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Estudio de la relacion entre el gen MAPT vy la conectividad
cerebral en la demencia por enfermedad de Alzheimer

A. Maturana-Candelas?, J. Poza 123, R. Hornero22, P. NUfiez!, S.J. Ruiz-Gémez!, V. Gutiérrez-de
Pablo!, M. Revilla-Vallejo!, C. Gomez!?

1 Grupo de Ingenieria Biomédica, Universidad de Valladolid, Valladolid, Espafia, aaron.maturana@gib.tel.uva.es
2 Centro de Investigacion Biomédica en Red en Bioingenieria, Biomateriales y Nanomedicina (CIBER-BBN), Espafia

3 IMUVA, Instituto de Investigacion en Matematicas de la Universidad de Valladolid, Valladolid, Espafia

Resumen

El objetivo de este estudio es analizar la relacion entre la
actividad electroencefalografica (EEG) y el alelo MAPT en
pacientes con demencia por enfermedad de Alzheimer (EA),
sujetos con deterioro cognitivo leve (DCL) y controles. Para ello,
se registro la actividad EEG en 109 sujetos con alelo normal y
90 con alelo protector. Posteriormente, se calculd la
conectividad entre 68 regiones de interés mediante el método
phase lag index (PLI). Nuestros resultados muestran valores de
conectividad significativamente mas altos en los grupos control y
DCL con alelos normales en las bandas bajas de frecuencia
(delta y zeta), mientras que en bandas altas (beta para controles
y gamma para DCL) se obtiene el efecto contrario. Este
comportamiento se invierte y se reduce en el grupo EA, con
valores de conectividad significativamente mas altos en el grupo
con alelo normal en bandas altas de frecuencias y viceversa.
Estos resultados sugieren que el alelo protector de MAPT
mantiene patrones de conectividad propios de estados cognitivos
de menor deterioro.

1. Introduccién

La demencia debida a la enfermedad de Alzheimer (EA) es
una patologia caracterizada por la alteracion de los
patrones de conducta y pérdida de memoria a corto plazo
[1]. Estas perturbaciones cognitivas provocadas por la
destruccion de tejido nervioso y defectos sinapticos se
reflejan en patrones y dinamicas aberrantes en la actividad
neuronal [2,3]. Normalmente, los pacientes con EA
atraviesan por un periodo previo a la demencia,
denominado deterioro cognitivo leve (DCL) [4]. EI DCL
debido a EA se considera una forma prodrémica de la
enfermedad, asociada a ligeros déficits cognitivos, pero
insuficientes para precisar un diagndéstico de demencia [4].

El DCL y la demencia por EA han sido ampliamente
estudiados por medio de diversas técnicas. Entre ellas,
destaca la electroencefalografia (EEG), que permite
registrar el potencial eléctrico generado a partir de la
actividad cerebral [5]. Este método cuenta con mdltiples
ventajas, como alta resolucién temporal, portabilidad y
coste reducido. Estas propiedades hacen del EEG una
técnica empleada en una extensa variedad de estudios
centrados en la caracterizacion de las alteraciones
cerebrales provocadas por la EA [5]. EI EEG registra la
informacion en la superficie cortical, siendo inaccesible la
medicién en zonas méas profundas del cerebro. Con el fin
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de estimar la actividad eléctrica en regiones profundas se
han desarrollado procedimientos de localizacion de
fuentes. Uno de ellos es la tomografia electromagnética de
baja resolucion estandarizada (SLORETA) que se basa en
el supuesto de que la actividad de neuronas vecinas esta
fuertemente correlacionada, lo que implica un error de
localizacion nulo [6]. SLORETA ya ha sido empleada en el
estudio de alteraciones neurofisioldgicas provocadas por la
EA, tanto en el cértex como en zonas méas profundas del
cerebro [7,8].

Uno de los biomarcadores mas tipicos de la EA es la
agregacion de ovillos neurofibrilares de proteina tau
hiperfosforilada intracelular [1]. La presencia de estos
depositos es el resultado de alteraciones estructurales,
asociadas a degeneracién axonal. Ello provoca
disrupciones en los mecanismos sindpticos que pueden
provocar alteraciones en el comportamiento eléctrico
neuronal [9]. EI gen MAPT (microtubule-associated
protein tau) se encarga de codificar la proteina tau [10], la
cual estd relacionada con los procesos fisiologicos
asociados a la neurodegeneracién en la EA [1]. En
investigaciones previas, se determiné el polimorfismo de
nucleotido unico (SNP) rs8070723-G, perteneciente al gen
MAPT, como un posible factor protector en el desarrollo
de la EA [10]. Puesto que MAPT esta intimamente ligado
a la produccion de tau, nuestra hipotesis es que los sujetos
con el alelo normal (wild type, WT) mostraran diferentes
patrones de actividad cerebral que aquellos que tienen el
alelo protector. Asi pues, el objetivo de este estudio es
evaluar si existen diferencias en los patrones de
conectividad funcional, mediante la medida phase lag
index (PLI), en pacientes con EA, sujetos con DCL y
controles de ambos grupos genéticos.

2. Meétodos
2.1.  Sujetos

En este estudio participaron 199 sujetos. Todos los
pacientes con DCL y EA fueron diagnosticados segun los
criterios del National Institute of Aging and Alzheimer’s
Association (NIA-AA) [11]. Los participantes fueron
clasificados en seis grupos, atendiendo a su estado
cognitivo (EA, DCL y control) y al tipo de alelo presente
en el gen MAPT (normal WT o protector). En la tabla 1 se
resumen los datos sociodemograficos de cada grupo.
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Se obtuvo el consentimiento informado de cada
participante o, de no ser posible, de su familiar o
representante legal, acorde con las recomendaciones del
Codigo Etico de la Asociacion Meédica Mundial
(Declaracion de Helsinki). El protocolo fue aprobado por
el Comité de Etica de la Universidad de Oporto (Oporto,
Portugal. Informe n° 38 / CEUP / 2018).

2.2.  Analisis genético

Se recogidé una muestra de saliva de cada sujeto mediante
un kit DNA Genotek Oragene (OG-500). Las muestras
bioldgicas se genotiparon utilizando Thermo Fisher
Scientific Axiom™ Spain Biobank Arrays en el Centro
Nacional de Genotipado (CeGEN, Santiago de
Compostela, Espafia). Se implementé un control de calidad
en el genotipado. Este protocolo fue seguido por analisis
individuales y de marcadores, de acuerdo con la guia de
mejores practicas de Affymetrix. Los sujetos con tasas de
heterocigosidad superiores al umbral de aceptacion
definido fueron descartados. EI SNP de MAPT
(rs8070723) calificé como valido en el analisis de control
de calidad.

2.3. Registroy preprocesado de EEG

Para cada sujeto, se registraron 5 minutos de actividad EEG
en estado de reposo con un equipo Nihon Kohden
Neurofax JE-921A de 19 canales, en los electrodos F3, F4,
F7, F8, Fpl, Fp2, T3, T4, T5, T6, C3, C4, P3, P4, 01, O2,
Fz, Czy Pz del sistema internacional 10-20. La frecuencia
de muestreo se establecio en 500 Hz. Durante la
adquisicién se aplico referenciado promedio. Se solicité a
los participantes que se mantuvieran relajados durante el
procedimiento en un ambiente libre de ruido. Los
investigadores controlaron el estado de vigilia del sujeto
para prevenir la somnolencia.

Los datos de EEG se almacenaron como archivos ASCIl y
se preprocesaron siguiendo estos pasos [12]: (i) sustraccion
de la media; (ii) filtro de ranura de 50 Hz; (iii) filtro FIR
(finite impulse response) paso banda de ventana Hamming
entre 1 y 70 Hz; (iv) analisis de componentes
independientes (ICA) para eliminar componentes ruidosas;
y (V) segmentacion en épocas de 5 s de duracion y rechazo
visual de aquellas con artefactos.

Tras la adquisicion de EEG, se estimé la actividad a nivel
de fuente utilizando el algoritmo de localizacion de fuentes
SLORETA. Este algoritmo asume méxima correlacion
entre generadores neuronales vecinos para obtener la
solucidn al problema inverso [6]. La localizacion de fuente

se llevd a cabo trabajando con 15000 posibles fuentes que
fueron agrupadas en 68 regiones corticales de interés
(ROIs) de acuerdo con el atlas de Desikan-Killiany, una
clasificacion de regiones basada en giros correspondientes
a su funcion dominante [13]. El preprocesado y el analisis
de las sefiales se llevaron a cabo con MATLAB® (version
R2018a, Mathworks, Natick, MA) y Brainstorm toolbox.

2.4. Procesado de EEG

La conectividad entre las 68 ROIls propuestas se estimé
mediante el PLI en las bandas clésicas de frecuencia: delta
(8, 1-4 Hz), zeta (0, 4-8 Hz), alfa (a, 8-13 Hz), beta (B, 13-
30 Hz) y gamma (y, 30-70 Hz). El PLI cuantifica la
asimetria de las distribuciones de diferencia de fase de dos
sefiales [14]. Esta medida tiene la ventaja de estar poco
afectada por la conduccién de volumen [14]. A mayor
acoplamiento en fase, valores mas proximos a 1. EI PLI se
define mateméticamente de la siguiente forma:

PLIyy = [{sign (Ad)x,y)”, 1)

donde {-) es la esperanza matematica y Ady, es la
diferencia de fase o fase relativa entre las sefiales X e Y.
Para cada sujeto, se promediaron los resultados obtenidos
en todas las épocas libres de artefactos, obteniéndose una
matriz de conectividad para cada sujeto y banda de
frecuencia. El tamafio de cada una de estas matrices es
68x68, donde cada elemento refleja el valor de
conectividad entre dos ROIs.

3. Resultados

En la figura 1 se muestran las conexiones entre ROls en las
que se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas (p-valor < 0.01, test U de Mann-Whitney)
entre sujetos con alelo WT vy sujetos con alelo protector.
Las conexiones rojas muestran interacciones con valores
medios de conectividad mas elevados en el grupo con alelo
normal WT, mientras que las conexiones azules indican
interacciones con valores de conectividad mayores en el
grupo con alelo protector.

Los resultados obtenidos muestran un aumento de
conectividad en sujetos con alelo WT con respecto al grupo
con alelo protector en las bandas delta y zeta para los
grupos control y DCL, y en la banda beta para el grupo de
pacientes con EA. Por otro lado, una mayor conectividad
es observable en los sujetos con alelo protector en controles
en la banda beta, en el grupo de sujetos con DCL en la
banda gammay, en menor medida, en el grupo de pacientes
con EA en bandas zeta y alfa.

Controles DCL EA
WT PR WT PR WT PR
N 23 22 24 21 62 47
Edad (X+SD) (afios) 77.73+6.22 81.77+7.83 85.12 + 8.26 8452 +5.74 81.13+6.98 79.83+7.58
Sexo (H:M) 10:13 12:10 9:15 5:16 16:46 11:36
MMSE (X+SD) 28.73+1.18 29.00+1.02 22.37£2.90 2414270 15.72 £ 7.58 14.35 + 8.36

Tabla 1. Base de datos sociodemograficos y clinicos: x: media, SD: desviacion tipica. WT: alelo wild type, PR: alelo protector. H: hombre,
M: mujer. MMSE: puntuacion del test Minimental State Examination.
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4. Discusidn

En este estudio se ha analizado la relacién entre la
conectividad entre regiones cerebrales y los alelos WT y
protector del gen MAPT. Los hallazgos obtenidos mas
destacables son: (i) el aumento significativo de
conectividad de los sujetos con alelo WT con respecto al
protector de los grupos control y DCL en bandas bajas
(delta y zeta); (ii) el aumento significativo de conectividad
en los sujetos con alelo protector en el grupo control en la
banda beta, y en el grupo DCL en gamma; y (iii) el
comportamiento opuesto en el grupo de pacientes con EA
en relacion a los grupos anteriores, ademas de un impacto
del gen notablemente mas reducido.

En el grupo de pacientes con DCL se obtuvo un aumento
significativo de conectividad en los sujetos con alelo WT
con respecto al protector en banda zeta, para un total de 108
interacciones. La condicion clinica de DCL es conocida
por un aumento de actividad eléctrica cerebral anormal en
esta banda de frecuencia [15], cominmente atribuido a
mecanismos compensatorios para equilibrar las primeras
perturbaciones neurofisiolégicas desencadenantes de laEA
[16]. Nuestros resultados podrian interpretarse no ya como
un aumento significativo de conectividad en el grupo con
el alelo WT, sino como un efecto modulador de dichas
compensaciones inducido por el alelo protector. Puesto que
esta forma de tau se asocia a desestabilizacion del axén y
con alteraciones funcionales en las dendritas [17], las
siguientes hipotesis podrian explicar la reduccion de
conectividad en el grupo de sujetos con DCL. En primer
lugar, la proteina tau como componente esencial del
citoesqueleto axonal podria perdurar masy ser mas estable,
produciendo  menores  concentraciones de tau
hiperfosforilada en el proceso de neurodegeneracion
temprano. En segundo lugar, la proteina en estado
hiperfosforilado podria presentar una disminucion de la
capacidad citotéxica en la neurona. Los resultados
obtenidos en el grupo de control para la misma banda

DCL f/ » f‘.\

EA

sugieren que este proceso podria haber comenzado en una
fase preclinica de la enfermedad en algunos sujetos.

Adicionalmente, se obtuvieron valores de conectividad
significativamente mas altos para los controles con alelo
protector en la banda beta y para los pacientes con DCL
con este mismo alelo en la banda gamma, en comparacion
con los grupos con alelo WT. Puesto que las bandas beta y
gamma estdn asociadas con procesos de alto nivel
cognitivo, como tareas que requieren uso de memoria [18],
nuestros resultados sugieren que podria haber relacion
entre la presencia del alelo protector de MAPT y la
conservacion de capacidades intelectuales en la
senescencia no patolégica, asi como en la fase prodromica
de la enfermedad. El efecto a nivel molecular del alelo
protector en altas frecuencias puede deberse a la asociacion
entre la presencia de tau hiperfosforilada y alteraciones de
sistemas dopaminérgicos [19], ya que la dopamina es un
elemento relacionado con la modulacion de la actividad
beta y gamma [20].

Por dltimo, es interesante sefialar el efecto de ambas
versiones del gen MAPT en los pacientes con EA. Por un
lado, se puede observar una disminucion del impacto de la
presencia de ambos alelos (WT y protector) asociada a la
conectividad en este estadio, como refleja el menor nimero
de conexiones estadisticamente significativas, en
comparacion con los grupos control y DCL. Por otro lado,
el grupo de enfermos con EA con alelo protector muestra
aumentos significativos de conectividad en zeta y alfa,
mientras que esto no ocurre en los otros grupos. Ademas,
las bandas beta y gamma, con interacciones de valores mas
elevados asociados al alelo WT para controles y DCL
respectivamente, manifestaron el efecto opuesto en el
grupo EA. Esta observacién podria indicar un efecto
moderado de proteccion por parte del alelo protector de
MAPT en la conectividad cerebral en estas bandas de
frecuencia. Asimismo, el menor nimero de interacciones
estadisticamente significativas podria indicar que el efecto
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Figura 1. Diferencias estadisticamente significativas en los valores de conectividad entre regiones de interés (p-valor < 0.01, test U de
Mann-Whitney). Lineas rojas indican un valor de PLI mayor en sujetos con el alelo normal WT, mientras que las lineas azules indican un

valor de PLI mayor en los sujetos con el alelo protector.
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de este alelo tiene un impacto mas notorio en fases
tempranas y preclinicas de la enfermedad.

Finalmente, es necesario mencionar ciertas limitaciones de
este estudio. En primer lugar, la base de datos empleada
cuenta con un nimero reducido de sujetos. En segundo
lugar, es preciso tener en cuenta que los resultados
obtenidos pueden deberse a un efecto secundario del alelo
protector de MAPT, y no a directamente con la proteina
tau. Finalmente, no se ha considerado la correlacién entre
MAPT vy otros genotipos asociados a procesos citotdxicos
que puedan desembocar en efectos de conectividad
similares. Para subsanar estas limitaciones, incrementar la
cantidad de participantes y estudiar otros genes vinculados
a alteraciones sinapticas seria prioritario.

5. Conclusién

En este estudio, se han analizado las diferencias de
conectividad entre grupos de estudio en diversos estados
cognitivos con dos versiones del gen MAPT. Los
resultados sugieren que el efecto del alelo protector puede
estar asociado a una modulacion de los mecanismos de
compensacion en fases tempranas de la EA y a la
conservacion del comportamiento fisioldgico propio de
estados cognitivos saludables. Puesto que MAPT esta
intimamente relacionado con la sintesis de proteina tau, la
version del alelo protector podria reflejar un incremento de
la estabilidad axonal y presentar una menor citotoxicidad
en su forma hiperfosforilada.
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