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Resumen: EIl envejecimiento continuo de la poblacion, como consecuencia del aumento en la
expectativa de vida, ha sido asociado con un aumento en la incidencia de enfermedades cronicas tales
como diabetes, cancer, desérdenes cardiacos y neuroldgicos entre los cuales la Enfermedad de
Alzheimer (EA) es el mas comun, representando del 50% al 70% de todos los casos de demencias.
La genética de la enfermedad de Alzheimer de inicio tardio es compleja debido a la naturaleza
heterogénea de este trastorno. Entre los factores de riesgo mas importantes para la EA se encuentran
genes que se expresan en vias metabolicas relacionadas con el sistema nervioso. Aunque el gen APOE,
y, especificamente su variante APOE*4 representa el factor de riesgo genético mas fuerte para la EA,
los estudios genético moleculares han identificado mas de 30 loci adicionales, donde cada uno aporta
un efecto relativamente pequefio. Los loci conocidos asociados con EA explican solo alrededor del
30% de la variacion génica, por lo tanto, gran parte de esta gama de variantes genéticas permanece
sin identificacion y sin explicacion. Con el objetivo de caracterizar genes asociados a susceptibilidad
de Enfermedad de Alzheimer (forma esporadica) y alteracion metabdlica, este capitulo se basé en el
estudio de variantes patogénicas con carga mutacional de impacto proteico, halladas en los genes de
pacientes con Alzheimer. EI APOE como gen crucial fue analizado junto a otras moléculas donde fue
validado su efecto como biomarcadores potenciales en el diagndstico de Alzheimer para poblacién
colombiana.

En total fueron secuenciados 14 exomas (10 de pacientes con EA y 4 controles — personas sin
diagnostico de EA). Los 10 pacientes fueron caracterizados previamente para el gen APOE a objeto
de asegurar la presencia de la variante APOE4 al menos en heterocigosis.

Fueron clasificados 537 genes con variacion patogénica, de los cuales 150 fueron representados en
los exomas de pacientes estudiados. Los diferentes métodos de enriquecimiento bioinformatico como
el Clinvar (Variantes Clinicamente Relevantes) y la base de datos funcional KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes), determinaron que vias o procesos importantes relacionados al
desarrollo o progresion de Alzheimer, podrian estar involucrados con estos genes. Al caracterizar
estas biomoléculas se obtuvo conocimiento sobre las funciones etioldgicas en la enfermedad. La
presencia de multiples genes activos en cerebro, sangre y demas tejidos, puede proporcionar la
explicacion mediante la cual la acumulacion de amiloide- desencadena la etiologia patologica.
Todos estos andlisis permitieron identificar regiones de susceptibilidad genética asociada a
marcadores metabolicos en la poblacion con enfermedad de Alzheimer y también, que no se halla un
solo gen responsable de la aparicion de Alzheimer, sino de grupos de genes que inciden en multiples
vias que al final desencadenan la patologia.

Palabras claves: Enfermedad de Alzheimer, APOE, Secuenciacion de Exoma, metabolismo,
Enfermedad cronica.
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INTRODUCCION GENERAL

La enfermedad del Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa que representa entre el
60% y 80% de los casos totales de demencia en el mundo y tiene un espectro de sintomas que
incluyen: pérdida progresiva de la memoria, cambios en el comportamiento y dificultad en la
comunicacion (Alzheimer’s Association, 2019; Gonzalez et al., 2020). Previo a la expresion
sintomatoldgica de la EA se incrementa la concentracion cerebral de las proteinas beta amiloide (BA)
y una forma anormal de la proteina tau, las cuales interfieren con la sinapsis neuronal y el transporte
intercelular de moléculas esenciales. Estos procesos conllevan a la muerte neuronal y encogimiento
de regiones cerebrales comprometidas en la cognicion y comportamiento (Prasad y Rao, 2018;
Alzheimer’s Association, 2019; Zhu et al., 2020). EI 90% de los casos de EA son esporadicos en la
edad adulta, mientras que el resto de los casos es de origen familiar; sin embargo, ambas formas de

la enfermedad tienen explicaciones genéticas (Meza-Cely et al., 2020).

La edad es uno de los determinantes méas importantes para desarrollar el Alzheimer esporadico,
siendo la poblacion mayor a 65 afios la mas vulnerable (Meza-Cely et al., 2020). No obstante, la
forma esporadica de EA cuenta con causas genéticas y no genéticas que dificultan su entendimiento.
Algunas caracteristicas relacionadas con una mayor susceptibilidad a la enfermedad son la etnicidad,
el sexo, traumatismo craneoencefalico, enfermedades cardiovasculares, historia familiar de
Alzheimer, diabetes mellitus tipo 2, epilepsia y depresion (Alzheimer’s Association, 2019; Edwards
et al., 2019; Eid et al., 2019). Diferentes aspectos del estilo de vida también hacen parte de los
factores de riesgo modificables para la EA que al ser evitados disminuyen la probabilidad de
desarrollo de EA y comprenden aspectos como: ausencia de actividad fisica, dieta, tabaquismo,

alcoholismo y exposicion a pesticidas (Edwards et al.,2019; Eid et al., 2019).



La evidencia genética méas fuerte para la forma esporadica de la enfermedad, es atribuida al gen
APOE, el cual se localiza en el cromosoma 19 y codifica para la apolipoproteina E (ApoE), una
proteina de 299 aminoécidos que media el metabolismo del colesterol principalmente en el higado y
cerebro; especificamente su funcién es de gran importancia para el mantenimiento de la integridad
neuronal ya que provee el material necesario para el crecimiento y reparacion celular (Beyer, 2002;
Gerdes, 2002; Abondio et al., 2019; Eid et al., 2019; Gonzalez et al., 2020; Rasmussen et al., 2020).
APOE tiene tres alelos €2, €3 y €4 originados por dos polimorfismos de un solo nucle6tido (SNPs)
en el exon 4 y cada variante da lugar a tres isoformas de la proteina: E2, E3 y E4 con propiedades
estructurales y funcionales diferentes (Hixson y Vernier, 1990; Gerdes, 2002; Abondio et al., 2019;
Zhu et al., 2020). Estos cambios estructurales generan que las tres isoformas alcancen diferentes
niveles de lipidacion y unién a receptores celulares, resultando en una eficiencia variable del
metabolismo lipidico dependiendo de la forma de la proteina que se tenga (Abondio et al., 2019;
Flowers y Rebeck, 2020; Husain et al., 2021). La lipidacion de apoE4 es baja y al ser su region de
unién a lipidos méas expuesta, promueve union preferencial a lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL); a su vez, la conformacion de apoE2 yapoE3 les confiere mayor potencial de lipidacién y
afinidad con lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Gerdes, 2002; Martinez-Magafia et al., 2019;
Husain et al., 2021). Especificamente se haencontrado que apoE4 esta asociada a alto colesterol LDL
en plasma en comparacion a las otras dos isoformas (Martinez-Magafia et al., 2019; Husain et al.,
2021). Por otro lado, apoE2 se correlaciona con altos niveles de triglicéridos en plasma debido a que
su estructura perjudica la unién al receptor LDLR, impidiendo la eliminacion lipidica, finalmente

resultando en hiperlipoproteinemia tipo I11 (Husain et al., 2021).
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El factor de riesgo genético mas importante para EA esporadico es el alelo APOE &4, cuya presencia
aumenta la probabilidad de desarrollo de la enfermedad aproximadamente entre 8 y 12 veces para
portadores homocigotos. A su vez, el Alzheimer familiar donde su genética se clasifica en tres genes
de causa directa como lo son el gen de la Presenilina (PSEN1 y PSEN2), el péptido Beta y proteinas

Tau.

Los cambios generados dentro de la proteina favorecen depositos de BA, proteina anormal tau y
apoE4 sin unirse a lipidos en forma de placas seniles y fibrillas que a su vez causan la pérdida
progresiva de funciones cognitivas y ejecutivas por muerte neuronal (Salcedo Tacuma, 2018;
Abondio et al., 2019; Eid et al., 2019; Zhu et al., 2020;Husain et al., 2021).

Debido a su importancia en la EA, el procesamiento de metabolitos secundarios y en especial la
degradacion, transporte y funcion de los lipidos a nivel cerebral, hacen que las frecuencias de APOE
sean evaluadas en diferentes poblaciones dado a que éstas varian segun el grupo étnico o genética
de la poblacion (Perdomo 2013; Abondio et al., 2019; Husain et al., 2021), generando un impacto
de mayor o menor grado en susceptibilidad a desarrollar Alzheimer.

Dicha variabilidad, corroborada por diferentes investigadores, abre la necesidad de dar argumento
y comprension acerca de como un gen tan pequefio (4 exones) cobra un efecto dréastico en el genoma
dependiendo de la isoforma que lo conforme. De igual manera como la interaccién entre este gen'y
demas genes involucrados en diferentes vias metabdlicas, alteran substancialmente el sistema
nervioso.

Esta armonia celular al ser alterada como consecuencia de cambios en el genoma (mutaciones
directamente) repercute negativamente sobre multiples vias de accion en la homeostasis celular,
sumado a ello, el efecto mayor que ejerce el estilo de vida y habitos caracteristicos de cada poblacién

gue concluyen en enfermedades metabdlicas y autoinmunes cémo la hipertension, diabetes,
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hipercolesterolemia, artritis, etc. que crean una base central de riesgo al deterioro cerebral siendo
patologias que aquejan a muchos individuos desde edades temprana y vulneran la correcta funcion
y procesamiento proteico del cerebro en edades adultas, convirtiendo el envejecimiento en un
problema de salud publica.

Para Colombia, se conoce la distribucion de alelos y genotipos APOE en poblacion sin demencia del
Sur Occidente y centro del Pais (Rivera et al., 2015; Perdomo, 2013), concluyendo que el componente
multiétnico y ancestria de esta regién genera infinidad de inquietudes respecto al impacto o ventaja
que proporcionan estas variantes sobre los individuos. Ejemplo de ello es el estudio realizado por
Perdomo 2013, donde a partir de 527 individuos sanos, no relacionados, y con diferencias en su etnia,
se encontraron alteradas la distribucion de sus frecuencias, indicando un componente genético
diferencial entre poblaciones lo cual puede influir en el dosaje de alelo E4 y como estas variantes
pueden modular fuertemente al desarrollo de patologias neurologicas como el Alzheimer y/o demas
enfermedades metabdlicas, siendo importante para Colombia estudios de interés en poblacién afectada

con este tipo de demencia.

Es a partir de las investigaciones realizadas en el gen de la apolipoproteina E y la distribucién de sus
frecuencias alélicas y genotipicas en el Sur Occidente y Centro de Colombia, investigaciones
realizadas por Rivera*, 2015 & Perdomo,* 2013 (*Grupo de Investigacion en Genética Molecular
Humana — Universidad del Valle), que surge la necesidad de analizar los efectos bioldgicos criticos
de este gen en poblacion afectada con Alzheimer, todo con el objetivo de visualizar la sinergia
existente entre APOE y demas genes que estén generando efecto de suma como mecanismo de
susceptibilidad a la patologia.

Es por ello, que la esta investigacion se presenta en dos capitulos:
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Capitulo I: Estudio de frecuencias Polimorficas del gen de la Apolipoproteina E en poblacion sin

demencia del Valle del Cauca.

La poblacion de estudio para este primer capitulo se caracterizd por elevadas frecuencias genotipicas
y alélicas del alelo E4 tanto en estado homocigoto como heterocigoto, siendo un perfil genético clave
en la poblacion colombiana por los diversos procesos de migracion y emigracion que se han dado en
el Departamento del Valle del Cauca, lo cual puede incidir positiva o negativamente sobre fenotipos

patoldgicos persistentes en sus pobladores.

Capitulo I1: Andlisis de regiones gendmicas asociadas con susceptibilidad al desarrollo de la
Enfermedad de Alzheimer en poblacidn afectada del Valle del Cauca — Colombia.

El capitulo 1, se crea como necesidad de poder esclarecer que otros mecanismos genéticos pueden
estar desencadenando la aparicion de la patologia, para ello, los estudios fueron realizados en
individuos afectados con demencia tipo Alzheimer, procedentes de la Fundacion Alzheimer de Cali.
Aqui no solo fue necesario detectar la isoforma ApoE responsable de sumar al deterioro cognitivo,
sino también analisis de exomas de los pacientes, en busqueda de respuesta molecular a la aparicién

de esta enfermedad cronica.
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HIPOTESIS

H1: La variabilidad de las frecuencias tanto alélicas como genotipicas del gen APOE en poblacion
sin demencia del valle del Cauca, favorecen susceptibilidad al desarrollo de Alzheimer o demas

patologias crénicas.

H2: Pacientes del Valle del Cauca con Alzheimer presentan mutaciones que afectan la funcion de

proteinas involucradas en diferentes vias no relacionadas con demencia tipo Alzheimer.

H3: Las regiones gendmicas encontradas en pacientes afectados e individuos no afectados por la
patologia son influenciadas biolégica y metabdlicamente por la interaccion con el gen APOE.
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CAPITULO I

1. FRECUENCIAS POLIMORFICAS DEL GEN DE LA APOLIPOPROTEINA E EN

POBLACION AFRODESCENDIENTE DE BUENAVENTURA VALLE DE CAUCA

Resumen

Diferentes polimorfismos del gen de Apolipoproteina E (ApoE) han sido implicados en la etiologia de
patologias neurodegenerativas y cardiovasculares; sus distintas isoformas son codificadas por tres
alelos comunes, E2, E3 y E4, siendo este Gltimo el principal factor de riesgo a enfermedad de
Alzheimer y deterioro metabdlico. Dado que el origen étnico y poblacional han mostrado ser factores
determinantes del genotipo de APOE y considerando la contribucién Amerindia, Afrodescendiente y
europea en la poblacién colombiana, se analiz6 la distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas
del gen APOE en poblacién afectada y no afectada con la Enfermedad de Alzheimer en el Valle del
Cauca. Esto con el propoésito de analizar el marcador de riesgo genético mas importante para el
desarrollo de la patologia, donde los portadores del alelo €4 presentan efectos deletéreos sobre la
proteina que conllevan a la aparicion de demencia tipo Alzheimer. Con el objetivo de evaluar la
frecuencia de estas isoformas mediante marcadores RFLP’s fueron analizados 348 individuos sin
demencia y con descendencia afrodescendiente del municipio de Buenaventura, encontrandose una
prevalencia del 27.3% de frecuencia del genotipo E3E4 y una del 6% en el aleo E4. Marcador genético

significativo para desordenes de metabolismo lipidico y enfermedad de Alzheimer.

Referente a los demés genotipos y alelos del gen ApoE, sus frecuencias fueron de E3E3 51.1%, E2E3

12.1%, E2E4 3.5% y E2E2 0%, alelos E3 70.8% y E2 7.8%.

Palabras clave: Apolipoproteina E; ApoE E4; Enfermedad de Alzheimer; Poblacion afrodescendiente

colombiana
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Abstract

Different polymorphisms of the Apolipoprotein E (ApoE) gene have been implicated in the etiology
of neurodegenerative and cardiovascular pathologies; its different isoforms are encoded by three
common alleles, E2, E3 and E4, the latter being the main risk factor for Alzheimer's disease and
metabolic deterioration. Given that ethnic and population origin have been shown to be determinant
factors of the APOE genotype and considering the Amerindian, Afro-descendant and European
contribution in the Colombian population, the distribution of the allelic and genotypic frequencies of
the APOE gene in the affected and unaffected population was analyzed with Alzheimer's disease in
Valle del Cauca. This with the purpose of analyze the most important genetic risk marker for the
development of the pathology, where carriers of the €4 allele present deleterious effects on the protein
that lead to the appearance of Alzheimer's-type dementia. In order to evaluate frequency of these
isoforms using RFLP's markers, 348 individuals without dementia and with Afro-descendant descent
from the municipality of Buenaventura were analyzed, finding a prevalence of 27.3% frequency of
the E3E4 genotype and one of 6% in the E4 allele. This is a significant genetic marker for lipid

metabolism disorders and Alzheimer's disease.

Relating to genotypes and alleles of the ApoE gene, their frequencies were E3E3 51.1%, E2E3

12.1%, E2E4 3.5% and E2E2 0%, E3 alleles 70.8% and E2 7.8%.

Keywords: Apolipoprotein E; ApoE4; Alzheimer's disease; Colombian Afro-descendant population
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Introduccion

El gen de apolipoproteina E, como principal componente de las apoproteinas en los quilomicrones,
codifica una proteina de 299 aminoacidos y ha sido utilizado de manera extensiva como un marcador
génico de riesgo al desarrollo de demencia tipo Alzheimer y de alteraciones en el metabolismo de las
grasas (Flowers 2020). Su papel fundamental en el transporte de lipoproteinas y en el mantenimiento
homeostatico de los lipidos en 6rganos como higado y cerebro, (Eid et al., 2019) hacen que su genotipo

sea muy importante desde el punto de vista patoldgico.

Los alelos ApoE E2, E3 y E4, se diferencian por un residuo aminoacidico ubicado en los codones
112 y 158 de su péptido (Raffai et al., 2019). Son numerosos los estudios centrados en el analisis de
cada una de estas variantes génicas, de como afectan el correcto funcionamiento y expresion del gen

y el impacto fisiolégico que logran desencadenar.

En caucésicos europeos el alelo E2 se asocia a problemas de diabetes e hipocolesterolemia (Eisenberg
et al., 2010) pero menor riesgo a demencia (Hussain, 2021), contrario a lo registrado para el alelo E4
el cual se ha identificado como un fuerte factor de riesgo a varias enfermedades incluyendo
dislipidemias, arteriosclerosis, enfermedad coronaria y demencia tipo Alzheimer (Zhu et a.,| 2020).
La isoforma E3 con una frecuencia del 70-80% esté asociada a una funcion normal del gen APOE (Eid

et al 2019).

Si considerado globalmente la distribucion de las frecuencias alélicas APOE estas siguen la misma
tendencia E3>E4>E2. No obstante, diferentes estudios refuerzan la idea que la distribucion de estos
polimorfismos difiere de una poblacion a otra, pudiendo ser distintivos de cada etnia, region y pais
(Perdomo 2013). La poblacion afrodescendiente se caracteriza por un aumento considerable en la

frecuencia del alelo E4, mientras que para la poblacidn general se han reportado frecuencias inferiores
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al 15% (en la poblacién negra presenta una prevalencia de hasta el 25%) (Sing et al., 2016), de otro
lado los amerindios o nativos americanos se caracterizan por la ausencia del alelo E2, (Hussain 2021).
La mayor frecuencia (superior al 70%) del alelo E3 en las diferentes poblaciones estudiadas, podria
ser influenciada por factores ambientales como el tipo de dieta dado a que este alelo prefiere

lipoproteinas méas pequenas y ricas en colesterol (Eisenberg et al., 2010).

Estudios en Colombia con poblaciones mestizas de Bogota, Antioquia y Barranquilla han mostrado
que no hay diferencias significativas en la frecuencia de alelos APOE para estas poblaciones, debido
posiblemente al gran flujo génico entre el centro y noroeste colombiano (Vélez-Pardo et al., 2014) y
posiblemente también a la ancestria europea y asiatica de estas poblaciones (Abondio et al., 2019).
Cuando se consideraron poblaciones indigenas, las frecuencias APOE fueron diferentes a las
presentadas en las poblaciones mestizas (Perdomo, 2013). Estos estudios muestran claramente que la
heterogeneidad APOE no es exclusiva de poblaciones europeas y asiaticas, sino que también esta
presente en indigenas suramericanos donde la ausencia del alelo E2 es notable. Adicionalmente
factores como la ancestria poblacional, inmigracion y admixture pueden explicar esta heterogeneidad

APOE en las diferentes poblaciones analizadas.

La poblacién afrodescendiente por presentar patrones de ancestria diferenciados de las otras etnias
representan conglomerados humanos de interés para el estudio de la heterogeneidad APOE. En
Colombia no son conocidos estudios involucrando poblacién afrodescendiente de manera exclusiva.
El municipio de Buenaventura fundado en el afio de 1540, localizada en el Departamento del Valle,
Suroccidente de Colombia, con una poblacion de 415640 habitantes y, con una componente
afrodescendiente del 88,5% constituye una poblacién de interés para la valoracion de la

heterogeneidad APOE.
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La alta frecuencia de los alelos E2 y E4 en individuos con origen afroamericano quienes bajo estas
variantes alélicas han demostrado susceptibilidad a alteraciones en el metabolismo de grasas y/o
enfermedades coronarias, plantean la necesidad de establecer la frecuencia de estos alelos. El objetivo
del capitulo 1, fue estimar la distribucion de frecuencias tanto alélicas como genotipicas del gen APOE
en una poblacién con un marcado componente afrodescendiente, como es la poblacion urbana del

municipio de Buenaventura, localizada en el sur occidente colombiano.

1.1 MATERIALESY METODOS
1.1.1 Consideraciones éticas

El presente estudio hace parte del proyecto “Identificacion de regiones gendmicas asociadas a
susceptibilidad de la enfermedad de Alzheimer” que desarrolla el Grupo de Investigacién en
Genética Molecular Humana del Departamento de Biologia de la Universidad del Valle. El
proyecto cuenta con el aval del Comité de Etica Humana de la Facultad de Salud de la Universidad
del Valle (Acta No 022-018), siguiendo los lineamientos que plantea la resolucion 8340 de 1993,
emanada del Ministerio de Salud (ahora Ministerio de Salud y Proteccion Social). Todas las

muestras se obtuvieron con consentimiento informado y firmado por cada persona (Anexo A).

1.1.2 Caracterizacion de la poblacion de estudio

Se estudiaron 348 individuos (72 hombres y 276 mujeres) afrodescendientes provenientes de las 12
comunas de la zona urbana Buenaventura - Colombia. Se excluyeron del estudio extranjeros,
visitantes o habitantes que no presentaran origen y/o nacimiento en la ciudad. De igual forma los

participantes no estuvieron emparentados entre si en la misma generacion y solo se permitiéo miembros
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de hasta 2 generaciones por familia. De esta muestra, 70 individuos correspondieron a menores de

edad (<18 afos) y 278 individuos fueron adultos.

. Zona Pacifico
Risaralda
. Zona Centro

Zona Sur

. Zona Norte

Brut

Paisaje Cultural Cafetero
(PCC)

:
£
§

Figura 1. Mapa del Departamento del Valle del Cauca. En color verde la region geografica de Buenaventura —
zona del Pacifico colombiano.

1.1.3 Obtencion de la muestra bioldgica (Tejido sanguineo)

De cada individuo fueron extraidos 5ml de sangre periférica en la zona urbana del municipio de
Buenaventura. Las muestras fueron transportadas al Laboratorio de Genética Molecular Humana de
la Universidad del Valle donde fue extraido el ADN de cada una de ellas.
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Extraccién de ADN

El método de “Salting-Out” de Miller et al. (1988) modificado, se empleo para la extraccion del

ADN de cada una de las muestras de sangre. Este procedimiento serealizd de la siguiente manera:

Inicialmente, se adicionaron 2 ml de solucion de lisis de eritrocitos (NH4CI 155 mM, NaHCO3 10
mM y EDTA 0.1 mM pH 7.4) en 1 mL de sangre periférica (con EDTA), incubando en bafio de
hielo durante 20 minutos. Cada 10 minutos se efectu6 inversionde la muestra. Se centrifugd a 7000
rpm por 10 minutos para la precipitacion de leucocitos y la remocion de eritrocitos. Posterior a ello
el material fue resuspendido en 1.5 mL de solucion de lisis para eritrocitos, colocandose en bafio
de hielo durante 15 minutos, agitando nuevamente por inversion antes y a los siete minutos de
incubacion. De nuevo se centrifuga a 7000 rpm durante 10 minutos, descartando el sobrenadante
y repitiendo los ultimos cuatro pasos (resuspender, encubar, centrifugar y descartar)maximo dos

Veces.

Una vez removidos los eritrocitos se resuspendio en 300 puL de solucion de lisis de leucocitos
(Tris-HC1 10mM, NaCl 400mM y EDTA 2mM pH 8.2), adicionando 20uL de SDS al 10% y 20

uL de proteinasa K (20 mg/mL). Se resuspende e incuba en bafio Maria a 37°C durante 20 horas.

Pasado este tiempo, fueron agregados 300 puL de NaCl 6M, se agitd vigorosamentedurante 15

segundos. La muestra se centrifugd a 7000 rpm durante 20 minutos y se transfirié el sobrenadante

a un tubo Vacutainer® nuevo. Se agregd 1 mL de etanol absoluto (100%) frio, realizando
movimientos suaves de inversion hasta formar un “cuerpo viscoso” (ADN), este fue tomado con
una punta estéril y almacenado en tubos eppendorf con 150- 300 uL de Low-TE 1X (10 mM Tris-

HCI pH 8.0). Se incubben bafio Maria a 37°C durante 2 horas, una vez el ADN se diluyo
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completamente seprocedio a almacenarlo a 4°C.

1.1.4 Amplificacion mediante la PCR del exén 4 del gen APOE

Para determinar el genotipo de los diferentes individuos con relacién a los haplotiposAPOE se llevé a cabo
una adaptacion de la metodologia publicada por Hixon & Vernier (1990) y Arboleda y cols., (2001). Para
la amplificacion del ADN por la PCR se trabajo con un volumen final de 30 pl / individuo conteniendo:
0.25 wunidades de Taq ADN polimerasa, 0.2 puM de cada iniciador (F4 Foward 5'-

ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACAC-3 y F6 Reverse 5

TAAGCTTGGCACGGCTGTCCAAGGA-3"), 50 uM de dNTP’s, 1.5 mM de MgCI2, 3 ul de buffer 10 X
y 50 ng de DNA.Cada ciclo de reaccion de amplificacion de la PCR const6 de: desnaturalizacion a 94°C
por 45 segundos, hibridacion 60°C por 1 minuto y extensién 74°C por 1 minuto.

El tiempo de la primera denaturacion fue de 5 minutos y el de la Gltimaextension de 7

minutos. El nUmero de ciclos fue de 30.

La verificacion de la reaccion de amplificacion por la PCR fue realizada mediante electroforesis en

gel de poliacrilamida al 8% tefiido con nitrato de plata.

1.1.5 Determinacién de los haplotipos APOE

Los haplotipos fueron detectados mediante PCR-RFLP’s. La metodologia dependede la presencia
0 ausencia de un sitio de corte para la enzima de restriccion especifica la cual identifica o no la
presencia de la mutacion que caracteriza cada uno de los haplotipos. En consecuencia, cada
fragmento amplificado fue digerido “overnight” con 5 unidades de la enzima de restriccion Hhal
a 37°C. Los diferentes fragmentos generados fueron separados en un gel de poliacrilamida al 10%

tefiido con nitrato de plata. El tamafio de cada uno de los fragmentos generados fue determinado
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utilizando marcadores de peso molecular apropiados y cada haplotipo mostré combinaciones
unicas de fragmentos de ADN resultantes de la digestion con Hha I, como esta indicado en la tabla

1.

Tabla 1. Identificacion de haplotipos APOE con base en la metodologia de RFLP’s.

Haplotipos APOEHomocigotos y Tamarnio de los fragmentosen pb (pares de

Heterocigotos bases)

E4/E4 72 ,48, 35, 19*

E3/E3 91, 48, 35

E2/E2 91, 82

E2/E4 91, 82,72y 48

E2/E3 91, 82, 48

E3/E4 91,72, 48

* Este fragmento por su tamafio generalmente no es visible en el gel.

1.1.6 Analisis estadistico

La determinacion de las frecuencias de APOE se hizo por conteo directo. Los intervalos de
confianza para las frecuencias alélicas fueron determinados segun laférmula propuesta por Nielsen
et al. (1976, citado por Gerdes, 2002) con o = 0.05. Este método se basa en una aproximacion

normal e incluye una correccion de continuidad para tamafios pequefios (Formula 1).
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Donde: p = nimero de alelos Xi ; n = tamafio de muestra y r = nimero total dealelos (n*p).

Mediante el programa Arlequin version 3.5 se evalu6 el Equilibrio Hardy-Weinberg para este locus.
Este software emplea una prueba exacta analoga a la prueba de Fisher para tablas de contingencia
de 2X2, pero extendido a tablas de contingencia triangular de tamafo arbitrario (Excoffier &
Lischer, 2010). Asi mismo, esta prueba usa una version modificada del algoritmo de cadenas de
Markov, descrito por Guo y Thompson (1992, citado por Excoffier & Lischer, 2010) y es adecuada

cuando los tamafios de la muestra son pequefios y/o no se cumplen las condiciones necesarias para

que la aplicacién de la prueba de X2 sea adecuada, en este caso la baja frecuencia de alelos E2.

Las frecuencias de APOE de las distintas poblaciones se obtuvieron de la literatura, considerando
algunos parametros como: a) edades menores a los 65afios; b) que no fuesen estudios de caso-control

con asociaciones positiva a patologias.
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Para evidenciar la existencia de diferencias significativas entre estas poblaciones y las
frecuencias encontradas para Colombia se realiz6 la prueba exacta de diferenciacion
poblacional de Raymond & Rousset (1995), mediante el programa Arlequin version 3.5
(Excoffier& Lischer, 2010). Esta prueba permite determinar diferencias entre las
frecuencias alélicas entre poblaciones basado enprocedimientos no paramétricos exactos,
representando una prueba confiable e insesgada, incluso para tamafios pequefios y/o
frecuencias alélicas muy bajas, y ademas permite la comparacién entre poblaciones con

tamafos de muestra muy distintos (Raymond & Rousset, 1995).

Por otra parte, las diferencias en las frecuencias de APOE entre poblaciones fueron
calculadas con el estadistico Fst mediante el programa GenAlEx6.2 (Peakall & Smouse,
2020), el cual es un estimador por excelencia de la diferenciacion poblacional, cuantificando
el déficit de heterocigosis esperado entre muestras que representen subpoblaciones

divergentes en las frecuencias alélicas (Uribe et al., 2006).

Finalmente, las frecuencias de las poblaciones agrupadas en la tabla 3 fueron nuevamente
comparadas mediante las pruebas de Raymond & Rousset (1995), con el fin de corroborar
si las comparaciones entre poblaciones eran las esperadas y asi contrastar los resultados

obtenidos con los valores de Fst y la prueba exacta de diferenciacion poblacional.
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1.2 RESULTADOS

Se analizaron un total de 348 individuos pertenecientes a la zona urbana de la ciudad de
Buenaventura. Las frecuencias genotipicas encontradas en la poblacion fueron: E3/E3=51.1%,
E3/E4=27.3%, E4/E4=6%, E2/E3=12.1%, E2/E4=3.5%, y E2/E2=0% Y las frecuencias alélicas
fueron: E3=70.8%, E4=21.4% E2=7.8%. La poblacion total se encontré en equilibrio Hardy-

Weinberg, con un ¥?=5.2; p=0.074 (Tabla 2).

Tabla 2. Frecuencias alélicas y genotipicas del Locus APOE en poblacion afrodescendiente de

Buenaventura Valle del Cauca.

Genotipo
E2E2 E3/E3 E4/EA E2/E3 E2/E4 E3/E4 Total Cauilibrio
H-W
Poblacion (- 349 0,0000 05115 0,0603 0,1207 0,0345 02730 1000 p=0.0744
Alelo 2 Alelo 3 Alelo 4 Total
0,0776 0,7083 0,2141 1,000

Al realizar las comparaciones de las frecuencias alélicas entre la poblacion de Buenaventura y
las diferentes poblaciones de Colombia (Tabla 3), se encontraron diferencias significativas para
el alelo E4 en los grupos poblacionales de Waunana, Tule, Yuco, Bogota, Quindio, Medio
Oriente, Valle del Cauca, Barranquilla. y Medellin (p <0,0345). De igual forma se encontraron
diferencias significativas para el alelo E2 en las poblaciones del Quindio, Oriente colombiano,

Valle del Cauca y Barranquilla (p < 0,0232).
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Tabla 3. Comparacién de frecuencias alélicas del gen APOE entre diferentes poblaciones colombianas

y la poblacién de Buenaventura

Reference Regién N Alleles Observed (%) p — Fisher test value
E2 E3 E4 E2 E3 E4

PE Buenaventura 348 7,76 70,83 21,41 - - -

A Providencia 29 8,62 70,71 20,69 0,6104 0,6504 0,5652
A San Basilio 30 5,00 76,67 18,33 0,5900 0,8155 0,3589
A Cauca 25 20,00 60,00 20,00 0,9865 0,1826 0,5445
A Nuqui 30 6,67 73,33 20,00 0,5900 0,6899 0,5283
A Bahia Solano 23 4,34 69,58 26,09 0,4666 0,5368 0,7847
A Choco 25 20,00 66,00 14,00 0,9865 0,4661 0,3578
A Embera 25 0,00 86,00 14,00 0,1431 0,9877 0,3578
A Waunana 30 0,00 91,67 8,33 0,5900 0,9994 0,0345
A Tule 30 1,67 91,67 6,67 0,3261 0,9994 0,0345
A ljka 30 1,67 80,00 18,33 0,3093 0,9059 0,3589
A Nukak 20 0,00 62,50 37,50 0,2088 0,3754 0,9478
A Guahibo 26 0,00 80,77 19,23 0,1328 0,9115 0,5046
A Kogi 30 0,00 90,00 10,00 0,0986 0,9966 0,0973
A Coreguaje 28 0,00 58,95 41,05 0,1144 0,1845 0,9883
A Butaregua 21 0,00 90,48 9,52 0,1935 0,9925 0,1474
A Yuco 30 0,00 100,00 0,00 0,0986 1,0000 0,0010
B Bogota ? 538 4,74 86,15 9,11 0,0508 1,0000 0,0000
C Quindio 500 2,90 95,40 1,70 0,0016 1,0000 0,0000
D Bogota® 150 5,33 81,33 13,33 1,0000 0,9959 0,0199
E Middle eastern 691 4,49 86,83 8,68 0,0232 1,0000 0,0000
F Valle del Cauca 183 3,00 84,70 12,30 0,0134 0,9999 0,0068
G Barranquilla 227 1,80 85,00 13,00 0,0010 1,0000 0,0071
H Medellin 1001 7,50 81,40 11,10 0,4760 1,0000 0,0000

Jaramillo — Correa [A]; Forero® [B]; Landazuri® [C]; Tobar-Vargas [D]; Callas [E]; Rivera

[F]; Ruiz [G]; Vélez-Pardo; [PE] Presente estudio.
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1.3 DISCUSION

Al estudiar Buenaventura, region Pacifico del Sur Occidente Colombiano, se suman factores
como la localizacion geografica, historia poblacional, etnicidad y composicion genética de la
poblacién, lo cual influye en la distribucién de frecuencias de APOE. Al igual que en otros
paises de América, Colombia es un pais que presenta una gran variedad de poblaciones y etnias,
siendo claramente apreciable tres grupos: los afro-descendientes, con un gran componente
ancestral africano; los amerindios, descendientes de los antiguos pobladores de América; y los
mestizos, producto de la mezcla entre amerindios, europeos y africanos. Sin embargo, existen
variaciones en relacion al componente étnico que predomina en cada regién o poblacion del
pais (Perdomo, 2013), lo que puede expresarse en diferencias en las distribuciones de alelos y
genotipos de APOE, y por lo tanto en la susceptibilidad genética de cada una de estas

poblaciones al desarrollo de desérdenes neurodegenerativos y metabolicos.

La poblacion africana y sus descendientes se ha caracterizado principalmente por la alta
frecuencia del alelo E4 en comparacion con los demés grupos raciales, y el aumento
considerable respecto al alelo E2 (Marcheco et al.,, 2011. Al compararse estos grupos
poblacionales, se debe tener en cuenta que como se trata de un nico locus, estos agrupamientos
son producto de la similaridad en funcion de las altas o bajas frecuencias de estos alelos.
Considerando que las poblaciones amerindias y afrodescendientes se caracterizan por presentar
una mayor frecuencia de los alelos E4 y E2 que las mestizas, Jaramillo-Correa et al., proponen
que estas equivalencias pueden deberse a cuellos de botella o al aislamiento producido por su

ubicacion entre selva y zona baja de selva intervenida, como también a algan tipo de seleccion
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a favor de estos alelos como consecuencia de su dependencia bésica de la caza y de la pesca.
La Isla Cascajal, donde se inicié la poblacion de Buenaventura, sufrié en la época de la colonia
una serie de hechos tragicos que pudieron haber actuado como cuellos de botella en la poblacion
(fiebre amarilla, viruela, incendios, terremotos) (DANE 2005). La suma de estos eventos, junto
al efecto fundador generado por los primeros asentamientos de los espafioles, pudo haber
cambiado las frecuencias alélicas para este gen, llegando a las conocidas actualmente: al igual
que lo reportado para el gen de la globina cuyas variantes SS, AS y AA disminuyé en la
poblacién de Buenaventura en un nimero mejor de generaciones que lo esperado solo por

accion de seleccién (Ortega et al., 2015).

Los reportes de distribucion de variantes APOE muestran altas frecuencias de E4 en Nigeria,
Africa Sub-sahariana, Sudéfrica y los Inuit de Groenlandia (Huang et al., 2017). Como
consecuencia del origen africano de las comunidades negras colombianas traidas a América
como esclavos durante el periodo de la conquista y la colonia (siglos XV-XI1X) se explicaria la
alta frecuencia de E4 observada en Buenaventura poblacién que muestra puntualmente una

semejanza genética con las poblaciones de Benin en Africa (Ortega et al., 2015).

Las poblaciones de Providencia, Nuqui, San Basilio de Palenque y Bahia Solano presentaron
frecuencias alélicas muy similares a Buenaventuray a las reportadas en poblaciones de la region
occidental y centro de Africa, como Berma (Benin), Fang (Gab6n), Bombare (Mali), Nigeria,
Peul (Senegal), mientras que Chocé y Cauca con las frecuencias E2 més altas se asemejan mas
a las frecuencias de Malinke (Guinea) y de la costa este de Africa como Merina (Madagascar),
Wentworth (Sur Africa), Tanzania, y Uganda (Perdomo, 2013) demostrando la heterogeneidad

de zonas de donde fueron traidos los esclavos de Africa (Carvajal — Carmona et al., 2000).
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Aunque exista similaridad en las frecuencias de APOE, no es correcto afirmar el mismo lugar
de origen en Africa para estas poblaciones, dado que los eventos de mezcla dieron comienzo

una vez los esclavos fueron traidos de Africa (Ortega et al., 2015; Perdomo, 2013).

De igual manera, las poblaciones de Nukak y Coreguaje presentaron una frecuencia alta del
alelo E4, proponiéndose que estas diferencias pueden deberse a cuellos de botella o al
aislamiento producido por su ubicacién entre selva y zona baja de selva intervenida, como
también algun tipo de seleccion a favor del alelo E4 como consecuencia a su dependencia basica
de la caza y la pesca. En poblaciones con dietas bajas en grasa como Nukak y Coreguaje,
individuos portadores de alelos E4 podrian ser favorecidos por seleccion, debido a que estos
alelos les permitirian mayores niveles de absorcion de lipidos en el intestino, posibilitando el

rebalanceo de colesterol en sus dietas (Corbo & Scacchi 1999).

La seleccidn local, la estructura de las poblaciones y la deriva genética, son factores que pueden
incidir en los resultados obtenidos. Otros factores como el aislamiento por distancia y la mezcla
historica también pueden haber influenciado significativamente la distribucion de los

polimorfismos de APOE en la poblacion afrodescendiente de Buenaventura

La realizacion de estudios incluyendo diferentes variables fenotipicas, tales como niveles de
colesterol y triglicéridos, tipos de alimentacién, actividad fisica, IMC, etc., permitiria indagar
acerca del papel que seleccion pueda ejercer sobre la prevalencia de diferentes variables APOE
en las poblaciones. Nuestros resultados muestran la utilidad del locus APOE como un marcador

antropogenico de susceptibilidad a enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer y/o
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patologias recurrentes por alteracién en el metabolismo de lipidos con especial énfasis en la

poblacion afrodescendiente.

1.4 CONCLUSIONES

La poblacion de Buenaventura arrojo evidencia de como el locus APOE es un marcador que
presenta respuesta biolégica contemporanea a la diversidad genética poblacional, reflejandose

esto en la mayor representatividad de los alelos E4 y E2 en poblaciones afrodescendientes.

La alta frecuencia del alelo E4 podria estar asociado con la alta incidencia de hipertension e

hipercolesterolemia, ademas de otras patologias crénicas en la poblacion de Buenaventura.

A pesar de corroborarse que el marcador universal APOE es el E3, predominando en las
poblaciones mundiales, la importancia de este estudio al resaltar para la poblacién de
Buenaventura una incidencia, con un 21% de la variante E4 y del 7% de la E2, radica en validar
la hipotesis que procesos microevolutivos en estas poblaciones de origen africano pudieron
alterar considerablemente sus frecuencias, haciéndolos indistinguibles desde el punto de vista

genético.

Las poblaciones humanas de Colombia mostraron diferencias en la distribucion alélica del
locus APOE, entre poblaciones y frente a los reportes de frecuencias mundiales, dando
evidencia que este marcador presenta una respuesta biolégica contemporanea a la diversidad
genética de las mismas.

Se espera que estos resultados permitan a los clinicos tener una valoracién mas real del riesgo
de los pacientes a enfermedades como Alzheimer y del metabolismo del colesterol asociadas

con alelos APOE en la poblacion colombiana.
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CAPITULO I

2. ANALISIS DE REGIONES GENOMICAS ASOCIADAS CON SUSCEPTIBILIDAD AL

DESARROLLO DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Resumen

El envejecimiento continuo de la poblacién, como consecuencia del aumento en la expectativa de
vida, ha sido asociado con un aumento en la incidencia de enfermedades cronicas tales como diabetes,
cancer, desdrdenes cardiacos y neurol6gicos entre los cuales la Enfermedad de Alzheimer (EA) es el
mas comun, representando del 50% al 70% de todos los casos de demencias. La genética de la
enfermedad de Alzheimer de inicio tardio es compleja debido a la naturaleza heterogénea de este
trastorno. Entre los factores de riesgo mas importantes para la EA se encuentran genes que se expresan
en vias metabdlicas relacionadas con el sistema nervioso. Aunque el gen APOE, y, especificamente
su variante APOE*4 representa el factor de riesgo genético mas fuerte para la EA, los estudios
genético moleculares han identificado méas de 30 loci adicionales, donde cada uno aporta un efecto
relativamente pequefio. Los loci conocidos asociados con EA explican solo alrededor del 30% de la
variacion génica, por lo tanto, gran parte de esta gama de variantes genéticas permanece sin

identificacion y sin explicacion.

Con el objetivo de caracterizar genes asociados a susceptibilidad de Enfermedad de Alzheimer (forma
esporadica) y alteracién metabolica, este capitulo se basé en el estudio de variantes patogénicas con
carga mutacional de impacto proteico, halladas en los genes de pacientes con Alzheimer. EI APOE
como gen crucial fue analizado junto a otras moléculas donde fue validado su efecto como

biomarcadores potenciales en el diagnostico de Alzheimer para poblacion colombiana.
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En total fueron secuenciados 14 exomas (10 de pacientes con EA y 4 controles — personas sin
diagndstico de EA). Los 10 pacientes fueron caracterizados previamente para el gen APOE a objeto

de asegurar la presencia de la variante APOE4 al menos en heterocigosis.

Fueron clasificados 537 genes con variacion patogenica, de los cuales 150 fueron representados en
los exomas de pacientes estudiados. Los diferentes métodos de enriquecimiento bioinforméatico como
el Clinvar (Variantes Clinicamente Relevantes) y la base de datos funcional KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes), determinaron que vias o procesos importantes relacionados al
desarrollo o progresion de Alzheimer, podrian estar involucrados con estos genes. Al caracterizar
estas biomoléculas se obtuvo conocimiento sobre las funciones etiolégicas en la enfermedad. La
presencia de mdltiples genes activos en cerebro, sangre y demas tejidos, puede proporcionar la
explicacion mediante la cual la acumulacion de amiloide-p desencadena la etiologia patologica.
Todos estos analisis permitieron identificar regiones de susceptibilidad genética asociada a
marcadores metabolicos en la poblacion con enfermedad de Alzheimer y también, que no se halla un
solo gen responsable de la aparicidon de Alzheimer, sino de grupos de genes que inciden en maltiples

vias que al final desencadenan la patologia.

Palabras claves: Enfermedad de Alzheimer, APOE, Secuenciacién de Exoma, metabolismo,

Enfermedad croénica.
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Abstract

The continuous aging of the population due to the increase in life expectancy, has been associated
with an increase in the incidence of chronic diseases such as diabetes, cancer, cardiovascular and
neurological disorders among which Alzheimer's disease (AD) is the most common, representing
50% to 70% of all dementia cases. The genetics of late-onset Alzheimer's disease is complex due to
the heterogeneous nature of this disorder. Among the most important risk factors for AD are genes
that are expressed in metabolic pathways related to the nervous system. Although the APOE gene,
and specifically the APOE*4 variant, represents the strongest genetic risk factor for AD, molecular
genetic studies have identified more than 30 additional loci, each of which has a relatively small
effect. Known loci associated with AD explain only about 30% of gene variation, therefore much of

this range of genetic variants remains unidentified and unexplained.

With the aim of characterizing genes associated with susceptibility to sporadic Alzheimer's disease
and metabolic alteration, this chapter was based on the study of pathogenic variants with protein
impact mutational load, found in the genes of Alzheimer's patients. APOE as a crucial gene was
analyzed together with other molecules where its effect as potential biomarkers in the diagnosis of
Alzheimer's for the Colombian population was validated. In total, 14 exomes were sequenced (10 AD
patients and 4 controls — people without a diagnosis of AD). The 10 patients were previously
characterized for the APOE gene to ensure the presence of the APOE4 variant, at least in
heterozygosity. 537 genes with pathogenic variation were classified, of which 150 of them were
represented in the exomes of the studied patients. The different bioinformatics enrichment methods
such as ClinVar (Clinically Relevant Variants) and the KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes) functional database, determined which pathways or processes related to the development

or progression of Alzheimer's could be involved with these genes. By characterizing these
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biomolecules, knowledge was obtained about the etiological functions of the disease. The presence
of multiple active genes in the brain, blood, and other tissues may provide the explanation by which
the accumulation of amyloid-f triggers the pathological etiology. All these analyzes made it possible
to identify regions of genetic susceptibility associated with metabolic markers in the population with

Alzheimer's disease,

Key Words: Alzheimer Diseases, APOE, Exom Sequency, Chronic Metabolism Diseases.
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Introduccion

La Enfermedad de Alzheimer (EA) como patologia compleja, ha generado un sin nimero de
investigaciones enfocadas desde el plano clinico, fisioldgico, molecular, genético, psiquiatrico, etc.
Resultados que han direccionado a la comprensién de las diferentes vias que inciden en la
enfermedad, asi como genes categorizados con umbrales definidos en la biologia anormal y funcional

que desencadenan el problema a abarcar.

Hasta la fecha, no existen tratamientos curativos para pacientes que ya tienen EA, y los tratamientos
disponibles solo son capaces de retrasar la progresion de la enfermedad. La EA se clasifica en dos
tipos segun la edad de inicio: EA de inicio precoz (EAIP), diagnosticada en personas <65 afios, y EA
de inicio tardio (EAIT ), diagnosticada en personas >65 afios (Scarmeas et al., 2006). La EAIP
representa hasta el 5% de todos los casos de EA, la mayoria de los cuales son causados por raras
mutaciones autosémicas dominantes en uno de tres genes: proteina precursora de amiloide (APP),
presenilina 1 (PSEN1) y presenilina 2 (PSEN2) (Gamba et al., 2019). La mayoria de los casos de EA
son EAIT esporadicos, un trastorno heterogéneo con interacciones complejas entre factores de riesgo
genéticos y ambientales, que estan influenciados por multiples variantes comunes con tamafios de
efecto bajos (Liu et al., 2020; Peng et al., 2020). Las estimaciones de la heredabilidad genética de
EAIT oscilan entre el 60% y el 80% (Zarrouk et al., 2018). El polimorfismo €4 en la proteina
codificada por el gen de la apolipoproteina E (APOE), ubicado en el cromosoma 19, se considera el
factor de riesgo genético mas importante para la EAIT (McGuinness et al., 2018). Sin embargo, el
efecto APOE ¢ 4 representa solo el 27,3 % de la heredabilidad general (Fassbender et al., 2001), y

permaneciendo una gran proporcion de la heredabilidad sin explicacién.

Entre los factores de riesgo modificables de la EA, la diabetes, la obesidad, la hipertensién y

el hipercolesterolemia pueden controlarse mediante una dieta saludable, actividad fisica regular y



entrenamiento cognitivo. En particular, una dieta rica en grasas saturadas y carbohidratos simples
aumenta el riesgo de demencia y una dieta suboptima se asocia con un deterioro cognitivo mas grave
en la EA (Fieldhouse et al., 2022), mientras que la dieta mediterranea se correlaciona con un mejor
estado cognitivo en personas sanas con un riesgo reducido de desarrollo de la patologia (Scarmeas et

al., 2006).

Evidencias experimentales y clinicas indican que los trastornos neurodegenerativos a menudo se
asocian con disfuncion metabdlica (Gamba et al., 2019), que puede empeorar los sintomas
neuroldgicos (Peng et al., 2020). El deterioro del metabolismo cerebral del colesterol ocurre tanto en
el envejecimiento como en la EA (Liu et al., 2020; Zarrouk et al., 2018) y los agentes hipolipemiantes
se han asociado con un menor riesgo de desarrollar EA (McGuinness et al., 2010; Fassbender et al.,
2001; Wolozin et al., 2000), pero la forma mediante la cual son transportados de metabolitos
producidos en sangre, sean estos en forma de acido grasos, lipido, aztcar y demas, continGan siendo

tema de discusion en la forma mediante la cual se abarcan los estudios genémicos de esta patologia.

La complejidad de la interaccion de los diversos factores genéticos y ambientales hacen imposible
predecir si una persona va a presentar o no la Enfermedad de Alzheimer con base en factores genéticos
(Farrer, 2022). En la actualidad se reconoce que la formacién de metabolitos secundarios y la misma
sinergia existente entre los diferentes genes que inciden de manera significativa en la manifestacion
de patologias previas al desarrollo del Alzheimer, tales como la diabetes, hipertension,
hipercolesterolemia, artritis, multiparidad, estilo de vida, etc. pueden atribuir especificidad y jugar

un rol fundamental en la biologia anormal del cerebro.
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A pesar de esto, las enfermedades neurodegenerativas tienen muchos vacios en el conocimiento por
la falta de investigaciones que tengan en cuenta la poblacion colombiana con EA y los diversos factores
de riesgo genéticos y metabolicos encontrados en otras poblaciones a nivel mundial, item que se ha

subrayado reiteradamente, y que solo pocos estudios han tomado en cuenta.

En este contexto se hipotetiza que los genes o marcadores genéticos obtenidos tanto en pacientes con
Alzheimer como en controles sanos (sin demencia) puedan tener un papel clave en el control del
estado oxidativo, neuroinflamatorio, alteracion de receptores membranales y demas, conllevando a
cambios substanciales en el metabolismo de glucidos y lipidos, fuentes biologicas esenciales en la

homeostasis neuronal.

Especificamente, esta investigacion tuvo como objetivo conocer los cambios desde el ambiente
celular a nivel de exoma de una muestra de pacientes con Enfermedad de Alzheimer y de esta manera
identificar genes candidatos implicados en la patologia, que se puedan proponer como objetivos

blanco en futuros estudios.

El conocimiento generado de la presente investigacién es un aporte a la generacion de datos
moleculares direccionados a comprender esta compleja enfermedad, representando informacion
accesible a la comunidad médica y cientifica como fuente de apoyo diagndstico y prondstico a
pacientes con sindrome metabdlico, fenotipos caracteristicos de pacientes con susceptibilidad a la

Enfermedad de Alzheimer.
2.1 Generalidades de la enfermedad de Alzheimer

Hoy, uno de cada ocho adultos mayores en América (>65 afios de edad) estan afectados por la
Enfermedad de Alzheimer (EA), generando un costo anual de méas de 200 mil millones de dolares

(Rovner, 2020). Se estima que cerca de 13,5 millones de personas en Estados Unidos tendran
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Alzheimer para el 2050, datos que para poblacion latinoamericana es desestimado, dado que el 75%
0 mas de las personas con demencia no son diagnosticadas y se cree que esa tasa aumentara hasta el

90% en algunos paises de ingresos bajos y medios (World Alzheimer Report, 2022).
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Figura 2. Epidemiologia de la Enfermedad de Alzheimer segin el World Alzheimer Report, 2022.

La poblacion colombiana de 60 afios 0 mas, representa el 12% de la poblacion total, esperandose para
el 2050 el doble de esta proporcion (DANE 2022). En paralelo, el aumento y carga de enfermedades
cronicas, principales formas de base al desarrollo de Alzheimer, convirtiendo el envejecimiento en

un problema de salud publica.

Sumado a ello, caracteristicas relacionadas con una mayor susceptibilidad a la enfermedad son la

etnicidad, el sexo, traumatismo craneoencefalico, enfermedades cardiovasculares, historia familiar
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de Alzheimer, diabetes mellitus tipo 2, epilepsia y depresion (Alzheimer’s Association, 2019;
Edwards et al., 2019; Eid et al., 2019). Diferentes aspectos del estilo de vida también hacen parte de
los factores de riesgo modificables para la EA que al ser evitados disminuyen la probabilidad de
desarrollo de la misma y comprenden aspectos como: ausencia de actividad fisica, dieta, tabaquismo,

alcoholismo y exposicién a pesticidas (Tabla 4), (Edwards et al., 2019; Eid et al., 2019).
Tabla 4. Factores de riesgo potenciales al desarrollo de Alzheimer. Tomado de Livigston et al. (2017)

Tabla. Factores de riesgo de demencia y enfermedad de Alzheimer conocidos

Modificable No modificable

Edad
Demograficos Sexo
Escolaridad
Genéticos PSN1, PSN2, ApoE &4
Diabetes
Obesidad
Médicos Hipertension
Pérdida de audicion

Deprasion

Tabaco

Alcohol

Actividad fisica
Estilo de vida

Dieta

Actividad intelectual

Interaccion social

35% 65%
Reduccion del riesgo atribuible

-



Este panorama de incidencia y susceptibilidad previo al envejecimiento, implica e hipotetiza que los
genes o marcadores moleculares analizados a partir de poblaciones con Alzheimer esporadico,
presentan un papel clave en el control del estado oxidativo, neuroinflamatorio y del metabolismo de
glucosa y lipidos, permitiendo avances en conocer como las vias que controlan los niveles de lipidos,

esteroles y sus metabolitos indican una importante implicacion en la enfermedad (Hsieh et al., 2023).

En este caso, la sincronia de la homeostasis humana, lleva a que los niveles de colesterol y demas
metabolitos secundarios producidos por las células, sean punto clave de investigacion para conocer
los mecanismos de vias de regulacidn necesarias para los distintos factores de transcripcion, proteinas
de union a elementos reguladores de esteroles, receptores hepaticos y el gen de la apolipoproteina E,
elementos de respuesta y modulacion en tejidos diferenciales (Gamba et al 2019), coordinando o
descoordinando funcién celular en niveles de expresion génica involucrada en proceso y transporte

de colesterol y &cidos grasos al cerebro (Husain et al., 2021).

2.2 Alzheimer; principios genéticos y moleculares

La enfermedad de Alzheimer como patologia multifactorial involucra factores de riesgo
poligénicos. Los analisis gendmicos de alto rendimiento, como los estudios de asociacion, han
identificado mas de 40 genes asociados con la EA. El andlisis de redes revela que la mayoria de estos
genes estan involucrados con procesos bioldgicos involucrados en la glia y las neuronas, incluida la
produccion, agregacion, degradacion y eliminacion de AP, asi como el metabolismo de los lipidos y
la respuesta inmunitaria innata (Tanzi, 2022). Algunos de estos genes también desempefian funciones

criticas en la regulacién de la sinaptogénesis, las funciones sinapticas y la plasticidad sinédptica. La
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expresion desregulada y las funciones alteradas de estas proteinas pueden contribuir al deterioro

temprano de las funciones sinapticas en la EA antes de que se presenten los sintomas clinicos.

Los genes asociados con la EA que se han implicado en las funciones sinapticas, Figura 2., son
discutidos como factores de riesgo genéticos con prevalencia y validacion para el Alzheimer tipo
tardio, donde se incluyen genes como SORL1, BIN1 , PICALM , CD2AP, CLU,
PTK2B , APOE y TREM2 . De igual manera, factores de riesgo genéticos cuyas actividades
desreguladas son sugeridas e involucradas en la disfuncion sindptica en la EA,

incluidos LILRB2 , IL33 y ADAM10 .
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Figura 3. Factores de riesgo genéticos prevalentes o validados para la forma tardia del Alzheimer.
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La figura evidencia los factores sindpticos de riesgo genético asociados con la enfermedad. Estos
genes/proteinas mencionados en el péarrafo anterior, estan implicados en la morfogénesis de las
sinapsis, asi como en el fortalecimiento y la estabilidad sinaptica. Tienen funciones reguladoras en la
liberacion de neurotransmisores (NT) y el reciclaje de vesiculas sinapticas (SV) en las terminales
presindpticas, y regulan el trafico y las funciones de los receptores de NT en las especializaciones
postsindpticas. También modulan la expresion de proteinas sinépticas alterando la transcripcion de
genes y la traduccidn de proteinas en las neuronas. Ademas, algunos de estos factores se expresan de
forma destacada en las células gliales (es decir, microglia y astrocitos) para modular la conectividad

sindptica mediante la regulacion y eliminacion de la misma (Wing-Yu, 2023).

Al conocerse que muchas moléculas intervienen en la forma mediante la cual las diferentes isoformas
de genes con importancia bioldgica, sean estos tipo transportadores, sefializadores y/o involucrados
en procesos cruciales del ambiente celular, los genes clasificados en el presente estudio, muestran
dindmicas que en gran parte no presentan interconexion gendémica, pero que al analizar los modelos
de regulacion de biosintesis de metabolitos secundarios se puede observar que podrian activar la
expresion de genes involucrados en la captacion, salida, transporte y excrecion de estos importantes
metabolitos (lipidos, glucosa, carbohidratos, acidos grasos, purinas, pirimidinas, etc.) en multiples
tejidos, los cuales pueden estar modulando respuesta inmunitaria innata y adaptativa, procesos de
inflamacidn, impacto positivo o negativo en la homeostasis de cOmo estos genes, generan sinergia en
la produccion del peptido beta amiloide (AB), principal proteina involucrada en la formacion de placas

amiloides en cerebros enfermos con Alzheimer.

Todo metabolito en estado de oxidacion especialmente los lipoproteicos, pueden atravesar la barrera
hematoencefalica, siendo la forma como interaccionan las variantes mutadas o normales de los genes

estudiados en la homeostasis del cerebro. A partir de esta fisiologia los diferentes activadores y
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reguladores desempefian el papel crucial y fundamental de proveer equilibrio 0 armonia en el sistema

nervioso.

2.3 Otros marcadores moleculares en el Alzheimer

Ademaés del impacto de genes mayores que aceleran la patologia, por ser su gran mayoria genes
receptores, surgen otros factores genéticos que involucran no solamente la incidencia o afectacion
sobre la célula, sino que el efecto bajo o “menor” sumado a la interaccion con otras moléculas
desencadena sinergismo, haciendo mucho mas complejo entender exactamente que provoca el
estadio final de la enfermedad.

Dentro de estos elementos biologicos se encuentran proteinas de sefializacion, receptores de
citoquinas o deméas moléculas con respuesta inflamatoria, inhibidores del ciclo celular, etc.

En la figura 3 y 4, se observan modelos de incidencia génica tanto de vias de regulacion como
factores involucrados. Estos genes adicionales que podrian estar involucrados en la EA de inicio
tardio, generan sobreexpresion de las células mieloides, principales formadoras de placas y ovillos
amiloides (Rudolph, 2022).

La identificacion de nuevos genes es importante para una mejor comprension de los mecanismos
patogénicos que conducen a la neurodegeneracion. Dado que los diagnosticos diferenciales de los
trastornos neurodegenerativos son dificiles, especialmente en las primeras etapas, las pruebas

geneéticas son esenciales para los procesos de diagnostico.
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Figura 1 Principales vias implicadas en la EA y genes afectados. Abreviatura: AD, enfermedad

de Alzheimer.

Figura 4. Principales vias implicadas en la EA y genes afectados. (Giri, 2016)

Figura 5. Factores que involucran el Alzheimer tardio. (Giri, 2016)
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En Colombia a nivel poblacional, es poco lo que se conoce acerca de coOmo estos receptores mediados
por variantes polimorficas pueden influir sobre los efectos toxicos que involucran el péptido -
amiloide. Recientemente Dong & colaboradores, 2022, reportaron la presencia del alelo G del gen
ABCALl Yy laisoforma E4 de APOE como factores de riesgo a la enfermedad de en poblacion brasilefia
con perfiles lipidicos, concluyendo que existe una sinergia que contribuye a la demencia cuando se

encuentran presentes ambas variantes.

Estos polimorfismos han sido ampliamente estudiados en relacion con el riesgo de EA entre otros
fenotipos, en particular los relacionados con las enfermedades cardiovasculares y lipidos plasmaticos
(Kim, 2022). Esta variante puede influir en los niveles de marcadores enziméaticos y demas

mecanismos de sefializacion celular.

Se requiere de mayor esfuerzo al estudio de estas variantes, dado a que la asociacién con la aparicion
tardia de la enfermedad debe ser vista desde un panorama mas robusto, donde la influencia de cada
uno de los genes involucrados en el enorme caos molecular del Alzheimer esporadico puede ser el

resultado de la estructura genética de las poblaciones y la interaccion de esta con el ambiente.

Los objetivos del capitulo Il tienen como objetivo la caracterizacion de regiones y variantes
gendmicas asociadas con la susceptibilidad al desarrollo de la Enfermedad de Alzheimer, lo cual
permitid a partir de métodos de secuenciacion de exomas, determinar variantes génicas como
potenciales biomarcadores para el diagndstico de la enfermedad.

De igual manera cubrir vacios de informacion existentes respecto a la poblacién colombiana, dado a
gue se desconoce qué factores genéticos y ambientales pueden estar influyendo en la calidad de vida
de la poblacion desde el punto de vista metabdlico, procesamiento y transporte de moléculas con

impacto alto, medio o bajo en vias que se encuentran involucradas en patologias tan complejas como
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la enfermedad de Alzheimer. De igual manera, entender el rol de genes con funcion metabdlica y
que, desde el punto de vista de su ambiente gendmico, pueden permitir dar una posible explicacion
acerca de que variaciones encontradas en el genoma de estos individuos conferird mayor
susceptibilidad a la patologia y como podria generarse una explicacion celular y molecular del
desarrollo de la enfermedad permitiendo plantear blancos terapéuticos. Ademas, es importante para
el establecimiento de patrones que permitan dilucidar el comportamiento de estas variantes de ADN
y asi establecer relaciones y explicaciones que ayuden a evaluar la utilidad de estos genes en un

contexto clinico, psicolégico, evolutivo y antropolégico.

2.4 MATERIALES Y METODOS

Los andlisis in silico de este capitulo fueron realizados en la Universidad del Valle y en la Universidad
Javeriana — Cali. La fase de genotipificacion de muestras, fue desarrollada en el Laboratorio de

Genética Molecular Humana de la Universidad del Valle.

2.4.1 Caracterizacion fenotipica de la poblacién de estudio

Teniendo en cuenta el estudio reportado por SABE Colombia 2015 - 2020, el Ministerio de Salud y
proteccion Social y Colciencias, quienes desarrollaron a través de la Union Temporal SABE,
conformada por diversos grupos de investigacion de la Universidad del Valle y la Universidad de
Caldas, con la colaboracion del Centro Nacional de Consultoria (CNC), una encuesta de 23.694
personas en hogares de zonas urbanas y rurales del pais midiendo los determinantes del
envejecimiento activo en poblacion de adultos mayores. Esta encuesta mostrd como después de la
hipertension arterial, los problemas relacionados con la depresion y las enfermedades psiquiatricas

son los que maés afectan a la poblacion encuestada. Adicionalmente, el deterioro visual y auditivo
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como factores que afectan y determinan la discapacidad, conjugadas con violencia, maltrato,
desplazamiento y condiciones de vida que determinan el estado salud de los adultos mayores en el

pais.

La encuesta SABE arrojo datos socioeconomicos, del entorno fisico y social, de la conducta, la
cognicion y el afecto, la funcionalidad, el bienestar mental, las condiciones médicas y de salud, asi

como el uso y acceso a servicios de salud.

SABE hace parte del Sistema Nacional de Estudios y Encuestas Poblacionales para la Salud, del

Ministerio de Salud y Proteccion Social (SNEEPS) (SABE Colombia, 2015).

En las tablas 1 y 2 se muestran las patologias con mayor afectacion al proceso de envejecimiento y

los habitos que generan efecto sobre el riesgo a la enfermedad de Alzheimer.

Tabla 5. Patologias asociadas al desarrollo de Alzheimer. Informacion tomada del SABE Colombia 2015 -

2020
Patologia Asociada a | % Hombres Mujeres
EA
Hipertension 60.7% .
Diabetes 18.5% .
Problemas articulares 25.8% .
ACV 14.5% v v
Osteoporosis 11.8% .
Enfermedad pulmonar | 11.4% v v
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ECV 4.7% v v

Deterioro Cognoscitivo | 17.5% .
Leve (DCL).
sintomas depresivos 41.0% .

% prevalencia en el envejecimiento

ACV (accidente cardio vascular)

ECV (enfermedad cerebro vascular)
= Mayor frecuencia

+ lgual

Tabla 6. Habitos de riesgo para Alzheimer. Tomado del SABE Colombia 2015 - 2020

Héabitos que generan | % Hombres Mujeres

efectoen riesgo ala EA | consumidores

Consumo de alcohol 14% .
Tabaquismo 12% .
Sedentarios (45,2%-67,0%) v v
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Estas variables fueron tomadas a partir de revision exhaustiva e historias clinicas suministradas con
permiso previo por la Fundacion Alzheimer de Cali, institucion encargada del diagnostico de los
pacientes. Informacién como datos demogréaficos, evaluacion neuroldgica, neuropsicoldgica,
genealogia, estadio de la enfermedad y aplicacion de los criterios de inclusién y exclusion (tablas 7 y
8 ), fueron proporcionados por esta entidad en colaboracion, la cual contd con el equipo de
trabajo profesional en areas terapéuticas y de cuidado: Valoracion Meédica, Evaluacion
Neuropsicoldgica, Terapia Fisica, Terapia del Lenguaje y de la Deglucién, Terapia Ocupacional,
Terapias Artisticas (Pintura y MUsica), Risoterapia, Estimulacion Cognitiva, Terapias de Medicina
China Alternativa y Psicologia. Cada participante cont6 con el aval de los miembros de su familia
y/o persona encargada, a quienes se les brind6 toda la informacion respecto a implicaciones, riesgos
y beneficios. En el caso de individuos sin diagnéstico de demencia y quienes participan como eje
control, fueron compuestos por empleados, trabajadores y docentes de la Universidad delValle con
edades entre 30 y 50 afios, saludables, sin deterioro cognitivo ni quejas de memoria determinado por

evaluacion médica y/o neuropsicoldgica, mestizos y sin parentesco familiar.

La investigacion contd con el aval del Comité de Etica en Investigacion en Salud de la Universidad

del Valle con codigo 242-018 (Anexo 1).

Tabla 7. Criterios de inclusién

Pacientes Controles

Poblacion del sur occidente de Colombia

Sin antecedentes de familia con demencia Sin antecedentes de familia con demencia
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Individuos con deterioro cognitivo compatible
con criterios diagndsticos del DSM-1V para

Enfermedad de Alzheimer.

Individuos sin deterioro cognitivo ni quejas
de memoria, deterioro en evaluacion médica

y/o neuropsicologia

Evaluacién médica y neuropsicoldgica que
documente el deterioro cognitivo y las quejas

de memoria

Tabla 8. Criterios de exclusion

Pacientes

Controles

Individuos con manifestaciones neuroldgicas o antecedentes personales y/o familiares de

otras enfermedades neurolégicas

criterios diagnosticos del DSM-IV para la

demencia

Individuos con deterioro cognitivo compatible con

enfermedad de Alzheimer, con historia familiar con
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2.4.2 Procesamiento de muestras y tipificacion de APOE en pacientes

Dado a que las frecuencias polimdrficas del gen APOE, no habian sido descritas antes en pacientes
con Alzheimer y tampoco en poblacion del Valle del Cauca, fue necesario realizar su evaluacion con

el fin de determinar la proporcion de alelos E4 en estos casos.

Para ello, la tipificacion y determinacién alélica de APOE, se llevé a cabo con la metodologia

empleada en el capitulo I, amplificando el ex6n 4 del gen APOE mediante la técnica de
polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (PCR-RFLP’s). La frecuencia de las

variantes fue determinada por conteo directo. Mediante la prueba exacta de Fisher se evalud la
independencia entre los genotipos APOE, casos y controles; asimismo y haciendo uso de datos
reportados recientemente en otras dos ciudades de Colombia, se evalu6 la independencia de las
frecuencias genotipicas y alélicas APOE de pacientes afectados con Alzheimer y su ubicacién
geografica. Finalmente se calcularon los OR de genotipos y alelos APOE para valorar la

susceptibilidad otorgada por las variantes a desarrollar la enfermedad de Alzheimer.

Es importante mencionar que el estado de homocigosis o heterocigosis del alelo APOE, fue
determinante para poder seleccionar aquellos pacientes con al menos una copia del a lelo E4 y que

fuese indicado para exoma.
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Obtencion de
genotipos APOE en
pacientes de la
Fundacion
Alzheimer de Cali

Genotipos E3/E4,

E4/E4, E3/E3

Analisis de Exomas de
los pacientes
consultados con
respectivos genotipos

Figura 6. Paso a paso del andlisis de las muestras de pacientes y controles.

2.4.3 Analisis Bioinformatico de Exomas
El procedimiento bioinformatico basico del analisis de secuenciacion de exoma total (WES)
compromete los siguientes pasos principales: Evaluacion de Calidad de datos crudos pre

procesamiento, mapeado, procesamiento post-alineacién y analisis de la variante.

2.4.4 Evaluacion de Calidad de Datos Crudos y Preprocesamiento
La calidad de los datos crudos de las secuencias obtenidas por Macrogen, se evalubempleando el
programa FastQC 0.11.2, el formato FastQ incorpora los puntajes de calidad de base segun la escala

de Phred para facilitar la evaluacion de la calidad de la secuencia (Bao et al., 2014), de acuerdo al
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reporte de Macrogen, las lecturas de las secuencias se encontraban sin adaptadores, por lo que el

paso de eliminar los adaptadores no fue necesario.

2.4.5 Andlisis de la Variante

El anélisis de variantes consiste en: llamado de la variante, anotacion y priorizacion. Los diferentes
programas de llamado variantes pueden identificar diferentes polimorfismos, ya que cada uno de estos
programas utiliza diferentes modelos para llamar dichos polimorfismos. Esto se ha documentado en
aplicaciones clinicas, donde los resultados falsos positivos y falsos negativos tienen implicaciones
criticas para la atencion y el diagnéstico del paciente (O’Rawe et al., 2013; Pabinger et al.,2014).

El algoritmo FreeBayes que fue el empleado para definir las variantes importantes o significativas
teniendo en cuenta de que no se usaron muchos parametros por defecto en los algoritmos sino los que
proporcionaran contundencia en cambios significativos o variantes significativas en el genoma y éste
es un algoritmo que lo permite. Hay muchos algoritmos, pero dado a que se tiene una enfermedad
altamente heterogénea y compleja en términos genéticos o de susceptibilidad se requieren métodos
mucho mas precisos que los genéricos o estandard para poder dar certeza en la identificacion e

imputacion de las variantes.

SAMtools y GATK identifican variantes en funcion de como se alinean las lecturas al genoma de
referencia, teniendo en cuenta que secuencias idénticas pueden tenermdltiples posibles alineaciones a
la de referencia, Freebayes en su lugar identifica losSNP en funcion de la combinacion més probable
de genotipos en cada posicion en la referencia (Garrison y Marth, 2012). Tanto Freebayes como
GATK usan métodos bayesianos para modelar el error de secuencia. SAMtools aplica un mapeo

oculto de Markov y calidad de ensamblaje (MAQ) para estimar el error (Liu et al., 2013).
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SAMtools y Freebayes se caracterizan por su simplicidad y flexibilidad de uso, mientras que GATK,
realiza pasos adicionales, dentro de los que se incluyen una realineacion local, lo cual mejora la
alineacion alrededor de los indels, eliminando efectivamente cambios de marco que de otro modo
generarian llamadas de SNPs falso positivos (Polyanovsky et al., 2011).

Ademaés, aunque las tres herramientas usan puntajes de mapeo, GATK puede aplicar una variante de
recalibracion del nivel de calidad a grandes conjuntos de datos, lo cual ayuda a distinguir verdaderos

SNP de artefactos de procesamiento de datos (McKenna et al., 2010).

Salida /Entrada Herramientas
Comprobacion Puntuacion
D hred FastQC
FASTQ M) Evaluacion de Control de BWA-MEN
Calidad
'
Picard
BAM (s Alineamiento Inicial
'
BAM Remocién de Duplicados
; —
SAMtools GATK local, realineamiento
Freebayes GATK recalibracion de
Llamado Yy filtrado de calidad )
variantes GATK llamado Yy filtrado de
I variantes
VCF ¢ Interseccion de variantes
Anotacion de variantes

Figura 7. Esquema del flujo de trabajo de SeqMule y herramientas usadas en cada paso.
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2.5 RESULTADOS

2.5.1 Caracteristicas fenotipicas encontradas en los pacientes con Alzheimer

La poblacion con diagnostico de Alzheimer presentd dentro del cuadro clinico encontrado, fuertes

patologias que con la edad se hipotetizan como promotoras de este desorden neurodegenerativo.

La figura 8, muestra enfermedades encontradas entre los pacientes con la EA y aspectos de su estilo
de vida. Las patologias méas prevalentes fueron: hipertension, hipercolesterolemia y diabetes,
encontradas en mas del 40% de los individuos. Por el contrario, la enfermedad coronaria, accidente
cerebro vascular (ACV), traumatismo craneoencefalico (TCE), pérdida de la conciencia, enfermedad
osteoarticular, anoxia e hipoxia fueron menos comunes, presentandose en menos del 20% de la
muestra. Por otro lado, los estilos de vida con una frecuencia mayor al 40% entre pacientes con EA
son el sedentarismo, tabaquismo y consumo de alcohol, mientras que la obesidad y la nuliparidad se

encuentran entre el 30% y 15 % de los casos.
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Figura 8. Frecuencias relativas de otras patologias y estilo de vida de los pacientes de la Fundacion Alzheimer

sede Cali con diagndstico de EA.

2.5.2 Determinacion de genotipos APOE en poblacién afectada con Alzheimer e individuos sin

diagnostico
Es importante la tipificacion de las diferentes isoformas del gen APOE, como molécula clave en el

Alzheimer esporadico, por ello los analisis de los mismos se presentan a continuacion:

La muestra de 71 individuos compuesta por 30 casos y 41 controles, fueron analizadas mediante
RFLP’s, las frecuencias alélicas y genotipicas encontradas fueron €2 0% y 6,1%, €3 50% y 93,9%, y
€4 50% y 0%, para casos y controles respectivamente. Las frecuencias genotipicas encontradas fueron

€2€3: 0% y 12,2%, €3¢3: 23,33% y 87,8%, €3e4 0% y 53,33% Yy e4e4 0% y 23,33%, casos y controles
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respectivamente; los genotipos €22 y €2e4 no fueron observados. Los resultados de este trabajo

indican que el alelo 4 puede asociarse con susceptibilidad a Alzheimer en la poblacion estudiada.

La tabla 9 presenta las frecuencias genotipicas y alélicas de APOE de los individuos analizados. Las
frecuencias genotipicas observadas fueron similares a las esperadas bajo el HWE (casos p=0,39;
controles p=0,26; muestra p=0,17). En la poblacion total estudiada el alelo predominante fue APOE
€3 y la variante con menor frecuencia APOE €2, estando ausentes los genotipos y €2¢4. En el grupo
de casos, el 50,00% presento el genotipo €34, el 23,33% portaron el alelo €4 en homocigosis, el
26,67% fueron homocigotos para el alelo €3, y no se encontraron portadores de APOE €2 entre los
pacientes. En contraste, el 87,80% de los controles presento el alelo €3 en homocigosis, el 12,20%
presentaron el genotipo €2¢3, y no hubo portadores del alelo €4. Hubo diferencias significativas entre

las frecuencias del polimorfismo APOE entre casos y controles (p<0,05) (Tabla 9).

La proporcion de sexos en el grupo de individuos diagnosticados con la EA estuvo distribuida en
56,25% mujeres y 44,75% hombres, siendo el sexo mayoritario Gnicamente entre los portadores
del genotipo e3¢4. La edad promedio de aparicion de la patologia fue de aproximadamente siete a
ocho afios méas temprano para los portadores de 10s genotipos €3¢4 y e4e4, que para los £3e3 (Tabla

10),
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Tabla 9. Frecuencias genotipicas y alélicas del gen APOE en una muestra de casos Yy controles

del Valle del Cauca.

CONTROLES
Total Valor p
APOE n=41 CASOS n=30 n=71
Genotipos, n (%) 1,25E-12
£2¢2 0 (0) 0(0) 0(0)
€2¢3 5 (12,20) 0 (0) 5(7,04)
€2¢4 0 (0 0 (0) 0 (0)
€3e3 36 (87,8) 7 (23,33) 44 (61,97)
e3e4 0(0) 16 (53,33) 15 (21,13)
eded 0(0) 7(23,33) 7 (9,86)
Alelos, n (%0) 6,21E-13
€2 5(6,1) 0(0) 5 (3,47)
€3 77 (93,9) 30 (50) 110 (76,39)
&4 30 (50) 30 (20,14)

62



Tabla 10. Grupos etarios de la Fundacién Alzheimer sede Cali con diagndstico de EA segun elgenotipo

APOE

GENOTIPOS VARIABLE

E3E3 E3e4  E4E4  TOTAL
Edad de aparicion de la EA
Minima 72 41 57 41
Maxima 82 88 79 88
Media 78,57 71,63 70,43 73,54
Sexo
Hombres (%) 0,00 60,00 33,33 44,75
Mujeres (%) 100,00 40,00 66,67 56,25

El Odds Ratio (OR) de los alelos y genotipos APOE frente a la aparicién dela enfermedad de
Alzheimer en la muestra analizada, se representa en la tabla 11. Los cuatro genotipos encontrados en
los individuos tuvieron ORs estadisticamente significativos. Los genotipos €3¢4 (OR=160,60) y 44
(OR=73,00) tuvieron Odds Ratios significativamente mas altos frente al genotipo de referencia. El

alelo que supone mayor riesgo para la aparicion de la EA es el ¢4 (OR=155,00) mientras que el que

otorga menos riesgo es el €2 (OR=0,23).
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Tabla 11. Odds Ratio (OR) de desarrollar la enfermedad de Alzheimer de tipo esporadico deacuerdo a los
genotipos y alelos APOE ente individuos del Valle del Cauca

APOE OR! 95% CI Valor P?
Genotipos

€3¢e3 (Referencia) 1,00 0,33- 3,04 -

€2e2 - - -

€2¢e3 0,44 0,02- 8,88 4,38E-01
€2¢e4 - - .

€3¢e4 160,60 8,65- 2981,19 2,23E-09
eded 73 3,75-1420,91 3,44E+05
Alelos

€3 (Referencia) 1,00 0,55- 1,81 -

€2 0,23 0,01- 3,18 1,29E-01
&4 155,00 6,61- 1868,44 1,15E-11

LEI calculo se realizé utilizando APOE 3/ e3¢3 como referencia.

2El valor P reportado es resultado de la prueba exacta mid-p.

Finalmente, y necesario, las frecuencias obtenidas fueron comparadas con reportes en Colombia,

como fue mencionado al inicio de este capitulo, la poblacion de estudio al ser tipificada por primera
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vez en pacientes, es de relevancia poder estimar lo hallado en el Valle del Cauca con estudios de

casos para otras regiones.

La tabla 12 presenta las frecuencias genotipicas y alélicas de APOE de pacientes afectados por la
enfermedad de Alzheimer provenientes del presente estudio y de dos ciudades de Colombia
reportadas recientemente. El alelo mayoritario entre los pacientes de las tres regiones es APOE €3
con frecuencias de hasta 55,00%, seguido de APOE €4 con un rango de frecuencias entre 40,00%y
50,00%. EI genotipo mas frecuente entre pacientes de las tres regiones es €3¢4, el cual oscila entre
42,00% y 65,62%. Dentro del grupo de pacientes analizados en la ciudad de Barranquilla hubo
ausencia del genotipo homocigoto para el alelo €4, a diferencia de los pacientes del presente estudio
y de Bogota. Asimismo, el alelo con la frecuencia minoritaria en general fue el €2 se encontrd en
mayor proporcién en los pacientes de la ciudad de Barranquilla. Es importante observar que las

tendencias de las frecuencias entre ciudades son similares, y que existe dependencia entre la region

geogréfica de la cual provienen los pacientes y las frecuencias APOE (Tabla 12).

Tabla 12. Distribucion de los genotipos y alelos APOE en pacientes con Alzheimer de tresciudades en

Colombia
CALI! BOGOTA? BARRANQUILLAS3

APOE Valor p

n=30 n=50 n=32

Genotipos, n

(%) 0,0017

€2¢e2 0 (0,00) 0 (0,00) 1(3,13)

€2¢e3 0 (0,00) 0 (0,00) 1(3,13)
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€2¢e4 0 (0,00) 3(6,00) 5 (15,62)

€3¢e3 7(23,33) 17 (34,00) 4 (12,50)

€3ed 16 (53,33) 21 (42,00) 21 (65,62)

eded 7(23,33) 9 (18,00) 0 (0,0

Alelos, n (%) 0,02315
) 0 (0,00) 3 (3,00) 8 (12,50)

&3 30 (50,00) 55 (55,00) 30 (46,88)

€4 30 (50,00) 42 (42,00) 26 (40,62)

!Datos del grupo caso del presente estudio.

2Salcedo Tacuma, D. R. (2018) Analisis de metilacion en una isla CpG del gen APOE y en una
regién genodmica del gen BIN1 en una muestra de pacientes colombianos con Enfermedad de

Alzheimer Esporadico. Universidad Nacional de Colombia.

¥ Meza-Cely, N. et al. (2020) ‘Caracterizacion de pacientes con demencia de tipo Alzheimer
precoz vs tardio’, Acta Médica Colombiana, 45(2), pp. 1-8. doi:
https://doi.org/10.36104/amc.2020.1316.

2.5.3 Seleccion de genotipos APOE por paciente afectado con Alzheimer e individuos sin

demencia para analisis de Exoma

A partir de los genotipos obtenidos, fueron seleccionados los pacientes con al menos una copia del

alelo E4 para secuenciacion de exoma y dos pacientes sin el alelo E4 (Tabla 13).
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Tabla 13. Seleccién de genotipos de pacientes con la enfermedad de Alzheimer e individuos

controles sin la patologia, para analisis de exoma

Pacientes con Alzheimer Genotipo ApoE
ADEX01 E3E3
ADEX03 EAE4
ADEX04 E3E4
ADEX05 E3E4
ADEX06 E3E4
ADEX07 E4E4
ADEX09 E3E3
ADEX10 E3E4
Individuos sin Alzheimer Genotipo ApoE
ADEX11 E2E3
ADEX12 E3E3
ADEX13 E3E4
ADEX14 E4E4

Con la poblacion de estudio seleccionada se realizd un analisis del exoma de cada individuo. Los
genotipos dentro de los grupos fueron determinantes para proceder con el andlisis genémico. Esto
dado a que el gen APOE en su estado homocigoto y heterocigoto proporciona alteracién metabdlica
en moléculas que, con carga genética alterada, conlleva a la susceptibilidad y al desarrollo de la

patologia estudiada, partiendo de individuos afectados por patologias previas.

Es observable que, a pesar de tener individuos sin la Enfermedad de Alzheimer, el metabolismo
celular de estos individuos se rige por copias del alelo E4 (alelo alterado), lo cual direcciona aln mas

la necesidad de conocer tipos de interaccion tanto génica como ambiental.

Fueron obtenidos 70 mil variantes deletéreas para 30 mil genes por exoma, para ello fueron aplicados

filtros a partir de predictores de patogenicidad siendo el mas determinante la base de datos del Clinvar,
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Enrich y String Genome , permitiendo el registro inicial de toda la informacion obtenida por paciente,
en caso de que se hallaran cambios patogénicos, a su vez se valoré el impacto de la variacion siendo
catalogada como alta, baja o poco significativa, todo en relacion al fenotipo del paciente. La
informacion de cada variante, el impacto que genera y ubicacion en el genoma permitieron hallar
niveles de penetrancia alta de estas variantes en el paciente, todas en direccion al MAF (Minor allele

frequency) y a los andlisis de alineamiento.

Para definir las variantes importantes o significativas teniendo en cuenta de que no se usaron muchos
pardmetros por defecto en los algoritmos sino lo que proporcionara contundencia en cambios
significativos o variantes significativas en el genoma, fue empleado FreeBayes, un algoritmo que
permite resolver lo enunciado. Dado a que se tiene una enfermedad altamente heterogénea y compleja
en términos genéticos o de susceptibilidad se requieren métodos mucho mas precisos que los

genéricos o estandar para poder dar certeza en la identificacion e imputacion de las variantes.

Para esto, los genes encontrados por exoma fueron clasificados segun su grado de impacto por

genoma de paciente (Tabla 14).

Tabla 14. Clasificacion por impacto biolégico de nimero de genes encontrados en los exomas analizados

GRADO DE PATOGENICIDAD A DESARROLLO DE ALZHEIMER

Impacto
Impacto bajo medianamente Impacto Alto
# GENES ENCONTRADOS modificador
82 428 26

Al mencionar “impacto” se hace referencia a los cambios encontrados. Luego de hacer la prediccion

de las variantes es importante reconocer cuales fueron significativas, paraello el uso de la plataforma
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ClinVar como herramienta, permitio una clasificacion muy importante ya que estratifica los tipos de
variantes independiente del tipo de la misma, es decir, las variantes que a través de la herramienta a
parecen con “mayor patogenicidad’ no necesariamente son variantes que estan generando un impacto
fuerte sobre la proteina o que si la variante tiene una menor o mayor frecuencia en la poblacion..
Ambas situaciones ClinVar permite obtener, todo en términos de la patogenicidad y frecuencia

presente de la misma en la poblacion.

Tabla 15. Genes seleccionados con mayor prevalencia en relacion patolégica y fenotipo de la poblacién de
estudio

GENE ADEX | ADEX | ADEX | ADEX | ADEX | ADEX | ADEX | ADEX | ADEX | ADEX | ADEX | ADEX | IMPAC
01 03 04 05 06 07 09 10 11 12 13 14 TO*
VDR 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 Alto
ERCC1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 Alto
VKOR
C1 0 1 1 1 1 1 2 1 0 1 1 0 Alto
TORI1A
IP1 1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 Alto
KDR 0 0 1 2 1 1 2 1 2 0 0 0 Alto
COMT 0 0 0 0 1 0 1 1 0 1 1 1 Alto
ITPA 0 1 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 Alto
1ISG15 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 Alto
EPHX2 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 Alto
LIG1 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 Alto

*Impacto y/o efecto de la variante sobre la proteina

Encontrar un gen con alta tendencia a desarrollar Alzheimer, es complejo, por ello se hace analisis

funcional que agrupe genes en categorias por accion funcional.

El analisis global de todos los exomas, arrojo 537 genes (Anexo 1) con variacion patogénica y 150
genes aproximadamente (Anexo 2) por muestra estudiada. Reconociendo las variantes patogénicas a
través de métodos de enriquecimiento, fueron clasificadas aquellas con mayor asociacion al fenotipo

de la poblacién de estudio. EI empleo de filtros adicionales fue necesario, mostrando en la Tabla 15
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los genes con importancia bioldgica e implicacion en los perfiles patogénicas de cada individuo y con

los cuales soporta cientificamente esta investigacion. Los genes en la tabla 9, fueron depurados con

el objetivo de establecer aquellos con mayores variables alteradas por paciente y en al menos 3 casos

con Alzheimer, estos rangos son definidos dado el tipo de analisis empleado, es decir, al ser bajo el

namero de exomas fue utilizado GATK y algoritmos bayesianos soportando cada variante en 1000

genomas.

Tabla 16. Indicadores génicos patologicos a partir de los exomas de pacientes con Alzheimer

IMPLICACION EN
GENE DESCRIPCION PATOLOGICA METABOLISMO ”\,L?_IZC:S?AF\;E)E
LIPIDICO
PCSK9 Familia de las Hipercolesterolemias Si Si
F5 Factor V de Trombofilia N/A No
Miocardiopatia dilatada; Miopatia distal -
distrofia muscular tibial; Vision general de la
TTN miocardiopatia hipertrofica; Miopatia de N/A No
Salih; Miopatia hereditaria con insuficiencia
respiratoria temprana
COL4A4 Sindrome de Alport N/A No
KDR Descripcion general de la hipertension
arterial pulmonar hereditaria N/A No
Hiperplasia suprarrenal congénita deficiente , Este polimorfismo no
CYP21A2 en 21-hidroxilasa SI se encuentra en lista
para Alzheimer
disfuncion del cerebro y del sistema nervioso ) )
COL11A2 central como un importante objetivo nutricional y N/A Disfuncion cerebral y
de estilo de vida para un envejecimiento de sistema nervioso
saludable
POR Def|(:|en(:|_a de citocromo P450 N/A No
oxidorreductasa
Sindrome de QT largo; Sindrome de
KCNH2 Brugada, afeccién en sistema nervioso, actla N/A no reportado
en canales de potasio
PRF1 Diabetes N/A no reportado
Hiperinsulinismo familiar; Diabetes Mellitus
KCNJ11 Neonatal Permanente; Diabetes de inicio en N/A no reportado
la madurez de los jovenes Vision general
F2 Protrombina Trombofilia N/A No
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ERCC5 Pérdida de mielina N/A Si
Predisposicién al Tumor de Wilms;
P53 Sindrome de Li-Fraumeni N/A o reportado
PRCD Descripcion general de la retinitis
pigmentosa no sindromica N/A No
Descripcion general de la Enfermedad de
APOE Alzheimer Si Si
ERCC1 Pérdida de mielina N/A Si
COL6A2 Distrofias relacionadas con el colageno VI N/A NO

Los biomarcadores descritos en la tabla 10 hacen parte del pool de genes encontrados en los
diferentes fenotipos caracterizados en cada muestra, es importante resaltar que las
descripciones patolégicas solo proporcionan informacion relevante a nivel clinico hallada en
cada paciente, comprendiendo que solo dos genes (PCSK9 y APOE) se encuentran vinculados
directamente en vias metabdlicas y el desarrollo a la enfermedad de Alzheimer, hipétesis de
este trabajo. Sin embargo, genes como el CYP21A2, ERCC1, ERCCS5, se discuten como
implicados del proceso y progreso de formacién patolégica, demostrando nuevamente que la
Enfermedad de Alzheimer no es una patologia con asociacién directa. Es alli donde se enlistan
todos los genes con mayor impacto en la poblacion estudiada, obteniendo efecto bajo o medio
a nivel bioldgico ya que todos estos pueden estar encargados de efectos tan complejos e
intensos a nivel neuronal. Esto puede observarse en la figura 9, donde las redes de interaccion

bioldgica muestran conexion en distintos procesos celulares.
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KCNJ11

b

KCNH2

Figura 9. Red de interaccion de genes candidatos

De acuerdo a las redes de asociacion funcionales de proteinas (STRING), se encontraron
interacciones entre si, en 16 genes. Esto significa que las proteinas que codifican estos genes, tienen
mas interacciones entre ellas de lo que se esperaria de un conjunto aleatorio de proteinas de tamafio
similar, extraidas del genoma. Tal enrigquecimiento indica que las proteinas estan al menos

parcialmente conectadas biol6gicamente, como un grupo.

Las 2 proteinas restantes, como se observa en la figure 9, no presentaron interaccién con ninguno de
los genes candidatos. Esto significa que no estdn muy bien conectadas. Sin embargo, esto podria ser
debido, a que estas proteinas no se han estudiado a fondo y STRING aun no identifica sus

interacciones.
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2.5.4 Gréficos con variantes determinadas con mayor, medio y bajo impacto deletéreo en los

diferentes genes encontrados por exoma estudiado

El conjunto de genes por exoma fue separado segln el nimero o cantidad de variantes con alto, bajo
y mediano efecto patogénico. Es importante esclarecer que, aunque fueron separadas dado a que son
muchas las variantes “impacto alto” (cerca de 11.371 variantes missense con impacto alto, bajo y
moderado, solo para tres genes TTN, KCNH2 y TP53) encontradas, todas conducen a alterar la

proteina que codifican.

Comparaciones entre los genes patogénicos, donde fueron clasificados los genes en términos de una
caracteristica molecular o fenotipica y dependiendo del tipo de mutacion que contienen, por ejemplo
las “missense” 0 en sentido errado son las mutaciones mas representativas en todos los genes pero se
quiere saber cuales son los genes que mas tienen estas variantes o las que son de significado incierto,
es por ello que el ideograma agrupa los genes a partir de un analisis funcional y de esta manera

saber si hay correlacion biologica importante entre ellos.

A través de un andlisis de correlacién completa, se tomaron los genes por grupos patogénicos y
altamente patogénicos empleando la herramienta Heatmap, permitiendo un alineamiento simple entre
los genes con mayor y menor variantes interconectadas funcionalmente, siendo representados en el

ideograma de las figuras 10, 11y 12.
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Figura 10. A. Mapa de calor y agrupamiento de genes con numero alto de variantes génicas en el
exoma de la poblacion de estudio. B. Correlacion de las principales vias bioldgicas en las que actian

los diferentes genes. El color rojo demuestra agrupamiento de genes con mayor impacto genotipico.
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Dentro de las vias bioldgicas en que actlan los diferentes genes, se tienen niveles de
expresion aleatorios, es decir, multiples vias no lipidicas ni dirigidas a sistema nervioso
central que soporten el efecto directo al desarrollo de Alzheimer. Siendo todos los genes en
relacién, los que presentan mayor cantidad de variantes en sentido errado, pero baja relacién

con el fenotipo neuronal patologico.
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Figura 11. A. Mapa de calor y agrupamiento de genes con nimero medio de variantes modificables halladas

en el exoma de la poblacion de estudio. Los genes agrupados en el corchete y sefialados con la flecha azul,

indican aquellos que actian en metabolismo de grasas y produccion de hormonas B. Enriquecimiento y

correlacion por grupos de genes que acttan en principales vias bioldgicas en que acttan los diferentes genes.

El mapa de calor de la figura 11, representa los genes estratificados por variantes modificables, es

importante resaltar el agrupamiento de los genes CYP19A1, APOE, ISG15, ATIC, KDR, UGT2B7
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y F2 (agrupados en la parte inferior de la figura 11A), quienes actlan en vias de metabolismo y
degradacidn de lipidos, sefializacion y produccion de metabolitos secundarios, procesos oxidativos

y desestabilidad de las mielinas.

A nivel celular, estas diferentes reacciones moleculares, sistematicas y en red, conllevan a un efecto
de sinergismo metabolico basado en rutas enriquecidas y de expresion genética, donde el impacto

fenotipico de los genes en conjunto puede explicar la etiologia de la enfermedad.
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Figura 12. A. Mapa de calor y agrupamiento de genes con nimero bajo de variantes modificables halladas
en el exoma de la poblacion de estudio. B. Enriquecimiento y correlacion por grupos de genes que actlan en

principales vias bioldgicas en que actuan los diferentes genes.

Los genes seleccionados con bajo nimero de variantes modificables, pueden incursionar en un efecto
genotipo — fenotipo de gran importancia, es decir, todas las variantes se encuentran intrinsecas a
procesos vitales, en el caso de una enfermedad cronica como el Alzheimer, donde hay una
susceptibilidad y no una asociacion directa, los genes con variantes moderadas y variantes con menor
numero, pueden ser las encargadas de esos efectos complejos, intensificando por medio de suma de

efectos bioldgicos o interaccion genotipo ambiente.

El exoma de cada paciente se caracteriza por fenotipos persistentes, todos previos al desarrollo del
péptido beta. Es aqui donde la busqueda de nuevas etiologias no basadas en lo que conlleva al
desarrollo de Alzheimer por formacion de ovillos fibrilares, beta amiloide, estrés oxidativo, etc,

pueden definir el rumbo correcto de comprensién a nivel genético.
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CLASIFICACION DE RASGOS FENOTIPICOS DESCRITOS PARA LOS GENES
SELECCIONADOS

PATOGENICIDAD VS ASOCIACIONES FENOTIPICAS
A
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Figura 13. A. Genes con rasgo patogenico asociado a metabolismo lipidico. El impacto fenotipico de estos
genes, aunque no es severo dado a que sus frecuencias no son muy altas, tienen influencia en las

caracteristicas fisiopatoldgicas de la Enfermedad de Alzheimer.
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Los diferentes rasgos fenotipicos para cada uno de los genes, presentaron un enfoque funcional mucho
mas evidente asociados con caracteristicas fenotipicas encontradas en la poblacion de estudio (figura
8 y 9) mostrando hallazgos en variantes patogénicas asociadas a un metabolismo lipidico, es decir
hay asociacion, aunque las frecuencias no son altas 0 no hay un impacto fenotipico muy severo, en
enfermedades complejas como el Alzheimer, al ser una patologia cronica y con aparicion a edades
muy adultas, se explica como los factores de riesgo pueden estar potenciando la aparicion o

manifestacion de la variante, los cual los fortalece como buenos biomarcadores.
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Figura 14. A. Genes con rasgo patogénico asociado a metabolismo lipidico. B Correlacién de principales

rutas bioldgicas en que actan los diferentes genes.

La figura 14 muestra una vez méas cémo el Alzheimer es una patologia sumamente compleja, al ser
cronica, el efecto patologia y fenotipo hace que al encontrar multiples genes, muchos publicados en
bases de daos como el Alzgene y otros sin documentacion o estudios minimos, constata una vez
mas, el deterioro neuroldgico consecuente con la edad es irreversible, sumando a ello, que el
ambiente en que las poblaciones crecen y se reproducen, es critico, activando moléculas que por

estrés metabdlico o exceso del mismo, deterioren el cerebro.

Al depurar y enriquecer tanto vias como genes, se obtuvo procesos fenotipicos con la vinculacion
de genes “mayores” como el APOE, principal transportador lipoproteico, COL6A2, CYP19A1,
PCSK®9, que acttian tanto en regulares niveles metabdlicos, asociacion a enfermedades coronarias y

regulacion lipoproteica.
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2.6 DISCUSION

El Alzheimer como enfermedad neurodegenerativa la cual desencadena la actividad estructural y
funcional de los sistemas nerviosos central y periférico (SNC y SNP) sigue siendo un desafio desde
el punto de vista genético y molecular. Los genes estudiados en este capitulo a partir de lo generado
tanto por la tipificacion del gen APOE como primer estudio en poblacion afectada del Valle del Cauca
- Colombia, como los anélisis moleculares arrojados por los diferentes exomas, proporciona claridad
de la fuerte interaccion del gen APOE con su isoforma E4 y multiples eventos celulares diferentes a
la tradicional hipdtesis del péptido Beta, principal mecanismo bioldgico estudiado por décadas para

la comprension de la patologia.

La aparicion de la EA esta sujeta a multiples factores de riesgo que pueden o no ser modificados por
los individuos, estando entre los no modificables diversos sindromes metabélicos. Es alli donde los
diferentes fenotipos hallados en los pacientes llaman la atencién referente a diversidad de factores
anomalos que van apareciendo con la edad, ejemplo de ello la hipertension, hipercolesterolemia y
diabetes, patologias mas frecuentes. En términos generales estas enfermedades se asocian con el
incremento de riesgo yvelocidad de desarrollo de Alzheimer, ya que promueven la inflamacién y
atrofia cerebral causadas por la acumulacion de BA y proteina tau (Eid, Mhatre y Richardson, 2019).
Asimismo, el TCE, las ECVs y los ACVs, que fueron observados en menos proporcion entre los
pacientes, contribuyen a los efectos que tiene la EA sobre el cerebro como el incremento en la
agregacion proteica, incremento del riesgo y velocidad de aparicion de demencia (Vijayan y Reddy,
2016; Eid, Mhatre y Richardson, 2019). No obstante, el desarrollo del Alzheimer también est4
asociadoa factores de riesgo que pueden ser transformados para disminuir la probabilidad de

aparicion de esta patologia, como lo es el estilo de vida. Los pacientes analizados en este capitulo
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reportaron habitos como el sedentarismo, tabaquismo, consumo de alcohol y obesidad, los cuales
promueven la aparicion de las patologias mas prevalentes descritas dentro del mismo grupo y que,

como se menciond anteriormente, acrecientan el riesgo frente a la EA (Eid et al., 2019).

2.6.1 Alelos APOE sus frecuencias y distribucion en afectados y no afectados con Alzheimer

La influencia de la ancestria genética sobre los genotipos de APOE se marcan en como a partir de
los grupos de casos y controles por separado, el alelo mas comun fue el €3, coincidiendo con estudios
realizados previamente en el Valle del Cauca y otras poblaciones del suroccidente colombiano
(Rivera et al., 2015; Perdomo et al., 2020).

Al comparar las frecuencias alélicas y genotipicas de APOE se observaron diferencias significativas
entre casos y controles. Los casos presentan mayor prevalencia de APOE €4 que loscontroles,
indicando una posible asociacion de este alelo con la presencia de la EA en esta region del pais. Esto
coincide con estudios recientes, en los cuales la proporcion de frecuencias de los genotipos €34 y
e4e4 en conjunto superaron a la de €33 ente pacientes con Alzheimer; asimiSmo se observa un
patrén con otras regiones de América donde el genotipo predominante entre pacientes con EA es
€3¢e4, seguido del homocigoto para €4 (Salcedo Tacum@, 2018; Gonzélez et al., 2020; Reiman et al.,
2020; Marca-Ysabel et al., 2021).

El alelo con la frecuencia minoritaria en toda la muestra fue €2. Esta variante no se encontro entre el
grupo de casos y entre controles sélo estuvo presente en el genotipo €2¢3, coincidiendo con estudios
realizados previamente (Arango Viana et al., 2014; Rivera et al., 2015; Moreno et al., 2017; Perdomo
et al., 2020). Lo anterior se puede atribuir a aspectos que han sido discutidos previamente en la
literatura, el principal siendo que APOE €2 es el alelo menos comdn y cuya prevalencia mundial es

menor al 10% (Husain et al., 2021). La poblacion de Colombia se ha descrito como resultado del
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mestizaje entre africanos, europeos y nativos americanos, con un componente amerindio en el sur
occidente colombiano entre el 50 y 82% (Rojas et al., 2010; Franco-Candela y Barreto, 2017). APOE
€2 esta casi ausente en poblaciones indigenas americanas y con alto componente Amerindio, llevando
a inferir que la proporcion nativa de los individuos analizados pudo contribuir a su baja frecuencia
observada (Gerdes, 2002; Martinez-Magafia et al., 2019; Husain et al., 2021; Marca-Ysabel et al.,
2021). Finalmente, la ausencia de €2 entre los casos es resultado de las propiedades que se le ha
atribuido a este alelo frente a la EA. APOE &2 esta sub representado entre personas afectadas conEA
y se ha descrito que sus portadores tienen un riesgo considerablemente bajo a padecer la patologia en
comparacion con portadores de APOE €3 (Gonzalez et al., 2020; Reiman et al., 2020; Husain et al.,

2021).

El OR ilustra la probabilidad de aparicion de una enfermedad en particular y puede oscilar entre 0 y
el infinito, el valor 1 indicando que el riesgo frente a la enfermedad es igualmente probable entre
afectados e individuos sanos (Chen et al., 2010; Clarke et al., 2011). En este trabajo se encontr6 que
portar APOE €4 aumenta el riesgo (OR=155,00) de desarrollar EA cuando comparados con
portadores de APOE €3 en el Valle del Cauca, asemejandose a resultados de otras poblaciones
(Gonzélez et al., 2020; Reiman et al., 2020; Zhu et al., 2020). La literatura ha descrito los OR
genotipicos de APOE en distintas poblaciones del mundo, la mayoria obteniendo un OR mayor para
el homocigoto €4 que para los heterocigotos (Farrer et al., 1997; Reiman et al., 2020; Husainet al.,
2021). Sin embargo, en este trabajo se obtuvo que el genotipo €3e4 conferia un riesgo
significativamente mayor (OR=160,60) para EA que e4e4 (OR= 21,47). Estos resultados son
concordantes con los reportados en 1997 por Farrer y colaboradores en hispanos, y asimismo en otro
estudio mas reciente realizado en Espafia y Portugal (Gonzalez et al., 2020; Reiman et al., 2020).

Esto puede ser explicado por las tendencias observadas en estudios realizados en Latinoamérica: (1)
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La frecuencia de casos APOE €4 es baja al compararla con grupos caso de otras etnias, lo que a su
vez causa una mayor proporcion de individuos caso €3¢4 que homocigotos €4 y (2) méas casos que
controles con el genotipo €3¢4 (Farrer et al., 1997; Salcedo Tacuma, 2018; Gonzélez et al., 2020;
Marca-Ysabel et al., 2021). Esta tendencia se debe validar para este estudio utilizando una muestra

mayor de pacientes.

El Alzheimer es resultado de un conjunto de diversos factores que incrementan la probabilidad de
desarrollo de la patologia, uno de ellos siendo el sexo. Este capitulo ademas observé que més de la
mitad del grupo de casos estaba conformado por mujeres (56,25%). Lo anterior coincide con la
literatura, donde se ha notado que la enfermedad es mas prevalente en mujeres que los hombres.
Asimismo,se ha asociado al sexo femenino con un riesgo aumentado de desarrollar la enfermedad,
lo cual sucede por diferencias hormonales, de los mecanismos de inflamacion y de dindmicas
mitocondriales entre sexos. El estrdgeno es una hormona que esta involucrada en el mantenimiento
de neuronas colinérgicas. Sin embargo, en mujeres de edad avanzada hay una disminucion de
estrdgeno, lo cual contribuye a la degeneracion neuronal progresiva causada por la EA. Lo anterior,
sumado a la presencia de APOE &4, lleva a que las mujeres sufran mayor atrofia cerebral en menor
tiempo y por ende una progresidon mas acelerada del Alzheimer que los hombres (Alzheimer’s

Association, 2019; Eid et al., 2019).

2.6.2 Sinergismo de APOE con genes obtenidos a partir de Exomas

Aunque los estudios iniciales vincularon la apolipoproteina E con la agregacion y eliminacion del
péptido amiloide-B, en los Gltimos 5 afos las tecnologias de secuenciacion de proxima generacion
han promovido en gran medida los avances en el estudio de las enfermedades humanasa nivel

gendmico, transcriptdmico y epigenético (Bao et al., 2014). Los avances en las tecnologias de
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secuenciacion de préxima generacion (NGS) han resultado en una proliferacion sin precedentes de
datos Omicos, especificamente, los estudios Omicos de patologias neurodegenerativas, han
contribuido a la comprensién de los mecanismos genéticos que promueven el surgimiento y el
desarrollo de esta enfermedad (Chandler et al., 2016).

Es importante tener en cuenta que el exoma de cualquier individuo contiene un gran nimero de
variaciones genéticas que alteran la secuencia de proteinas, pero solo una pequerfia fraccion de estas
alteraciones puede afectar la funcién de la proteina (Miosge et al., 2015) y tener relacion con la
patologia aqui estudiada. Es por esta razon, que en el presente capitulo se disefiaron procedimientos
de priorizacion, los cuales requirieron la combinacion de diferentes recursos, incluyendo
razonamiento biolégico, molecular y biomédico uso de medidas estadisticas, busqueda en bases de

datos y literatura.

La clasificacion de los genes por impacto biologico fue tomada segin este fuera alto, medio y bajo
sobre los cambios en la proteina, de esta manera de los 536 genes obtenidos a partir de los exomas
analizados, se seleccionaron segun su expresion diferencial y repercusion en el fenotipo del paciente,

recordando que la muestra de pacientes estudiada contaba con una carga génica altamente crénica.

Los datos de recuento se llevaron a cabo a partir de los genes descritos en la (Tabla 15). Este top de
genes hace parte de un sin nimero de procesos moleculares positivos a enfermedades cronicas
diferentes al Alzheimer, pero que, por originarse en etapas diferentes de la edad, suman en efecto el

deterioro del cerebro.

A continuacion, se describen los productos de estos genes:

EPHX2, es un gen que codifica un miembro de la familia del epoxido hidrolasas. La proteina que se

encuentra tanto en el citosol como en los peroxisomas, se une a epoxidos especificos y los convierte
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en los dihidrodioles correspondientes. Las mutaciones en este gen se han asociado con

hipercolesterolemia familiar, lo cual es clave en el ruido metabolico que se genera en el Alzheimer.

ISG15, La proteina codificada por este gen es una proteina similar a la ubiquitina que se conjuga con
proteinas diana intracelulares tras la activacion por interferén-alfa e interferon-beta. Se han atribuido
varias funciones a la proteina codificada, incluida la actividad quimiotactica hacia los neutrofilos, la
direccidn de las proteinas diana ligadas a los filamentos intermedios, la sefializacion de célula a célula
y la actividad antiviral durante las infecciones virales. Si bien se ha encontrado que los conjugados
de esta proteina estan unidos de forma no covalente a los filamentos intermedios, esta proteina a veces

se secreta en el cerebro.

ERCCL1, el producto de este gen funciona en la ruta de reparacion por escision de nucleétidos y es
necesario para la reparacion de lesiones en el ADN. La proteina codificada forma un heterodimero
con la endonucleasa XPF (también conocida como ERCC4) y la endonucleasa heterodimérica cataliza
la incision 5' en el proceso de escision de la lesion de ADN. La endonucleasa heterodimérica también
esta involucrada en la reparacion del ADN recombinante y en la reparacion de enlaces cruzados entre
hebras. Las mutaciones en este gen dan como resultado el sindrome cerebrooculofacioesquelético, y
los polimorfismos que alteran la expresion de este gen pueden desempefiar un papel en la
carcinogenesis. Se han encontrado multiples variantes de transcripcion que codifican diferentes

isoformas para este gen.

LGI1, codifica un miembro de la familia de proteinas ligasas de ADN dependientes de ATP. La
proteina codificada funciona en la replicacion del ADN, la recombinacion y el proceso de reparacion

por escision de bases. Las mutaciones en este gen que conducen a la deficiencia de ADN ligasa | dan
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como resultado inmunodeficiencia y una mayor sensibilidad a los agentes que dafian el ADN. La

interrupcion de este gen también puede estar asociada con una variedad de canceres.

KDR, es un importante factor de crecimiento para las células endoteliales. Este gen codifica uno de
los dos receptores del VEGF. Este receptor, conocido como receptor de dominio de insercion de
quinasa, es un receptor de tirosina quinasa de tipo Ill. Funciona como el principal mediador de la
proliferacion, supervivencia, migracion, morfogénesis tubular y germinacion endotelial inducida para

neuronas tipo glias.

VDR, Este gen codifica el receptor de vitamina D3, que es un miembro de la superfamilia de
receptores hormonales y del metabolismo de vitaminas cruciales como la D, uno de los principales

cofactores en la sinapsis neuronal.

COMT, este gen codifica para las catecol-O-metiltransferasa cataliza la transferencia de un grupo
metilo de la S-adenosilmetionina a las catecolaminas, incluidos los neurotransmisores dopamina,
epinefrina y norepinefrina, juega un papel fundamental en el metabolismo de sustancias endogenas,

siendo crucial en el metabolismo de farmacos empleados en el tratamiento de la hipertension.

ITPA, codifica una inosina trifosfato pirofosfohidrolasa. La proteina codificada hidroliza el trifosfato
de inosina y el trifosfato de desoxinosina a nucleétido monofosfato y difosfato. Esta proteina, que es
miembro de la familia de proteinas HAM1 NTPase, se encuentra en el citoplasma y actda como un
homodimero. Los defectos en la proteina codificada pueden provocar una deficiencia de inosina

trifosfato pirofosforilasa que provoca una acumulacion de ITP en los glébulos rojos.

TOR1AIP1, codifica una proteina de membrana integral de tipo 2 que se une a las ldminas de tipo A
y B. La proteina codificada se localiza en la membrana nuclear interna y puede participar en el

mantenimiento de la unién de la membrana nuclear a la lamina nuclear durante la division celular.
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VKORC1, Este gen codifica la subunidad catalitica del complejo de vitamina K ep6xido reductasa,
que es responsable de la reduccion de la vitamina K 2,3-epdxido inactiva a vitamina K activa en la
membrana del reticulo endoplasmico. La vitamina K es un cofactor necesario para la carboxilacion
de los residuos de &cido glutdmico por la gamma-carboxilasa dependiente de vitamina K en las
enzimas de coagulacion de la sangre. La variacion alélica en este gen esta asociada con la deficiencia
combinada de factores de coagulacion dependientes de la vitamina K y una mayor resistencia o

sensibilidad a la warfarina, un inhibidor de la epdxido reductasa de la vitamina K.

Los genes descritos fueron aquellos que se encontraron como portadores de mayor nimero de
variantes alteradas por cada paciente, es claro que, aungque no son biol6gicamente direccionados al
dafio del cerebro y repercusion sobre el Alzheimer, el estar presentes en al menos 3 pacientes con

diagnostico, proveen historia frente a las enfermedades crdnicas caracteristicas en cada fenotipo.

Al tener en estudio una enfermedad crénica la susceptibilidad a su desarrollo es tan variable que, de
todos los genes categorizados en los diferentes exomas, aquellos con “impacto medio o bajo” deben

ser tenidos en cuenta, sean que estos tengan implicacion bioldgica o no (tabla 16).

Es complejo determinar una asociacion molecular directa frente al Alzheimer, la suma de efectos
biolégicos o interaccién genotipo ambiente, hacen que se deba partir de los fenotipos de cada
paciente, para de tal forma, hacer una asociacion correcta de las variantes con impacto bajo, medio,

moderadas e impacto alto (Tiwari 2023).

Si se observan estos genes, de acuerdo al enriquecimiento de Gene Ontology mediante KEGG y
STRING, el APOE tambien interactta con varias proteinas (figura 9) para desempefiar un papel en la
oxidacion de acidos grasos y a multiples genes que armonizan funcion en tejidos totalmente diferentes

al sistema nervioso.
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Sin embargo, al tener la cadena épsilon E4 en los pacientes, hace que las disfunciones de APOE
pueden afectar el transporte de &cidos grasos y reducir la oxidacion de los mismos, lo que resulta en

la agregacion de &cidos grasos en los astrocitos y el cerebro ( Oi et al 2021)).

4.3 Genes con alteraciones, expresion diferencial.

Las figuras 11 — 14, muestran tanto el rasgo fenotipo como genotipo sobre la patologia, los Heatmap
clasificaron los genes segun el numero promedio de variantes por gen, ejemplo de ello aquellas que

presentaron mayor impacto en el fenotipo del paciente.

Las variantes tipo missense fueron representativas en la mayoria de los genes. Aquellos con alto
numero de cambios fueron descritos en la figura 11, donde gran parte de estos genes Col6A2,
Col11A2, ITPA, CYP21A2, VDR, GNB3, MYO1E, TOR1AIPL1, F5, KCNJ11, POR, ABCBI,
MTHFR, ERCC5, PRCD, L1G1, OPRM1, PLCB1, NEDDA4L, TYR, SPTAl, PRF1, PCSKO9,
COL4A4, funcionan bajo mecanismos de sefializacion, metabolismo energético de integracion y

biosintesis de colageno.

Este tipo de accion génica a pesar de no todas las moléculas tener funcién directa al sistema nervioso
central, el gen OPRM1, muestra patrones biol6gicos en procesos presinapticos y de regulacién de

canales neuronales.

Los genes CYP19A1, APOE, ISG15, ATIC, KDR, UGT2B7 y F2, fueron un grupo de genes que
Ilamaron la atencion dada la gran sobreexpresion en vias direccionadas a metabolismo de lipidos
(HeatMap figura 12), este cluster génico confirma una vez mas de que el metabolismo y el recambio
entre estos genes a pesar de mantenerse dentro de la patologia como “medianamente alterados”
bloquean mecanismos intracelulares generando como resultado acumulacion inadecuada de agentes

bioldgicos tdxicos que precipiten la neurodegeneracion.
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Estudios realizados por Goyal 2023, concluyen que los problemas metabdlicos con aparicion a edades
tempranas (diabetes, hipertension, hipotiroidismo, triglicéridos y colesterol, problemas hormonales)
generan deterioro cognitivo dado a que la produccion de metabolitos en el cerebro cambia

dinamicamente con el paso bioldgico del tiempo.

A pesar de muchos de los rasgos obtenidos, la alteracion en la composicion de genes con funcién
receptora y lipidica, demuestran que las membranas de las células neuronales son basicamente una
acumulacién de lipidos y moléculas basicas que partir de los 18 genes determinados como
biomarcadores (tabla 16) se pueden valorar independiente de su componente estructural basico. Es
decir, se sabe que el metabolismo lipidico esta inmerso en todo lo que conlleva a la regulacion cerebral
desde la formacion de fosfolipidos, glucolipidos y colesterol, teniendo en cuenta todos estos genes

descritos, los cuales participan en reacciones enzimaticas clave.

2.6.3 Patogenicidad Vs Asociacion Fenotipica

La distribucion de variantes dentro de los genes mostrados en la figura 14, concluyen este capitulo,
siendo de gran importancia observar como los genes descritos desde el APOE hasta el CYP19Alestan
involucrados en diversas asociaciones fenotipicas, desde variables como el sobrepeso, presion
sanguinea, niveles de colesterol alterados, sobrepeso, etc. Ponen el sello patologico de como el
depdsito de varias proteinas es coadyuvante de la formacion de placas seniles y ovillos

neurofibrilares.

Con este estudio se confrontan definiciones amplias frente a la identificacion de genes enriquecidos

en vias de sefalizacion de produccion y transporte de lipidos, regulacion hormonal y sinapsis
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neuronal, siendo llevadas a que determinar la cantidad de expresion de proteinas al cerebro en relacion

a la mutacion que cargue, es ain un abanico de variables y probabilidad de captura exacta.
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2.7 CONCLUSIONES

e APOE4 contribuye a la patogenia de la EA al alterar la capacidad de respuesta celular, el
transporte de lipidos, la integridad y plasticidad sinaptica, el metabolismo de lipidos y la
integridad cerebrovascular; siendo todos efectos independientes de las vias relacionadas con

AB.

e Fueron 16 los genes encontrados con mayor densidad y/o variabilidad a nivel mutacional
que afectan vias principales en procesos bioldgicos como metabolismo de lipidos,

produccion de metabolitos primarios, catabolismo y transporte celular.

e Lo0s genes que presentaron mayor impacto a nivel funcional y que presentaron alteraciones
patogénicas sobre vias metabdlicas de interés a la homeostasis neuronal fueron: CYP19A1,

APOE, ISG15, ATIC, KDR, UGT2B7y F2

e Seidentificaron 10 genes encontrados en los exomas analizados por paciente, estos en relacion
a presencia de problemas como hipertension, alteracion vascular, resistencia a farmacos y
metabolismo anormal lipidico. Estos son referentes a los genes VDR, ERCCI, VKORCI,
TOR1AIPI, KDR, COMT, ITPA, ISG15, EPHX2 y LIGI .

e La suma de efectos bioldgicos e interacciones génicas encontradas en este estudio dan peso
acerca de lo complejas que son las enfermedades crénicas y de como una asociacion correcta

y directa al desenlace de la patologia continda siendo blanco de investigacion.
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El gen de la Apolipoproteina E es una molécula clave en todos los procesos de sinergismo
metabdlico, no solo al cerebro sino en cada funcidn bioldgica de importancia, observandose

el trabajo en conjunto con demas genes constitutivos.

La identificacion de asociaciones gen-rasgo ofrece nuevas perspectivas sobre el papel de estas

biomoléculas en los distintos procesos fisiopatoldgicos que culminan en la EA, lo que puede

conducir a la identificacidon de nuevos objetivos terapéuticos y de diagndstico.

El hallazgo de los genes CYP19A1, APOE, ISG15, ATIC, KDR, UGT2B7 Y F2, con
alteraciones patogénicas a nivel metabdlico, es una gran contribucién al entendimiento de los
procesos involucrados en la etiologia del Alzheimer, para nuestra poblacion sin embargo al

ser este el primer estudio realizado, debe darse amplitud a la exploracién de esta enfermedad.
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DISCUSION GENERAL

La arquitectura genética de la EA es sumamente compleja, siendo necesario no solo partir de genes
unicos ya documentados como el APOE, sino del empleo de variedad de estrategias moleculares que

permitan brindar conclusiones acertadas.

A partir de este estudio, se rectificd que una poblacion con un “background étnico” tan amplio como
la vallecaucana presenta una genética susceptible a patologias crénicas que con la edad desencadenan

enfermedades atroces como la demencia.

Al estudiar dos componentes génicos de gran importancia como lo fue caracterizar el gen APOE en
poblacion no afectada por la demencia, pero si susceptible por el patron de frecuencias alélicas y
genotipicas del mismo (capitulo 1) llevd a tener que corroborar como el dosaje de estos alelos

efectivamente eran clave en el desarrollo de la enfermedad.

Aunque llegar a conclusiones moleculares frente al panorama neurodegenerativo es laborioso, fue
posible predecir la direccionalidad o expresion diferencial entre genes que elevan factores de riesgo
no solamente a Alzheimer o como en alguno de los casos obtenidos, genes que no tienen via metabodlica
directa al dafio neuronal, pero que al estar presentes y con un contenido elevado de variantes altamente
modificadoras en las proteinas, generaban aparicion de otros fenotipos patologicos que
desencadenaban efecto de suma o sinergismo biologico sobre el cerebro, siendo crucial el estudio de
los analisis WES en todo paciente codificado con al menos una copia de E4. Es alli donde este trabajo
tuvo complementos excelentes, los cuales permitieron tomar dos poblaciones totalmente diferentes,
pero con un linaje cercano y a partir de esa diferenciacion local, estructura poblacional y demas

factores de diferenciacion como la deriva génica, la seleccion local, el aislamiento por distancia y
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demas, se logro analizar un marcador critico no solo a nivel de la homeostasis celular, sino critico a

muchas otras moléculas que trabajan bajo la presion de las variables ahora descritas.

Expandir analisis moleculares a mayor escala permitiria el mejoramiento de analisis de asociacion
maultiple, cuando se tienen varias poblaciones. En primer lugar, las variantes genéticas que son raras o
inexistentes en una poblacion pueden ser mas frecuentes en otra poblacion, lo que permite descubrir
variantes de riesgo especificas de la ascendencia o enriquecidas por su ancestria. Ademas, las
interacciones entre el gen y el factor ambiental especifico de la poblacion pueden dar lugar a efectos

genéticos especificos de la ascendencia que resaltan vias novedosas.

Como enfermedad progresiva e irreversible que afecta la vida social, laboral, familiar y personal de
quien la padece, genera en los individuos afectados por la patologia, atencion exhaustiva por sus
familias, siendo ellos quienes deben afrontar el manejo del paciente y entender cada etapa de avance
de la misma, lo cual no es sencillo, porque el grado de dependencia del afectado va avanzando
conforme evoluciona la enfermedad. Una sola persona no puede asumir el cuidado del paciente, la
familia debe por lo tanto planear el manejo de la enfermedad desde diferentes aspectos: El social,

el médico y el econdmico.
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CONCLUSIONES GENERALES

La alta frecuencia del alelo E4 = 21,41% del gen APOE en poblacion afrodescendiente de
Buenaventura, da indicios substanciales de predisposicion a enfermedades crénicas como la
diabetes, la hipercolesterolemia y la hipertension, las cuales pueden conducir a desarrollo de

demencia tipo Alzheimer dado el estilo de vida de esta region del pacifico colombiano.

La identificacion de los genes CYP19A1, APOE, ISG15, ATIC, KDR, UGT2B7, F2 VDR,

ERCCI, VKORCI, TOR1AIPI, COMT, ITPA, ISG15, EPHX2 y LIGI permite comprender y
visualizar la dinamica molecular inmersa en una patologia tan compleja como el Alzheimer,
esto en referencia a los sitios de accion celular en los que intervienen a nivel funcional cada
uno de estos genes, y aunque siendo diferente, son participes de deterioro cognitivo con la

edad y el estilo de vida.

Las poblaciones humanas de Colombia son altamente susceptibles a enfermedades cronicas,
ejemplo el Alzheimer, como consecuencia de los patrones genéticos modificables por el
efecto fenotipo — ambiente lo cual genera distribucion variable de genes como el APOE,
dando evidencia de que este marcador presenta una respuesta biolégica contemporanea a la

diversidad genética de las mismas.

La contribucion genética del Alzheimer, estima que los factores de riesgo ambientales y del
estilo de vida explican el 29 % de la variacion fenotipica. sin embargo, su impacto en el
contexto de la responsabilidad genética de la EA sigue siendo en gran parte desconocido. Los

estudios integradores grandes y diversos que combinan genética, multiomica, factores de
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riesgo del estilo de vida y determinantes sociales de la salud seran cruciales para la

comprension patobioldgica de la EA y el descubrimiento terapéutico equitativo.

e Teniendo en cuenta que la expectativa de vida de la poblacion humana cada vez va en
aumento y que en consecuencia la enfermedad de Alzheimer se convierte en un problema
importante de salud publica este trabajo contribuye en la bdsqueda de soluciones a esta
problematica en términos de mostrar la importancia de poder hacer un diagnéstico oportuno
de las personas y familias en riesgo de sufrir a futuro de esta patologia, realizar adecuados
procesos de consejeria genética a las familias a riesgo y aportar a la comunidad médica y

cientifica para la mejora del tratamiento integral de este tipo de pacientes.
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ANEXO 1

Comité Institucional de Revision de Etica Humana
Facultad de Salud “4iTiie”

ACTA DE APROBACION N° 022-018

Cadigo Interno: _ Fecha en que fue sometido: _ - _
El Conscjo de la Facultad de Salud de la Universidad del Valle, ha establecido ¢l Comite Institucional de
Revision de Etica Humana (CIREH), ¢l cual esta regido por la Resolucion 008430 del 4 de octubre de 1993
del Ministerio de Salud de Colombia por la cual sc establecen las normas cientificas, técnicas y
administrativas para la mvestigacion en salud: los principios de la Asamblea Médica Mundial expuestos en
su Declaracion de Helsinki de 1964, Gltima revision en 2002; y el Codigo de Regulaciones Federales, titulo
45, parte 46, para la proteccion de sujetos humanos, del Departamento de Salud y Servicios Humanos de los
Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos 2000.
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1. Sus miembros revisaron los siguientes documentos del presente proyecto:
[XT Protocolo de investigacion X Instrumento de recoleccion de datos
[X]] Formato de consentimicnto informado ~ [[X0]  Soportes solicitados por cl Circh
- Cartas de las instituciones participantes - Resultados de evaluacion por otros comités (si aplica)

2. El presente proyecto fue evaluado y aprobado por el Comite.
3. Scgun las categorias de ricsgo establecidas en el articulo 11 de la Resolucion N° 008430 de 1993 del
Ministerio de Salud, ¢l presente estudio tience la siguiente Clasificacion de Riesgo:
[ s riesco [XT] Riesco Minmio [ Riesco mavor peL Mino

Las medidas que estan siendo tomadas para proteger a los sujetos humanos son adecuadas.

La forma de obtener ¢l consentimiento informado de los participantes en ¢l estudio es adecuada.

Informara inmediatamente a las directivas institucionales:

a. Todo desacato de los investigadores a las solicitudes del Comité.

b.  Cualquicr suspension o terminacion de la aprobacion por parte del Comuté.
Lesiones a sujetos humanos.

d. Problemas imprevistos que involucren riesgos para los sujetos u otras personas.

¢.  Cualquier cambio o modificacion a este proyecto que no haya sido revisado y aprobado por cl
Comité.

7. El presente proyecto ha sido aprobado por un peniodo de un (1) afio a partir de la fecha de aprobacion.
Los proyectos de duracion mayor a un afio, deberan ser sometidos nucvamente con todos los documentos
para revision actualizados.

& El investigador principal debera mformar al Comite:
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g. El investigador principal debera presentar un informe al final del afio de aprobacion. Los proyectos
de duracion mayor a un afio, deberan solicitar la renovacion del aval adjuntando los documentos
solicitados por el Circh.

& ——  Fecha o5 g6 2019
Firma: 4"%..‘. .(4(~u<\

MARIA FLORENCIA VELASCO DE
MARTINEZ

PRESIDENTE Telefono: 5185677

Nombre:

Capacidad
representativa:

FORMATO ACTUALIZADO: 04.12.2018

Calle 4B 36 -00 edificio Decanato  Teléfono: 5185677 email: elicasalud@correounivalle edu.co



Creandke
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el Valle Facultad de Ciencias Naturales y Exactas

ALZHEIMER g

Senores
FAMILIA FUNDACION ALZHEIMER
La ciudad

Asunto: Participacion en investigacion sobre la enfermedad de Alzheimer
realizada por la Universidad del Valle

Estimadas familias, cordial saludo.

E!l grupo de Investigacion en “Genética Molecular Humana" de la Universidad del
Valle, (codigo Colciencias 0005412), en asocio con la Fundacion Alzheimer de
Cali, estamos realizando el proyecto de investigacion “ldentificacion de regiones
genomicas asociadas a susceptibilidad de la enfermedad de Alzheimer” con
el objetivo de identificar mutaciones a nivel de ADN que estén asociadas con la
aparicion y avance de esta enfermedad.

La importancia del proyecto en mencion radica en |la generacion de herramientas
que permitan realizar un diagnostico temprano y en la identificacion de rutas
metabdlicas que al estar alteradas comprometen procesos neurobiologicos en los
afectados que pueden desencadenar en esta enfermedad. La identificacion a
edades tempranas de personas que puedan tener una predisposicion genética a
Alzheimer puede ayudar enormemente al manejo clinico de esta patologia con los
consecuentes beneficios para el paciente y su entorno familiar,

Con la presente, comedidamente los estamos invitando a participar en este
proyecto. Para esto, solicitamos su presencia el proximo Sabado 1 de Junio a las
9 am en las instalaciones de la Fundacion Alzheimer donde les estaremos
complementado la informacion relacionada con el proyecto,

Su participacion en este proyecto consiste en realizar una toma de muestra de
sangre y en su defecto de raspado bucal, muestra que si ustedes lo aceptan se
estaria tomando el mismo dia Sabado. Es importante sefalar que esta actividad
no conlleva a ningun tipo de costo por parte de ustedes como familia ni para el
paciente y tampoco para la Fundacion, los costos de esta investigacion son
asumidos por la Universidad del Valle.

Diagnostico Molecular - Determinacion de Paternidad e

Universidad del Valle - Facultad de Ciencias - Seccién Genética
Civdad Universiaria Meléndez - Edif 320 Ofic 4040 -A A, 26380
Teléfonos:321 2152 - 339 3243
e-maillab.geneticahumana@univalle. edu.co

Santiago de Cali - Colombia
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Formando
Creando
Descubrierdo

Laboratorio de Genética Molecular Humana  de: vaite Facultad de Ciencias Naturales y Exactas

Los resultados de los examenes de ADN seran entregados a cada paciente y su

familia en particular y, cuando sea el caso, se realizara un adecuado proceso de
consejeria genética.

Estamos investigando con las herramientas aportadas por la genética esta
compleja patologia. Su participacién es muy valiosa para el éxito de este proyecto,
asi es que, los esperamos el Sabado 1 de Junio en la Fundacién.

Reciban un cordial saludo,

Dr. GglLLERMO BAR)&ETO, PhD

Genetista. Director del Grupo de Investigacion en Genética Molecular Humana
Profesor Titular, Seccién Genética, Facultad de Ciencias, Universidad del Valle

VIVIAN A%DfEA PERDOMO, MSc

Estudiante del Doctorado en Ciencias Biologia

Integrante del Grupo de Investigacion en Genética Molecular Humana
Universidad de! Valle

\r l"
\ X

Dra. JACQUELINE ARABIA BURAYE
Directora Fundacion Alzheimer
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: Objetives: To estimate the frequency distribution, both allelic and genotypic, of the APOE
Received 21 January 2019 gene in the Afro-descendant population of Buenaventura, Colombia.
Accepted 5 October 2020 Methods: Three hundred and forty-eight Afro-descendant individuals were analysed and
Available online 13 December 2020 the APOE locus was genotyped by PCR-RFLP. The allelic and genotypic frequencies were

established by direct counting and the Hardy-Weinberg equilibrium was evaluated through
Keywords: x* test. The frequencies obtained in this study were compared with frequencies reported for
Apolipoprotein E other Colombian populations through the Fisher's exact test.
ApoE4 Results: The following allelic frequencies were observed: E3, 70.8%; E4, 21.4%, and E2, 7.8%.
Alzheimer’s disease The genotypic frequencies were: E3/E3, 51.1%; E3/E4, 27.3%; E2/E3, 12.1%; E4/E4, 6%; E2/E4,
Colombian Afro-descendant 3.5%, and E2/E2, 0%. The entire examined population was found in Hardy-Weinberg equi-
population librium (P=.074), and significant differences were found in the allele E4 when comparing

this population with the Amerindian and mestizo populations of Bogota, Quindio, Centro-
Oriente, Valle del Cauca, Barranquilla and Medellin (P< 0.0345).
Conclusions: The allelic frequencies observed in this study were significantly different from
the frequencies reported in other Colombian populations. The high representativeness of
the E4 and E2 alleles validates the hypothesis that there are micro-evolutionary processes
that have been acting on their frequencies and could be associated with susceptibility to
neuropsychiatric diseases such as Alzheimer's disease, metabolic alterations of fats and/or
coronary artery disease.
© 2020 Asociacién Colombiana de Psiquiatria. Published by Elsevier Esparia, S.L.U. All
rights reserved.
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