
UNIVERSIDAD DE SALAMANCA 

FACULTAD DE MEDICINA 

DEPARTAMENTO DE MEDICINA 

 

 

 

 

TESIS DOCTORAL 

 

Estudio de los polimorfismos:  

rs165932 (intron 8), apoe ε2/3/4 y rs669 (V1000I) y 

la Enfermedad de Alzheimer de Comienzo Tardío 

en la región del Noroeste Murciano. 

 

 

 
MEMORIA PRESENTADA POR: 

D. MIGUEL RODRÍGUEZ MANOTAS 
PARA OPTAR AL TÍTULO DE DOCTOR POR ESTA UNIVERSIDAD

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=rs165932


Los Directores del presente trabajo: Dr. D. Pedro Martínez Hernández Profesor 

asociado de Bioquímica y Biología Molecular de la Facultad de Medicina de Murcia 

y el Dr. D. Francisco Cañizares Hernández Presidente del Comité de 

Publicaciones de la revista Laboratorio Clínico, CERTIFICAN: 

Que D. Miguel Rodríguez Manotas ha realizado bajo su dirección el trabajo 

titulado: Estudio de los polimorfismos: rs165932 (intron 8), apoe ε2/3/4 y 

rs669 (V1000I) y la Enfermedad de Alzheimer de Comienzo Tardío en la región 

del Noroeste Murciano para optar al Título de Doctor por la Universidad de 

Salamanca. 

 

 

 

 

Murcia, Octubre de 2009 

 

 

 

 

 

Fdo.: 

 
Dr. D. Pedro Martínez Hernández 

Fdo.: 

 
Dr. D. Francisco Cañizares Hernández 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=rs165932


 

 

 

 

 

“A la larga siempre acierta el que se fía 

del genio”.  

Leopoldo Alas Clarín



Agradecimientos 
_________________________________________________________________________________ 

 

Es mi deseo expresar mi más sincero agradecimiento: 

 

Al Dr. D. Pedro Martínez Hernández  por permitirme el ingreso en su 

Departamento y darme la oportunidad de participar en su labor científica, así como 

por el interés mostrado en el seguimiento de mi actividad investigadora. 

Al Dr. D. Francisco Cañizares Hernández, Dr. D. Juan Cabezas Herrera, Dr. D. 

Jose María Díaz Mínguez y especialmente a D. Manuel Amorín Díaz por la 

paciencia que han mostrado hacia mi persona enseñándome los pequeños secretos de 

la investigación en el campo de la Genética.  

A los Compañeros de los Laboratorios del Hospital Virgen de la Arrixaca de 

Murcia y Vega Baja de Orihuela por su ayuda y los momentos que hemos 

compartido. 

A la Dra. Dña. Purificación Corchete Sanchez por hacer posible la lectura de 

este trabajo en la Universidad de Salamanca. 

Al Dr. D. Rogelio González Sarmiento por sus múltiples y acertados consejos 

como Tutor, y por haber sido tan gentil en la conexión de Salamanca con Murcia. 

Nuevamente agradezco a D. Manuel Amorín Díaz, Compañero y Amigo, su 

desinteresada ayuda sin la cual nada de esto habría sido posible. 

Especialmente doy las gracias a mi Esposa Inma por haber ayudado en todo y 

estado siempre a mi lado animándome en los momentos más difíciles de este trabajo, 

junto a mis hijas Carmen e Inés.  

A mis Padres Miguel y Aurea por haber cimentado mi trayectoria académica y 

profesional.  

A mis Hermanos y Amigos por haber confiado en que algún día culminaría este 

trabajo.

  



 

TABLA DE 

CONTENIDOS

  



Tabla de contenidos 
_________________________________________________________________________________ 

 

1. ABREVIATURAS...........................................................................................  1 

2. INTRODUCCION ..........................................................................................  4 

2.1. ANTECEDENTES HISTORICOS .....................................................  4 

2.2. EPIDEMIOLOGÍA ..............................................................................  6 

2.2.1. Prevalencia..................................................................................  6 

2.2.2. Incidencia....................................................................................  6 

2.2.3. Factores de riesgo.......................................................................  7 

2.2.4. Mortalidad ..................................................................................  7 

2.3. FENOTIPO NEUROPATOLOGICO DE LA ENFERMEDAD  

DE ALZHEIMER ................................................................................  8 

2.3.1. Placas neuríticas.........................................................................  8 

2.3.2. Placas difusas, preamiloideas....................................................  8 

2.3.3. Ovillos neuro-fibrilares .............................................................  9 

2.3.4. Neuritas corticales distróficas ...................................................  10  

2.3.5. Placas tipo “cotton wool” ..........................................................  10 

2.3.6. Microangiopatía Amiloidea.......................................................  10 

2.4. PROTEÍNA PRECURSORA DE β-AMILOIDE (APP)...................  12 

2.4.1. Función. Procesamiento postraduccional ................................  13 

2.4.2. Mutaciones  en la APP: una causa muy rara de AD familiar  15 

2.4.3. Mutaciones de la APP: causan un aumento de Aβ ................  16 

2.5. LAS PRESENILINAS..........................................................................  17 

2.5.1. Una aspartil proteasa embebida en la membrana ..................  19 

2.5.2. Colaboradores de las Presenilinas............................................  25 

2.5.3. Reconocimiento de sustrato ......................................................  29 

 i 
 



Tabla de contenidos 
_________________________________________________________________________________ 

 

2.5.4. Papel en la producción de Aβ....................................................  31 

2.5.5. Papel en la vía de señalización Notch.......................................  35 

2.5.6. Interacción con Cadherinas y β-Catenina ...............................  37 

2.5.7. La Hipótesis de la Presenilina...................................................  43 

2.5.7.1. Las mutaciones de la Presenilina ligadas a FAD afectan  

a las actividades de la Presenilina γ-secretasa dependiente e 

independiente............................................................................  45 

2.5.7.2. Los inhibidores de la γ-secretasa mimetizan  los  efectos  

de  las mutaciones patogénicas de Presenilina.......................  50 

2.5.7.3. Las mutaciones de la Presenilina pueden causar demencia 

neurodegenerativa en ausencia de acumulación Aβ .............  51 

2.5.7.4. La distribución difusa de las mutaciones de Presenilina 

 es más compatible con una pérdida de función....................  52 

2.5.8. Polimorfismo del intrón 8..........................................................  53 

2.6. Apolipoproteína E (ApoE) ...................................................................  55  

2.6.1. Apoe y AD ......................................................................................  56 

2.6.1.1. Neuropatología de la ApoE4 en el contexto de la Aβ ..........  56 

2.6.1.2. Neuropatología de ApoE4 independiente de Aβ: escisión de 

ApoE en neuronas........................................................................  59 

2.7. α-2-MACROGLOBULINA (A2M).....................................................  60 

2.7.1. Deficiencia de A2M ....................................................................  60 

2.7.2. Asociación con AD .....................................................................  61 

2.7.3. Polimorfismo [A2M, V1000I (rs669)] y susceptibilidad a  

padecer AD....................................................................................  63 

3. OBJETO DEL ESTUDIO ..............................................................................  65 

 

 ii 
 



Tabla de contenidos 
_________________________________________________________________________________ 

 

4. SUJETOS, MATERIAL Y MÉTODOS........................................................  66 

4.1. Descripción general de los sujetos estudiados....................................  66 

4.1.1. Subpoblaciones del presente estudio ...........................................  67 

4.1.1.1. Estudio II.a..................................................................................  67 

4.1.1.2. Estudio II.b .................................................................................  67 

4.1.1.3. Estudio del polimorfismo V1000I (rs669) en el gen de la α-2-

Macroglobulina ................................................................................  71 

4.2. Análisis Genético ..................................................................................  72 

4.2.1. Análisis de genotipado de las formas alélicas de ApoE..............  72 

4.2.2. Determinación de  las  formas  alélicas  del  polimorfismo  

intrónico del extremo 3’ del exón 8 de PS-1 ..................................  72 

4.2.3. Determinación de las formas alélicas del polimorfismo V1000I 

(rs669) del gen de la α-2-Macroglobulina......................................  73 

4.3. Cálculos estadísticos .............................................................................  74 

5. RESULTADOS................................................................................................  76 

5.1. Automatización del análisis de las formas alélicas del polimorfismo 

intrónico del extremo 3’ del exón 8 de PS-1 ......................................  76 

5.2. Estudios de epidemiología genética.....................................................  76 

5.2.1. Estudio del alelo ε4 del gen de la ApoE.......................................  76 

5.2.2. Estudio del genotipo PS-1 [2/2] ([CC/CC]) .................................  76  

5.2.3. Relación entre el genotipo PS-1 [2/2] y el alelo ApoE ε4 ...........  77 

5.2.4. Metanálisis de la literatura...........................................................  78 

5.2.5. Estudio del alelo V del polimorfismo V1000I (rs669) del gen  

de la α-2-Macroglobulina ................................................................  80 

 

 iii 
 



Tabla de contenidos 
_________________________________________________________________________________ 

 

6. DISCUSION………………………….……………………………………… 81 

6.1. Genotipo [2/2] de PS-1..........................................................................  81 

6.2. Relación del genotipo [2/2] de PS-1 con el alelo ε4 ............................  81 

6.3. Genotipo [V/V] del polimorfismo V1000I (rs669) del gen de la  

α-2-Macroglobulina .............................................................................  83 

7. CONCLUSIONES...........................................................................................  87 

8. BIBLIOGRAFÍA.............................................................................................  88 

9. APENDICE………………………………………………………………….. 127

 iv 
 



 

ABREVIATURAS

  



Abreviaturas 
_________________________________________________________________________________ 

1. ABREVIATURAS 

 

A2M α-2-macroglobulina 

ABC1 “ATP-binding cassette transporter” 

AD enfermedad de Alzheimer 

AICD fragmento del dominio intracelular del amililoide 

APLPs “amyloid beta precursor-like protein” 

ApoE apolipoproteína E 

APP proteína precursora de amiloide 

Aβ proteína β amiloide 

Aβ40 proteína β amiloide, fragmento de 40 residuos 

Aβ42 proteína β amiloide, fragmento de 42 residuos 

BACE1 enzima conversora de β amiloide (“β-site of APP cleaving enzyme”) 

C99 fragmento remanente después de la escisión de BACE1 sobre APP 

CBP proteína de unión a CREB 

CDH1 componentes de las uniones adherentes basadasa en cadherina 

CK-1α axina/casein quinasa 

CREB factor de transcripción de cAMP “phosphorylation of cAMP response 

element-binding protein” 

CTF fragmento carboxi terminal de la presenilina 

CTNNA1 componentes de las uniones adherentes basadas en β-Catenina y α-

Catenina) 

EOAD enfermedad de Alzheimer de comienzo temprano 

FAD enfermedad de Alzheimer familiar 

FL presenilina completa sin sufrir endoproteólisis “full lenth” 
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FTD demencia frontotemporal 

GSK3α quinasa de la sintetasa del glucógeno 3α 

GSK3β quinasa de la sintetasa del glucógeno 3β40 

 

HL-6 gran bucle citoplasmático del dominio transmembrana 6 de presenilina 

HCHWA-D hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis “hereditary cerebral 

hemorrhage with amyloidosis”

HWE equilibrio de Hardy-Weinberg 

IC intervalo de confianza 

Ide enzimas que degradan la insulina 

JICD dominio intracelular de Jagged-2 

KPI serín proteasas tipo Kunitz 

LEF1 factor promotor linfoide 

LOAD enfermedad de Alzheimer de comienzo tardío 

LRP1 proteína relacionada con el receptor de lipoproteína de baja densidad. 

LXRs receptores hepáticos X 

Nep neprilisina 

NICD fragmento del dominio intracelular de la proteína NOTCH 

NTF fragmento amino terminal de presenilina 

OGT “C-linked N-acetylglucosaminyltransferase” 

OR “odds ratio” 

PHF pares de filamentos helicoidales  

PS presenilina 

PS-1 presenilina 1 
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PS-2 presenilina 2 

RE retículo endoplasmático 

SPP peptidasa del péptido señal 

TM transmembrana 

Wnt señalización wingless 

α-APPs fragmentos de ectodominio soluble después de escisión α secretasa 

β-APPs fragmentos de ectodominio soluble después de escisión β secretasa 
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2. INTRODUCCION 

 

2.1. ANTECEDENTES HISTORICOS 

La enfermedad de Alzheimer (AD) es una de las pocas cuestiones que surgen 

como interesantes para la comunidad científica en el siglo pasado. A ello han 

contribuido el dramático incremento en la expectativa de vida que permite a un gran 

número de individuos alcanzar la edad en la que aparecen este tipo de desórdenes 

degenerativos, siendo la AD el deterioro cognitivo más prevalente[1]. 

Un psiquiatra alemán, Alois Alzheimer, describió el síndrome en 1906 como un 

cuadro progresivo de deterioro cognitivo, cambios en la personalidad, pérdida 

acentuada de memoria, confusión y desorientación crecientes. La AD parecía una 

rara demencia que se producía en el periodo presenil (comienzo de la enfermedad 

por debajo de los 65 años) pero indistinguible de aquella que se produce en la edad 

senil, donde los casos se acrecientan con la edad. 

El estudio de la enfermedad avanzó poco hasta el advenimiento de la 

microscopía electrónica, momento en el que se describen los cambios 

ultraestructurales subyacentes a las dos lesiones clásicas de la AD: placas seniles o 

neuríticas  y ovillos neuro-fibrilares. 

La primera clave neuroquímica clara surgió de las neuronas liberadoras de 

acetilcolina. Estas neuronas sufrían una degeneración progresiva y a menudo grave. 

El primer intento de tratamiento farmacológico surgió paralelamente para intentar 

mejorar los niveles de acetilcolina en la hendidura sináptica, principalmente 

mediante la inhibición de las enzimas degradativas. 

En las décadas de los setenta y ochenta, se identificaron los déficits de otros 

sistemas neurotransmisores en los tejidos cerebrales de pacientes de AD, lo que 

parecía explicar la falta de un beneficio clínico robusto de la mayoría de los 

pacientes tratados con fármacos anticolinérgicos. 

La patología bioquímica ha permitido posteriormente, mediante el uso de 

análisis composicionales e inmuno-citoquímicos, definir la composición subunitaria 
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de placas y ovillos; mientras que la genética molecular ha validado el papel crítico 

de las subunidades protéicas en los mecanismos fundamentales de la AD 

esclareciendo las  relaciones genotípo-fenotipo para cada alteración genética ligada a 

las formas familiares de AD. Todo ello se ha visto reforzado a través del desarrollo 

de modelos celulares y animales de los mecanismos presuntivos en la AD. 
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2.2. EPIDEMIOLOGÍA 

 

2.2.1. Prevalencia 

La prevalencia de la AD presenta disparidad de valores entre diferentes estudios 

oscilando entre el 0,5 y el 24,6%[2], al igual que ocurre con los estudios 

observacionales aplicados a la demencia en general. En estos estudios encontramos, 

como causantes de estas discrepancias, diferentes errores entre los que se 

encuentran: la inclusión o adhesión de sujetos al estudio, la exclusión de los casos 

leves, la intercurrencia de otras patologías en el mismo sujeto, no utilizar las mismas 

pruebas para la selección de casos y en los estudios de incidencia la omisión de los 

sujetos fallecidos[3]. 

El conjunto de estudios europeos recogidos por EURODEM (the European 

Community Concerted Action on the Epidemiology and Prevention of Dementia 

Group) calculaba tasas de prevalencia basandose únicamente en los casos 

diagnosticados de AD y excluía los casos de demencia en estadio inicial todavía por 

diagnosticar, ofreciendo cifras de prevalencia estratificada por grupos de edad: 

0,02% entre los 30 y los 59 años, 0,3% entre los 60 y los 69 años, 3,2% entre los 70 

y los 79 años, y 10,8% entre los 80 y los 89 años[4]. Del mismo grupo existe otro 

trabajo en el que se aprecia un aumento en la tasa de prevalencia entorno al 2% para 

la población entre 65 y 69 años y del 22% para la franja de los 85 a los 89 años[5]. 

La prevalencia global para la última revisión europea fue del 4.4 %[6]. 

En nuestro país encontramos tres trabajos importantes[7-9] con prevalencias del 

4.3, 5.7 y 4.7% respectivamente. 

 

2.2.2. Incidencia 

Se considera en términos generales que la incidencia de la AD aumenta 

exponencialmente con la edad y a partir de los 65 años se multiplica por 3 cada 10 

años[10], considerándose del 1% en la franja de los 70 a 79 años y del 3% entre los 

80 y 84 años[11]. 
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En el grupo de estudio europeo EURODEM se detectaron diferencias en la tasa 

de incidencia respecto al género a partir de los 85 años, siendo la tasa de incidencia a 

los 90 años del 81.7 por cada mil mujeres  y de 24.0 por cada mil hombres[12] 

En un estudio publicado recientemente en nuestro país[13] se realizó una 

segunda revisión para 3891 participantes, diagnosticandose AD de debut en 117 

sujetos, 71.4% de todas las demencias observadas. La tasa de incidencia anual para 

la franja de edad por encima de los 65 años fue de 7.4 personas por cada mil 

habitantes. 

 

2.2.3. Factores de riesgo 

El factor de riesgo más importante en la AD es la edad. Se observa que el riesgo 

se duplica cada 5 años[14].  

En cuanto al resto de factores como el género (femenino)[15;16], poseer un 

familiar afecto  de primer grado[17], o el nivel cultural, existen discrepancias en la 

literatura dependiendo del tipo de estudio (transversal/longitudinal) empleado a la 

hora de confirmar estos factores de riesgo o protectores en otros casos[18], debido 

probablemente a la confluciencia de otros factores que no se han tenido en cuenta en 

dichos estudios. 

 

2.2.4. Mortalidad 

La esperanza de vida de los pacientes con EA es cada vez mayor (5.9 años[19]), 

incluyendo a los que tienen un inicio precoz, que aunque tienen una esperanza de 

vida mayor mueren antes que las demencias de inicio tardío[20]. El riesgo relativo a 

morir de un paciente diagnosticado entre los 65 años y los 74 es de 5,4% a los cinco 

años y por encima de los 75 años de edad el riesgo es de un 20,5%[11]. 
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2.3. FENOTIPO NEUROPATOLOGICO DE LA ENFERMEDAD DE 

ALZHEIMER 

 

La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por la pérdida de neuronas y 

sinapsis en la corteza cerebral y en ciertas regiones subcorticales. Esta pérdida 

resulta en una atrofia de las regiones afectadas, incluyendo una degeneración en el 

lóbulo temporal, parietal, partes de la corteza frontal y la circunvolución 

cingulada[21]. A nivel microscópico se observan dos tipos de estructura: las placas y 

los ovillos neurofibrilares  

 

2.3.1. Placas neuríticas 

Son focos microscópicos de depósitos amiloideos extracelulares y daño 

dendrítico y axonal asociado, que generalmente se encuentran en un elevado número 

en el cortex límbico y de asociación[22]. Tales placas contienen depósitos 

extracelulares de β amiloide (Aβ) de forma filamentosa, formando masas estrelladas 

de fibrillas amiloideas. Generalmente se encuentran rodeadas por astrocitos 

reactivos que ostentan abundantes filamentos de la glia. Estas lesiones 

probablemente se desarrollan  muy gradualmente  sobre un periodo substancial de 

tiempo, quizá años. La mayoría de la Aβ fibrilar encontrada en las placas neuríticas 

son especies acabadas en el aminoácido 42 (Aβ42), ligeramente más largas, más 

hidrofóbicas y que se encuentran particularmente propensas a la agregación[23]. Las 

especies de Aβ acabadas en el aminoácido 40 (Aβ40), normalmente más abundantes 

que las de Aβ42, se colocalizan con éstas en las placas neuríticas. 

 

2.3.2. Placas difusas, preamiloideas 

Muestran una inmuno-reactividad Aβ relativamente ligera y amorfa, con un 

patrón granular fino, sin un centro compacto claramente fibrilar. 

 - 8 - 
 

http://es.wikipedia.org/wiki/Sinapsis
http://es.wikipedia.org/wiki/Corteza_cerebral
http://es.wikipedia.org/wiki/Atrofia
http://es.wikipedia.org/wiki/L%C3%B3bulo_temporal
http://es.wikipedia.org/wiki/L%C3%B3bulo_parietal
http://es.wikipedia.org/wiki/L%C3%B3bulo_frontal
http://es.wikipedia.org/wiki/Circunvoluciones
http://es.wikipedia.org/wiki/Circunvoluciones


Introducción 
_________________________________________________________________________________ 

Se encuentran virtualmente en todas aquellas regiones del cerebro claramente 

implicadas en la sintomatología típica de la AD (tálamo, caudado, putamen, 

cerebelo), con muy poca o no detectable distrofia neurítica. 

Los estudios inmuno-histoquímicos en pacientes con síndrome de Down[24] 

sirvieron para confirmar la hipótesis de que las placas difusas representaban lesiones 

inmaduras precursoras de las placas neuríticas maduras. Tales individuos a menudo 

presentan depósitos difusos a edades tan tempranas como la adolescencia pero no 

muestran placas neuriticas-gliales hasta dos décadas después, momento en el que 

presentan por primera vez abundantes ovillos neuro-fibrilares. 

 

2.3.3. Ovillos neurofibrilares 

Los ovillos neurofibrilares consisten en amplias madejas de fibras anormales 

que ocupan la mayoría del citoplasma perinuclear. La microscopía electrónica revela 

que la mayoría de estas fibras consiste en pares de filamentos de aproximadamente 

10 nm estructurados en hélices (filamentos helicoidales apareados o PHF). Los 

análisis inmuno-histoquímicos y bioquímicos de los ovillos neuro-fibrilares 

sugirieron que están compuestos de una proteína (Tau) asociada al microtúbulo[25]. 

La proteína Tau es una fosfoproteína cerebral que se une a la tubulina de los 

microtúbulos promoviendo su ensamblaje y estabilidad. En la AD la proteína Tau 

desarrolla una excesiva fosforilación irreversible induciendo su agregación en 

filamentos, perdiendo su capacidad para aglutinar a los microtúbulos[26] . La 

glicosilación de Tau, probablemente[27] a través de la acetilglucosaminiltransferasa 

(OGT)), lleva a la formación de pares de filamentos estructurados en hélices[28]. 

Las dos lesiones clásicas de la AD, las placas neuríticas y los ovillos 

neurofibrilares, pueden ocurrir independientemente uno de otro. Han sido descritos 

ovillos compuestos de agregados de Tau, que son bioquímicamente similares a 

aquellos que se presentan en la AD, en más de una docena de enfermedades 

neurodegenerativas. En casí todos estos casos no se han encontrado depósitos de Aβ 
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y placas neuríticas. Por el contrario, los depósitos de Aβ se pueden ver en cerebros 

de humanos ancianos sin deterioro cognitivo en total ausencia de ovillos. 

También existen algunos casos infrecuentes de AD los cuales son pobres en 

ovillos, esto es, sólo unos pocos ovillos neurofibrilares se encuentran en el neocortex 

a pesar de las abundantes placas de Aβ[29]. 

 

2.3.4. Neuritas corticales distróficas 

Muchas de las neuritas dilatadas y tortuosas encontradas dentro e 

inmediatamente rodeando a las placas amiloideas contienen PHF que son estructural, 

bioquímica e inmunocitoquímicamente indistinguibles de aquellos que comprenden 

los ovillos neurofibrilares, aunque estas placas a menudo contienen numerosas 

neuritas distróficas que no son inmunoreactivas para la proteína Tau. 

 

2.3.5. Placas tipo “cotton wool” 

Son grandes placas con forma de bola, carentes de nucleo amiloideo denso, que 

presenta una mayor respuesta inflamatoria. Este tipo de placas se encuentra asociada 

a angiopatía amiloidea grave y leucoencefalopatía, así como paraparesis 

espástica[30]. 

 

2.3.6. Microangiopatía Amiloidea 

La proteína Aβ fue aislada originalmente a partir de las arteriolas y vénulas 

meníngeas cargadas de proteína amiloide, de los cerebros de pacientes de AD o 

síndrome de Down[31;32] . Los péptidos Aβ, que se presentan como filamentos en 

las membranas del basamen de los microvasos, aparecen en base a la 

inmunoreactividad principalmente como especies Aβ40, aunque algunas evidencias 

apuntan a que las especies depositadas inicialmente en los vasos destinados a 

desarrollar angiopatía amiloidea podrían ser Aβ42[33] . La extensión de la angiopatía 
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amiloidea varía ampliamente en la AD, incluso para un número similar de placas 

amiloidéas asociadas a la a la enfermedad. 

Los vasos amiloidóticos, compuestos por depósitos de Aβ, son esencialmente 

indistinguibles de aquellos que se presentan en la AD. Estos depósitos vasculares 

pueden aparecer en ausencia de depósitos de Aβ en el parénquima cerebral de sujetos 

ancianos con HCHWA-D (hereditary cerebral hemorrhage with amyloidosis, Dutch 

type: CEREBRAL AMYLOID ANGIOPATHY, APP-RELATED, sin AD)[34]. 

Aunque los depósitos amiloideos en el parénquima pueden observarse en este tipo de 

pacientes, la degeneración neurofibrilar de neuronas es infrecuente y no se 

correlaciona con la severidad de la deposición de Aβ tanto microvascular como del 

parénquima. 
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2.4. PROTEÍNA PRECURSORA DE β-AMILOIDE (APP) 

En 1997 Robakis et al.[35] aislaron los clones correspondientes al gen de la APP 

de una genoteca de cDNA en humanos. La proteína de 412 residuos deducida de esta 

forma contiene una secuencia de 28 aminoácidos que se corresponde con la proteína 

Aβ localizada cerca del extremo amino terminal. Esto sugiere que Aβ sufre escisión 

postraduccional a partir de su precursor de mayor tamaño lo que se confirmó 

mediante análisis de RNA en cerebros de individuos normales, pacientes con AD y 

con síndrome de Down[36]. 

La APP comprende un grupo heterogéneo de polipéptidos expresados 

ubicuamente y que migran entre 110 y 140 kDa sobre geles electroforéticos[37]. Esta 

heterogeneidad se deriva tanto del splicing alternativo[38], (dando lugar a 3 formas 

principales de 695, 751 y 770 residuos) como de una amplia variedad de 

modificaciones postraduccionales[39], incluyendo los azucares unidos a los extremos 

N- y C- terminales, sulfonación y fosforilación. Las formas escindidas de la APP que 

contienen 751 o 770 amino ácidos se encuentran ampliamente expresadas en las 

células no neuronales y neuronas[38] . Sin embargo son las neuronas las que 

expresan mayores niveles de isoforma de residuo 695. La diferencia entre las formas 

residuales 751/770 y la 695 consiste en la presencia de un exón que codifica por una 

secuencia de 56 amino ácidos, en los dos primeros, que es homóloga de inhibidores 

de serín proteasas tipo Kunitz (KPI)[40;41] , lo que indica una función potencial de 

estas isoformas de APP de mayor tamaño. De hecho, las formas de APP que 

contienen KPI (751/770)  encontradas en las plaquetas humanas funcionan como 

inhibidores del factor XIa, el cual es una serín proteasa en la cascada de la 

coagulación[42] . La APP se encuentra muy conservada en la evolución y se expresa 

en todos los mamíferos en los que se ha buscado. APP es miembro de una gran 

familia de genes, la familia de las proteínas parecidas a la precursora de amiloide 

(APLPs)[43;44], que presenta una homologia sustancial, tanto dentro del gran 

ectodominio y particularmente dentro de la cola citoplasmática, pero que presenta 

una gran divergencia en la región Aβ. 
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2.4.1. Función. Procesamiento postraduccional 

La APP es un polipéptido transmembrana sencillo que se traduce e inserta 

dentro del retículo endoplasmático vía su péptido señal y después 

postraduccionalmente se modifica a través de una vía secretoria. La incorporación de 

azucares unidos al extremo N- y C- terminal ocurre rápidamente después de la 

biosíntesis. Su vida media es relativamente breve, de 45 a 60 minutos en la mayoría 

de las estirpes celulares examinadas[45]. 

La APP sufre procesamiento proteolítico postraduccional mediante las 

secretasas α-, β- y γ-. La α secretasa genera una proteína amiloide soluble, mientras 

que la β secretasa genera derivados de APP con características amiloidogénicas. 

Estas dos vias de procesamiento de la APP son mutuamente excluyentes[46]. 

La primera escisión proteolítica constitutiva identificada, producida mediante 

una actividad designada como α-secretasa, se produce en el aminoácido 12 del 

extremo N- terminal sobre el dominio transmembrana sencillo de la APP[47;48] y se 

identifica con la Catepsina B[49]. Este procesamiento resulta en la liberación de 

grandes fragmentos de ectodominio soluble (α-APPs) dentro del lumen o el espacio 

extracelular y la retención del residuo-83 fragmento carboxi terminal (CTF) en la 

membrana. Alternativamente, algunas moléculas de APP que no están sujetas a la 

escisión proteolítica α-secretasa pueden ser escindidas mediante una actividad β-

secretasa identificada y caracterizada como BACE1[50;51]. BACE1 principalmente 

corta 16 residuos del fragmento N-terminal hacia el sitio de escisión α, generando un 

derivado ectodominio ligeramente inferior (β-APPs)[52] y retiene un residuo-99 

CTF (C99) en  la membrana que comienza en el residuo 1 de la región β. 

Una porción sustancial de la α-APPs está generada mediante la α-secretasa 

actuando sobre la APP insertada en la membrana plasmática[53]. Con respecto a la 

escisión β-secretasa parece ocurrir más tarde a nivel de membrana axonal[54], en la 

secuencia del procesamiento secretorio de la APP, respecto a la α-secretasa[55] . El 

sitio de escisión γ-secretasa se sitúa centrado dentro del dominio transmembrana[56] 

y se realiza en parte durante la internalización y el procesamiento endosomal de la 

APP[57]. 
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Existen datos conflictivos acerca de si la mayoria de la Aβ se genera 

tempranamente en el tráfico secretorio de la APP (esto es, en el retículo 

endoplasmático, compartimento intermedio, Golgi temprano) o principalmente 

después de que APP alcance la superficie celular. Los experimentos de electroforesis 

de campo pulsante han demostrado que la mayoría de los fragmentos C88 y C99 

(sustratos inmediatos de la γ secretasa) son generados de las moléculas que han 

sufrido glicosilación ligada al extremo N- y C- terminal completa, esto es, dentro o 

posterior a su paso por el aparato de Golgi[45]. 

En las neuronas, la APP695 puede ser transportada anterogradamente por el 

rápido componente del transporte axonal[58]. La APP está presente, aunque no 

específicamente, en las vesículas de las terminales axonales y en las vesículas 

sinápticas. Las terminales axonales de la APP podrían ser el principal lugar para la 

generación de Aβ. La APP que se recicla en el endosoma y puede sufrir escisión 

secuencial β- y γ-secretasa en varios sitios neuronales subsidiarios para liberar el 

péptido Aβ. Aunque la APP se expresa con particular abundancia en las neuronas, 

otras células cerebrales también pueden expresar y liberar cantidades variables de 

Aβ, incluyendo los astrocitos, la microglia y las células endoteliales y del músculo 

liso y todo ello puede contribuir al pool de secreción de la Aβ que eventualmente 

daría lugar a deposición extracelular. Aβ puede atravesar la barrera hematoencefálica 

en pequeñas cantidades utilizando un mecanismo compatible con una endocitosis 

mediada por receptores[59]. 

Algunos investigadores han supuesto que la APP podría jugar un papel 

importante en el crecimiento celular y la respuesta metabólica a suero y a factores de 

crecimiento, bajo ciertas condiciones fisiológicas y patológicas[60]. La delección del 

gen de la APP  en ratones no resulta en una apreciable morbi-mortalidad; en la 

gliosis cerebral y los cambios en el comportamiento locomotor (que se manifiestan 

más tarde en la vida adulta[61] y en las neuronas cultivadas a partir del nacimiento) 

se observa una disminución de la viabilidad y retardado el desarrollo axonal[62]. 

Esta falta de consecuencias vitales de la delección de la APP podría tener su origen 

en el hecho de que los mamíferos expresan también proteínas íntimamente 
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homólogas[43]. Una forma secretada de APP, como se comentó anteriormente, 

podría actuar como inhibidor plaquetario del factor de coagulación, XI, actuando 

como un anticoagulante cerebral[63]. Se la ha relacionado con mecanismos de 

reducción del cobre[64] y se le ha atribuido una función inhibitoria in vitro de la 

actividad hemo oxigenasa, de un 25 a un 35%, mediante su unión a HMOX1 y 

HMOX2 en el retículo endoplasmático (RE)[65]. Se ha postulado que la 

acumulación (relacionada con un cambio en el marco de lectura, y el aumento en un 

aminoácido hacia el extremo C-terminal) de proteínas como APP y la ubiquitina-B 

contribuye a la aparición de varias formas de demencia[66]. 

 

2.4.2. Mutaciones missense en la APP: una causa muy rara de AD familiar 

La primera mutación específica que causaba AD identificada fue la prevalencia 

de las mutaciones missense en la APP[67]. A pesar de la extensa vigilancia genética 

se han confirmado en muy pocas familias a lo largo del planeta. Las mutaciones se 

encuentran situadas estratégicamente cerca de sus puntos de escisión. Las familias 

portadoras de mutaciones APP missense que causan AD generalmente tienen la edad 

de comienzo antes de los 65 años, generalmente a los cincuenta. 

Existe otra vía por la cual las alteraciones del gen de la APP pueden predisponer 

al desarrollo de la AD. La sobrexpresión de una APP estructuralmente normal debida 

a una elevada dotación genética en la trisomia del 21 (síndrome de Down) casi 

invariablemente da lugar a la aparición prematura de neuropatología de AD clásica 

(placas neuríticas y ovillos neurofibrilares) durante la segunda mitad de la edad 

adulta. Un incremento a lo largo de la vida en la expresión de la APP debida a la 

duplicación de la totalidad del cromosoma 21 o, en el caso de la translocación en el 

síndrome de Down, cuya porción 21q contiene el gen de la APP resultando en la 

sobreproducción de péptidos Aβ40 y Aβ42 desde el momento del nacimiento. Se 

supone que este hecho es el responsable de la aparición de muchas de las placas 

difusas compuestas de Aβ42, que pueden aparecer a la temprana edad de 12 

años[24]. Los sujetos con síndrome de Down a menudo presentan placas difusas 

compuestas solamente de Aβ42. A veces sobre estas placas ocurre una acumulación 
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de péptidos Aβ40 asociada a microgliosis, astrocitosis y distrofia neurítica 

envolvente, que comienza a finales de los veinte y los treinta años[68]. 

 

2.4.3. Mutaciones de la APP: causan un aumento de Aβ 

Las mutaciones de la APP parecen actuar mediante un mecanismo citotóxico de 

incremento de la producción del fragmento Aβ42, el cual tendría la virtud de formar 

placa aún en ausencia de Aβ40[69]. En general todas las mutaciones missense de la 

APP, tanto en el sitio de escisión β-secretasa como γ-secretasa, aumentan la cantidad 

de Aβ total (como en el caso de la doble mutación en el sitio de escisión β-secretasa, 

K670N/M671L, mutación sueca[70]) o específicamente la Aβ42 (para todas las 

mutaciones en el sitio de escisión γ-secretasa de la APP). También puede resultar en 

un aumento en la cantidad total de Aβ como resultado de un efecto dosis dependiente 

del gen de la APP (como se observa en los pacientes con síndrome de Down o en las 

duplicaciones del gen de la APP que causan AD[71;72]). Más aún, en los 

polimorfismos del promotor de la APP ligados a la AD también se ha visto un 

aumento en la expresión de la APP[73;74]. 

No siempre se produce un aumento de Aβ. Se ha demostrado que algunas 

mutaciones de la APP, como la mutación austriaca T714I[75] y la mutación francesa 

V715M[76], también producen una disminución de la producción de Aβ40. 

Se sabe que las mutaciones en el sitio α-secretasa de la APP alteran la secuencia 

primaria de la Aβ y por consiguiente las propiedades fibrilogénicas de la Aβ[77], sin 

embargo la mayoria de estas mutaciones presenta un fenotipo adicional de 

amiloidosis que se diferencia claramente de la AD en la cual predominan las placas 

de Aβ. Estas presentan resistencia a la digestión proteolítica y se depositan alrededor 

de los vasos sanguíneos dañando las paredes de los vasos dando lugar a angiopatía 

amiloidea[78-80]. 
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2.5. LAS PRESENILINAS 

El descubrimiento de las mutaciones genéticas en el gen de la APP que causan 

AD de comienzo temprano (EOAD) sugería fuertemente que la Aβ era una pieza 

patológica clave: estas mutaciones se encontraban dentro de la región que codificaba 

por la Aβ o inmediatamente adyacente a las zonas de escisión β- y γ-secretasas[81]. 

Así mismo, cerca del extremo N-terminal de la región Aβ de la APP incrementan la 

extensión de la escisión por la β-secretasa, resultando en un aumento de los niveles 

de Aβ[82]. Aquellas cerca del sitio de escisión γ-secretasa, sin embargo, tiene unos 

efectos bastante más sutiles, cambiando las proporciones de las formas con 40- hacia 

42- residuos de Aβ[83]. 

Otra clave principal de la patogénesis de la AD provino del descubrimiento de 

dos genes relacionados, Presenilina-1 (PS-1) en el brazo largo del cromosoma 14[84-

86] y Presenilina-2 (PS-2) en el cromosoma 1[87], también asociados con la 

EOAD[87-89]. Las dos proteínas presentan una elevada homología (67% de 

identidad a nivel de amino ácidos) así como elevadas similitudes en la estructura 

intrón-exón (figuras 1. y 2.). La evidencia de la especificad de función de ambas 

Presenilinas deriva de la presencia de regiones no homólogas en estas moléculas: la 

región hidrofílica terminal y el gran bucle citoplasmático (HL-6) entre los dominios 

transmembrana seis y siete del modelo transmembrana. Estas dos regiones se 

encuentran localizadas en el mismo lado de la membrana y son divergentes, pero el 

bucle HL-6 de PS-2 es más pequeño que el correspondiente en PS-1[90]. 
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 Figura 1. Representación de los aminoácidos integrantes de la topología de los 

9 dominios transmembrana de PS-1, incluyendo los límites de los exones y algunas 

de las mutaciones documentadas asociadas a AD, version de K. Dillen y W. 

Annaert[91]. 
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Figura 2. Representación gráfica de la PS-2, algunas de las mutaciones 

documentadas asociadas a AD y las nueve estructuras correctas de los 

correspondientes dominios transmembrana[92]. 

 

2.5.1. Una aspartil proteasa embebida en la membrana 

Los experimentos de topología de membrana sobre la Presenilina dieron lugar a 

algunos resultados conflictivos, que sugerían seis, siete, e incluso ocho dominios 

transmembrana y con el extremo C-terminal pudiendo ser tanto luminar/extracelular 

como citosólico[93]. 

Sin embargo, la mayor parte de los estudios favorecía la existencia de ocho 

dominios transmembrana, incluyendo el término N-terminal, gran bucle 

citoplasmático y el extremo C-terminal, todos ellos ubicados en la parte 

citosólica[94;95]. Más recientemente, esta topología ha sido actualizada y refinada, 
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con nueve dominios transmembrana[96;97] y el extremo C-terminal en la parte 

luminar/extracelular pero plegada hacia el interior de la proteína o de sus partes. 

Una clave bioquímica acerca de la función de las Presenilinas provino de la 

observación de que la proteína se endoproteolizaba en dos partes, un fragmento N-

terminal (NTF) y uno C-terminal (CTF) que permanecen asociados, tienen una larga 

vida biológica juntos y están fuertemente regulados por factores celulares[98]. Estos 

hallazgos sugirieron que los dímeros NTF-CTF son la forma madura, cualesquiera 

que sea su función. 

Mientras tanto, el diseño de inhibidores peptidomiméticos (figura 3.), basados 

en el sustrato para la γ-secretasa, sugirió que la enzima era una aspartil proteasa. Una 

parte que mimetiza el estado de transición podría bloquear el procesamiento de la 

APP a nivel de la γ-secretasa en la célula[99;100]. Dada la evidencia de que la γ-

secretasa es una aspartil proteasa y que la Presenilina es crítica para la actividad γ-

secretasa, se buscó en la Presenilina la presencia de dos aspartatos que podrían 

formar parte de la nueva proteasa. Se identificaron dos aspartatos transmembrana 

completamente conservados, uno en el dominio NTF y otro en el CTF y se encontró 

que eran esenciales e independientes tanto para la endoproteólisis como para la 

escisión proteolítica de la APP[101;102]. Este descubrimiento sugirió que la 

Presenilina era de hecho una nueva aspartil proteasa y una enzima activada por 

autoproteolisis. Después de la maduración a NTF y CTF, el sitio activo de la γ-

secretasa se propuso que se encontraría entre las dos subunidades, cada una de las 

cuales contribuiría con uno de los aspartatos al sitio catalítico. La hipótesis fue 

respaldada mediante el uso de reactivos de afinidad diseñados a partir de análogos de 

estado de transición inhibidores de la γ-secretasa, los cuales se unen directamente a 

los fragmentos NTF y CTF[103;104]. Los reactivos marcados, dirigidos contra el 

sitio activo de la γ-secretasa, marcan a su vez la Presenilina heterodimérica, 

identificando esta interfaz como el sitio catalítico de la proteasa. 
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Figura 3. Inhibidores peptidomiméticos de la Presenilina. 

 

La Presenilina por si sola, claramente no constituía el conjunto de la γ-

secretasa. Consistente con la necesidad de factores celulares limitantes para 

acotar la endoproteólisis de la Presenilina, se descubrió que la proteína y sus 

fragmentos se incluyían en complejos de peso molecular mayor[105;106]. Más 

aún, la Presenilina por si sola no se puede escindirse a si misma y una Presenilina 

mutante que no requiere endoproteólisis para sostener la actividad γ-secretasa en 

las células no muestra actividad proteolítica por sí misma (es decir, son 

necesarios factores celulares limitantes). 

El apoyo fundamental para el papel proteasa de la Presenilina vino del 

descubrimiento de la peptidasa del péptido señal (SPP). Esta enzima, que escinde 

péptidos señal remanentes en la membrana después de su liberación mediante la 

peptidasa señal, fue descubierta utilizando marcado de afinidad mediante 

inhibidores análogos de estado de transición. La proteína responsable era 

claramente similar a la Presenilina, incluyendo dos fragmentos transmembrana 

conservados, cada uno de los cuales conteniendo un aspartato[107]. A diferencia 

de la Presenilina, SPP sí sufre aparentemente actividad proteolítica sobre si 

misma, sin necesidad de factores celulares limitantes o endoproteólisis. Así, si 
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una proteína del estilo de la SPP es una proteasa, la Presenilina sería 

probablemente la componente catalítica proteásica de la γ-secretasa. 

Además de su papel como γ-secretasa, se ha desmostrado que la Presenilina 

posee otras funciones, independientes de la actividad γ-secretasa[108;109]. Los 

efectos patogénicos de las mutaciones missense inherentes a la AD se asocian a 

una función proteolítica de la Presenilina alterada. Las mutaciones de la 

Presenilina asociadas a la enfermedad tienden a inhibir la función proteolítica 

global[110], produciendo incluso menor cantidad de Aβ en algunos casos, 

mientras incrementan la relación del residuo Aβ42 frente al Aβ40[111]. Este 

aumento de la proporción de la fracción Aβ42, más dispuesta para la agregación, 

se cree desencadenante del proceso patológico. 

La γ-secretasa escinde más allá del dominio transmembrana, en el 

denominado sitio ε[112], para liberar el dominio intracelular de la APP (AICD). 

Se ha visto que las mutaciones de la Presenilina asociadas a la AD modulan 

también la posición de corte de esta escisión ε. De forma sorprendente, la 

proteólisis de las posiciones γ y ε está afectada por las mutaciones en la APP y 

las Presenilinas que causan AD, lo que da lugar a un aumento en el cociente 

Aβ42/Aβ40 junto con un incremento en un residuo de la AICD (51 residuos) 

respecto al producto de 50 residuos aminoácidos[113]. Estas dos posibilidades 

proteolíticas parecen, por consiguiente, ser interdependientes: un cambio en el 

sitio de escisión de uno de ellos se correlaciona con un cambio en el sitio de 

escisión del otro. Debe mencionarse la existencia de un estudio donde se refiere 

que mutaciones artificiales en Lys166 de la PS-1 aumentan la producción de 

Aβ42 sin afectar los niveles de AICD[114] y otro expone que la inhibición de la 

endocitosis altera la formación de AICD sin cambios concomitantes en el 

cociente Aβ42/Aβ40[115]. 

Una brillante teoría de Ihara[116] y colaboradores propone que la escisión ε 

podría ocurrir incluso antes de la escisión en el sitio γ. 

Desde el punto de escisión ε progresivamente, cada tres aminoácidos, se 

producirían escisiones ζ hasta llegar al sitio de escisión γ (figuras 4. y 5.).  
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igura 4. Modelo de Ihara de proteolisis progresiva del dominio transmembrana 

de l

 

F

a APP mediante la γ-secretasa, comenzando en el sitio de escisión ε y 

escindiendo cada tres residuos. Este modelo explica como la reducción de la función 

proteolítica debida a las mutaciones de la presenilina harían descender los niveles de 

producción de Aβ pero aumentarían la ratio Aβ42 frente a Aβ40 y las formas más 

largas de péptido Aβ. Las mutaciones de la presenilina causantes de AD cambian el 

sitio de escisión inicial ε para producir mayor cantidad de Aβ48, que podría dar lugar 

a Aβ42[117]. 
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Figura 5. El modelo helicoidal de Ihara muestra el procesamiento de 

fragmentos largos Aβ hasta llegar a los fragmentos Aβ40 y 42[116]. 

 

Parece probable, al margen de cuales sean los mecanismos de formación de 

AICD, que los cambios en extremo N-terminal de los dominios intracelulares 

liberados de la APP, especialmente los implicados en la señalización intracelular, 

podrían contribuir en los procesos de la enfermedad. 
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2.5.2. Colaboradores de las Presenilinas 

Con las Presenilinas identificadas como las componentes catalíticas, la 

investigación para identificar otros miembros de lo que se podría llegar a conocer 

como complejo γ-secretasa había dado comienzo. 

La primera en ser descubierta fue la nicastrina, una proteína que interactuaba 

con la Presenilina que se encontró por coaislamiento bajo purificación de 

inmunoafinidad[106]. La nicastrina es una proteína integral de membrana tipo I de 

120 a 140 kDa que se encuentra altamente glicosilada, siendo la casi totalidad de la 

proteína luminar/extracelular. Los experimentos de RNAi knockdown demostraron 

que la nicastrina era esencial para la escisión γ-secretasa. Utilizando un inhibidor 

análogo de estado de transición inmovilizado, la copurificación de la nicastrina 

sugería que la nicastrina era de hecho un miembro fidedigno del complejo γ-

secretasa[118]. La nicastrina se encuentra primariamente como dos bandas en los 

geles electroforéticos SDS-PAGE, estando la banda superior compuesta por la forma 

altamente glicosilada que se asocia especialmente a las subunidades NTF y CTF de 

la Presenilina y a la γ-secretasa activa[119;120]. Como ocurría con la Presenilina, los 

knockout de nicastrina de diferentes especies resultaron en fenotipos letales, 

parecidos a aquellos que presentaban defiencias en Notch[121]. 

Sin embargo, la sobrexpresión de la Presenilina y la nicastrina no resulta en un 

incremento de la endoproteólisis de la Presenilina o de la actividad γ-secretasa, lo 

que implicaría que existirían otras proteínas asociadas que aún no habían sido 

descubiertas. Los estudios genéticos en Caenorbitis elegans para identificar nuevos 

modificadores Notch revelaron dos nuevos genes, Aph-1 y Pen-2, las cuales 

codifican proteínas de siete y dos dominios transmembrana predichos, 

respectivamente[122]. Los experimentos RNAi knockout de estos genes, como con 

la nicastrina y Presenilina, bloquean la escisión γ-secretasa de la APP y de Notch. 

Los estudios de seguimiento demostraron que la sobrexpresión de las cuatro 

proteínas a la vez (Presenilina, nicastrina, Aph-1, Pen-2) resultó en el incremento de 

los niveles de NTF y CTF, nicastrina madura y actividad γ-secretasa[123]. Un 

estudio incluso demostró esto mismo en S. cerevisiae[124], el genoma del cual no 
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codifica por ninguna de estas cuatro proteínas. La expresión de todas las proteínas 

(Presenilina, nicastrina, Aph-1, Pen-2) era necesaria para estos efectos. Además, la 

coinmunoprecipitación de cualquiera de las cinco proteínas (considerando NTF y 

CTF separadamente) disminuía el resto, indicando que interactúan con cada uno de 

los otros. La purificación parcial de la γ-secretasa a través de varios pasos resultó en 

el aislamiento de las cinco proteínas[123]. Otros grupos citan esta misma 

purificación hasta llegar a la homogeneidad de la proteína[125], aportando una 

prueba definitiva de que estas proteínas forman un complejo sencillo y que son 

componentes esenciales de la γ-secretasa. 

A pesar de la total identificación, purificación y determinación de la estructura 

de baja resolución, la estiquiometría del complejo proteasa permanece sin resolver; 

mientras que el core catalítico del complejo activo proteasa contiene una molécula de 

Presenilina por complejo[126]. 

Otra complicación es que aparentemente existen seis variantes del complejo γ-

secretasa, debido a las diferentes combinaciones de las dos Presenilinas y las tres 

Aph-1 diferentes. Existen diferencias bioquímicas entre estos complejos, de hecho, 

los complejos que están constituídos por PS-2 muestran menor actividad proteolítica 

que los que contienen PS-1[127]. 

El ensamblado del complejo γ-secretasa comienza en el retículo citoplasmático, 

justo después del traslado e inserción en la membrana; la nicastrina y Aph-1 se 

ensamblan en un subcomplejo, con la nicastrina todavía inmadura y sin 

glicosilar[128]. La Presenilina y Pen-2 se unen al complejo con posterioridad. Antes 

de unirse al subcomplejo nicastrina-Aph-1, los knockdown de Pen-2 todavía dan 

lugar al subcomplejo nicastrina-Aph-1 en la cual la Presenilina permanece como 

holoproteína[129]. La adición de Pen-2 da lugar a la formación de los fragmentos 

NTF-CTF, la maduración de la nicastrina y la activación de la γ-secretasa. 

El dominio transmembrana (TM) de la nicastrina se requiere para el ensamblado 

del complejo. La sustitución entre diferentes dominios transmembrana impide la 

incorporación de nicastrina, siendo su región N-terminal especialmente 

importante[130]. La función del gran ectodominio citoplasmático parece jugar un 
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papel esencial en el reconocimiento del sustrato[131]. El papel bioquímico específico 

de la pequeña proteína en forma de horquilla Pen-2 es desconocido, pero la Aph-1 de 

siete dominios transmembrana parece ser una proteína de andamiaje sobre el que se 

sostiene el resto del complejo[132]. Las topologías del posible ensamblado y 

activación de estas moléculas se muestran en la figura 6. 
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Figura 6. Representación gráfica del acoplamiento y activación secuencial del 

complejo γ-secretas. La holoproteína naciente se degrada rápidamente mientras que 

una fracción de la presenilina se estabiliza a la forma de complejo HMW mediante el 

acoplamiento del subcomplejo formado por APH-1 y NCT. PEN-2 brinda el último 

paso de la maduración de complejo γ-secretasa, facilitando la endoproteólisis de la 

presenilina y confiriéndole la actividad γ-secretasa. Los tubos representan los 

dominios transmembrana probables (TMD) de cada proteína y las estrellas dentro de 

los dominios 6º y 7º de la presenilina simbolizan residuos apartato activos (vacio) e 

inactivo (negro) relacionados con las actividades γ-secretasa[133]. 
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La evidencia científica sugiere específicamente que el extremo C-terminal de la 

Presenilina podría interactuar con el dominio transmembrana de la nicastrina 

penetrando dentro de la membrana[134]. La delección del aminoácido del extremo 

carboxílico de la PS-1 bloqueaba completamente el ensamblado γ-secretasa liberando 

PS-1 del RE, lo que sugiere que la PS-1 que no se incorpora al complejo es retenida 

activamente por el RE. Aparte del sitio de unión a nicastrina, se identificó un 

alargamiento hidrofóbico de aminoácidos en el extemo C-terminal, capaz de retener 

a PS-1. La delección de esta secuencia de retención daba lugar a la liberación de la 

PS-1 del retículo y, al mismo tiempo, a la formación de un complejo γ-secretasa no 

funcional, sugiriendo que al menos en parte el fragmento de retención se requería 

para la funcionalidad. 

Se demostró que PS-1 se unía a la fosfolipasa D1 (PLD1) via la región del gran 

bucle citoplasmático y la capturaba para la red Golgi/trans-Golgi (TGN). La 

sobrexpresión de PLD1 en celulas de neuroblastoma de ratón (N2a) hacía descender 

la generación de Aβ mediada por la γ-secretasa, mientras que la regulación negativa 

de la expresión de PLD1 aumentaba la producción de Aβ[135]. La asociación de 

PLD1 producía la ruptura del complejo γ-secretasa, independientemente de la 

actividad catalítica de PLD1. La sobrexpresión de PLD1 catalíticamente activa 

promovía la generación de vesiculas conteniendo Aβ a partir de la TGN[136]. 

Aunque en la actividad enzimática PLD1 en las células N2a (con mutaciones FAD 

en PS-1) estaba disminuida, la sobrexpresión del tipo silvestre (catalíticamente 

activo) en estas células  hizo aumentar la liberación a nivel de superficie celular de 

Aβ en las terminaciones axonales y rescató el crecimiento axonal y la ramificación 

neurítica. Estos hallazgos mostraban que la PLD1 regula el tráfico intracelular de 

Aβ, a través de un proceso que difiere de su efecto sobre la actividad γ-secretasa. 

 

2.5.3. Reconocimiento de sustrato 

Debido a su presumible contenido en agua y a que utiliza residuos hidrofílicos, 

el sitio activo embebido en la membrana podría estar apartado del ambiente 

hidrofóbico que conforman las colas lipídicas del entorno. El sitio activo podía 
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imaginarse como parte de un poro o canal que podría permitir la entrada de agua. El 

sustrato pasa a través de la membrana y no puede entrar a través de tal poro 

directamente; se requeriría una apertura lateral anclada en la superficie externa de la 

proteasa para llevar al sustrato dentro del sitio activo[102]. La evidencia inicial de tal 

mecanismo se produjo a través del aislamiento del complejo γ-secretasa utilizando 

inhibidores análogos de estado de transición inmovilizados[118]. Se hizo posible 

copurificar un sustrato endógeno junto al complejo γ-secretasa, mientras que por otra 

parte se bloqueaba el sitio activo de la proteasa mediante inhibidores análogos de 

estado de transición inmovilizados, lo que sugería la existencia de un sitio de unión a 

sustrato separado del sitio activo. El sustrato se une a este tipo especial de sitio 

externo, denominado sitio de anclaje, el cual podía ser purificado sin estar sujeto a 

proteolisis. 

Los péptidos diseñados basados en el dominio transmembrana de la APP 

limitados a la conformación helicoidal inhiben potentemente la γ-secretasa, 

aparentemente a través de su interacción con este sitio de anclaje[137]. La 

conversión de estos péptidos helicoidales inhibidores a reactivos marcadores de 

afinidad dio lugar a la localización del sitio de anclaje del sustrato en límite NTF-

CTF de la Presenilina[138]. Los inhibidores análogos del estado de transición 

también se une directamente a la interfaz NTF-CTF, pero en un sitio diferente de 

estos inhibidores peptídicos helicoidales. Estos hallazgos sugieren una vía de 

transporte para los sustratos de la γ-secretasa desde el sitio de anclaje al sitio activo: 

una vez unida a la superficie exterior de la Presenilina en el límite NTF-CTF, el 

sustrato puede pasar, tanto en parte o como un todo, a través de estas dos 

subunidades de la Presenilina hasta acceder al sitio activo interno. La extensión en 

sólo tres residuos de un inhibidor peptídico helicoidal de 10 residuos resulta en un 

potente inhibidor[139] aparentemente capaz de unirse tanto al sitio de anclaje como 

al sitio activo[138], lo que sugiere que estos dos sitios de unión de sustrato se 

encuentran relativamente cercanos el uno del otro. 

La expresión de PS-1 en células de insectos que también expresaban el 

fragmento C-terminal de la APP humana (C99) aumentaba la producción de Aβ y 
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concomitantemente los niveles intracelulares de C99[140]. Utilizando experimentos 

de electroforesis en campo pulsante, se demostró que la acumulación de C99 resultó 

ser consecuencia de un aumento en la vida media de C99. La inhibición de la 

actividad γ-secretasa no altera la habilidad de la PS-1 para aumentar los niveles 

intracelulares de C99, lo que sugiere que la unión PS-1 a C99 no da lugar 

necesariamente a su procesamiento inmediato. PS-1 debería contener un sitio de 

anclaje y el procesamiento de C99 estaría regulado espacio-temporalmente. 

Hasta hace poco, toda la acción parecía recaer en la Presenilina. Sin embargo, 

un estudio citado subraya que la nicastrina también juega un papel crítico en el 

reconocimiento de sustrato[131]. 

 

2.5.4. Papel en la producción de Aβ 

Algunos trabajos en ratones transgénicos probaron que la sobrexpresion de la 

PS-1 mutante mostraba un aumento selectivo de Aβ42 en cerebro[141]. Estos 

resultados indicaban que las mutaciones de la Presenilina probablemente causarían 

AD a través de una ganancia nociva de función que aumenta la cantidad de Aβ 

depositada en cerebro. Otros, sin embargo, encontraron[142] que no existía 

diferencia entre la deposición de amiloide entre la especie silvestre de ratón y 

aquellos transgénicos sólo con pérdida de un alelo funcional PS-1. Se hizo evidente, 

que los ratones portadores de la mutación A246E mostraban niveles aumentados de 

Aβ42[143], lo que apoyaba también la hipótesis de ganancia de función. 

Aparecieron algunas líneas de evidencia que apoyaban poderosamente la 

conclusión de que la deposición cerebral progresiva de la proteína Aβ era el suceso 

desencadenante en la patogénesis de la FAD[144]. Se comprobó la hipótesis de que 

las mutaciones FAD promovían la deposición de proteína Aβ particularmente la 

forma amiloidogénica de 42 residuos[23]. Las líneas celulares transfectadas por PS-1 

y PS-2 mutantes resultaban sufrir un incremento altamente significativo de Aβ42. La 

mutación del Volga en PS-2 (N141I[89;145]) daba lugar a un aumento de 6 a 8 veces 

en la producción total de Aβ42; ninguna de las mutaciones de PS-1 daba lugar a un 

 - 31 - 
 



Introducción 
_________________________________________________________________________________ 

aumento tan espectacular, lo que sugería una diferencia intrínseca en los efectos de 

las mutaciones de PS-1 y PS-2. Los ratones transgénicos portadores de mutaciones 

en el gen de la PS-1 sobreproducían Aβ42 en el cerebro, haciéndose detectable desde 

segundo al cuarto mes de vida. Los datos combinados in vitro e in vivo claramente 

demostraban que las mutaciones ligadas a FAD alteraban directa o indirectamente los 

niveles de γ-secretasa, pero no los de las α o β secretasas, resultando en un aumento 

de la producción de Aβ42 lo que derivaría en amiloidosis cerebral y AD[144]. 

Los medios acondicionados a partir de fibroblastos o plasma de miembros 

afectados de mutaciones ligadas a PS-1/PS-2 mostraban un aumento significativo de 

la relación Aβ42/Aβ40 respecto a individuos no afectados de dichas familias[146]. 

Este cociente crecía uniformente en medios acondicionados de línea de células N2a 

(neuroblastoma estable de ratón), transfectadas con 3 variantes de PS-1 asociadas a 

FAD, respecto a las células que expresan niveles de PS-1 similares a los del tipo 

silvestre[147]. De modo similar, el cociente se encontraba elevado en cerebros de 

ratones transgénicos jóvenes y que o expresaban APP quimera o bien coexpresaban 

una variante de PS-1 asociada a FAD comparado con cerebros de ratones 

transgénicos que bien expresaban sólo APP o bien coexpresaban PS-1 tipo silvestre 

junto con APP. Estos resultados apoyaban la idea de que las mutaciones de la PS-1 

causaban AD aumentando la concentración extracelular de peptidos Aβ42, 

promoviendo la deposición de Aβ. 

Algunas mutaciones puntuales en el gen de la PS-1 resultan en un aumento 

selectivo en la producción de Aβ42 amiloidogénico mediante procesamiento 

proteolítico de la APP. A partir del estudio del posible papel de la PS-1 en el 

procesamiento normal de la APP[148] en cultivos de neurona derivados de 

embriones de ratón deficientes en PS-1, se encontró que las esciones α y β secretasa 

del dominio extracelular de la APP no se afectaba por la ausencia de PS-1, aunque si 

se evitaba la escisión γ secretasa del dominio transmembrana de la APP, lo que daba 

lugar a la acumulación del fragmento C terminal de la APP (C99) y a una 

disminución de 5 veces en Aβ. Los experimentos de electroforesis de campo pulsante 

indicaron que la deficiencia de PS-1 especificamente disminuía el recambio de 
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fragmentos de APP asociados a la membrana. Así la PS-1 parecía facilitar la 

actividad proteolítica que escinde el dominio membrana de la APP totalmente. Estos 

resultados indicaban que algunas las mutaciones de la PS-1, con manifestaciones 

clínicas, producía ganancia de función. 

Siendo la acumulación de Aβ en el cortex cerebral un suceso constante y 

temprano en la patogénesis de la AD, el hito en la generación de la molécula a partir 

de la APP es su proteolisis final por la γ-secretasa. La causa más frecuente de FAD 

es la mutación de los genes PS-1 y PS-2, que alteran la actividad γ-secretasa. La 

delección de PS-1 en ratones reduce ampliamente la actividad γ-secretasa, indicando 

que la Presenilina media las proteólisis. Como ya se indicó, las mutaciones 

alternativas en los residuos aspartato de los dos dominios transmembrana 

conservados, Asp257(TM6) y Asp385(TM7), reducían sustancialmente la 

producción de Aβ e incrementaban las cantidades del fragmento C terminal de la 

APP (C99), sustratos de la γ-secretasa[101]. Se observaron estos efectos en 3 líneas 

celulares diferentes así como en células libres de los microsomas. Cada una de las 

mutaciones aspartico por alanina también evitaba la endoproteólisis normal de la PS-

1 en el bucle citoplasmático entre TM6 y TM7. En una variante funcional de un 

mutante PS-1 (portadora de una delección del exon 9) que se asocia a FAD y no 

requiere esta escisión interna, la introducción de una mutación asp385 todavía 

inhibía la actividad γ-secretasa. Estos resultados indicaron que los dos residuos 

aspartato transmembrana eran críticos tanto para la actividad endoproteolítica sobre 

PS-1 como para la actividad γ-secretasa. 

Una forma peculiar de Aβ privada de los 10 primeros residuos aminoácidos se 

acumula en pacientes de portadores de la mutación S170F de PS-1. La sobrexpresión 

de esta especie truncada no sólo indicaba que la escisión por parte de la γ-secretasa 

estaba afectada por la mutación, sino que también lo estaba la escisión β-

secretasa[149]. 

La Quinasa de la sintetasa del glucógeno 3α (GSK3α) resulta ser necesaria para 

una producción máxima de Aβ40 y Aβ42, generadas a partir de la γ-secretasa[150]. 

In Vitro, el litio, un inhibidor de esta enzima, bloquea la producción de Aβ 
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interfiriendo en la actividad γ-secretasa. En ratones que expresan mutaciones en APP 

y PS-1 asociadas a la AD, el litio reducía los niveles de Aβ. Esta misma enzima 

también fosforila la proteína Tau. 

Para analizar los efectos de las diferentes mutaciones sobre APP y otros 

sustratos en la producción de Aβ se emplearon células deficientes en Presenilina, 

observándose que unas mutaciones disminuían la cantidad de Aβ40 (pérdida de 

función) mientras que otras aumentaban los niveles de Aβ42 (ganancia de 

función)[111]. 

De un conjunto de 9 mutaciones clínicas de la Presenilina, todas las mutaciones 

aumentaban significativamente la relación Aβ42/Aβ40 in Vitro disminuyendo 

significativamente los niveles de Aβ40 con acumulación del fragmento C terminal 

de la APP (C99), un signo del descenso de actividad de la Presenilina. Se observó 

un aumento significativo de la cantidad de Aβ42 sólo en la mitad de las mutaciones 

estudiadas y que la edad de comienzo de la FAD asociada a PS-1 se correlacionaba 

inversamente con el cociente Aβ42/Aβ40 y niveles absolutos de Aβ42, pero 

directamente con los niveles de Aβ40. Estos datos en conjunto sugieren que Aβ40 

podría tener un papel protector quizá secuestrando la fracción más tóxica Aβ42 y 

facilitando su aclaramiento[151]. En la misma linea otro estudio[152] informa de 

que una reducción en la producción de Aβ40 acelera la formación de placas en un 

modelo de animales transgénicos para la APP de FAD. Se ha visto que el bucle 

citoplasmático entre TM6 y TM7, a través de la creación de ratones knockin con una 

delección en el exón 10 de PS-1, juega un papel regulador en el procesamiento de la 

γ-secretasa disminuyendo la producción de Aβ40, sin aumentar la de Aβ42, siendo 

ésta la causa probable del aumento de la deposición acelerada de placas en estos 

animales. 

El modelo expuesto con anterioridad de proteólisis progresiva de la APP 

mediante la γ-secretasa[116] apunta hacia un mecanismo bioquímico mediante el 

cual una proteasa menos eficiente (pérdida de función del producto menos tóxico) 

puede dar lugar a un aumento del cociente Aβ42/Aβ40 (ganancia de función hacia 

un producto tóxico). 
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Aunque no se han encontrado mutaciones asociadas a AD en cualquiera de los 

otros sustratos encontrados para el complejo γ-secretasa, aparte de la APP, a 

continuación se describen dos de estos sustratos en atención a su relación con el 

complejo γ-secretasa y sus efectos sobre la producción de Aβ respecto a la AD. 

 

2.5.5. Papel en la vía de señalización Notch 

La señalización a través de las proteínas receptoras de Notch, implicadas en 

decisiones sobre el destino celular, cruciales para la célula durante su desarrollo, 

requiere la escisión inducida sobre Notch. Esta escisión ocurre dentro del dominio 

transmembrana predicho, liberando el dominio intracelular de Notch (NICD) y 

recuerda la escisión de la APP mediada por la γ-secretasa. Las deficiencias en la PS-

1, que inhiben el procesamiento de la APP mediante la γ-secretasa en células de 

mamífero, y las interacciones genéticas entre Notch y los homólogos de PS-1 en C. 

elegans (SEL-12) indican que las Presenilinas prodrían modular la via de 

señalización Notch[153]. Las deficiencias de PS-1 en células de mamíferos también 

reducen la liberación proteolítica de NICD de estructuras de Notch truncadas, de 

este modo se identificó el paso bioquímico específico de la via de señalización 

Notch que dependía de PS-1[154]. Más aún, varios inhibidores de la γ-secretasa 

bloquean el mismo paso en el procesamiento de Notch, indicando que las 

actividades relacionadas con la proteasa son responsables de la escisión dentro del 

dominio transmembrana predicho de Notch y APP. 

A través de mutaciones inactivantes (null) en el gen de Presenilina en Drosófila 

se logró eliminar la señal de transducción de Notch y evitar que su dominio 

intracelular penetrase en el núcleo[155]. Más aún, se proporcionó la evidencia de 

que se requería la Presenilina para la liberación proteolítica del dominio intracelular 

a partir de las membranas que siguen la activación de Notch por el ligando. En 

Drosófila se probaron los requerimientos de sustrato[156] para el procesamiento 

dependiente de Presenilina de Notch y otros tipos de proteínas transmembrana tipo I 

en vivo. Se encontró que la escisión dependiente de Presenilina de Notch no 

dependía críticamente del reconocimiento de secuencias particulares en estas 
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proteínas, pero en su lugar sí dependía del tamaño del dominio extracelular: cuanto 

menor era el tamaño, mayor la eficiencia de la escisión (vs S170F). Por lo tanto, 

Notch, Aβ y quizá otras proteínas podrían ser el objetivo para la escisión 

transmembrana mediada por Presenilina mediante un procesamiento aguas arriba 

que separaría el dominio extracelular del resto de la proteína. 

Ciertas mutaciones del gen de la Presenilina en Drosófila mostraban pérdida de 

función causante de fenotipos Notch-like tales como defectos neurogenicos durante 

la embriogénesis (pérdida de inhibición lateral dentro del cluster de células 

proneurales y la ausencia de formación de alas marginales)[157]. La Presenilina era 

requerida para la producción proteolítica normal de los fragmentos Notch carboxi 

terminales necesarios para la maduración del receptor y señalización y 

genéticamente actúa aguas arriba tanto sobre las formas ancladas en la membrana así 

como la forma nuclear activa de Notch.  

Se observó que Mesp2, controlando 2 vias de señalización Notch, iniciaba el 

establecimiento de polaridad retrocaudal. Inicialmente, Mesp2 activaba la cascada 

de señalización Notch, independiente de PS-1, para suprimir la expresión de Dll1 en 

la mitad rostral de las somitas[158]. Por consiguiente, la activación de la via de 

señalización Notch dependiente de Mesp2 y PS-1 podría regular de distintos modos 

la expresión de Dll1, lo que resulta en el establecimiento de la polaridad rostro-

caudal en somitas. 

Otros ligandos de Notch: Delta-1 y Jagged-2, también estarían sujetos a 

procesamiento intermembranoso por la γ-secretasa, dependiente de Presenilina, lo 

que resulta en la producción de derivados intracelulares solubles[159]. El dominio 

intracelular de Delta-1 (DICD), que se generaba mediante la escisión γ-secretasa, 

sería transportado hasta el núcleo donde jugaría probablemente algún papel en la 

transcripción. El dominio intracelular de Jagged-2 (JICD) podría jugar un papel 

similar. 
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2.5.6. Interacción con Cadherinas y β-Catenina 

La β-Catenina es una proteína multifuncional que forma complejos de adhesión 

con E-Cadherina, α-Catenina y actina. Así mismo juega un papel principal en la 

señalización wingless (Wnt) en embriología a través de su translocación nuclear. 

PS-1 forma complejos con β-Catenina in vivo; parece funcionar como un 

andamiaje sobre el que rápidamente se acopla la fosforilación de β-Catenina a través 

de dos actividades quinasa secuenciales axina/casein quinasa (CK-1α) e 

independientes de la vía regulada por Wnt (figura 7a.)[108]. La deficiencia de 

Presenilina resultaba en un incremento de la estabilidad de β-Catenina in vitro e in 

vivo a través de la desconexión de los pasos de fosforilación de β-Catenina, tanto en 

presencia como en ausencia de estimulación Wnt. Estos hallazgos subrayan un 

aspecto de la regulación de la β-Catenina en ausencia de la via reguladora Wnt y 

constituye una función de la Presenilina distinta de la proteólisis intramembranosa 

(figura). La fosforilación de las serinas 353 y 357 por la quinasa de la sintetasa del 

glucógeno 3β (GSK3β)[160](figura 7b.) induce un cambio estructural en el bucle 

citoplasmático entre TM6 y TM7, que se puede mimetizar mediante sustitución (in 

vitro y en células cultivadas) de los sitios fosforilados por aminoácidos cargados 

negativamente. Los cambios estructurales de la PS-1 reducen su interacción con β-

Catenina dando lugar a un descenso de su fosforilación, ubiquitinación  de la β-

Catenina lo que se traduce en una estabilización y el consiguiente aumento de los 

niveles nucleares de la misma: aumentando la señalización nuclear y la transcripción 

de los genes diana. Los mutantes que mimetizan la fosforilación de PS-1 aumentan 

la proliferación celular (pero no la diferenciación, veasé más adelante) respecto al 

tipo silvestre.                  
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Figura 7a. La vía Wnt/β-catenina regula las decisiones de destino de las células 

durante el desarrollo de vertebrados e invertebrados. El ligando-Wnt es una 

glucoproteína que une a los receptores Frizzled y desencadena una cascada que 

resulta en el desplazamiento de la quinasa GSK-3β del complejo multifuncional β-

APC/Axin/GSK-3 tal y como aparece en: 

http://www.cellsignal.com/reference/pathway/Wnt_beta_Catenin.html. 
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Figura 7b. Modelo de fosforilación dependiente de la via de señalización de la 

β-catenina: PS1, β-catenina y GSK3 forman un complejo que ayuda a la 

fosforilación de la β-catenina y su subsiguiente degración mediante el proteosoma 

(1). El bucle hidrofílico de PS1 puede fosforilarse mediante GSK3β después de la 

liberación de β-catenina induciendo un cambio estructural que impide la unión de la 

β-catenina libre (2). Esto da lugar a la estabilización de la β-catenina y a un aumento 

de la señalización nuclear vía regulación de la transcripción mediada por Tcf/Lef. 

PS1 puede desfosforilarse (3) restableciéndose el complejo ternario y dando lugar a 

la unión de la β-catenina libre (4)[160].        
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El potencial neurogénico de las células progenitoras gliales del cortex cerebral 

(GPCs) de sujetos con AD sufre una interrupción de la señalización de la β-

Catenina dependiente de GSK-3β. Esta interrupción esta inducida por Aβ y produce 

un aumento de la fosforilación de la β-Catenina en células GPCs de controles sanos 

sometidos a tratamiento con Aβ. El aumento fue similar al observado en células 

GPCs de pacientes AD que habían sido expuestas a elevados niveles GSK-3β[161]. 

En células Madin-Darby de riñon canino (MDCK) se encontró que la PS-1 se 

acumulaba en los contactos intercelulares donde se colocalizaba con ciertos 

componentes de las uniones adherentes basadas en la Cadherina (CDH1), β-

Catenina y α-Catenina (CTNNA1), todos ellos componentes de las uniones de 

adherencia celular[162]. En células MDCK confluyentes, PS-1 formaba complejos 

con E-Cadherina de la superficie celular; La disolución de los contactos célula-

célula dependientes de Ca(2+) redujo la superficie de PS-1 y los niveles del 

complejo PS-1/E-Cadherina. La sobrexpresión de PS-1 en células de riñón humano 

permitía la adhesión célula-célula. La PS-1 se concentraba en los contactos 

intercelulares en el tejido epitelial; en el cerebro, formaba complejos con E- y N- 

Cadherina y se concentraba en las adhesiones sinápticas. El hecho de que PS-1 sea 

constituyente del complejo Cadherina/Catenina hace al complejo diana potencial 

para las mutaciones de PS-1 asociadas a AD. 

La PS-1 interactúa con la β-Catenina y promueve su recambio a través de un 

mecanismo independiente. De acuerdo con esto PS-1 es importante en el control de 

la proliferación de células epidérmicas in vivo. Los ratones knockout de PS-1, cuya 

función fue rescatada a través de PS-1 humana transgénica, desarrollaban cancer de 

piel espontáneamente[163]. En queratinocitos PS-1 null (mutación inactivante) se vió 

una mayor señalización citosólica mediada por β-Catenina y β-Catenina/factor 

promotor linfoide (LEF1). Este efecto podría ser reversible mediante la reinserción 

del tipo silvestre PS-1; aunque no lo sería para la función de la PS-1 mutante: activa 

en el procesamiento de Notch, pero defectuosa para la unión a β-Catenina. La PS-1 

había pasado de ser una simple proteína asociada a AD, a un sitio multifuncional en 

el corazón de un número creciente de mecanismos celulares de señalización[164]. 
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En cultivos de celulas neuronales de roedor, la PS-1 promovía la escisión ε de la 

N-Cadherina, resultando en la producción de fragmentos citosólicos solubles (N-

cad/CTF2). Estos fragmentos se unen a la proteína de unión (CBP) del factor de 

transcripción de cAMP (CREB) en el citosol y promovía su degradación a través del 

sistema proteasoma-ubiquitina y de esta forma se hacía descender la transcripción 

mediada por CREB[165]. En cultivos de células humanas, los mutantes de PS-1 

parecían estar asociados a FAD inhibendo la escisión ε (las proteínas mutantes serían 

incapaces de suprimir la transcripción mediada por CREB). Los mutantes de PS-1 

asociados a FAD podrían dar lugar a una ganancia en la función de transcripción o al 

menos a una “desregulación transcripcional”.  

Al incluir mutaciones PS-1 (L286V) en celulas precursoras neuronales de ratas 

se producia el sobrecrecimiento y no la diferenciación neuronal causando un 

aumento en la señalización y transcripción mediada por β-Catenina/TCF (T cell 

factor). La inhibición molecular de la transcripción mediada por el sistema β-

Catenina/CBP corregía estos efectos[166](figura 8). Las células mutantes L286V 

contenían elevados niveles de N-Cadherina full length (FL) y esencialmente N-

Cadherina no procesada, lo que reflejaba un descenso de la escisión ε-secretasa 

mediada por PS-1. El descenso de los niveles de N-Cadherina procesada se asoció a 

un incremento de los niveles de CBP y no al aumento de p300 (una proteína similar 

que forma parte del complejo transcripcional) (figura 8.). Los hallazgos sugirieron 

que CBP y p300 jugaban roles distintos y únicos en la regulación celular. La carencia 

de procesamiento de la N-Cadherina en las células mutantes de PS-1 daba lugar a un 

aumento de la transcripción mediada por el sistema β-Catenina/CBP a costa del 

sistema de transcripción mediado por β-Catenina/p300, con el resultado de bloqueo 

de la diferenciación neuronal. Este incremento en la transcripción podría hacer 

descender la velocidad a la cual los precursores de las células neuronales se 

diferencian en neuronas en cerebros con AD, lo que podría exacerbar el descenso en 

la plasticidad neuronal de la enfermedad. 
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Figura 8. Modelo disyuntivo del funcionamiento del complejo coactivator de la 

transcripción TCF/β-catenina y su papel en la iniciación de la diferenciación frente a 

la proliferación celular[166]. 
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2.5.7. La Hipótesis de la Presenilina 

La investigación sobre la AD ha sido impulsada enormemente gracias a la 

identificación de las mutaciones causales en los genes que codifican por la APP y las 

Presenilinas (PS-1 y PS-2). Las mutaciones missense, heredadas de manera 

dominante, en la APP aumentan la producción de Aβ y cuenta por aproximadamente 

el 10% de las mutaciones identificadas en AD de origen familiar (FAD). Las 

Presenilinas son portadores de aproximadamente el 90% de las mutaciones de FAD 

identificadas y muchas de estas mutaciones aumentan la producción relativa de 

Aβ42. La popular hipótesis amiloidea postula que la acumulación de péptidos Aβ, 

particularmente el más hidrofóbico y dispuesto a agregación Aβ42, desencadena una 

cascada patogénica, dando lugar a neurodegeneración en la AD[167]. Sin embargo 

la acumulación de amiloide no es un hecho obligado de la demencia o 

neurodegeneración ya que han sido descritas demencias neurodegenerativas que 

carecen de patología amiloidea (por ejemplo la demencia frontotemporal, FTD). De 

acuerdo con esto, la distribución regional de las placas amiloideas se correlaciona 

pobremente con el patrón y la gravedad de la demencia en la AD, mientras que la 

pérdida de sinapsis se correlaciona bien con estas manifestaciones clínicas[168]. Por 

otra parte, los modelos de ratones sobrexpresando la APP humana mutante han 

reproducido la sobreproducción de péptidos Aβ y la progresiva deposición 

amiloidea, pero han fracasado a la hora de reproducir la neurodegeneración[169]. 

La hipótesis de la Presenilina postula una cascada de eventos similar a la 

hipótesis amiloidéa que dan lugar a neurodegeneración y demencia en la AD. Las 

mutaciones patogénicas en la Presenilina afectan parcialmente las actividades de la 

γ-secretasa dependientes e independientes de Presenilina a través de un efecto 

dominante negativo (la inserción de un gen defectuoso interfiere con la acción del 

alelo normal). 

Los elevados niveles de Aβ, particularmente de Aβ42, que resultan de las 

mutaciones patogénicas en la APP, Presenilina o en asociación con AD esporádica, 

podrían resultar de la inhibición de la función de la Presenilina, mimetizando los 

efectos de las mutaciones de la Presenilina. Debido a que la producción de Aβ42 
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aumenta a expensas de una pérdida parcial de actividad de la Presenilina y por ende 

de la γ-secretasa, la inhibición mediada por Aβ42 podría crear un círculo vicioso 

dando lugar a una afectación progresiva de la función de la Presenilina. 

La pérdida de actividad de la Presenilina tiene como consecuencia disfunciones 

sinápticas, como el  déficit en la plasticidad sináptica y las alteraciones en los 

procesos de señalización molecular, incluyendo la afectación de las funciones 

mediadas por el receptor NMDA y la reducción de la expresión génica dependientes 

de CREB/CBP. La pérdida de función de la Presenilina finalmente da lugar a 

neurodegeneración edad dependiente y progresiva, caracterizada por una pérdida de 

sinapsis, dendritas y neuronas; astrogliosis; e hiperfosforilación Tau. 

Esta teoría tiene su origen en recientes estudios con ratones de knockout 

espacialmente restringida en los cuales las Presenilinas son inactivadas 

selectivamente en el cortex cerebral del adulto[170]. Estos ratones desarrollan, en 

relación con la edad, una neurodegeneración progresiva caracterizada por la 

impronta de la neuropatología de la AD, incluyendo la pérdida sináptica, muerte 

celular neuronal, astrogliosis e hiperfosforilación Tau. En estos ratones de mutación 

restringida, la inactivación de las Presenilinas ocurre en cuarta semana después del 

nacimiento y la neurodegeneración se hace evidente a los cuatro meses de edad. A la 

edad de nueve meses, el 24% de las neuronas corticales y el 25% del volumen 

cortical se han perdido. La neurodegeneración viene precedida por pérdida de 

memoria, entorpecimiento de la plasticidad sináptica, reducción de la respuesta 

sináptica mediada por receptores del NMDA y una reducción de los elementos de 

respuesta a cAMP, que dependen de la expresión gen dependiente de CREB/CBP, lo 

que sugiere que estos defectos moleculares median la neurodegeneración 

subsiguiente. Sobre los modelos murinos de la AD, el de los ratones con knockout de 

Presenilina son los únicos derivados de la manipulación genética de los genes de AD 

que reproducen las carácterísticas centrales de la AD: neurodegeneración y 

demencia. 

El hecho de que la pérdida de función de Presenilina en cerebros de ratón 

semeje las manifestaciones esenciales de la AD brindó la posibilidad de que las 
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mutaciones de PS asociadas a FAD pudieran causar la enfermedad por medio de la 

pérdida parcial de funciones esenciales de la Presenilina. De hecho, la evidencia 

experimental sustancial apoya al punto de vista de que las mutaciones patogénicas 

de la Presenilina produzcan un deterioro de las actividades mediadas por Presenilina. 

Estos hallazgos proporcionaron el impulso inicial para replantear cómo la 

Presenilina y la APP podrían estar involucradas en la AD. 

 

2.5.7.1. Las mutaciones de la Presenilina ligadas a FAD afectan a las 

actividades de la Presenilina γ-secretasa dependiente e independiente 

Un hecho inusual de la γ-secretasa es la relajación de su especificidad de 

secuencia, como una evidencia de su falta de una fuerte similaridad de secuencia en 

sus sustratos y su tendencia a escindir algunos sustratos en una serie de residuos 

intermembranosos vecinos. Las Presenilinas además poseen actividades γ-secretasa 

independientes, como la regulación negativa de la señalización Wnt, mediada por 

GSK3, através de la desestabilización de la β-Catenina. 

Las mutaciones por pérdida de función en mutaciones en SEL-12 que exhiben 

cerca de un 50% de identidad en la secuencia con PS-1 y PS-2, reducen la actividad 

de LIN-12 (de la via de señalización Notch) y confieren un fenotipo de puesta de 

huevos defectuosos (Egg laying, Egl). La expresión transgénica del tipo silvestre de 

las Presenilinas humanas rescatan el fenotipo causado por una mutación de SEL-12, 

fuertemente hipomórfica, hasta niveles comparables al tipo silvestre de SEL-

12[153;171]. Por el contrario, seis mutaciones asociadas a FAD redujeron 

gradualmente la habilidad de PS-1 para sustituir funcionalmente a SEL-12. La 

habilidad de los mutantes de Presenilina para suprimir el fenotipo Egl es dosis 

dependiente[172]. Algunos estudios en Drosophila también recogen que las 

mutaciones asociadas a FAD reducen la habilidad que presenta la Presenilina de las 

moscas para complementar los fenotipos relacionados con Notch en los individuos 

PS -/-[173]. 

 - 45 - 
 



Introducción 
_________________________________________________________________________________ 

Aunque la investigación inicial de las mutaciones en sistemas de mamíferos se 

ha centrado en el aumento en la producción de Aβ42, un gran número de mutaciones 

patogénicas causan deterioro en otras actividades de la Presenilina. Con respecto al 

sitio de escisión de la APP por γ-secretasa, las mutaciones de la Presenilina 

típicamente incrementan la producción de Aβ42 (y/o Aβ43), pero pueden también 

afectar al sitio de escisión predominante de la γ-secretasa que da lugar a una Aβ de 

40 residuos y la más distal, la escisión en ε, dando lugar a 49 residuos, lo que resulta 

en una reducción significativa en la generación de Aβ40 y AICD, respectivamente. 

Paralelamente, la afectación de la escisión S3 de Notch dependiente de γ-

secretasa y la consiguiente producción de NICD han sido documentadas 

suficientemente con una variedad de mutaciones de la Presenilina. El primer estudio 

en un sistema vertebrado para demostrar la reducción de la actividad Presenilina 

mediante mutaciones patogénicas analizaba los efectos de la generación de NICD en 

seis mutaciones en PS-1 asociadas a FAD distribuidas a lo largo de la secuencia 

codificante (Y115H, I143T, M146V, G209V, G384A y C410Y)[110]. La totalidad 

de las seis mutaciones causaron la reducción de la liberación proteolítica de NICD 

desde un 40 a un 90% relativo al tipo silvestre de PS-1. Subsiguiente estudios 

confirmaron que la reducción en la generación de NICD conferida por estas 

mutaciones, e identificaron un número de mutaciones adicionales ligadas a FAD 

tanto en PS-1 (V96F, L166P, L166R, G206A, Δexon9 y L392V) como PS-2 (T122P 

y N141I) que reducían sustancialmente la producción de NICD[114;174-176]. 

La gran mayoría de mutaciones de PS-1 que afectaban a la producción de NICD 

también lo hacián sobre AICD, lo que indicaba una afectación general sobre las 

funciones dependientes de γ-secretasa que no se limitaba a un solo 

sustrato[114;174;176-178]. Esta correspondencia de los efectos de las mutaciones 

sobre la liberación de NICD y AICD podría reflejar similaridades mecanicistas entre 

las escisiones S3 y ε de Notch y APP, respectivamente, las cuales ocurren a 

posiciones intermembrana similares cerca de la cara citoplasmática de la membrana 

plasmática. 
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De manera recíproca, la mayoría de las mutaciones que interfieren con la 

generación normal de AICD también reducen la generación de NICD. 

Quizá lo más sorprendente es que numerosas mutaciones en la PS-1 (N135D, 

L166P, M233T, P264L, G384A y C410Y) y PS-2 (T122P, N141I, M239V y M239I) 

puedan causar reducciones significativas en la producción de Aβ40, a menudo a 

pesar del aumento concomitante en la producción de 

Aβ42[111;114;151;176;177;179;180]. El efecto diferenciador de las mutaciones de 

la Presenilina sobre las posiciones de escisión alternativa en el dominio 

transmembrana de la APP no parece representar un simple cambio en la preferencia 

o especificidad de sustrato: ya que el grado de elevación en los niveles de Aβ42, 

para algunas mutaciones, no se correlaciona con el grado de disminución en los 

niveles de Aβ40 o AICD[176]. Así, un efecto concertado de muchas de las 

mutaciones de la Presenilina asociadas a FAD sobre la actividad γ-secretasa parecen 

ser: el aumento de la escisión que sigue al residuo 42 de la Aβ y la inhibición de 

otras posibles posiciones de escisión en el dominio transmembrana de la APP. 

Las mutaciones de la Presenilina asociados a FAD también afectan a la 

proteólisis dependiente de γ-secretasa de otros sustratos (además de Notch y APP). 

La N-Cadherina sufre escisión γ- y ε-secretasa dependiente de Presenilina, análoga a 

la de APP. Una serie de mutaciones asociadas a FAD (Y115H, M146L, A246E, 

E280A, E280G, G384A y Δexon9) suprimen esta escisión[181]. 

Las mutaciones asociadas a FAD se han relacionado como causantes de una 

afectación variable pero general de la actividad Presenilinasa. Uno de los primeros 

documentos que describían la endoproteólisis de PS-1 observaba la inhibición de 

esta actividad en dos mutaciones asociadas a FAD (M146V y A246E)[143]. En una 

revisión de 29 familias con distintas mutaciones de PS-1 asociadas a FAD, se 

observó una reducción de la endoproteólisis en todos los casos, con mayores 

afectaciones (>80%) en las mutaciones V96F, E280G y C410Y[182]. La 

endoproteólisis disminuida de la PS-1 también fue observada en ratones portadores 

de una mutación missense dirigida en la linea germinal P264L[183]. El significado 

funcional de una actividad presenilasa deficiente no está claro ya que los mutantes 
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de PS-1 (Δexon9), refractarios a la endoproteólisis, todavía muestran actividad γ-

secretasa. Si PS-1 sufre endoproteolisis autocatalítica es un hecho por 

resolver[184;185]. 

La Presenilina posee actividad independiente de la γ-secretasa, como la 

regulación negativa de la via de señalización Wnt a través de la interacción y 

desestabilización de la β-Catenina. Sorpredentemente, se ha visto que las mutaciones 

asociadas a FAD (M146L, Δexon9, C263R, and P246L) afectan a esta actividad lo 

que resulta en un aumento de la estabilidad de la β-Catenina y de la señalización 

dependiente de β-Catenina[186;187]. 

Recientemente, se ha visto que la holoproteína Presenilina funciona como un 

canal de fuga pasiva del calcio en el RE independiente de la actividad γ-secretasa y 

que dos mutaciones asociadas a FAD (PS-1 M146V y PS-2 N141L) afectan a esta 

función[188]. Colectivamente, estas observaciones sugieren fuertemente que las 

mutaciones patogénicas causan una afectación general de la función de la 

Presenilina: tanto de las actividades dependientes de γ-secretasa como de las 

independientes. Dado el gran número de mutaciones patogénicas que no se localizan 

en ningún dominio en particular, el impacto funcional nocivo de las mutaciones 

patogénicas podría reflejar una desestabilización general de la estructura de la 

Presenilina. 

La habilidad de la PS-1 portadora de la mutación A246E asociada a FAD para 

rescatar los defectos fenotípicos de ratones PS-1-/- se ha tomado como evidencia de 

que los mutantes poseen una actividad biológica normal y que las mutaciones 

patogénicas de PS-1 no actúan a través de un mecanismo de perdida de 

función[142;143]. Sin embargo, los ratones PS-1+/- con sólo un alelo funcional de 

PS-1 son fenotípicamente normales, lo que indica que el 50% del total de PS-1 es 

suficiente para rescatar el fenotipo PS-1-/- de ratón[189]. Por consiguiente, incluso 

si la mutación A246E causaba una reducción del 50% de la actividad, la expresión a 

un nivel igual a la expresión de la PS-1 normal podría resultar en un rescate 

fenotípico; mayores niveles de sobrexpresión podrían compensar mayores 

disminuciones en la actividad. Consistente con este punto de vista, se observó que el 
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análisis de los niveles de  expresión transgénica en embriones revelaba que el grado 

de rescate fenotípico se correlacionaba con la extensión de la sobrexpresión de PS-1 

mutante[143]. Más aún, la mutación A246E exhibe una habilidad reducida para 

rescatar los fenotipos causados por la deficiencia del homólogo de Presenilina en C. 

elegans y Drosophila, lo que refuerza el argumento de que esta mutación de hecho 

no compromete la actividad biológica de PS-1[171;173]. 

Así, los estudios de las mutaciones patogénicas de la Presenilina han revelado 

que un gran número de mutaciones confieren una pérdida parcial de función. De 

hecho, tales análisis han demostrado que la afectación de la actividad de Presenilina 

en las mutaciones patogénicas es la regla en lugar de la excepción. A causa de que 

estos estudios típicamente implican la sobrexpresión de la proteína mutante de 

Presenilina, las reducciones observadas en actividades dependientes de Presenilina 

es probable que representen subestimaciones; en los casos en los que las actividades 

dependientes de Presenilina no estuvieran aparentemente afectadas por las 

mutaciones, la sobrexpresión podría haber enmascarado la pérdida parcial de 

actividad, como se observó en los estudios anteriormente descritos para C. elegans. 

En concreto, existe un trabajo en el que se hace uso de esta sobrexpresión de 

proteína mutante para demostrar categóricamente que el defecto de actividad 

Presenilinasa en la mutación Δexon9 es independiente de la función patológica y 

biológica de PS-1[184]. La comparación de los efectos de las mutaciones 

patogénicas de la Presenilina con aquellas mutaciones inactivantes o null mutation 

ha confirmado que las reducciones de las actividades dependientes e independientes 

de γ-secretasa representan una pérdida parcial de función. La única discrepancia es 

el aumento relativo en la producción de Aβ42 causado por las mutaciones 

patogénicas, las cuales han sido generalmente interpretadas como de ganancia de 

función ya que la inactivación genética de la Presenilina afecta a todas las escisiones 

mediadas por la γ-secretasa del dominio transmembrana de la APP. Algunos análisis 

de una serie de mutaciones de Presenilina asociados a FAD en cultivos de células 

humanas y Drosophila han demostrado posteriormente que el grado de reducción de 

la actividad de la Presenilina dependiente se correlaciona bien con la 

correspondiente gravedad clínica, como indicaba la edad de inicio[151;173]. Estas 
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observaciones permitieron un apoyo adicional para ver que la afectación de la 

función de la Presenilina juega un papel importante en la patogénesis de la 

enfermedad. 

 

2.5.7.2. Los inhibidores de la γ-secretasa mimetizan los efectos de las 

mutaciones patogénicas de Presenilina 

Los compuestos peptido-miméticos de varias clases estructurales actúan como 

pequeñas moléculas inhibidoras de la γ-secretasa[190]. Estos compuestos, muchos 

de los cuales están basados en la secuencia del APP como sustrato, actúan rodeando 

al sitio de escisión de la Aβ42, ocupando el sitio activo de la enzima y funcionando 

como un análogo de intermedio de estado de transición en la catálisis de la aspartil 

proteasa. 

Una fascinante propiedad compartida por los inhibidores de la γ-secretasa es su 

paradójica habilidad para aumentar la producción de Aβ42 mientras bloquean otra 

escisión dependiente de γ-secretasa mimetizando de esta manera los efectos de las 

mutaciones de la Presenilina[99;191-196]. Se ha observado que bastan dosis de 

moderadas a bajas de cualquier inhibidor de la γ-secretasa (utilizados generalmente 

para aumentar la producción de Aβ42) mientras que dosis mayores producen la 

inhibición esperada para la producción de Aβ42. A diferencia de este efecto bifásico 

sobre la Aβ42, los inhibidores de la γ-secretasa causan una inhibición progresiva 

sobre la producción de Aβ40. El aumento de la producción de Aβ42 a menudo 

ocurre incluso a concentraciones subinhibitorias, en contra de la teoría de que el 

aumento de los niveles de Aβ42 simplemente es una consecuencia del aumento de la 

disponibilidad del sustrato debido a una reducción en la generación de Aβ40. 

Además, la observación de este fenómeno tanto en sistemas de cultivos celulares 

como en membranas parcialmente purificadas hace improbable que el aumento de la 

producción de Aβ42 sea resultado de los efectos inhibitorios de otros procesos 

intracelulares[196]. Sorprendentemente, el grado de aumento de la producción de 

Aβ42 debido a los inhibidores de la γ-secretasa se correlaciona fuertemente con sus 

potencias de inhibición[197], lo que sugiere que el incremento de la generación de 
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Aβ42 está mecanísticamente relacionado con la inhibición dirigida contra el sitio 

activo. 

El hecho de que los inhibidores de la γ-secretasa puedan mimetizar los efectos 

de las mutaciones patogénicas de la Presenilina (aumento de la producción de Aβ42 

con inhibición de otras actividades γ-secretasa) apoya la hipótesis de que las 

mutaciones patogénicas causan una perdida parcial de función de la Presenilina, 

equivalente a los efectos de bajas a moderadas dosis de inhibidores de γ-secretasa. 

Así, la elevada producción de Aβ42 causada por las mutaciones de la Presenilina 

podría representar un síntoma de enfermedad o de otro modo afectación de la γ-

secretasa. El efecto divergente sobre la producción de Aβ42 relativo a las otras 

escisiones de sustratos ejercida por los inhibidores de la γ-secretasa y las mutaciones 

de la Presenilina no se puede reconciliar fácilmente con la una estructura enzimática 

monomérica y sugiere por el contrario una enzima multimérica sujeta a regulación 

alostérica. Este punto de vista es consistente con la evidencia para la dimerización 

de la Presenilina y los efectos dominantes negativos de las mutaciones de la 

Presenilina[176]. Sorprendentemente, el sustrato o los análogos del estado de 

transición pueden tener efectos bifásicos sobre la actividad de los enzimas 

alostéricos, similares a los efectos de la γ-secretasa sobre la producción de Aβ42. 

Este fenómeno está perfectamente documentado con el modelo clásico de enzima 

alostérico de la aspartato transcarbamilasa: los análogos del L-aspartato (ácidos 

dicarboxílicos tales como el maleato) se comportan como activadores a bajas 

concentraciones y como inhibidores a mayores concentraciones[198;199]. 

 

2.5.7.3. Las mutaciones de la Presenilina pueden causar demencia 

neurodegenerativa en ausencia de acumulación Aβ 

Tres mutaciones de la Presenilina (L113P, G183V y insR352) han sido 

identificadas familias con FTD, una demencia neurodegenerativa común en ausencia 

de patología amiloidea[200-202]. La ausencia de acumulación Aβ en FTD implica 

que estas mutaciones de PS-1 podrían conferir una mayor pérdida de función que 

aquellas que causan FAD, equivalente a mayores dosis de inhibidor de γ-secretasa. 
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De hecho, una de estas mutaciones de la PS-1 asociadas a FTD (insR352) afecta 

fuertemente a la actividad γ-secretasa de forma dominante negativa. Las dos 

mutaciones restantes ocurren en el límite exon-intrón, probablemente dando lugar a 

un aumento de tanto de los transcritos que codifican por la proteína tamaño 

completo full-length de PS-1 (sin endoproteólisis) que son portadores de la mutación 

missense así como el transcritos con splicing aberrante que codifican por fragmentos 

de Presenilina truncados. Así, las mutaciones de la Presenilina  pueden causar 

demencia y neurodegeneración en humanos sin aumentar la producción de Aβ, 

seguramente por imposición de una reducción generalizada en la actividad de la 

Presenilina. Más aún, las mutaciones de la Presenilina también se producen en 

familias en la cual EOAD está asociada con cuerpos de Lewy en la corteza cerebral, 

conteniendo agregados de α-sinucleina[203-205]. Colectivamente, estas 

observaciones llevan a sugerir que los agregados de proteína variable (en 

composición) que se asocian con las mutaciones de Presenilina no juegan un papel 

esencial en el mecanismo patogénico que da lugar a neurodegeneración y 

dememencia. 

Recientemente se ha creado un modelo que contempla tanto funciones 

dependientes como independientes de la Presenilina en la γ-secretasa[206]. Se ha 

visto que la ausencia de bucle hidrofílico lleva a la detección prematura de proteínas 

relacionadas con el ciclo celular (ciclinas A, B y D) en los primeros estadíos de la 

AD (lo que se denomina “eventos del ciclo celular”)[207;208] y a la acumulación de 

p53 citoplasmática, lo que lleva a una probable sensibilización neuronal frente a 

daño tanto exógeno como endógeno llevando a una muerte celular inducida por 

estrés[209]. 

 

2.5.7.4. La distribución difusa de las mutaciones de Presenilina es más 

compatible con una pérdida de función 

Frente a las mutaciones patogénicas de la APP, que se concentran alrededor de 

los sitios de escisión proteolítica, las mutaciones de la Presenilina se encuentran 

dispersas a lo largo de los dominios extracelular, citosólico y transmembrana de la 

 - 52 - 
 



Introducción 
_________________________________________________________________________________ 

proteína, teniendo lugar en alrededor del 20% de los residuos aminoácidos (figura 

Presenilina) Esto sugiere que las alteraciones “aleatorias” de un único residuo 

aminoácido en la Presenilina es suficiente para causar AD, subrayando la 

importancia de la función normal de la Presenilina en la patogénesis de la AD. El 

gran número (>150) y la distribución difusa de las mutaciones de la Presenilina se 

compatibiliza más con una pérdida de función de la proteína, como la que podría 

estar causada por una desestabilización de la estructura proteica plegada. La 

ausencia de mutaciones patológicas que podrían resultar en la pérdida completa de 

proteína funcional (non-sense and frame-shift mutations) lo que sugiere que es poco 

probable que las mutaciones de la Presenilina actúen simplemente como mutaciones 

de pérdida de función. En lugar de esto, estas observaciones colectivamente sugieren 

que las mutaciones patogénicas de la Presenilina podrían actuar a través de un 

mecanismo dominante negativo, en el cual la proteína Presenilina mutante con una 

actividad y/o estabilidad reducida interfiere con la función de la proteína  de tipo 

silvestre. Tales mecanismos podrían ser consistentes con la herencia dominante de 

las mutaciones de Presenilina, se discute más adelante. 

 

2.5.8. Polimorfismo del intrón 8 

Las mutaciones en el gen de la PS-1 explican la mayoría de los FAD. Se ha 

propuesto la asociación del polimorfismo intrónico situado 3’ respecto del exón 8 

del gen de la PS-1 con la AD[210], con referencia de cluster SNP: rs165932[211]. 

Los estudios iniciales comenzaron hace más de 10 años[210;212]. Más tarde se 

realizaron estudios clínicos[213-248] y anatomopatológicos[228;229;248-252] que 

no fueron capaces de confirmar estos resultados, incluso algunos autores 

describieron cambios anatomopatológicos relacionados con el polimorfismo 

intrónico[253], mientras que otros no encontraron esta relación[250]. Se han 

publicado algunos metanálisis sobre el genotipo 1/1[236;245] o sobre las frecuencias 

alélicas[254], analizando tanto el establecimiento de EOAD como del LOAD, 

aunque sólo se ha encontrado una relación significativa para el LOAD[236]. Más 

aún, algunos estudios clínicos han sugerido que el genotipo 2/2 podría estar 
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relacionado con la enfermedad[218;219;226]. La homocigosidad del alelo 2 se 

encontraba asociado a un incremento del riesgo de AD de tres veces y de 4.5 en los 

pacientes que no eran portadores del alelo ApoE ε4. Lo mismo ocurre en otras 

poblaciones europeas[238]. 

Hasta la fecha se han formulado algunas hipótesis para explicar esta asociación: 

una mala selección de pacientes, el trasfondo genético de las diferencias étnicas 

entre las poblaciones a analizar, la existencia de un desequilibrio de ligamiento entre 

el intrón 8 y otro segmento codificante del resto de la PS-1 u otros genes[210]. 

El exón 8 del gen de PS-1 se escinde alternativamente en algunos tejidos y una 

mutación en sitio del aceptor de escisión en el mismo intrón se ha asociado con FAD 

por la pérdida del exón 9[255]. 
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2.6. Apolipoproteína E (ApoE)  

La ApoE es una de las principales apolipoproteínas constituyentes de los 

quilomicrones, esencial para el calatabolismo de las lipoproteínas ricas en 

triglicéridos. El gen ApoE  se encuentra en el cromosoma 19 formando un cluster 

con ApoC1 y ApoC2. Presenta pleomorfismo alélico donde las 3 principales 

isoformas de apolipoproteína E humana: ApoE2, -E3 y -E4 están codificadas por 

tres alelos diferentes (ε2, ε3 y ε4). Las tres isoformas difieren en secuencia de 

aminoácidos en dos sitios diferentes, el residuo 112 (llamado sitio A) y el residuo 

158 (llamado sitio B). En los sitios A y B ApoE2, E3 y E4 contienen [C/C], [C/R] y 

[R/R] respectivamente[256;257]. Las 3 formas poseen 0, 1+ y 2+ cargas que 

responden de sus diferencias electroforéticas. ApoE3 es la isoforma más frecuente 

(tipo silvestre). Hasta la fecha se han caracterizado hasta 30 variantes de ApoE[258]. 

La participación de la lipoproteína ApoE4 en neuropatología está bien 

documentada[259;260] siendo el factor de riesgo genético conocido más importante 

para AD en muchas poblaciones[261-264]. Del 40 al 80% de los pacientes con AD 

poseen al menos un alelo ApoE4[265;266]. Así mismo, la ApoE4 está asociada con 

un comienzo temprano, progresión y gravedad del traumatismo 

craneoencefálico[267-269], choque[270], complicaciones después de cirugía de 

bypass arteriocoronario[271], enfermedad de Parkinson[272], esclerosis lateral 

amiotrófica[273], esclerosis múltiple[274;275], neuropatía diabética[276], apnea del 

sueño[277] y desórdenes de cuerpos de Lewy[278]. 

A lo largo de la vida y con el aumento de edad, las neuronas requieren ser 

remodeladas y reparadas para mantener las conexiones dendritico sinápticas. 

A través de su función de transporte de lípidos, la ApoE es un factor importante 

en estos procesos. La ApoE3 y la ApoE2 son efectivas para mantener y reparar las 

células neuronales[279], pero ApoE4 lo es mucho menos. Las agresiones o agentes 

nocivos podrían incluir el stress oxidativo, la isquemia, el exceso de producción de 

Aβ, las mutaciones SOD1, la inflamación y los procesos de envejecimiento en sí 

mismos. El deterioro cognitivo en individuos normales portadores del alelo ApoE4 

empeora con la edad, sugiriendo un efecto desfavorable global sobre el SNC[280]. 
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La ApoE4 también se asocia con un declive en la utilización de la glucosa por parte 

del SNC en sujetos normales y pacientes con AD[281;282]. Tanto en individuos de 

65 a 75 años como en sujetos jovenes, el alelo de ApoE4 se asoció con una menor 

utilización de la glucosa respecto al alelo ApoE3 e implicaba al hipocampo y cortex, 

las mismas áreas que se encontraban afectadas en AD[282;283]. De acuerdo con 

estas observaciones el efecto de la ApoE sobre el metabolismo mitocondrial se 

considera un objetivo crítico para el deterioro cognitivo en la AD[284]. 

 

2.6.1. Apoe y AD 

 

2.6.1.1. Neuropatología de la ApoE4 en el contexto de la Aβ 

La ApoE juega un papel esencial a la hora de regular los niveles de péptido Aβ 

cerebrales, así como su deposición y aclararamiento[285;286]. De este modo, los 

procesos que regulan la expresión y estado funcional de ApoE podrían afectar a su 

capacidad para influir sobre la homeostasis de Aβ. La ApoE es la principal 

lipoproteína del cerebro siendo sintetizada y secretada principalmente por los 

astrocitos, pero también por la microglia[287] dentro de partículas lipídicas de tipo 

alta densidad (HDL) unilaminares[288]. Aunque la ApoE4 se encuentra fuertemente 

ligada a la patología de AD, su modo de actuación resulta desconocido. Se han 

propuesto algunos mecanismos[288-312]. 

 A través de sus interacciones con el péptido Aβ, la ApoE4 podría aumentar la 

deposición de esta proteína en placas y disminuir su aclaramiento. La ApoE se une a 

lípidos principalmente a través de la acción de la ATP-binding cassette transporter 

(ABC1) (y otros transportadores relacionados, que actúan en una variedad de tipos 

celulares para transferir tanto lípidos como colesterol a ApoE)[313;314] y de esta 

forma ApoE actua en el intercambio de lípidos a través del cerebro. El estado 

lipídico es un parámetro funcional importante, que gobierna su conformación[315], 

la estabilidad intrínseca[313;314] y las interacciones con los receptores de 

membrana[316;317]. ApoE se une a Aβ y este punto también está influido por el 
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estado lipídico de ApoE[318]. Los estudios con ratones transgénicos para APP han 

demostrado los efectos específicos de isoforma de ApoE sobre la propensión del 

depósito de Aβ a ser depositado en el cerebro (E4 >E3 > E2), la naturaleza de los 

depósitos y una influencia relacionada con la dosificación del gen sobre la magnitud 

de estos efectos[319]. El estado lipídico de ApoE constituye también un 

determinante significativo de que su interacción con Aβ da lugar a la liberación de 

péptidos del cerebro o, alternativamente, a la formación de fibrillas y a su deposición 

en placas[318;320-322].  Tres estudios independientes han informado que la 

inactivación del gen de ABCA1 en ratones transgénicos que expresan APP resultaba 

en la reducción de niveles de ApoE.  Estos ratones exhiben una elevación 

aparentemente paradójica de los niveles de  péptido Aβ doblando la carga de placas 

Aβ sin efecto significativo sobre la generación de Aβ[323-325]. Las formas 

lipidadas de la ApoE actúan para aumentar el aclaramiento de los péptidos Aβ del 

cerebro. Los receptores hepáticos X (LXRs) son factores de transcripción activados 

mediante ligando que inducen la expresión de ApoE, ABCA1 y otros genes del 

metabolismo lipídico[326]. 

La LOAD esporádica es la forma más común de la enfermedad y el único factor 

genético establecido es poseer uno o más alelos ApoE ε4[327;328].  La ApoE está 

implicada como un regulador crítico respecto a la propensión de Aβ a depositarse 

dentro del cerebro. La expresión de APP en ratones con ausencia del gen apoe 

murino tiene como resultado una incapacidad para desarrollar placas amiloideas 

compactas pero exhiben niveles elevados de péptido Aβ dentro del cerebro[329]. 

Sorprendentemente, cuando se obliga la expresión de isoformas de ApoE en estos 

animales, se produce un retraso en el comienzo de la deposición de placas y una 

reducción significativa en la carga de placa con manifestación isoforma específica 

(E2 > E3 > E4) y gen dosis dependiente[330]. Estos datos sugieren que ApoE 

influye sobre la deposición de Aβ y promueve el aclaramiento de Aβ, con la 

isoforma ApoE4 la menos efectiva de las tres para facilitar el recambio de estos 

péptidos del cerebro. La afectación edad-dependiente de los mecanismos de 

homeostasis de Aβ se han propuesto como determinantes críticos para el riesgo de la 

enfermedad. Los péptidos Aβ se generan normalmente a niveles altos en el cerebro y 
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son aclarados a una velocidad equivalente tanto en humanos como en ratones[331]. 

Así, incluso reducciones modestas en el aclaramiento de Aβ soluble podrían resultar 

en una elevación de los niveles de péptidos Aβ y finalmente su deposición dentro del 

cerebro. El aclaramiento de los péptidos Aβ del cerebro se lleva a cabo a través de 

su degradación proteolítica dentro del cerebro y con su eliminación a través de la 

barrera hematoenzimática[332]. ApoE promueve el aclaramiento de Aβ del cerebro 

principalmente a través de mecanismos proteolíticos intrínsecos. La importancia 

fisiológica de la proteolisis intrínseca de Aβ se ha demostrado in vivo. 

El cerebro posee un aclaramiento intrínseco robusto de Aβ[332]. Los péptidos 

Aβ se degradan proteolíticamente dentro del cerebro principalmente mediante la 

neprilisina (Nep)[333] y enzimas que degradan la insulina (Ide)[334]. Los ratones 

en los que se han inactivado genéticamente Nep o Ide exhiben mayores niveles de 

Aβ y un aumento de la deposición de placas en el cerebro[333;335;336].La 

inactivación genética de estos genes[335;337] o la administración de inhibidores de 

estas proteinasas dentro del cerebro resultan en una elevación sustancial de los 

niveles de Aβ en el cerebro y la inducción de la deposición de placa[338]. Por otra 

parte, la sobrexpresión de Ide o neprilisina hacen descender los niveles de Aβ y 

reducen la formación de placa[339;340]. Se ha argumentado que la via 

predominante de aclaramiento de Aβ del cerebro es a través de degradación 

proteolítica ya que este péptido no se exporta eficientemente a través de la red de 

vascularización[341]. La microglía, macrófagos residentes en el cerebro, juegan un 

papel esencial en el aclaramiento de Aβ a través de su habilidad para atrapar y 

degradar formas fibrilares y solubles de Aβ[342].  Tanto la microglia como los 

astrocitos secretan proteinasas, incluyendo Ide, que median la degradación de 

péptidos Aβ en el entorno extracelular[343]. 

A pesar de los considerables esfuerzos realizados, los mecanismos celulares a 

través de los cuales la ApoE influye en el aclaramiento de Aβ permanecen sin 

resolver.  Parece que la ApoE actúa para facilitar la degradación proteolítica de Aβ. 

Sin embargo, la ApoE podría actuar a través de otras vías que podrían implicar o no 

a Aβ. 
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2.6.1.2. Neuropatología de ApoE4 independiente de Aβ: escisión de ApoE 

en neuronas 

La inducción de la síntesis de ApoE en neuronas se ha sugerido que protege a 

las neuronas del daño o promociona la reparación intraneuronal y el mantenimiento 

de las conexiones sinaptodendríticas[344;345]. Sin embargo, cuando es sintetizada 

por las neuronas, la ApoE puede ser escindida mediante una proteasa y los 

fragmentos son desfavorables para los procesos de mantenimiento y 

reparación[346;347]. Los cerebros de los pacientes de AD y los ratones trasngénicos 

que expresan ApoE en las neuronas del SNC poseen fragmentos truncados del 

extremo C-terminal (29 y 15–20 kDa) de ApoE. En ratones, la acumulación de 

fragmentos de ApoE4 hace pico en a los 6-7 meses de edad, coincidiendo con la 

aparición de cambios neurodegenerativos en el cerebro y déficits significativos de 

aprendizaje y memoria[347]. 

La expresión de ApoE4 (1-272) en neuronas posee varios efectos: 

neurotoxicidad[305;348], translocación de los fragmentos dentro del citosol[349] y 

acumulación de los fragmentos en estructuras citoplasmáticas filamentosas (Tau 

fosforilada y ovillos neurofibrilares) y en la mitocondria[349;350]. 
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2.7. α-2-MACROGLOBULINA (A2M) 

La A2M, una glicoproteína sérica, es el principal inhibidor de proteinasas 

plasmáticas con una gran especificidad[351]. A2M es, como la α-1-Antitripsina, α-

2-Antiplasmina y Antitrombina III, un inhibidor de proteasa. Inhibe a una gran 

cantidad de proteasas, incluyendo a tripsina, trombina y colagenasa[352]. 

La secuencia codificante predice un polipéptido de 1.451 aminoácidos. La A2M 

humana es un tetrámero de 4 subunidades idénticas organizadas como pares de 

dímeros, cada uno de los cuales consiste en 2 monómeros ligados mediante puentes 

disulfuro. La proteína posee una región atractora para proteasas plasmáticas 

compuesta por enlaces peptídicos y un enlace ester-tiol el cual, una vez hidrolizado, 

da lugar a un enlace covalente entre las proteasas y la A2M. 

De la comparación de secuencias de las subunidades de A2M humana con los 

de las proteínas C3 y C4[353]concluyeron que estas 3 proteínas, que poseen un ester 

tiol βcisteinil γglutamil activable, poseen un origen evolutivo común. C5 también 

presenta homología de secuencia con A2M. 

El gen de A2M se expande aproximadamente 48 kb y está compuesta por 36 

exones. Los rangos de tamaño de los intrones varían de 125 a 7.5 bp. El gen de A2M 

está presente en una única copia en el genoma haploide. El homólogo en ratón con 

36 exones, codifica por una secuencia de DNA de 4.8 kb en cDNA[354]. 

 

2.7.1. Deficiencia de A2M 

Se identificó deficiencia en A2M, mediante electroinmunoensayo[352], en un 

hombre de 37 años, su madre y una hija. Las personas deficientes eran, 

aparentemente, heterocigotos. No existía ninguna desventaja clínica de esta 

deficiencia. 
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2.6.2. Asociación con AD 

A2M ha sido implicado con AD basándose en su habilidad para mediar el 

aclaramiento y degradación de Aβ a través de su receptor, el receptor de lipoproteína 

de baja densidad (LRP)[355]. Se ha sugerido[356] que la LRP podría mediar la 

endocitosis y degradación del APP secretada lo que sugería una relación en la vía 

metabólica de las dos moléculas implicada en la AD. 

In vivo se demostraba que LRP1 era necesario para el aclaramiento de Aβ40 y 

Aβ42, via mecanismo de captación celular mediado por receptor[357]. El análisis 

post-mortem de tejidos cerebrales humanos demostró que la expresión de LRP 

decrece normalmente con la edad y que la expresión de LRP en cerebros con AD fue 

significativamente menor en pacientes con AD. Dentro del grupo AD, los mayores 

niveles de LRP se correlacionaron con una edad de inicio para AD posterior y 

exitus. La expresión reducida de LRP resultaba en un factor de riesgo para padecer 

AD, posiblemente impidiendo el aclaramiento de Aβ soluble. Así LRP y sus 

ligandos, la ApoE y α-2-Macroglobulina, se encontraban todos geneticamente 

asociados a AD. 

Analizando una delección en el gen de A2M en la posición 5’ del sitio de 

escisión del exón 18[358] y se encontró que la transmisión de la delección, 

designada A2M-2, confería aumento en el riesgo de padecer AD (Mantel-Haenzel 

odds ratio=3.56, p=0.001). El test de desequilibrio de portadores (sibship 

disequilibrium test (SDT)) también reveló una asociación significativa entre A2M y 

AD. Estos valores fueron comparables a los obtenidos con el alelo de ApoE4 para la 

misma muestra, pero al contrario que con ApoE4, A2M-2 no afectaba a la edad de 

comienzo. La observación que asociaba a A2M con AD no parecía contribuir al 

ligamiento previamente publicado con AD respecto al cromosoma 12. Así, la A2M, 

el receptor de A2M (LRP1) y los genes de otros 2 ligandos de LRPs: ApoE y APP, 

habían sido vinculados geneticamente a AD, sugiriendo que estas proteínas podrían 

participar de la via neuropatológica común que da lugar a la enfermedad. Se 

encontró asociación entre el polimorfismo V1000I (rs669) y AD[359]. 
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En una muestra robusta de casos y controles no se encontró asociación entre 

AD y A2M-2, o genotipos que contengan A2M-2[360].  

Utilizando los mismos métodos de asociación basados en familias algunos 

autores[361;362] no pudieron replicar la asociación. Más aún, fueron incapaces de 

documentar cualquier efecto biológico del alelo A2M-2 sobre: el splicing del RNA 

de A2M, la masa molecular de la proteína monomérica, los niveles de proteína en el 

cerebro, o los portadores plasmáticos de A2M-2[363]. Concluyeron que, en la 

anterior evidencia genética para una susceptibilidad del locus para AD en el 

cromosoma 12, objeto del estudio, posiblemente se partirían de otras variaciones 

genéticas distintas a la del alelo A2M-2 concurrentes en la misma vía (LRP, ApoE). 

En un editorial el editor de la revista Nature Genetics apuntaba a las 

dificultades para evaluar los resultados de los estudios de asociación[364] y dejaba 

sin resolver temas fundamentales: el umbral de significación para una verdadera 

asociación (especialmente a la luz de los test para múltiples hipótesis agravado por 

los errores inherentes a las asociaciones positivas), cómo analizar de la mejor 

manera un conjunto de datos y qué constituiría una refutación válida. Sugirieron que 

se requerirían trabajos que informaran sobre asociaciones genéticas y que incluyeran 

una estimación del efecto del tamaño y que incluyese o bien una réplica en una 

muestra independiente o datos fisiológicos significativos que diesen apoyo al papel 

fucional del polimorfismo en cuestión. 

De la resecuenciación del locus de A2M resultó la identificación de 7 nuevos 

polimorfismos[365]. Utilizando una muestra completa de 1439 individuos de 437 

familias, encontró significación para asociación genética en la delección de 5-bp y 

dos de los nuevos polimorfismos y la AD. Se detecto desequilibrio de ligamiento 

sustancial a lo largo del gen como conjunto y el análisis de haplotipos también 

mostraron asociación significativa entre AD y los grupos de polimorfismos de A2M. 

Algunos de estos polimorfismos y haplotipos permanecieron significativamente 

asociados con AD incluso después de efectuar la corrección de multiplicidad de test. 

Los datos apoyaban un papel potencial para A2M o un gen cercano en la AD. 
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Un estudio chino[366] no encontró asociación en 6 polimorfismos de A2M (5-

prime UTR /G, rs226379; T/G, rs226380, intron 6 A/C; exon 24 A/G; intron 27 

A/G; intron 4 T/C, rs3759277) con AD en un studio de 216 casos de LOAD y 200 

sujetos control de una población China. La comparación de frecuencias alélicas, 

genotípicas y de haplotipo para los polimorfismos de A2M no reveló diferencias 

significativas entre pacientes y controles. 

 

2.7.3. Polimorfismo [A2M, V1000I (rs669)] y susceptibilidad a padecer AD 

Mediante secuenciación genómica directa de los dos exones que codifican por 

la región atractora de proteasas y de la región que codifica el sitio ester-tiol en 30 

individuos sanos y 30 pacientes con enfermedad pulmonar crónica, se descubrió una 

secuencia polimórfica cerca del sitio ester-tiol del gen, cambiando V1000 (GTC) por 

Ile (ATC); los dos alelos poseen frecuencias alélicas de 0.30 y 0.70, 

respectivamente[367]. No se encontraron diferencias en los niveles de A2M para 

estos dos alelos. 

El inhibidor de proteinasa A2M se encuentra asociado a las placas seniles en la 

AD. A2M ha sido implicada bioquímicamente en la unión y degradación de proteína 

Aβ. En la exploración inicial de un conjunto de datos (90 controles y 171 casos de 

AD),[359] observaron un aumento de la frecuencia de genotipo [G/G] de 0.07 en 

controles y 0.12 en sujetos con AD. En otro conjunto de datos independientes de 359 

controles y 566 pacientes de AD se realizó un estudio de cohortes y se obtuvieron 

los mismo resultados (0.07 y 0.12). La odds ratio para AD asociada con el genotipo 

[G/G] fue de 1.77 pero combinándolo con ApoE4 fue de 9.68. 

En un estudio de 148 pacientes del sur de Italia con AD esporádica, encontraron 

un aumento del genotipo [V/V] en comparación con el grupo control, dando lugar a 

una odds ratio de 3.58 para el desarrollo de la enfermedad[368]. En combinación 

con el genotipo polimorfico del promotor de la  mieloperoxidasa, -463G/G, la odds 

ratio se incremetaba hasta 23.29. Los autores sugerían que el efecto sinérgico de los 
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2 genotipo podría representar una ayuda para la deposición de Aβ o un descenso de 

su aclaramiento. Los hallazgos fueron independientes para el estatus ApoE4. 
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3. OBJETO DEL ESTUDIO 

 

1. Desarrollar un método automatizado para facilitar la búsqueda de una 

asociación entre la enfermedad de Alzheimer de comienzo tardío (LOAD) y el 

polimorfismo intrónico del extremo 3’ del exón 8 del gen de la Presenilina 1 (SNP 

cluster report rs165932)(I).  

2. Realizar un estudio basado en casos clínicos para determinar la prevalencia 

del polimorfismo intrónico de PS-1 y su relación con los polimorfismos de la ApoE 

respecto a LOAD en un área rural del sureste de España, cuya población ha 

permanecido relativamente estable (II).  

Este estudio sería complementado con un metanálisis centrado en el genotipo 

PS-1 [2/2] del citado polimorfismo (II). 

3. Llevar a cabo un estudio del polimorfismo V1000I (SNP cluster report 

rs669) en el gen de la α-2-Macroglobulina y la susceptibilidad de padecer LOAD. 
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4. SUJETOS, MATERIAL Y MÉTODOS 

 

4.1. Descripción general de los sujetos estudiados 

El estudio de los sujetos se llevó a cabo durante el periodo 2001-2002; aunque 

este periodo se prolongó hasta 2005 para la clasificación definitiva de los pacientes 

con diagnostico incierto. Todos los pacientes y controles fueron reclutados a través 

de la sección de neurología del Hospital Comarcal del Noroeste, en Caravaca de la 

Cruz (Murcia) que da cobertura sanitaria a una población rural. Tanto pacientes 

como controles referían ser descendientes de antepasados que habitaban la comarca 

del Noroeste Murciano. Esta área no ha sido expuesta a la presión de la inmigración 

hasta hace pocos años. El análisis genético se llevó a cabo en el Hospital 

Universitario Virgen de la Arrixaca, en Murcia. 

Se realizó un censo previo para fijar la prevalencia de procesos demenciales. 

Durante los doce meses previos al inicio del estudio se recogieron los datos de todos 

los pacientes ambulatorios de la consulta de Neurología, lo que abarcaba al total de 

los pacientes en seguimiento (tanto casos incidentes como prevalentes).  

Todos los pacientes cumplían con los criterios NINCDS-ADRDA[369] para 

enfermedad de Alzheimer probable. Los pacientes con otros deterioros cognitivos 

(alcohol, enfermedad tiroidea, déficit vitamínico, etc.) que pudieran confundirse con 

enfermedad de Alzheimer fueron descartados. El grupo control consistió en 

pacientes con enfermedad no demencial y sin antecedente familiares. Los grupos de 

pacientes y controles, en el momento de ser incorporados en el estudio, no 

presentaron diferencias en cuanto a edad y género. Se obtuvo de todos los pacientes 

un documento de consentimiento informado para la participación en este estudio y 

para la toma de muestras de sangre. En torno al 25% de los pacientes tenían un 

miembro de la familia afectado por la AD, de manera que asumimos que el riesgo 

para el desarrollo de AD en estos casos sería más estrechamente relacionada con la 

edad que a un componente familiar, por lo tanto, estos casos no fueron excluidos de 

la estudio.  
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4.1.1. Subpoblaciones del presente estudio 

 

4.1.1.1. Estudio II.a. 

Los genotipos de la Apolipoproteína E y sus frecuencias alélicas, así como el 

SNP rs165932 para el polimorfismo intrónico del extremo 3’ del exón 8 del gen de 

la Presenilina 1, fueron determinados en 85 pacientes con LOAD y 86 controles. En 

el momento de ser introducidos en el estudio tanto pacientes como controles no 

presentaron diferencias en cuanto a edad (media±DS: LOAD 75.59±5.92, controles 

73.69±7.34; t-test, P<0.05) o género (50.90% vs. 60.20% de mujeres con AD y 

mujeres control respectivamente; χ2 test, p=0.68). 

 

4.1.1.2. Estudio II.b. 

Para el meta-análisis se siguieron las directrices de colaboración de la 

Cochrane[370].La búsqueda se realizó a través de Pubmed utilizando las palabras 

"Presenilin", "intronic", "Alzheimer", “late” y “onset” (Enero 2007). Para ampliar la 

búsqueda se realizó una revisión de los artículos citados en los metanálisis 

existentes. En un intento de controlar el sesgo de selección (grupos no comparables 

debido a cómo se eligieron los pacientes o sujetos) los datos publicados se 

agruparon en función de los grupos de AD con diagnóstico de AD probable o 

posible según los criterios NINCDS-ADRDA[369] o CERAD[371]. Se excluyeron 

el resto de demencias no AD. Los artículos seleccionados incluían las tres 

frecuencias fenotípicas de los polimorfismos de PS-1[244], mientras que no 

aportaban datos duplicados[213;244;247;252]. Como grupos control utilizamos los 

que establecieron los autores (tabla 1). 

A raíz de la revisión de los artículos surgieron algunos problemas. Lo más 

evidente fue el punto de corte para la edad de inicio para LOAD establecido en 65 

años. Catorce de los estudios seleccionados, aproximadamente el 40%, incluía 

pacientes clasificados como LOAD pero menores de 65 años de edad. Decidimos no 
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excluir estos artículos del metanálisis. Solamente se excluyeron los grupos de AD 

cuando presentaban sujetos con AD mixta[246]. Finalmente, también fueron 

excluidos aquellos artículos cuyos grupos control no se encontraban en equilibrio de 

Hardy–Weinberg (HWE)[232;239] (tabla 1.). 

Tabla 1. Estudios utilizados en el metanálisis (II) 

Author Año Edad (CutOff) Grupos analizados Estudio de edad: 
años (SD) Mujeres (%) Criterio AD Esporádico/Familiar 

Wragg  53  (71’3 +/-8’9) 208 LOAD 76’9 (8’8) 58% NINCDS-ADRDA 

(USA)   185 Controles     58% Probable-Posible  

   61 (71’8 +/-5’2)   29 LOAD (afroA)  77’2 (9’6) 72%   
      50 Controles afroA 72’0 (7’8) 77%   
  

1996 

 60 (73’4 +/- 6’6)   32 LOADf 81’1 (7’3) 78%   

Esporádico y familiar 

Perez-Tur 147 LOAD (*) ? 70% 

(Francia) 
1996 Comienzo media 

73  
  78 Controles (*) 81 (?) 67% 

? ? 

Kehoe   87 Cardiff AD 76’40 (?) – comienzo 
67’4 51’72% NINCDS-ADRDA 47% primer grado 

(UK + USA) 114 London AD 83’25 (?) – comienzo 
76’3 76’31% Probable 47% primer grado 

  72 (81?) Controles 76’20 (?)  58’33%     

  

1996 65 

191 US controles         
Higuchi   27 EOAD  +  79 

LOAD Global AD 76 (?) ? 

(Japon) 
1996 65 

186 Controles Pareados edad ?? 
Clinico Esporádico 

Isoe 104 LOAD 78’2 (7’7) ? NINCSD-ADRDA 

(Japon)   19 EOAD 64’0 (7’0) ? Probable 

      8 EOAD f 68’0 (7’1) ? DSM – IV – R 

    38 VD 73’4 (9’4) ?   

    21 Alcohol 68’0 (7’9) ?   
  

1996 65 

101 Controles 62’8 (14’7) ?   

Esporádico y familiar 

Scott 112 LOADf  Familia (n=151)      
75’1 (8’2) 65% 

(USA) 298 LOADs (*) Esporádico (n=458)  
73’6 (8’1) 62% 

  220 Controles (*) Controles (n=317)     
> 50 (?) 53% 

        
    36 EOADf      
  144 EOADs     
  

1997 65 

295 Controles     

NINCDS-ADRDA Esporádico y familiar 

Singleton   94 LOAD (*) 81’6 (0’6) ? Clínico previo 

(UK)   79 Controles (*) 79’5 (0’8) ? Neuropatológico 

    26 EOAD 63’1 (1’3) ?   
  

1997 65 

  29 Controles 65’1 (0’5) ?   

? 

Brookes   81 EOAD 58’8 (5’1) 58% NINCDS-
ADRDA/DSM-III-R 

(UK) 
1997 ? 

152 Controles 58’0 (9’9) 38% Probable-Posible 
31 casos familiares 
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Author Año Edad (CutOff) Grupos analizados Estudio de edad: 
años (SD) Mujeres (%) Criterio AD Esporádico/Familiar 

Nishiwaki 100 LOAD (*) 79’3 (7’0) 70’30% 

(Japon) 229 Controles (*) 81’7 (7’7) 20’00% 

        

    49 EOAD EOAD (n=57) 58’9 (4’9) 64’91% 

        

  

1997 65 

  57 Controles Controles (n=100) 57’2 
(4’0) 68’00% 

NINCDS-ADRDA Esporádico 

Matsushita 106 LOAD 76 (?) ? NINCDS-ADRDA 
Probable  

(Japon)   86 VD 78 (?) ? NINCDS-AIREN 

  

1997 ? 

186 Controles 75 (?) ?   

Esporádico? 

Lendon 106 EOAD 68’1 (7’38) 56’00% NINCDS-ADRDA  

(Australia) 171 Controles 54’9 (6’41) 57’00% Probable-Posible 

  
1997 <65 or 70  

      Histopatológico definitivo 

Esporádico y familiar 

Aldudo Aprox 58 114 LOAD 71 (?) ? NINCDS-ADRDA 

(España) 
1997 

(68 +/-5) 156 Controles 72 (7) ? Probable  
Esporádico 

Tysoe 129 LOAD 82’06 (6’74) 64’34% 

(UK) 199 LOAD 
(Desconocido) 83’58 (7’13) 62’81% 

     54 EOAD 66’38 (7’36) 44’44% 

  Controles grupo uno 85’55 (7’11) 68’42% 

  Controles grupo  dos 66’80 (15’01) 39’02% 

  

1997 65 

(ambos agrupados, 
n=215)     

Histopatológico definitivo ? 

Sorbi 27 FAD PS-1  ? ? 

(Italia) 10 FAD PS-2  ? ? 

  26 FAD APP  ? ? 

  20 FAD Desconocido  ? ? 

  72 LOAD Esporádico 60’2 (5’5) edad de 
comienzo ? 

  

1997 65 

80 Controles 80’8 (24’5) ? 

Histopatológico y Clínico Esporádico y familiar 

Ezquerra   79 LOAD Global AD comienzo 
64’26 (?) ? NINCDS-ADRDA 

(España)   95 EOAD   ? Probable 

  

1997 65 

147 Controles Controles 66’40 (?)     

Esporádico y familiar 

Helisalmi 219 LOAD 78 (9) 67% NINCDS-ADRDA 

(Finlandia) 
1997 60? 

104 Controles 71 (10) 85% Probable 
Esporádico 

Korovaitseva 62 LOAD ? ? NINCDS-ADRDA 

(Rusia) 66 Controles ? ? ? 

  60 EOAD ? ?   
  

1997 65 

44 Controles ? ?   

? 

Cai 102 Clinica AD ? NINCDS-ADRDA 

(China)   20 Población AD ? Probable-Posible 

  
1997 60 

256 Controles >60 

? 

  

Esporádico? 

Yamada   36  AD 84’5 (7’7) CERAD protocolo 

(Japon) 
1997 Global rango 62 -

103 
101 Controles 85’1 (8’0) 

  
Neuropatológico 

Esporádico 

Sodeyama   36 LOAD Mediana 87’5 rango 
62-95 ? NINCDS-ADRDA 

(Japon) 
1998 ? 

  86 Controles Mediana 85’5  rango 
65-101 ? DSM-III-R y 

Neuropatológico 

Esporádico 
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Author Año Edad (CutOff) Grupos analizados Estudio de edad: 
años (SD) Mujeres (%) Criterio AD Esporádico/Familiar 

Taddei 210 LOAD    80 (rango 65-95) 61% NINCDS-ADRDA 

(Australia)   51 EOAD 60 (rango 34-73) 43% Probable  

  
1998 65 ? 

442 Controles 75 (rango 51-93) 50%   
? 

Hu  55 LOAD 76’28 (6’41) 49% NINCDS-ADRDA 

(China) 
1998 Elderly – 64? 

 93 Controles 79’76 (86’31) 35% Probable 
? 

Kowalska 63 Probable AD Edad media comienzo 
74 ? NINCDS-ADRDA 

(Polonia) 34 Posible AD Rango 69-86 ? Probable-Posible 

  

1998 ? 

43 Controles Rango 78-94 ?   

Esporádico 

Wang 427 AD 75’3 (8’5) Comienzo 
68’6 (8’3) 63% 

(USA) 
1998 52? 

250 Controles 66’7 (7’8) 54% 
? ? 

Scacchi   85 LOAD (*) 86’1 (3’8) 76’5% NINCDS-ADRDA / 
DSM-III-R 

(Italia) 
1999 ? 

156 Controles (*) 83’8 (3’2) 58’3% Probable  
Esporádico 

Van Duijn 102 EOAD 63 (4’4) ? Esporádico 

(Holanda) 
1999 65 

118 Controles 63 (4’4) ? 
NINCDS-ADRDA 

(familiar excluido) 

Liao   85 LOAD 81’44 (10’33) ? CERAD protocolo 

(USA) 
1999 ? 

  18 Controles 73’28 (21’58) ? Histopatológico 
definitivo 

? 

Bagli 102 AD 74’4 (10’3) 68’00% ? 

(Alemania) 191 Controles 70’6 (11’4) 51’83% PPsPP Esporádico 

  
1999 70 

160 Depresión 68’0 (7’7) 66’00% 

NINCDS-ADRDA 

  
Yasuda 158 LOAD 75’7 (6’0) 52’54% NINCDS-ADRDA 

(Japon) 158 Controles 75’7 (6’3) 52’54% Probable  

    59 EOAD 62’1 (4’9) 67’72%   
  

1999 65 

  59 Controles 61’8 (4’8) 67’72%   

Esporádico 

Combarros 157 LOAD +  54 EOAD AD (n=211)  75’0 (9’4) 67% NINCDS-ADRDA 

(España) 
1999 65 

188 Controles Controles       79’6 
(8’1) 70% Probable  

? 

Wu 91 AD Edad comienzo 69’2 
(8’6) ? 

(China) 50 VD Edad comienzo 67’4 
(9’0) ? 

  

1999 ? 

73 Controles 68’6 (6’3) ? 

DSM – III – R Esporádico 

Tilley 177 LOAD 81’6 (8’6) rango 55-
101 62’15% CERAD protocol 

(UK) 
1999 55 

118 Controles 72’8 (8’7) rango 58-94 31’35% Histopatológico 
definitivo 

Esporádico 

Rodríguez Martín   91 LOAD (*) 76’1 (?) 69’23% NINCDS-ADRDA 

(Italia)   30 EOAD  64’6 (?) 50’00% Probable/Posible 

  121 VD 83’5 (?) 69’12% Modificado Hachinsky 

    18 Mixta 76’9 (?) 50’00%   
  

2000 65 

125 Controles (*) 79’6 (?) 63’43%   

Desconocido 

Romas   93 LOAD 79’1 (?) NINCDS-ADRDA 

(Caribe) 
2000 55 

  45 Controles 73’1 (?) 
Global 73% 

Probable-Posible  
Familiar y pedigree 

Cui   42 LOAD 74’4 (12’8) 50’92% NINCDS-ADRDA 

(China) 
2000 ? 

108 Controles 74’4 (14’1) 47’62% Probable-Posible 
? 

Kim    59 LOAD +      NINCDS-ADRDA 

(Corea)    + 41 EOAD 70’4 (7’6) (Edades 
globales) ? DSM-IV 

  

2000 65 

199 Controles 67’0 (7’5) ?   

Esporádico  
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4.1.1.3. Estudio del polimorfismo V1000I (rs669) en el gen de la α-2-

Macroglobulina. 

Determinamos este genotipo y sus frecuencias alélicas para el polimorfismo 

V1000I (rs669) del gen de la A2M en 95 controles y 75 pacientes con AD.  

En el momento de ser introducidos en el estudio tanto pacientes como controles 

no presentaron diferencias en cuanto a edad (media±DS: LOAD 75.73±4.88, 

controles 71.72±7.48; t-test, P<0.05) o género (53.68% vs. 68.00% de mujeres con 

AD y mujeres control respectivamente; χ2 test, p=0.083). 
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4.2. Análisis Genético 

Se purificó DNA genómico a partir de 200 µL de sangre total utilizando High 

Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Diagnostics GmbH). 

 

4.2.1. Análisis de genotipado de las formas alélicas de ApoE 

Se llevó a cabo mediante análisis de PCR en tiempo real con el sistema de PCR  

LightCycler (Roche Diagnostics GmbH) y el kit ApoE Mutation Detection Kit 

disponible comercialmente para LightCycler. 

 

4.2.2. Determinación de las formas alélicas del polimorfismo intrónico del 

extremo 3’ del exón 8 de PS-1 

Se realizó como se describió previamente en I del modo siguiente: 

El volumen de reacción fue de 10 µL conteniendo 2 µL de DNA (30–60 ng), 

0.5 µM de cada uno de los cebadores (sentido 5’CAC CCA TTT ACA AGT TTA 

GC3’, descrito por Wragg[210]; antisentido 5’GAT AAA TTC TAC ACT GAT 

T3’), 1 µL de tampón de reacción (LightCycler FastStart DNA master hybridization 

probes 10xbuffer; Roche Diagnostics GmbH), 2 mM de MgCl2 y 0.25 µL de cada 

sonda. La sonda de detección se marcó en su extremo 3’ con fluoresceína (5’GCT 

TTT TCCAGC TCT CAT TTA CTC CTG3’fluoresceína). La sonda de anclaje (LC 

Red 640 5’AAG TAT TTG AGA AGG ATA TTG AAT T3’ extremo fosforilado) se 

marcó con LightCycler Red 640 en el extremo 5’ y se modificó en el extremo 3’ 

mediante fosforilación para bloquear su extensión. 

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: 

Preincubación a 95º C, 10 segundos, desnaturalización a 95º C, 10 segundos;  

45 ciclos de: desnaturalización a 95º, 10 segundos, 20º C/s; alineamiento/unión 

a cebador a 45º C, 10 segundos, 20º C/s; extensión/elongación de la cadena 72º C, 

10 segundos, 20º C/s. 
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El análisis de la curva de fusión se compone de 1 ciclo a 95º C, 0 segundos y 

40º C durante 10 segundos, seguido de un aumento de la temperatura de 65º C a 0,1º 

C/s. 

La señal de fluorescencia (F) se monitoriza de modo continuo durante la rampa 

de temperatura y después se representa frente a la temperatura (T). Esta curva se 

transformó en las derivadas de las curvas de fusión[(dF/dT) vs T] (figura 9.) Las 

condiciones de la PCR fueran las mismas que las del protocolo de Wragg[210], 

excepto para el cebador antisentido, mencionado anteriormente. 

 

Figura 9. Derivada primera de la señal de fluorescencia frente a las 

temperaturas (ºC) de fusión (-d(F2)/dT) de los distintos genotipos del polimorfismo 

intrónico de PS1 [1/1] ( – - - – ), [1/2] ( –—), y [2/2] (- - - - -) respectivamente (I). 

 

4.2.3. Determinación de las formas alélicas del polimorfismo V1000I 

(rs669) del gen de la α-2-Macroglobulina 

Este análisis se llevó a cabo siguiendo las especificaciones que se citan en el 

artículo de Gibson[363] para el polimorfismo V1000I (rs669) y son las siguientes: 
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La reacción se llevó a cabo en 20 µL de tampón estándar que contenía 15 pmol 

de cada cebador (sentido 5’CTCTGCCATGCAAAACACAC3’, antisentido 

5’TGGAAATCCAGTTGAATAACATT3’), 0.5 U de Taq DNA polymerase (Roche 

Diagnostics GmbH), 200 µmol/L de cada desoxinucleótido  y 200 ng de DNA de 

cada sujeto. 

Las condiciones de la reacción de PCR fueron las siguientes: 

Desnaturalización inicial, 94º C, 5 minutos. 

35 ciclos de: alineamiento/unión a cebador a 58º C, 20 segundos; 

extensión/elongación de la cadena 72º C, 30 segundos; desnaturalización a 94º C, 30 

segundos. 

El fragmento amplificado de 217 pares de bases fue digerido durante la noche a 

37º C con 2.5 U de NdeII (Roche Diagnostics GmbH). Los productos de PCR se 

separaron en un gel de agarosa pura (3%) y tampón TBE (TRIS: 2-Amino-2-

hidroximetil-propano-1,3-diol, Borato, EDTA: Ácido etilendiaminotetraacético) y 

para la visualización de las bandas se hizo uso de bromuro de etidio (Bromuro de 

2,7-diamino-10-etil-6-fenilfenantridinio). La presencia de dos bandas de 129 y 88 

pares de bases, respectivamente, indicaba la presencia de la variante alélica I1000, 

mientras que el producto no escindido sería indicativo de la variante V1000. 

 

4.3. Cálculos estadísticos 

Los cálculos estadísticos se llevaron a cabo mediante el programa SPSS para 

Windows, versión 11.5.1. 

El nivel de significación se estableció en p<0.05 para todos los análisis. 

Las distribuciones fenotípicas se estudiaron mediante los cálculos de la odds 

ratio (OR), utilizando para ello el test de χ2 para tablas de 2 x 2, para un intervalo 

de confianza (IC) del 95%. 
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Las relaciones entre los diferentes polimorfismos de PS-1 y el alelo epsilon 4 de 

la ApoE fueron analizadas utilizando tablas de contingencia bivariadas y por capas 

aplicando el análisis de Mantel Haenszel para encontrar la OR. Para el modelo de 

regresión logistica binaria, el nivel de significación de cada variable se estableció 

utilizando un valor a valor de significación a priori del 10%. 

Para el metanálisis se utilizó el programa de la Cochrane Collaboration's 

Review Manager Program: RevMan version 4.2.8 para Windows, Oxford, 2005. Las 

frecuencias fenotípicas estaban en consonancia con un equilibrio de HWE teniendo 

en cuenta las recomendaciones concernientes a los errores propios del test de 

χ2[372], de modo que se utilizó el programa Arlequín[373]. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Automatización del análisis de las formas alélicas del polimorfismo 

intrónico del extremo 3’ del exón 8 de PS-1 

El nuevo método de discriminación alélica arroja idénticos resultados a los 

obtenidos mediante el método de RFLP (I).  

 

5.2. Estudios de epidemiología genética 

Las frecuencias genotípicas  de los diferentes estudios se encontraban en 

concordancia con un equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) tanto en pacientes como 

en controles.  

 

5.2.1. Estudio del alelo ε4 del gen de la ApoE 

Se encontró relación entre la presencia de al menos un alelo ε4 y LOAD (OR 

4.01, 1.93–8.34, χ2 test, p=0.0001). 

 

5.2.2. Estudio del genotipo PS-1 [2/2] ([CC/CC])  

Se encontró una OR de 2.38 (1.07–5.29, χ2 test, p=0.03) para el genotipo 2/2 

(tabla 2.). No se encontraron diferencias significativas respecto a la edad de 

comienzo de la demencia y los diferentes genotipos ([1/1]: 71.05±7.60; [1/2]: 

73.18±5.72; [2/2]: 72.95±6.16, ANOVA, p=0.48), ni siquiera cuando se agrupaban 

(test t: [2/2] vs. [1/2+1/1], p=0.81). 
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Tabla 2. Distribución global de los genotipos de PS1 estratificados por la 

casuística del alelo apoE ε4 

(1) LOAD vs control x PS-1 [2/2] vs PS-1 ([1/1]+[1/2]): χ2 = 4.71, df=1, p=0.030 
(2) ApoE ε4 OR  χ2 = 14.78, df=1, p=0.0001    
(3) El genotipo PS-1 [2/2] aumenta el riesgo de padecer LOAD en los sujetos apoE 
ε4 negativos (χ2 = 3.94, df =1, p=0.047). 
 
 

PS-1 GENOTIPO 

[1/1] [1/2] [2/2] [1/1]+[1/2] [2/2] 
 

N % N % N % N % N % 

Global  

LOAD 18 21.2 45 53.0 22 25.9 63 74.1 22 25.9(1) 

 

Control 25 29.1 50 58.1 11 12.8 75 87.2 11 12.8 

ApoE estratificado(2)   

LOAD 10 20.8 25 52.1 13 27.1 35 73.9 13 27.1(3) 

ApoE ε4- 

Control 20 28.2 42 59.2 9 12.7 62 87.3 9 13.7(3) 

LOAD 7 20.0 20 57.1 8 22.9 27 77.1 8 22.9 

ApoE ε4+ 

Control 4 30.8 7 53.9 2 15.4 11 84.6 2 15.4 

 

 

5.2.3. Relación entre el genotipo PS-1 [2/2] y el alelo ApoE ε4  

Al analizar la distribución de genotipos estratificados por la existencia de al 

menos un alelo ApoE ε4, se encontró una relación significativa entre el genotipo PS-

1 [2/2] y el desarrollo de LOAD, en ausencia de alelo ApoE ε4 (test χ2=3.94; 

p=0.047) (tabla 2.). Después de aplicar la corrección de Bonferroni, como 
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corrección de test múltiple, la significación estadística desapareció (p=0.094), por 

ello ApoE épsilon 4 y PS-1 [2/2] podrían considerarse como factores de riesgo 

independiente para LOAD. 

Lo anteriormente expuesto obligó a efectuar un análisis de regresión logística 

binaria, en el cual el hecho de ser paciente o control fue establecido con una variable 

dependiente y los dos factores subsiguientes fueron establecidos con variables 

independientes dicotómicas, a saber, tener o no un alelo ε4 y la presencia o ausencia 

del genotipo [2/2]. La OR ajustada fue de 4.03 (2.16–7.53) para ε4 y 2.31 (1.14–

4.67) para el genotipo PS-1 [2/2]. La probabilidad estimada de encontrar el genotipo 

[2/2] fue de 0.22; en caso del alelo 4 fue de 0.45; y la probabilidad conjunta de alelo 

ε4 y genotipo 2/2 fue de 0.62. Ambas variables fueron estadísticamente 

significativas (test de Wald, ε4: p=0.0002, y genotipo [2/2]: p=0.049). 

 

5.2.4. Metanálisis de la literatura 

Los estudios publicados frecuentemente se encuentran agrupados en grupos 

étnicos ya que cuanto mayor sea la muestra, mayor la significación estadística. 

Inicialmente se decidió concentrar los artículos en bloques continentales: Europa, 

Estados Unidos de America, Asia, dos grupos adicionales más con individuos afro-

americanos y un estudio australiano (figura 10.). En este estudio se consideraron 

conjuntamente los genotipos [1/1] y [1/2] vs. [2/2]. 

El test de heterogenicidad de χ2, llevó a la elección de un modelo de efectos 

aleatorios. Globalmente no se observó significación estadística entre el genotipo 

[2/2] y el desarrollo de la enfermedad. Para el grupo Europeo, el genotipo [2/2] se 

encontraba asociado a incremento de 1.19 veces en el riesgo de AD (IC=1.00–1.41). 

En este particular grupo, si se hubiera seguido un modelo de efectos fijos, como 

sugería el test de heterogeneidad χ2, se hubiera obtenido una OD de 1.18 (IC=1.02–

1.37). En el grupo USA se observó un efecto protector del genotipo PS-1 [2/2] frente 

a la posibilidad de desarrollar AD (OR: 0.79, 0.64–0.98). Finalmente, el grupo 

asiático no mostró diferencias significativas (OR 0.79, 0.54–1.17).  
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Figura 10. Metanálisis para los efectos del genotipo PS-1 [2/2] y el riesgo de 

padecer LOAD en los estudios ordenados respecto a los distintos continentes 

(aplicando el modelo de efectos aleatorios).  
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5.2.5. Estudio del alelo V del polimorfismo V1000I (rs669) del gen de la α-

2-Macroglobulina 

Se encontró que la frecuencia del alelo V no revelaba diferencias entre 

controles y pacientes con AD (AD vs. control: χ2=0.18, p=0.78, OR=0.78 (0.24–

2.48)). Tampoco se encontraron diferencias significativas respecto a la edad de 

comienzo de la demencia y los diferentes genotipos ([I/I]: 71.57±2.29; [I/V]: 

72.22±2.58; [V/V]: 74.20±3.56, ANOVA, p=0.72), ni siquiera cuando se agrupaban 

para alelo V (test t: sólo [I/I] vs. [I/V]+[V/V], p=0.56). 

No se encontró ningún efecto cuando se estratificó para la presencia (χ2=0,001; 

p=1,00) o ausencia (χ2=0,19; p=0.69) de alelo épsilon 4, o al aplicar un modelo de 

regresión logística (Wald = 2,18; p=0,14). 
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6. DISCUSION 

 

6.1. Genotipo [2/2] de PS-1 

Los resultados de nuestro estudio atribuyen una mayor importancia a los 

genotipos estudiados de PS-1 en la AD respecto a lo que previamente se conocía. 

Más aún, en nuestra muestra, se ha visto que la presencia del genotipo [2/2] 

multiplica por un número superior a 2 el riesgo de padecer LOAD, un efecto 

mantenido independientemente del alelo ε4, alcanzando significación estadística a 

pesar del pequeño tamaño muestral. Los resultados sugieren que el genotipo [2/2] 

podría desempeñar algún papel,  como ya se había publicado 

anteriormente[215;215;226] e incluso para la EOAD[219;238]. 

 

6.2. Relación del genotipo [2/2] de PS-1 con el alelo ε4 

En nuestra muestra, el genotipo [2/2] se muestra como factor de riesgo 

independiente para AD frente al alelo epsilon 4, lo que sugiere un efecto combinado 

de estos dos genes a la hora de desarrollar LOAD. El pequeño tamaño de nuestra 

muestra evidentemente limita la significación de los resultados y el ajuste de 

Bonferroni influye sobre la significación estadística de los resultados, aumentando la 

probabilidad del error β. Sin embargo, el modelo de regresión logística parece 

suficientemente valido para considerar ambos genes independientes, pero actuando 

como factores sinérgicos. 

En Europa, el genotipo [2/2] de PS-1 es más prevalente en pacientes con AD 

que en los controles, especialmente en población española. Por el contrario este 

genotipo se muestra como factor protector para las poblaciones norte americana y 

asiática.  

Jia et al.[248] han expuesto que el alelo 1 en el gen PS-1 es un factor de 

susceptibilidad en población del norte de China. Este estudio y el nuestro analizan la 
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asociación del polimorfismo PS-1 descrito con la LOAD en poblaciones 

geneticamente homogéneas. Parece existir un factor de riesgo a padecer AD, ligado 

a etnicidad (es decir otros genes) y/o estilo de vida y que se relaciona con el 

polimorfismo intronico de PS-1. 

Sin embargo, todos los metanálisis publicados deberían tratarse con precaución, 

debido a la posibilidad de errores[374] y a la necesidad de contar con “subconjuntos 

válidos” de pacientes[375]. Por esta razón algunos autores han estudiado los casos 

de LOAD y EOAD juntos. El punto de corte para el comienzo del LOAD de 65 años 

es únicamente una edad arbitraria heredada de clasificaciones clínicas pretéritas.  Si 

se hace una revisión atenta de los rangos de edad publicados se observa que existen 

límites de edad inferiores a 65 años. El resultado de este criterio de edad de 

comienzo es que se oculta un error en la selección de pacientes respecto a las 

diferentes publicaciones existentes. Ocurre lo mismo con la distribución de géneros 

(este hecho se utiliza para verificar la homogeneidad en los estudios casos-control). 

Manejamos artículos con prevalencias para hombres o mujeres, o sencillamente el 

dato no existe y por lo tanto no se puede asumir que todos los artículos poseen la 

misma fuerza en el análisis. 

El concepto de AD familiar no se establece rigurosamente. En algunos casos, 

sólo se sugiere. Podría ser que estuviéramos estudiando AD esporádica con 

miembros afectados o AD familiar. 

Los estudios de alta calidad requieren la existencia de grupos control 

compatibles con un HWE. Sin embargo, tratamos con enfermedades en un estadio 

tardío de la vida, dónde los polimorfismos genéticos podrían comportarse como 

causantes de mortalidad. Por ello es improbable que exista un grupo control 

representativo concurrente con un HWE ya que muchos de los individuos portadores 

podrían haber desaparecido[376]. 

El agrupamiento de individuos basado en la etnicidad no se puede considerar 

como un método adecuado para obtener muestras mayores. En un determinado país, 

podrían existir varias diferencias étnicas debido a ciertas realidades históricas, por lo 
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que harían falta más criterios para seleccionar subconjuntos de pacientes 

válidos[224]. 

Otro factor que debería tener cierta influencia sobre los resultados del 

metanálisis es la gran variación entre la práctica clínica diaria y lo que se acaba 

confirmando en estudio anatomopatológico postmortem. Así, una demencia basada 

en el diagnóstico clínico podría considerarse como otra forma de alcanzar una mayor 

homogeneidad en los estudios seleccionados. Los criterios clínicos más ampliamente 

utilizados son los NINCDS-ADRDA[377]. Por otra parte cabe distinguir entre AD 

probable y posible, a pesar de que muchos estudios han confirmado la existencia 

entre una correlación de estos criterios con hallazgos anatomopatológicos 

establecidos[378]. Una AD posible puede enmascarar diversos tipos de demencia, lo 

que aumentaría el número de casos estudiados y también disminuiría la veracidad de 

la muestra. 

El metanálisis más reciente está disponible en la red[254]. Desde el punto de 

vista estadístico, el estudio de distribución de las frecuencias alélicas tiende a 

aumentar la cantidad total de variables analizadas influyendo sobre la significación 

estadística. Más aún, la existencia de enfermedades homocigóticas o heterocigóticas 

pasaría desapercibida si sólo se considera este criterio de análisis. 

Finalmente, un error común suele ser la reticencia de muchos investigadores a 

publicar resultados que estén en desacuerdo con los publicados anteriormente o que 

no se encuentren en revistas indexadas. Quizá, en estos trabajos no se han empleado 

tamaños muestrales adecuados para alcanzar la significación estadística significativa 

para el genotipo [2/2] ya que el diseño del estudio estaba orientado hacia la 

prevalencia del genotipo [1/1]. 

 

6.3. Genotipo [V/V] del polimorfismo V1000I (rs669) del gen de la α-2-

Macroglobulina 

Aunque no existe un metanálisis exhaustivo de este polimorfismo y teniendo en 

cuento todo lo dicho anteriormente, en relación con la AD, la mayoría de los 
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estudios clínicos del alelo V del polimorfismo V1000I (rs669) del gen de la α-2-

Macroglobulina frente al riesgo de padecer AD  no muestran riesgo asociado al 

genotipo [V/V] (tabla 3., 21/32 estudios[379]).  

 

Tabla 3. Extracto de la tabla que aparece en 

http://www.alzgene.org/geneoverview.asp?geneid=52 de los estudios del genotipo 

[V/V] del polimorfismo V1000I (rs669) del gen de la α-2-Macroglobulina. Aparecen 

en primer lugar la etnia caucásica sin relleno, la asiática en amarillo y otras étnias/ 

mezclas en verde[379]. 

 

# Sujetos 
Edad de 

comienzo Edad # Sujetos Edad 

Estudio Poblacion (% Mujeres) (rango) (rango) (% Mujeres) (rango) Resultados

112 
76.7 + 

5.4 89 
74.8 + 

5.2 

Clarimon, 2003 España -73% - (-) -52% (-) Negativo 

169 69.5 + 9.7 
69.4 + 

5.2 264 71.7 + 7 

Colacicco, 2007 Italia -63% (-) (-) -55% (-) Negativo 

271 
70.7 + 

9.6 280 
66.9 + 
10.6 

Depboylu, 2006 Alemania -37% - (50-95) -31% (50-93) Positivo 

195 79.8 107 79 

Gibson, 2000 UK -66% - (57-98) -58% (60-100) Tiende 

85 
77.6 + 

7.3 65 
60.9 + 
14.8 

Higuchi, 2000 Desconocido -56% - (-) -46% (-) Negativo 

53 69 + 4.2 73 + 6.2 51 72 + 7 

Janka, 2002 Hungría -68% (-) (-) -73% (-) Negativo 

456 76.5 + 6.6 358 
74.5 + 

4.4 

Koster, 2000 Holanda -71% (-) - -58% (-) Negativo 

100 
76.1 + 

7.1 136 
72.9 + 

7.3 

Mariani, 2006 Italia -74% - (-) -74% (-) Negativo 

219 75.1 77.5 + 6 237 
77.2 + 

6.1 

McIlroy, 2001 Irlanda -67% (-) (-) -70% (-) Negativo 

114 87.2 + 4.4 
89.1 + 

2.7 204 
88.1 + 

2.7 Myllykangas, 
1999 Finlandia -82% (-) (-) -80% (-) Positivo 

179 66.7 + 6.3 98 
74.5 + 
25.1 

Nacmias, 2001 Italia (-) (-) - (-) (19-106) Negativo 

100 
79.2 + 

7.3 49 
68.3 + 

9.2 

Nicosia, 2001 Italy -75% - (-) -63% (-) Negativo 

398 69.4 + 8.5 216 

Poduslo, 2002 USA -67% (44-92) - (-) - Negativo 
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# Sujetos 
Edad de 

comienzo Edad # Sujetos Edad 

Estudio Poblacion (% Mujeres) (rango) (rango) (% Mujeres) (rango) Resultados

213 
79.2 + 

0.6 116 
78.9 + 
10.8 

Singleton, 1999 UK -64% - (57-98) -54% (57-100) Tiende 

100 71 + 4.6 
76.4 + 

4.7 100 
74.2 + 

6.6 Styczynska, 
2003 Polonia -66% (-) (-) -58% (-) Negativo 

555 71.3 + 6.1 
77.4 + 

6.7 446 
75.7 + 

4.9 

Wang, 2001 USA -68% (-) (-) -68% (-) Negativo 

119 114 Wavrant-
DeVrieze, 1999 UK (-) - - (-) - Negativo 

329 487 Wavrant-
DeVrieze, 1999 USA (I) (-) - - (-) - Negativo 

136 145 Wavrant-
DeVrieze, 1999 USA (II) (-) - - (-) - Negativo 

616 648 Wavrant-
DeVrieze, 1999 Francia (-) - - (-) - Negativo 

148 
71.3 + 

7.4 158 
74.1 + 

6.7 

Zappia, 2004 Italia -61% - (-) -54% (-) Positivo 

88 73 + 9 118 47 + 12 

Zill, 2000 Alemania -57% - (-) -53% (-) Negativo 

216 74.7 200 

Bian, 2005 China (-) (-) - (-) - Negativo 

158 69.4 + 9.4 195 70 + 7.8 

Chen, 2004 China -53% (-) - -45% (-) Tiende 

426 76.2 + 9 382 74 + 5.6 

Higuchi, 2000 Japón -73% - (-) -69% (-) Negativo 

111 
69.6 + 
10.4 95 

69.8 + 
9.3 

Shibata, 2000 Japón (-) - (-) (-) (-) Negativo 

114 69.4 + 7.8 
74.6 + 

7.5 190 
55.8 + 
15.5 

Tang, 2002 China -61% (-) (39-91) -55% (33-95) Positivo 

295 73.1 + 6.4 113 
72.7 + 

7.7 

Crawford, 1999 USA -56% (-) - -62% (-) Negativo 

181 146 

Poduslo, 2002 USA (-) - - (-) - Tiende 

51 68.5 + 4.9 20 77.4 + 6 

Poduslo, 2002 USA (NIMH) -63% (59-81) - -60% (66-87) Positivo 

Saunders, 2003 USA (NIMH) - - - - - Positivo 

100 74.4 + 9.5 47 

Romas, 2000 USA  Caribe (-) (42-90) - (-) - Positivo 
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 Solamente se puede adivinar cierta relación estratificando por grupos étnicos, 

excluyendo a caucásicos y asiáticos (3/5 estudios muestran riesgo asociado al 

genotipo [V/V]) o sería más propio decir que no se encuentra relación estratificando 

por continentes dado que dos estudios USA, que se consideran como caucásicos, 

arrojan un resultado negativo; como se ha dicho anteriormente, haría falta un análisis 

más profundo.  

Nuestro estudio se encuentra en la misma tendencia que la mayoría de los 

caucásicos (18/23 no muestran riesgo asociado al genotipo [V/V]); a pesar del 

limitado número de casos.  
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7. CONCLUSIONES 

 

1. La nueva aproximación automatizada para la determinación del polimorfismo 

intrónico rs165932 ahorra tiempo y trabajo y permite un análisis a gran escala. 

Gracias a su robustez, velocidad y precisión este ensayo es muy adecuado para la 

determinación del polimorfismo para cualquier cantidad de muestras, haciéndolo 

muy útil en el trabajo rutinario y para solventar la controversia sobre el citado 

polimorfismo. 

2. Las conclusiones que podrían extraerse de los resultados del metanálisis son 

las siguientes: En Europa, el genotipo [2/2] de PS-1 es más prevalente en pacientes 

con LOAD que en los controles, especialmente en población española. Por el 

contrario, este genotipo se muestra como factor protector para la poblacion norte 

americana. 

3. En cuanto a la relación entre los polimorfismos de genotipo PS-1 [2/2] y del 

alelo ApoE epsilon 4: se pueden considerar ambos genes como independientes para 

el riesgo de padecer LOAD, pero actuando como factores sinérgicos (efecto 

combinado de estos dos genes a la hora de desarrollar LOAD). 

4. Los resultados obtenidos para el polimorfismo alélico ApoE ε4 y el riesgo de 

desarrollar LOAD son similares a los encontrados en la literatura. 

5. Los resultados obtenidos para el polimorfismo alélico V1000I y el riesgo a 

desarrollar LOAD son negativos (similares a los encontrados en la mayoría de 

estudios en poblaciones europeas), así como su relación con el alelo ApoE ε4. 
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