integridad de la barrera hematoencefalica, dando lugar a extravasacion de proteinas
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hacia el tejido cerebral (138,139). A su vez, esto puede llevar a dafio celular,
reduccion en la funcidbn neuronal o sinaptica, apoptosis e incremento en la
acumulacién de A, dando lugar al dafio cognitivo (139). En edades mas avanzadas,
por el contrario, el efecto de la presion arterial sobre el desarrollo de la EA parece
disminuir. El posible efecto benéfico de los tratamientos antihipertensivos sobre la

EA aun no se ha demostrado consistentemente (140,141).

Diabetes Mellitus tipo 2: En estudios observacionales, la diabetes mellitus tipo 2
(DM2) incrementa hasta el doble el riesgo de EA (142,143). Los mecanismos no son
claros, pero parecen incluir eventos cerebrovasculares y no cerebrovasculares
(144). La DM2 es un factor de riesgo para ECV (evento cerebrovascular) isquémico
y se acompaiia de otros factores de riesgo como HTA y dislipidemia (145). La
evidencia de infartos en los estudios de patologia de DM2 (146), sugiere que estos
representan el principal mecanismo de relacion entre DM2 y EA, pues disminuyen
el umbral de amiloide necesario para causar trastornos cognitivos. Los mecanismos
no cerebrovasculares incluyen hiperinsulinemia y depésito de productos avanzados
de glicosilacion (147). La insulina puede cruzar la barrera hematoencefélica,
incrementando los niveles de 42-aminoacido [(-amiloide (AP42) en liquido
cefalorraquideo (LCR) (148), los cuales son marcadores de la depuracion de A en
el cerebro y son marcadores indirectos de riesgo de EA. La insulina en el cerebro
también incrementa el depdsito de AR y la fosforilacion de proteina Tau, centrales
en la patogénesis de la EA (149). La hiperinsulinemia periférica puede disminuir la
captacion de insulina por la barrera hematoencefalica debido a saturacién sobre
niveles fisiolégicos, dando como resultado, disminucion de amiloide secundario a
productos de degradacion de insulina. Esto ha generado la hipétesis del uso de
antidiabéticos como las tiazolidindionas o de insulina intranasal en el tratamiento de
la EA, con resultados aun no definitivos en los estudios realizados.

Otros factores de riesgo: El sobrepeso u obesidad se ha visto asociado al
desarrollo de EA, aunque en una relacion en forma de U (150). La malnutricion
también se ha visto relacionada con la EA. La asociacion entre EA y dislipidemia ha

sido controversial y no se ha demostrado consistentemente en los estudios
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realizados (151). Por el contrario, la presencia de sindrome metabdlico parece tener
una asociacion con el deterioro cognitivo en la EA (152). Los estudios en relacion
con el tabaquismo han sido contradictorios, pues algunos han reportado, mas alla
de un efecto nocivo, un posible factor protector contra la EA (153,154). Finalmente,
en cuanto a los traumas craneoencefélicos, los estudios hasta el momento han
evidenciado un aumento del riesgo de deterioro cognitivo, al parecer el incremento

de depdsitos de AR y Tau en el tejido cerebral (155).

6.7.2 Factores Protectores:

Diferentes estudios han demostrado que una dieta rica en pescado, vegetales,
grasas monoinsaturadas, bajas en carnes rojas y con moderada ingesta de vino
(como la dieta Mediterranea), al ser altas en antioxidantes y bajas en acidos grasos
poliinsaturados, parecen disminuir el riesgo de EA. La actividad fisica regular y la
actividad intelectual, en especial el aprendizaje, la lectura o los juegos, pueden

disminuir el riesgo de deterioro cognitivo (156—159).

6.8 PRESENTACION CLINICA:

El diagnéstico de EA requiere evidencia clinica de pérdida de memoria y
compromiso de al menos otro dominio cognitivo, con evidencia de trastorno en las
funciones ocupacionales o sociales. Dentro del diagnéstico diferencial se deben
descartar otras causas de demencia como demencia vascular, por enfermedad de
Parkinson, por cuerpos de Lewy, frontotemporal y demencias reversibles. La
variabilidad en la presentacién clinica depende de la regidén cerebral afectada. De
todas maneras, las disfunciones en dominios como la voluntad, la personalidad, el
juicio, la visién, la asociacion sensoriomotora, ademas de la memoria, son bien
conocidas. En la literatura se ha planteado un concepto de progresién clinica mas
0 menos predecible, donde inicia el compromiso “transentorrinal”’, seguido de una
enfermedad “limbica”, como los dos estadios patoldgicos iniciales, seguido por un
estadio “isocortical” en casos avanzados. Asi, no es de extrafiar que la disfuncién
de la memoria y la personalidad se afectan en forma relativamente temprana. Con

el objetivo de lograr hallazgos mas tempranos, se ha planteado la evaluacion del

35



trastorno cognitivo leve, a través de la valoracion de diferentes dominios (amnésico
anico, amnésico multiple, no amnésico Unico y no amnésico multiple), sin embargo,
en términos de intervencion temprana de la enfermedad todavia no se ha logrado
avanzar. Ademas, el trastorno cognitivo leve puede progresar, permanecer estable
o0 incluso mejorar con el tiempo. Este tipo de trastorno puede representar un estadio
intermedio entre los hallazgos normales para la edad y el inicio de una EA. El
trastorno inicial e insidioso de la memoria se convierte, con los meses o0 afos, en
desorientacion, disfuncién del juicio y la personalidad, anormalidades en la voluntad
y apraxias, entre otros signos. La habilidad para cuidar de si mismo se pierde con
el tiempo. Con un manejo agresivo, los pacientes con EA a menudo viven sus
altimos meses e incluso afos en un estado vegetativo. La causa mas frecuente de
muerte es la neumonia, que viene a constituirse en un final piadoso para una
enfermedad prolongada y tragica, que roba al paciente afectado su individualidad y
dignidad (160,161).

6.9 ESTRATEGIAS DE TRATAMIENTO:

6.9.1 Colinérgicos: La pérdida de la funcion colinérgica se ha relacionado
cercanamente con la pérdida de funcién cognitiva. Por eso se han desarrollado
estrategias dirigidas a inhibir la colinesterasa, desarrollar precursores de colina,
estimulacién colinérgica postsinaptica, etc. Los inhibidores de la Acetilcolinesterasa
son los medicamentos mejor desarrollados para el tratamiento de enfermedad leve
a moderada. Medicamentos como el Donepezil, la Galantamina y la Rivastigmina
han sido desarrollados, con pocos efectos adversos, larga vida media y mayor
eficacia, con estudios que han demostrado mejoria en la capacidad de realizar
actividades de la vida diaria (162,163).

6.9.2 Moduladores de la Transmisién Glutamatérgica: Para lograr este efecto
contamos con un antagonista del receptor N-metil D-aspartato (NMDA) no
competitivo conocido como memantina. Esta aprobada para la EA de grado
moderado a severa. Existen estudios que avalan la eficacia de la memantina sola o
combinada con un inhibidor de la colinesterasa para el tratamiento de la EA de grado

moderada a severa. Los estudios que agregan memantina a los anticolinesterasicos
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para controlar los sintomas cognitivos 0 no cognitivos no son claros, se necesitan
mas estudios para demostrar el beneficio del agregado de memantina a los
anticolinesterasicos. Actua sobre la via del glutamato implicada en los procesos de
aprendizaje y memoria (neurotransmision glutamatérgica en hipocampo) y en la
neurodegeneracion, ya que una actividad glutamatérgica excesiva tiene efectos
neurotdxicos. En general es bien tolerada, las reacciones adversas mas frecuentes
son la agitacion y las alucinaciones (164,165).

6.9.3 Otros Farmacos: Varios tratamientos se han propuesto como potencial
beneficio para la EA, entre los que destacamos:

Cerebrolisina: es una preparacion de péptidos con accion neurotréfica derivados
de cerebros porcinos, que se administra por via parenteral intravenosa. Aunque no
se ha esclarecido su mecanismo de accién a nivel molecular, se postula un efecto
en la reduccién de la fosforilacion de la proteina precursora del amiloide y de la
produccion del péptido B-amiloide a partir de la modulacién de las cinasas PSK3 3
y CDKS5 en el ratdn transgénico. Si bien existen estudios aleatorizados, doble ciegos,
controlados contra placebo que demuestran la eficacia de la cerebrolisina en la EA
de grado leve a moderado, un metaanalisis sugiere la necesidad de estudios
multicéntricos de mayor escala para valorar su aplicabilidad (166).

Vitamina E: la revision Cochrane de los estudios sobre su uso concluyen que hay
insuficiente evidencia para la eficacia de esta en el tratamiento de la EA (167).
Otros: los estudios con esteroides y antiinflamatorios no esteroideos en la EA han
sido negativos y tienen efectos colaterales potencialmente serios. Los reportes de
un metaanalisis no pudieron concluir algo concreto sobre el beneficio clinico del
ginkgo biloba para la demencia dado que los estudios que se incluian eran
heterogéneos. En el caso de piracetam, selegilina y pentoxifilina no se ha podido
demostrar su eficacia dado que los estudios llevados a cabo fueron mal disefiados.
La prescripcion de farmacos tales como Gingko Biloba, vitamina E, farmacos
antiinflamatorios y estatinas, entre otros, no deben ser indicados ni recomendados

para su uso en la prevencion o el tratamiento de la EA (167).

37



En los pacientes con EA el tratamiento con drogas anticolinesterasicas (donepecilo
galantamina y rivastigmina) deben considerarse desde el momento que se realiza
el diagnostico, teniendo en cuenta los beneficios terapéuticos esperados y los
potenciales problemas de seguridad (Recomendacién A). Los beneficios sobre los
sintomas cognitivos y no cognitivos han sido demostrados en aquellos con
enfermedad leve moderada y severa (Recomendacion A). Nivel de evidencia y
grado de recomendacion para los tratamientos de uso en la EA:

* Anticolinesterasicos: recomendacion grado A

* Memantina: recomendacion grado A.

» Combinacién anticolinesterasicos-memantina: recomendacion grado B.

* No indicar Ginkgo Biloba, vitamina E, AINES, estatinas y otros: recomendacién
grado A. (168,169)

7. METODOLOGIA:

7.1 Tipo de estudio: Este sera un estudio de tipo descriptivo observacional donde
se determinara y representara la variabilidad gendmica de los genes, asociados a
la enfermedad de Alzheimer, calculando la frecuencia poblacional en los resultados
de 320 exomas completos de pacientes sin un diagnéstico clinico de esta patologia

en el suroccidente colombiano

7.2 Poblacién de Estudio: Para este estudio se tomard la base de datos
perteneciente al Instituto de Genética Médica - GENOMICS donde se analizaran los
resultados de 320 exomas completos de pacientes sin diagnéstico clinico de
Enfermedad de Alzheimer del Suroccidente colombiano, este andlisis se realizara a

los pacientes que hayan autorizado por medio de un consentimiento informado.

7.3 Criterios de inclusiéon: Pacientes que se les haya realizado el exoma completo
en el Instituto de Genética Médica - GENOMICS (Cali) provenientes del
Suroccidente colombiano y que han firmado el consentimiento informado para el

uso de datos.
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7.4 Criterios de Exclusion: Pacientes que no hayan firmado el consentimiento
informado, tanto para el procesamiento del exoma como para su analisis y uso de

los datos.

7.5 Tamafo de la muestra: Muestreo por conveniencia: se usara la base de datos
de 320 Exomas completos del Instituto de Genética Médica - GENOMICS (Cali)

provenientes del Suroccidente colombiano.

7.6 Secuenciacion de Exoma: Para la elaboracion del exoma, el laboratorio realizé
la extraccion de sangre venosa periférica, aislando el ADN mediante el kit Qiagen®.
Se verifico la calidad y cantidad del ADN de la muestra y se procedié a la
preparacion de la libreria utilizando los reactivos Nextera™. Posteriormente, las
muestras fueron secuenciadas en un instrumento de lllumina, el HiSeq 2500, con
una longitud de lectura de 2 x 150 pb. La secuenciacion genero entre 450 y 500 Gb
de datos totales, con 4000 millones de lecturas y una cobertura de 100X. Luego, se
llevé a cabo el alineamiento contra el genoma de referencia hgl9 (GRCh37). Los
archivos VCF generados en la secuenciacion fueron analizados con el programa
Editor VCF v1.0, desarrollado en la tesis doctoral “Representacion De La
Variabilidad Genomica Del Complejo Mucopolisacaridosis En El Suroccidente
Colombiano”, que permite visualizar y filtrar de manera organizada toda la
informacion de las variantes encontradas, segun cromosoma, posicién, aminoacido

alterado, registro en Clinvar, entre otros." (170)

7.7 Andlisis Bioinformatico: Las variantes asociadas a la Enfermedad de
Alzheimer encontradas en los exomas se analizaran en bases de datos
poblacionales, de enfermedades, de secuencias y en programas de métodos In
Silico, con el fin de comprobar si estan descritas y poder determinar su clasificacion
de acuerdo con el Colegio Americano de Genética y Gendmica Médica (ACMG),
segun la podemos clasificar en 5 categorias: Patogénicas, probablemente
patogénicas, de significado incierto (VUS), probablemente benignas y benignas
(170).
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7.7.1. BASES DE DATOS POBLACIONALES

7.7.1.1. Proyecto 1000 genomas (1000GP):
(https://www.internationalgenome.org/) con este proyecto se cred un catalogo de
variaciones genéticas humanas comunes, utilizando muestras con
consentimiento abierto de personas que se declararon sanas. Fue pionero en
emplear la secuenciacion masiva de miles de individuos mediante tecnologia
NGS. Desde su inicio en 2007, este proyecto logro secuenciar el genoma de
2.504 personas en 5 continentes y 26 poblaciones distintas (178). desde chinos
inmigrantes en Denver, Colorado, hasta miembros de la tribu Luhya en Kenia,
se describe un catalogo de 84,7 millones de variantes que amplia en un 40 % el
namero de variantes conocidas del genoma humano. Aunque se detalla una
amplia diversidad genética, la mayoria de las variantes (el 86 % de estos 84,7
millones) se encuentran restringida a los individuos de un solo continente,
especialmente entre las poblaciones subsaharianas del continente africano.
Segun la informacion del proyecto cada persona participante en el estudio es
portadora de 150 a 180 variantes que provocan la finalizacion prematura de
proteinas y de 24 a 30 variantes implicadas en enfermedades raras. En este
proyecto se detallan 68.818 variantes estructurales, que pueden tener hasta
500.000 bases de longitud, informan 42.279 supresiones bialélicas, 6.025
duplicaciones bialélicas, 2.929 mCNVs (variaciones en el numero de copias
multialélicas), 786 inversiones, 168 inserciones mitocondriales nucleares y
16.631 inserciones de elementos moviles. Las muestras del Proyecto 1000
Genomas proporcionan una amplia representacion de la variaciébn genética
humana; incorporan multiples estrategias de analisis, conjuntos de llamadas y
tipos de variantes. Las muestras de proyectos y datos resultantes se pueden
compartir ampliamente, lo que permite comparar estrategias de secuencia y
meétodos de andlisis facilmente en un conjunto de muestras de referencia;
presenta un acceso gratuito en la web y permite una busqueda amigable de las
variantes reportadas hasta el momento en la poblacion (171).

7.7.1.2. Exome Aggregation Consortium (Exac)

(http://exac.broadinstitute.org/) Plataforma que busca agregar y organizar los
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datos de secuenciacibn de exoma de una variedad de proyectos de
secuenciacion a gran escala, y poner a disposicion de la comunidad cientifica
mas amplia datos resumidos. El conjunto de datos proporcionado en este sitio
web abarca 60.706 individuos no relacionados secuenciados como parte de
varios estudios genéticos especificos de poblacion y enfermedades. Esta web
ha eliminado individuos afectados por enfermedad pediatrica grave, por lo que
este conjunto de datos deberia servir como un conjunto Util de referencia de
frecuencias de alelos para estudios de enfermedades graves (180). Todos los
datos en bruto de estos proyectos se han reprocesado y se han llamado
conjuntamente a variantes para aumentar la coherencia entre los proyectos
como 1000 Genomas, Bulgarian Trios, FinlandUnited States Investigation of
NIDDM Genetics (FUSION), GoT2D, Inflammatory Bowel Disease, METabolic
Syndrome In Men (METSIM), Jackson Heart Study, Myocardial Infarction
Genetics Consortium,NHLBI-GO Exome Sequencing Project (ESP), National
Institute of Mental Health (NIMH) Controls, The Cancer Genome Atlas (TCGA).
Se encuentra disponible y de acceso gratuito en la web para utilizar y comparar
datos de variantes registradas. (172)

7.7.2. BASES DE DATOS DE GENOMAS:

7.7.2.1. Ensembl Genome Browser (http://www.ensembl.org/index.html). Es un
buscador de genomas de vertebrados que respalda la investigacion en
gendmica comparativa, evolucion, variacion de secuencias y regulacion
transcripcional. Ensembl anota genes, calcula multiples alineaciones, predice la
funcién reguladora y recopila datos de enfermedades. Las herramientas
Ensembl incluyen BLAST, BLAT, BioMart y Variant Effect Predictor (VEP) para
todas las especies admitidas. Este proyecto comenzo6 en 1999 con el fin dltimo
de anotar automaticamente el genoma, integrar dicha anotacion con otros datos
bioldgicos disponibles, y publicar toda esta informacion en linea y de manera
gratuita, algo que viene haciendo desde el 2000. La cara mas visible del proyecto
€S Su Visor gendmico y su repositorio de recursos genomicos integrados, cuya

densidad varia en funcion de la especie, siendo las de mayor completitud


http://www.ensembl.org/index.html
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(analisis funcional) la de humano, ratdn, rata y pez cebra, precisamente los
genomas mas consultados. Todas estas anotaciones se integran con una
enorme cantidad de fuentes externas de referencia, lo que convierte a Ensembl
CcOmo un recurso integrador Unico (173)

7.7.3. BASES DE DATOS DE ENFERMEDADES

7.7.3.1. Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) (https://www.omim.org/)
Constituye un catalogo en linea de genes humanos y trastornos genéticos. Es
una base de datos elaborada por el Instituto de Medicina Genética para el uso
de médicos y otros profesionales dedicados a los trastornos genéticos,
investigadores genéticos y para estudiantes avanzados en la ciencia y la
medicina. Las descripciones generales de texto completo referenciadas en
OMIM contienen informacion sobre todos los trastornos mendelianos conocidos
y mas de 15.000 genes. OMIM se centra en la relacion entre fenotipo y genotipo.
Se actualiza diariamente y las entradas contienen enlaces a otros recursos
genéticos (181). Los fenotipos incluyen trastornos y rasgos mendelianos de un
solo gen; susceptibilidades al cancer y enfermedades complejas; variaciones
que conducen a valores de prueba de laboratorio anormales pero benignos,
grupos sanguineos y enfermedad genética de células sométicas e IDH1 y
glioblastoma multiforme. (174)

7.7.3.2. Clinvar ( https://www.ncbi.nim.nih.gov/clinvar/) ClinvVar es un archivo
publico de acceso gratuito de informes de las relaciones entre las variaciones y
fenotipos humanos; facilita el acceso y la comunicacion sobre las relaciones
afirmadas entre la variacion humanay el estado de salud observado, y la historia
de esa interpretacion, procesa las presentaciones que informan variantes
encontradas en muestras de pacientes, afirmaciones hechas con respecto a su
importancia clinica, informacion sobre el remitente y otros datos de respaldo
(182). Los alelos descritos en las presentaciones se asignan a secuencias de
referencia y se informan de acuerdo con el estandar HGVS. Luego, el sistema
presenta los datos para los usuarios, de uso libre. El nivel de confianza en la
precision de las llamadas de variantes y las afirmaciones de importancia clinica

depende en gran medida de la evidencia de apoyo, por lo que esta informacion,
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cuando esta disponible, se recopila y es visible para los usuarios. Debido a que
la disponibilidad de evidencia de respaldo puede variar, particularmente con
respecto a los datos retrospectivos agregados de la literatura publicada, el
archivo acepta envios de multiples grupos y agrega informacion relacionada,
para reflejar de manera transparente tanto el consenso como las afirmaciones
conflictivas de importancia clinica. Los archivos de ClinVar presentan
informacion y agregan identificadores y otros datos que pueden estar disponibles
sobre una variante o condicion de otros recursos publicos usando cédigos RS.
(175)

7.7.4. BASES DE DATOS DE SECUENCIAS

7.7.4.1. National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Fuente estadounidense lider de bases de datos
biomédicos publicos y es un referente mundial en informacion biomédica y
gendmica. Es una herramienta de software para analizar datos moleculares y
gendmicos e investigacion en biologia computacional. El NCBI crea y mantiene
mas de 40 bases de datos integradas para las comunidades médica y cientifica,
asi como para el publico en general. La cantidad de recursos que NCBI pone en
linea a disposicion del publico son realmente amplios, tanto en nimero como en
los &mbitos de conocimiento que cubre. Tiene gran cantidad de bases de datos
segun la informacién y caracteristicas de la busqueda. Mediante la busqueda en
dbSNP (repositorio central tanto para sustituciones como pequeias
eliminaciones e inserciones de bases de nucle6tidos Unicos) se obtiene
informacion sobre el posible efecto fisiopatolégico de la variante y de su
frecuencia en poblacion europea (a través de la informacion de Haplotype Map;
HapMap). dbSNP también almacena variaciones raras y comunes con sus
genotipos y frecuencias alélicas, e incluye tanto variantes clinicamente
significativas en humanos como polimorfismos benignos. Actualmente, cuenta
con 53 millones de RefSNP clusters (o codigos rs, que son los cédigos unicos
de identificacion de las variaciones una vez procesadas tras su envio).

Originalmente fue creada para dar soporte al descubrimiento de polimorfismos
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a gran escala, como el del proyecto HapMap, pero enseguida fue considerado
como repositorio mundial también para otros tipos de variaciones (184).

7.7.4.2. Métodos In Silico: Por medio de estas herramientas bioinformaticas, es
posible predecir las consecuencias de las variantes genéticas en la estructura y
funcion de las proteinas. permitiendo determinar caracteristicas como cambios
en las propiedades fisicoquimicas de los aminoacidos sustituidos, el grado de
conservacion evolutiva, el entorno de la secuencia de un aminoacido afectado o
la alteracion en las propiedades estructurales de la proteina.

7.7.4.2.1. INTERVAR (http://wintervar.wglab.org/about.php) InterVar es una
herramienta de software bioinformatico para la interpretacion clinica de variantes
genéticas segun la guia de American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG) y la Association for Molecular Pathology (AMP) publicada en 2015 con
estandares y pautas actualizadas para la interpretacion clinica de las variantes
de secuencia con respecto a las EH, con base en clasificacién de variantes:
benigna, probablemente benigna, significancia incierta, probablemente
patogénica y patogénica. Ademas, InterVar desarroll6 un servidor web
complementario denominado winterVar, para permitir la interpretacion de
variantes, es facil de usar con un paso de interpretacion automatizado y un paso
de ajuste manual. Estas herramientas son especialmente Utiles para tratar
trastornos del desarrollo congénitos severos o de inicio muy temprano con alta
penetrancia. Finalmente, utilizando los resultados de algunos estudios de
secuenciacion publicados, se ha demostrado la utilidad de InterVar para reducir
significativamente el tiempo de interpretacion de significancia clinica en las
variantes de secuencia (178).

7.7.4.2.2. Polymorphism Phenotyping v2 (Polyphen-2) La herramienta
Polyphen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/) predice el impacto que puede
causar una sustitucion de un aminoacido en la estructura o funcion de una
proteina humana mediante consideraciones comparativas. Dada una sustitucion
de un aminoacido en una proteina, PolyPhen-2 extrae varias caracteristicas
relacionadas con la secuencia y la estructura de donde se ha producido la

sustitucién e introduce estos datos en un clasificador probabilistico para obtener
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el grado de perjuicio que supone. Esta prediccidén se basa en reglas empiricas
aplicadas a la secuencia, a la informacién filogenética y estructural que
caracterizan la sustituciéon. Ademas, usa los datos HumDiv, que esta formado
por los alelos patogénicos causantes de enfermedades mendelianas que se
encuentran en la base de datos UniProtKB, junto con las diferencias entre las
proteinas humanas y sus homologos mamiferos mas cercanos. Ademas, incluye
datos de HumVar, formado por las mutaciones causantes de enfermedades
humanas ubicadas en la base de datos UniProtKB y el conjunto nsSNPs
(nonsynonymous singlenucleotide polymorphisms), sin enfermedades dafinas
asociadas. Por medio de un clasificador Naive Bayes, obtiene la probabilidad de
gue una mutacion sea dafina dando una tasa o estimacion de falsos positivos
(posibilidad de que una mutacién sea clasificada como perjudicial cuando en
realidad no lo es) y verdaderos positivos (una mutacion es clasificada como
perjudicial y lo es). Polyphen-2 clasifica a las variantes en una de estas tres
categorias: benigna, probablemente patogénica y patogénica, basandose en la
probabilidad de patogenicidad dada por el clasificador. La variante es
considerada benigna cuando la probabilidad de patogenicidad es < 0,15. Las
variantes seran consideradas posiblemente dafinas cuando la probabilidad de
patogenicidad este entre 0,15 y 0,85. Por ultimo seran consideradas como
probablemente dafinas cuando la probabilidad de patogenicidad sea > 0,85.
Ademas el programa da una estimacion de falsos positivos y falsos negativos
(179).

7.7.4.2.3. Mutation Taster (http://www.mutationtaster.org/) Es una aplicacion
gratuita basada en la web para evaluar las variantes de secuencia de ADN para
determinar su potencial de causar enfermedades. El Software realiza una bateria
de pruebas in-silico para estimar el impacto de la variante en el producto
génico/proteina; ademas de analizar las variantes missense, es capaz de
analizar las variantes sindnimas, no codificantes y pequefas inserciones no
superiores a 12 bases. En funcién de estos tipos de variantes se utilizan tres
diferentes modelos de prediccion: Without aae, disefiado para las variantes

sinénimas y no codificantes que no conducen a sustitucién de aminoacidos, pero
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podrian tener un efecto en el patron de empalme de la transcripcion;
Simple_aae, para variantes missense; y 52 Complex_aae, para las variantes con
efecto mas complejo como “framshifts” o proteinas truncadas. Utiliza un
clasificador Naive Bayes para predecir el potencial patolégico de una alteracion,
el cual ha sido preparado con datos de variantes recopilados de diferentes
fuentes. El conjunto de datos que contiene las variantes neutrales es una
seleccion de SNPs e inserciones de dbSNP. La seleccion de SNPs se basa en
las frecuencias de la poblacion en Haplotype Map (HapMap), lo cual significa
que la variante ha de encontrarse en al menos un 10% de la poblacién. Este
procedimiento de filtrado asegura que las variantes raras que podrian
potencialmente causar enfermedades sean excluidas. Los datos de variantes
asociadas a enfermedad se han obtenido a partir de Online Mendelian
Inheritance in Man (OMIM), Human Gene Mutation Database (HGMD) y de la
literatura. Las caracteristicas que han sido incluidas por el clasificador son: la
conservacion filogenética del lugar afectado, cambios en el sitio de splicing,
pérdida en las caracteristicas de la proteina, cambios en el RNAm asi como en
el tamafio de la proteina. Se introdujo en el programa informatico la secuencia
en formato FASTA, y a continuacion, el cambio a estudiar, Mutation Taster
clasifica a la variante como polimorfismo o como patogénica, basandose en la
probabilidad de patogenicidad. Si la probabilidad esta por debajo de 0,05 es
clasificada como polimorfismo, si por el contrario estd por encima se clasifica
como patogénica. Ademas, da un valor (p) que refleja la seguridad de la
prediccién (180).

7.7.4.2.4. UMD PREDICTOR (http://umd-predictor.eu/analysis.php) Es un
sistema de prediccion actualizado con significados clinicos de variantes génicas.
Aproximadamente la mitad de las lesiones genéticas responsables de
enfermedades hereditarias humanas se deben a una sustitucion de
aminoacidos. Distinguir las variaciones de secuencias neutrales de los
responsables del fenotipo es de gran interés en la genética humana. Para
diferenciar ain mas las variantes neutrales de las sustituciones de nucleétidos

patdogenos, se desarrollé la nueva herramienta, UMD-Predictor. Esta
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herramienta proporciona un enfoque combinatorio, para identificar posibles
variaciones patdégenas, que asocia los siguientes datos: localizacion dentro de
la proteina, conservacion, propiedades bioquimicas de los residuos mutantes y
de tipo salvaje, y el impacto potencial de la variacion en el ARNm. UMD predictor
es una plataforma independiente que contiene todas las predicciones de todas
las sustituciones de cualquier transcripcidon humana. Fue conceptualizado como
una arquitectura de tres niveles. El nivel de presentacion se desarrollé en PHP,
javascript y html. Esta interfaz integra las bibliotecas d3.js (http://d3js.org/) y
jquery (http://jquery.com/) para garantizar un facil acceso al sistema (http://umd-
predictor.eu). El Nivel de aplicacion integra el algoritmo de prediccién en si
mismo Y el nivel de datos integra la secuencia de referencia del genoma humano
Ensembl v71 y las transcripciones. Todas las sustituciones teoricas de las
transcripciones codificantes de proteinas (280,315,899 mutaciones) fueron
modeladas, calculadas y almacenadas en una base de datos de PostgreSQL
(http://www.postgresqgl.org/) que permite un analisis rapido de grandes conjuntos
de datos. Se pueden usar varios parametros para buscar una sola o multiples
mutaciones, todas las mutaciones de un gen, transcripcion o cromosoma
especifico y un archivo VCF completo. Ademas, el sitio web proporciona
materiales educativos para facilitar la experiencia del usuario. Actualmente se
cataloga como uno de los mejores sistemas de prediccion, teniendo gran nivel
de especificidad y sensibilidad con respecto a otras plataformas (181).

7.7.4.2.5. PROVEAN (Protein Variation Effect Analyzer) Es una herramienta
atil para filtrar variantes de secuencia para identificar variantes no sincronizadas
o indel que se predice que son funcionalmente importantes. El rendimiento de
PROVEAN es comparable a las herramientas populares como SIFT o PolyPhen-
2. Por medio de un método de calculo rapido para obtener puntuaciones de
alineacion de secuencia por pares, permite la generacion de predicciones
precalculadas para 20 sustituciones de aminoacidos Unicos y una eliminacion en
aminodcidos individuales en cada posicidn de todas las secuencias de proteinas
tanto en humanos como en ratones. El software es capaz de calcular una

puntuacion de alineacion delta para cada secuencia de soporte. Los puntajes se
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promedian luego dentro y entre los grupos para generar el puntaje final. Si la
puntuacion es igual o por debajo de un umbral predefinido (por ejemplo, -2.5),
se predice que la variante de la proteina tendra un efecto "Patogénico”. Si la
puntuacion estd por encima del umbral, se predice que la variante tendra un
efecto "neutral o benigno”. (182)

7.7.4.2.6. Algoritmo SIFT (http://sift.jcvi.org/) Es una herramienta que clasifica
las sustituciones de aminoacidos en una proteina dada y predice si estos
cambios provocaran un efecto fenotipico en la misma. SIFT se basa en la
premisa de que los aminoacidos importantes de una proteina estan conservados
en la evolucién, por lo que cambios en los mismos deben afectar a la
funcionalidad de la proteina. Con una secuencia proteica dada, SIFT escoge
proteinas relacionadas y obtiene un alineamiento multiple de estas con la
proteina a analizar, y basandose en los amino&cidos presentes en cada posicion
del alineamiento realiza una prediccion de las sustituciones que afectaran a la
funcién de la proteina. Las sustituciones en una posicién conservada en el
alineamiento seran consideradas como “no tolerables” para la mayoria de los
cambios, mientras que las posiciones que no estdn conservadas en el
alineamiento tolerardn mejor los cambios de aminoacido. Se introduce la
secuencia a analizar en formato FASTA y el programa primero busca secuencias
similares a la introducida por nosotros, después escoge secuencias
estrechamente relacionadas que puedan tener una funcién similar a la nuestra,
y luego obtiene el alineamiento de las secuencias escogidas. Por altimo, calcula
las probabilidades normalizadas para todas las posibles sustituciones del
alineamiento. Las sustituciones con una puntuacion menor de 0,05 seran
clasificadas como deletéreas, y las de puntuaciéon mayor o igual a 0,05 seran
tolerables o neutrales (183).

7.7.4.2.7. Human Splicing Finder: Es una herramienta para predecir los efectos
de las mutaciones en las sefales de empalme o para identificar motivos de
empalme en cualquier secuencia humana. Contiene todas las matrices
disponibles para la prediccion de secuencias auxiliares, asi como las nuevas

para los sitios de union de las proteinas 9G8 y Tra2-beta Serina-Arginina y la
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ribonucleoproteina hnRNP Al. También tiene nuevas matrices de peso de
posicion para evaluar la resistencia de los sitios de empalme de 5'y 3'y los
puntos de ramificacion. HSF podria es un recurso valioso para fines de
investigacion, diagnostico y terapéuticos (por ejemplo, omision de exon
terapéutico), asi como para estudios globales, como el Proyecto Europeo
GENZ2PHEN o el Proyecto Varioma Humano (176).

7.7.5. Clasificaciéon de variantes de acuerdo con American College of
Medical Genetics (ACMG): La evaluacion de la evidencia de una variante esta
destinada a la interpretacion de variantes observadas en pacientes con
presuntos trastornos hereditarios (principalmente mendelianos) en un entorno
de laboratorio de diagndstico clinico. Por esta razon el colegio americano de
genética médica (ACMG por sus siglas en inglés) ha instaurado un sistema de
clasificacion dependiendo de las investigaciones reportadas en diferentes
estudios, analisis familiares, in-silico y predicciones sistematicas que permitan
un acuerdo de interpretacion en variantes (170). Dicho sistema del ACMG se ha
clasificado para obtener informacion sobre la significancia clinica de la siguiente
manera:

e Patogénica: variantes que tienen evidencia fuerte de asociacion con
enfermedad.

e Probablemente Patogénica: variantes que probablemente estan
implicadas con enfermedad, ya que el cambio nucleotidico presenta
una probabilidad de méas del 90% de ser patogénica.

e De significado incierto (VUS): variantes con posibles cambios
funcionales, pero con evidencia contradictoria o insuficiente. Es decir,
no se puede definir si es patogénica o no.

e Probablemente benigna: variantes con evidencia que sugiere
benignidad, pero con datos débiles en la literatura que no descartan
impacto bioldgico y eventualmente clinico. EI cambio nucleotidico
presenta una probabilidad de mas del 90% de no ser patogénica.

e Benigna: variantes genéticas que no alteran funcionalidad



7.8 Calculo de Frecuencias Genéticas Alélicas:

Blsqueda de las variantes en los genes seleccionados asociados a la enfermedad
de Alzheimer para luego realizar una tabulacion de esas variantes segun su
posicion, cambio de nucledtido, cambio de aminoacido, significado clinico,
frecuencia alélica y referencia NCBI; para luego realizar los calculos de las
frecuencias alélicas (por cuenta simple). Esta frecuencia génica se calculara
dividiendo el nimero de alelos totales encontrados para cada variante sobre el
namero total de pacientes evaluados. Por su parte, la frecuencia alélica para las
variantes reportadas se tomara segun los datos existentes en el Clinvar y EXAC, y
para aquellas variantes no reportadas se usara la ecuacion de Hardy-Weinberg
(185).

La frecuencia alélica se calcul6 por cuenta simple:

Numero de copias del Alelo en la poblacién

NuUmero total de copias del gen en la poblacion

7.9 RED DE INTERACCION DE GENES ASOCIADOS A LA ENFERMEDAD DE
ALZHEIMER

Se realizaron redes de interaccion para los genes mas relevantes asociados a la
Enfermedad de Alzheimer APOE, APP, ABCA7, PSEN1, PSEN2, y CLU, utilizando
el software GeneMANIA con proteinas asociadas y moléculas pequeiias, teniendo
en cuenta solamente la evidencia encontrada de experimentos, bases de datos
proceso bioldgico, funcion molecular, ruta o dominio de la proteina que se veia
alterada y co-expresion con un nivel de confianza de 0.900 para determinar

interaccidén entre genes cercanos.

GeneMANIA es un sitio web flexible y facil de usar para generar hipétesis sobre la
funcidbn de genes, analizar listas de genes y priorizar genes para ensayos
funcionales. Dada una lista de genes de consulta, GeneMANIA encuentra genes
funcionalmente similares utilizando una gran cantidad de datos de genomica y

protedmica. En este modo, pondera cada conjunto de datos gendémicos funcionales
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de acuerdo con su valor predictivo para la consulta. Otro uso de GeneMANIA es la
prediccion de la funcion genética. Dado un solo gen de consulta, GeneMANIA
encuentra genes que probablemente compartan funciones con el

http://genemania.org. (191)

8.0 CONSIDERACIONES ETICAS

En este estudio no se realizan intervenciones adicionales; los pacientes incluidos
seran derivados del Instituto de Genética Médica - GENOMICS, donde se les realizo
una prueba de exoma completo a quienes hayan firmado el consentimiento
informado para su realizacion como para el uso de sus datos. El formato de
consentimiento informado incluye informacion completa sobre la intervencion a
realizar (en este caso toma de muestras), la técnica utilizada y los posibles efectos
adversos, aclarandose que estos en ningln momento ponen en riesgo la integridad
del paciente. También se le informa claramente la disposicion de las muestras
obtenidas y el uso de los datos de cada paciente.

La identidad de los participantes sera salvaguardada a través de codigos y ni su
nombre, ni su identidad seran publicados; nadie ajeno al grupo de investigacion
tendra acceso a la informacion de datos personales.

Este proyecto se acoge a la normativa nacional que regula la investigacion clinica
en Colombia, segun las resoluciones 8430 de 1993y 2378 de 2008 y a los acuerdos

internacionales de ética de investigacion en humanos (Declaracién Helsinki). (186)

Aspectos éticos:
El presente proyecto tuvo en cuenta:

e Proteccion de personas y animales: Los autores declaran que los
procedimientos seguidos se conformaron a las normas éticas de comité de
experimentacion humana responsable y se adapta a los principios
establecidos en la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial
(AMM)
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e Confidencialidad de los datos: Los autores declaran que en este articulo

no aparecen datos de pacientes y han seguido los protocolos de su centro
de trabajo.

Derecho a la privacidad y consentimiento informado: Los autores
declaran que en este articulo no aparecen datos de pacientes y se obtuvo
consentimiento informado por parte del representante legal (padre y madre)
del paciente, segun la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica
Mundial “Principios éticos para las investigaciones médicas en seres
humanos” en donde se consideran los aspectos fundamentales para el
cumplimiento de los objetivos de manera profesional y disciplinar (186).
Dentro de estos se destacan para este proyecto:

...2. El deber del médico es promover y velar por la salud de las personas.
Los conocimientos y la conciencia del médico han de subordinarse al
cumplimiento de este deber.

...5. En investigacién médica en seres humanos, la preocupacion por el
bienestar de los seres humanos debe tener siempre primacia sobre los
intereses de la ciencia y de la sociedad.

...6. El propdsito principal de la investigacién médica en seres humanos es
mejorar los procedimientos preventivos, diagnosticos y terapéuticos, y
también comprender la etiologia y patogenia de las enfermedades. Incluso,
los mejores métodos preventivos, diagnosticos y terapéuticos disponibles
deben ponerse a prueba continuamente a través de la investigacion para que
sea eficaz, efectivo, accesible y de calidad.

...9 Los investigadores deben conocer los requisitos éticos, legales y
juridicos para la investigacién en seres humanos en sus propios paises, al
igual que los requisitos internacionales vigentes. No se debe permitir que un
requisito ético, legal o juridico disminuya o elimine cualquier medida de

proteccion para los seres humanos establecida en esta Declaracion.
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Principios béasicos paratoda investigacion médica:

...10. En la investigacion médica, es deber del médico proteger la vida, la
salud, la intimidad y la dignidad del ser humano.

...14. El protocolo de la investigacion debe hacer referencia siempre a las
consideraciones éticas que fueran del caso, y debe indicar que se han
observado los principios enunciados en esta Declaracion.

...20. Para tomar parte en un proyecto de investigacion, los individuos deben
ser participantes voluntarios e informados.

..21. Siempre debe respetarse el derecho de los participantes en la
investigacion a proteger su integridad. Deben tomarse toda clase de
precauciones para resguardar la intimidad de los individuos, la
confidencialidad de la informacion del paciente y para reducir al minimo las
consecuencias de la investigacion sobre su integridad fisica y mental y su
personalidad.

...22. En toda investigacion en seres humanos, cada individuo potencial debe
recibir informacién adecuada acerca de los objetivos, métodos, fuentes de
financiamiento, posibles conflictos de intereses, afiliaciones institucionales
del investigador, beneficios calculados, riesgos previsibles e incomodidades
derivadas del experimento. La persona debe ser informada del derecho de
participar o no en la investigacion y de retirar su consentimiento en cualquier
momento, sin exponerse a represalias. Después de asegurarse de que el
individuo ha comprendido la informacion, el médico debe obtener entonces,
preferiblemente por escrito, el consentimiento informado y voluntario de la
persona. Si el consentimiento no se puede obtener por escrito, el proceso
para obtenerlo debe ser documentado formalmente antes testigos.

...27. Tanto los autores como los editores tienen obligaciones éticas. Al
publicar los resultados de su investigacion, el médico esta obligado a
mantener la exactitud de los datos y resultados.

Se deben publicar tanto los resultados negativos como los positivos o de lo
contrario deben estar a la disposicion del publico. En la publicacién se debe



citar la fuente de financiamiento, afiliaciones institucionales y cualquier
posible conflicto de intereses (195).
CODIGO DE NUREMBERG Tribunal Internacional de Nuremberg, 1947
(187)
El consentimiento voluntario del sujeto humano es absolutamente esencial. El
experimento debe realizarse con la finalidad de obtener resultados fructiferos para
el bien de la sociedad que no sean asequibles mediante otros métodos o medios de
estudio, y no debe ser de naturaleza aleatoria 0 innecesaria. Ademas, se tuvo en
cuenta entre todos con mayor énfasis otros principios medico legales como son el
evitar todo sufrimiento o dafio innecesario fisico o mental. No debe realizar
experimento alguno cuando hay una razén a priori para suponer que puede ocurrir
la muerte o una lesion irreparable; excepto, quiza, en los experimentos en los que
los médicos investigadores son también sujetos de experimentacion.
PRINCIPIOS BIOETICOS UNIVERSALES (188) En esta investigacion se tuvo en
cuenta la relevancia en la aplicacién de los principios bioético-universales de
autonomia, beneficencia, no maleficencia y justicia y de este modo aportar a la
comunidad cientifica y sociedad en general.
INFORME BELMONT (189) Se tuvo presente para la definicion de metodologia,
consentimiento informado y cumplimiento de objetivos de esta investigacion los
principios y guias éticos para la proteccion de los sujetos humanos de investigacion,
ya que dentro de otros aspectos se considera relevante brindar la oportunidad de
elegir a quienes participen del mismo, lo que les pueda ocurrir 0 no, ademas
estableciendo con claridad que no hay riesgos en su bienestar.
DECLARACION UNIVERSAL DEL GENOMA HUMANO (190):
- LA DIGNIDAD Y EL GENOMA HUMANOS: Se han tenido en cuenta los principios
rectores para la practica de investigacién relacionada con parte del genoma
teniendo en cuenta el respeto por la dignidad de los pacientes y sus familias y que
los beneficios no sean diferentes a los académicos. De los principios a la practica:
- Articulo 1 El genoma humano es la base de la unidad fundamental de todos los

miembros de la familia humana y del reconocimiento de su dignidad intrinseca y su
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diversidad. En sentido simbolico, el genoma humano es el patrimonio de la
humanidad.

- Articulo 2:

a) Cada individuo tiene derecho al respeto de su dignidad y derechos, cualesquiera
que sean sus caracteristicas genéticas.

b) Esta dignidad impone que no se reduzca a los individuos a sus caracteristicas
genéticas y que se respete el caracter unico de cada uno y su diversidad.

- Articulo 3: El genoma humano, por naturaleza evolutivo, esta sometido a
mutaciones. Entrafia posibilidades que se expresan de distintos modos en funcion
del entorno natural y social de cada persona, que comprende su estado de salud
individual, sus condiciones de vida, su alimentacion y su educacion.

- Articulo 4: El genoma humano en su estado natural no puede dar lugar a

beneficios pecuniarios.

9.0RESULTADOS:

Después de realizar el andlisis bioinformético a los 320 exomas completos de
pacientes del suroccidente colombiano, con patologias diferentes y no
diagnosticados clinicamente con enfermedad de Alzheimer, pertenecientes a la
base de datos del instituto de genética médica-GENOMICS (Cali), se encontraron
294 variantes asociadas a los genes codificantes de la enfermedad de Alzheimer,
267 de estas variantes no se han reportado con anterioridad en la base de datos
Clinvar y 27 variantes no presentan una significancia clinica reportada en esta
plataforma.

Los genes en los que se reportaron variantes asociados a la enfermedad de
Alzheimer fueron APOE, ABCA, APP, PSEN1, PSEN2, CLU. El gen que mas se
presentd fue el gen ABCA7 tuvo una frecuencia de 164 (55.8%) seguido del gen
CLU que tuvo una frecuencia de 33 (11.2%). EI gen PSENL1, fue el gen de menor

frecuencia 14 (4.8%) en las 294 variantes encontradas.
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Porcentaje de genes asociadas a las variantes EA
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Figura 13. Frecuencia de los genes asociados a las variantes EA.

No se encontraron variantes de significancia clinica patogénica, todas fueron
variantes benignas. En el gen APOE se encontré 1 variante reportada (0.34%), 6
variantes en el gen ABCA7 (1.36 %); 8 variantes en el gen APP (2.38%); 3 variantes
en el gen PSEN1 (1.02 %); 8 variantes en el gen PSEN2 (2.38 %) y una variante en
el gen CLU (0.37%) (Tablal).

Tabla 1. Variantes Reportadas y no Reportadas en los genes asociados a la EA.

GEN VARIANTES PORCENTAIJE VARIANTES NO PORCENTAIJE
REPORTADAS % REPOTADAS %
(n) (n)

ABCA7 6 1.36 158 53.74
PSEN1 3 1.02 11 3.74
APOE 1 0.34 25 8.50

APP 8 2.38 21 7.14

CcLu 1 0.34 32 10.89
PSEN2 8 2.38 20 6.80
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Figura 14. Distribucion de los genes segun significado clinico Clinvar.
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B: Benigno; NR: No reportado; PB: Probablemente benigno.

En el gen APOE la mayoria de las variantes no estaban reportadas (5.78%),
seguidas de 5 variantes tipo missense (1.7%) y 3 variantes tipo sindnima (1.02%).
Figura 15. Variantes gendmicas y exomicas en el gen APOE

Variantes gendmicas y exomicas encontradas en el gen APOE
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En el gen ABCA7 la mayoria de las variantes no estan reportadas (44.9%), seguidas

de 19 variantes tipo missense (6.46%) y 11 variantes tipo sindnima (3.74%).
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Figura 16. Variantes gendmicas y exomicas en el gen ABCA7

Variantes gendmicas y exdmicas encontradas en el gen ABCA7
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En el gen APP la mayoria de las variantes no estan reportadas (4.42%), seguidas

de 10 variantes tipo intrénica (3.4%) y 4 variantes tipo sinénima (1.36%).

Figura 17. Variantes gendmicas y exomicas en el gen APP

Variantes gendmicas y exéomicas encontradas en el gen APP
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En el gen PSEN1 la mayoria de las variantes no estan reportadas (3.06%), seguidas
de 4 variantes tipo intronica (1.36%) y 1 variante tipo missense (0.34%). No se

encontraron variantes sinénimas.
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Figura 18. Variantes gendmicas y exomicas en el gen PSEN1

Variantes gendémicas y exémicas encontradas en el gen PSEN1
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En el gen PSEN2 la mayoria de las variantes no estan reportadas (3.4%), seguidas
de 8 variantes tipo sin6nima (2.72%) y 3 variantes tipo missense (1.02%). La

variante intrénica tuvo un porcentaje del 2.38%.

Figura 19. Variantes gendmicas y exomicas en el gen PSEN2

Variantes gendmicas y exomicas encontradas en el gen PSEN2
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En el gen CLU la mayoria de las variantes no estan reportadas (4.08%), seguidas
de 15 variantes tipo intrénica (5.1%), 4 variantes tipo sinénima (1.36%) y 2 variantes

missense (0.68%).
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Figura 20. Variantes gendmicas y exomicas en el gen CLU

Variantes gendomicas y exomicas encontradas en el gen CLU
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Los genes ABCA7 y PSEN2 obtuvieron una frecuencia alélica alta EI gen CLU

obtuvo la menor frecuencia alélica (0.046875).

Figura 21. Frecuencias alélicas de los principales genes
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Tabla 2. Variantes encontradas en los exomas completos de 320 pacientes del

suroccidente colombiano asociadas a la enfermedad de Alzheimer en el gen APOE,

con sus frecuencias alélicas.

GEN

APOE

B: Benigno; Cl: conflicto de interpretacion; NR: No reportado; P: patogénico; PB: Probablemente benigno; PP:

POSIOION

chrl9:45404051

chrl9:45404579

chrl9:45411941

chr19:45409167

chrl9:45412204

chrl9:45412079
chr19:45412040
chrl9:45412208
chr19:45412174
chr19:45409121
chr19:45406417
chrl9:45406303
chrl9:45409966
chrl9:45409218
chr19:45409020
chrl9:45409158
chr19:45409154
chr19:45409159
chrl9:45409020
chr19:45409121
chrl9:45409180
chrl9:454064 25
chr19:45409015
chrl9:45409175
chrl9:45412532

chr19:45412532

CAMBIO DE

CAMBIO DE

NUCLEOTIDO AMINOACDO

c.708C-A

C.946+12G>A

388

C-2H69C-G

cB6S1CT

c526CT

c487CT

C.655C-A

CB21C-A

p.val236val

NR

p. Cys130Cys

NR

p. Ala217Ala

p. Argl76Cys

p. Argl63Cys

p. GIn219Lys

p. Arg2074Arg

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

REFE.
CUNVAR

rs2005S65630

rs394819

rs429358

5440446

rs72654468

rs7412

rs769455

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

SIGMACADO

CUNICO

CUNVAR

NR

NR

NR

MR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

MR

NR

NR

NR

MR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

MR

TPODE
CAMBIO

sinonima

intronica

missense

missense

sinonima

missense

missense

missense

sinonima

MR

MR

NR

NR

MR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

MR

MR

NR

MR

NR

PROVEAN

NR

MR

NR

PB

MR

NR

NR

NR

MR

NR

NR

NR

MR

NR

MR

NR

MR

NR

NR

MR

NR

UMD
PREDICTOR

NR

MR

NR

NR

PB

PB

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

POLYPHEN VARSOME

MR

NR

NR

NR

MR

NR

MR

NR

NR

NR

MR

NR

NR

NR

MR

NR

NR

NR

MR

MR

NR

NR

NR

probablemente patogénico Sl: Significado incierto, A: Adenina C: Citocina, G: Guanina T: Timina.
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PB

PB

PB

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

FRECUENCIA
ALEUCA

0.003125

0.034375

0,138

0.25

0.003125

0.021875

0.003125

0.003125

0.003125

0.00625

0.003125

0.009375

0.003125

0.003125

0.003125

0.003125

0.003125

0.003125

0.00625

0.003125

0.003125

0.003125

0.00625

0.00625

0.003125

0.003125



Tabla 3. Variantes encontradas en los exomas completos de 320 pacientes del

suroccidente colombiano asociadas a la enfermedad de Alzheimer en el gen

ABCA7, con sus frecuencias alélicas.

SIGNIFICADO

GEN POSICION ;\:I?J'\éllilgTIID;O i:/m\?cl)iggo REFE. CLINVAR gblx\l/i?( ZZ\CA);E PROVEAN PREUD’\IACI?I'OR POLYPHEN | VARSOME FRZE?LEEEIA

chr19:4953811 c.1241C>G p. Ala414Gly rs10405305 B missense B NR B B 0.01563
chr19:382531 c.4401T>C p. Alal467Ala rs111322482 B sinénima B NR NR B 0.01875
chr19:382527 C.3472+4C>T NR rs111483435 B intronica NR NR NR B 0.01563
chr19:5526168 c.4509G>A p. Pro1503Pro rs113711363 B sinénima B NR NR B 0.02188
chr19:576114 c.5435G>A p. Arg1812His rs114782266 NR missense P NR B PB 0.01875
chr19:6172410 c.4795G>A p. Val1599Met rs117187003 PB missense B NR PB PB 0.0125

chr19:4049256 c.4358G>A p. Arg1453His rs140809830 NR missense B NR NR Sl 0.00313
chr19:1111835 c.1766C>T p. Ala589Val rs144979723 PB missense P NR PB Sl 0.00313
chr19:1572486 T>C NR rs145057617 NR NR NR NR NR NR 0.00313
chr19:5563290 €.5333G>A p. Argl778His rs147558402 NR missense B NR B Sl 0.00313
chr19:5526155 c.2546C>A p.Thr849Asn rs149652747 NR missense P NR PB Sl 0.00313

ABCA7

chr19:576109 €.2068-27G>A NR rs150086207 NR missense NR NR NR Sl 0.00938
chr19:3415585 €.3652C>G p-Arg1218Gly rs201662076 NR missense P NR PB Sl 0.00313
chr19:4953823 ¢.5401-18A>G NR rs2279796 NR missense NR NR NR B 0.24688
chr19:4953819 c.4046G>A p.Arg1349GIn rs3745842 NR missense B NR B B 0.22188
chr19:5202034 c.1388G>A p.Argd63His rs3752233 NR missense P NR PB B 0.00625
chr19:4953812 c.1824A>C p.Ala608Ala rs3752234 NR sinénima B NR NR PB 0.28438
chr19:2300842 €.1846-55C>A NR rs3752236 NR NR NR NR NR PB 0.0125

chr19:4953813 c.1851A>G p.Gly617Gly rs3752237 NR sinénima B NR NR B 0.315625
chr19:5202038 c.2153A>C p.Asn718Thr rs3752239 NR missense P NR PB B 0.00625
chr19:4953816 €.2745A>G p.Val915Val rs3752240 NR sinénima B NR NR B 0.2125

chr19:5202041 €.3417C>A p.Leul139Lleu rs3752241 NR sinénima B NR NR PB 0.034375
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https://varsome.com/variant/hg38/ABCA7(NM_019112.4):c.5435G%3EA?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg38/ABCA7(NM_019112.4):c.4795G%3EA?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg38/ABCA7(NM_019112.4):c.4358G%3EA?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/ABCA7(NM_019112.4):c.5333G%3EA?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/ABCA7(NM_019112.4):c.2546C%3EA?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/ABCA7(NM_019112.4):c.2068-27G%3EA?
https://varsome.com/variant/hg19/ABCA7(NM_019112.4):c.3652C%3EG?
https://varsome.com/variant/hg19/ABCA7(NM_019112.4):c.5401-18A%3EG?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/ABCA7(NM_019112.4):c.4046G%3EA?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/ABCA7(NM_019112.4):c.1388G%3EA?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/ABCA7(NM_019112.4):c.1824A%3EC?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/ABCA7(NM_019112.4):c.1846-55C%3EA?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/ABCA7(NM_019112.4):c.1851A%3EG?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/ABCA7(NM_019112.4):c.2153A%3EC?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/ABCA7(NM_019112.4):c.2745A%3EG?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/ABCA7(NM_019112.4):c.3417C%3EA?&annotation-mode=germline

chr19:4953818 c.3528A>G p.Leull76Leu rs3752243 NR sinénima B NR NR B 0.278125
chr19:4953822 ¢.4580G>C p.Gly1527Ala rs3752246 NR missense B NR B B 0.3375
chr19:4953810 c.1184A>G p.His395Arg rs3764647 NR missense B NR B B 0.03125
chr19:4953817 c.3027C>A p.Alal009Ala rs3764652 NR sinénima B NR NR PB 0.2375
chr19:4953814 c.2385G>A p.Leu795Leu rs4147914 NR sinénima B NR NR B 0.05625
chr19:4953815 c.2421C>A p.Val807val rs4147915 NR sinénima B NR NR B 0.14375
chr19:2479289 c.2026G>A p.Ala676Thr rs59851484 NR missense P NR NR B 0.0125
chr19:5526159 c.3108G>A p.Thr1036Thr rs61576791 NR missense B NR NR B 0.028125
chr19:2479300 c.5168C>T p.Serl723Leu rs73505232 NR missense P NR NR B 0.0125
chr19:5563271 €.2629G>A p.Ala877Thr rs74176364 NR missense B NR NR B 0.08125
chr19:4953820 c.4239A>G p.Argl413Arg rs881768 NR sinénima B NR NR B 0.171875
chr19:6078755 c.2685;—31:e_|2685- NR rs9282562 NR Deletions NR NR NR B 0.034375
chr19:4953821 G>T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:5005397 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:5005405 A>C NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:5056526 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:5056534 A>C NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:5156498 G>T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:5105877 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
ABCA7 chr19:5105879 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:5202037 T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:5202040 G>T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:5248026 T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:5248029 G>T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:5379863 G>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:5379864 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:5379871 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
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https://varsome.com/variant/hg19/ABCA7(NM_019112.4):c.3528A%3EG?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/ABCA7(NM_019112.4):c.4580G%3EC?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/ABCA7(NM_019112.4):c.1184A%3EG?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/ABCA7(NM_019112.4):c.3027C%3EA?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/ABCA7(NM_019112.4):c.2385G%3EA?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/ABCA7(NM_019112.4):c.2421C%3EA?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/ABCA7(NM_019112.4):c.2026G%3EA?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/ABCA7(NM_019112.4):c.3108G%3EA?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/ABCA7(NM_019112.4):c.5168C%3ET?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/ABCA7(NM_019112.4):c.2629G%3EA?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/ABCA7(NM_019112.4):c.4239A%3EG?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/ABCA7(NM_019112.4):c.2685-14_2685-13del?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/ABCA7(NM_019112.4):c.2685-14_2685-13del?&annotation-mode=germline

chr19:5379872 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:5379873 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:5616308 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:5526150 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:5526173 G>T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:6033013 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:5756925 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:5756938 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:5987475 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:5987466 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:5697206 G>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:5844058 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:5844059 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:5893224 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:5893225 T>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:5893228 T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:5939743 G>C NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:5939750 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:6127039 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:6127040 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:6127041 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:6127042 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:6127043 G>T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:90864 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:90871 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:139368 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:6172411 A>T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
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chr19:192040 G>T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:432128 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:242490 G>T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:242491 G>T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:242496 T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:242499 G>T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:432132 T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:432129 A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:561101 A>T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:621690 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:1479641 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:666762 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:832075 A>T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:1524844 T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
ABCA7
chr19:975049 A>T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:1062897 ™G NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:1062906 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:1111841 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:1618135 G>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:1709936 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:1803112 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:1754591 T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:1754593 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:1803113 ™A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:1803116 T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:1848452 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:1848453 ™G NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
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chr19:1892993 A>T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:1892994 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:1988708 G>T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:1941236 G>T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:2031267 G>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:2164818 G>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:2209316 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:2209325 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:2479293 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:2479294 G>C NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:2479296 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:2532666 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:2532668 G>C NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:2532670 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:2569061 T™C NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:2569063 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:2569067 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:2569069 [eX¢] NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:2613540 T™C NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:2613542 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:2613546 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:2613548 G NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:2658158 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
ABCA7
chr19:2658163 G>T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:2745997 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:2746000 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:2746003 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
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chr19:2746008 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:2790250 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:2878806 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:2702109 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:2923725 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:2966612 G>T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:2966615 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:3152986 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:3284687 G>T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:3240808 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:3240816 A>G NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:3240817 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:3328056 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:3371821 A>G NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:3555043 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:3599567 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:3599571 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:3732598 T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:3778672 A>G NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:3778675 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:3961401 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:3866699 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:3961409 G>T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:4005596 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:4005606 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:4420727 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:4469804 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
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chr19:4519933 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:4569751 G>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:4667741 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:4618840 G>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:4717102 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:4854743 G>T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr19:4903659 G>T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
B: Benigno; Cl: conflicto de interpretacién; NR: No reportado; P: patogénico; PB: Probablemente benigno; PP:
probablemente patogénico Sl: Significado incierto; A: Adenina C: Citocina, G: Guanina T: Timina.
Tabla 4. Variantes encontradas en los exomas completos de 320 pacientes del
suroccidente colombiano asociadas a la enfermedad de Alzheimer en el gen APP,
con sus frecuencias alélicas.
SIGNIFICA umMmbD
< CAMBIO DE CAMBIO DE TIPO DE PROVE VARSO FRECUENCIA
GEN POSICION NUCLEOTIDO AMINOACIDO REFE. CLINVAR DO CLINICO CAMBIO AN PREDICT POLYPHEN ME ALELICA
CLINVAR OR
chr21:4960662 c.1614T>C p. Tyr538Tyr rs45537238 B sindnima B B NR B 0.025
chr21:4960666 c.1299+43A>G NR rs115962715 NR intronica NR NR NR B 0.00625
chr21:4960668 c.1225-31T7>C NR rs3737413 B intronica NR NR NR B 0.215625
chr21:5010190 c.1687+45C>T NR rs2829997 NR intronica NR NR NR B 0.253125
chr21:5010192 C.1587+26T>G NR rs45454602 NR intronica NR NR NR B 0.009375
chr21:5388696 c.469-38T>A NR rs41276550 NR intronica NR NR NR B 0.00625
chr21:5770763 c.2124C>T p. Gly708Gly rs148888161 B sinénima B B NR B 0.003125
chr21:197716 c.826A>T p. Thr276Ser rs202198008 B missense B PB PB B 0.003125
APP
chr21:95487 ¢.1587+23T>C NR rs45511695 NR intronica NR NR NR B 0.01875
chr21:671131 ¢.1300-27C>T NR rs45533942 NR intronica NR NR NR B 0.009375
chr21:671132 c.1299+9T>G NR rs114675472 B intronica NR NR NR N 0.009375
chr21:671134 c.1224+20C>T NR rs45543035 NR intronica NR NR NR B 0.00625
chr21:1945957 c.1840A>G p. Ser614Gly rs112263157 B missense B P B B 0.003125
chr21:2260500 c.2133C>A p. Val711val rs116650065 B sindnima NR B NR B 0.003125
chr21:3737249 c.-44C>T NR rs200289921 PB intronica NR NR NR B 0.003125
chr21:4474969 T NR rs111428238 NR sindnima NR NR NR N 0.00625
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https://varsome.com/variant/hg19/APP(NM_000484.4):c.1614T%3EC?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/APP(NM_000484.4):c.1299+43A%3EG?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/APP(NM_000484.4):c.1225-31T%3EC?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/APP(NM_000484.4):c.1687+45C%3ET?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/APP(NM_000484.4):c.1587+26T%3EG?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/APP(NM_000484.4):c.469-38T%3EA?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/APP(NM_000484.4):c.826A%3ET?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/APP(NM_000484.4):c.1587+23T%3EC?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/APP(NM_000484.4):c.1300-27C%3ET?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/APP(NM_000484.4):c.1299+9T%3EG?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/APP(NM_000484.4):c.1224+20C%3ET?&annotation-mode=germline

chr21:5010193 G>T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.00625
chr21:5575969 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr21:5681890 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr21:337097 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr21:1670114 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr21:1897325 T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr21:2750174 T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr21:3201162 ™C NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr21:3288882 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr21:3419942 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr21:3825810 A>G NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr21:3737248 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr21:4098776 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
B: Benigno; CI: conflicto de interpretacion; NR: No reportado; P: patogénico; PB: Probablemente benigno; PP:
probablemente patogénico Sl: Significado incierto, A: Adenina C: Citocina, G: Guanina T: Timina
Tabla 5. Variantes encontradas en los exomas completos de 320 pacientes del
suroccidente colombiano asociadas a la enfermedad de Alzheimer en el gen
PSEN1, con sus frecuencias alélicas.
chr14:4945289 €.868+16G>T NR rs165932 B intronica NR NR NR Sl 0.325
chr14:5146937 c.1248+8T>C NR rs362382 B intronica NR NR NR B 0.01875
chr14:5194160 c.88-10762G>A NR rsll4§4404 NR intronica NR NR NR B 0.028125
chr14:5194161 ¢.770-21T>C NR rs3025786 NR intronica NR NR NR B 0.034375
chr14:5364723 G>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr14:5240152 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.00625
chr14:5507424 c.953A>G p. Glu318Gly rs17125721 B missense B PB NR N 0.003125
PSEN1
chr14:5677938 T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr14:82287 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr14:614136 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr14:1702411 T>G NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr14:1932917 A>C NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr14:3277290 G>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr14:4846441 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.00625
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https://varsome.com/variant/hg19/PSEN1(NM_000021.4):c.88-10762G%3EA?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/PSEN1(NM_000021.4):c.770-21T%3EC?&annotation-mode=germline

B: Benigno; ClI: conflicto de interpretacion; NR: No reportado; P: patogénico; PB: Probablemente benigno; PP:
probablemente patogénico Sl: Significado incierto, A: Adenina C: Citocina, G: Guanina T: Timina

Tabla 6. Variantes encontradas en los exomas completos de 320 pacientes del

suroccidente colombiano asociadas a la enfermedad de Alzheimer en el gen

PSEN2, con sus frecuencias alélicas.

GEN POSICION ;SCML:(I)?'II;Z A(\:I\AII':III‘I%?\(I:)I: REFE. CLINVAR SCI)G(!\II.II:‘II::CAOD :LP:B?S PROVEAN PREUD“I,(III?I'OR POLYPHEN VARSOME FR;E:LE::“:IA
o CLINVAR

chr1:5402594 c.69T>C p. Ala23Ala rs11405 B sinénima B NR NR PB 0.3375

chr1:5068938 c.129C>T p. Asn43Asn rs6759 B missense B B NR Sl 0.26875
chr1:5068939 c.142-42G>A NR rs1295643 NR intronica NR NR NR B 0.265625
chr1:5068940 c.142-29T>A NR rs1295644 NR intronica NR NR NR S 0.3125

chr1:5068941 €.261C>T p. His87His rs1046240 B sinénima B B NR B 0.26875
chr1:5068942 c.498+30G>A NR rs2236910 NR intronica NR NR NR PB 0.3375

chr1:5068943 c.887-24T>C NR rs2802267 NR intronica NR NR NR B 0.3375

chr1:5068944 c.1191+24G>A NR rs2855562 NR intronica NR NR NR B 0.290625
chr1:5162830 c.771C>G p. Gly257Gly rs7539017 NR sinénima B B NR PB 0.00625
chr1:4966775 c.708T>C p. Ser236Ser rs61730652 PB sinénima B B NR PB 0.028125
chrl:5446745 c.52G>T p. Alal8Ser rs111567390 NR missense NR B NR B 0.071875
chr1:5528159 c.877A>T p. lle293Leu rs199689738 NR missense B PB NR B 0.003125
chr1:5575832 c.441C>T p. Serl47Ser rs114334281 B sinénima B B NR B 0.00625
chr1:5808090 A>G NR NR NR NR NR NR NR NR 0.021875

PSEN2

chr1:5808092 c.861C>T Prozg'7Pro rs75733498 B sinénima B B NR B 0.040625
chr1:5855853 €.903G>T p. Thr301Thr rs6426553 B sinénima B B NR PB 0.0375

chr1:299292 G>A NR rs201563376 NR intronica NR NR NR B 0.003125
chr1:205194 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr1:151696 c.787+38G>A NR rs143259081 NR intronica NR NR NR Sl 0.003125
chr1:1490869 A>G NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr1:1859086 c.756G>A p. Ala252Ala rs147702142 B sinénima B NR PB 0.003125
chr1:1904346 A>G NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr1:2267082 G>C NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr1:2175719 A>G NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr1:2756360 G>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr1:3382512 T>C NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr1:3610282 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr1:4432040 C>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.00625
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https://varsome.com/variant/hg19/PSEN2(NM_000447.3):c.142-42G%3EA?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/PSEN2(NM_000447.3):c.142-29T%3EA?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/PSEN2(NM_000447.3):c.498+30G%3EA?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/PSEN2(NM_000447.3):c.887-24T%3EC?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/PSEN2(NM_000447.3):c.1191+24G%3EA?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/PSEN2(NM_000447.3):c.771C%3EG?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/PSEN2(ENST00000366782.1):c.52G%3ET?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/PSEN2(NM_000447.3):c.877A%3ET?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/PSEN2(NM_000447.3):c.787+38G%3EA?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/PSEN2(NM_000447.3):c.756G%3EA?&annotation-mode=germline

B: Benigno; ClI: conflicto de interpretacion; NR: No reportado; P: patogénico; PB: Probablemente benigno; PP:

probablemente patogénico Sl: Significado incierto, A: Adenina C: Citocina, G: Guanina T: Timina

Tabla 7. Variantes encontradas en los exomas completos de 320 pacientes del

suroccidente colombiano asociadas a la enfermedad de Alzheimer en el gen CLU,

con sus frecuencias alélicas.

SIGNIFICADO

GEN | POSGON | \iclomoo | ammoaco | cumvar | CMEO | Guglo | TANT | emepicron | PoeMen | vamsome | LT
chr8:5085032 c.*1183G>A NR rs10503814 NR intronica NR NR NR B 0.003125
chr8:5182524 c.*1095A>G NR rs114163210 NR NR NR NR NR B 0.003125
chr8:5182525 c.1164+41G>A NR rs114474504 NR intronica NR NR NR B 0.003125
chr8:5182526 €.246+13C>T NR rs114655561 NR intronica NR NR NR B 0.003125
chr8:5228512 :1€.*¥321G>T NR rs115801357 NR intronica NR NR NR B 0.003125
chr8:5228514 c.*1183G>A NR rs138179912 NR intronica NR NR NR B 0.00625
chr8:5344348 €.*969_*972del rs138179912 NR intronica NR NR NR NR 0.003125
chr8:5388302 ¢.105C>T p. Arg35Arg rs139811038 NR sindnima NR B NR PB 0.003125
chr8:5388304 c.180A>T p. lle60lle rs147247704 NR sindnima NR B NR B 0.003125
chr8:5481123 €.*1028T>C NR rs150082283 NR intronica NR NR NR B 0.003125
chr8:5481129 €.*316A>G NR rs3087554 NR intronica NR NR NR B 0.046875

chr8:69847 €.934+35del NR rs3216167 NR intronica NR NR NR B 0.00625
chr8:1041368 T>C p. Glul4Ter rs74626606 NR NR NR NR NR B 0.040625
chr8:1145947 c.789T>G p. His263GIn rs7982 NR missense NR NR NR PB 0.003125
chr8:2683405 T NR rs885827 NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr8:2683406 €.-29-745G>C NR rs9331888 NR NR NR NR NR B 0.04375

(o17) chr8:3847149 c.84C>T p. Asp28Asp rs9331892 NR sinénima NR NR NR B 0.009375
chr8:3894732 c.97+8G>T NR rs9331893 NR intronica NR NR NR PB 0.00625
chr8:3942057 T>C NR rs9331906 NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr8:4030349 €.934+19C>G NR rs9331918 NR intronica NR NR NR B 0.003125
chr8:4267854 c.949A>C p. Asn317His rs9331936 NR missense NR NR NR B 0.003125
chr8:4267855 c.954C>G p. Pro318Pro rs9331937 BENIGNA sinénima NR NR NR B 0.00625
chr8:4357184 €.*644T>C NR rs9331942 NR intronica NR NR NR B 0.003125
chr8:4448788 €.*881T>G NR rs9331947 NR intronica NR NR NR B 0.003125
chr8:4448791 c.*1072A>G NR rs9331949 NR intronica NR NR NR B 0.003125
chr8:4548962 c.*1076C>T NR rs9331950 NR intronica NR NR NR B 0.00625
chr8:4932742 T>C NR NR NR NR NR NR NR NR 0.0125
chr8:4932744 A>G NR NR NR NR NR NR NR NR 0.0125
chr8:4932745 T NR NR NR NR NR NR NR NR 0.00625
chr8:4932746 T>G NR NR NR NR NR NR NR NR 0.003125
chr8:4932748 G>A NR NR NR NR NR NR NR NR 0.009375
chr8:4984000 CA>C NR NR NR NR NR NR NR NR 0.00625
chr8:4984002 Cc>G NR NR NR NR NR NR NR NR 0.00625
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https://varsome.com/variant/hg19/CLU(NM_001831.4):c.*1095A%3EG?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/CLU(NM_001831.4):c.*1095A%3EG?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/CLU(NM_001831.4):c.*1183G%3EA?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/CLU(NM_001831.4):c.*1028T%3EC?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/CLU(NM_001831.4):c.*316A%3EG?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/CLU(NM_001831.4):c.934+35del?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/CLU(NM_001831.4):c.789T%3EG?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/CLU(NM_001831.4):c.-29-745G%3EC?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/CLU(NM_001831.4):c.84C%3ET?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/CLU(NM_001831.4):c.97+8G%3ET?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/CLU(NM_001831.4):c.934+19C%3EG?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/CLU(NM_001831.4):c.949A%3EC?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/CLU(NM_001831.4):c.*644T%3EC?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/CLU(NM_001831.4):c.*881T%3EG?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/CLU(NM_001831.4):c.*1072A%3EG?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/CLU(NM_001831.4):c.*1076C%3ET?&annotation-mode=germline

B: Benigno; ClI: conflicto de interpretacion; NR: No reportado; P: patogénico; PB: Probablemente benigno; PP:
probablemente patogénico Sl: Significado incierto, A: Adenina
C: Citocina, G: Guanina T: Timina

La red de interaccion génica en GeneMania, presenta asociaciones cercanas
basadas en interacciones fisicas, co-expresion e interacciones genéticas entre los
genes APOE, APP, ABCA7, PSEN1, PSEN2, y CLU y a su vez 17 genes que
interactian de una manera mas leve; todos estos genes se han relacionado con
funciones asociadas a localizaciones vacuolares, instrucciones referentes al lumen

lisosomal y vacuolar, membranas vacuolares y lisosomales.

@W@@
e

e O

P
2

© o

e &
C o ©

%
o
2

72



» B amyloid precursor protein metabolic process
»* @ Notch signaling pathway

¥ | cholesterol transport
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Figura 22. Red de interaccion entre los genes mas frecuentes asociados a la
enfermedad de Alzheimer. Generado con el programa GeneMania

La distribucion de interacciones se presento de la siguiente manera :

e APOE presenta coexpresion con CLU y APOAL, presenta interacciones

fisicas con APP y PSEN1 y comparte dominios proteicos con APOA5 y

APOA4.

e APP comparte interacciones fisicas con CLU, APOE, PSEN1, PSEN2 y tiene

interacciones con 12 genes ubicados en dominios cercanos.

e ABCAY7, no presenta interacciones directas con los otros 5 genes de interes

e PSEN1, interactia con APP, PSEN2 y APOE vy tiene interaccién con 10

genes ubicados en dominios cercanos

e PSENZ2, interactia con APP Y PSENL1 y tiene interacciébn con 8 genes

ubicados en dominios cercanos

e CLU tiene interaccion con APP y APOE y con un gen ubicado en un dominio

cercano

La mayoria de los genes estudiados tiene una expresion asociada con procesos

metabalicos de precursores amieloides, rutas de sefializacion tipo Notch, transporte

de colesterol, activacion de dendritas, respuesta neuroinflamatoria, regulacion de

muerte neuronal y procesos catabdlicos lipidicos.
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10.0 DISCUSION

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la demencia mas comun, caracterizada por la
disminucion gradual y progresiva de la memoria y la cognicién, a raiz de distintos
mecanismos, siendo la formacién de proteina -amiloide (AB) el proceso mas
conocido. Todos los esfuerzos de investigacion y tratamientos actuales estan
enfocados en el manejo de los sintomas, pero no existen intervenciones efectivas
para modificar o prevenir la enfermedad. La EA tiene un fuerte componente
genético, por eso la mayoria de las investigaciones deben centrarse en conocer el
perfil genético de la poblacion y definir cuales son los genes asociados y con mayor
predisposicion a la enfermedad sin dejar a un lado los factores de riesgo;
permitiendo ampliar el conocimiento sobre la enfermedad y la identificacion de
biomarcadores y de dianas terapéuticas.

Estas investigaciones se han podido realizar gracias a los avances tecnoldgicos de
los ultimos afios, con la llegada de las técnicas de diagnostico basadas en la
secuenciacion masiva del ADN, se ha incrementado la informacién con respecto a
variantes asociadas a diferentes enfermedades. Esta tecnologia ha permitido la
identificacion de miles de variantes asociadas a la etiopatogenia de gran variedad
de patologias, asi como a la identificacion de biomarcadores que pueden usarse
para informar la prediccion de estas enfermedades, identificacion de mecanismos
causales y la priorizacibn de nuevos objetivos biolégicos en los programas de
descubrimiento de nuevos farmacos y abordajes terapéuticos. La mayoria de estos
estudios han sido realizadas en poblaciones caucésicas y en segundo lugar en
asiaticos, demostrando variantes genéticas de riesgo de EA, las cuales no
necesariamente pueden extrapolarse a nuestra poblacion. Ha habido algunos
estudios en poblaciones latinoamericanas tratando de establecer el comportamiento
genético en esta zona del mundo. En Colombia son pocos los datos epidemioldgicos
actualizados para nuestra poblacion, con una informacion limitada y reducida sobre
el célculo de estimaciones de frecuencias alélicas de las variantes genomicas
asociadas a la enfermedad de Alzheimer.

Conociendo las hipétesis de la cascada amiloide, presenilinas y enfoque de matriz

APP como principales hipoétesis de EA, es posible determinar el papel en la
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progresion de EA que tienen genes como APP, PSEN, APOE, SORL1, ABCA7 entre
otros, por eso es importante conocer el perfil genético de nuestra poblacion. En los
320 exomas completos analizados de pacientes del suroccidente colombiano, con
patologias diferentes y no diagnosticados clinicamente con enfermedad de
Alzheimer, se encontraron 294 variantes asociadas a los genes codificantes de la
enfermedad de Alzheimer, 267 de estas variantes no se habian reportado con
anterioridad en la base de datos Clinvar y 27 variantes no presentan una
significancia clinica reportada en esta plataforma.

Los genes en los que se reportaron variantes asociados a la enfermedad de
Alzheimer fueron APOE, ABCA7, APP, PSEN1, PSEN2, CLU. El gen que mas se
presento fue el gen ABCA7 con una frecuencia de 164, seguido del gen CLU que
tuvo una frecuencia de 33. El gen PSEN1, fue el gen de menor frecuencia: 14 en
las 294 variantes encontradas. No se encontraron variantes de significancia clinica
patogénica, todas fueron variantes benignas. En el gen APOE se encontré 1
variante reportada, 6 variantes en el gen ABCA7; 8 variantes en el gen APP; 3
variantes en el gen PSEN1; 8 variantes en el gen PSEN2 y una variante en el gen
CLU. Ademas, se encontraron 267 variantes que no han sido reportadas
anteriormente en la bibliografia, lo cual implica resaltar la importancia del estudio,
clasificacion y efecto en la funcionalidad de la proteina y su expresion poblacional.
El gen de la apolipoproteina E sigue siendo el marcador de riesgo genético méas
significativo para la enfermedad de Alzheimer (52-54); en nuestro estudio
encontramos que la mayoria de las variantes no estaban reportadas, 5 de estas
variantes eran de tipo missense y 3 variantes tipo sindnima; solo una de estas
variantes fue clasificada como variante probablemente patogénica
NM_000041.4(APOE):c.487C>T (p.Argl63Cys) pero al revisar esta variante en la
literatura se encontré que esta asociada a la Hiperlipoproteinemia familiar tipo 3;
estos resultados coinciden con la literatura ya que este gen es mas frecuente en la
poblacion negra, al igual que en poblaciones caucasicas, libanesas y en algunas
tribus indigenas americanas. (60, 62, 63). Igualmente, en el gen ABCA7 la mayoria
de las variantes no estan reportadas, de las cuales 19 variantes son tipo missense

y 11 variantes tipo sin6bnima, a pesar de que es un gen identificado como de riesgo
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de la enfermedad de Alzheimer (EA); se encontraron muchas variantes sin reportar
asociadas a este gen en nuestra poblacion. En la literatura se han identificados mas
de 200 mutaciones patogénicas altamente penetrantes en los tres
genes, APP, PSEN1 y PSENZ2, causantes de la forma mendeliana de EA familiar de
inicio temprano; en nuestra poblaciébn no se encontraron variantes patogénicas
relacionada con estos tres genes. En el gen APP la mayoria de las variantes no
estan reportadas, seguidas de 10 variantes tipo intronica y 4 variantes tipo sinébnima;
en el gen PSEN1 la mayoria de las variantes no estan reportadas, donde se
encontré 4 variantes tipo intronica y 1 variante tipo missense, no se encontraron
variantes sindbnimas. En el gen PSEN2 |la mayoria de las variantes tampoco estan
reportadas seguidas de 8 variantes tipo sindnima y 3 variantes tipo missense y una
variante intrénica. En otros genes analizados como el gen CLU se encontré que la
mayoria de las variantes alun no estan reportadas donde 15 variantes eran tipo

intronica, 4 variantes tipo sinébnima y 2 variantes missense.

Finalmente, para establecer las funciones de los genes mas frecuente asociados a
la EA como los genes APOE, APP, ABCA7, PSEN1, PSEN2, y CLU, mediante redes
de interaccion, es necesario entender tanto sus roles individuales como su
participacion en vias metabdlicas importantes, especialmente en el contexto de

enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer.
APOE (Apolipoproteina E)

o Funcién principal: APOE estéa involucrado en el transporte de lipidos y el

metabolismo del colesterol en el cerebro.
+ Interacciones:

o APP: APOE influye en el procesamiento de la proteina precursora

amiloide (APP), impactando la formacién de placas de beta-amiloide.

o CLU: APOE y CLU colaboran en el transporte de lipidos y en la

modulacién del sistema inmune.
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o PSENL1: El gen PSENL1 regula el procesamiento de APP, donde APOE

puede modular indirectamente su actividad.

APP (Proteina Precursora Amiloide)

« Funcioén principal: APP es procesada para formar péptido beta-amiloide, que

se acumula en placas en pacientes con Alzheimer.
e Interacciones:

o PSENI1/PSEN2: Estos genes codifican subunidades de la gamma-
secretasa, una enzima que participa en el corte de APP, facilitando la

produccioén de beta-amiloide.

o APOE: APOE puede influir en la acumulacién de beta-amiloide

derivada del procesamiento de APP.

o CLU: presenta interacciones fisicas con APP, compartiendo funciones
asociados a procesos metabdlicos amiloides y formacion de células

dendriticas.

ABCA7Y (ATP Binding Cassette Subfamily A Member 7)

« Funcién principal: Participa en el transporte de lipidos y eliminacién de beta-

amiloide en el cerebro.

PSEN1/PSEN2 (Presenilinaly 2)

e Funcién principal: Subunidades clave de la gamma-secretasa, responsable

del corte de APP y la produccion de beta-amiloide.
e Interacciones:

o APP: La interaccion mas critica es con APP, ya que las presenilinas

facilitan su procesamiento.

o APOE: Aunque la interaccion es indirecta, APOE puede modular el

efecto de PSEN1/PSEN2 en la acumulacién de beta-amiloide.

CLU (Clusterina)
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o Funcion principal: CLU tiene funciones en el transporte de lipidos y

puede tener un rol neuroprotector en el cerebro.

o Interacciones: APOE: CLU y APOE comparten funciones en el
transporte de lipidos y estan involucrados en la respuesta al estrés

celular.

o APP: presenta interacciones fisicas con APP, compartiendo funciones
asociados a procesos metabdlicos amiloides y formacion de células

dendriticas.

En conjunto estos genes se estan correlacionando de manera compleja a través de

las siguientes vias:

Metabolismo de lipidos: APOE, CLU y ABCA7.

e Procesamiento amiloide: APP, PSEN1, PSEN2, APOE.
« Eliminacion de beta-amiloide: ABCA7, CLU.

e Respuesta neuroinflamatoria: APP y PSEN1

o Transporte de colesterol: APOE, CLU y ABCA7

« Rutas de sefalizacion tipo NOTCH: PSEN1 y PSEN2

o Regulacion de la muerte neuronal: CLU y APOE

e Formacion de dendritas: APP, PSEN1, PSEN2y CLU

En resumen, la red de interaccién de estos genes muestra como se entrelazan en
procesos clave como el transporte de lipidos, el procesamiento de APP vy la
eliminacién de beta-amiloide. Estas interacciones juegan un papel crucial en la

neurodegeneracion y el Alzheimer.

Para las variantes encontradas y no previamente reportadas en el momento no hay
forma concreta de determinar su utilidad real. Sin embargo, abren la puerta para

plantear estudios especificos que permitan establecer implicaciones funcionales,
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como su capacidad de alterar el proceso beta-amiloide por ejemplo, o implicaciones
clinicas como algunas posibles terapias especificas para los pacientes que tengan

estas variantes.

En Colombia, estudios previos de Lopera et al (64*) encontraron que mutaciones
especificas a nivel del gen PS-1 en el cromosoma 14 (mutacién E280A presenilina
1 (PS1), favorecen el desarrollo de EA de inicio temprano en uno de cada siete
colombianos. En este estudio se encontr6 una mutacion Unica y un origen
geografico coman en familias de Antioquia, lo cual sugiere un cambio especifico
para esta poblacion, ademas de observarse un raro haplotipo heredado en todos
los familiares de estos pacientes con EA. Estos cambios no fueron documentados

en el presente estudio.

11.0 CONCLUSIONES

Este estudio permitié la identificacion de variantes germinales asociadas a la
enfermedad de Alzheimer en una poblacion del suroccidente colombiano. La
mayoria de las variantes encontradas no se encuentran estudiadas en la literatura
lo que hace pensar que nuestro perfil genético es muy diferente al resto de la
poblacién mundial y que se deben seguir realizando mas estudios que permitan
determinar el papel en la progresion de EA en genes como APP, PSEN, APOE,
SORL1, ABCA7 entre otros. Solo en el gen de APOE se encontré una variante de
clasificacion probablemente patogénica NM_000041.4(APOE):c.487C>T
(p.Argl63Cys) asociada a la Hiperlipoproteinemia familiar tipo 3. Estos resultados
pueden ser utiles a futuro para evaluar opciones como diagnostico genético
temprano, buscando predecir el riesgo de EA en individuos asintomaticos, o
planteando controles clinicos mas rigurosos y evaluaciones periddicas mas
estrictas. También pueden permitir avanzar en estrategias de medicina
personalizada o pueden usarse para el desarrollo de biomarcadores de mayor

precision de los que disponemos hoy en dia.

También pueden surgir terapia dirigidas de tipo genético o tratamientos que

permitan reducir la produccién de beta-amiloide o incluso eliminarlo. Otras terapias
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adicionales pueden incluir cambios en el estilo de vida o incluso uso mas temprano

de medicamentos en pacientes especificos.

Se deben establecer plazos de una nueva revision para valorar la posible
reclasificacion de las variantes no clasificadas y de significancia incierta o benignas,
pues estos resultados pueden cambiar de acuerdo con las mejoras en las técnicas
de clasificacion, disponibilidad de informacion cientifica adicional, y observacion de

una variante en mas pacientes, permitiendo la emision de nuevos informes médicos.

Se deben promover este tipo de estudios que permitan aumentar la informacion
reportada hasta el momento sobre la EA a nivel genético y de redes bioinformaticas,
mostrando un alto impacto en la sociedad, contribuyendo al conocimiento y creacion
de bases moleculares sobre la EA en el suroccidente colombiano y permitiendo
pronosticar la evolucién de la enfermedad de acuerdo con el genotipo del individuo
afectado. Se pueden plantear estudios mas amplios en diferentes poblaciones, para
generar una mayor aplicabilidad de los resultados en las diferentes regiones o
etnias. También se pueden realizar estudios funcionales, de coexpresion de
interacciones fisicas y prediccion de las nuevas variantes para entender su
importancia en la fisiopatologia de la enfermedad. Finalmente, otros estudios que
pueden llevarse a cabo es la interaccion de estas variantes genéticas con factores
ambientales y cémo influirian en el desarrollo de la EA, ademés de profundizarse
en el desarrollo de medicina personalizada para cada paciente en particular. Todo
esto conlleva a sugerir a las autoridades de salud de la regién estrategias para la
deteccién, diagnostico y tratamiento precoces de la EA, e implementar un manejo

integral transdisciplinario que incluya la consejeria genética.
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