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Resumen

Titulo: Estudio molecular de los polimorfismos comunes del gen apoE aso-
ciados con disbetalipoproteinemia familiar y la enfermedad de Alzheimer
de inicio tardio.

Introduccién

La apolipoproteina ApoE es una proteina reguladora del transporte de
colesterol y del metabolismo a nivel periférico y del sistema nervioso cen-
tral (SNC). Debido a su efecto pleitrépico, sus diferentes variaciones
pueden generar un gran impacto en el diagndstico y prondstico de multitud
de enfermedades prevalentes; entre las que se incluyen diferentes condicio-
nes de tipo cardiovascular o neurodegenerativas. Concretamente, el alelo &4
estd relacionado con mayor riesgo de desérdenes cerebrovasculares y el
desarrollo de enfermedad de Alzheimer (EA) de inicio tardio; mientras que
el alelo €2 es considerado el de riesgo para el desarrollo de las dislipemias
como la disbetalipoproteinemia familiar (DBLP). La determinacién del
genotipo de apoL por la tecnologia de reaccion en cadena de la polimerasa
a tiempo real (QPCR) se presenta como una alternativa a otros métodos de
genotipado ampliamente usados y que cuentan con una serie de limitacio-
nes para su implementacion en la practica clinica.

Los objetivos de este informe fueron la evaluacion de la determinacion
de apoE por qPCR en el diagnéstico de la DBLP; y su integracién como
factor predictor, dentro de un modelo prondstico con el objetivo de estable-
cer el riesgo de EA de inicio tardio. Este informe pretende evaluar la capa-
cidad del uso de esta tecnologia en el contexto descrito, y su comparativa
respecto a otras técnicas genéticas (y/o fenotipicas, en el caso de DBLP).

Metodologia

Revision sistematica de la evidencia cientifica que evalia el uso de qPCR
para el genotipado de apoE en el contexo del objetivo del estudio. Se con-
sultaron las siguientes bases de datos: Medline, Embase, The Cochrane
Library, Web of Science, International HTA Database. Ademads, se realizo
una busqueda de ensayos clinicos en curso: ClinicalTrial.gov, Current Con-
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trolled Trial (ISRCTN registry), International Clinical Trials Registry Plat-
form (WHO) y EU Clinical Trials Register.

Resultados

DBLP:

Se recuperaron un total de 284 referencias bibliograficas, de las cuales, tini-
camente un estudio cumplié con los criterios de inclusion'. La mayoria de
los trabajos fueron descartados por emplear otro tipo de técnicas para el
genotipado de apoE, principalmente la reaccién en cadena de la polimerasa
con andlisis del polimorfismo de los fragmentos de restriccién (PCR-RLFP)
o por secuenciacion. En el tinico estudio incluido donde emplean esta téc-
nica, su objetivo se centra en la puesta a punto de un algoritmo diagndstico
para el cribado de la DBLPL. Los autores incluyen una nueva definicion de
hiperlipidemia, junto con la descripciéon de unos valores umbrales a partir
del perfil lipidico del paciente. Ademads de poner a punto el criterio diagnds-
tico, éste también es evaluado respecto a otros algoritmos disponibles en la
literatura; obteniéndose unos valores de sensibilidad, exactitud diagndstica
y/o especificidades mas altos que con los otros criterios comparados?>. Sin
embargo, este estudio cuenta con algunas limitaciones como es la heteroge-
neidad de la poblacién de estudio o la ausencia de grupos comparadores de
la tecnologia de caracterizacion de apoFE respecto a otras técnicas!.

EA de inicio tardio:

Se identificaron un total de 818 estudios de los cuales ninguno de ellos cum-
plié con la premisa del uso de la qPCR para apoFE integrado en un modelo
predictivo prondstico de EA de inicio tardio. La mayoria de las publicacio-
nes que se identificaron hacian uso de la qPCR para el genotipado de apoE
para su inclusién en modelos de tipo diagnéstico. Atendiendo a uno de los
objetivos del informe, en el proceso de busqueda bibliogréfica se recopila-
ron un total de 8 estudios que recogian modelos de tipo prondstico en los
que se empleaban otras técnicas genéticas diferentes a la qPCR%!2, En la
mayoria de los estudios los pacientes procedian de bases de datos donde la
técnica empleada para el anélisis de apoE era la PCR-RFLP711-13, Entre
los factores predictores mds representados junto con apoFE, son la edad,
sexo, funcién cognitiva o diversos pardmetros de imagen como el andlisis de
regresion tipo Cox de las regiones de interés (COX-ROI), analisis de cova-
rianza de regiones de interés (ANCOVA-ROI) o imagen por resonancia
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magnética (IRM) y biomarcadores en sangre como beta amiloide AB, ,,6 la
proteina tau fosforilada (p-tau).

Discusion

En referencia a la evaluacion de esta tecnologia como método de determi-
nacion del genotipado de apoFE en el diagnéstico de la DBLP, su uso reside
en una prueba de tipo de confirmatorio que normalente acompaiia a otras
determinaciones del perfil lipidico. Ademas de la ausencia de trabajos en los
que sea la qPCR el procedimiento de eleccidn, en el unico estudio identifi-
cado no se contempla un ensayo comparativo con otras técnicas genéticas o
fenotipicas para la caracterizacién de apoE. Por otro lado, hay que tener en
consideracion que un 10% de las DBLP se presentan con un patrén de
herencia de tipo autosémico dominante; y por tanto diferente al tipico
patrén de alelos €2/€2, por lo que el empleo de la técnica de qPCR podria
contribuir a infradiagnosticar esta condicién.

En referencia al empleo del genotipado de apoE por qPCR integrado
en un modelo predictivo pronéstico de EA de inicio tardio no se encontra-
ron estudios que apoyen su uso. Los modelos identificados con este prop6-
sito y que ademds incluyen el genotipado de apoE, atn sin ser la qPCR la
técnica de eleccion, se tratan de modelos que ofrecen insuficiente informa-
cion para ser usados en la préctica clinica habitual y que permitan establecer
el riesgo a nivel individual de desarrollar EA de inicio tardio.

Por otro lado, conviene tener en cuenta que tanto la DBLP como la
EA se trata de patologias de cardcter multifactorial donde, es necesario la
confluencia de varios factores, més alld de ser portador de un determinado
patrén genético, para que se desarrolle la enfermedad. En el caso de la
DBLP, contar con este tipo de informacién podria considerarse una ventaja,
debido fundamentalmente a la existencia de un tratamiento farmacolégico
eficaz y/u otras medidas preventivas potencialmente instaurables. Por el
contrario, en relacién a la EA de inicio tardio, conviene tener en cuenta las
consideraciones éticas y legales que acarrean la disponibilidad de esta infor-
macion ligada tinicamente al concepto de “genes de susceptibilidad” o “ries-
go aumentado”; debido al gran impacto a nivel social, emocional y econémi-
co tanto para el paciente como para su entorno, ademds de no contar con
una aproximacion terapéutica que ofrecer al paciente para impedir su desa-
rrollo.
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Conclusiones

El gen apoFE tiene un papel bioldgico relevante en el metabolismo humano
de los lipidos, lo que ha llevado al desarrollo de distintas técnicas que per-
miten analizar los polimorfismos del mismo y las isoformas que se generan.

No hay suficiente evidencia cientifica que apoye la inclusion de la téc-
nica de qPCR como método de genotipado de apoFE en la practica clinica
diaria ni que implique un valor afiadido dentro de un algoritmo diagndstico
de la DBLP, ni como determinacién a integrar en un modelo prondstico de
deteccién temprana de EA de inicio tardio, respecto a otras técnicas de
genotipado disponibles actualmente.

En un entorno de medicina de precision e independientemente de la
técnica de genotipado empleada para la caracterizacién del gen apoFE, dis-
poner de esta informacién puede ser relevante para, de una manera indivi-
dualizada, en personas con manifestaciones y/o alteraciones bioquimicas
lipidicas, la adopcién temprana de medidas terapéuticas en el caso de la
DBLP homocigotas y; en personas con sospecha de EA de inicio tardio (60
anos o mas de edad), la puesta en marcha de medidas que permitan modifi-
car los factores de riesgo que puedan estar bajo el control de la persona y
familiares, teniendo presentes los recursos disponibles en su entorno para
informar adecuadamente a la persona y acceder a los mismos en caso de
necesidad.
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Summary

Title: Molecular study of common apoE gene polymorphisms associated
with familial dysbetalipoproteinaemia and late-onset Alzheimer’s disease.

Introduction

Apolipoprotein ApoE is a protein that regulates cholesterol transport and
metabolism in the peripheral and central nervous systems. Due to its pleio-
tropic effect, its different variations can have a major impact on the diagno-
sis and prognosis of a variety of prevalent diseases, including several cardio-
vascular and neurodegenerative conditions. Specifically, the &4 allele is
associated with an increased risk of cerebrovascular disorders and the
development of late-onset Alzheimer’s disease, whereas the €2 allele is con-
sidered the risk one for the development of dyslipidaemias such as familial
dysbetalipoproteinemia. ApoE genotyping by real-time polymerase chain
reaction (qPCR) technology is presented as an alternative to other widely
used genotyping methods, which have a large number of limitations for the
implementation in clinical practice.

The objectives of this report were to evaluate apoE determination by
gPCR in the diagnosis of familial dysbetalipoproteinemia; and its integra-
tion as a predictive factor within a prognostic model with the aim of establis-
hing the risk of late-onset Alzheimer’s disease. This report aims to evaluate
the use of this technology in the described context, and its comparison with
other genetic (and/or phenotypic, in the case of familial dysbetalipoprotei-
nemia) techniques.

Methodology

Systematic review of the scientific evidence evaluating the use of qPCR for
apoE genotyping in the described context. The following databases were
consulted: Medline, Embase, The Cochrane Library, Web of Science, Inter-
national HTA Database and TESEOQ. In addition, a search for ongoing cli-
nical trials were also conducted: ClinicalTrial.gov, Current Controlled Trial
(ISRCTN registry), International Clinical Trials Registry Platform (WHO)
and EU Clinical Trials Register.
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Results

Familial dysbetalipoproteinemia:

A total of 284 bibliographic references were identified of which only one
study met the inclusion criteria'. Most of the studies were excluded because
they used other techniques for apoE genotyping, mainly polymerase chain
reaction with restriction fragment polymorphism analysis (PCR-RLFP) or
sequencing.

The only included study that used this apoE genotyping techniques is
focused on developing a diagnostic algorithm for familial dysbetalipoprotei-
nemia screening'. The authors introduce a new definition of hyperlipidae-
mia, and a description of threshold values based on patient’s lipid profile. In
addition to develop a diagnostic criterion, it is also evaluated against other
algorithms available in the literature, yielding higher values for sensitivity,
diagnostic accuracy and/or specificity than other criteria compared®>.
However, this study has some limitations such as the heterogeneity of the
population or the absence of comparator groups of the apoE characterisa-
tion technology with respect to other techniques!.

Alzheimer’s disease:

A total of 818 studies were identified, none of which fulfilled the premise of
using qPCR for apoE integrated into a predictive prognostic model for late-
onset Alzheimer’s disease. Most of the publications identified used qPCR
for apoE genotyping for inclusion in diagnostic models. According to one of
the objectives of the report, a total of § studies were collected in the litera-
ture search process that included prognostic models using genetic technique
other than gPCR% 2, In the majority of the studies the patients came from
databases where the technique used for apoE analysis was PCR-RFLP7-%-11-13,
The most commonly used predictors in addition to apoE are age, gender,
cognitive function or various imaging parameters such as Cox regression
analysis of regions of interest (COX-ROI), analysis of covariance of regions
of interest (ANCOVA-ROI) or magnetic resonance imaging and blood
biomarkers such as beta-amyloid AB1-42 or phosphorylated tau protein

(p-tau).
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Discussion

In reference to the evaluation of this technology as a method for apoFE
genotyping in the diagnosis of familial dysbetalipoproteinemia, it resides as
a confirmatory test that is usually performed in conjunction with other lipid
profile determinations. In addition to the lack of studies in which qPCR is
the method of choice, the only identified study does not include a compara-
tive assay with other genetic or phenotypic techniques for apoE characteri-
sation. In addition to, it should be considered that 10% of familial dysbeta-
lipoproteinemia present an autosomal dominant inheritance pattern, and
therefore differ from the typical €2/€2 allele pattern, so the use of qPCR
may contribute to under-diagnosis this condition.

Regarding the use of apoE genotyping by qPCR integrated into a pre-
dictive prognostic model for late-onset Alzheimer’s disease, no studies were
found to support its use. The models identified for this purpose that also
include apoE genotyping, although qPCR is not the technique of choice, are
models that provide insufficient information to be used in routine clinical
practice and to determine the risk of developing late-onset Alzheimer’s
disease at an individual level.

On the one hand, it should be taken into account that both familial
dysbetalipoproteinemia and Alzheimer’s disease are multifactorial diseases
in which the combination of several factors, in addition to carrying a parti-
cular genetic pattern, is necessary for the development of the disease. In
case of familial dysbetalipoproteinemia, having this type of information
could be considered an advantage, mainly because of the existence of an
effective pharmacological treatment and/or other preventive measures that
could potentially be put in place. On the other hand, in case of late-onset
Alzheimer’s disease, it is important to keep in mind the ethical and legal
considerations associated with the availability of this information linked
only to the concept of “susceptibility genes” or “increased risk”, given the
great social, emotional and economic impact on both the patient and his or
her environment, as well as the lack of a therapeutic approach to offer the
patient to prevent its development.

Conclusions

The apoE gene plays an important biological role in human lipid metabo-
lism, which has led to the development of different techniques to analyse its
polymorphisms and the isoforms generated.
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There is insufficient scientific evidence to support the use of the qPCR
technique as an apoE genotyping method in daily clinical practice or as an
added value within a diagnostic algorithm for familial dysbetalipoproteine-
mia, or as a determination to be incorporated into a prognostic model for
early detection of late-onset Alzheimer’s disease, compared to other geno-
typing techniques currently available.

In the context an environment of precision medicine, and indepen-
dently of the genotyping technique used to characterize the apoE gene; the
availability of having this information may be relevant for to, in an indivi-
dualized manner, people with manifestations and/or biochemical lipid alte-
rations, can early adoption therapeutic measures in the case of homozygous
familial dysbetalipoproteinemia. For people suspected of having late-onset
Alzheimer’s disease (60 years of age or older), the implementation of mea-
sures to modify the risk factors that may be under the control of the person
and their family members, taking into account the resources available in
their environment in order to adequately inform the person and access
them, if necessary.
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Abreviaturas

HC.PiB: Componente B de Pittsburgh.

AB: Beta amiloide.

ADAS-Cog: Alzheimer’s Disease Assessment Scale-Cognitive Subscale.
ADN:  Acido desoxirribonucleico.

ADNI:  Alzheimer’s Disease Neuroimaging Initiative.

AINEs: Antiinflamatorios no esteroides.

ANCOVA-ROLI: Anilisis de covarianza de regiones de interés.
apoA: Apolipoproteina A.

apoB:  Apolipoproteina B.

apoCII: Apolipoproteina CII.

apoE:  Apolipoproteina E.

apoE:  Gen codificador de la apoliproteina E.

Arg: Arginina.

ARMS: Sistema de mutacion refractario de amplificacion (amplification
refractory mutation system).

ARN:  Acido ribonucleico.
ARNm: Acido ribonucleico mensajero.

ASO:  Oligonucleétidos especificos de alelo (allele-specific
oligonucleotide probes).

AWHS: Estudio de trabajadores de Aragon (Aragon Workers’ Health
Study).

AV45:  Florbetapir (*8F).

BHQ: Molécula apantalladora tipo “Black Hole Quencher”.
C: Citosina.

CEAFA: Confederacion Espafiola de Alzheimer.

CCAA: Comunidad auténoma.
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CDR-SB: Suma de casillas de la Escala de valoracion clinica de la
demencia (Clinical Dementia Rating scale-Sum of Boxes).

Cys: Cisteina.

cLDL: Colesterol de lipoproteinas de baja densidad (Low density
lipoprotein).

CM: Quilomicrones.

COX-ROI: Anilisis de regresion tipo Cox de las regiones de interés.
CPN: Cociente de probabilidad negativo.

CPP: Cociente de probabilidad positivo.

CT: Colesterol total.

DBLP: Disbetalipoproteinemia familiar o hiperlipoproteinemia tipo III.
DCL:  Deterioro cognitivo leve.

dNTPs: Desoxinucledtidos trifosfato.

Dominio N: Dominio N-terminal.

Dominio C: Dominio carboxilo-terminal.

EA: Enfermedad de Alzheimer.

ECV:  Enfermedad cardiovascular.

EIE: Enfoque isoeléctrico (isoelectric focusing)

ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay.

EMCI: Deficiencia cognitiva leve (early mild cognitive impairment).
EtBr:  Bromuro de etidio.

FDA:  Food & Drug Administration.

FDG:  Fluorodexiglucosa.

FFA”:  Acidos grasos libres (free fatty acids).

FRET: Transferencia de energia fluorescente mediante resonancia
(Fluorescent Resonance Energy Transfer)

FIN\: Falsos negativos.
FP: Falsos positivos.
GPCOG: General Practitioner Assessment of Cognition.

GRADE: Grading of Recommendations, Assessment and Evaluation.
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GWAS: Estudios de asociaciéon de genoma completo (Genome-wide
association studies).

HDL: Lipoproteinas de alta densidad (High density lipoprotein).
HP: Hiperlipidémicos.

HR: Cociente de riesgos (Hazard ratio).

HRM: Andlisis de alta resolucion de fusion (High resolution melting).
HUMS: Hospital Universitario Miguel Servet.

IMC: Indice de masa corporal.

IRM: Imagen por resonancia magnética.

kDa: Kilodalton.

LCR: Liquido cefalorraquideo.

LDL: Lipoproteinas de baja densidad (Low density lipoprotein).

LDLR: Receptores de lipoproteinas de baja densidad (Low density
lipoprotein receptors).

LMCI: Deficiencia cognitiva avanzada (late mild cognitive impairment).
LPS: Lipopolisacéaridos.

miR-eQTLs: Polimorfismos de un sélo nucleétido de pares de micro RNA
(Single nucleotide polymorphism-microRNA pairs).

MIS: Memory Impairment Screen.

MMSE: Test Mini-Mental (Mini-Mental State Examination).

NACC: National Alzheimer’s Coordinating Center.

noHDLc¢: Colesterol no HDL (non-high density lipoprotein colesterol).
NMDATr: Receptor de N-metil-D-aspartato.

PCR:  Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain
Reaction).

PCR-RFLP: Reaccién en cadena de la polimerasa con andlisis del
polimorfismo de los fragmentos de restriccion (Polymerase Chain
Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism).

PET: Tomografia por emision de positrones (Positron Emission
Tomography).
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PRP:
p-tau:

qPCR:

SNC:
SNP:

SNS:

Puntuacién de riesgo poligénico.
Proteina tau fosforilada.

Reaccién en cadena de la polimerasa a tiempo real o reaccién en
cadena de la polimerasa cuantitativa (Real-Time Polymerase
chain reaction or quantitative polymerase chain reaction).

Sistema nervioso central.

Polimorfismo de un solo nucledtido (Single Nucleotide
Polimorphism).

Sistema Nacional de Salud.

SPARE-AD index: indice espacial de patrén de anormalidades para el

SSCP:

T:
TG:
Tm:
t-tauw:

UHG:

VHC:
VHS:
VIH:
VLDL:

VN:
VNC:
VP:
VPN:
VPP:
VTI:
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reconocimiento de la EA.

Polimorfismo de conformacién de cadena sencilla (Single strand
conformation polymorphism).

Timina.

Trigicléridos.

Temperatura de fusion (melting temperature).
Proteina total Tau.

Generador heteroduplex universal (Universal heteroduplex
generator).

Volumen hipocampal.
Virus herpes simple.
Virus de la inmunodeficiencia humana.

Lipoproteinas de muy baja densidad (Very low density
lipoprotein).

Verdaderos negativos.

Variaciones en el nimero de copias (copy number variation).
Verdaderos positivos.

Valor predictivo negativo.

Valor predictivo positivo.

Volumen total intracraneal.
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Glosario

Alelo: Una de las dos formas de un gen que expresa un caricter determina-
do en un par de cromosomas homoélogos localizados en el mismo locus
(posicion). Procedentes uno del padre y el otro de la madre, pueden ser
idénticos o diferentes.

Cebador: Secuencia corta de dcido nucleico que sirve como punto de partida
para la replicaciéon de ADN. Contiene un grupo 3’hidroxilo libre que forma
pares de bases complementarias a una hebra molde y que actia de punto
partida para la adicién de nucledtidos con el fin de copiar la hebra molde.

Codon: Secuencia de ADN o ARN de tres nucledtidos que forma una uni-
dad de informacion gendmica que codifica un aminodacido particular o sefia-
la la terminacién de la sintesis de proteinas (sefiales de parada). Hay 64
codones diferentes: 61 especifican aminoécidos y 3 se utilizan como sefiales
de parada. Los ribosomas insertan el aminodcido correcto que corresponde
a cada codigo del triplete que estd en el codon.

Componente B de Pittsburgh B (PiB): Andlogo radiactivo de la tioflavina T,
que se puede utilizar en tomografias por emision de positrones (PET) para
obtener imagenes de placas de beta amiloide (A8) en el tejido neuronal.

Diploide: Presencia de dos juegos completos de cromosomas en las células
de un organismo, y cada progenitor contribuye con un cromosoma a cada
par. Los seres humanos son diploides y la mayoria de las células del cuerpo
contienen 23 pares de cromosomas. Los gametos humanos (6vulos y esper-
matozoides), sin embargo, contienen un solo conjunto de cromosomas y se
dice que son haploides.

Enfoque isoeléctrico (EIE): Técnica de separacién de moléculas de acuerdo
a su diferente punto isoeléctrico (pH en el que una molécula no tiene carga
eléctrica neta o es eléctricamente neutra). Es un tipo de electroforesis de
zona que generalmente se realiza en proteinas en un gel que aprovecha el
hecho de que la carga general de la molécula de interés es una funcién del
pH de su entorno. Puede ser usada para evaluar la complejidad de extractos
proteicos e identificar componentes de interés.

Exoma: Consiste en el conjunto de exones de un genoma. En el genoma
humano la mayoria de los genes estan formados por porciones denominadas
exones, separadas por regiones espaciadoras denominadas intrones. Los
exones dan lugar a las proteinas, mientras que los intrones tienen una desco-
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nocida funcién espaciadora. Los exones, constituyen el 1% del genoma de
una persona.

Exoén: Region del ADN que se mantienen en el ARN mensajero (ARNm)
maduro. En los genes que codifican proteinas, son los exones los que contie-
nen la informacidn para producir la proteina codificada por el gen. En estos
casos, cada exén codifica una porcién especifica de la proteina completa, de
manera que el conjunto de exones forma la region codificante del gen. El
ARN inicialmente es una pieza muy larga, cuyas partes importantes son los
exones. Hay un fragmento de ARN que se elimina, denominada intrén.

Florbetapir (AV45): Radiofdirmaco usado como herramienta para el diag-
nodstico de Alzheimer por su afinidad a la placa amiloide. Contiene el
radioisétopo flior (18F) que decae a oxigeno (80) estable con un periodo
de semidesintegracion de aproximadamente 110 minutos.

Fluoréforo (o fluorocromo): Componente de una molécula que hace que
ésta sea fluorescente. Es un grupo funcional de la molécula que absorbera
energia de una longitud de onda especifica y la volverd a emitir en otra
determinada de mayor longitud de onda (es decir, con menor energia.

Fluoréforo FAM: Tipo de sonda compuesta en el fluorocromo de tipo fluo-
resceina, la cual es usada frecuentemente en los ensayos de reaccién en
cadena de la polimerasa a tiempo real (qPCR).

Genome-wide association studies (GWAS): Método de anadlisis genético
que implica el estudio de los genomas de muchas personas diferentes y la
busqueda de marcadores genéticos que se pueden utilizar para predecir la
presencia de una enfermedad. Una vez que dichos marcadores genéticos son
identificados, se pueden utilizar para entender cémo los genes contribuyen
a la enfermedad y desarrollar mejores estrategias de prevencion y trata-
miento.

Haplotipo: Conjunto de alelos localizados en una regién pequeiia del cro-
mosoma, que tienden a heredarse como un bloque a través de un linaje. Los
haplotipos marcan segmentos cromosémicos reconocibles que pueden
seguirse a lo largo de los linajes y entre las poblaciones.

Heterocigoto (heterocigosidad): Tener 2 alelos diferentes en un locus parti-
cular.

Homeostasis: Conjunto de fenémenos de autorregulacién, que conducen al
mantenimiento de la constancia en la composicion y propiedades del medio
interno de un organismo.

Homocigoto (homocigético): Tener 2 alelos iguales o idénticos en un locus
particular en un genoma diploide.
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Intrén: Regién del ADN que forma parte de la transcripcion primaria de
ARN, pero a diferencia de los exones, son eliminados del ARNm maduro,
previamente a su traduccion.

Isoformas: Productos proteicos distintos creados a partir del mismo gen. Por
splicing alternativo la transcripcién de un gen puede implicar a grupos dife-
rentes de exones, resultando en distintas proteinas. Una isoforma es una de
las distintas formas de la misma proteina. Las distintas formas de una protei-
na podrian ser generadas por genes relacionados, o podrian generarse por el
mismo gen a través del proceso de splicing alternativo, o maduracién dife-
rencial (intrones-exones, acoplamiento y generacién del RNA maduro). Un
nimero importante de isoformas son debidas a polimorfismos de un solo
nucleétido (SNP).

Kilodalton (kDa): Unidad de masa ajena al Sistema Internacional utilizada
para expresar la masa molecular, especialmente para moléculas grandes,
como proteinas y polisacaridos. Es igual a 1000 daltons. Un dalton es igual a
la doceava parte de la masa de un 4tomo de carbono-12, 0 1,660 x 10727 kg.

Locus: En plural, “loci”. Se trata del lugar especifico del cromosoma donde
estd localizado un gen o una secuencia especifica de ADN.

Pleiotropia (pleiotropismo): Fenémeno por el cual un solo gen determina
diversas manifestaciones fenotipicas distintas y en apariencia no relacio-
nadas.

Polimorfismo: Existencia de dos o mds alelos con una frecuencia significati-
va en una poblacién determinada. Puede afectar tanto a regiones codifican-
tes como no codificantes del genoma, y consistir en la variacién de un solo
par de bases (ver polimorfismo de un solo nucle6tido) o menos frecuente-
mente de hasta millones de pares de bases. La definicion estricta de poli-
morfismo, es un lugar en la secuencia de ADN donde existe una variacion,
y la variante menos comun esta presente en, al menos, el 1% de la poblacién
analizada. Asi se distingue un polimorfismo de una variante poco comun
que puede ocurrir en s6lo una de cada 1.000 personas. Los polimorfismos
pueden ser cambios de una sola letra, como una C en vez de T. Pero también
podrian ser algo mas complejo, como un tramo entero del ADN, el cual esta
presente o ausente. Estas también pueden llamarse alteraciones o variacio-
nes en el nimero de copias (VNC); pero todos son polimorfismos.
Basicamente, es un término general para hablar de la diversidad en los
genomas de una especie.

Polimorfismo de un Solo Nucleétido (SNP): Tipo de polimorfismo que pro-
duce una variacién en un solo par de bases. Se refiere a los lugares en el
genoma donde las personas son diferentes en un lugar especifico. Aproxi-
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madamente en una de cada 1.000 letras del c6digo se encuentra uno de estos
lugares. En éste, una persona puede tener una C y otra puede tener una T.
Esto es lo que se llama un SNP. La mayoria de los SNP no tienen mucho
significado, porque estdn en una parte del genoma que no tiene una funciéon
critica. Sin embargo, algunos de ellos confieren un riesgo para algunas
enfermedades.

Proteostasis: Actividad de una red de vias esenciales para la funcién y viabi-
lidad celulares. Garantiza que la concentracion, el plegamiento y las interac-
ciones de las proteinas sean adecuados desde su sintesis hasta su degrada-
cién. Sinénimo: Homeostasis proteinica.

Puntuacion de riesgo poligénico (PRP): Evaluacion del riesgo de una afec-
cién especifica teniendo en cuenta la influencia colectiva de muchas varian-
tes genéticas.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR): Técnica de biologia molecular
cuyo objetivo es obtener un gran nimero de copias de un fragmento de ADN
especifico partiendo de una minima cantidad de material de partida. Esta téc-
nica se fundamenta en la propiedad natural de las ADN polimerasas para
replicar hebras de ADN, para lo cual se emplean ciclos de altas y bajas tempe-
raturas alternadas para separar las hebras de ADN recién formadas entre si
tras cada fase de replicacion y, a continuacién, dejar que las hebras de ADN
vuelvan a unirse para poder duplicarlas nuevamente. Esta técnica tiene un
amplio campo de aplicaciones en el diagnéstico de virus, bacterias, enferme-
dades hereditarias, medicina forense o investigacion bdsica y aplicada.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa a tiempo real (QPCR) o PCR cuanti-
tativa: Se trata de una variante de la PCR convencional usada para generar
un gran nimero de copias usando un molde de ADN como partida. Para
ello emplean, un par de cebadores especificos, desoxinucledtidos trifosfato
(dNTPs), tampén de reacciéon y ADN polimerasa. A dicha mezcla, y como
diferencia respectro a la PCR convencional, se le afiade un fluoréforo que
permite medir la tasa de generacién de uno o mas productos especificos.
Dicha medicién se realiza tras cada ciclo de amplificacién, y es por esto que
se le denomina PCR en tiempo real, inmediata o simultdnea.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa con analisis del polimorfismo de los
fragmentos de restriccion (PCR-RFLP): Técnica de biologia molecular que
nos permite detectar fragmentos de ADN de diferentes longitudes. Esta téc-
nica se basa en la accion de las enzimas de restriccion, las cuales reconocen
secuencias especificas de nucleétidos del ADN previamente amplificados
por PCR y hacen un corte en la cadena. Si exponemos dos cadenas que ten-
gan diferentes alelos, el corte de la misma enzima nos va a producir frag-
mentos de ADN de diferentes longitudes ya que los polimorfismos especifi-
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cos de cada alelo modificardn el reconocimiento por parte de la enzima y
por ende, su capacidad de corte. En combinacién con la electroforesis en gel
o Southern Blot-se pueden apreciar patrones de bandeo diferenciales entre
individuos segun los alelos que presenten.

Sondas tipo TagMan®: Sondas de hidrdlisis disefiadas para incrementar la
especificidad de la qPCR. Se basan en la actividad exonucleasa 5’-3 ‘de la
Taq polimerasa para escindir una sonda marcada ya hibridada a la secuencia
diana. Esta escisién de la sonda permite la emisién de fluorescencia que
permite obtener una medida cuantitativa altamente especifica de la acumu-
lacién del producto durante los ciclos de PCR. Este tipo de sondas estdn
formadas por un fluoréforo unido covalentemente al extremo 5°de un olig-
noucleétido y un desactivador de fluorescencia en el extremo 3” (quencher).

Sondas mediante Transferencia de Energia Fluorescente mediante Reso-
nancia (FRET): Sonda marcada con dos tipos de fluorocromos, un donador
y un aceptor, y que se utiliza para identificacién en los procesos de qPCR. El
proceso se basa en la transferencia de energia fluorescente mediante reso-
nancia. Las sondas FRET consisten en un par de oligonucleétidos que pue-
den unirse proximos en un 4cido nucleico “blanco”. El principio de actua-
cién FRET depende de la estrecha proximidad entre los fluoréforos. Cuanto
mayor sea la cantidad de DNA no especifico presente, menor podra ser la
energia de transferencia.

Splicing (corte y empalme): Proceso mediante el cual los intrones, es decir,
las regiones no codificadoras de los genes, son escindidos del transcripto de
ARN mensajero primario y los exones (es decir, las regiones codificadoras)
se unen para generar ARN mensajero maduro.

SYBR™ Green: Compuesto organico que forma parte del grupo de las cia-
ninas asimétricas y que se utiliza y que tiene diferentes aplicaciones en bio-
logia molecular, entre ellas, como colorante para la cuantificacion de ADN
de doble cadena en la qPCR o para la visualizacién de ADN en electrofore-
sis con gel de agarosa.

Temperatura de fusion (Melting temperature - Tm): Para el ADN, es aque-
lla temperatura en la que el 50% del ADN tiene sus hebras separadas (des-
naturalizacién del ADN).

Test Mini-Mental (MMSE): Test de evaluacién de funcién cognitiva que se
utiliza para detectar una posible demencia y/o para seguir la evoluciéon de la
misma.

Transferencia de energia fluorescente mediante resonancia (FRET): Meca-
nismo que describe la transferencia de energia entre dos croméforos. El cro-
moéforo donante, inicialmente en su estado electrénico excitado, puede
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transferir energia a un cromo6foro aceptor a través del acoplamiento dipolo-
dipolo. La eficiencia de esta transferencia de energia es inversamente pro-
porcional a la sexta potencia de la distancia entre el donante y aceptor de
FRET haciéndolo extremadamente sensible a pequefias distancias.

Variaciones en el mimero de copias (VNC): Circunstancia en la que el
nimero de copias de un segmento especifico de ADN varia entre diferentes
genomas individuales. Las variantes individuales pueden ser cortas o incluir
miles de bases. Esas diferencias estructurales pueden haber aparecido por
duplicaciones, deleciones u otros cambios, y pueden afectar tramos largos
del ADN. Se trata de un tipo de variacion estructural en la que un fragmen-
to de ADN se duplica en algunas personas y, en ocasiones, incluso se triplica
o cuadruplica. Al analizar esa regiéon cromosdmica, se observara una varia-
ciéon en el nimero de copias en personas normales. Algunas veces esas
variantes del nimero de copias pueden incluir varios genes simultineamen-
te. Este fendmeno puede dar lugar a que la persona cuente con tres, cuatro
o incluso 5 copias de ese gen en lugar de las habituales dos. Resulta ser
bastante comun, y en algunos casos, si los genes estdn involucrados en fun-
ciones que son sensibles a la dosis, pueden verse las consecuencias en térmi-
nos de riesgo de enfermedades.
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Introduccion

La apolipoproteina E (apoE) es una glicoproteina implicada en la homeos-
tasis del colesterol y metabolismo lipidico, la cual se sintetiza fundamental-
mente en los hepatocitos y astrocitos. Se encuentra en el plasma y fluido
cerebroespinal'.

La apoE es una proteina de 34 kDa (kilodaltons) compuesta por 299
residuos de aminoacidos. Esta codificada por el gen apoE, el cual se ubica
en el brazo largo del cromosoma 19 (locus 19q13.2). Este gen esta compues-
to por cuatro exones y tres intrones con una longitud total de 3.597 nucle6-
tidos. El gen apoE se sabe que es de naturaleza polimérfica, consta de tres
alelos comunes: €2, €3 y €4, cuya combinacion da lugar a 6 genotipos diferen-
tes (tres genotipos homocigotos: €2/ €2, €3/ €3 y €4/ ¢4 y tres heterocigotos:
€3/ €2, €4/ €2 y €4/ £€3). Las proteinas resultantes sélo difieren en uno o dos
aminoéacidos en posicién 112 y 158. El haplotipo apoE2 tiene una cisteina en
las dos posiciones, el apoE3 tiene una cisteina en posiciéon 112 y una arginina
en la 158 y el apoE4 tiene una arginina en ambas posiciones (Tabla 1:
Genotipos resultantes del gen apoE). Aunque la diferencia en la secuencia
estd limitada a un par de residuos, se sospecha que estos residuos influen-
cian las propiedades de las isoformas por alteracién del dominio de interac-
cioén entre los dominios N (amino-terminal) y C (carboxilo-terminal); modi-
ficando las funciones de la proteinal>.

Tabla 1. Genotipos resultantes del gen apoE

RS429358 (CODON 112) RS7412 (CODON 158) ALELO
/T T/T £2/€2
/T C/C €3/e3
C/C C/C ed/ed
/T T/C £2/€3
T/C T/C e2/e4
T/C C/C €3/e4

Las diferentes formas alélicas de apoE son resultantes de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) presen-
tes en las posiciones del nucledtido 334 (primer nucledtido del codon 112) y 472 (segundo nucledtido del
codon 158), donde se sustituye una base timina (T) por una citosina (C) en estos dos sitios correspondientes
del gen. Los SNPs se nombran como 334T/C y 472C/T. Las combinaciones 334T/472T (112Cys/158Cys),
334T/472C (112Cys/158Arg) y 334C/472C (112Arg/158Arg) constituyen los alelos €2, €3 y €4 respectiva-
mente de las isoformas del gen apoE y que combinadas ofrecen los 6 genotipos.

C: citosina. T: timina. Cys: cisteina. Arg: arginina.
Fuente: Martinez et al. 2020'°.

ESTUDIO MOLECULAR DE LOS POLIMORFISMOS COMUNES DEL GEN APOE ASOCIADOS CON
DISBETALIPOPROTEINEMIA FAMILIAR Y LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER DE INICIO TARDIO 33



La isoforma €3 de apoE es la mas comun y representa aproximadamente el
80% de los alelos en humanos. En Europa presenta una prevalencia del
79% mientras que en otros continentes varia entre el 85% en Asia, hasta el
69% en Africa. El alelo £2 presenta una prevalencia en humanos entorno al
5% y 10%;y el €4 entre el 10% y el 15%. En Europa, hay un gradiente de
distribucién del alelo €4, con una alta prevalencia en Europa del norte de
entorno al 25% y una baja prevalencia en el drea del Mediterrdneo siendo
inferior al 10%. La variabilidad encontrada en la distribucién de los alelos
de apoE alo largo de los diferentes climas y poblaciones refleja las ventajas
selectivas que los diferentes alelos muestran'>10,

Histéricamente, la mayoria de la investigacién relacionada con la
proteina apoE se ha centrado en el papel que juega modulando los riegos
de enfermedad cardiovascular (ECV) y la EA de aparicion tardia. Sin
embargo, los efectos comprobados de esta proteina con efecto pleitrépico
extienden su funcién mas alla de estas dos condiciones de salud; demos-
trando un papel a lo largo de un amplio espectro de condiciones biol6gi-
cas, incluyendo su funcién en el tejido adiposo, obesidad, sindrome meta-
bélico y diabetes, fertilidad, longevidad, funcién inmune y enfermedades
infecciosas®.

El alelo €4 se ha asociado con un riesgo aumentado de algunos desor-
denes mentales, neuroldgicos y cerebrovasculares; con una asociacién espe-
cialmente marcada con la Enfermedad de Alzheimer (EA). En contraste
con el potencial patogénico de €4, se ha informado que el alelo €2 presenta
un efecto protector frente al infarto de miocardio. Sin embargo, la presencia
de este alelo se ha asociado con la Disbetalipoproteinemia familiar (DBLP)
o incluso algunas evidencias sugieren su relacion con el riesgo aumentando
de padecer Parkinson o esclerdsis miltiple!*. No obstante, es relevante afa-
dir que la presencia de los genotipos de riesgo para apoE no es condicion
necesario ni suficiente para el desarrollo de estas patologias, ya que se trata
de condiciones multifactoriales donde es necesario la coexistencia de otros
factores, como sindrome metabdlico o resistencia a la insulinal”.

1. Principales funciones del gen apoE

ApoE es una proteina multifuncional sintetizada y secretada por multiples
tejidos de mamiferos. Aunque los hepatocitos contribuyen aproximada-
mente al 75% de su contenido en la periferia, también se expresa en el
tejido adiposo, rifiones y las glandulas adrenales, entre otros tejidos. Del
mismo modo se ha visto que en el cerebro se dan altos niveles de produc-
cion de apoE. Aunque las agrupaciones de apoE en cerebro y periferia son
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diferentes, ambas comparten funciones sistémicas similares: regulacion
primaria del metabolismo lipoproteico y apoyo durante la diferenciacién
celular®.

ApoE estd involucrada en modular la funcién sindptica, la integridad
de la barrera hematoencefilica, reciclado de receptores neuronales, proce-
sos fisiologicos (ensamblaje y estabilidad del citoesqueleto, funcién mito-
condrial o funcién dendritica); asi como implicada en numerosas rutas meta-
bélicas como el transporte lipidico, metabolismo de la glucosa y sefializacién
de la insulina. También se une e interactda con componentes inflamatorios
como los lipopolisacaridos (LPS), beta-amiloide (AB), beta-glucanos y aci-
dos lipoteicoico. Se cree que esta funcion facilita la eliminacién de molécu-
las inflamatorias y patdgenas, lo que sugiere un papel de apoE en la inmuni-
dad innata'®-18,

Este informe se centrard inicamente en el papel de apoE en el cerebro
y en el metabolismo y transporte lipidico; por ser éstos los principales meca-
nismos asociados con las dos condiciones objeto de estudio (DBLP y EA).

1.1. ApoE y metabolismo lipidico

El principal papel en el que estd implicada la proteina apoE es el transporte
de lipidos por su asociacién con los quilomicrones (CM) remanentes, VLDL
(Lipoproteinas de muy baja densidad, “Very low density lipoprotein” por sus
siglas en inglés) y las HDL (Lipoproteinas de alta densidad, “High density
lipoprotein” por sus siglas en inglés). Durante la circulacion, las VLDL y los
CM son enriquecidos con apoE. Una vez tiene lugar la interaccién con las
células endoteliales, la lipoprotein lipasa hidroliza los triglicéridos almace-
nados en las proteinas apoE liberando 4cidos grasos para el metabolismo
energético!>1,

ApoE regula el metabolismo lipidico anabdlico y catabdlico interac-
cionando con los receptores de LDL (Lipoproteinas de baja densidad,
“Low density lipoprotein” por sus siglas en inglés) para regular los niveles
de LDL y VLDL. Niveles de sintesis de apoE aumentados estdn asociados
con niveles superiores de sintesis y secreciéon de VLDL. La acumulaciéon
de apoE en lipoproteinas puede reducir la lipdlisis de triglicéridos lo que
conlleva la existencia de un mecanismo autoinhibitorio para la funcién de
apoE, el cual es capaz de inducir la entrada y salida de colesterol desde las
células. Tal y como se muestra en la figura 1 (Figura 1: Transporte lipidico
de apoE a lo largo de los diferentes tejidos), apoE como proteina de trans-
porte lipidica se integra en el metabolismo lipidico mediante diferentes
tejidos y células'®.
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Figura 1. Transporte lipidico de apoE a lo largo de los diferentes tejidos

ApOE es secretado desde el higado junto con las VLDL, el colesterol y los acidos biliares. En el intestino
delgado, apoE se combina con los CM y se libera con las particulas VLDL/apoE. Una vez en los vasos san-
guineo y gracias a la accién de la lipoprotein lipasa se libera apoE a partir de los FFA para su distribucion
hacia las células periféricas. CM/apoE son transportadas hacia el higado donde LDLR liberan FFA y coleste-
rol al higado.

CM: Quilomicrones. FFA: Acidos grasos libres (del inglés, “free fatty acids”. LDLR: Receptores de lipopro-
teinas de baja densidad (del inglés, “Low density lipoprotein receptors”. VLDL: Lipoproteinas de muy baja
densidad (del inglés “Very low density lipoprotein”).

Fuente: Troutwine et al. 202216,

Los niveles de colesterol plasmatico LDL estdn asociado con las 3 isoformas
de apoE. La isoforma &4 se une al receptor LDL con una afinidad ligera-
mente superior a €3; mientras que la €2 se une al receptor con una afinidad
reducida. Estas alteraciones modulan el riesgo individual de ateroesclerosis
basada en la expresion alelo-dependiente de apoE'®.
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1.2. ApoE y cerebro

(Ver apartado: 2.3 Enfermedad de Alzheimer)

2. Enfermedades primarias asociadas
al gen apoE

2.1. Enfermedad cardiovascular y ateroesclerotica

La ateroesclerosis representa la mayor causa de enfermedad cardiovascular
(ECV) y la proteina apoE se encuentra abundantemente en las lesiones
ateroescleroticas, la cual es secretada por los macréfagos que se encuentran
en estas regiones. La produccién de apoE es ateroprotectiva ya que contri-
buye al transporte reverso de colesterol, inhibiendo la proliferaciéon de
células musculares lisas, reduciendo la oxidacién lipidica y restringiendo la
agregacién plaquetaria. Se ha reportado que la ausencia o disfuncién de
apoE da lugar a hiperlipidemia y lesiones ateroescleréticas, mientras que su
inyeccion o sobre expresion hepdtica supone un factor protector’.

Los portadores del alelo €4 tienen niveles més altos de lipoproteinas
no-HDL debido principalmente a la reducida retirada de VLDL del plasma,
lo que contribuye a un riesgo incrementando de ateroesclerosis y ECV.
Ademas, en presencia del alelo €4 se incrementa el estrés del reticulo endo-
plasmatico en los macréfagos, lo que conduce a una funcién anémala de la
mitocondria lo que a su vez contribuye a la inflamacién. Esta combinacién
de factores hace que el riesgo de eventos cardiovasculares y ateroesclerosis
se vea incrementado'®.

2.2. Disbetalipoproteinemia familiar

La DBLP o hiperlipoproteinemia tipo III (Ver anexo 1y 2: Clasificacion de
las dislipemias segtin fenotipo lipidico y etiologia, respectivamente) se trata
de un trastorno lipidico que estd asociado a la presencia del alelo €2 en
homocigosis. La DBLP se caracteriza por una acumulacién en plasma de
particulas remanentes de las lipoproteinas ricas en TG (triglicéridos), es
decir, de las particulas resultado del catabolismo periférico de las VLDL y
CM. La acumulacién de estos remanentes se produce por una unién defec-
tuosa a sus receptores lo que se traduce en una eliminacién ineficiente
asociada a la existencia de determinadas variantes genéticas disfuncionales
o en ausencia de apoE. Por lo que en esta situacion se observa hipercoleste-
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rolemia e hipertrigeliceridemia con elevaciones de colesterol y TG. En
consecuencia, se trata de una entidad que presenta un riesgo incrementado
de enfermedad ateroesclerética prematura*1920,

En torno al 50% de los pacientes con DBLP desarrollan xantomas
cutdneos de tipo eruptivo o los de pliegues palmares. Otro tipo de xantomas
como los tuberosos, tendinosos y los xantelasmas son frecuentes en los tras-
tornos dislipémicos familiares mixtos, pero no son especificos de la DBLP.
Las manifestaciones cardiovasculares mas frecuentes en pacientes con
DBLP son la enfermedad arterial periférica (prevalencia en torno al 11%) y
la enfermedad arterial coronaria (prevalencia en torno al 19%). La resisten-
cia a la insulina y la obesidad son también comunes en estos pacientes!”.

La DBLP tiene un trasfondo genético y por tanto es hereditaria, aun-
que en la mayoria de los casos es un trastorno recesivo, de baja penetrancia.
Esto se traduce en que, siendo una enfermedad genética, este desorden
generalmente no se presenta en la familia. En el 90% de los casos, la base
genética de la DBLP se presenta como homocigotos para el alelo €2 (geno-
tipo €2/€2). El otro 10% de los casos consisten en otras variantes genéticas,
de las cuales se han descrito hasta 23, y que dan lugar a una DBLP de tipo
autosémico dominante. S6lo entre el 10% y el 15% de las personas con un
genotipo €2/¢2 acaban desarrollando DBLP especifico més adelante en la
vida. Esto implica que para su expresion es necesaria la confluencia de un
estrés metabolico adicional; generalmente obesidad, resistencia a la insulina
o diabetes mellitus?!.

2.2.1. Epidemiologia

La prevalencia de DBLP es variable dependiendo de la definicién que se use
para determinar la condicion. Algunos estudios previos han diferido en la inclu-
sion o exclusion del genotipo €2/€2 junto con otros pardmetros como valores del
cociente en plasma de VLDL-colesterol/TG-plasmético > 0,30, TG /apolipo-
proteina B (apoB) y el cociente de colesterol total/apoB. Una de las definicio-
nes establecidas sostiene que si un paciente tiene un nivel de colesterol por
encima del percentil 90 junto con la presencia del genotipo £2/e2 se considera
que tiene un diagnéstico positivo para DBLP. Las estimaciones de prevalencia
informadas en los diferentes estudios varian entre el 0,1% al 2,7% entre la
poblacién general en funcién del criterio diagnéstico que se establezca'®.

2.2.2. Diagnostico
¢ Métodos de determinacién bioquimica

La evaluacién inicial consiste en completar el estudio de un perfil lipidico,
incluyendo la medida de los niveles de VLDL y las proteinas no-LDL. En
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caso de alteraciones bioquimicas sospechosas y que ademds cuente con
otras manifestaciones clinicas, es recomendable incluir pruebas genéticas
con evaluacion de apoE que incluya genotipado de €2/¢2. Para descartar una
posible variante autosémica dominante y asi completar el diagndstico, seria
recomendable la secuenciacién del gen apoE™.

El diagndstico cldsico de DBLP requiere de la presencia de un feno-
tipo especifico de lipoproteinas obtenido por ultracentrifugacién, conoci-
do como “B-cuantificacién”. Aunque se trata de una técnica bastante fia-
ble, s6lo estd disponible en algunos centros ya que el equipamiento
necesario es relativamente costoso. Se trata de una técnica laboriosa don-
de ademds se requiere de un cierto nivel de experiencia para llevarla a
cabo correctamente. Como alternativa a la ultracentrifugacién, surgen
diferentes tipos de determinaciones bioquimicas. Entre éstas se encuentra
la electroforesis en gel de agarosa de lipoproteinas a partir de plasma/sue-
ro sin tratar, usando un tipo de colorante de tipo azoico. Sin embargo,
aunque esta técnica es mas sencilla, la presencia de la  banda en el gel no
es un marcador lo suficientemente especifico o sensible para el diagndstico
de DBLP. Por ejemplo, no permite hacer un diagnéstico diferencial res-
pecto a la hiperlipoproteinemia V, la cual también cuenta con un patrén
de bandas B conteniendo CM y CM remanentes. Existen algunas eviden-
cias que apuntan a que el uso de un gel de electroforesis en gradiente de
acrilamida desnaturalizante podria ser una opcién mas sensible y especifi-
ca para la identificacién de los pacientes DBLP. Sin embargo, la prepara-
cién de este tipo de geles es compleja, costosa y se trata de una técnica

dificil de aplicar para la practica clinica rutinaria®.

Otra de las opciones disponibles para el diagnéstico de la DBLP es la
medida directa de concentracién de apoE por técnicas inmunoldgicas. Entre
estas técnicas se pueden encontrar ensayos comerciales de enzyme-linked
immunosorbent assay (por sus sigles en inglés, ELISA) o turbidimétricos auto-
matizados para ser usados fiablemente de forma rutinaria en el laboratorio®.

¢ Caracterizacion genética

Ya que la DBLP presenta un origen genético, se podria concluir que una
prueba genética podria darnos el diagndstico definitivo de inclusion o exclu-
sién para aquellos pacientes con hiperlipidemia mixta. La confluencia de
varios factores, como la baja penetrancia de la enfermedad o el hecho de
que un 10% muestran un patrén de alelos autosémicos dominantes que no
corresponde con el tipico genotipo €2/e2; hacen que sea necesario la integra-
cién del resultado de diferentes pruebas, mds alld que la caracterizacién del
gen apoE para poder confirmar el diagnostico®.
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El método que originalmente mds se ha usado para la determinacién
de las variantes de apoFE ha sido la determinacién por enfoque isoeléctrico
(EIE). Esta técnica permite la caracterizacion fenotipica de apoE a partir de
la cual se puede inferir su genotipo por separacion de sus tres isoformas (E2,
E3y E4)*

Los diferentes métodos de genotipado de apoE que se han desarrolla-
do para cualquiera de las condiciones de estudio que resulten de interés,
estan expuestos en el apartado 3 (Apartado 3: Determinaciéon molecular de
los polimorfismos del gen apoF).

¢ Aproximacién mediante diagnéstico combinado

Aunque la técnica més aproximada a considerarse el método de referencia
en el diagndstico de la DBLP lo constituye la B-cuantificacién junto con la
determinacién del cociente colesterol VLDL/TG totales o colesterol
VLDL/triglicéridos VLDL; se ha propuesto el uso de diferentes algoritmos
diagnostico con el fin de caracterizar a este tipo de pacientes®.

La DBLP est4 caracterizada por la presencia de lipoproteinas rema-
nentes de origen intestinal, que no contienen apoB y que son ricas en
colesterol. Por tanto, las concentraciones de apoB en este tipo de pacien-
tes son relativamente bajas respecto a la concentracién de colesterol total
(CT) si se comparan con otras hiperlipidemias mixtas como la tipo Ila y la
tipo IV; donde el colesterol estd ampliamente presente en las LDL y
VLDL, las cuales contienen apoB. La medida de apoB, por tanto, juega un
papel relevante en la identificacion de estos pacientes. Ademads, se trata de
una determinacién con un bajo coste y con un procedimiento muy simple
de medida del cociente noHDLc (colesterol noHDL por sus siglas en
inglés)/apoB o CT/apoB en un solo paso. En la figura 2 se muestra un
ejemplo de algoritmo diagndstico que se ha aplicado en gran cantidad de
casos clinicos donde se incluye una determinacién positiva de noHDLc/
apoB o del cociente CT/apoB vy el genotipo apoE (Figura 2: Ejemplo de
algoritmo diagnoéstico para la DBLP). Una de las recomendaciones para
aquellos pacientes con hiperlipidemia mixta y que tengan un cociente
aumentando de noHDLc/apoB o CT/apoB es la secuenciacién completa
del gen apoE. Es importante tener en consideracion que los cocientes de
apoB pueden verse alterados en aquellos pacientes que siguen un trata-
miento hipolipemiante®.
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Figura 2. Ejemplo de algoritmo diagnéstico para la DBLP
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En caso de una determinacién positiva del cociente noHDLc/apoB, se procede a realizar un test mas espe-
cifico. En aquellos centros donde esté disponible la 3-cuantificacion se recomienda incluirla ya que es Util
para confirmar que el fenotipo DBLP esta presente. En caso que la B-cuantificacion no sea una técnica
accesible, se procederia directamente con el test genético una vez los pacientes han sido clasificados con-

forme a apoB.

apoB: apolipoproteina B. apoE: gen de la apolipoproteina E. CT: colesterol total. €2: alelo €2 de apoE. TG:
triglicéridos. noHDLc: colesterol noHDL “non-high density lipoprotein colesterol”. VLDL-C: colesterol de tipo
VLDL “very low density lipoprotein colesterol”.

Fuente: modificada de Boot et al. 2020%.
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2.2.3. Tratamiento

El tratamiento de la DBLP se fundamenta en una terapia combinada que
incluya modificaciones en los hdbitos de vida y tratamiento médico. Los
pacientes con DBLP suelen responder excepcionalmente bien a la terapia
basada en dieta, siendo uno de los principales objetivos la reduccién en la
ingesta de carbohidratos. En caso que estos cambios sean insuficientes para
optimizar los niveles lipidicos, el uso de estatinas cuenta con un beneficio
demostrado en mejorar los niveles de LDL.

2.3. Enfermedad de Alzheimer

La demencia representa un conjunto de sintomas relacionados con el dete-
rioro progresivo de la funcién cognitiva; incluyendo pérdida de memoria,
problemas con la decisién ejecutiva, toma de decisiones, funcién del len-
guaje y cambios en el comportamiento y el humor. La EA es una forma de
demencia, llegandose a posicionar como el transtorno neurodegenerativo
mas prevalente. Los sintomas mas cominmente asociados a EA incluyen
pérdida de memoria, dificultad para llevar a cabo las actividades diarias,
problemas de comportamiento y de gestiéon emocional. La EA se caracte-
riza por presentar placas post morten extracelulares de A que conducen a
la muerte celular cerebral y la formacién de ovillos neurofibrilares, los
cuales impiden un aporte de nutrientes esenciales a las células. Ademds, los
pacientes con EA muestran un metabolismo cerebral de la glucosa redu-
cido, disfuncién mitocondrial, neuroinflamacién, pérdida de proteostasis,
cambios vasculares y resistencia a la insulina. Estas caracteristicas no s6lo se
limitan a presentarse aisladamente en el cerebro de los pacientes con EA,
sino también en la periferia. Este tipo de trastorno cuenta con 3 estadios
principales: EA preclinico, deficiencia cognitiva leve y demencia. Normal-
mente la enfermedad progresa a EA grave, en la cual las personas llegan a
ser dependientes de otras personas para su cuidado!%-2223,

La apoE consitituye la mayor apolipoproteina presente en el sistema
nervioso central (SNC). En el cerebro, la mayoria de la sintesis del coleste-
rol tiene lugar en los astrocitos, donde se da la mayor produccion de apoE
dentro del SNC. La regulacién de la expresion de apoE estd mediada por la
activacion de la microglia, asi como también en otros tipos de células como
las neuronas y los oligodendrocitos. Las distintas isoformas de apoE difieren
en su papel a la hora de activar la liberacién de colesterol a las células cir-
cundantes. La isoforma apoE4 en el fluido cerebroespinal se asocia con lipo-
proteinas de apoE mds pequefias, las cuales promueven una liberacién
menos eficiente que apoE3, mientras que apoE2 tiene una alta eficiencia en
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la liberacién de colesterol. Ademas de la homeostasis lipidica, las isoformas
de apoE pueden regular multiples vias implicadas en el desarrollo neural,
plasticidad y reparacién neuronal®>.

El gen €4 es el mayor factor de riesgo genético asociado a la EA de
apariciéon tardia. Ademas, influye en el riesgo y resultados tras un ictus,
dano cerebral traumdtico (mediante la alteracién de la barrera hemato-
encefdlica), esclerosis mdltiple, enfermedad de Parkinson o demencia fron-
totemporal. En poblaciones con EA, la proporcién de alelos €4 se encuentra
sobre representada, aproximadamente entre el 60 y 80% de los sujetos afec-
tados con EA portan el alelo ¢4. Ademas, el riesgo de EA es dosis depen-
diente de este alelo. Aquellos que portan un alelo &4 tienen entre 2 y 3 veces
mads riesgo de EA, mientras los que llevan dos alelos €4 tiene entre 10 y 15
veces mds riesgo de desarrollar EA. Contrariamente, la presencia de uno o
dos alelos €2 presentan un riesgo reducido de EA16-24,

La mayor parte de la investigacion del gen apoE en la EA se ha centra-
do en como las diversas isoformas interactian con la via amiloide, regulan-
do la sintesis y eliminacién de la A3. Los mecanismos implicados en esta
disfuncién neuronal parecen ser principalmente dos: 1) €4 acelera la deposi-
cion de AB en balsas lipidicas ricas en colesterol y 2) ¢4 altera la sefializacion
del receptor de apoE para disminuir la proteccion contra la acumulacién de
amiloide. En el SNC, la isoforma E4 estimula la fosforilacion de la proteina
tau, lo que conduce a la alteracién del citoesqueleto celular. La inflamacion
es otra caracteristica importante de la EA. La presencia del alelo &4 se aso-
cia con una mayor produccion de citocinas proinflamatorias en el SNC, lo
cual estd relacionado con el fenotipo microglial disfuncional prevalente en
la EA. También se ha demostrado una regulaciéon de la integridad de la
barrera hemato-encefélica dependiente de alelo. Por lo tanto, el papel del
gen apoE en la EA es claramente multifactorial; incidiendo no sélo en la
hipétesis de la cascada amiloide, sino también en muchas de las otras carac-
teristicas principales de la enfermedad. La presencia de apoE tanto a nivel
periférico como en SNC comparten la tarea del mantenimiento de la salud a
nivel neurolégico®.

Con el objetivo de identificar genes/loci adicionales para el EA de ini-
cio tardio, se han llevado cabo estudios de asociaciéon de genoma completo
(GWAS, de sus siglas en inglés “Genome-Wide Association Studies”). No
obstante, y con excepcion de la regién apoE, no se han encontrado otras
asociaciones significativas més alld de los primeros estudios publicados
entre los afios 2007 y 2008. Serian necesarios un mayor nimero de casos y
controles que permitieran detectar pequefias diferencias en comparacion
con el gran efecto que se ha demostrado para la variante apoE4?.
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2.3.1. Epidemiologia

La EA es una enfermedad neurodegenerativa compleja y multifactorial la
cual representa entre el 60% a 80% de los casos de demencia, y estd carac-
terizada por pérdida de sinapsis y muerte neuronal. Un pequefio nimero de
personas (5% a 10%) desarrollan EA a una edad mds temprana y, debido a
esta variacion en la edad de inicio, la enfermedad se clasifica en EA de
inicio temprano (< 60 afios) y EA de inicio tardio (= 60 afios). Debido a su
largo curso clinico, pasando de una etapa leve a moderada y grave,la EA es
un importante problema de salud ptblica en todo el mundo. En promedio,
una persona con EA puede sobrevivir de 4 a 8 afios después del diagndstico,
pero algunas personas pueden llegar hasta los 20 afios. Se calcula que hay
mds de 50 millones de personas en todo el mundo que viven con EA o
demencia, y se prevé que este nlimero aumente a 152 millones en 2050%.

La prevalencia de la EA aumenta drésticamente después de los 60
afios: 5 % en el grupo de edad de 65 a 74 afios, 14 % en el grupo de edad de
75 a 85 afios y 35 % en el grupo de edad de 85 afios o0 més. La prevalencia de
EA de inicio tardio es mayor en mujeres. El riesgo estimado de EA entre
mujeres y varones estadounidenses se ha cuantificado en torno al 20% y
10% respectivamente. Ahora bien, esta diferencia bioldgica entre hombres
y mujeres podria deberse al “efecto de supervivencia” (las mujeres viven mas
que los hombres y la edad avanzada es el mayor riesgo de EA) o al “sesgo
de supervivencia” (los hombres que sobreviven mas alla de la edad de 60
afios tienen un perfil cardiovascular més saludable que las mujeres y, por lo
tanto, tienen un menor riesgo de EA)%. Las mujeres heterocigotas portado-
ras de un alelo €4 tienen un riesgo similar de EA que los hombres homoci-
gotos para este alelo. Parece que la menopausia o la pérdida de estrégenos
juega un papel en el aumento del riesgo de EA asociado a €41,

Los estudios realizados en Espafia han puesto de manifiesto tasas
anuales de incidencia de EA similares a las de otros paises europeos, con un
claro incremento con la edad. En dmbitos rurales y poblacion de 75 afios o
mads, la incidencia de EA se estim6 en 10,8 casos nuevos por 1000 habitan-
tes-afio, en poblacién de 65 afios o mds en torno a 7,4 casos por 1000 habi-
tantes-aflo y en poblacién urbana de 55 afios o mas, de 5,4 casos por 1000
habitantes-afio®.

2.3.2. Diagnostico

La International Working Group propone la realizacién de un diagnéstico
de la EA clinico-biolégico, que requiere la presencia de un fenotipo clinico
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especifico de la EA (fenotipo positivo?) y pruebas de la existencia de bio-
marcadores de la patologia de la EA (amiloide positivo y tau positivo)?’. Se
han propuesto numerosas pruebas para el diagndstico de EA en los estadios
mas iniciales de la enfermedad. Estas incluyen cuestionarios del estado cog-
nitivo del paciente, técnicas de imagen, biomarcadores en liquido cefalorra-
quideo (LCR) y olfatorios, pruebas en saliva y sangre, en retina y oculares.
Algunos, de uso en la practica clinica y, otros siguen en investigacion?2.

Se propone una clasificaciéon de biomarcadores fisiopatolégicos o de
diagnéstico (aumento de la retencion fibrilar amiloide observada por tomo-
graffa por emisién de positrones (PET) o disminucién del péptidoAB, ,, y
elevacién de las proteinas t-tau y p-tau en el LCR) y biomarcadores de neu-
rodegeneracién o topograficos (disminucién del metabolismo temporopa-
rietal en la PET-FDG y atrofia temporal medial en la IRM)?8.

a) Cuestionarios y pruebas de la funcién cognitiva

Se dispone de pruebas cognitivas para el diagndstico de la EA, como el
General Practitioner Assessment of Cognition (GPCOG), el Memory
Impairment Screen (MIS), el Mini-Cog, el Mini-Mental State Examination
(MMSE), el Clinical Dementia Rating scale-Sum of Boxes (CDR-SB) o el
Alzheimer’s Disease Assessment Scale—Cognitive Subscale (ADAS-Cog).

Estas pruebas cognitivas se utilizan también para monitorizar los cam-
bios cognitivos posteriores al diagndstico y para determinar la efectividad
del tratamiento. Pueden realizarse en la etapa temprana de deterioro cogni-
tivo, sin que tengan utilidad en personas que no muestran sintoma alguno.
En entornos de investigacion, los biomarcadores como Af y tau, o las imé-
genes, se usan para determinar a personas con EA “preclinica” (no mues-
tran sintoma alguno)?.

2 Fenotipos comunes de la EA: sindrome amnésico de tipo hipocampal, variante de atrofia
cortical posterior y la variante logopénica afasia progresiva primaria. En las personas que tie-
nen estos fenotipos comunes, la positividad de los biomarcadores amiloide y tau establece un
diagnoéstico de EA. Se requiere la positividad de los biomarcadores amiloide y tau porque un
fenotipo amnésico con solo positividad amiloide no es especifico de la EA y se observa en otras
enfermedades neurodegenerativas con copatologia amiloide (incluyendo la encefalopatia
TDP-43 relacionada con la edad predominantemente limbica y la demencia con cuerpos de
Lewy) o en pacientes con angiopatia amiloide cerebral y deterioro cognitivo vascular amnésico.
Otros fenotipos: variante conductual o variante disejecutiva, variante corticobasal y las otras
variantes de afasia primaria progresiva, estin menos cominmente relacionados con la patolo-
gia de la EA. Estos fenotipos pueden o no interferir con la independencia en las actividades
cotidianas. Los fenotipos poco comunes con biomarcadores positivos de la EA no deben clasi-
ficarse a priori como una EA establecida; en tales casos, el médico podria considerar que la EA
no es la patologia dominante que impulsa el fenotipo clinico, sino solo una copatologia.
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b) Biomarcadores establecidos de neurodegeneracion y EA

Marcadores de imagen: Una de las técnicas de imagen que se suele emplear
es la imagen por resonancia magnética (IRM). Habitualmente, la EA mues-
tra un patrén caracteristico de dafio cerebral, motivo por el que, en las
etapas tempranas, se buscan marcadores de imagen de atrofia del tejido
cerebral del hipocampo mediante IRM. Otras regiones que se pueden
observar debido a su asociacion con la EA son la corteza entorrinal (locali-
zada en el 16bulo temporal medio) y la amigdala. Otra opcién para la IRM
es examinar el grosor cortical de las regiones del cerebro, generalmente en
las regiones temporal, orbitofrontal y parietal del cerebro. A pesar de que
las imagenes del hipocampo se consideran un marcador de EA bien estable-
cido para el diagnostico inicial de deterioro cognitivo leve (DCL), se debe
tener presente que el volumen reducido del hipocampo también se asocia
con otros trastornos cerebrales, como la enfermedad de Parkinson, la enfer-
medad de Huntington y la epilepsia?.

Otras de las pruebas de imagen es la PET. La PET amiloide y PET-tau
emplean un radiofdrmaco que, inyectado en el cuerpo de la persona y tras la
unidn a las moléculas especificas de interés presentes en el cerebro, permite
la obtencién de imdgenes mediante la captacion de la radiacidon que emite el
radiofarmaco, indicando que la molécula de interés estd presente en el cere-
bro. Otra variante es la exploracion PET con fluorodesoxiglucosa (FDG).
Su empleo permite determinar la cantidad de glucosa en el cerebro, lo que
puede indicar la extension del dafio nervioso?.

Biomarcadores presentes en LCR: Su uso podria ser més util que otros
marcadores presentes en sangre por su relacion con el cerebro y su relativa
separacion del resto del cuerpo a través de la barreara hematoencefélica.
Incluyen la deteccion de la deposicion de AB, ,,, formacién de tau tangle
([P-taul81, proteina tau fosforilada en treonina posiciéon 181) y pérdida de
funcién neuronal (t- tau). El marcador AB, ,, se reduce a través del curso de
la enfermedad, mientras que t-tau y P-tau 181 se incrementan. Si todos estos
biomarcadores se encuentran dentro de los valores normales, pueden ayu-
dar a descartar EA. Aunque se trata de un método altamente sensible y
especifico, no tiene valor diagndstico por si s6lo y inicamente se recomien-
da para aquellos que presenten sintomas®2.

c) Biomarcadores de neurodegeneracién en fase experimental

Entre los biomarcadores sanguineos que se estin comenzando a usar, des-
tacan aquellos basados en la detecciéon AB. La prueba Precivity AD®
(C2N Missouri, EEUU) se comercializa en EEUU. Este test identifica el

genotipo apoE'y el cociente AB,,,, para determinar la probabilidad de
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padecer EA. Otro de los test que ha recibido la aprobacién de la Food &
Drug Administration (FDA) como dispositivo innovador es la plataforma
Soba™-Ad (AltPep, EEUU)®. Esta prueba estd disefiada para detectar
las formas téxicas del péptido AB en sus primeras etapas de EA. EI test
AlzoSure® (Diadem, EEUU) que también cuenta con la aprobacion
desde el afio 2022 por la FDA como dispositivo innovador, se trata de un
ensayo en sangre con valor prondstico para predecir la aparicion del EA?2,

Otros biomarcadores sanguineos que se estan estudiando incluyen: las
especies AR en plasma (péptidos AB, cociente péptido AB), formas de la
proteina tau, biomarcadores de inflamacién, exosomas (micro RNAs, bio-
marcadores de resistencia a la insulina), biomarcadores genémicos y celula-
res o su uso combinado. Otras opciones incluyen biomarcadores genéticos
(genes familiares como el gen apoE, APP, PSEN1 o PSEN2) o combinacio-
nes de éstos para determinar el riesgo de padecer EA. Estos genes, que
influencian el riesgo de padecer EA son los denominados “genes de suscep-
tibilidad” y su determinacion se lleva a cabo para calcular el riesgo de desa-
rrollar EA, pero no son biomarcadores de diagndstico??.

Es importante mencionar que los biomarcadores en sangre no mues-
tran resultados tan concluyentes como aquellos llevados a cabo a partir de
LCR. En ocasiones este tipo de biomarcadores no son especificos para
EA, se encuentran en menor concentracién comparados con los del LCR
y también hay que tener en cuenta la naturaleza intrinseca de la muestra
de sangre donde, también hay presentes otros componentes que pueden
alterar las concentraciones de los mismos. Ademds, la presencia de otras
comorbilidades puede influenciar los valores de estos biomarcadores en
sangre?2.

d) Otras tecnologias emergentes

Los biomarcadores basados en el perfil lipidico, olfativos, test de saliva, test
ocular o algoritmos basados en inteligencia artificial se encuentran todavia
en estadios muy iniciales de investigacién por el que no se describen con
mayor detalle??.

2.3.3. Tratamiento

Actualmente no hay un tratamiento médico curativo para esta enfermedad.
Todos los tratamientos disponibles son de tipo paliativo con el objetivo de
tratar los sintomas, como la agitacion, la depresion o los sintomas psicéticos.
Los tratamientos cominmente prescritos incluyen inhibidores de la colines-
terasa, inhibidores de glutamato, la combinacién de medicamentos y otras
intervenciones no médicas’!.
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Los tratamientos médicos actuales para el tratamiento de EA de leve a
moderado son los inhibidores de la acetil-colinesterasa (galantamina, done-
pezil). Las personas que sufren esta enfermedad tienen niveles bajos de ace-
tilcolina, un neurotransmisor importante del cerebro involucrado en la
comunicacion entre las neuronas. Los inhibidores de la colinesterasa retar-
dan la degradaciéon metabdlica de la acetilcolina y proporcionan una fuente
adicional de este componente quimico para la comunicacién entre las célu-
las. Esto ayuda a retrasar la progresion del deterioro cognitivo y puede ser
efectivo para algunos pacientes?>31.

Otros farmacos conocidos como inhibidores de glutamato (memanti-
na), protegen las células del cerebro mediante la regulacién de un quimico
vinculado con la comunicacién neuronal, llamado glutamato, que se libera
en grandes cantidades por las células dafiadas en las personas con EA. El
glutamato esta normalmente involucrado con el aprendizaje y la memoria,
pero cuando se libera en exceso por las células dafadas, se adhiere a recep-
tores de N-metil-D-aspartato (NMDAr) que a su vez aceleran el daiio celu-
lar. Este tipo de medicamentos se suele usar en pacientes con EA moderado
a grave?31,

Existe un medicamento aprobado por la FDA (donepezil y memanti-
na) que combina inhibidores de la colinesterasa e inhibidores del glutamato.
Este previene la descomposicién de la acetilcolina en el cerebro y, tiene un
efecto protector de las células nerviosas del cerebro frente a cantidades
excesivas de glutamato. Este tipo de fairmaco se usa para tratar los sintomas
moderados a graves de EAZ331,

En julio de 2023, la FDA aprobé por la via tradicional® el uso de un
anticuerpo lecanemab? dirigido contra la AB para el tratamiento de la EA
tras la autorizaciéon en 2021 de otro anticuerpo denominado aducanumab.
Inicialmente, estas aprobaciones se realizaron en el marco del programa de
aprobaciones aceleradas, basdndose tnicamente en la disminucién de AB,
estimada mediante PET en los cerebros de pacientes que tomaban el firma-
co en comparacion con el placebo®*. Otro de los anticuerpos presentados es
donanemab®3°¢ que, en enero de 2023 vio rechazada su solicitud de aproba-
cién por la FDA a través de la via acelerada.

Todos estos medicamentos descritos para el tratamiento paliativo del
EA se deben tomar con precaucion por la gran cantidad de efectos adversos
que presentan. Ademds, a medida que la enfermedad progresa la eficacia de
esta medicacion se suele ver reducida?33237-40,

Ya que los cambios que tienen lugar con el transcurso de esta enferme-
dad, como la formacién de placas, son irreversibles; la mayoria de la investi-
gacion se ha enfocado en el desarrollo de un tratamiento precoz antes de
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que el cerebro se vea dafiado?. Se han optimizado algunas aproximaciones
dirigidas al gen apoE con el objetivo de alterar los niveles lipidicos de apoE
usando diferentes abordajes: uso de oligonucleétidos antisentido (con capa-
cidad para alterar la expresion del ARN mensajero (ARNm)), moduladores
de la estructura o de anticuerpos anti-apoE. El uso de anticuerpos dirigidos
hacia apoE ha demostrado resultados positivos en modelos animales, pero
todavia no se ha probado en clinica'®.

Debido a la gran carga social, econémica y emocional que conlleva la
EA, junto con la imposibilidad de ofrecer un tratamiento curativo; se ha
considerado de interés la inclusion de un apartado especifico sobre el impac-
todela EA.

2.3.4. Impacto de la EA

En el “Plan Integral de Alzheimer y otras Demencias (2019-2023)” publicado
por el Ministerio de Sanidad, Consumo y Bienestar Social se aborda las
demencias, entre las que destaca la EA como la mas prevalente. En este
documento, las demencias son descritas como un problema social y sanitario
de primer orden como consecuencia de la confluencia de varios factores
relativos a la dimension y alcance de las mismas; asi como sobre su elevado
impacto econdmico y social para las personas afectadas, sus cuidadores y el
conjunto de la sociedad*!.

Los principales factores que condicionan el elevado impacto de las
demencias son los siguientes:

e  Alta prevalencia de las demencias a nivel mundial. Segiin los
datos que aporta la OMS, en el afio 2015 la EA y otras demencias
afectaban a 47 millones de personas en todo el mundo (en torno
al 5% de la poblacién mundial de edad avanzada). Teniendo en
cuenta la mejora de la esperanza de vida y el envejecimiento de
la poblacién; se prevé que esa cifra siga aumentando, llegando a
75 millones en 2030 y a 132 millones en 2050,

o Constituyen una de las principales causas de discapacidad y
dependencia entre las personas mayores. La EA es responsable
del 11,9% de los afios vividos con discapacidades debidas a enfer-
medades crénicas®!.

e  Tienen un fuerte impacto en el entorno familiar, en particular, en
quien ejerce las funciones de cuidador/a principal que, sufre muy
a menudo sobrecarga y desestructuracién en distintos &mbitos de
su vida personal, social y laboral. Segin los datos que aporta la
OMS los costes relacionados con la EA se reparten entre la aten-
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cién provista por la familia (85%) y la atencién cubierta por los
sistemas sociales y sanitarios (15%). De acuerdo a un estudio
realizado por Confederacién Espaifiola de Alzheimer (CEAFA),
el coste medio anual del cuidado de una persona con alzhéimer
es de 31.890 euros. Los costes directos de la enfermedad suponen
casi una cuarta parte de los mismos, entre pruebas diagndsticas,
visitas médicas, hospitalizaciones, medicamentos y cuidados a
largo plazo en el domicilio o en una residencia. El resto de los
costes son los indirectos, que incluyen la formacién de personal
de apoyo para su capacitacién en el cuidado de las personas con
EA, pero también los derivados de la pérdida de productividad,
de tiempo, de oportunidades de empleo y de sueldo asociado a la
atencion que deben proporcionar los y las cuidadoras®!.

2.4. Consideraciones generales

A nivel genérico, aunque los almacenamientos de apoE a nivel de circula-
cién periférica y cerebro son independientes, jugando un importante papel
en un amplio espectro de sistemas bioldgicos; algunos de ellos comparten
similares mecanismos. Las alteraciones en el transporte lipidico, metabo-
lismo celular y funcién inmune se superponen y actian sinérgicamente a
ambos lados de la barrera hematoencefélica para promover la extensién del
efecto de apoE en los tejidos, sistemas y en las diferentes enfermedades
relacionadas con este gen'.

Una de las areas en las cuales la presencia de diferentes isoformas de
apoE pueden llevar a cambios patolégicos en multitud de desérdenes a
nivel central y de periferia, es la alteracion de la homeostasis energética o
funcién mitocondrial. Entre las diferentes lineas de investigacién que apo-
yan la disfuncién mitocondrial como uno de los posibles puntos de unién
de apoE con las diferentes condiciones con las que se le relaciona; se ha
estudiado la implicacioén de un metabolismo deficiente de la glucosa. Se ha
visto que este déficit estd relacionado principalmente con el sindrome
metabdlico o diabetes, pero también con las enfermedades cardiovascula-
res o la propia EA.

Otro de los mecanismos que subyace en las diferentes enfermedades
donde apoE presenta un papel determinante es en la presencia de inflama-
cién. La respuesta inflamatoria es critica para que el organismo tenga la
capacidad de responder y eliminar patégenos. Sin embargo, la existencia de
inflamacion generalizada es algo que esta presente en los cerebros que desa-
rrollan neurodegeneracién. La respuesta periférica inflamatoria también
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estd modulada por apoE, como es el caso de infecciones por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) o el virus herpes simple (VHS)!.

En conclusion, los efectos de apoE son numerosos y diversos y, pese a
su enorme diversidad, que abarca desde funciones en el tejido adiposo, la
fertilidad, enfermedades infecciosas y neuroldgicas, parece que en todas
ellas subyace un mecanismo de accion unificado®.

3. Determinacion molecular
de los polimorfismos del gen apoE

Como reflejo de la importancia bioldgica y clinica de las distintas isoformas
del gen apoE, se han desarrollado técnicas de fenotipado y genotipado para
su caracterizacion. Originalmente el examen fenotipico de las variantes se
llevé a cabo mediante el EIE o electroforesis bidimensional, lo cual propor-
ciond informacidén bésica sobre la complejidad estructural y funcional de la
apoE, pero los métodos de fenotipado son técnicamente exigentes y pro-
pensos a errores de clasificacion. Entre los inconvenientes que presenta, por
ejemplo, es la cantidad de plasma o sueros que requiere y que limita el
método, ademds de la posibilidad de formacién de artefactos debido a su
almacenamiento prolongado y que la clasificacién errénea de los fenotipos
apoE puede deberse a modificaciones postraduccionales de la proteina
apoE y por interferencia del amiloide serico*2.

Posteriormente se desarrollaron métodos para la determinacién geno-
tipica de los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP, por sus siglas en
inglés) de apoE: sistema de mutacién refractario de amplificacién (ARMS
delinglés “amplification refractory mutation system”), polimorfismo de con-
formacion de cadena sencilla (SSCP del inglés “single strand conformation
polymorphism”), sondas de oligonucledtidos especificas de alelo (ASO del
ingés “allele-specific oligonucleotide probes”), anlisis de enzimas de restric-
cién y en la técnica de generador heteroduplex universal” (UHG del inglés
“universal heteroduplex generator”) basado en el disefio de una molécula de
ADN (4cido desoxirribonucleico) que es una copia amplificable de la
secuencia objetivo que contiene modificaciones de la secuencia estratégicas
en las proximidades del punto de mutacion®2.

A pesar de que se han descrito varios métodos para el genotipado de
apoE, todos ellos tienen limitaciones y desventajas para la deteccion de alte-
raciones de apoFE en estudios de deteccién a gran escala poblacional. Por
ejemplo, aunque el método ASO es sensible, precisa de mucho tiempo y
requiere el marcaje de la sonda de oligonucledtidos con radioisétopos. SSCP
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implica el uso de radiois6topos o tincidn de plata, que resulta tediosa para la
deteccion de patrones de bandas, que también son muy sensibles a las con-
diciones en las que se ha llevado a cabo el procedimiento. El método ARMS
no implica marcaje con radiactividad, y los geles se pueden teiiir facilmente
con bromuro de etidio (EtBr), pero para cada muestra se deben realizar
cuatro series de reacciones en cadena de la polimerasa (PCR: “Polymerase
Chain Reaction”)*. Hoy en dia, en el laboratorio clinico, la técnica ARMS
se usa por deteccion fluorescente con electroforesis capilar, que ha sustitui-
do al EtBr®.

Sin embargo, una de las principales ventajas del genotipado de apoE
sobre el fenotipado es la estabilidad del ADN cuando se almacena a -80°C.
Uno de los métodos tradicionalmente usados es la reaccion en cadena de la
polimerasa con andlisis del polimorfismo de los fragmentos de restriccién
(PCR-RFLP por sus siglas en inglés). Esta técnica precisa de la realizacién
de una PCR seguida de una digestion con la enzima de restricciéon Hhal. Sin
embargo, esta técnica es costosa y presenta dificultades en la discriminacion
de los diferentes genotipos ya que el patron de bandas resultante se diferen-
cia escasamente entre los dos genotipos, o también con muestras que se han
amplificado débilmente. En estos casos, los heterocigotos pueden ser difici-
les de discriminar porque el fragmento que lo diferencia es pequefio y en
una PCR con una sefial de amplificacién muy sutil puede pasar inadvertido.
Por otro lado, el anélisis de los productos de digestion require de la elabora-
cién de un gel de acrilamida, limitando el nimero de muestras que se pue-
den procesar a la vez*>*®,

Aunque el metodo UHG de genotipado es mas rapido (20 minutos) y
se eliminan los problemas de posibles digestiones parciales en comparaciéon
con el método con enzimas de restriccion (varias horas); ambos requieren la
separacion de fragmentos en un gel y tienen limitaciones similares relacio-
nadas con la carga y la visualizacién, aunque los patrones de UHG son mads
faciles de interpretar. Ya que los patrones se deben a la presencia de 2,3y 4
bandas de igual intensidad en cada carril de la electroforesis, no hay riesgo
de infragenotipado debido a que alguna de las bandas esté por debajo del
limite de deteccion, como ocurre con la PCR y la digestion con la enzima
Hhal*?. La técnica de PCR convencional seguida de secuenciacién o espec-
trometria de masas es un método efectivo usado para la genotipificacion de
apoE; sin embargo requiere de equipamiento y/o fungible costoso para su
deteccion ademads de personal especializado**.

b Nota de la coautora Silvia Izquierdo Alvarez.
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3.1. Genotipado por PCR a tiempo real

La tecnologia de reaccién en cadena de la polimerasa a tiempo real (qPCR
por sus siglas en inglés) se ha convertido en los ultimos afios en el método
diagnoéstico mds demandado por su alta sensibilidad, fiabilidad, buena
reproducibilidad y amplio rango dindmico a partir de gran variedad de
muestras bioldgicas incluso con calidad deficiente. Su principal limitante ha
sido su coste relativamente alto, el que sin duda se debe disminuir para
generalizar su uso en la préctica clinica. Se trata de una técnica “in vitro”
que permite la obtencién de un gran nimero de copias de un fragmente de
ADN a partir de una pequefia cantidad de muestra inicial. Es una técnica
ampliamente usada en la identificacion de virus, bacterias, medicina forense
o diagnéstico de enfermedades hereditarias. En el caso de la qPCR ademds
de necesitar un par de cebadores enfrentados que flanqueen a la regién de
interés, es necesario la incorporacion de una sonda fluorescente. La adiciéon
de esta sonda permite la continua monitorizacién de la acumulacién alta-
mente especifica del producto amplificado en cada ciclo, la cual es directa-
mente proporcional a la intensidad de la sefial del fluorescente. Para la
deteccién de la luz emitida por el fluéroforo es necesario contar con un
termociclador que lleve incorporado un detector de fluorescencia. Las prin-
cipales ventajas de la qPCR comparadas con la PCR estdndar son la reduc-
cién del tiempo del ensayo, menor riesgo de contaminacion, ya que no
precisa de analisis post-PCR vy la mejora en sensibilidad y especificidad®.

Los productos de deteccién por qPCR disponibles en el mercado han
evolucionado progresivamente a una mayor sencillez, derivindose a forma-
tos cada vez mas compactos y sencillos que minimicen los pasos necesarios
de pipeteo. Consecuentemente, se evitan los frecuentes errores en la dispen-
sacion, lo que acaba generando una incertidumbre acerca de la reproducibi-
lidad de la técnica empleada, incertidumbre especialmente preocupante en
el diagndstico humano. La mayoria de las casas comerciales suelen ofrecer
mezclas de reaccion (llamadas MasterMix) que incluyen la Taq polimerasa,
los desoxinucleétidos trifosfato (ANTPs) y las sales necesarias a concentra-
ciones optimizadas conforme al tipo de enzima que se esté usando. El usua-
rio ha de afiadir los cebadores-sonda especificos y la muestra (ADN previa-
mente purificada y aislada). El método habitual de transporte y conservacién
de todos estos reactivos que incluyan las enzimas Taq polimerasas compren-
de su congelacién a -20°C, de esta forma se puede preservar su actividad
durante varios meses sin apenas pérdida de la actividad.

En la figura 3 (Figura 3: Flujo de trabajo bdsico para la determinacion
por qPCR en un laboratorio de biologia molecular) queda reflejado de for-
ma esquemadtica como es el procedimiento a nivel genérico de este tipo de
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tecnologia en un laboratorio con la técnica implantada. El tiempo estimado
entre la extraccion del ADN y la obtencién de resultados varia de 1 hora 'y
media a 2 horas en funcién de los reactivos que se estén usando y del equipo.
A esto hay que afiadir la necesidad de interpretar los resultados que nos
oferta el software del equipo.

Figura 3. Flujo de trabajo basico para la determinacién por gPCR
en un laboratorio de biologia molecular

N AN 2N AN %

En primer lugar, se procede a la recoleccion y almacenamiento de la muestra a 4°C o -20°C en funcion del
tiempo previsto hasta su procesado o las caracteristicas intrinsecas de la muestra. A continuacién, esta
tecnologia requiere tener puesto a punto un sistema para la extraccion de acidos nucleicos (DNA/RNA en
funcién de su aplicacion). El sistema de extraccion puede ser de tipo manual o automatico, segun disponi-
bilidad del laboratorio o preferencias del usuario. El siguiente paso es llevar a cabo la mezcla de reactivos y
adicién de la muestra, asi como colocar los tubos en el termociclador de eleccién. Esta etapa se conoce
como “set-up” de la PCR. Por ultimo, y gracias al detector de fluorescencia y el software de interpretacion
que lleva incorporado el equipo, se puede hacer una lectura a tiempo real de la fluorescencia emitida (eje Y)
en funcion del nimero del ciclo en el que se encuentre la reaccion (eje X). Otras variantes de esta tecnologia,
permiten obtener otro tipo de representaciones graficas como, por ejemplo, las denominadas “high resolution
melting” que permiten la diferenciacion entre SNP.

Nota: Los equipos y kits comerciales que se muestran a modo de ejemplo en esta figura corresponden con
el kit de extraccion manual de ADN “QlAamp, Qiagen™”, el extractor automético “QIACube connect,
Qiagen™”. El modelo de termociclador corresponde con el sistema “QuantStudio 5gPCR, Applied Biosys-
tems™”,

Fuente: Elaboracién propia. Elena de Toméas Mateo.
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Se han desarrollado varias técnicas basadas en esta tecnologia para el geno-
tipado de apoE que incluyen el uso de sondas tipo TagMan®. Por ejemplo,
en el trabajo desarrollado por Zhong et al.** optimizan un ensayo que se
basa en la metodologia de qPCR alelo especifica donde se incorpora una
sonda para la monitorizacién de tipo TagMan®. Disefian y evalian un
conjunto de cebadores que dan lugar a amplificaciones especificas para la
identificacion de los alelos €2, €3 y €4 respectivamente (Figura 4: Ejemplo
de diagrama esquematico de método de genotipado de apoE por qPCR
alelo-especifica usando una sonda tipo TagMan® y Figura 5: Ejemplo de
representacion de las curvas de amplificacidon para un ensayo alelo-espe-
cifico de apoFE).

Figura 4. Ejemplo de diagrama esquematico de método de genotipado de apoE
por qPCR alelo-especifica usando una sonda tipo TagMan®

Las amplificaciones de los diferentes alelos son llevadas a cabo usando cebadores alelo-especificos. Una
Unica sonda de tipo TagMan® fue incluida en la reaccion para monitorizar los productos amplificados por
gPCR. En este caso la sonda tiene un fluoréforo tipo FAM (sonda derivada de la fluoresceina) en el extremo
final 5" de la secuencia de ADN y una molécula apantalladora (en inglés: quencher) tipo BHQ (black hole
quencher) en su extremo final 3". La sonda inicia su hibridacién por su complementariedad con la secuencia.

Fuente: Zhong et al. 20163,
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Figura 5. Ejemplo de representacion de las curvas de amplificacion
para un ensayo aleloespecifico de apoE

La especificidad y la eficiencia de cada uno de los ensayos aleloespecificos disefiados para el genotipado de
apoE, fue evaluada sintetizando un plasmido de ADN que contuviera la secuencia del alelo €2, €3 ¢ €4 a
amplificar. En este ejemplo se usaron 12.000 copias de cada uno de los 3 plasmidos de ADN usados como
molde. En la imagen se representa el incremento de fluorescencia del fluoréforo FAM (eye V), en funcién del
numero de ciclos de amplificacion (eje X). Se observan reacciones especificas de amplificacion para el alelo
€2 Unicamente cuando el plasmido de DNA usados es positivo para €2. Se obtuvieron resultados similares
en la reaccion €3 6 €4. Azul: reaccion producida en presencia del alelo €2. Verde: reacciéon producida en
presencia del alelo €3. Rojo: reaccion producida en presencia del alelo €4.

Fuente: Zhong et al. 201633,
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Otras técnicas que se han desarrollado para el genotipado de apoE por
gPCR incluyen el anélisis de alta resolucion por fusion (HRM, por sus siglas
en inglés). En el trabajo desarrollado por Zhan et al. se ofrece una estrate-
gia de identificacion de los diferentes polimorfismos de apoE en la pobla-
cion. En la figura 6 (Figura 6: Andlisis por HRM de los SNP rs429358 y
rs7412), se muestra el algoritmo que fue usado en este trabajo de investiga-
cién*. También, se han desarrollado otros protocolos haciendo uso de
sondas mediante transferencia de energia fluorescente mediante resonancia
(FRET, por sus siglas en inglés)*’.

Figura 6. Analisis por HRM de los SNP rs429358 y rs7412

A B
C D
E F

A) Andlisis de la Tm (temperatura de “melting”o de fusién del ADN) para el producto de amplificacion corres-
pondiente a rs429358. B) Andlisis de la Tm para el producto de amplificacion correspondiente a rs7412.
Como se puede comprobar tanto en A como en B, sdélo se encontré un Unico pico en cada una de las
reacciones lo que indica que no se produjeron otros productos inespecificos durante la reaccion. C) Curvas
de melting normalizadas y desplazadas para el producto de amplificacion correspondiente a rs429358.
D) Curvas de melting normalizadas y desplazadas para el producto de amplificacion correspondiente a
rs7412. E y F) Imagen de la diferencia entre los productos de amplificacién correspondiente a rs429358
(E) y rs7412 (F). Como se puede comprobar los mutantes heterocigotos (T/C 6 C/T segun el SNP de estudio)
resultan faciimente distinguibles respecto a los no mutantes (T/T ¢ C/C segun el SNP de estudio). En el caso
de los mutantes homocigotos (C/C 6 T/T segun el SNP de estudio) la diferenciacion resulta mas impercep-
tible pero los autores lo solucionan adicionado ADN no mutante (alelo €3/€3) a la reacciéon para producir
producto de ADN heteroduplex y de esta forma las curvas de melting de los mutantes homocigotos se
pueden diferenciar de los no mutantes.

Fuente: Zhan et al. 20155,
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Sin embargo, la técnica de genotipado de apoE por qPCR presenta algunas
limitaciones, las principales estdn relacionadas con la formacién de dimeros
de cebadores (fendémeno conocido como “primer dimer”) lo que puede
complicar la interpretacion de las curvas de melting y el uso de las sondas
fluorescentes, lo cual generalmente es altamente costoso**. Con el objetivo
de abaratar el procedimiento se han propuesto algunos protocolos donde se
usan cebadores alelo-especifico, pero con una sonda no especifica de tipo
SYBR™ Green para la monitorizacion de la reacciéon de gPCR*.

Existen casas comerciales de productos diagndstico que ofrecen pre
mezclas de qPCR en formato liquido para llevar a cabo el genotipado de
apoE. Este formato permite minimizar el nimero de pasos para llevar a
cabo la reaccién, lo que minimiza el riesgo de error, asi como facilitar la
realizacion de la técnica. Por ejemplo, hay casas comerciales que suminis-
tran una mezcla de qPCR que incluye todos los reactivos (Master mix,
cebadores y sonda) que permiten la diferenciacién de los 6 genotipos pro-
ducto de los 2 SNP, incluye un control interno de funcionamiento de la
reaccion y ademds tienen disponible un software que interpreta automati-
camente los resultados**-°.

En el mercado también hay disponibles Master mix especificas para
llevar a cabo el genotipado de los SNP (“TagMan™SNP Genotyping Assay,
Life Technologies, USA”). Este tipo de reactivos estan optimizados para el
genotipado, pero a diferenciar de las anteriores es necesario adicionar los
cebadores y sonda previamente seleccionados por lo que se requiere un

paso previo de optimizacion’!.

Pese a la gran cantidad de facilidades que se ofertan hoy en dia para la
determinaciéon del genotipo de apoE por qPCR, es importante tener en
consideracion la patologia, y consecuentemente la mutacién o conjunto de
mutaciones relacionados para hacer la seleccién de los reactivos o técnicas
mas recomendables para su identificacion. Por ejemplo, en el caso de DBLP
a veces el desarrollo de la enfermedad esta originado por mutaciones raras
y que Unicamente con la secuenciacion del exén 4 o incluso del gen comple-
to podran ser detectadas*>2.
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Alcances y objetivos

En 2019, se publica en Espaiia el “Plan integral de Alzheimer y otras demencias
(2019-2023)” que, entre otros objetivos, plantea el disefio de politicas de promo-
cién de un envejecimiento activo y saludable*!.Probablemente asociado a la
identificacion de la carencia en nuestro medio de medidas de prevencion'®. A
esto habria que afiadir, la asunciéon de que un diagnéstico temprano de EA
ofrece un mayor margen de tiempo para planificar las necesidades de atenciéon
y apoyo antes de que los sintomas empeoren, y que las terapias farmacoldgicas
y no farmacoldgicas se instauren antes, lo que puede prolongar el tiempo en el
que la persona conserve una mejor calidad de vida??.

En Espaiia, el genotipado de apoE se encuentra entre los anélisis
genéticos disponibles en algunas Comunidades Auténomas (CCAA)33. Sin
embargo, su uso es ocasional y limitado, debido fundamentalmente a que se
considera una prueba que carece de valor diagndstico y que su utilidad resi-
de exclusivamente como indicador de riesgo de EA?2.

Con todo lo anterior, se da un contexto de incertidumbre en el que son
numerosos los sistemas bioldgicos en los que el gen apoE participa y en el
que es plausible que trastornos aparentemente dispares compartan meca-
nismos fisiopatolégicos. En este escenario se propone una evaluacion del
papel de la caracterizacién del gen apoE por qPCR en la DBLP; asi como
el riesgo de desarrollar EA de inicio tardio en personas que presentan un
estado de morbilidad o multimorbilidad (obesidad, sindrome metabolico
y/o diabetes).

Objetivos especificos:

1) Identificar el papel del genotipado de apoE mediante qPCR en
el diagnostico de la DBLP.

2) Investigar la existencia de estudios que contemplen en el contex-
to del genotipado apoE y la EA de inicio tardio, la coexistencia
de obesidad, sindrome metabdlico y diabetes, asi como los ante-
cedentes de enfermedades infecciosas y/o de infertilidad en la
persona.

3) Recopilar los modelos prondsticos empleados habitualmente en
la préctica clinica que integren el genotipado de apoE por qPCR
con el objetivo de establecer el riesgo de desarrollar EA de inicio
tardio y relacionar los factores predictores empleados en cada
uno de los modelos prondstico.
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4)

5)

Comparar los distintos modelos prondsticos para la EA de inicio
tardio mediante la cuantificacion de su rendimiento prondstico.

Identificar personas con fenotipos y antecedentes personales que
podrian beneficiarse de la estimacion de su riesgo individual para
desarrollar EA de inicio tardio y, por tanto, candidatas a la instau-
racion de medidas preventivas y terapéuticas adecuadas.

Los siguientes aspectos no serdn abordados en el informe:

Aspectos relacionados con la fertilidad en humanos, fuera del
contexto de las ECV y de la EA.

La longevidad de las personas sin un contexto que la relacione
con las ECV yla EA.

Realizacién del genotipado para apoE en personas asintomaéticas
y sin antecedentes de interés, dado que se consideraria una préc-
tica carente de ética.

No se tendrdn en cuenta evaluaciones econdmicas para el geno-
tipado apoE. Tampoco se contard con la participacion de los
pacientes, aunque se prestara especial atencién a los aspectos
éticos en la utilizacién de la tecnologia.

Este informe surge a peticién de la Comisién de Prestaciones, Asegura-
miento y Financiacion (CPAF) en el proceso de identificacion y priorizacion
de necesidades de evaluacion que se lleva a cabo para conformar el Plan de
Trabajo Anual de la Red Espafiola de Agencias de Evaluacién de Tecnolo-
gias Sanitarias y prestaciones del SNS.
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Las personas potenciales usuarias del informe, son las integrantes del
CPAF para la valoracién de la actualizacién de la cartera de servicios, ges-
tores hospitalarios y de Atencién Primaria, asi como profesionales sanita-
rios que tienen que valorar, proponer y acordar con sus pacientes medidas
preventivas de modificacién de hébitos y terapéuticas para personas con
elevado riesgo de sufrir eventos cardiovasculares o la EA.
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Metodologia

1. Pregunta de investigacion

La pregunta de investigacion planteada en este informe contempla varios
aspectos referentes al genotipoado de apoE por qPCR, de tal forma que,
permite estructurar la informacién en dos apartados, de acuerdo a las con-
diciones de estudio. El primero sobre su utilidad en el diagndstico de la
DBLP y el segundo respecto a su integracién dentro de modelos predictivos
prondstico para la EA de inicio tardio.

Se estructura la pregunta, siguiendo el formato PICO, en los siguientes
términos:

Poblacion:

Para DBLP:

Personas con signos y sintomas de dislipemia (alteraciones lipidicas, xanto-
mas cutdneos, diabetes, sindrome metabdlico, obesidad) y/o antecedentes
cardiovasculares.

Para EA de inicio tardio:

Personas que presentan manifestaciones compatibles con la EA incipiente,
mayores de 65 afios de edad y personas que, sin manifestaciones incipientes
compatibles con la EA, pudiesen presentar un fenotipo de sobrepeso u obe-
sidad y tengan asociadas comorbilidades tales como un sindrome metabod-
lico, diabetes y/o antecedentes de infertilidad y/o de infecciones.

Intervencion:
Para DBLP:
Empleo de la qPCR para la caracterizacion del gen apoE.

Para EA de inicio tardio:

Modelo prondéstico con el empleo de la técnica de qPCR para la identi-
ficacién de los dos alelos de los genes apoE y los factores predictores,
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atendiendo a las caracteristicas de pleiotropia que presenta la lipopro-
teina apoE.

Comparador:

Para DBLP:

Empleo de otras técnicas de caracterizacion del gen apoE, tanto genotipicas
como fenotipicas.

Para EA de inicio tardio:

Otros modelos prondésticos que incluyan o no otras técnicas de genotipado.

Resultados:

Para DBLP:

Estimadores de pruebas diagndsticas (sensibilidad, especificidad, valores
predictivos, cocientes de probabilidad), asi como estimadores de asociacion
(Odds Ratio).

Para EA de inicio tardio:

Relacion de los modelos prondstico empleados con el uso del genotipado
apoE y las covariables (antecedentes personales y comorbilidades) emplea-
das en los modelos prondsticos. Andlisis del valor predictivo incremental
entre modelos prondsticos. Estimadores de asociacién que relacionen EA
de inicio tardio con el fenotipo de la persona y/o con sus antecedentes clini-
COs.

Diseno de estudios:

Para DBLP:

Revisiones sistemdticas de pruebas diagndsticas, ensayos clinicos, estudios
observacionales y transversales.

Para EA de inicio tardio:

Revisiones sisteméticas de ensayos clinicos y de estudios observacionales.
Ensayos clinicos y estudios observacionales. Estudios de modelos prondsti-
cos y revisiones sistemdticas de modelos prondsticos.

62 INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION



2. Busqueda bibliografica

Se realiz6 una revision sistematica de la evidencia cientifica consultando las
siguientes fuentes de informacién: Medline, Embase, The Cochrane Library,
Web of Science, International HTA Databas y TESEO. Ademais, se realizé
una busqueda de ensayos clinicos en curso: ClinicalTrial.gov, Current Con-
trolled Trial (ISRCTN registry), International Clinical Trials Registry Plat-
form (WHO) y EU Clinical Trials Register.

Se disefid una estrategia de busqueda bibliografica para cada fuente de
informacién consultada utilizando términos de lenguaje libre y descriptores
adaptados a cada una de las bases de datos consultadas. Se describen las
estrategias de buisqueda bibliografica y las fuentes de informacién consulta-
das en el anexo 3 (Anexo 3: Estrategia de busqueda bibliografica). Los
resultados de la buisqueda fueron incluidos en el gestor bibliografico End-
Note 20.4.1 (Bld 16297).

No se establecié un periodo de busqueda determinado con el fin de
recuperar el maximo nimero de trabajos de investigacidon posibles y se
crearon alertas bibliograficas, hasta que se produzca el cierre de la edicion
del informe con el objetivo de identificar los estudios relacionados con el
motivo de este informe y que puedan ser publicados en este periodo de
tiempo.

3. Criterios de seleccion de estudios

Los resultados de las busquedas fueron revisados por pares, inicialmente
mediante la lectura de titulo y resumen. Los estudios solicitados a texto
completo fueron revisados por pares y, en caso de cumplir con los criterios
de inclusion, fueron seleccionados como fuente de evidencia. En caso de
discordancia entre los dos revisores, se tratd de encontrar un consenso y en
los casos en los que no fue posible, se contd con un tercer revisor cuyo posi-
cionamiento fue el adoptado.

En los anexos 4 y 5 se muestran los diagramas de flujo que describen
los procesos de identificacion y seleccion de los estudios para la DBLP y la
EA de inicio tardio, respectivamente. Todos los estudios revisados a texto
completo y excluidos se presentan en los anexos 6 y 7 con su principal moti-
vo de exclusion.

Los criterios de seleccion de los estudios fueron:
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Criterios de inclusion:

Para DBLP:

e Poblacion:

Personas con alteraciones lipidicas y signos y sintomas susceptibles de
estar vinculados a DBLP.

e [ntervencion:
Estudios para la caracterizacion del gen apoE mediante qPCR.
e Comparador:

Estudios que empleen técnicas de caracterizacioén del gen apoE dife-
rentes a la qPCR.

® Resultados:

Caracteristicas de pruebas diagnodsticas.

Para EA de inicio tardio:
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e Poblacion:

Personas con manifestaciones compatibles con EA incipiente mayores
de 65 afios de edad. Personas que, sin manifestaciones incipientes com-
patibles con la EA, presentan un fenotipo de sobrepeso u obesidad y
tienen asociadas comorbilidades tales como un sindrome metabdlico,
diabetes y/o antecedentes de infertilidad y/o de infecciones.

e [ntervencion:

Estudios que con los resultados del genotipado del gen apoE mediante
gqPCR, los incluyan en modelos prondstico para su uso en clinica. Los
estudios predictivos prondsticos que incluyan resultados del genotipado
del gen apoE mediante técnicas genéticas (diferentes a qPCR) seran
recopilados en una tabla que recoja sus principales caracteristicas.

e Comparador:

Estudios que aporten otros modelos prondstico con o sin otras técni-
cas de genotipado.

® Resultados:

Tipos de modelos prondstico empleados con el uso del genotipado
apoE. Valor predictivo incremental. Relacion de fenotipos, anteceden-
tes personales y combinaciones.
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Para ambas situaciones clinicas:
e Diseiio

Revisiones sistematicas de ensayos clinicos y de estudios observacio-
nales. Ensayos clinicos y estudios observacionales. Estudios transversa-
les. Estudios de modelos prondsticos. Revisiones sistemadticas de
modelos prondsticos. Siempre que cuenten con la desagregacién de
datos necesaria para cada tipo de entidad nosoldgica evaluada.

Criterios de exclusion:
o Poblacién:

Personas asintomaticas y sin ningtn tipo de comorbilidad o anteceden-
tes personales sospechosos de tener relacion con alteraciones cardio-
vasculares y/o EA (obesidad, sindrome metabdlico, diabetes, antece-
dentes de infertilidad, infecciones de repeticion).

e [ntervencion:
Caracterizacion del gen apoE con técnicas de fenotipado.
e Comparador:

Uso de modelos prondstico con técnicas de fenotipado (no se excluyen
las técnicas de fenotipado con objetivo diagnéstico para DBLP).

® Resultados:
Estimadores de pruebas diagndsticas para el EA de inicio tardia.
e Diseiio de estudios:

Comunicaciones a congresos, editoriales, publicaciones sin resumen,
revisiones no sistematicas.

4. Extraccion de datos

En la extraccion de datos se incluyé entre las variables recogidas de cada
estudio, informacién general como apellido del primer autor, afio de publi-
cacion, &mbito de realizacidn, objetivos del estudio, caracteristicas de los
pacientes, asi como de la intervencion, el comparador y variables de resul-
tado o desenlaces considerados.

De cada estudio seleccionado, se extrajo informacion sobre las carac-
teristicas de los pacientes, comorbilidad asociada, sus antecedentes clinicos
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personales, estimadores de prueba diagndstica (para DBLP) y componentes
del modelo prondstico (para EA de inicio tardio) y estimadores obtenidos
de calibracién, discriminacién y reclasificaciéon. Se recopil6é informacién
sobre el disefio y metodologia empleada en el estudio, espacio temporal en
que se desarroll6 y el emplazamiento geogréafico.

También se recopild, en el formulario de extraccién de datos, la técnica
diagndstica de caracterizacion del gen apoE para la comparacién, modifica-
ciones al modelo prondstico en los que se emplea genotipado de apoE
mediante qPCR, componentes del modelo prondstico estdndar de compara-
cién, seguimiento de pacientes (si aplica), pérdidas de pacientes durante el
seguimiento (si aplica) y la calidad del estudio.

Entre las medidas de resultados que se recopilaron, se encuentran los
estimadores de pruebas diagndsticas, modelos prondstico empleados con el
uso del genotipado apoE, covariables empleadas en los modelos prondstico,
andlisis del valor predictivo incremental entre modelos prondsticos, relacién
de fenotipos de personas y estimadores de asociaciéon con EA de inicio tar-
dio, antecedentes personales y comorbilidades.

5. Evaluacion de la calidad de los estudios

Las revisiones sistematicas de ensayos clinicos controlados y aleatorizados
fueron evaluadas con la herramienta ROBIS, las de modelos pronéstico
con CHARMS?>?, los estudios de modelos pronéstico con PROBAST?®, y, el
resto de disefios de estudios, con las herramienta de lectura critica (FLC 3.0)
de OSTEBAY.

Para el anélisis de los desenlaces, se utilizara el sistema GRADE
(“Grading of Recommendations, Assessment and Evaluation™) para clasifi-
car la evidencia aportada en alta, moderada, baja o muy baja, de cada uno
de ellos y globalmente>®.

Dadas las caracteristicas de este informe sobre diagndstico y modelos
prondstico y la no participacién de pacientes, no se ve necesaria la determi-
nacién de la importancia relativa de los desenlaces. En caso de reunir un
gran nimero de desenlaces para el resto de apartados se desarrollard el
proceso para establecer la importancia relativa de los mismos siguiendo la
metodologia GRADE™.
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Resultados

Se muestran los resultados desagregados por entidad nosolégica analizada
y con el eje comtn del genotipado de apoE por qPCR.

1. Papel del genotipado de apoE por qPCR
en el diagndstico de la DBLP

Se identificaron un total de 284 referencias bibliogréficas a través de las
estrategias de busqueda de literatura cientifica, de las cuales 17 corres-
pondian a registros de ensayos clinicos. Por titulo y resumen fueron
descartadas 235 referencias. Se solicitaron 32 referencias a texto com-
pleto. En el proceso de lectura, se identific6 por busqueda inversa y
solicité un estudio més. Tras la lectura a texto completo se excluyeron un
total 31 trabajos, siendo el principal motivo de exclusién, pese a incluir
la determinacion del gen apoFE en el estudio de la DBLP, el objetivo del
estudio, el cual era diferente al del presente informe o al uso de otras
técnicas diferentes a la qPCR para el genotipado de apoE. (ver anexo 4:
Diagrama de flujo. Genotipado de apoE por qPCR en el diagndstico de
la DBLP), incluyéndose en el anélisis de eficacia un sélo estudio! que
cumplia con los criterios de inclusidon.

No se han identificado estudios que permitan analizar el papel del
genotipado apoE mediante qPCR en el diagnéstico de la DBLP. El estu-
dio incluido de Bea et al.! se centra en la seleccion inicial de pacientes
mediante la definicién del estado de hiperlipidemia y posterior diagnds-
tico mediante el uso de biomarcadores. No en el rendimiento diagndstico
de la qPCR.

El estudio de Bea et al.!, cuyas principales caracteristicas se resumen
en el anexo 8 (ver anexo &: Sintesis de la evidencia: Papel del genotipado
de apoE en el diagnéstico de la DBLP), es un estudio observacional
retrospectivo. Su objetivo es definir las caracteristicas de la DBLP
mediante el andlisis genético de apoFE; asi como proponer un algoritmo
diagnéstico para estudios de deteccion a gran escala poblacional de la
DBLP, de acuerdo a una nueva definicién de hiperlipidemia y unos
umbrales a partir de los cocientes de varios biomarcadores descritos a
continuacién. La sugerencia por parte de los autores es que, este protoco-
lo diagnéstico pueda ser usado en todas aquellas personas que presenten
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petfiles lipidicos alterados, incluyendo también a aquellas que estdn sien-
do tratados con farmacos hipolipemiantes.

El estudio de Bea et al., realizado en Espafia, comprende la recolec-
cién de muestras sanguineas para la obtencion del perfil lipidico y el geno-
tipado de apoE desde enero de 2006 a abril de 2021 de personas proceden-
tes de 3 cohortes: Hospital Universitario Miguel Servet (HUMS, n=3.925),
conjunto de la poblacién general en edad laboral (AWHS: Estudio de
Salud Laboral de Aragén, n=5.331) y pacientes de Unidades Externas
lipidicas localizadas en 4 hospitales nacionales (Hospital Clinico de Bar-
celona, Hospital Sant Joan de Reus, Hospital Virgen de la Macarena de
Sevilla y Hospital de Bellvitge, Barcelona; n=390). Las determinaciones
bioquimicas del perfil lipidico a partir de muestra sanguinea procedentes
de las cohortes HUMS y AWHS se procesaron usando los mismos proto-
colos normalizados de trabajo. En el caso de la cohorte HUMS el anélisis
genético del gen apoE se llevd a cabo mediante la secuenciacion del exén
4 de este gen. En la cohorte AWHS el genotipo de apoE fue determinado
mediante la tecnologia qPCR usando un ensayo especifico de genotipado
de SNP tipo TagMan® de la casa comercial Applied Biosystem?!.

A partir de las cohortes de HUMS y AWHS se seleccionaron aque-
llas personas hiperlipidémicas (de acuerdo al criterio establecido en el
estudio: TG =150 mg/dL o LDLc (colesterol de tipo LDL) =160 mg/dL o
noHDLc (colesterol noHDL) =190 mg/dL), sin tratamiento con farmacos
hipolipemiantes y, de los cuales, se dispusiera de informacion acerca del
genotipado de apoE (HUMS, n=2656;y AWHS, n=2004) con el objetivo de
desarrollar un modelo diagnéstico. La validaciéon del modelo se realiza
con la muestra de pacientes de Unidades Externas lipidicas que cumplie-
ron las mismas caracteristicas (n=294). Aunque todos los sujetos evalua-
dos cumplian con el criterio de hiperlipidemia establecido en el estudio, se
identificaron entre las cohortes HUMS y AWHS, algunas diferencias esta-
disticamente significativas (proporcién de varones, de diabéticos, edad,
indice de masa corporal (IMC), niveles plasméticos de glucosa, hemoglo-
bina glicosilada, CT, TG y otras determinaciones lipidicas). Por ejemplo, la
cohorte del HUMS presentd niveles medios de TG de 159 mg/dL (1C95%:
99 a 260), frente a los 118 mg/dL (I1C95%: 82 a 175) de la cohorte AWHS
(p<0,001).

Bea et al. y,dado que la mayoria de las personas con DBLP son homo-
cigotas para el alelo €2 de apoFE, proponen la solicitud de un genotipado
apoE confirmatorio £2/€2, en personas que cumplan las siguientes condicio-
nes de hiperlipidemia: TG 2150 mg/dL 6 LDLc =160 mg/dL 6 noHDLc =190
mg/dL y que presenten los siguientes cocientes: noHDLc/apoB =1,7 y TG/
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apoB =1,35 (nonHDLc [mmol/L]/apoB [g/L] 24,4 and TG [mmol/L]/apoB
[g/L] =3,5) e independientemende de si estdn tomando o no medicacién
hipolipemiante.

Este modelo lo desarrollan con las personas que, provenientes de las 3
cohortes citadas, son hiperlipidémicos, no reciben tratamiento hipolipe-
miante y cuentan con un genotipado de apoE. Los valores que obtiene del
rendimiento diagndstico en términos de sensibilidad, especificidad y exacti-
tud diagnéstica son los siguientes: 100% (IC95%: 94,4 a 100), 87,2% (IC
95%:86,2 a88,1)y 87,3% (IC95%: 86,4 a 88,2), respectivamente.

Con esta informacion, los investigadores analizan el rendimiento diag-
nostico de otros modelos que emplean sus propios criterios de hiperlipide-
mia y cocientes diagnodsticos. Posteriormente, a los pacientes hiperlipidémi-
cos seleccionados, se les aplicaron los nuevos umbrales diagndsticos
propuestos (cocientes tomados como estandar de referencia) descritos
previamente: noHDLc/apoB =1,7 y TG/apoB =1,35. (Ver tabla 2: Compara-
cién del rendimiento diagndstico de otros algoritmos con el modelo pro-
puesto para la DBLP en pacientes hiperlipidémicos). Se observé que la
exactitud diagnoéstica varié entre el 37,9% (1C95%; 35,7 a 40,2) en el caso
del algoritmo de Paquette et al.3; y el 95,5% (1C95%; 94,7 a 96,3) en el caso
del criterio propuesto por Sampson et al.’> con un umbral diagnéstico
VLDLc/TG =0,30. Dado que cada modelo utilizé una definicién especifica,
el nimero de personas varié en cada comparacion con el modelo propuesto
por Bea et al.!
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Tabla 2. Comparacion del rendimiento diagnéstico de otros algoritmos con el modelo propuesto para la DBLP en pacientes
hiperlipidémicos

° 0,
ESTUDIO N VP VN FP FN S (%) (1C95%)* E (%) (1C95%)* EXACTITUD DIAGNOSTICA (%)

(IC95%)*
Sniderman et al.2 1183 41 | 898 | 237 | 7 | 8547222939 79,1 (76,6 a 81,5) 79,4 (77,02 81,7)
Paquette et al.3 1858 49 | 656 |1.153| 0 100 (92,8 a 100) 36,3 (34,0 a 38,5) 37,9 (35,7 a 40,2)
Boot et al.* 1889 47 | 1612 | 227 | 3 | 94,0(83,52988) 87,7 (86,1 a 89,1) 87,8 (86,3 a 89,3)
Sampson et al.5 () 2872 15 | 2729 | 86 | 42 | 26,3(155a39,7) 96,9 (96,2 a 97,6) 95,5 (94,7 a 96,3)
Sampson et al.5 (o) 2872 36 | 2592 | 223 | 21 | 63,2(49,3a756) 92,1 (91,0 2 93,1) 91,4 (90,3 a 92,4)

Modelo propuesto’: Criterio diagnéstico: noHLDLc/apoB >1,7 y TG/apoB >1,35.

Sniderman et al.: Hiperlipidemia: apoB <120 mg/dL y TG >133 mg/dL. Criterio diagnéstico: CT/apoB >2,4 y TG/apoB<8,8
Paquette et al.: Hiperlipidemia: CT >200 mg/dL y TG >175 mg/dL. Criterio diagndstico: noHDLc/apoB > 1,43

Boot et al.: Hiperlipidemia: CT >193 mg/dL y TG >177 mg/dL. Criterio diagndstico: noHDLc/apoB > 1,95

Sampson et al. (a): Hiperlipidemia: TG entre 150 y 1000 mg/dL. Criterio diagnostico: VLDL-colesterol/TG >0,30

Sampson et al. (b): Hiperlipidemia: TG entre 150 y 1000 mg/dL. Criterio diagndstico: VLDL-colesterol/TG >0,25

Célculo de los valores de la especificidad, sensibilidad y exactitud diagnéstica para cada uno de los algoritmos diagndstico comparados usando los criterios de dislipemia
y criterios diagndsticos de cada estudio y tomando como estandar de referencia el criterio diagnostico propuesto por Bea et al. (Criterio diagndstico: no-HLDLc/apoB >1,7
y TG/apoB >1,35).

apoB: apolipoproteina B. CT: colesterol total. E: especificidad. FN: falsos negativos. FP: falsos positivos. 1€95%: intervalo de confianza al 95%. N: tamafio muestral.
noHDLc: colesterol noHDL “non-high density lipoprotein colesterol”. S: sensibilidad. TG: triglicéridos. VLDL.: Lipoproteinas de muy baja densidad. VN: verdaderos negativos.
VP: verdaderos positivos.

* El estudio original muestra los valores absolutos para cada estudio y la sensibilidad y especificidad. Para el célculo de la exactitud diagndstica junto con sus 1C95%, asf
como los de la sensibilidad y especificidad, se empled la herramienta MedCalc®®°,

Fuente: Bea et al. 2023,
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En un segundo analisis, los investigadores estudiaron a todos los pacientes
con la definicion de hiperlipidemia (TG=150 mg/dL 6 LDLc=160 mg/dL 6
noHDLc = 190 mg/dL) propuesta por ellos mismos y aplicaron los crite-
rios diagndsticos de cada estudio, tomando como estdndar de referencia
los umbrales de los cocientes diagnésticos propuestos (noHDLc/apoB
21,7 y TG/apoB =1,35). Con esta nueva definicién de hiperlipidemia y
umbrales diagndsticos, se observaron valores de sensibilidad, especificidad
y exactitud diagnéstica més altos que los obtenidos con los criterios de
dislipemias y umbrales diagnésticos propuestos por Sniderman et al.?,
Boot et al.* y Sampson et al.’ y misma sensibilidad tras emplear los para-
metros descritos por Paquette et al.?, pero con una especificidad mas ele-
vada (Ver tabla 3. Evaluacién comparativa de los diferentes algoritmos
diagnéstico de DBLP en personas hiperlipidémicas segtin criterios de Bea
et al.). Con el uso del algoritmo propuesto por Bea et al.! se emplea unos
criterios de hiperlipidemia y umbrales de cocientes diagndsticos menos
estrictos, lo que genera un nimero mayor de personas susceptibles de ser
diagnosticadas de DBLP.
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Tabla 3. Evaluacién comparativa de los diferentes algoritmos diagnéstico de DBLP

en personas hiperlipidémicas segun criterios de Bea et al.

ESTUDIO

Modelo propuesto’

Sniderman et al.?

Paquette et al.3

Boot et al.*

Sampson et al.®

4.954

EXACTITUD DIAGNOSTICA

VP VN FP FN S (%) (IC95%) E (%) (1C95%) (%) (IC95%)

64 | 4262 | 628 0 100 (94,4 a 100) 87,2 (86,2 a 88,1) 87,3 (86,4 a 88,2)
52 | 4.093 | 797 | 12 81,3 (69,5-89,9) 83,7 (82,6 a 84,7) 83,7 (82,6 a 84,7)
64 | 1.691 | 3199 | © 100 (94,4-100) 34,6 (33,3 a 35,9) 35,4 (34,1 a 36,8)
55 | 4.009 | 791 9 85,9 (75,0 a 93,4) 83,8 (82,8 a 84,9) 83,9 (82,8 a 84,9)
18 | 4149 | 741 | 46 28,1 (17,6 a 40,8) 84,9 (83,8 a 85,9) 84,1 (83,1 a85,1)

apoB >1,35

Boot et al.: Criterio diagndstico: noHDLc/apoB > 1,95

Paquette et al.: Criterio diagndstico: noHDLc/apoB > 1,43

Sampson et al.: Criterio diagnostico: VLDL-colesterol/TG >0,30

Sniderman et al.: Criterio diagndstico: CT/apoB >2,4 y TG/apoB<8,8

Modelo propuesto: Hiperiipidemia: TG >150 mg/dL 6 LDLc >160 mg/dL 6 noHDLc >190 mg/dL. Criterio diagndstico: no-HLDLc/apoB >1,7 y TG/

deros positivos.

Fuente: Bea et al. 2023,

apoB: apolipoproteina B. CT: colesterol total. E: especificidad. FN: falsos negativos. FP: falsos positivos. IC95%: intervalo de confianza al 95%. N: tamafio muestral. noHDLc:
colesterol noHDL “non-high density lipoprotein colesterol”. S: sensibilidad. TG triglicéridos. VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad. VN: verdaderos negativos. VP: verda-

* Para el célculo del intérvalo de confianza (IC) y los valores de la sensibilidad y especificidad a partir de los datos facilitados en el trabajo, se hizo uso de la herramienta bioin-
formatica MedCalc®®°.
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El estudio de Bea et al.! presenta una calidad metodoldgica baja debido a
las limitaciones identificadas, entre ellas, la ausencia de un estudio compa-
rativo directo entre las diferentes técnicas de caracterizaciéon del gen
apoE. Aunque se realizan andlisis de fiabilidad con unos estdndares de
referencia, los pardmetros lipidicos y/o umbrales diagndsticos para la
seleccion y diagnéstico de DBLP son los propuestos por los propios inves-
tigadores. No se ofrece una comparacion de los estimadores de fiabilidad
diagndstica con un estandar de referencia adecuado para la DBLP como
la ultracentrifugacién o por técnicas inmunolégicas como ELISA o méto-
dos turbidimétricos. S6lo en la cohorte derivada del HUMS se llevé a cabo
una secuenciacion del exén 4, no especificindose si se ha encontrado en el
proceso de investigacién algin paciente que muestre perfiles compatibles
con DBLP en ausencia de genotipo £2/€2. Otra de las limitaciones viene
dada por la poblaciéon a estudio. Tanto las personas registradas en la
cohorte del HUMS, las del AWHS, como las de las Unidades Externas
lipidicas, no constituyen por si solas ni agrupadas, grupos representativo
de la poblacién general.

2. Identificacion y comparacion de estudios
predictivos prondsticos para la estimacion
del riesgo de padecer EA de inicio tardio
que integren el genotipado de apoE por
qPCR

Se llevaron a cabo dos estrategias de busquedas bibliograficas cuyos térmi-
nos quedan recogidos en el anexo 3 (ver anexo 3: Estrategia de busqueda
bibliografica) y resultados cuantitativos en el anexo 5 (ver anexo 5. Dia-
grama de flujo. Genotipado de apoE por qPCR en modelos predictivos
pronéstico de EA de inicio tardio), con el objetivo de ampliar la bisqueda
de evidencia cientifica. Fusionadas las busquedas y, eliminados los duplica-
dos, se identificaron un total de 818 referencias bibliograficas. Por titulo y
resumen fueron descartadas 735. Se solicitaron 83 referencias a texto com-
pleto. Tras su lectura se excluyeron todos los trabajos ya que no se identificd
ninguno en el que se especificara el uso de la qPCR como técnica de geno-
tipado incluida en un modelo predictivo prondstico para la estimacién de
padecer EA de inicio tardio, siendo el principal motivo de exclusién que, la
mayoria de los estudios, hacian uso de la integracion del genotipado de
apoE dentro de un modelo predictivo diagndstico de EA.
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No se han recuperado estudios que, en el contexto del genotipado
apoE permitieran establecer algin tipo de asociacién entre la EA de inicio
tardio y la coexistencia de obesidad, sindrome metabdlico y diabetes, asi
como los antecedentes de enfermedades infecciosas y/o de infertilidad en la
persona.

Atendiendo a uno de los objetivos del informe, se recopilaron el con-
junto de modelos predictivos prondsticos para establecer el riesgo de EA de
inicio tardio y que incluyeran el uso de técnicas genéticas para el andlis de
apoE; aun sin especificar el método empleado. En el anexo 9 (Anexo 9:
Modelos predictivos prondstico para establecer riesgo de apariciéon de EA
de inicio tardio que incluyen genotipado apoFE) se muestran las caracteris-
ticas principales del total de los 8 los modelos predictivos recuperados.
Todos ellos son estudios retrospectivos con un periodo de seguimiento
comprendido entre los 2 y 8 afios y un volumen de participantes que oscila
desde 81 a mas de 10.000.

Unicamente en el trabajo realizado por Abdullah et al.% se indica la
técnica usada (ARMS) para el genotipado de apoE. En los trabajos llevados
a cabo por Sorensen et al.!'!, Qiu et al.?, Davatzikos et al.”, Kauppi et al.!?, y
Van Maurik et al.!?; se especifica que los participantes proceden de la base
de datos Alzheimer’s Disease Neuroimaging Initiative (ADNI por sus siglas
en inglés) mientras que en el caso del estudio de Hartz et al.® son originarios
del registro National Alzheimer’s Coordinating Center (NACC por sus siglas
en inglés). Ambas presentan datos de personas norteamericanas, son de
libre acceso publico y permiten a los investigadores, previa autorizacion,
acceder a imdgenes, datos clinicos, gendmicos y biomarcadores con objeti-
vos docentes, de investigacion cientifica o planificacién de estudios clinicos.
Tal y como se menciona en la publicacién proporcionada por el ADNI
acerca de la metodologia empleada, el genotipado de las muestras para los
diferentes marcadores SNP y variaciones en el ndmero de copias (VNC)
potencialmente relacionados con EA fueron analizados mediante la tecno-
logia de microarrays “Human610-Quad BeadChip (lllumina, Inc., San Die-
go, CA)”. Sin embargo, el genotipado de apoE para los dos SNP de interés
(rs429358 y 1s7412) al no estar incluido en este chip, fue llevado a cabo
mediante PCR-RFLP!. En el caso del trabajo conducido por Hartz et al.®
se especifica que, los participantes de la NACC fueron genotipados de
acuerdo a la metodologia empleada en Talbot et al. 1994. Sin embargo, al
consultar la fuente original no se especifica el método usado®2.

En referencia a los factores predictores que, junto con apoE se usaron
mas repetidamente; se incluyen pardmetros como la edad, sexo, funcién
cognitiva evaluada a través del Test Mini-Mental (MMSE por sus siglas en
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inglés) junto con diferentes parametros de imagen como el anélisis de regre-
sion tipo Cox de las regiones de interés (COX-ROI por sus siglas en inglés),
el andlisis de covarianza de regiones de interés (ANCOVA-ROI por sus
siglas en inglés) o la IRM y biomarcadores en sangre como AB, ,, 6 p-tau.
Tal y como se muestra en el anexo 9, s6lo en cuatro de ellos®%1112 se propo-
cionan algunos datos acerca de los umbrales de los factores predictores a
integrar en el modelo. Métodos de validacién interna se aplicaron a los
estudios de Qiu et al.” y Shigemizu et al.'’, mientras que la validacién exter-
na dnicamente se llevé a cabo en el estudio de Van Maurik et al.!2.

Dada la ausencia de informacién completa en los estudios que presen-
tan modelos prondstico, no ha sido posible realizar una comparacién entre
los mismos. Por el mismo motivo, tampoco se ha considerado necesario
hacer una evaluacién individualizada mediante la herramienta PRO-
BAST>.

Tampoco ha sido posible caracterizar a personas con sus fenotipos y
antedecentes personales que podrian beneficiarse de una estimacién del
riesgo individual para desarrollar EA de inicio tardio y, por tanto, candida-
tas a la instauracion de medidas preventivas y terapéuticas adecuadas.

3. Aspectos éticos y legales

No se realizé una revision sistematica para la incorporacién de aspectos
éticos y legales en el informe. Si se han revisado los listados de comproba-
ciéon de los dominos de anadlisis ético y legal recogidos en el informe de
Gutiérrez-Ibarluzea et al. 2018% tanto para el uso del genotipado apoE
mediante qPCR en el diagndstico de la DBLP como en el prondéstico para
la EA de inicio tardio. Para la incorporacién de elementos éticos y legales a
la EA de inicio tardio, también se ha tenido en cuenta el trabajo de Wells et
al. 2022 que, siendo un trabajo centrado en tecnologias emergentes y no
exclusivamente en la qPCR, el enfoque que realizan contiene aspectos
éticos?? por lo que se ha considerado de utilidad para los objetivos del pre-
sente informe.

3.1. Genotipado de apok por gPCR
en el diagnostico de la DBLP®3
Sin estudios que permitan analizar el papel del genotipado apoE mediante

gPCR en el diagnostico de la DBLP, no ha sido posible evaluar el uso de la
gPCR frente a otras técnicas para el genotipado de apoE.
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Dentro de los aspectos éticos generales, se ha considerado que el uso
de esta tecnologia no influiria en convicciones morales, culturales o religio-
sas, ni en valores, implicaciones sociales o en la modificacién de las percep-
ciones sobre determinadas personas con la DBLP.

Existe la posibilidad de que pudieran darse consecuencias no deseadas
con el uso de esta tecnologia, para personas con DBLP, como puede ser la
aparicién de barreras para la contratacion de poélizas de seguros sanitarios
privados, seguros de vida o de otra indole o, un incremento considerable de
las primas al contratar un seguro de estos.

El potencial uso de esta tecnologia no parece que pudiera influir en
ninguno de los aspectos de autonomia de la persona. Tampoco se han visto
indicios de que pudiera afectar a la dignidad e integridad humana.

No se ha podido poner de relieve, ante la ausencia de estudios, los poten-
ciales beneficios de esta tecnologia. Con el andlisis del estudio de Bea et al.!,
no parece que esta tecnologia pueda ofrecer mayores beneficios al paciente,
aparte de las ventajas y limitaciones que puede ofrecer su realizaciéon en el
laboratorio. Tampoco parece que la tecnologia pueda generar mayores ries-
gos que las técnicas en uso actual, més alld del uso de dicha informacién con
consecuencias no deseadas y como se han descrito previamente.

Su uso no afectaria a los derechos humanos basicos de la persona y los
aspectos legales como el derecho de la persona a la informacién o a no ser

informada, estdn cubiertas en nuestro contexto sanitario®.

3.2. Incorporacion del genotipado de apoE por
gPCR a modelos prondstico para la EA de
inicio tardio

No ha sido posible analizar el papel del genotipado apoE mediante qPCR
en el prondstico de la EA frente a otros modelos prondstico.

Dentro de los aspectos éticos generales, se ha considerado que el uso
de esta tecnologia no influiria en convicciones morales, culturales o religio-
sas. Si podria influir en valores, implicaciones sociales o en la modificacion
de las percepciones sobre determinadas personas con el diagnoéstico de EA.

Existe la posibilidad de que pudieran darse consecuencias no deseadas
con el uso de esta tecnologia, para personas con EA, entre ellas, la imposi-
bilidad de contratar determinados seguros de asistencia sanitaria privada u
otros o tener que asumir un incremento de las primas de mucha mayor
cuantfa.
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Su uso, no parece que pudiera influir en ninguno de los aspectos de
autonomia de la persona. Tampoco se han visto indicios de que pudiera
afectar a la dignidad e integridad humana.

No se ha podido poner de relieve, ante la ausencia de estudios, los
potenciales beneficios de esta tecnologia. Ni siquiera los estudios seleccio-
nados que pretenden ofrecer modelos prondstico, ofrecen la informacién
suficiente para poder aplicarlo en la clinica asistencial o carecen de las
medidas de validacion adecuadas®!3. Tampoco parece que la tecnologia
pueda generar mayores riesgos que las técnicas en uso actual, més alld del
uso de dicha informacion con consecuencias no deseadas. Ahora bien, tal
como se expresa mds adelante, se deberia tener en cuenta el momento en
que se realizan las determinaciones y las consecuencias de los resultados
para la persona y familiares.

Tampoco parece que pudieran verse afectados los derechos humanos
bésicos de la persona y los aspectos legales, dado que el derecho de la per-
sona a la informacién o a no ser informada, estan cubiertas en nuestro con-
texto sanitario®.

En el caso especifico de las demencias, existe preocupacién acerca de
las consecuencias éticas y no deseadas, en caso de contar con un mayor
volumen de personas en etapas incipientes de DCL y preclinicas de EA.
Esto puede acarrear una mayor probabilidad de FP, lo que conlleva una
preocupacion innecesaria en las personas y su entorno familiar, niveles de
ansiedad por un diagnéstico en el que los tratamientos no impiden la evo-
lucién de la enfermedad y, puede suponer un aumento de los problemas
psicosociales??>. Ademads, en nuestro contexto, podria ser una barrera para
quien quiera contratar una poéliza de seguro o verse en la necesidad de
afrontar primas mds cuantiosas.

No se recomienda realizar pruebas de deteccién a personas que no
muestran sintomas de EA y, debe tenerse en cuenta que, pueden existir
diferencias para el momento més adecuado del diagndéstico de EA de una
persona, en comparacién con el momento adecuado para la “sociedad” o su
entorno social inmediato. Para la persona afectada, el momento apropiado
probablemente sea individualizado (por ejemplo, estar en la fase DCL),
mientras que el momento apropiado para la sociedad podria ser mucho mas
temprano, con el objetivo de adoptar, por ejemplo, medidas preventivas. Un
dilema ético es decidir qué momento priorizar. La realizacién de pruebas,
con la consiguiente revelaciéon de anomalias genéticas que aumentan el
riesgo de padecer EA de una persona, pueden no ser efectivas, dado que el
riesgo genético es un concepto dificil de entender para muchas persona-
s??aunque, por otra parte, las personas tienen derecho a saber y a tomar
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decisiones auténomas sobre su salud, asi como a que se respete su voluntad
de no ser informadas®.

Se considera probable que, la presentacion de la EA sea mds hetero-
génea de lo que se pensé inicialmente, por lo que puede no ser ético agrupar
todos los diagnédsticos de EA en un tnico tipo de enfermedad con un tnico
método de diagnoéstico. También existe un dilema ético al considerar los
tratamientos disponibles para la EA. Actualmente, no existe una forma
efectiva de prevenir la progresion de la EA o de revertir el dafio producido,
por lo que es importante que quienes se someten a pruebas, den su consen-
timiento informado y tengan la autonomia para elegir si hacerse la prueba
o no. Muchas personas temen el lenguaje estigmatizante y la asociacion
negativa con la “demencia”, y los profesionales sanitarios han mencionado
la posibilidad de que las personas se sientan devastadas por un diagndstico
definitivo. Un diagndstico mas temprano puede generar mas afios de preo-
cupacion®?y, es posible, es respetable y la legislacion vigente les protege, que
algunas personas no quieran conocer su diagnéstico hasta mas tarde®*.

Sin embargo, el diagnéstico temprano de EA no siempre provoca

emociones negativas en las personas y puede brindar alivio®2.
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Discusion

A lo largo de este informe se aborda la utilidad del estudio molecular
mediante qPCR de los haplotipos productos de dos SNPs de apoE
(rs429358 y rs7412). La determinacion de estos polimorfismos da lugar a
distintos alelos que se relacionan con distintas susceptibilidades y ries-
gos de desarrollar ciertas patologias. La evaluaciéon del genotipado de
apoE por qPCR se sitiia en el contexto del diagnéstico clinico de la
DBLP y en su inclusién dentro de un modelo predictivo prondstico de
riesgo de padecer EA de inicio tardio, sin que se hayan identificado estu-
dios que pudieran dar una respuesta adecuada a los objetivos planteados
en este informe.

La DBLP se trata de un tipo de dislipemia heredado que potencial-
mente se encuentra infradiagnosticado. Este desorden estd asociado con un
riesgo aumentado de padecer enfermedad de tipo coronario y periférica
arterial de forma prematura. Aunque hay algunas caracteristicas clinicas,
como los xantomas palmares y tuberosos asociados con esta condicién, no
siempre se encuentran presentes; por lo que su ausencia no se puede usar
como criterio de exclusidon de este desorden. La determinacién del perfil
lipidico por si sélo no es capaz de diferenciar la DBLP de otras causas de
hiperlipidemia combinada, por lo que es necesario la integracién de mas
pardmetros para llevar a cabo un correcto diagndstico.

La determinacion convencional de DBLP estd basada en la confirma-
cién de un aumento en las particulas remanentes anormales. Esto requiere
separacion de lipoproteinas por ultracentrifugacion y, posteriormente, cuan-
tificacion de colesterol y triglicéridos o electroforesis del sobrenadante®. El
uso de este algoritmo implica el manejo de la técnica de ultracentrifugacion,
la cual cuenta con una serie de inconvenientes que hace que Gnicamente sea
accesible en algunos centros: elevado coste, técnica muy laboriosa con nece-
sidad de un personal entrenado; asi como limitaciones en su ejecucién (por
ejemplo, el nimero de muestras a procesar viene marcada por el nimero de
posiciones con los que cuenta el rotor)*. Como alternativa, se ha analizado
el uso de diferentes técnicas bioquimicas cuyas principales caracteristicas
fueron abordadas en este informe (Apartado 2.2.2: Disbetalipoproteinemia
familiar/Diagnéstico). Entre ellas, se encuentra el uso de la electroforesis
con geles de agarosa del plasma/suero para la identificacién de la f banda o
la medida de la concentracién de apoE mediante técnicas inmunocromato-
graficas*.
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La técnica de referencia de acuerdo al criterio de Fredrickson para el
diagnéstico de DBLP incluye: la medida de TG entre 150-1.000 mg/dL y un
cociente colesterol-VLDL/TG > 0,30 mg/dL. Se han propuesto diferentes
procedimientos que incluyen el uso de un algoritmo integrado para la detec-
cién de la DBLP donde se incluyen distintos parametros del perfil lipidico
del individuo. Normalmente comprenden la medida de colesterol noHDL y
TG junto con la determinacién de la apoB. El uso de este tipo de criterios
diagnésticos y, aunque pudieran tratarse de herramientas ttiles, cuentan con
importantes limitaciones como por ejemplo: la falta de consenso acerca del
umbral 6ptimo de los biomarcadores o los posibles problemas de alteraciéon
del fenotipo bioquimico lipidico que pueden presentar aquellos paciente
que siguen un tratamiento hipolipemiante?’.

Por otro lado, el genotipado de apoE resulta una herramienta espe-
cialmente util a incluir en el diagnéstico de la DBLP. En el contexto de
una enfermedad monogénica, su uso podria tener un papel relevante en
la confirmacidén del diagndstico o su exclusién. La mayoria de los casos
para DBLP se deben a un patrén de herencia recesiva por la presencia
del alelo €2 en homocigosis la cual es relativamente facil de analizar por
diferentes técnicas de biologia molecular. Sin embargo, es importante
recordar que la penetrancia del genotipo £2/€2 es baja y este genotipo no
se puede considerar un diagndstico definitivo sin la demostracién de la
coexistencia de concentraciones elevadas lipoproteinas remanentes.
Ademas, la mayoria de los individuos que presentan un genotipo £2/€2
no sufren DBLP; y aproximadamente alrededor de un 10% de los casos
se deben a mutaciones autosémicas dominantes raras en el gen apoE que
s0lo pueden ser identificadas mediante secuenciacién completa, o al
menos del exén 4 del gen.

Las diferentes formas de anélisis de las variantes del gen apoE, aplica-
ble a otras condiciones, fueron detalladas en la introduccion de este informe
(ver apartado 3: Determinaciéon molecular de los polimorfismos del gen
apoFE) e incluyen técnicas de fenotipado como la determinacién por EIE o
la identificacion de las variantes mediante PCR-RFLP o secuenciacion. En
referencia al objetivo de este informe acerca del uso especifico de la técnica
de qPCR para el andlisis de la apoE en el contexto del diagnéstico de la
DBLP, tinicamente se encontré un estudio llevado a cabo por Bea et al'. El
resto de estudios identificados hacian referencia mayoritariamente a otros
tipos de técnicas genéticas empleadas para la determinacién de apoE. El
tipo de método de genotipado empleado en los diferentes trabajos general-
mente parecia seguir un patrén cronolégico. En aquellas publicaciones mas
antiguas solia predominar la técnica de PCR-RFLP; mientras que en las més
recientes el método de eleccidn era la secuenciacion del gen. En algunos de
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los estudios identificados no se indicaba la técnica de genotipado que se
habia usado, por lo que fueron descartados.

En el estudio de Bea et al.' se propone un nuevo algoritmo diagndsti-
co para la DBLP. Consiste en la identificacién de personas que, con hiperli-
pidemia (definida de acuerdo a los criterios establecidos en el propio estu-
dio) superen unos umbrales para determinados cocientes de biomarcadores
(noHDLc/apoB, TG/apoB) con o sin tratamientos hipolipemiantes. Llega-
dos a este punto, el algoritmo propone la realizacién de una segunda prueba
que incluye un estudio del gen apoE para el correcto diagnéstico de DBLP.

Tal y como se ha comentado anteriormente, una de las aproximaciones
diagndsticas para DBLP se basa en la medida de la acumulacién de lipopro-
teinas remanentes ricas en TG y colesterol; por lo que es esperable que los
cocientes noHLDLc/apoB y TG/apoB y la definicién de hiperlipidemia sean
buenos candidatos a incluir en un algoritmo de deteccion para DBLP como
el propuesto en el trabajo de Bea et al.l. Como consecuencia de ello, este
nuevo algoritmo es altamente sensible (100%), con una especificidad por
encima del 85% y todo ello a expensas de no sefialar erroneamente a
paciente alguno como FN y con un porcentaje de FP en torno al 12,7%,
cuando los modelos comparados ofrecen porcentaje de FP entre un 15,0%
(741/4954) y un 64,6% (3199/4954)3. Si en este contexto, se tiene en cuenta
el uso del algoritmo propuesto por Bea et al. que, aun contando con nume-
rosas limitaciones, presenta una definicién de hiperlipidemia (de acuerdo al
criterio de los autores) més amplia, con el consiguiente aumento de su sen-
sibilidad (y de falsos positivos) para una sospecha diagnéstica temprana; la
caracterizacion del genotipado apoE ofrece la posibilidad de confirmacion
o descarte diagndstico de, al menos, los casos de DBLP homocigota.

En referencia a los objetivos especificos de este informe, una de las
limitaciones con las que cuenta es la ausencia de un estudio comparativo
directo entre el genotipado de apoE por qPCR y otras técnicas de genoti-
pado, para poder establecer conclusiones referentes a las caracteristicas
diagndsticas de ambas pruebas. En el estudio seleccionado de Bea et al.!
a las personas de la cohorte del AWHS se les realiza este tipo de técnica
de deteccidn de los SNP a partir de una pre-mezcla comercial de reactivos
tipo TagMan®. Lamentablemente, a lo largo del estudio, no se establece
ningln analisis con el propdsito de comparar este método con la secuen-
ciacién genética, que es la prueba que se realiza en la cohorte del HUMS.
Bea et al. ponen a prueba el nuevo algoritmo diagndstico en las tres mues-
tras de pacientes con las que cuentan (HUMS, AWHS y Unidades Exter-
nas lipidicas), teniendo presente que todos los casos son €2/€2. En las tres
muestras se obtiene una sensibilidad del 100%, obteniéndose una especi-
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ficidad maés alta en la cohorte del HUMS (92,8%) respecto a las demas
cohortes (datos no mostrados en el apartado de resultados del informe)!.
Esta diferencia no la podemos atribuir a que la secuenciacién sea un
método més especifico, ya que existen algunas limitaciones en el disefio
del propio estudio, como son la clasificacién a priori de casos entre aque-
llas personas con €2/€2, o que en la cohorte HUMS existe una mayor
representacion de genotipo €2/€2 (1% vs. 0,4%). Otra de las limitaciones
del informe es la ausencia de estudios con un grupo de comparacién cuya
técnica fuera considerada la estdndar dentro del diagnéstico de DBLP,
como es la ultracentrifugacién. Tampoco se han identificado estudios que
informaran de personas que, con los criterios, por ejemplo, de Bea et al. u
otros, presentaran con perfil lipidico alterado y que no contasen con el
genotipo €2/€2. El disefio de Bea et al, aunque contase con un algoritmo
diagndstico en el que el genotipado es de confimarcién para el diagndstico
de DBLP, la seleccion de casos (estudio retrospectivo) presenta como
condicion la presencia del genotipo €2/€2. Este hecho ha inducido la no
existencia de casos como FN con el empleo de dicho algoritmo.

Una limitacién mads del informe es la poblacién del estudio seleccio-
nado. Desagrupadas por cohortes, no representan a la poblacién general.
Ni las de indole sanitaria, pero ni siquiera la cohorte AWHS que, siendo
una muestra de personas en edad laboral, el 93,8% estd representada por
varones.

Siendo un estudio realizado en Espaiia, no se aportan los valores pre-
dictivos positivos (VPP) ni los negativos (VPN) debido a que, como se ha
sefialado previamente, la poblacién de estudio no es representativa de la
poblacion general y, ademads, la prevalencia de la DBLP puede variar segtn
las definiciones de hiperlipidemia y criterios diagnésticos, lo que explica que
se manejen cifras de prevalencia de 1:10.000 a 1:50!. Por este motivo de
variabilidad de la prevalencia, y con los datos ofrecidos por Bea et al. se
realizé el cdlculo de los cocientes de probabilidad positivo (CPP) y negativo
(CPN) mostrados en el anexo 8. Con un CPP de 7,8 (1C95%; 7,2 a 8,4) la
prueba puede considerarse como poco potente para determinar cuanto mas
probable es tener un resultado positivo en un enfermo que en un sano®. A
pesar de ofrecer un CPN = 0, el resultado no es adecuado interpretarlo
debido a que se ha obtenido de una muestra de pacientes que fueron selec-
cionados con genotipo £€2/€2 como VP y, por tanto, sin FN para el algoritmo
propuesto.

El algoritmo diagndstico propuesto por Bea et al. ofrece mejores resul-
tados en términos de exactitud diagndstica respecto al resto de modelos con
los que es comparado. Sin embargo, segtin el disefio del estudio, el conjunto
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pre seleccionado de personas sobre los que se desarrolla el algoritmo tienen
el genotipo €2/€2, las cuales se consideran los VP del modelo y , por tanto,
es muy probable que la estimacion esté sobrevalorando la verdadera exac-
titud diagnostica de la pruebal.

La EA de inicio tardio es la segunda condicién de estudio abordada en
el informe, cuyo objetivo se centra en la localizacién de modelos predictivos
prondstico que incluyan el genotipado de apoE por qPCR. En este escena-
rio se sitdia una de las manifestaciones de la creciente preocupacién sobre el
impacto de los desafios cognitivos relacionados con el envejecimiento. Esta
situacion ha promovido el desarrollo de estrategias a nivel nacional e inter-
nacional para abordar la demencia. Organizaciones internacionales como la
“Alzheimer’s Disease International” y la Organizaciéon Mundial de la Salud
han desarrollado planes preventivos, de promocién de la investigaciéon y de
uso de recursos®.

En el proceso de busqueda bibliogréfica no se identificé ningtn estu-
dio que cumpliera con los criterios de inclusién. La mayoria de los estudios
localizados, abordaban la inclusién del genotipo apoE dentro de diferentes
modelos predictivos diagndstico con el objetivo de alcanzar un algoritmo de
clasificacién de la enfermedad preciso y exacto. Otros trataban de relacio-
nar la EA con el genotipo apoE y la tasa de deterioro cognitivo, una vez que
la enfermedad ya ha sido diagnosticada.

Atendiendo a otro de los objetivos planteados de recopilar modelos
predictivos prondstico que incorporaran el estatus de apoE con otras técni-
cas genéticas diferentes a la qPCR, se identificaron un total de 8 trabajos
(ver anexo 9: Modelos predictivos prondstico para establecer riesgo de
aparicién de EA de inicio tardio que incluyen genotipado apoE). Los méto-
dos de genotipado usados en estos modelos prondstico y los empleados en
otros trabajos descartados, vienen condicionados por la fuente de informa-
cion de pacientes. En cinco de los estudios”->!1"13, 1os pacientes proceden del
registro ADNI, que para la identificacion de los dos SNP de interés
(rs429358 y 1s7412) emplea la técnica de genotipado por PCR-RFLP®!,

Se ha puesto de manifiesto que, los estudios publicados y de interés
para este informe, hacen hincapié en el genotipado apoE, y no en la técnica
gPCR de genotipado. Se interpreta, por tanto, que la técnica empleada no
es lo relevante en el d&mbito clinico y que este aspecto puede tener su impor-
tancia en el campo de la investigacién. No se duda del importante papel de
apoE en los modelos predictivos para la EA de inicio tardio, dado que se
trata del factor de riesgo genético mds importante asociado a la enferme-
dad, junto con otros factores predictores como la edad, el resultado del
MMSE o el sexo de la persona'’.
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Asi mismo, se ha observado que el desarrollo de modelos prondsticos
incorporan otros factores predictores novedosos como son biomarcadores
de LCR (por ejemplo, medida de la proteina tau fosforilada) o la incorpo-
racién de pruebas de imagen sofisticadas y complejas como COX-ROI o
ANCOVA-ROIL. Esto pone de manifiesto la necesidad de incorporar nue-
vos factores predictores a los modelos predictivos, con el objetivo de mejo-
rar y anticipar la posible aparicién de EA de inicio tardio, pero se observa
que los modelos identificados ofrecen la informacién necesaria para poder
aplicar en clinica los modelos prondstico de manera fragmentada o incom-
pleta (ver anexo 9) y, por tanto, no es posible su adopcién e implementacién
en la practica clinica diaria. A modo de ejemplo, estudios como Davatzikos
et al.” o Kauppi et al.!® describen factores predictores, pero no informan de
los umbrales para su uso clinico ante un paciente concreto. Modelos pro-
puestos como el de Abdullah et al.® sefialan un umbral para clasificar a las
personas como de alto o bajo riesgo de desarrollar EA con predictores
como el cociente AB, ,,/ AB, ,, pero no estd integrado en un modelo clinico
que permita estimar el riesgo individual de la persona, teniendo presentes
el resto de factores predictores que influyen en el prondstico individual.

En relacién a la técnica de genotipado de apoE mediante qPCR, cabe
destacar que se trata de una técnica sensible y especifica, asi como facilmen-
te implementable en un servicio de laboratorio diagndstico; siempre y cuan-
do se disponga del equipo y de personal entrenado. Ademas, la posibilidad
de disponer de mezclas comerciales con o sin los cebadores y sondas inclui-
dos, facilita su realizacién y la posibilidad de obtener el resultado en unas
pocas horas sin requerir otros procedimientos de post-andlisis complejos
como la PCR-RFLP o cualquier método que implique la preparacién de un
gel®. A favor de otras técnicas tradicionalmente instauradas para conocer
el genotipo de apoE como es la PCR-RFLP; destaca el no requerir de un
termociclador especial con detector de fluorescencia y ser menos costosa
que la qPCR por no requerir de sondas. Sin embargo, se trata de un proceso
laborioso, en ocasiones la interpretacion puede ser dudosa debido a diges-
tién parcial por diferentes factores (por ejemplo, mal estado de la enzima de
restriccion o producto de PCR “débil”) y con gran cantidad de pasos que
aumentan las posibilidades de introducir un error humano*>#.

Pese a las potenciales ventajas que podria aportar la qPCR, no se ha visto
que sea el método mas extendido de genotipado de apoFE tanto para la DBLP
como para EA de inicio tardio; siendo otros métodos como la PCR-RFLP o
secuenciacion los mds usados. En el caso de DBLP en el tnico estudio donde
se integra esta técnica, los autores apuntan a que seria necesaria no sélo la con-
firmacién del genotipo €2/€2, sino también la secuenciacion del gen apoE para
demostrar otras mutaciones patogénicas en el mismo!. Probablemente la pérdi-
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da de positivos para DBLP debido a otras mutaciones raras, sea una de las
limitaciones de la implementacién de esta técnica para su diagndstico.

En referencia a la EA, la disponibilidad de grandes bases de datos con
registros de pacientes como, por ejemplo, ADNI o NACC, podria ser una de
las causas de la ausencia de estudios que desarrollen modelos prondsticos
teniendo en cuenta los resultados de la técnica qPCR. Son registros en los
que se cuenta ya con el genotipo (mediante otras técnicas de genotipado)
de muchas de las personas que integran estas bases de datos, por lo que
supone un ahorro econémico importante en la investigacion.

Mas alla de los objetivos que rodean a este informe en relacion al tipo
de técnicas empleadas para el genotipado de apoE con objetivo diagndstico
para DBLP y su integraciéon en un modelo predictivo prondstico de EA de
inicio tardio; estarian las consideraciones éticas y legales que llevan implici-
tas la determinacién de cualquier informacién sensible para el paciente.

Es patente la asociacién del gen apoE con diferentes condiciones
como la DBLP y la EA y como puede afectar al diagnéstico, prondstico o
incluso a la respuesta al tratamiento. Pero su papel es el de un factor de
riesgo y no causativo y, los hallazgos inconsistentes en la literatura sugieren
que las enfermedades asociadas a apoE son el resultado de interacciones
complejas. Por tanto, en un contexto de medicina de precision, la decisién de
evaluar el genotipo apoE puede tomarse mejor caso por caso!”.

En referencia a la DBLP, solo una minoria de los portadores €2/€2
desarrollan la enfermedad e incluso, de entre las personas que desarrollan
la enfermedad, la mayoria permanecen normolipidémicos durante décadas;
particularmente en ausencia de otros factores dislipidémicos primarios o
secundarios adicionales. La posibilidad de tener acceso a informacién sobre
el estatus del gen apoFE podria ser recomendable en pacientes con perfil
lipidico sospechoso y/o pacientes con una historia familiar de DBLP, ya que
incorporar el conocimiento de la predisposicion genética, ofrece la posibili-
dad de posponer la expresion de la enfermedad instaurando medidas pre-
ventivas o mediante el control de los factores dislipémicos. De hecho, la
hiperlipidemia combinada que se observa en este tipo de desorden, normal-
mente suele responder bien a terapia médica y a cambios en el estilo de
vida. Por otra parte, en personas con signos y sintomas de la enfermedad, el
andlisis de apoFE puede servir como herramienta diagndstica de confirma-
cién!’. Sin embargo, el anélisis genético, sin una causa que lo justifique no es
recomendable ya que tnicamente identifica personas en riesgo de desarro-
llar la DBLP, por lo que podria generar una preocupacion innecesaria.

La EA presenta implicaciones, entre otras, de caracter ético, legal,
social y emocional dado que no se dispone de un tratamiento curativo, que
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revierta las lesiones o que prevenga su progresion. Disponer de informacién
catalogada como de “riesgo incrementando de padecer EA de inicio tardio”
debe ser valorada en términos de potenciales beneficios que puede aportar.
Contar con estos datos, en el contexto de la EA, debe implicar preguntarse
por el momento adecuado para que el paciente y el clinico dispongan de
esta informacidn vy, si va a resultar de utilidad para el primero. Ademas, se
debe tener presente que la poblaciéon puede tomar un papel activo en la
promocioén de su propia salud que, ligado a la hipétesis de que determinadas
medidas preventivas de control de factores de riesgo modificables como la
dieta, ejercicio fisico o estimulacidn cognitiva, podrian traducirse, a largo
plazo, en un envejecimiento activo y saludable*!, sin tener que recurrir a la
identificacion de “riesgos asociados”.

Seria adecuado tratar de valorar si, para la persona y su entorno fami-
liar, contar con la informacién sobre su predisposicion genética puede moti-
var a la persona a modificar los factores modificables que estén bajo su
control o, por el contrario, puede suponer la adicién de un mayor grado de
ansiedad y estrés para la persona y, en caso de ser asi, si se cuenta con los
recursos necesarios para poder ayudar a la persona y a su entorno a gestio-
narlo. En cualquier caso, cabe recordar que el paciente tiene derecho tanto
a contar con esta informacién como a declinar ser conocedor de la misma®*.

En general, el genotipado de apoE independientemente de la técnica
utilizada; en el marco de la medicina de precision podria ser més efectivo for-
mando parte de un contexto amplio de informacién clinica del paciente y con
una decision individualizada acerca de su evaluacion, tomando en considera-
cion el tipo de patologia en la que se desea aplicar. Disponer del genotipado
apoE podria tener su valor a la hora de tomar decisiones a nivel terapetitico.
Existen datos procedentes de ensayos clinicos que muestran como determina-
dos farmacos, en pacientes con EA leve a moderado y portadores del alelo &4,
inducen una reduccion de las concentraciones de p-tau y Af3, sin que se obser-
ven estos beneficios en los no portadores. Sucede lo mismo con el manejo de las
dislipidemias, y las respuestas a estatinas y fibratos. Mientras los portadores de
€4 muestran una respuesta escasa a la terapia hipolipemiante, las personas con
€2 muestran una respuesta de alta eficacia a la misma terapia!”.

Otro de los aspectos que debe tenerse en cuenta, tal como sefialan
Wells et al. y que puede ser extrapolable a cualquier escenario con compo-
nentes genéticos, es la necesidad de informar adecuadamente a los pacien-
tes del concepto “predisposicion genética”; donde la presencia de un genoti-
po apoE de riesgo no es condicién necesaria ni suficiente para el desarrollo
de la enfermedad y, por tanto, esta informacién puede generar un nivel de
ansiedad innecesario®.
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Conclusiones

ApoE es una proteina conocida por el papel que juega en el transporte del
colesterol y otros lipidos en la circulacién sanguinea y SNC, asi como su
valor diagndstico y prondstico de diversas enfermedades cardiovasculares y
neurodegenerativas. Dado el polimorfismo del gen codificante, se puede
presentar con distintas isoformas. La isoforma €3 de apoE es la mds comdin,
representando el 80% de los alelos en humanos. El alelo €4 se presenta
entre el 10% y 15% de la poblacién y se asocia a un mayor riesgo de desor-
denes cerebrovasculares, con una asociacion marcada con la EA de inicio
tardio, miestras que el alelo €2, con una prevalencia entre el 5% y 10% se
asocia a dislipidemias como la DBLP.

Dado su papel biolégico relevante en el metabolismo humano de los
lipidos, se han desarrollado, a lo largo del tiempo, diferentes técnicas que
permiten analizar los polimorfismos del gen apoFE y las isoformas que se
generan.

El genotipado de apoFE en el contexto diagnéstico de la DBLP, se sue-
le usar como pardmetro confirmatorio y complementario a otras pruebas
que, generalmente incluyen andlisis del perfil lipidico. Se trata de personas
que presentan, de entrada, alteraciones lipidicas y signos y sintomas suscep-
tibles de esta condicion.

Para el andlisis de las variantes genética de apoE, la técnica de PCR-
RFLP o la secuenciacion, fueron las técnicas que mas aparecieron informa-
das en la bibliografia, respecto a la técnica por qPCR.

El dnico estudio identificado, con aplicacién clinica para la DBLP y
que informa del genotipado de apoE con qPCR, no establece comparacio-
nes con otras técnicas de genotipado ni fenotipado de apoE. Por tanto, no
hay informacién sobre su aplicabilidad en la clinica y consecuente fiabilidad
diagndstica.

Existen pruebas de que la qPCR presenta ventajas sobre otras técnicas
de genotipado en términos de rapidez de obtencién del resultado y factibi-
lidad; elementos que no son primordiales para el abordaje de las afecciones
analizadas en este informe.

Dado que la DBLP puede presentarse como una entidad homocig6ti-
ca con alelos €2/€2 o con otras variantes genéticas de cardcter autosémico
dominante, el empleo de la técnica de genotipado de apoE mediante qPCR
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podria infradiagnosticar en torno a un 10% de personas como FN por pre-
sentarse con variantes genéticas autosomicas dominantes.

Debido a la ausencia de pruebas que puedan avalar su papel en el
contexto clinico, no es posible recomendar la incorporacion rutinaria de la
técnica de qPCR en el diagnoéstico de la DBLP.

Para el estudio de la EA de inicio tardio que incluya el genotipado
apoE,predomina el desarrollo y validacién de modelos predictivos diagnos-
tico frente a los modelos predictivos prondstico que, eran el objeto de este
informe.

No hay evidencias del uso de la tecnologia de qPCR para caracterizar
el gen apoE e incorporar esta informacion en el desarrollado de modelos
prondstico para el estudio de la EA de inicio tardio.

La mayoria de los modelos predictivos prondstico identificados,
emplean la informacién procedente de registros de pacientes como ADNI,
quienes fueron genotipados por la técnica de PCR-RFLP.

No hay evidencias cientificas que permitan confirmar que, la técnica
de qPCR para el genotipado de apoE e integracién dicha informacién en un
modelo prondstico para una detecciéon temprana de la EA de inicio tardio,
suponga una mejora para el manejo de estas personas con sospecha de EA
de inicio tardio, respecto a la informacién que puede incorporarse con los
resultados de otras técnicas de genotipado disponibles en la actualidad.

En un entorno de medicina de precision e independientemente de la
técnica de genotipado empleada para la caracterizacion del gen apoE, dis-
poner de esta informacién puede ser relevante para, de una manera indivi-
dualizada, en personas con manifestaciones y/o alteraciones bioquimicas
lipidicas, la adopcién temprana de medidas terapéuticas en el caso de la
DBLP homocigoétas y, en personas con sospecha de EA de inicio tardio (60
anos o mas de edad), la puesta en marcha de medidas que permitan modifi-
car los factores de riesgo que puedan estar bajo el control de la persona y
familiares y, teniendo presentes los recursos disponibles en su entorno para
informar adecuadamente a la persona y acceder a los mismos en caso de
necesidad.
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Futuras lineas de investigacion

Se requiere de estudios que comparen la qPCR para la caracterizacion del
gen apoE en el contexto clinico, y especialmente de la DBLP, con el objetivo
de evaluar su papel diagnéstico respecto a otras técnicas ya instauradas
como la PCR-RFLP o la secuenciacion.

El desarrollo y validacién de cualquier algoritmo diagndstico para la
DBLP deberia contar con los resultados comparables del estdndar de refe-
rencia actual; la ultracentrifugacién. Asi mismo, el disefio de los estudios
deberia contemplar a todos los perfiles genéticos de la DBLP e indepen-
dientemente del estado de toma de farmacos hipolipemiantes, con el objeti-
vo de disponer de una cuantificacion real de la fiabilidad de la técnica de
qPCR.

Se necesitan estudios que desarrollen y validen modelos predictivos
prondstico para la identificacién temprana de personas a riesgo de desarro-
llar EA de inicio tardio y que cuenten con la informacién proveniente del
uso de la tecnologia qPCR para la caracterizacion del gen apoE. Es preciso
que los modelos cuenten con una descripcion detallada de los factores pre-
dictores incorporados al modelo, asi como de sus umbrales para poder dis-
poner de una herramienta de uso clinico que facilite la toma de decisiones
compartidas con el paciente y familiares.
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Anexos

Anexo 1: Clasificacion de las dislipemias
segun fenotipo lipidico
(Clasificacion de Fredrickson)

LiPIDOS AUMENTADOS

LUJO LIPOPROTEINA AUMENTADA

I CM TG

lla LDL Colesterol

lIb LDLy VLDL TGy colesterol

1l VLDL vy residuos de QM TGy colesterol

\% VLDL TG

V QM y VLDL TGy colesterol
LDL.: Lipoproteinas de baja densidad (Very low density lipoprotein). CM: Quilomicrones. TG: Triglicéridos.
VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad (Very low density lipoprotein).
Fuente: Miguel Soca et al. 20097
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Anexo 2: Clasificacion de las dislipemias primarias segun etiologia

ENTIDAD DEFECTO HERENCIA PREVALENCIA LIiPIDOS
i P i Heterocigoto 1-2/1.000
Hlperco'le_sterolemla familiar Receptor LDL AD CT LDLc
monogenica Homocigoto 1/10°
Hipercolesterolemia poligénica Desconocido Poligénica 2-5/100 CT, LDLc
Déficit de apo-B100 apoB-100 AD 1/700-1.000 CT, LDLc
Heterocitogo 1/1.000
Hiperlipemia familiar Desconocido AD CT, LDLc, 1 de apoB
Homocigoto 3-5/1.000
Déficit de lipoprotein-lipasa, Heterocitogo 1/100
Hipertrigeliceridemia familiar déficit de ApoCll, Desconocido . TG, VLDLc, LDLc, HDLc
otros mecanismos Homocigoto 2/1.000
Disbetalipoproteinemia familiar apoE AR 1/2.000 CT, TG
Hipoalfalipoporteinemia familiar apoAl AD, AR HDLc |

AD: autosémica dominante. apoAl: apolipoproteina Al. apoB: apolipoproteina B. apoCll: apolipoproteina Cll. apoE: apolipoproteina E. AR: autosémica recesiva. CT: coleste-
rol total. HDLe: colesterol tipo HDL (lipoproteinas de alta densidad). TGz triglicéridos. LDLe: colesterol de tipo LDL (lipoproteinas de baja densidad). VLDLe: colesterol de tipo

VLDL (lipoproteinas de muy baja densidad).

Fuente: Mufoz et al. 20158
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Anexo 3: Estrategia de busqueda
bibliografica

Estrategia de busqueda para DBLP:

Pubmed

#1 “Hyperlipoproteinemia Type III”[Mesh] OR (familial[tiab] dysbe-
talipoproteinemia[tiab]) OR (hyperlipoproteinemia[tiab]) OR (palmar][tiab]
xanthomas[tiab]) OR (hyperlipidemia[tiab])

#2 “Apolipoproteins E”[Mesh] OR (gen[tiab] ApoE[tiab]) OR
(apoE[tiab] gene[tiab]) OR (apolipoprotein[tiab] E[tiab] gene[tiab]) OR
(gene[tiab] apolipoprotein[tiab] E[tiab]) OR (ApoE[tiab] genotype|[tiab])
OR (ApoE[tiab] genotypes[tiab])

#3 “Diagnosis”[Mesh] OR “diagnosis”[Subheading] OR diagnosis[tiab]
OR diagnostic[tiab] OR diagnoses[tiab] OR diagnose[tiab]

#1 AND #2 AND #3

Embase

#1 ‘familial dysbetalipoproteinemia’/exp OR ‘hyperlipoproteinemia type 3’/
exp

#2 (familial dysbetalipoproteinemia):ab,ti OR hyperlipoproteine-
mia:ab,ti OR (palmar xanthomas):ab,ti OR hyperlipidemia:ab,ti

#3 ‘apolipoprotein e gene’/exp

#4 (gen ApoE):abiti OR (apoE gene):ab,ti OR (apolipoprotein E
gene):ab,ti OR (gene apolipoprotein E):ab,ti OR (ApoE genotype):ab,ti
OR (ApoE genotypes):ab,ti

#5 ‘diagnosis’/exp
#6 (diagnosis OR diagnostic OR diagnoses OR diagnose):ab,ti
(#1 OR #2) AND (#3 OR #4) AND (#5 OR #6)

Cochrane

#1 ((familial dysbetalipoproteinemia) OR hyperlipoproteinemia OR
(palmar xanthomas) OR hyperlipidemia):ti,ab,kw (Word variations have
been searched)

ESTUDIO MOLECULAR DE LOS POLIMORFISMOS COMUNES DEL GEN APOE ASOCIADOS CON
DISBETALIPOPROTEINEMIA FAMILIAR Y LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER DE INICIO TARDIO 113



#2 ((gen ApoE) OR (apoE gene) OR (apolipoprotein E gene) OR
(gene apolipoprotein E) OR (ApoE genotype) OR (ApoE geno-
types)):ti,ab,kw (Word variations have been searched)

#3 (diagnosis OR diagnostic OR diagnoses OR diagnose):ti,ab,kw
(Word variations have been searched)

#4 #1 AND #2 AND #3

Web of Science

((TS=(“familial dysbetalipoproteinemia” OR hyperlipoproteinemia OR
“palmar xanthomas” OR hyperlipidemia)) AND TS=(“gen ApoE” OR
“apoE gene” OR “apolipoprotein E gene” OR “gene apolipoprotein E” OR
“ApoE genotype” OR “ApoE genotypes”)) AND TS=(diagnosis OR diag-
nostic OR diagnoses OR diagnose)

HTA

((familial dysbetalipoproteinemia) OR hyperlipoproteinemia OR (palmar
xanthomas) OR hyperlipidemia) AND ((gen ApoE) OR (apoE gene) OR
(apolipoprotein E gene) OR (gene apolipoprotein E) OR (ApoE genotype)
OR (ApoE genotypes)) AND (diagnosis OR diagnostic OR diagnoses OR
diagnose)

REGISTROS DE ENSAYOS CLINICOS:

ClinicalTrial.gov

“gen ApoE” OR “apoE gene” OR “apolipoprotein E gene” OR “gene apo-
lipoprotein E” OR “ApoE genotype” OR “ApoE genotypes” | Studies With
Results | “familial dysbetalipoproteinemia” OR hyperlipoproteinemia OR
“palmar xanthomas” OR hyperlipidemia

International Clinical Trials Registry Platform (WHO)

(“familial dysbetalipoproteinemia” OR hyperlipoproteinemia OR “palmar
xanthomas” OR hyperlipidemia) AND (“gen ApoE” OR “apoE gene” OR
“apolipoprotein E gene” OR “gene apolipoprotein E” OR “ApoE geno-
type” OR “ApoE genotypes”)

EU Clinical Trials Register

((familial dysbetalipoproteinemia) OR hyperlipoproteinemia OR (palmar
xanthomas) OR hyperlipidemia) AND ((gen ApoE) OR (apoE gene) OR
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(apolipoprotein E gene) OR (gene apolipoprotein E) OR (ApoE genotype)
OR (ApoE genotypes))

ISRCTN registry

((familial dysbetalipoproteinemia) OR hyperlipoproteinemia OR (palmar
xanthomas) OR hyperlipidemia) AND ((gen ApoE) OR (apoE gene) OR
(apolipoprotein E gene) OR (gene apolipoprotein E) OR (ApoE genotype)
OR (ApoE genotypes))

Estrategia de busqueda para EA:

En el caso de las bisquedas para Enfermedad de Alzheimer se llevaron a
cabo dos estrategias de busqueda diferentes con el fin de ampliar mas de
posibilidades de recuperacién de informacion.

» 12 estrategia de busqueda:

Pubmed

#1 “Alzheimer Disease”[Mesh] OR (Alzheimer’s[tiab] disease*[tiab]) OR
(Alzheimer][tiab] disease*[tiab])

#2 “Apolipoproteins E”[Mesh] OR ApoE*[tiab] OR (apolipo-
protein*[tiab] E*[tiab])

#3 “Real-Time Polymerase Chain Reaction”[Mesh] OR
(quantitative[tiab] PCR[tiab]) OR qPCR[tiab] OR (quantitative[tiab]
real[tiab] time[tiab] PCR[tiab]) OR (quantitative[tiab] real-time[tiab]
PCR[tiab]) OR (quantitative[tiab] polymerase[tiab] chain[tiab]
reaction[tiab]) OR (quantitative[tiab] real-time[tiab] polymerase[tiab]
chain[tiab] reaction[tiab]) OR (quantitative[tiab] real[tiab] time[tiab]
polymerase[tiab] chain[tiab] reaction[tiab]) OR (qRT-PCR[tiab]
real[tiab] time[tiab]) OR (qRTPCR[tiab] real[tiab] time[tiab]) OR
RTqPCR[tiab] OR RTQ-PCR[tiab] or RT-qPCR[tiab] OR (RT][tiab]
PCRJtiab]) OR (real[tiab] time[tiab] PCR[tiab]) OR (real-time[tiab]
PCR[tiab]) OR (real[tiab] time[tiab] polymerase[tiab] chain[tiab]
reaction[tiab]) OR (real-time[tiab] polymerase[tiab] chain[tiab]
reaction[tiab]) OR (real[tiab] time[tiab] quantitative[tiab] polyme-
rase[tiab]) OR (realtime[tiab] quantitative[tiab] polymerase[tiab]
chain[tiab] reaction[tiab])

#1 AND #2 AND #3
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Embase

#1 ‘Alzheimer disease’/exp
#2 (Alzheimer* disease*):ab,ti
#3 ‘apolipoprotein e gene’/exp
#4 apoe*:ab,ti OR (apolipoprotein*:ab,ti AND e*:ab,ti)
#5 ‘real time polymerase chain reaction’/exp

#6 (quantitative PCR):ab,ti OR qPCR:ab,ti OR (quantitative real time
PCR):ab,ti OR (quantitative real-time PCR):ab,ti OR (quantitative poly-
merase chain reaction):ab,ti OR (quantitative real-time polymerase chain
reaction):ab,ti OR (quantitative real time polymerase chain reaction):ab,ti
OR (qRT-PCR real time):ab,ti OR (qRTPCR real time):ab,ti OR
RTgPCR:ab,ti OR RTQ-PCR:ab,ti or RT-qPCR:ab,ti OR (RT PCR):ab,ti
OR (real time PCR):ab,ti OR (real-time PCR):ab,ti OR (real time polyme-
rase chain reaction):ab,ti OR (real-time polymerase chain reaction):ab,ti
OR (real time quantitative polymerase):ab,ti OR (realtime quantitative
polymerase chain reaction):ab,ti

(#1 OR #2) AND (#3 OR #4) AND (#5 OR #6)

Cochrane

#1 ((Alzheimer* disease*)):ti,ab,kw (Word variations have been searched)

#2 (apoe* OR (apolipoprotein®* AND e*)):ti,ab,kw (Word variations
have been searched)

#3 ((quantitative PCR) OR qPCR OR (quantitative real time PCR)
OR (quantitative real-time PCR) OR (quantitative polymerase chain reac-
tion) OR (quantitative real-time polymerase chain reaction) OR (quantita-
tive real time polymerase chain reaction) OR (qRT-PCR real time) OR
(qRTPCR real time) OR RTqPCR OR RTQ-PCR or RT-qPCR OR (RT
PCR) OR (real time PCR) OR (real-time PCR) OR (real time polymerase
chain reaction) OR (real-time polymerase chain reaction) OR (real time
quantitative polymerase) OR (realtime quantitative polymerase chain
reaction)):ti,ab,kw (Word variations have been searched)

#1 AND #2 AND #3

Web of Science

((TS=((Alzheimer* disease*))) AND TS=(apoe* OR (apolipoprotein*
AND e))) AND TS=((quantitative PCR) OR qPCR OR (quantitative real
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time PCR) OR (quantitative real-time PCR) OR (quantitative polymerase
chain reaction) OR (quantitative real-time polymerase chain reaction) OR
(quantitative real time polymerase chain reaction) OR (qRT-PCR real
time) OR (qRTPCR real time) OR RTqPCR OR RTQ-PCR or RT-qPCR
OR (RT PCR) OR (real time PCR) OR (real-time PCR) OR (real time
polymerase chain reaction) OR (real-time polymerase chain reaction) OR
(real time quantitative polymerase) OR (realtime quantitative polymerase
chain reaction)) and Article or Early Access or Review Article (Document

Types)
HTA

(((Alzheimer* disease*))) AND (apoe* OR (apolipoprotein®* AND e*))

REGISTROS DE ENSAYOS CLINICOS:

ClinicalTrial.gov

“gen ApoE” OR “apoE gene” OR “apolipoprotein E gene” OR “gene apo-
lipoprotein E” OR “ApoE genotype” OR “ApoE genotypes” | Studies With
Results | “Alzheimer’s disease” OR “Alzheimer disease”

International Clinical Trials Registry Platform (WHO)

(“Alzheimer’s disease” OR “Alzheimer disease”) AND (“gen ApoE” OR
“apoE gene” OR “apolipoprotein E gene” OR “gene apolipoprotein E” OR
“ApoE genotype” OR “ApoE genotypes”)

EU Clinical Trials Register

((Alzheimer* disease*)) AND ((gen ApoE) OR (apoE gene) OR (apolipo-
protein E gene) OR (gene apolipoprotein E) OR (ApoE genotype) OR
(ApoE genotypes))

ISRCTN registry

((Alzheimer* disease*)) AND ((gen ApoE) OR (apoE gene) OR (apolipo-
protein E gene) OR (gene apolipoprotein E) OR (ApoE genotype) OR
(ApoE genotypes))

» 22 estrategia de busqueda para EA:

Pubmed
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#1 “Alzheimer Disease”[Mesh] OR (Alzheimer’s[tiab] disease*[tiab]) OR
(Alzheimer|[tiab] disease*[tiab])

#2 “Apolipoproteins E”[Mesh] OR ApoE*[tiab] OR (apoli-
poprotein*[tiab] E[tiab])

#3 “prognostic prediction model”[tiab] OR “prognostic model”[tiab]
OR “prediction model”[tiab] OR prognoses[tiab] OR “prognostic
factors”[tiab] OR “prognostic factor”[tiab] OR “forecast model”[tiab] OR
“forecast modeling”[tiab] OR “forecast modelling”[tiab] OR “forecast
simulation”[tiab] OR “forecasting model”[tiab] OR “predictive mode-
ling”[tiab] OR “predictive modelling”[tiab] OR “predictive simulation”[tiab]
OR “predictive model”[tiab]

#1 AND #2 AND #3

Embase

#1 ‘Alzheimer disease’/exp
#2 (Alzheimer* disease*):ab,ti
#3 ‘apolipoprotein e gene’/exp
#4 apoe*:ab,ti OR (apolipoprotein*:ab,ti AND e:ab,ti)
#5 ‘predictive model’/exp

#6 (prognostic prediction model):ab,ti OR (prognostic model):ab,ti
OR (prediction model):ab,ti OR prognoses OR (prognostic factors):ab,ti
OR (prognostic factor):ab,ti OR (forecast model):ab,ti OR (forecast
modeling):ab,ti OR (forecast modelling):ab,ti OR (forecast simulation):ab,ti
OR (forecasting model):ab,ti OR (predictive modeling):ab,ti OR (predicti-
ve modelling):ab,ti OR (predictive simulation):ab,ti OR (predictive
model):ab,ti

(#1 OR #2) AND (#3 OR #4) AND (#5 OR #6)

Cochrane

#1 (((Alzheimer* disease*))):ti,ab,kw (Word variations have been searched)

#2 ((apoe* OR (apolipoprotein* AND e*))):ti,ab,kw (Word variations
have been searched)

#3 (“prognostic prediction model” OR “prognostic model” OR “pre-
diction model” OR prognoses OR “prognostic factors” OR “prognostic
factor” OR “forecast model” OR “forecast modeling” OR “forecast mode-
lling” OR “forecast simulation” OR “forecasting model” OR “predictive
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modeling” OR “predictive modelling” OR “predictive simulation” OR
“predictive model”):ti,ab,kw (Word variations have been searched)

#4 #1 AND #2 AND #3

Web of Science

((TS=((Alzheimer* disease*))) AND TS=(apoe* OR (apolipoprotein*
AND e))) AND TS=(“prognostic prediction model” OR “prognostic
model” OR “prediction model” OR prognoses OR “prognostic factors” OR
“prognostic factor” OR “forecast model” OR “forecast modeling” OR
“forecast modelling” OR “forecast simulation” OR “forecasting model” OR
“predictive modeling” OR “predictive modelling” OR “predictive simula-
tion” OR “predictive model”) and Article or Review Article (Document
Types) and English or French or Spanish (Languages)

HTA

(((Alzheimer* disease*))) AND (apoe* OR (apolipoprotein®* AND e*))

REGISTROS DE ENSAYOS CLINICOS:

ClinicalTrial.gov

“gen ApoE” OR “apoE gene” OR “apolipoprotein E gene” OR “gene apo-
lipoprotein E” OR “ApoE genotype” OR “ApoE genotypes” | Studies With
Results | “Alzheimer’s disease” OR “Alzheimer disease”

International Clinical Trials Registry Platform (WHO)

(“Alzheimer’s disease” OR “Alzheimer disease”) AND (“gen ApoE” OR
“apoE gene” OR “apolipoprotein E gene” OR “gene apolipoprotein E” OR
“ApoE genotype” OR “ApoE genotypes”)

EU Clinical Trials Register

((Alzheimer* disease*)) AND ((gen ApoE) OR (apoE gene) OR (apolipo-
protein E gene) OR (gene apolipoprotein E) OR (ApoE genotype) OR
(ApoE genotypes))

ISRCTN registry

((Alzheimer* disease*)) AND ((gen ApoE) OR (apoE gene) OR (apolipo-
protein E gene) OR
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Anexo 4: Diagrama de flujo. Genotipado de
apoE por qPCR en el diagndstico

de la DBLP

Pubmed: 111
Embase: 7
Cochrane: 4

Web of Science: 176
HTA: 0

Clinical Trial.gov: 7

EU Clinical Trials Register: 1

ISRCTN registry: 9
Total: 315

International Clinical Trials Registry Platform (WHO): O

Duplicados: 31

v

Por titulo y resumen: 235
Registro de ensayos clinicos: 17

Estudios a texto completo: 32

Busqueda inversa: 1 >

Y

Excluidos: 32

Objetivo diferentes al del informe: 15

No indica con qué técnica han genotipado: 2
Uso de otras técnicas diferentes a la gPCR: 11
Revision no sistematica: 2

Casos clinicos: 2

Estudios incluidos: 1
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Anexo 5: Diagrama de flujo. Genotipado de apoE por
gPCR en modelos predictivos prondstico de EA
de inicio tardio

Pubmed: 131
Embase: 24
Cochrane: 2

Web of Science: 237
HTA: 1
ClinicalTrial.gov: 23

Platform (WHO): 1

EU Clinical Trials Register:10
ISRCTN registry: 9

Total: 438

12 Estrategia de busqueda:

International Clinical Trials Registry

HTA: 1

Total: 653

Duplicados: 115
Registro de ensayos clinicos: 43

A

22 Estrategia de busqueda:
Pubmed: 44
Embase: 38
Cochrane: 48
Web of Science: 479

ClinicalTrial.gov: 23

International Clinical Trials Registry
Platform (WHO): 1

EU Clinical Trials Register:10
ISRCTN registry: 9

Fusién busgquedas.
Total: (280 + 538 = 818)

Duplicados: 72
Registro de ensayos clinicos: 43

Solicitados a texto completo: 83

A4

H
Duplicados: 31
Por titulo y resumen: 235
Registro de ensayos clinicos: 17
Excluidos: 83

e Técnicas de fenotipado: 4

L]

Comunicacion a congreso: 1
Capitulo de libro: 1
Objetivos diferentes/modelo predictivo de

riesgo: 67

Revision no sistematica: 1
Modelos univeriantes: 1
Modelo predictivo prondstico.
Técnica = gPCR: 8*

Estudios incluidos: 0

* De acuerdo a los criterios de inclusion y exclusion descritos en el presente informe en el apartado de Metodologia, aquellos modelos pre-
dictivos prondstico para EA de inicio tardio donde se incluyan técnicas genéticas diferentes a la gPCR para el genotipado de apoE; fueron
recopilados en una tabla que incluyera sus principales caracteristicas.
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Anexo 6: Estudios excluidos y motivo de
exclusion: DBLP

ESTUDIO MOTIVO DE EXCLUSION

1 | Abou et al. 202199 Objetivo diferente al del informe
Ahmed et al. 201770 No indica técnica de genotipado
Berberich et al. 201971 Objetivo diferente al del informe

4 | Blom et al. 200272 Uso qe otras técnicas diferentes a la gPCR para el
genotipado

5 | Boot et al. 2020 Objetivo diferente al del informe

6 | Cenarro et al. 20212 Uso Qe otras técnicas diferentes a la gqPCR para el
genotipado

7 | Corsetti et al. 201873 Uso qe otras técnicas diferentes a la gqPCR para el
genotipado

8 | Cortés et al. 200974 Caso clinico

9 | Evans et al. 20057 Uso d@ otras técnicas diferentes a la gPCR para el
genotipado

10 | Ferreira et al. 20107 Uso qe otras técnicas diferentes a la gPCR para el
genotipado

11 | Hameed et al. 202277 Objetivo diferente al del informe

12 | Heidemann et al. 202221 Objetivo diferente al del informe

13 | Heidemann et al. 202178 Objetivo diferente al del informe

14 | Johansen et al. 201179 Uso dg otras técnicas diferentes a la gPCR para el
genotipado

15 | Judson et al. 200480 Objetivo diferente al del informe

16 | Koopal et al. 201752 Revision no sistematica

17 | Koopal et al. 20158 Objetivo diferente al del informe

18 | Lazzareti et al. 201382 Objetivo diferente al del informe

19 | Limonova et al. 202183 Uso dg otras técnicas diferentes a la gPCR para el
genotipado

20 | Marais et al. 201484 Uso qe otras técnicas diferentes a la gPCR para el
genotipado

21 | Marais et al. 201585 No se indica técnica de genotipado

22 | Paquette et al. 202286 Uso dg otras técnicas diferentes a la gPCR para el
genotipado

23 | Paquette et al. 2020° Uso qe otras técnicas diferentes a la qPCR para el
genotipado

24 | Paquette et al. 202287 Revisiéon no sistematica

25 | Pieri et al. 202328 Objetivo diferente al del informe
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ESTUDIO MOTIVO DE EXCLUSION

26

Sinnott et al. 200689

Caso clinico

27

Smelt et al. 2004

Objetivo diferente al del informe

28

Solanas-Barca et al. 20129

Uso de otras técnicas diferentes a la gPCR para el

genotipado
29 | Torres et al. 200992 Objetivo diferente al del informe
30 | Torres et al. 2016% Objetivo diferente al del informe
31 | Villeneuve et al. 201417 Objetivo diferente al del informe
32 | Wierzbicki et al. 202294 Objetivo diferente al del informe
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Anexo 7: Estudios excluidos y motivo de
exclusion: EA de inicio tardio

ESTUDIO MOTIVO DE EXCLUSION

1 | Abdullah et al. 20096 z\t/la?::lj;elsa s(;(;(ijlliactt(i)\;; )pronéstico. No usan gPCR
2 | Aguilar et al. 2014% Objetivos diferentes al informe

3 | Altmann et al. 2020% Modelo predictivo diagndstico

4 | Ampuero et al. 2008% Objetivos diferentes al informe

5 | Arbeev et al. 2023% Objetivos diferentes al informe

6 | Arbizu et al. 2013% Modelo predictivo de riesgo

7 | Bertens et al. 2017100 Objetivos diferentes al informe

8 | Blazhenets et al. 202010 Objetivos diferentes al informe

9 | Blenkinsop et al. 2020102 Objetivos diferentes al informe

10 | Brookes et al. 2005193 Objetivos diferentes al informe

11 | Callahan et al. 2015104 Objetivos diferentes al informe

12 | Chen et al. 2022105 Obijetivos diferentes al informe

13 | Chen et al. 2023106 Objetivos diferentes al informe

14 | Chiba Falek et al. 2017197 Objetivos diferentes al informe

15 | Choo et al. 2013108 Objetivos diferentes al informe

16 | Dang et al. 2018109 Objetivos diferentes al informe

17 | Davatzikos et al. 2014 (“t/'a‘k’)‘f':'fesgf)ﬂ;ivﬁ‘;)pro”ésmo' No usan GPCR
18 | Delvaux et al. 2017110 Modelo predictivo de riesgo

19 | Devanand et al. 2005 Obeitivos diferentes al informe

20 | Drzezga et al. 2005112 Obeijtivos diferentes al informe

21 | Escott-Price et al. 2015113 Objetivos diferentes al informe

22 | Ezzati et al. 20194 Modelo predictivo diagnéstico

23 | Fan et al. 202015 Revision no sistematica

24 | Fleisher et al. 2007116 Objetivos diferentes al informe

25 | Fleisher et al. 200817 Objetivos diferentes al informe

26 | Forlenza et al. 201018 Modelo predictivo de riesgo

27 | Giorgio et al. 202019 Modelo predicitvo de riesgo

28 | Gomar et al. 2014120 Objetivos diferentes al informe

29 | Hane et al. 201812 Modelo predictivo de riesgo

30 | Hartz et al. 20238 z\t/la%(ljaeI;sgleoii;t(i)\;;)promsﬁco. No usan gPCR
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ESTUDIO MOTIVO DE EXCLUSION

31 | Huang et al. 202022 Comunicacién a congreso

32 | Jia L. et al. 2021123 Modelo predictivo de riesgo

33 | Kauppi et al. 2018 z\t/lacz)cliaeI:)es(r;cinlliac:ttci)\;ic;)pronéstico. No usan gPCR
34 | Khan et al. 2015124 Modelo predictivo de riesgo

35 | Kikuchi et al. 2022125 Modelo predictivo de riesgo

36 | Kononikhin et al. 2022126 Modelo predictivo diagndstico

37 | Kruczyk et al. 2012127 Modelo predictivo diagndstico

38 | Li W. et al. 202028 Modelo predictivo de riesgo

39 | LiuK. etal. 2017129 Modelo predictivo de riesgo

40 | Lopez et al. 2016130 Modelo predictivo de riesgo

41 | Luk et al. 2018131 Modelo predictivo diagndstico

42 | Lutz et al. 2016132 Modelo predictivo riesgo

43 | Mahzarmia et al. 2022133 Objetivos diferentes al informe

44 | Nazeri et al. 2014134 Modelo predictivo diagndstico

45 | Ning et al. 201813 Modelo predictivo diagnéstico

46 | Ottoy et al. 2019136 Objetivos diferentes al informe

47 | Padmanabhan et al. 2017'%” | Objetivos diferentes al informe

48 | Panayides et al. 2019138 Objetivos diferentes al informe

49 | Perkovi et al. 2019139 Capitulo de libro

50 | Petrelis et al. 2022140 Objetivos diferentes al informe

51 | Piccirella et al. 2022141 Identifican por técnicas de fenotipado
52 | Planche et al. 2019142 Ofrece modelo predictivo univariante
53 | Qiu et al. 20149 z\t/la%(ljaeI;sgleoii;tci)\;;)promsﬁco. No usan gPCR
54 | Reitz et al. 2015143 Objetivos diferentes al informe

55 | Reitz et al. 201544 Objetivos diferentes al informe

56 | Roe et al. 2011145 Objetivos diferentes al informe

57 | Rowe et al. 2013146 Objetivos diferentes al informe

58 | Russo et al. 2017147 Modelo predictivo diagndstico

59 | Sato et al. 2021148 Objetivos diferentes al informe

60 | Sato et al. 2020'4° Objetivos diferentes al informe

61 | Shaffer et al. 2013150 Modelo predictivo diagndstico

G2 | Srigemizu et al 202010 | M08 predii prondiico. No usan PG
63 | Shu et al. 2021151 Modelo predictivo de riesgo
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ESTUDIO MOTIVO DE EXCLUSION

64 | Sorensen et al. 201911 ?t/la%?aelfe Ecr)?)(i]:i:*[t(i)\;i(; )pron(’)stico. No usan gPCR
65 | Spasov et al. 2019152 Modelo predictivo de riesgo

66 | Steeland et al. 2014153 Objetivos diferentes al informe

67 | Steeland et al. 201854 Objetivos diferentes al informe

68 | Stephan et al. 2010'%° Modelo predictivo de riesgo

69 | Tabatan et al. 201056 Modelo predictivo diagndstico

70 | Tierney et al. 1996157 Objetivos diferentes al informe

71 | Tosto et al. 2016'%8 Objetivos diferentes al informe

72 | Trzepacz et al. 2014159 Modelo predictivo diagndstico

73 | Van Maurik et al. 201912 ?t/'aob‘fae';gg‘;‘i;ﬂ‘%}pronéﬁico' No usan GPCR
74 | Van Rossum et al. 2012160 Objetivos diferentes al del informe

75 | Velez et al. 201961 Objetivos diferentes al informe

76 | Venkatraghavan et al. 2021762 | Modelo predictivo diagnéstico

77 | Villeneuve et al. 201417 Objetivos diferentes al informe

78 | Wang et al. 200663 Objetivos diferentes al informe

79 | Ye J. et al. 2012164 Objetivos diferentes al informe

80 | You J. et al. 2022165 Modelo predictivo de riesgo

81 | Zhang C. et al. 201916 Objetivos diferentes al informe

82 | Zhao X. et al. 2022167 Objetivos diferentes al informe

83 | Zhu J. et al. 2022168 Objetivos diferentes al informe
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Anexo 8. Sintesis de la evidencia: Papel del genotipado de apoE en el diagnéstico de la DBLP

CITA
ABREVIADA

POBLACION

METODO

RESULTADOS

CONCLUSIONES

Bea et al.
20231

Objetivos:

Definir las
caracteristicas
de la DBLP
basado en el
analisis de
apoE y
proponer un
algoritmo
diagnostico
para el cribado
de la DBLP.

Disefo:

Observacional
retrospectivo

Periodo de
realizacion:

Enero 2006-
abril 2021.

Ambito:

Estudio
multicéntrico.

4 hospitales
nacionales y
conjunto de la
poblacion
laboral
(AWHS).

Poblacion:

Pacientes procedentes de 3
cohortes: HUMS (n=3.603),
AWHS (N=4.981) y otras
unidades lipidicas externas
(n=390) evaluados para
elegibilidad.

HUMS:

Media edad 49,1+£13,7
afos. 54,6% hombres. No
HDLc 242,5+69,5 mg/dL;
LDL 196+80,8 mg/dL; TG
159 (99-260) mg/dL

AWHS:

Media edad 47,9+9,1 afos.
93,8% hombres. No HDLc
158.1+£39,5 mg/dL; LDL
129,0+42,3 mg/dL; TG 118
(88-175) mg/dL

Criterios de inclusion:

Pacientes >18 afos, con
hiperlipidemia?, sin
tratamiento hipolipemiante y
genotipado apoE disponible

Criterios exclusidon (HUMS):
causas secundarias graves
(sindrome nefrético,
hipotiroidismo incontrolado),
colestasis, uso de farmacos
que promueven desorden
metabolismo lipidico.

Numero de
participantes:

N=4.954 pacientes
apoE2/E2

Tipo de estudio:

Desarrollo de algoritmo
diagnéstico para la DBLP
y comparacion con otros
algoritmos descritos en
la literatura.

Prueba a estudio:

Algoritmo diagndstico
para DBLP.

Criterios prueba
diagnéstica positiva:

Se deben cumplir las
siguientes condiciones
para DBLP:

- Presentar
hiperlipidemia?

- no-HDLc/apoB >1,7 y
TG/apoB >1,35 perfil
lipidico.

- Confirmacion por
andlisis genético de
apoE.

Prueba de
comparacion:
Comparativa con otros
algoritmos propuestos en
la literatura para
diagnéstico de DBLP.

Capacidad diagnéstica:

Sensibilidad: 100% (IC95%: 94,40% a 100%)P.
Especificidad: 87,16% (IC95%: 86,19% a 88,08%)".

Cocientes de probabilidad:
CPP: 7,8 (IC95%; 7,2 a 8,4]
CPN: 0

Exactitud diagnostica:

87,32% (IC95%: 86,36% a 88,24%)P.

Comparacion del rendimiento de diferentes algoritmos para la DBLP en un subgrupo de pacientes
hiperlipidémicos definidos de acuerdo a cada uno de los algoritmos

FUENTE N VP VN FP FN S (%) IC AL 95% E (%) IC AL 95%
Algoritmo propuesto | 4.954 | 64 | 4262 | 628 | O | 100(94,40- 100) | 87 (86,19%-88,08)
Sniderman etal. () | 1.183 | 41 | 898 | 237 | 7 | 854(72,24-93,93) | 79,1 (76,64-81,45)
Paquette et al. (B) 1858 | 49 | 656 | 1.153 100 (92,75-100) | 36,26 (34,04-38,53)
Boot et al. (C) 1889 | 47 | 1612 | 227 | 3 | 94(8345-98,75) | 87,66 (86,07-89,13)
Sampson et al. (D) 2872 | 15 | 2729 | 86 | 42 | 26,32 (15,54-39,66) | 96,94 (96,24-97,55)
Sampson et al. (B) 2872 | 386 | 2592 | 223 | 21 | 63,16 (49,34-75,55) | 92,08 (91,02-93,05)

m o O W >

HP: TC>200 mg/dL y TG>175 mg/dL. CD: No-HDLc/apoB > 1,43
HP: TC>193 mg/dL y TG>177 mg/dL. CD: No-HDLc/apoB > 1,95
HP: TG entre 150 y 1000 mg/DI. CD: eS-VLDLc/TG=0,30
HP: TG entre 150 y 1000 mg/DI. CD: eS-VLDLc/TG=0,25

HP: apoB<120 mg/dL y TG>133 mg/dL. CD: TC/apoB>2,4 y TG/apoB<8,8

Algoritmo propuesto HP: no HDL>190mg/dL, LDL >160mg/DlI, TG >150mg/DI. CD: no-HLDLc/apoB=>1,7 y TG/apoB=>1,35.

El criterio propuesto
en el estudio el cual
combina el cociente
no HDLc/apoB y
TG/apoB es una
valiosa herramienta
para la deteccion
de DBLP en la
poblacién con o sin
un tratamiento
activo de farmacos
hipolipemiantes. El
diagnostico de
DBLP requiere la
coexistencia de
hiperlipidemia y la
presencia de un
genotipo apoE2/E2
o la demostracion
de una mutacion
patogénica en
apoE.

b Se hizo uso de la herramienta MedCalc® para el célculo del CPP, CPN, exactitud diagndstica e IC (intérvalo de confianza ) al 95%8°.

apoB: apolipoproteina E. apoE: apolipoproteina E. AWHS: Estudio de Salud Laboral de Aragén. CD: criterio diagnéstico. CPN: cociente de probabilidad negativo. CPP: cociente de probabilidad positivo. DBLP: disbetalipoprotei-
nemia familiar. E: especificidad. FN: falsos negativos. FP: falsos positivos, HDLec: colesterol de tipo HDL (colesterol de lipoproteinas de alta densidad). HP: Hiperlipidemia. HUMS: Hospital Universitario Miguel Servet. LDL: lipopro-
teinas de baja densidad. N: Tamafio muestral. S: sensibilidad. TG: trigicléridos. VLDLc: colesterol de tipo VLDL (lipoproteinas de muy baja densidad). VN: verdaderos negativos. VP: verdaderos positivos.

a L a hiperlipidemia se definié como la presencia de alguna de las siguientes condiciones: niveles de colesterol no HDL>190mg/dL, LDL >160mg/DI, TG >150mg/dL. Para confirmar un diagndstico de DBLP es necesario corroborar
la presencia del genotipo APOE2/2 o la demostracion de una mutacion patogéncia en el gen apokE.
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Anexo 9. Modelos predictivos pronodstico para establecer riesgo de aparicion de EA de inicio tardio
que incluyen genotipado apoE

Estudio

Abdullah et al. 2009°

Davatzikos et al.
20147

Hartz et al. 20238

Kauppi et al. 201813

Qiu et al. 2014°

Shigemizu et al.
202010

Sorensen et al.
2019,

Van Maurik et al. 201912

Disefo y Retrospectivo. - . Retrospectivo. . B Retrospectivo Retrospectivo. . B
muestra N=2 528 Retrospectiv. N=813 Retrospectivo. N >10.000 N=336 Retrospectivo. N=395 N=197 N=544 Retrospectivo. N=411
Seguimiento P) 6 5 10 7 7 2 8
(ahos)
Factores HTA, CT, TG, creatinina | ADAS-Cog, apoE, Edad, sexo, educacion, - Modelo 2: atrofia Biomarcadores LCR 24 miR-eQTLs, Modelo 1: Edad, Modelo demografico:
predictores en suero, apok, SPARE-AD index, antecedentes familiares, IMC, cerebral (IRM) y PRP | (AB,, Y p-tau), edad, sexo y sexo, MMSE, Edad. MMSE £
del modelo consumo de estatinas, | biomarcadores LCR depresion, HTA, deterioro cognitivo, | (31 SNP + apoE) volumen hipocampal, apoE. educacion y apoE ad, » 8pOE.
tihipertensi A t-t -t PET, IRM (VH E, AB ADAS- :
aArI]l\llEfecoe:iZIr\wlt?eS’ (ABy.2: ttau, ptav) ’ (VHC). ok, AB.zrao - Modelo 3: atrofia sexosa?)(cj)gE‘ yedDan!state Modelo 4: Modelo 1 7ModEeIo IRM: VHC, sexo, MMSE,
AB. . JAB cerebral (IRM), PRP ’ ' + ANCOVA-ROI. apoE.
1-42' 1-40 1 NP E , -
SMgE + apoE) Modelo 5: Modelo Modelo PET: PET, MMSE, apoE.
1+ COX-ROI Modelo combinado: PET, VHC,
edad, sexo, MMSE y apoE.
Umbrales AB,_4,/AB, 4,<0,04: ND - N° de alelos g4: €4 friesgo ND — apoEe4: 0 alelos (0 ND — apoE €4 positivo: - apoE g4 +: >1 alelo &4 presente.
i a
factores riesgo aumentado - PET +: Resuttado PET amiloide + P). 1 alelo (1 p), almenos 1alelo e4 | e L. Resultado PET amiloide
predictores si C-PB >1,42 y >1.22 para AV45 2 alelos (2 p) presente.
— Sexo: Mujer (0 p), _ Sexo: - MMSE: buena =30; dafiada =25
- YHC: >7om® Edad: Baja (60 a.; Alta (80
. . Hombr (1 p) Mujeres (O p) - Edad: Baja (60 a.); Alta (80 a)
- AB42/40: cociente >0,102 riesgo 1 .
EE: N 10 Homb 1o - VHC: percentil 20 y 80 de los
- Educacion: Escuela 22 o <@ — EE: Normal (O p), ombres (1 p) resultados obtenidos (cm?3)
e EMCI (1 p), LMCI (2 p),
EA (B p)? - VTI: percentil 20 y 80 de los
resultados obtenidos (cm?3)
Yalldacmn No No NoP No Sid Sie No No
interna
Validacién No No No No No No No Si
externa
S::;_’t'pa“ ARMS ND (ADNI) ND (NACC) ND (ADNI) ND (ADNI) ND ND (ADNI) ND (ADNI)

a En el articulo no se recogen los valores umbrales del resto de factores predictores.
b | a validacion interna que llevan a cabo es independiente para cada uno de los modelos que conforman el modelo final.
¢ Los factores predictores de edad y sexo son comunes para el modelo de 2 y 3 factores.

ApB: beta amiloide. ADAS-Cog: Alzheimer’s Disease Assessment Scale-Cognitive Subscale. ADNI: Alzheimer’s Disease Neuroimaging Initiative. AINEs: antiinflamatorios no esteroides. ANCOVA-ROI: Andlisis de covarianza de regiones de interés. apoE: Apolipoproteina
E. ARMS: Sistema de mutacion refractario de amplificacion. AV45: Florbetapir. C-PiB: Componente B de Pittsburgh. COX-ROI: andlisis de regresion tipo Cox de las regiones de interés. CT: Colesterol total. EA: Enfermedad de Alzheimer. EE: Estado de la enfermedad.
EMCI: deficiencia cognitiva leve. HR: Cociente de riesgos. HTA: hipertension arterial. IC: Intérvalo de confianza. IMC: indice de masa corporal. IRM: Imagen por resonancia magnética. LCR: Liquido cefalorraquideo. LMCI: deficiencia cognitiva avanzada. miR-eQTLs:
Single nucleotide polymorphism-microRNA pairs. MMSE: Test Mini-Mental. N°: Numero. ND: No descrito. NACC: National Alzheimer’s Coordinating Center. p: puntos. PET: tomografia por emisién de positrones. PRP: Puntuacion de riesgo poligénico. p-tau: Proteina
tau fosforilada. SNP: Polimorfismos de un solo nucleétido. SPARE-AD index: indice espacial de patron de anormalidades para el reconocimiento de la EA. T-tau: Proteina total Tau. TG: Triglicéridos. VHC: Volumen hipocampal. VTI: Volumen total intracraneal.

d Bootstrap: Técnica de simulacién, consiste en generar observaciones a partir de la distribucion de la muestra original de pacientes disponibles. En cada simulacion se obtiene una muestra tipicamente del mismo tamario que la muestra original. La muestra simulada se
genera mediante un proceso de seleccion aleatorio de individuos de la muestra original. Esta seleccion se realiza con reemplazamiento, es decir en cada paso de la simulacién cada individuo del conjunto de datos es elegible independientemente de si ha sido seleccionado
0 No en un paso anterior'69,

¢ Cross validation: Técnica de validacion que consiste en una extension de la técnica denominada “split-sample” para reducir el sesgo y la variabilidad del rendimiento estimado. Por ejemplo, en una “70-fold cross validation” implica la division aleatoria de los datos en 10
grupos de igual tamafio. El modelo se desarrolla en 9 de los 10 grupos y su rendimiento es evaluado en el grupo restante. Este proceso se repite 10 veces para cada uno de los 10 grupos para validar el modelo'®°.
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