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Introduccion

La de Alzheimer es una enfermedad neurodegenerativa principal causante
de demencia. Las caracteristicas neuropatoldgicas principales de la enferme-
dad de Alzheimer (EA) son: a) la acumulacion de depdsitos extracelulares
denominados placas amiloides o seniles; b) la presencia de degeneraciones
neurofibrilares en el interior de las neuronas, constituidas por la proteina del
citosqueleto tau hiperfosforilada; y c) la pérdida de neuronas, principal-
mente en hipocampo y neocortex.!

Mediante estudios de epidemiologia genética se habia observado la exis-
tencia de agregacion familiar y heterogeneidad genética en la EA. Reciente-
mente se ha demostrado que mutaciones en tres genes son responsables de
algunos casos de EA genética 0 monogeénica, que se suele presentar antes de
los sesenta afios de edad, y de manera autosémica dominante. Sin embargo,
la enfermedad genética es responsable de un porcentaje pequefio de los
casos de Alzheimer. La gran mayoria de los casos son esporadicos o presen-
tan limitada agregacion familiar, y suelen ser de aparicion tardia. La ausen-
cia de un patron de herencia mendeliana monogénica indica que la EA
tardia es una enfermedad compleja o multifactorial causada por la interac-
cion de los productos de varios genes con factores no genéticos.
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Genes causantes de la enfermedad de Alzheimer monogénica

El anélisis genético de familias con un fuerte componente hereditario en el
desarrollo de la EA ha conducido hasta el momento al descubrimiento de
tres loci ligados a EA monogénica (en los cromosomas 21, 14 y 1), y a la iden-
tificacion de los genes que codifican la proteina precursora del amiloide
(APP) en el cromosoma 21, y las presenilinas 1 (PSEN1) en el cromosoma 14
y 2 (PSEN2) en el 1, como los portadores de las mutaciones responsables de
la transmision de la enfermedad (Fig. 1). Estas mutaciones genéticas, descu-
biertas en la Gltima década, explican la mayor parte de los casos de EA fami-
liar que se transmiten con un patrén de herencia mendeliana autosémico
dominante y son de comienzo temprano (antes de los 60 afios). La frecuencia
de casos que obedecen a mutaciones en cada uno de estos tres genes es dis-
tinta. Mientras que las mutaciones en los genes PSEN2 y especialmente en
APP son muy infrecuentes, las que aparecen en el gen PSEN1 explican la
gran mayoria de casos de EA de inicio precoz con herencia autosémica
dominante. Aunque en su conjunto todas estas formas de EA no suponen
mas de un 1% de la totalidad de casos, su descubrimiento ha resultado muy
importante para avanzar en el conocimiento de los mecanismos patogénicos
de la enfermedad>.
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Genes causantes de la enfermedad de Alzheimer.
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Dado que hay familias con una forma claramente hereditaria de EA en las
gue no se detectan mutaciones en ninguno de estos genes, no se descarta que
haya mas genes con mutaciones causantes de EA, o que haya mutaciones en
regiones reguladores de los genes APP y PSEN, que se han explorado en
mucha menor profundidad que las codificantes®*.

Mutaciones en el gen de APP

Glenner y Wong estudiaron la composicién quimica de los depésitos amiloi-
des (placas amiloides o seniles) distribuidos a lo largo del parénquima de los
cerebros de pacientes con EA y hallaron que su componente mayoritario era
un pequefio péptido (40-42 aminoacidos) que se denomin6 amiloide beta
(AB) °; ademas, demostraron que las placas estaban también presentes en el
cerebro de pacientes con sindrome de Down (trisomia del cromosoma 21), lo
gue constituy6 una de las primeras indicaciones de que podria haber alguna
alteracion genética en el cromosoma 21 asociado a la EA®. La secuenciacién
del péptido AR no mostr6 homologia con proteinas conocidas en la época,
pero permitié aislar el gen que codificaba para una proteina de mayor
tamafo que contenia en su secuencia al péptido AR, y que mapeaba en la
region g21 del cromosoma™; la proteina se denomind “proteina precursora
del amiloide” o APP (c6digo 104760 de la base de datos de genes humanos
OMIM, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/0Omim/).

Por otra parte, los resultados del estudio genético de familias con un claro
componente hereditario de EA resultaban contradictorios ya que, mientras
algunos investigadores encontraban ligamiento de la enfermedad con el cro-
mosoma 21, otros no encontraban evidencias del mismo. De hecho, el anali-
sis genético de una gran cantidad de familias llevo al convencimiento de que
la EA era genéticamente heterogénea™ *. Finalmente, el descubrimiento de la
mutacion lle717Val en el APP* mostrd de forma definitiva que, al menos en
algunos casos, la EA se heredaba con mutaciones en el APP. Este hallazgo
proporcioné un fuerte respaldo a la hipétesis de que el péptido AB era un
elemento fundamental en la etiopatogenia de la EA. De hecho, la hipoétesis
de la “cascada amiloide”, desarrollada a lo largo de la Gltima década, que
establece que la formacidn y agregacién del péptido AP es el evento desenca-
denante de todas las demas alteraciones observadas en la EA**, continla
vigente y es la base de la que, probablemente, constituira la préxima genera-
cion de farmacos para la EA. A pesar de su relevancia para la investigacion
de la patogenia, hoy sabemos que las mutaciones en el APP dan cuenta de
muy pocos casos de la enfermedad. Se han descrito una decena de mutacio-
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nes claramente ligadas con EA en todo el mundo, por lo que su valor para el
diagnéstico es escaso, dada la poca probabilidad de encontrarlas en un
paciente o en una familia determinada.

Mutaciones en los genes de PSEN

Partiendo de la evidencia de que en la gran mayoria de los casos familiares
de EA el locus responsable de la agregacion familiar no era el APP, ni se loca-
lizaba en el cromosoma 21, en la primera mitad de los afios hoventa se reali-
zaron numerosos barridos genéticos en familias para localizar otros genes
portadores de mutaciones. De hecho, un trabajo anterior al hallazgo de la
primera mutacién en APP ya habia sefialado al cromosoma 14 como porta-
dor de loci ligados a EA familiar.

Las evidencias de que el gen principal de la EA monogénica de incio pre-
coz estaba en el cromosoma 14 se fueron acumulando al estudiar un elevado
numero de familias, y se publicaron en el afio 19922, Tres afios después, y
tras un barrido sistematico del cromosoma, se aisl6 el segundo gen portador
de mutaciones responsables de EA monogénica®: La presenilina 1, descono-
cida hasta ese momento y que se denoming asi por su descubrimiento como
causante de EA presenil, esta codificada por un gen (PSEN1, OMIM *
104311) que mapea en la region gq24.3 del cromosoma 14. La prediccion de su
estructura secundaria la presenta como una proteina integral de membrana,
con ocho dominios transmembrana, y se localiza mayoritariamente en mem-
branas asociadas al reticulo endoplédsmico. A diferencia del APP, ya se han
identificado en la region codificante de este gen méas de 80 mutaciones dis-
tintas (http://www.alzforum.org), ademas de algunas mutaciones y poli-
morfismos en la regién promotora**?, cada una de las cuales causa EA en
una sola o0 en un grupo muy escaso de familias, siendo por tanto de las deno-
minadas “mutaciones particulares”. La gran mayoria de estas mutaciones se
deben al cambio de una base en el genoma que da lugar a un cambio de ami-
noacido en la proteina (mutacion missense), con la excepcidn de dos deleccio-
nes. Ademas, todas tienen una penetrancia del 100%, excepto un cambio de
aminoécido (Glu318Gly) descrito inicialmente como mutacion patogénica,
pero que posteriormente se mostré como un polimorfismo bialélico presente
en la poblacion general ® #. Las mutaciones patogénicas se extienden a lo
largo de toda la estructura de la proteina, aunque hay una mayor densidad
de mutaciones en dos exones (el 5y, principalmente, el 8), que codifican para
dominios transmembrana, sugiriendo que el mantenimiento estructural de
dichas regiones es fundamental para la funcionalidad de la proteina. Las



DISECCION GENETICA DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 83

mutaciones en PSEN1 son responsables de la gran mayoria de los casos de
EA monogénica, y son también por regla general las mas agresivas en
cuanto a un inicio muy precoz de los sintomas y a una evolucion rapida®.

Poco después del hallazgo del gen PSEN1, en base a su homologia de
secuencia, se identificd el gen de la presenilina 2 (PSEN2, OMIM *600759)
como portador de mutaciones responsables del ligamiento de la EA con el
cromosoma 1 . Las mutaciones descritas en el gen PSEN2 (http://www.
alzforum.org) son mucho menos abundantes que las de su homélogo
PSEN1, y la mayoria de ellas se encuentra en los dominios transmembrana
conservados entre las dos proteinas.

En pacientes espafioles con EA, no se ha detectado ninguna mutacion cla-
ramente patogénica en el APP, mientras que si se han detectado varias en el
gen PSENL1, la primera de ellas descrita en 1998%, hasta un total de ocho
mutaciones, seis de ellas no encontradas en pacientes de otros paises***. Por
otra parte, y a pesar de la baja frecuencia mundial de mutaciones en PSEN2,
ésta es relativamente alta en pacientes espafioles, siendo uno de las poblacio-
nes con mayor abundancia de mutaciones conocidas en PSEN2 (R. Oliva,
comunicacién personal).

Funciones de la APP vy las presenilinas en relacion con la EA

Desde su descubrimiento como causantes de EA hasta la actualidad se han
realizado un gran namero de estudios destinados a averiguar las funciones
de estas proteinas y a cual o cudles de esas funciones afectan las mutaciones.
Hay gran cantidad de resultados, en gran medida dispersos y contradicto-
rios, que no entraremos a detallar ya que se tratan en otros capitulos de esta
monografia. Puesto que si se sabe que todas las mutaciones patogénicas alte-
ran la produccion y/o agregacion del péptido AR, daremos algunos apuntes
sobre el efecto de las mutaciones sobre la proteolisis del APP; a pesar de que
este aspecto ha centrado muchos de los ensayos funcionales de estas protei-
nas, no estd aun claramente demostrado que, como postula la hipotesis ami-
loidogénica, éste sea el evento central de todas las formas de EA.

La proteina APP es una glicoproteina transmembrana®, cuyo mRNA da
lugar por procesamiento alternativo a isoformas de 695 a 770 aminoacidos
(Fig. 2). La APP se sintetiza en el reticulo endoplasméatico, desde donde viaja
via aparato de Golgi y vesiculas secretoras, a la membrana plasmatica. En las
vesiculas secretoras o en la propia membrana, algunas moléculas de APP
sufren un corte proteolitico que da lugar a la secrecidn de un largo fragmento
de APP soluble; este tipo de procesamiento lo lleva a cabo una enzima deno-
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Figura 2
Proteina precursora del amiloide (APP). Se detalla la estructura del ARy se indican los sitios de
corte de las secretasas.

minada a-secretasa y se conoce como no amiloidogénico, puesto que evita la
formacion del péptido AB. Sin embargo, la APP de la membrana plasmatica
puede ser reinternalizada via vesiculas recubiertas de clatrina y, a través de la
via endosomas-lisosomas, o bien en el propio reticulo endopladsmico®, dar
lugar a la generacion de AR, mediante la accidén de la B y la y-secretasas. Las
presenilinas (PSEN1 y PSEN2) se han localizado en el reticulo endoplasmico
y en el aparato de Golgi, y parece que tienen una organizacion topogréafica
semejante, siendo proteinas con ocho segmentos transmembrana®-*,

Aungue no se conocen con exactitud las funciones del APP, ni cuales de
estas funciones estan alteradas en los mutantes, todas las mutaciones patogé-
nicas en el APP comparten un dato estructural: estan situadas en o alrededor
del AB, y se concentran alrededor de los sitios de corte de las secretasas a
(cuya accion impide la formacion del amiloide) y B y y, cuya accidén conjunta
da lugar al péptido; este hecho sugiere que la proteolisis del APP para generar
AP es el principal vinculo entre esta proteina y la EA. De hecho, los estudios
realizados en modelos celulares y animales indican que todas las mutaciones
del APP dan lugar a una sobreproduccion del péptido A (revisién en®).

Tampoco se conocen con exactitud las funciones celulares de las PSEN
aunque datos recientes de diferentes laboratorios apuntan a que estas protei-
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nas estan implicadas en el procesamiento de APP a nivel de la actividad y-
secretasa, existiendo incluso una co-purificacion de PSEN1 en purificaciones
parciales de la actividad y-secretasa® *, por lo que se ha sugerido que ellas
mismas podrian ser la y-secretasa, o regular su accién de forma muy
directa®. Mutaciones de las presenilinas asociadas a la EA provocan un
aumento en la produccion del péptido AP 42-43%. Por otra parte, se sabe que
las PSEN son necesarias para el desarrollo del sistema nervioso* “, posible-
mente por su implicacion en la via de sefializacion de Notch®. EI manteni-
miento de la expresion tanto de Notch como de la presenilinas en neuronas
del sistema nervioso central en el adulto, podria sugerir un papel especifico
de la via de sefializacién de Notch, y por tanto de las presenilinas, en la
supervivencia neuronal* ®, Datos recientes, principalmente obtenidos en
modelos transgénicos y knock out, muestran que las mutaciones en las prese-
nilinas afectan de manera diferencial al procesamiento de APP y de Notch®.

Factores genéticos de la enfermedad de Alzheimer compleja

La gran mayoria de los casos de EA son esporadicos o presentan limitada
agregacion familiar y suelen ser de aparicion tardia (después de los 60-65
afos). La ausencia de un patron de herencia mendeliana monogénica en esta
forma tardia de EA, indica que es una enfermedad compleja o multifactorial
causada por la interaccion de los productos de varios genes con factores
ambientales. Ni los factores genéticos ni los ambientales actuando separada-
mente causan la enfermedad, siendo ambos necesarios pero no suficientes
para desarrollarla. La evidencia de que hay factores genéticos implicados en
la EA no genética deriva de la observacién de que el riesgo de padecerla es
mayor en individuos con antecedentes familiares de demencia; estos factores
genéticos, actuarian en distintas combinaciones que determinarian el riesgo
genético de enfermedad en los diferentes individuos.

El averiguar cuantos son y en qué combinaciones actlian estos factores
genéticos es el objetivo de los estudios de genética de la EA esporadica. Se
prevee que este conocimiento permitird la elaboracion de unos “perfiles de
riesgo” que permitirdn predecir de forma fiable la probabilidad de que un
individuo pueda o no padecer la enfermedad y responder 0 no a un determi-
nado tratamiento. Aunque los recientes avances tecnoldgicos permiten obte-
ner un enorme numero de datos sobre el genoma de forma rapida y
automatizada® y facilitarén el alcanzar el conocimiento suficiente para lograr
este objetivo, queda todavia un largo camino por delante, como veremos en
los siguientes apartados.
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Para la busqueda de factores de susceptibilidad genética se utilizan bési-
camente dos aproximaciones: El barrido sistemético de grandes zonas del
genoma (o del genoma completo) y el analisis de genes 0 zonas pequefias del
genoma (loci) candidatos. Ambas aproximaciones se aplican al estudio de la
EA, como veremos a continuacién (ver también la revision de J. Pérez-Tur
[48]). Segun el tipo de muestra utilizada, los analisis genéticos pueden ser de
asociacién, en muestras caso-control —pacientes y controles no relacionados
familiarmente- y de ligamiento, que se realizan en grupos familiares. La utili-
zacién de uno u otro meétodo y tipo de muestra debe ser cuidadosamente
evaluada a la hora de iniciar un estudio genético, ya que la informacién que
podemos obtener depende en gran medida del disefio del estudio y de la
muestra utilizada®.

Genes implicados en la susceptibilidad para EA: APOE

De los maltiples loci y genes candidatos que hasta la fecha se han descrito
como factores de susceptibilidad para la EA (Tabla 1), el Gnico que se repite
de manera consistente es el de la apolipoproteina E (APOE, el gen, ApoE, la
proteina; OMIM *107741), que constituye por tanto el prinicipal gen de sus-
ceptibilidad conocido para la EA.

Tablal
Genes asociados con la enfermedad de Alzheimer compleja

Apolipoprotein E (APOE4)
al-antiqguimotripsina
Receptor de VLDL
Presenilina-1

a-sinucleina

Transportador de serotonina
Proteina relacionada con LDLR (LPR)
Butirilcolinesterasa
Transferrina

Promotor de APOE (APOE-p)
Neurotrofina-3

Bleomicina hidrolasa
a2-Macroglobulina (A2M)
Receptores de serotonina

FE65

ACE

Mieloperoxidasa
Dihidrolipoil succiniltransferasa
Catepsina D

HLA-A2

N-acetil transferasa
Lipoproteina lipasa
IL-6

NOS3

HLA-DRB1

Receptor de estrégenos
Tau

IL-1a

TNFa
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En el afio 1993, y como resultado de una busqueda sistematica en familias
en las que previamente se habia encontrado ligamiento con marcadores poli-
morficos del cromosoma 19%, se identific6 al gen APOE como el responsable
del ligamiento de la EA con un locus en el cromosma 19 en familias con EA
tardia®. Concretamente, se encontré un fuerte ligamiento de la herencia del
alelo 4 de este gen (apoE4) con la enfermedad. Posteriormente, se comprob6
gue este alelo estaba asociado con riesgo no sélo en familias, sino que tam-
bién se asociaba con un incremento del riesgo en individuos portadores que
no tenian antecedentes familiares de demencia, y que se asociaba a casos
tanto precoces como tardios, disminuyendo la edad de aparicién de los sin-
tomas de forma dependiente de la dosis alélica de ApoE4%. Este hallazgo
resultd sorprendente, ya que la ApoE era muy conocida por su implicacion
en el transporte de lipidos y colesterol entre 6rganos periféricos, pero no se
sabia que tuviera ningun papel relevante en el sistema nervioso central. La
identificacién de APOE como factor de riesgo de la EA ilustra el aspecto més
ventajoso de los barridos sistematicos del genoma: al no estar sujetos a hip6-
tesis previas pueden dar lugar al hallazgo de moléculas inesperadas, y que
por tanto generan nuevas hipétesis sobre la patogenia.

La proteina apoE es uno de las principales constituyentes de las lipoprote-
inas plasmaticas, y juega un papel fundamental en el metabolismo de las
lipoproteinas, participando en el transporte celular de los lipidos mediante
la interaccion de las lipoproteinas con receptores especificos. La apoE pre-
senta tres isoformas comunes (E2, E3 y E4) codificadas por un Unico gen del
cromosoma 19% %, En el cerebro son los astrocitos y la microglia las principa-
les células productoras de apoE, jugando un importante papel en el meca-
nismo de regeneracion neuronal; las células liberan apoE al medio para
poder captar los lipidos y el colesterol de las membranas neuronales dafia-
das por el trauma®; aunque en menor cantidad, parece que en el cerebro
humano también las neuronas producen ApoE®.

El gen APOE humano esté constituido por cuatro exones y tres intrones, y
por un promotor muy complejo que contiene humerosos elementos de regu-
lacién implicados en su expresion (ver revision en®).

El alelo apoE4 estd ampliamente sobrerrepresentado en los enfermos con EA
(40% frente a un 5-20% en poblaciones normales de distintas etnias) pero, ade-
maés, parece que desvia en unos 20 afios la edad de comienzo de la EA tardia.
Asi, en homozigotos 4,4 el inicio ocurriria antes de los 70 afios, mientras que en
portadores del genotipo APOE 2,3, el inicio ocurriria pasados los 90 afios?

El mecanismo por el cual apoE4 esta implicado en la patogenia de la EA no
esta claro, aunque hay gran cantidad de estudios que la implican en la amiloido-
génesis, bien actuando como chaperona que facilitaria la agregacion del péptido
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AB o como proteina capaz de capturar el péptido impidiendo su agregacién
(revision en®%, En cuanto a otras posibles funciones relevantes en la EA, se pos-
tula que ApoE puede actuar protegiendo a las neuronas del dafio oxidativo pro-
pio del envejecimiento, de una forma menos eficiente cuando la isoforma es
ApoE4®, Otros estudios sugieren que la implicacién de ApoE en la patogenia
puede estar mediada por su interaccion con la proteina del citoesqueleto tau,
principal componente de los ovillos neurofibrilares®. Se pueden encontrar
varias revisiones recientes sobre funciones de la ApoE en relacién con la EA%*,
aungue cual o cudles de ellas son relevantes in vivo estd por determinar.

En cuanto a su implicacién en la patogenia, los indicios apuntan a que,
independientemente de cuél sea el mecanismo por el que esto ocurre, ApoE
no seria causante de la EA, sino que su principal efecto seria modificar el
curso de la misma en dependencia de la forma alélica y de la dosis®.

En nuestro laboratorio descubrimos la existencia de polimorfismos en la
region reguladora del gen APOE y su asociacién con la enfermedad de Alz-
heimer. El analisis mutacional en la poblacién general revel6 la existencia de
tres sitios polimorficos en las posiciones -491, -427 y -219 del gen, que origi-
nan variantes del promotor con diferencias en la actividad transcripcional®.
Los estudios epidemioldgicos revelaron la existencia de una asociacion entre
el tipo de promotor y el riesgo de desarrollar la enfermedad de Alzheimer®”,
Estos resultados han sido confirmados por otros autores: “in vivo”, demos-
trando que los portadores del genotipo del promotor APOE de mayor riesgo
presentan mayores niveles de proteina apoE en plasma®, y mediante un
meta-andlisis realizado en seis poblaciones diferentes™. Tambien se ha com-
probado que, en humanos, los polimorfimos del promotor APOE estan aso-
ciados con variaciones en la cantidad de la proteina en plasmay en cerebro® ™
en este contexto, uno de los retos actuales de los analisis genéticos es el estu-
dio de las regiones reguladoras: una vez que se han explorado las regiones
codificantes de los genes y ya no se encuentran en ellas cambios, no se puede
descartar la implicacién de ese determinado gen en la enfermedad, ya que
podria portar mutaciones patogénicas o formas alélicas de riesgo en sus
regiones reguladoras (promotor, intrones, etc.) (ver revision sobre las regio-
nes reguladoras de genes en relacién con la EA en*.

Por tanto, parece que no sélo la isoforma, sino también la concentracion
de la proteina apoE, es importante. Este es el primer nivel de complejidad
para el estudio y la aplicabilidad de la genética a la forma compleja de la EA:
el riesgo asociado a un gen determinado es la resultante de la isoforma
(estructura) y de los niveles (modulados por factores intrinsecos del gen
como sus secuencias reguladoras y por factores externos, como pueden ser
los estrogenos o la dieta para ApoE) de esa proteina.
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Desde su descubrimiento, se hizo evidente que apoE4 no es necesario ni
suficiente para desarrollar la enfermedad de Alzheimer. Se estima, segun las
diferentes poblaciones y métodos de célculo, que ApoE4 podria dar cuenta
de entre un 10 y un 50% de los casos de EA compleja, siendo el resto de los
casos debidos a otros genes o factores no genéticos. En estos afios, se han
realizado una gran cantidad de estudios genéticos, que han dado lugar a una
larga lista de genes potencialmente implicados en la etiopatogenia de la EA
(http://www.alzforum.org). A continuacion, describiremos brevemente
algunos casos, que ilustran la complejidad del problema y diferentes posibi-
lidades para abordarlo.

Otros genes de susceptibilidad para la EA

Kehoe et al.?, en el mayor barrido genémico realizado hasta el momento,
demuestran por primera vez que en la EA participan varios, quizds muchos,
genes ademas del APOE. Estudiaron 292 pares de hermanos con EA de apari-
cién tardia, e identificaron 16 loci ligados a la enfermedad en los cromosomas
1 (dos loci), 2, 5, 6, 9 (dos loci), 10 (dos loci), 12, 13, 14, 19 (un loci atribuible al
gen APOE), 21y X (dos loci). Con anterioridad, Pericak-Vance et al.” identifi-
caron cuatro regiones posiblemente ligadas a la EA en los cromosomas 4, 6,
12 y 20. Se han identificado hasta un total de 22 regiones en los diversos estu-
dios de este tipo. Actualmente, y dado que son los que més se repiten en los
distintos estudios, los indicios més fuertes apuntan a la existencia de uno o
més loci de susceptibilidad en los cromosomas 127%™y 10 *; ademas, parece
gue los genes responsables del ligamiento con el cromosoma 10 podrian
actuar modificando la cantidad del péptido AR de 42-43 aminoacidos™.

Por otra parte, en la Gltima década se han desarrollado numerosos estudios
de asociacion (caso/control) de polimorfismos en genes candidatos con la EA.
La mayoria de estos estudios se han basado en hipotesis patogénicas: Asi, se
han analizado genes de proteasas que podrian participar en la proteolisis del
APP, genes relacionados con la inflamacién, con la apoptosis, neurotransmiso-
res, etc. Se puede encontrar un listado de estos genes candidatos clasificados
por funciones en la pagina Web http://www.alzforum.org. Hasta el momento
se han asociado con la EA polimorfismos en unos cuarenta genes aunque nin-
guno de ellos se ha confirmado universalmente. Ni siquiera ApoE4, que es el
factor genético mas claramente establecido, se ha confirmado en todos los gru-
pos étnicos: El apoE4 no es factor de riesgo en los negros nigerianos en los que
la frecuencia del alelo en la poblacion general es del 26%”, ni en los “amishs”
norteamericanos en los que la frecuencia es de 3.7%.
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La variabilidad de los resultados en los estudios de asociacion genética
puede deberse a un conjunto de factores. Cabe la posibilidad de que para la
expresion del fenotipo patogénico sea necesaria la presencia simultdnea de
una combinacién de factores de riesgo genéticos y/o ambientales, no siendo
suficiente el sometido a andlisis. Por otra parte no puede descartarse, sobre
todo en los polimorfismos que no producen cambios funcionales, que otro
polimorfismo en el mismo gen o en uno préximo, que se encuentre en dese-
quilibrio de ligamiento con el que estamos estudiando, sea el verdadero factor
de riesgo. Esta variabilidad refleja las limitaciones de los analisis de asocia-
cién, en los que se comparan estadisticamente las frecuencias de un determi-
nado alelo en los casos y en los controles. La principal fuente de error en estos
estudios suele ser la mezcla de poblacion, de manera que en una poblacion
muy abierta sélo se vera el efecto de los genes cuya contribucion sea muy
importante, pero no aquellos que tienen efectos positivos, pero cuantitativa-
mente menores. Por lo expuesto anteriormente, la confirmacion definitiva de
un gen candidato requiere, ademas de los estudios de asociacidén o ligamiento,
determinar la implicacion funcional del gen en el proceso patogénico.

Aunque es evidente que APOE juega un importante papel en la genética
de la enfermedad de Alzheimer compleja, probablemente modulando la
edad de aparicién de los sintomas y/o la evolucion de la enfermedad, tam-
bien parece evidente, como ha quedado demostrado por los estudios de liga-
miento y de asociacion, que otros genes contribuyen al inicio y progreso de
la enfermedad.

Utilizando otra aproximacion experimental, consistente en considerar la
variacion en la edad de inicio de la enfermedad de Alzheimer compleja
como un caracter cuantitativo, Daw et al.®* encuentran que, al menos, hay
cuatro genes que contribuyen a la variacion en la edad de inicio de la enfer-
medad tanto o més que el propio APOE. De estos, uno parece sustancial-
mente mayor que el resto, siendo responsable de mas del 50% de la varianza
genética. Los otros caracteres cuantitativos eran responsables de aproxima-
damente un 13%, 8% y 5%, respectivamente de la varianza genética; mien-
tras que el APOE lo era del 7-9%. De acuerdo con estos autores, es
sorprendente que un locus con un efecto cuantitativo mayor que el méas
importante de los conocidos (APOE) no haya sido localizado aun. Entre las
diversas razones que podrian explicar este hecho destacan las siguientes:
Multiples genes con efectos similares pueden producir evidencia de un
Unico gen con un efecto mayor y algunos otros efectos, tales como efectos
ambientales transmisibles, podrian potencialmente aparentar genes.

En resumen, aunque s6lo APOE esté confirmado como gen de susceptibi-
lidad para la EA, es evidente que hay otros factores genéticos, cuya identi-
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dad y efectos cuantitativos estan, a pesar de que se han descrito muchos, aun
por determinar, y que su conocimiento es necesario para delinear la etiopa-
togénesis de la EA compleja.

Complejidad en la enfermedad de Alzheimer esporédica

La comprension de la etiopatogenia de la forma compleja de la EA requiere
el estudio de las interacciones entre factores genéticos y no genéticos poten-
cialmente causantes de la enfermedad, asi como con otros genes y factores
no genéticos moduladores del riesgo. Se han descrito diversas interacciones
genéticas en relacién con la EA, algunas de ellas detectadas por nuestro
equipo en una muestra caso-control de pacientes espafoles: interaccion con
la edad®, interaccidén con el sexo®, interaccion entre polimorfismos en la
region codificante y reguladora del gen APOEY e interaccion intergénica,
como la observada entre los genes APOE y tau®. Hay mas ejemplos de inte-
racciones genéticas, como las de los genes de la butiril colinesterasa con
ApOE4® o ciertos haplotipos de genes mitocondriales con apoE 4%, que como
en el caso de los genes individuales estan a la espera de una confirmacion
consistente. La informacion que pueden aportar estas interacciones es de
gran interés para delimitar rutas funcionales alteradas en la EA.

La existencia de interacciones, que resultan en el oscurecimiento del efecto
de un determinado gen queda patente en el estudio publicado recientemente
por A. Brookes y cols.”, en el que analizan sesenta polimorfismos —varios de
los cuales se han mostrado en estudios previos como asociados con riesgo de
enfermedad de Alzheimer— en un estudio de tipo caso-control de EA prese-
nil: Aunque el estudio aislado de cada polimorfismo muestra varios de ellos
como asociados con la enfermedad, cuando se aplican correcciones estadisti-
cas teniendo en cuenta el nimero de variables estudiadas solo el alelo apoE4
se mantiene como significativamente asociado, aunque incluso este factor
pierde una gran fuerza estadistica. Este hecho, previamente observado en
otras enfermedades complejas como las cardiovasculares o la diabetes, pone
en cuestién la utilidad actual de la genética en el diagnoéstico de la forma
compleja de la EA. Sin embargo, la genética es en la actualidad una poderosa
herramienta para el estudio de los mecanismos patogénicos, asi como para
detectar y validar de forma muy fiable dianas y estrategias terapeuticas,
especialmente si se usa conjuntamente con modelos celulares y animales de
la enfermedad.

Las funciones celulares se llevan a cabo por grandes conjuntos de molécu-
las que interaccionan entre si, pudiendo considerarse cada uno de estos con-
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juntos como un médulo funcional. En este contexto, la biologia celular esta
en transicidon de una ciencia preocupada con asignar funciones a proteinas o
genes individuales a una que est4 ahora tratando de hacer frente a los con-
juntos complejos de moléculas que interaccionan para constituir modulos
funcionales. La mayoria de las propiedades funcionales de un médulo son
propiedades colectivas, resultantes de las propiedades de sus componentes y
de las interacciones entre ellos. En patologia molecular y més en el caso de
las enfermedades complejas como la EA se deben estudiar, por tanto, no sélo
la relacion de un gen con una determinada enfermedad, sino la relacion de
diferentes médulos funcionales con la misma.

Mecanismos patogénicos de la enfermedad de Alzheimer

El mecanismo por el que las proteinas APP, PSEN-1, PSEN-2 y apoE estan
implicadas en la patogenia de la EA no esta claro. Sin embargo, la hipdtesis
dominante —amiloidocéntrica— establece que la formacion y depdsito del
amiloide es el acontecimiento central y responsable Gltimo de la degenera-
cion neuronal en la EA**. Esta hipétesis se fundamenta en varias observa-
ciones. Primero, en algunas formas hereditarias de Alzheimer, mutaciones
en el APP o en las presenilinas dan lugar a la sobreproduccién de AR.
Segundo, AP resulta neurotéxico cuando se aplica en el cerebro de mamife-
ros o se administra en cultivos de neuronas. Finalmente, el depdésito de
amiloide es el cambio neuropatolégico antes detectado en personas con
mutaciones en la PSEN1 pero que no han presentado aun sintomas de EA.
Los que se oponen a esta hipdtesis arguyen que aungue el depdsito de ami-
loide es un hecho casi invariable en la patogénesis de Alzheimer, no es
necesariamente la causa de la demencia. Estos argumentan que existe una
pobre correlacidon entre las concentraciones y distribucidon de las placas
amiloides en el cerebro y varios parametros de la patologia de Alzheimer,
tales como grado de demencia, anomalias en el citoesqueleto y pérdida de
neuronas®.

Existen evidencias de que en los cerebros de enfermos con Alzheimer se
produce pérdida de neuronas por muerte apoptotica®®. También se ha
observado que los cultivos de neuronas humanas tratadas con péptidos ami-
loides mueren por apoptosis® *. Pero, por otra parte, la induccién de apop-
tosis mediante diferentes estimulos en células neuronales produce AB**y la
hiperfosforilacién de la proteina tau®*®,

Mehmet? ha propuesto un modelo en el que la caspasa-3 corta el APP
produciendo AR, el cual a su vez, activa caspasas para amplificar los efectos.
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La acumulacién gradual de AR podria alcanzar niveles criticos, induciendo
la muerte neuronal a través de un circulo vicioso de corte de APP, produc-
cién de AP y apoptosis dependiente de caspasa-12. Sin embargo, este
modelo no explica como se iniciaria el proceso.

El reticulo endoplasmico (RE), las presenilinas, el APP y la apoptosis han
sido implicados en la enfermedad de Alzheimer®. El RE juega un papel cri-
tico en diversos procesos como el mantenimiento de la homeostasis del Ca*,
la sintesis, modificacidon posttraduccional y plegamiento de proteinas de
membrana o secretadas'. Cuando se produce un malplegamiento de protei-
nas y las proteinas no plegadas se acumulan y se agregan en el RE, hay una
sefial que activa selectivamente la transcripcién de una serie de genes que
expresan proteinas como grp78 (BiP) y grp94, que actian como chaperonas.
Esta respuesta llamada UPR (unfolded protein response) trata de garantizar que
solo las proteinas adecuadamente plegadas y ensambladas salgan del RE.
Ademas de esta respuesta, el RE también genera otra sefial en respuesta a la
acumulacion de proteinas, la EOR (endoplasmic reticulum-overload response),
mediante la cual se produce la activacion de NF-kB. Finalmente, bajo condi-
ciones de estrés severo y/o prolongado las células activan el proceso apopté-
tico'™. Nosotros proponemos un modelo en el que el estrés de RE inducido
por la acumulacion de proteinas APP y PSEN mutantes, unido a otros esti-
mulos, principalmente el estrés oxidativo consecuencia del envejecimiento,
produciria respuestas UPR y EOR vy, finalmente, apoptosis. La hiperfosforila-
cién de tau y la generacion de AP serian consecuencias de este proceso.

Perspectivas

La genética se esta revelando como una poderosa herramienta atil para el
estudio de la etiopatogenia de enfermedades complejas como la de Alzhei-
mer, asi como para la identificacién de dianas terapéuticas. Una vez que ten-
gamos un mejor conocimiento de la etiopatogenia de la EA, los
polimorfismos también seran de utilidad como marcadores prondsticos para
el diagnostico preclinico de la EA, y para el calculo del riesgo relativo de
padecer la enfermedad y para predecir la respuesta a determinados trata-
mientos farmacolégicos.

Es previsible que los avances tecnolégicos en los campos de la gendmica
(genotipificacion, microarrays de expresion, etc.) y la proteémica (analisis
masivos de proteinas por espectrometria de masas) permitirdn en los proxi-
mos afos ordenar los multiples datos deconectados que conocemos en la
actualidad. La secuenciacion del genoma humano facilitara conocer los
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genes existentes en los loci relacionados con la EA en los estudios de liga-
miento, permitiendo el anélisis de genes candidatos presentes en esas regio-
nes. La construccion de un mapa de alta densidad de SNPs (single
nucleotide polymorphisms) del genoma y el anélisis de poblaciones de
pacientes bien fenotipados podra llevar a la identificacion de nuevos factores
de riesgo para el desarrollo de la EA. Por otra parte, la disponibilidad de
nuevas herramientas de andlisis global de expresion génica permitira la
deteccion de genes candidatos que se expresan diferencialmente en los
pacientes. Por dltimo, las nuevas metodologias prote6micas ayudaran a
conocer mejor las funciones celulares de las proteinas implicadas en los
mecanismos patogenicos de la EA.

La investigacidon genética de la EA ha identificado factores importantes
para el conocimiento de la etiopatogenia de la enfermedad, aunque aun
existe un vacio considerable para poder explicar adecuadamente coémo todos
estos elementos interaccionan entre si. En primer lugar, sera necesario cono-
cer el mayor numero posible de factores genéticos y ambientales que inter-
vienen en la etiologia de la EA con el fin de establecer las combinaciones de
factores causales, genéticos y ambientales, que determinan la variacién en el
riesgo de enfermedad en determinados grupos de individuos, familias o
poblaciones. Los estudios deberan incluir informacion sobre relaciones entre
factores, y considerar la dindmica de estas relaciones en el tiempo y el espa-
cio, con el fin de conocer mejor los procesos responsables del inicio, progreso
y severidad de la enfermedad.

Conocer mejor los diversos factores genéticos y ambientales implicados en
el desarrollo de la EA compleja resultara imprescindible para poder disefiar
estrategias terapéuticas. Dada la heterogenicidad genética de la enfermedad
podria suponerse también una heterogenicidad bioquimica y patogénica v,
por tanto, diferentes patrones de respuesta terapéutica. En este contexto se
sita la evidencia, aun por confirmar de forma definitiva, de que los diferen-
tes genotipos APOE tienen diferente respuesta terapéutica a los farmacos
inhibidores de la acetilcolinesterasa.

En conclusion, la seleccién de genes candidatos mediante analisis genomi-
cos y la validacion de los genes de susceptibilidad y dianas terapéuticas
mediante andlisis de asociacién genética permitiran conocer el mayor
numero posible de genes de implcados en la EA, lo cual, ademés de ayudar
a conocer la etiopatogenia de la enfermedad, facilitara el desarrollo de méto-
dos diagnésticos (o prondsticos) y de estrategias terapéuticas para la misma.
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