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Estudi de la prevalenca i I'agressivitat de I'’Alzheimer en dones

1.

2.

Introduccio

L’Alzheimer (AD) és una malaltia cronica neurodegenerativa. Afecta al cervell
provocant la pérdua de teixit cerebral i va empitjorant amb el temps. Comencga
afectant al llenguatge, sentit de 'orientacio, etc. i finalment I'aparell locomotor
portant a la mort i. La causa es desconeix. La teoria més acceptada proposa
que la pérdua de teixit cerebral esta associada amb I'acumulacié de plaques
B-Amiloide que impedeixen la sinapsi entre neurones ii.

AD és la demeéncia més comuna (60-70% de totes les deméncies) . A més,
els pacients d’AD necessiten ajudes meédiques i normalment cuidadors.
Només a Estats Units, ’AD comporta un cost de 236 bilions US$ i. A causa del
seu gran impacte, actualment s’estan realitzant molts estudis relacionats amb
'AD. Tot i aixi, €s una malaltia molt desconeguda.

Els estudis epidemiologics mostren que el 95% dels pacients d’AD tenen més
de 65 anys ii. També indiquen una major incidéncia de deméncies en els
paisos del nord-oest d’Europa (respecte Europa) v. Per altra banda, s’ha
demostrat que la prevalenga a una deméncia augmenta amb l'edat (fins als
85 anys)

S’ha observat que la incidéncia de demeéncies és major entre les dones,
especialment en el cas de 'AD. En general, les dones representen el 64% de
tots els pacients d’AD i. La diferéncia entre home i dona augmenta amb l'edat,
i la major diferéncia es troba amb pacients de 80 anys o més iv. El dilema es
troba en determinar si aquesta diferéncia és deguda a la major esperanca de
vida de les dones o a altres factors com diferéncies cognitives o elements
genetics.

Hipotesi

Aquest treball es proposa respondre les seguents preguntes d’investigacio:

Hi ha més casos de pacients d’AD dones que homes?




Tenint en compte que I'esperanga de vida de les dones é€s major, tenen les
dones més prevalenga d’AD?

- Afecta 'AD amb més agressivitat (major acumulacié de plaques de pB-
Amiloide) a les dones que als homes?

Les hipotesi principal d’aquest treball és la segient: ’AD és més prevalent i més
agressiu en les dones que en els homes

3. Objectius

El primer objectiu principal d’aquest treball és determinar si les dones tenen major
prevalenca d’AD que els homes mitjangant I'analisi de les dades del Registre de
Deméncies de Girona (ReDeGi). El segon és I'observacio i analisi quantitatiu de
mostres de cervells de pacients d’AD de I'Hospital de Bellvitge.

Un altre proposit d’aquest treball és llegir i analitzar articles relacionats amb les
diferéncies de sexe a tenir AD. Es un tema molt estudiat perd tot i aixi encara no
s’ha trobat respostes clares.

Per analitzar les dades d’un registre és important entendre com funciona i aprendre
a estudiar estadisticament la informacié. Per aix0 un dels objectius importants és
saber utilitzar tecniques estadistiques com la t-student per comparar mitjanes i
determinar si les diferéncies observades son significatives o no.

A més, per analitzar mostres de cervells és essencial dominar 'anatomia del cervell
i entendre les técniques de tinci6. També observar la proteina B-Amiloide i la
proteina TAU i a part de saber diferenciar-les, coneixer-les des d’'un punt de vista
bioquimic. Per tal de conéixer la seva estructura, sera necessari saber utilitzar
programari de visualitzaci6 molecular, en aquest cas VMD (Visual Molecular
Dynamics)
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4, Justificacio

La hipotesi que proposa aquest treball ha estat fruit d’analitzar articles cientifics que
pretenen determinar si les dones tenen major prevalengca a tenir AD o que en
busquen la causa. S’han revisat estudis epidemiologics, articles basats en les
diferencies cognitives entre homes i dones, el factor genétic, la importancia de les
hormones, la influéncia de I'estil de vida i experiments amb animals.

Per explicar la major prevalenga que tenen les dones a tenir AD, s’han investigat
les diferéncies cognitives entre homes i dones. Un estudi del 2016 explica que les
dones afectades per AD perden teixit nerviés més rapidament que els homes vii. A
més, s’ha demostrat que les dones tenen major flux sanguini cerebral i connectivitat
en el cortex parietal ix. Les zones amb gran connectivitat sén en les que es
deposita la proteina B-Amiloide

Altres estudis proposen que la major prevalenca de I'AD de les dones és causada
per un element geneétic. S’ha mostrat que les dones amb l'al-lel APOE €4 tenen
quatre vegades més risc d’AD xi, indicant que la presencia d’aquest gen és un
factor de risc importat per tenir AD

La pérdua d’estrogens (hormones femenines) ha estat demostrat com a possible
causa de la major prevalenca d’AD en dones. S’ha provat mitjangant estudis
animals i cel-lulars que els estrogens milloren la formacié de sinapsis neuronal a
I'hipocamp xiv, milloren el corrent sanguini cerebral i el metabolisme de glucosa
cosa que ajuda a reduir els agregats de B-Amiloide xv. Després de la menopausa
les dones experimenten un pérdua rapida de hormones ovariques xvi, augmentant
el risc d'AD. Els homes també perden hormones, tot i aixi, €és una pérdua gradual
. A més, s’ha observat que I'is d’hormonoterapia (Hormone Replacement
Therapy (HRT)), utilitzada per complementar la manca d’hormones just a I'inici de
la menopausa, redueix el risc d’AD xvi. Si la hormonoterapia es comenga cinc anys
després de la menopausa, s’ha observat que el risc d’AD es redueix un 30%

Articles recents mostren la relacié de I'estil de vida amb la major incidéncia d’AD
en dones. Estudis de neuropsicologia mostren que les persones amb una major




reserva cognitiva (major educacio, millor dieta i menys estres) poden tenir millor
capacitat d’evitar malalties cerebrals . La baixa habilitat mental durant la
infancia augmenta el risc de deméncia xix. En general els estudis mostren que
I'activitat mental pot ajudar evitant malalties cerebrals. Les persones grans d’ara
van viure durant un temps en que els homes tenien més oportunitats que les
dones. Els homes rebien millor educacio i tenien feina, mentre que les dones
s’havien de quedar a causa fent feines de la llar. Conseqlientment, el fet que en
general les dones tenien un estil de vida menys actiu mentalment, podria ser
I'explicacié de que al ser grans tinguin major risc d’AD

Altres aspectes de l'estil de vida a part de I'activitat mental han estat relacionats
amb la incidéncia d’AD. Estudis recents han analitzat com activitats especifiques i
experiéncies poden influir potenciant o evitant '’AD xxi. Alguns estudis suggereixen
que l'estrés psicologic pot augmentar el risc d’AD . Per altra banda, dietes
completes que continguin alts nivells de peix, fruita i verdura poden reduir el risc
d’AD a causa de la preséncia de les vitamines E i C

A part dels estudis epidemioldgics, s’han realitzat experiments amb animals fets
amb ratolins per determinar com I'AD afecta als mascles i a les femelles . Els
ratolins es van modificar genéticament (Tg2576) per ser portadors de la mutacié
sueca APPG695SWE xxv, que sobreexpresa la proteina precursora de 3-Amiloide, de
tal manera que es formen plaques de B-Amiloide provocant que els ratolins tinguin
AD. Es van utilitzar 91 ratolins (32 mascles i 59 femelles) de 15 mesos d’edat. A
meés, els ratolins van ser analitzats a les edats de 8 mesos (5 mascles i 7 femelles),
12 mesos (9 mascles i 9 femelles) i 19 mesos (6 mascles, 7 femelles)

%*wﬁi:‘q 2\ |
Fig 1. Plaques [3-Amiloide
hipocamp ratoli mascle.
Font:
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Fig 2. Plaques B-Amiloide
hipocamp ratoli  femella.
Font:
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(Fig. 1). Els resultats van mostrar que les femelles ratolins Tg2576 tenien més
agregacions de B-Amiloide. La diferéncia va ser significativa en els ratolins de 15 i
19 mesos. A aquestes edats, les femelles ratolins Tg2576 tenien gairebé tres
vegades més percentatge d’arees de plaques

5. Metodologia

Per tal d’assolir el objectius citats anteriorment, aquest treball es dividira en dues
parts. La primera part es tracta d’'una analisi epidemiologica de les dades del
Registre de Demeéncia de Girona (ReDeGi).

En la informacié estudiada del ReDeGi hi apareix el nombre de casos d’AD dividits
en homes i dones. Les dades epidemiologiques ens donen una visid6 molt general
de com una malaltia incideix sobre una poblacié determinada. Es el punt de partida
per determinar si hi ha diferéncies entre homes i dones al patir AD. A part
d’analitzar les dades es realitzara un calcul de la prevalencga, és a dir, la proporcid
d’'individus que pateixen una malaltia respecte la poblacié sobre la qual es fa
I'estudi.

En la segona part d’aquest projecte, es pretén observar amb quina agressivitat I'AD
afecta a homes i a dones. Una manera de saber-ho és quantificant el nombre de
plaques de B-Amiloide mitjancant I'observacié de mostres de cervells de pacients
d’AD. Calculant amb I'ajuda d’'un Microscopi Optic quantes plaques s’acumulen en
pacients homes i en pacients dones, podrem determinar amb quina agressivitat
I'AD afecta als dos sexes i si hi ha diferéncies.
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Fig. 3. Font propia. Mostres de cervell pacients d’AD
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En les dues parts del projecte s’analitzaran estadisticament els resultats amb la
prova t-student mitjangcant la utilitzaci6 del programa SigmaPlot versio 11.0.
D’aquesta manera podrem saber si la diferencia en els casos d’AD, la prevalencga i
el nombre de plaques entre homes i dones és significativa o no.

6. Analisi epidemiologica dades del ReDeGi

6.1.- MARC TEORIC:

Els registres de malalties guarden informacié dels pacients d’una regié concreta
obtenint informacio sobre la malaltia i el seu progrés al llarg del temps. L’analisi i la
interpretacié d’aquestes dades dona lloc a hipotesis les quals seran confirmades o
falsades en estudis experimentals xxvi. A més, els registres estimen els costos de la
malaltia i regulen els procediments d’enregistrament . La informacié sobre els
pacients arriba des dels centres hospitalaris al realitzar-se un diagnostic.

Per tal de diagnosticar si una persona té AD es realitzen diferents proves. En
primer lloc es revisa la historia clinica del pacient i es realitza un examen fisic. Tot i
que no acostuma a ser necessari, un test genétic permet saber si el pacient té el
gen APOE-e4. El Mini-mental state exam (MMSE) avalua sobre 30 la memoria,
I'habilitat de solucionar problemes simples i en general habilitats cognitives. En
aquest test es realitzen preguntes al pacient com si coneix la hora i data i a on es
troba, i si pot recordar una llista de paraules o si pot realitzar operacions simples. Si

el resultat del test és de 20-24 suggereix
demeéncia lleu, de 13-20 deméncia moderada i @
de 13-20 demencia severa . Un altre test 5 5 z ”:'

molt comu és el mini-cog (Fig. 4) en el qual es

demana al pacient que recordi tres objectes i "?; Og (A
W

els repeteixi al cap d’'uns minuts. En la segona

O e

part del test el pacient ha de dibuixar un s 4 3 2 1

rellotge. Segons el resultat d’aquest test es|Fig.4. Puntuacié test Mini Cog. Font:

. . . . . . _|https://iwww.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?
determina si el pacient pateix AD i el MES torm=Faison+WE+CNS+Spectr

important, en quin estadi es troba
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El Registre de Deméncies de Girona (ReDeGi) rep i analitza informacio de pacients
que pateixen demeéncies dins la Regié Sanitaria de Girona. Va ser fundat el 2005 i
des del 2007 rep dades de I'Hospital de Santa Caterina, I'Hospital Universitari
Josep Trueta, la Corporacié de Salut del Maresme i la Selva, la Fundacié Salut
Emporda, I'Hospital Comarcal de la Garrotxa i Olot, L’Hospital de Campdevanol i
dels Serveis Integrats de Salut del Baix Emporda

Per la rellevancia a nivell Europeu i per la seva col-laboraci6 amb el ReDeGi, el
Registre de Demeéncia Suec (Swedish Dementia Registry) (SveDem) representa un
registre de referéncia a nivell d’Europa. Durant el juny de 2017 el registre va
realitzar una conferéncia a Girona en la qual vaig assistir i a partir de la qual em
vaig proposar investigar sobre aquest registre. EI Sve Dem va ser fundat I'any
2007. El 95% de les cliniques sueques en les que es realitzen diagnostics de
demeéncies envien la informacié a SveDem . A diferéncia del ReDeGi, a Suécia
soén el propis doctors el quals enregistren la informacié directament a la base de
dades. S’enregistra informacié detallada dels tests realitzats en el diagnostic i
informacio aparentment no tant important com per exemple si el pacient condueix o
quantes llenglies sap parlar. L’alta fiabilitat i la utilitat de les dades enregistrades a
SveDem son degudes a la regularitzacié del protocol del diagnostic (protocol ICD-
10) i 'obligat enregistrament que han de realitzar els propis doctors

L’analisi estadistica és essencial per interpretar els resultats obtinguts. Tal i com
s’ha indicat anteriorment per analitzar els resultats es realitzara la prova t-student
mitjancant el programa SigmaPlot 11.0. El SigmaPlot és un software de creacié de
grafics i d’analisi estadistic que permet anar més enlla dels simples fulls de calcul.
La prova t-student és un test estadistic que indica si la diferéncia entre dues
mitjanes és significativa o nomeés és causada per I'atzar . Al realitzar aquesta
prova ens formulem la hipotesi nul-la i la hipotesi alternativa. La hipotesi nul-la ens
diu que no hi ha diferéncia entre les dues mitjanes i la hipotesi alternativa ens diu
que hi ha una diferéncia significativa. En aquest treball no s’entrara en el
procediment matematic d’aquest test ja que s’utilitzara un programa informatic. Tot i

aixi a continuacio s’explicara com interpretar I'analisi que ens fa el programa.
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En primer lloc, la t-student €s una prova que s'utilitza si tens unes dades amb una
n (el nombre de valors) baixa. El propi programa SigmaPlot indica quina prova
estadistica realitzar amb les dades que tens. Un cop entrem els valors obtenim un
informe de la prova. En primer lloc si les dades han passat o no els tests necessaris
per realitzar les proves.

+ Test de Normalitat: en la t-student les dades han de seguir una
distribucio similar a la distribucié normal o gaussiana

- Test de Homogeneitat de variancies: és la igual desviacié respecte la
mitjana entre dos grups.

Si passen aquests tests, obtenim els resultats de les proves. Aquests ens indiquen
la n, la mitjana de les variables, la desviacié estandard (Std Dev) i I'error estandard
de la mitjana (SEM). La desviacio estandard mostra quanta variacio hi ha respecte
la mitjana. L’error estandard de la mitjana calcula les oscil-lacions entre la mitjana
de les dades i la mitjana poblacional (el valor real de la mitjana) . També ens
dona el valor de la diferéncia entre dues mitjanes.

Finalment obtenim el valor de la t, i el nombre de graus de llibertat (n-1). Amb
aquests dos valors s’obté el valor de la probabilitat (p) que la hipotesi nul-la sigui
correcta. Escollim el valor de (p=0,05) per sota del qual es considera que la
diferéncia es significativa .El propi programa analitza els resultats i indica quina
hipotesi s’accepta.

6.2.-PROCEDIMENT:

Del 2007 al 2014 el ReDeGi ha estat guardant informaci6é dels casos d’AD en la
Regidé Sanitaria de Girona. La informacié donada pel ReDeGi mostra el nombre de
casos d’AD del 2007 al 2014 dividits per edat (65-69, 70-74, 75-79, 80-84, 85+) i
dividits per sexe . Les dades del ReDeGi contenen 3069 casos d’AD. La pagina
web d’estadistica oficial de Catalunya anomenada ldescat , conté la informacio
de la poblacié de la mateixa area en la que el ReDeGi registra els casos d’AD
durant el mateix periode . La poblacio de I'area de Girona de 2007 a 2014 de
65 a més anys va ser de 934423 habitants.
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Per tal de veure si les dones tenen més prevalenca a tenir AD, s’ha comparat i
analitzat la informacié del ReDeGi amb la poblacié de I'area de Girona de 2007 a
2014 per majors de 65 anys.

Per obtenir uns resultats que tinguin en compte la poblacid, es calcula la
prevalenca. La prevalenca és el tant per cent de la poblacido que té AD tant per
homes com per dones:

Férmula 1

numero de pacients (home o dona) .

poblaci6 (home o dona)

Utilitzem la férmula anterior per calcular el percentatge d’AD cada any del 2007 al
2014 per cada rang d’edat, per homes i per dones. Amb els resultats obtinguts
realitzem la prova t-student explicada anteriorment.

6.3.-RESULTATS:

Taula 1: N° de malalts d’AD i prevalenca de 2007 a 2014 dividits per sexe

Any Home Dona Total
Nombre de|Prevaleng |Nombre |Prevaleng |[Nombre |Prevaleng
pacients a (%) de a (%) de a (%)
pacients pacients
2007 111 0,22933 249 0,40337 360 0,328185
2008 135 0,27573 |243 0,38743 |378 0,33846
2009 174 0,34861 |236 0,36953 410 0,36035
2010 113 0,22253 |252 0,38840 |365 0,31558
2011 94 0,18167 |267 0,40463 | 361 0,30664
2012 119 0,22555 |244 0,36349 363 0,302783
2013 108 0,20103 |282 0,41352 390 0,319887
2014 148 0,26970 |294 0,42487 442 0,356239
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A la Taula 1 es mostra la informacio,

dels casos d'AD en I'area de Girona Grafic 1: Casos4é(|):) home/dona anys 2007-2014
de 2007 a 2014 dividit per sexe (A §§§ I

'annex la taula 11 completa amb la %(5)8:

divisi6 segons intervals d'edat) [ " malaitsAD 100 = Home
Durant aquest periode hi ha hagut un 0 _o'\ o o o W Dona
total de 3069 casos d’AD. D’aquests, DT A2 DT D

1002 pacients sén homes i 2067 soén Any

dones. Per tant el 67,35% de tots els

casos soOn dones.

El grafic 1 mostra I'evolucio dels casos d’AD en homes i dones del 2007 al 2014. El
2008 observem una major diferéncia entre homes i dones.

Tal i com observem en el grafic 2Grafic 2: Casos dividits en intervals d’edat
troboem el major nombre de casos 3500

d’Alzheimer entre 75 i 85 anys. 3000

L’interval d’edat amb més casos de ;ggg

pacients és de 80 a 84 anys (Grafic 2).| 1500

Independentment del sexe el nombre de e malsts AP 1(5)88_

casos d’AD incrementa de 2011 al 0 -

2014. El 2011 es van registrar 361 & &
casos mentre que en 2014 se’n van Edat

registrar 442 (Grafic 3).

Grafic 3: Casos totals AD 2007-2014

La Taula 1 mostra els percentatges| 500
. . 450
realitzats amb la formula 1 que 400
350

representen la  prevalengca. La 3(5)82
poblacio utilitzada pels percentatges| ne malaits AD 299
. . N . 100 -
és la poblaci6 de l'area de Girona 58-

durant els anys i dividits per les edats
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que mostra la taula. La mitjana de prevalenga en homes és de 0,2440% mentre que
en dones és del 0,3947%.

En el grafic 4 observem la diferenigrafic 4: Prevalenca home/dona 2007-2014
prevalenca entre homes i dones d’ 04>

AD de 2007 a 2014. 0,35 -

6.4.- ANALISI ESTADISTICA: T-student

La prova t-student s’ha utilitzat per determinar si la diferéncia de casos d’AD entre
homes i dones és significativa i si la diferéncia en la prevalenga entre homes i
dones és significativa.

En el primer cas la hipotesi nul-la és que no existeix diferéncia entre els casos
d’homes i de dones i la hipotesi alternativa que existeix una diferéncia significativa
entre homes i dones.

En primer lloc inserim la taula seglent al programa SigmaPlot amb la informacio del
nombre de casos d’AD:

Taula 2: Nombre pacients d’AD de 2007 a 2014 dividits per sexe
Any Nombre de pacients

Home Dona
2007 111 249
2008 135 243
2009 174 236
2010 113 252
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2011 94 267
2012 119 244
2013 108 282
2014 148 294

Seleccionem les dues columnes de la dreta. En l'apartat Statistics seleccionem
Compare 2 groups i el propi programa ja suggereix quina és la prova més
adequada pels valors que tenim, en aquest cas suggereix la prova t-student.
Seleccionem aquesta prova i obtenim I'informe de la prova.

Primerament indica si s’ha passat el test de normalitat, el passa amb una p=0,128.
Després si hem passat el test de Homogeneitat de variancies, i també el passa
amb una p=0,699. Per tant si es passen aquests dos tests es pot realitzar la prova
t-student.Obtenim la taula seguent i el valor de la t-student:

Taula 3: Informe t-student casos d’AD

Grup n Mitjana Std dev SEM
Homes 8 125,25 25,789 9,118
Dones 8 258,375 20,612 7,287

Diferéncia= -133,125
T-student=-11,405, 14 graus de llibertat, p=<0,001.

La p ens indica que la probabilitat que la hipotesi nul-la sigui certa és de menys de
0,1%. Per tant la diferéncia de casos d’AD entre homes i dones és major de la que
es podria esperar per atzar. Per tant s’accepta la hipotesi alternativa.

Realitzem el mateix procediment per calcular la prova t-student de la prevalencga
d’AD dels homes i de les dones.

La hipotesi nul-la és que no existeix diferéncia entre la prevalenga del homes i de
les dones i la hipotesi alternativa que existeix una diferéncia significativa en la
prevalenca dels homes i de les dones. Inserim la taula seguent:
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Taula 4: Prevalenca AD dividit per sexe de 2007 a 2014

Any Home Dona
Prevalenca (pacients/ poblacio Prevalenca (pacients/ poblacio
x100) % x100) %

2007 0,22933 0,40337

2008 0,27573 0,38743

2009 0,34861 0,36953

2010 0,22253 0,38840

2011 0,18167 0,40463

2012 0,22555 0,36349

2013 0,20103 0,41352

2014 0,26970 0,42487

Tal i com s’ha explicat anteriorment obtenim els resultats seglents:

Test de Normalitat: passat (p=0,225). Test de Homogeneitat de variancies: passat
(p= 0,202).

Taula 5: Informe t-student prevalenga AD

Grup n Mitjana Std dev SEM
Homes 8 0,244 0,0526 0,0186
Dones 8 0,394 0,0212 0,00749

Diferéncia= -0,150. T-student=-7,491, 14 graus de llibertat, p=<0,001.

Els resultats mostren que la probabilitat que la hipdtesi nul-la sigui certa és de
menys del 0,1%. Per tant la diferéncia entre les prevalences és major de la que es
podria esperar per atzar. Per tant la hipotesi alternativa és acceptada.
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7. Comparacio i analisi de mostres de cervell de pacients d’Alzheimer

7.1.-MARC TEORIC:

En els serveis d’Anatomia Patologica, al fer autopsies del cervell s’observen els

nivells de la proteina [3-Amiloide que es diposita en forma de plaques. La preséncia

d’aquesta proteina permet determinar si el pacient va patir AD.

Proteina B-Amiloide:

En la membrana de les neurones es troba una
proteina de transmembrana anomenada APP
(Amiloid Precursor Protein), la proteina [-Amiloide
es troba dins de APP (Fig. 5). BACE-1 (beta-site
APP cleaving enzyme) és una proteasa (acid
aspartic) que té un paper important en la
formacié de les beines de Mielina de les neurones
. En pacients d’AD, BACE-1 té un comportament

anormal provocant I'escissid de la proteina APP.

Extracellular

Intracel (lular

Fig. 5. Escissié APP i alliberacio (-

Amiloide.

http.//www.sigmaaldrich.com/life-
science/cell-biology/learning-
center/bacel-assay-kit.html

B-Sec

APP 4 Cleava
~N
-.ml =) ;gsl ey RO

8 Amyloid Plagues

F™

f
I-
§

Font

D’aquesta manera s’allibera la proteina 3-Amiloide
acumulant-se formant plaques de -Amiloide

Bioquimicament parlant, B-Amiloide esta formada de 36 a 43 aminoacids que

deriven de APP. En certes condicions (15°C; pH 7,3) s’ha pogut observar

I'estructura secundaria de B-Amiloide. Aquesta es replega formant una hélix 3, la

Fig. 6. Estructura Amiloide. Font:
https.//www.ncbi.nlm.nih.gov/p
mc/articles/PMC3148408/

Fig. 7. Estructura [3-Amiloide. Font
propia
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qual té una forma semblant a la hélix alfa i es diferencia d’aquesta per ser més
estreta i més allargada (Fig. 6, 7)x.. Els aminoacids de I'hélix 3, estan disposats en
sentit horari formant una estructura helicoidal. Cada aminoacid representa 120° del
gir de I'helix, per tant hi ha tres aminoacids per volta

A través del PDB (Protein Data Bank) vaig obtenir el model tridimensional de la
proteina B-Amiloide i utilitzant el programa VMD (Visual Molecular Dynamics)
observem I'hélix 31, (Fig. 7). Es una proteina intrinsecament no estructurada, per
tant adopta diferents estructures dificultant la seva observacio.

Al realitzar autopsies per observar les plaques de B-Amiloide es realitza una tincié
immunohistoquimica que permet observar les plaques d'un color marronés (Fig.

8 )xlii. La tincié immunohistoquimica es basa en la reaccid

d’anticossos especifics amb un antigen, és a dir, amb la

r

molécula que es vol observar. En el nostre cas s’utilitzen
els anticossos comercials 82E1, 6E10, 6F3D, 4G8, AB 40,
AB42 i 12F4 els quals tenyeixen les plaques mitjancant la

reaccié amb els aminoacids de la proteina -Amiloide

. .

Fig. 8. PEUés B—Amiloide
(M.O. 100x). Font propia

Per quantificar els nivells d’aquesta proteina s’assignen

els valors 0,A,B,C

0: abséncia de [(B-Amiloide

A: baixa densitat de B-Amiloide en el neocortex i en els 10buls frontal
temporal i occipital.

B: preséncia de plaques en el neocortex, moderada quantitat en la
regio de I'hippocamp.

C: gran preséncia de plaques en totes les zones. Gran acumulacio a

I'hippocamp.

Proteina TAU.

A part de la proteina B-Amiloide, la proteina TAU
també esta relacionada amb l'aparicioé de I’Alzheimer.

Dins dels axons de les neurones es troben|

microtUbuls els quals estan estabilitzats per la/Fig 9. NFTs (M.O. 100x). Font
propia.
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proteina TAU. En els pacients d’AD, la proteina TAU es desprén dels microtubuls

aixd provoca una dissociacio del citoesquelet de

la neurona. Les neurones

degeneren impedint la sinapsi neuronal. A nivell microscopic s’observen uns punts

foscos en forma de gota (Fig. 9) xlv. Aquestes acumulacions sén anomenades

NFTs (Neuro Fibrillary Tangles).

La proteina TAU és una fosfoproteina de 2,1A xvi. La
seva estructura molecular és poc coneguda ja que
TAU és un conjunt de diferents proteines amb una
funcié comu

Mitjancant el programa VMD vaig observar I'estructura
seguent (Fig.10):

Per tal de quantificar els nivells de NFTs, segons la
quantitat de proteina TAU s’assigna un valor de | a VI
mitjangant el métode Braak que representa en quin
estadi es troba el pacient

I: NFTs en la regi6o transentorrinal (zona

Fig. 10. Estructura proteina TAU
(VMD). Font propia.

relacionada amb la memoria).

Il: aparicié en la zona CA1 (cornus ammonis 1) de I'hippocamp i al cortex

entorrinal.

III: acumulacié en les estructures

Iimbiques transentorhinal
-1

limbic isocortical
m-iv V-Vi

IV: formacid en [lamigdala, el
talem i el claustrum.

V: NFTs en totes les zones
isocorticals.

VI: abundancia de NFTs en totes

les zones anteriors.

Font:

Fig. 11. Representacio de les zones afectades
per NFTs segons el estadis del métode Braak.
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7.2.-PROCEDIMENT:

Per tal de comparar els nivells de B-Amiloide entre homes i dones, s’han analitzat
20 casos de pacients d’AD (11 homes i 9 dones) i un cas control. De cada cas
s’han analitzat mostres de certes regions del cervell préviament preparades durant
I'autopsia del pacient.

Tots els casos son de pacients que van morir a
'Hospital  Universitari de  Bellvitge de
L’Hospitalet (Barcelona). Totes les mostres
analitzades han estat preparades pel servei
d’Anatomia patoldgica de Bellvitge i en concretf]|
a carrec de la Dra. Noemi Vidal Sarro.

. i ) , | Fig 11. Microscopi Optic Olympus BX43.
Els casos analitzats son de pacients d’entre 50 i| Font propia.

88 anys. Les autdpsies es van realitzar entre
2010 i 2016. Les observacions les vaig realitzar amb un Microscopi Optic Olympus
BX43.

De cada cas he analitzat les seglents regions segons la seva implicacio en I'AD

xlix:
1. Gir frontal medial (gyrus frontalis medius): N8
2. Gir temporal mitja (Gyrus temporalis medius): N16
3. Hipocamp (Hippocampus): N14

4. Gir parahipocampal (Gyrus parahippocampalis): N6

5. Lobul parietal inferior
(Lobulus
parietalis inferior): N15

6. Mesenceéfal
(mesencephalon): N2

Per tal de realitzar un analisi quantitatiu

dels nivells de B-Amiloide, de cada una Fig. 12. Regions cervell analitzades. Font:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27591545
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de les 6 regions, amb el microscopi Optic a 100x vaig comptar el numero de
plaques de cada 5 camps visuals diferents. Les plaques es dipositen en especial a
'escorca de les mostres. Per aix0 els 5 camps corresponen a 5 zones de I'escorca
representatives de cada mostra.

Inicialment es pretenia comparar totes les zones citades anteriorment. Pero, al
realitzar I'analisi no teniem les mostres de totes les zones de cada pacient. Per aixd
al comparar els nivells de B-Amiloide entre homes i dones només s’ha comparat les
regions N14 i N6 (hipocamp, gir parahipocampal) ja que eren les Uniques regions
comunes en tots els casos. A més, la regid de I'hipocamp és una zona a on es
formen grans diposits de [B-Amiloide i esta intimament relacionada amb I'AD I.
L’estudi s’ha realitzat a cegues de tal manera que de cada cas es desconeixia si
era home o dona fins a acabar 'analisi.

oy Jwun

i .

Fig. 13. Plaques [3-Amiloide a 100x. Fig. 14. Safata amb totes les mostres
Font propia. necrologiques d'un pacient. Font Propia.

7.3.-RESULTATS:

Taula 6: Resultats de la quantificacio de plaques B-Amiloide de cada cas

Cas (any i Sexe Edat (anys) |n° de | Estadi de | Estadi de

nuamero (Home/Dona plagues en | Beta- proteina Tau

d’autopsia) ) 100x Amiloide (I-v1)
(0,A,B,C)

A10-14 Home 82 47,5 C Vv
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A10-51 Home 77 18,9 C \Y
A10-79 Dona 86 24 C \
A10-92 Dona 67 21,5 C v
A11-38 Dona 56 66,7 C v
A11-64 Dona 69 23,6 C \Y
A11-72 Home 80 16,1 C \Y
A11-90 Home 81 18,7 C \Y
A11-94 Dona 84 20,8 B \Y
A12-64 Home 78 1,1 0 \Y
A12-74 Home 86 13,8 B V
A12-84 Home 82 22,6 C \Y
A12-97 Dona 74 12,1 A \Y
A13-13 Home 73 1,8 A \Y
A13-28 Dona 87 14,3 B \Y
A14-40 Home 88 23,4 C \Y
A14-49 Home 50 0 0 Vv
A15-01 Dona 85 0 0 \Y,
A15-18 Home 75 13 B \Y
A16-25 (AD | Dona 51 22,2 C \
hereditari)

Control: Home 48 0 0 -
A17-15

Taula 7: Mitjana del nombre de plaques de B-Amiloide dividit per sexe.

Sexe N° de plaques en 100x (mitjana)
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Home 16,1
Dona 22,8

En la taula 6 hi apareix el numero de cas (A(any de la mort)- (nimero de cas)). Hi
ha casos des del 2010 fins al 2017. Hi ha 11 homes, 9 dones i un cas control. En la
columna de «n° de plaques en 100x» hi apareix el numero de plaques de -
Amiloide quantificat de la forma explicada en I'apartat anterior. En les columnes «
B-Amiloide» i «Estadi de proteina Tau» i apareix la informacié de cada cas cedida
per el servei d’Anatomia Patologica de I'Hospital de Bellvitge.

En primer lloc crida I'atenci6 que els casos A14-49 i A15-01 el numero de plaques i
l'estadi de B-Amiloide siguin O i tot i aixi aquests pacients van ser diagnosticats
d’Alzheimer. Aix0 es deu a que I'estadi de proteina TAU és alt, V.

En la taula 7 s’ha realitzat la mitjana del numero de plaques en homes i dones. En
dones aquest valor (22,8) és més elevat que en homes (16,1).

7.4 -ANALISI ESTADISTIC: T-student

La hipotesi nul-la és que no existeix diferéncia entre el nombre de plaques B-
Amiloide entre homes i dones i la hipotesi alternativa que existeix una diferencia
significativa. Inserim la taula seglent al programa SigmaPlot:

Taula 8: n° de plaques B-Amiloide en homes i dones
N° de plaques en dones | N° de plaques en homes
23 47,5

21,5 18,9

66,7 16,1

23,6 18,7

20,8 1,1

12,1 13,8

14,3 22,6

0 1,8
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22,2 23,4
0
13
Els valors de la taula 8 no passen el test de normalitat. Per normalitzar les dades
realitzem el logaritme log(x+1) (sent x cada valor) i eliminem els 0. De tal manera

que obtenim la taula 9. Aquests valors passen el test de normalitat i n’obtenim
l'informe.

Taula 9: logaritme del n° de plaques p-Amiloide en homes i dones
Log del n° de plaques en dones | Log del n°® de plaques en homes
1,39794001 1,68574174
1,35218252 1,29885308
1,83058867 1,23299611
1,39093511 1,29446623
1,33845649 0,32221929
1,11727130 1,17026172
1,18469143 1,17026172
1,36548798 0,44715803
1,38738983
1,14612804
Test de Normalitat: passat (p=0,053). Test de Homogeneitat de variancies: passat
(p=0,278).
Taula 10: Informe t-student plaques B-Amiloide
Grup n Mitjana Std dev SEM
Homes 9 1,372 0,211 0,0747
Dones 11 1,136 0,424 0,134

Diferéncia= 0,236. T-student=1,434, 16 graus de llibertat, p=<0,171.

Els resultats mostren que la probabilitat que la hipotesi nul-la sigui certa és de
menys del 17,1%. Tot i que el resultat suggerix una diferéncia estadisticament
significativa, el valor de la p és major del que s’ha establert inicialment (p=0,05).
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Per tant, a causa de tenir una n tant baixa, no podem acceptar la hipotesi
alternativa.

8. Conclusions

L’analisi de les dades del ReDeGi mostra que el 67,4% dels casos totals d’AD de
2007 a 2014 dins la regié sanitaria de Girona de 65 a 85 anys sén dones. Dels
3069 casos totals 1002 pacients eren homes i 2067 dones. La prevalenga és major
en les dones (0,3947%) que en els homes (0,2440%). En altres paraules gairebé 4
(3,947) de cada 1000 dones pateixen AD. Mentre que en el cas dels homes, 'AD
afecta a 2 (2,440) de cada 1000 homes. La prova t-student mostra que, segons les
dades obtingudes,tenir AD és dependent del sexe. A més, el test t-student mostra
que la diferéncia en el grau de prevalenga entre homes i dones és significativa.
L’analisi del nombre de plaques B-Amiloide en mostres de pacients d’AD de 2010 a
2017 mostra que en el cas de dones en 100x tenen una mitjana de 22,8 plaques
mentre que en el cas dels homes la mitjana és de 16,1. Tot i haver-hi una clara
diferéncia, tot i que no significativa, és important tenir en compte que I'estudi s’ha
realitzat amb 11 homes 9 dones i un cas control.

L’esperanca de vida de les dones és més elevada que la dels homes. Per tant en la
franja d’edat en la que apareix 'AD hi ha més dones que homes. Per aixo certs
estudis associen el major nombre de casos d’AD de dones amb el fet que hi hagin
més dones. Pero al calcular la prevalenca ja es té en compte la poblacié. | tot i aixi,
les dones tenen més prevalenca a patir AD que els homes.

Determinar I'existéncia d’aquesta diferéncia és important, perd més important és
descobrir la causa d’aquesta diferencia. Es coneix una relacié entre la pérdua
sobtada d’hormones i 'AD. La perdua d’estrogens en la menopausa podria ser la
causant de la major prevalenca d’AD en dones. Sabent I'edat en la que a les
pacients els hi arriba la menopausa i quan se'ls hi diagnostica 'AD, futurs estudis
epidemiologics podrien determinar si existeix una relacié. La baixa activitat mental
durant la infancia augmenta el risc a tenir AD. La poblacié que actualment esta en
risc de patir AD (persones entre 65 i 85 anys) durant la infancia i la maduresa
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existia desigualtat d’'oportunitats entre homes i dones. En general, els homes rebien
major educacio i treballaven, mentre que les dones realitzaven feines domeéstiques.
La menor reserva cognitiva de les dones podria ser un factor més que expliqui la
major prevalenca. Tot i aixi, si realment és un factor determinant durant les
proximes generacions hi hauria d’haver igual prevalenca ja que cada cop I'educacié
i les oportunitats laborals sébn més equitatives entre homes i dones.

Per obtenir dades més fiables i més representatives es necessiten més i millors
registres. El registre de deméncies de Suécia SveDem cobreix la immensa majoria
de casos de demeéncies i conté informacid molt detallada de cada cas. La
regularitzacié d’un sistema d'enregistrament comu en la UE i la implantacié de més
registres pot ser una eina clau per donar lloc a futures investigacions. Els estudis
epidemiologics de dades poblacionals i de registres potser no ens diuen la causa
d’'una malaltia o el farmac per tractar-la. Pero és el primer pas essencial per poder
donar lloc a assajos clinics que ho facin.

El nombre de plaques de [B-Amiloide té relacié amb I'estadi de [(-Amiloide i amb
amb I'Estadi de proteina TAU. De tal manera que les mostres en els quals s’ha
observat major nombre de plaques també es trobaven en un estadi de p-Amiloide i
de TAU més elevat. Tot i aixi hi han tres casos excepcionals (casos A12-64, A14-
49 i A15-01). En aquests tres casos el nombre de plaques ha estat 1,1; 0 i O
respectivament. Com és d’esperar I'estadi de B-Amiloide també és 0. Tot i aixi
aquests pacients al realitzar-se I'autdopsia es va determinar que eren pacients d’AD i
que havien mort a causa d’aquesta malaltia. Aixd és degut que I'estadi de proteina
TAU en tots tres casos és molt elevat (V, Vi V) i per tant una elevada acumulacié
de NFTs. Tal i com s’ha mencionat anteriorment la teoria principal de la causa de
'AD és la teoria de la proteina B-Amiloide. Tot i aixi en aquests casos observem
una abséncia de B-Amiloide i com la proteina TAU és la possible causa d’AD.

El fet que trobem més plaques B-Amiloide en les dones que als homes suggereix
que I'AD és més agressiu en dones. La zona observada, I'hipocamp és la regio del
cervell relacionada amb la memoria. Per tant observar més plaques en aquesta
regio suposa que el pacient ha tingut una major pérdua de memoria. El reconte de
plaques ens proporciona més informacio a part de I'estadi de [B-Amiloide que es
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valora segons 0,A,B,C. Quantificar el nombre de plaques de diferents regions ens
pot permetre detallar no només si el pacient ha mort d’AD o no, sin6é quines regions
han estat més afectades. El problema d’aquest sistema és que és lent i comporta la
imprecisio de I'ull huma. La creacié de programes informatics que distingeixin les
plaques de B-Amiloide i les quantifiquin proporcionaria informacié molt valuosa per
futures investigacions.

L’estudi epidemiologic ha estat realitzat amb les dades d’una regié concreta. Per tal
d’obtenir uns resultats més representatius serien necessaries les dades d’una zona
meés extensa i per tant més pacients. De la mateixa manera, I'analisi de mostres de
cervells de pacients d’AD només s’ha realitzat amb 20 casos. Per obtenir resultats
més fiables serien necessaris més casos. A més, seria convenient utilitzar un
sistema de quantificacié més precis mitjangant I'is de quadricules.

Estudiar aquestes diferéncies, si realment existeixen, és essencial per entendre
meés la malaltia i donar lloc a futures vies d’investigacio. Articles relacionats amb
aquest tema deuen aquesta diferencia a elements genétics, diferéncies cognitives o
a causa de la pérdua d’hormones. Determinar a qué es deu aquesta diferéncia
podria permetre I'elaboracié de farmacs per eliminar aquesta diferéncia i reduir la
probabilitat a patir AD per part de les dones.

D’acord a la hipotesi inicial, tant I'estudi de la dades del ReDeGi com l'analisi de
mostres de cervell de pacients d’AD suggereixen que les dones tenen major
prevalenga a tenir AD i que les acumulacions de B-Amiloide podrien ser majors.
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9. Annex

Taula 11: Casos d’AD dividits per sexe i intervals d’edat de 2007 a 2014

Any Edat Home Dona Total
Nombre |Prevalen¢ |Nombre |Prevaleng [Nombre |Prevaleng
de a de a de a
pacients |(pacients/ |pacients |(pacients/ |pacients |(pacients/
poblacio poblacio poblacio
x100) (%) x100) (%) x100) (%)
2007 65-69 5 0,039939 |8 0,06100 |13 0,05072
70-74 20 0,14980 |37 0,24642 |57 0,20094
75-79 34 0,32103 |62 0,46193 |96 0,39978
80-84 34 0,4801 81 0,75496 |115 0,64567
85+ 18 0,4071 61 0,6455 79 0,56953
Total 111 0,22933 249 0,40337 360 0,328185
2008 65-69 4 0,031583 |7 0,053366 |11 0,042665
70-74 17 0,12802 |21 0,14138 |38 0,13507
75-79 44 0,40117 |60 0,43375 |104 0,41934
80-84 40 0,5454 90 0,82637 130 0,71331
85+ 30 0,6363 65 0,64831 |95 0,64446
Total 135 0,27573 243 0,38743 378 0,33846
2009 65-69 13 0,095434 |9 0,064226 |22 0,079609
70-74 14 0,11130 |27 0,19019 |41 0,15313
75-79 50 0,44743 |67 0,47491 117 0,46276
80-84 63 0,8418 81 0,71878 |144 0,77361
85+ 34 0,6730 52 0,49914 |86 0,55591
Total 174 0,34861 236 0,36953 410 0,36035
2010 65-69 8 0,053727 |4 0,025796 |12 0,039479
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70-74 12 0,10408 |25 0,19298 |37 0,15111
75-79 33 0,29292 |67 0,47018 100 0,39191
80-84 35 0,4566 91 0,80190 |126 0,66270
85+ 25 0,4605 65 0,60063 |90 0,55381
Total 113 0,22253 252 0,38840 |365 0,31558
2011 65-69 4 0,026598 |6 0,038430 |10 0,032624
70-74 11 0,092764 |32 0,24242 |43 0,17160
75-79 28 0,24735 |66 0,46842 |94 0,36993
80-84 31 0,3935 95 0,81259 |126 0,64387
85+ 20 0,3542 68 0,59686 |88 0,51643
Total 94 0,18167 |267 0,40463 | 361 0,30664
2012 65-69 11 0,069731 |12 0,073724 |23 0,071758
70-74 14 0,12137 |18 0,12036 |32 0,13137
75-79 37 0,32388 |65 0,45885 102 0,39859
80-84 27 0,3344 84 0,71162 | 111 0,55843
85+ 30 0,5039 65 0,53911 |95 0,52748
Total 119 0,22555 |244 0,36349 363 0,302783
2013 65-69 8 0,048677 |7 0,040881 |15 0,044699
70-74 9 0,078459 |39 0,30752 |48 0,19873
75-79 31 0,27426 |59 0,42428 |90 0,35702
80-84 36 0,4344 107 0,88437 143 0,70146
85+ 24 0,3854 70 0,56520 |94 0,50505
Total 108 0,20103 282 0,41352 390 0,319887
2014 65-69 11 0,064271 |13 0,073239 |24 0,068837
70-74 21 0,17191 |17 0,12786 |38 0,12896
75-79 36 0,34068 |65 0,49660 |101 0,42695
80-84 50 0,5882 110 0,89891 160 0,77153
85+ 30 0,46318 |89 0,69384 119 0,61645
Total 148 0,26970 294 0,42487 442 0,356239
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