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RESUMEN

Antecedentes. Diversos factores genéticos de sus-
ceptibilidad a la demencia tipo Alzheimer (DTA) han sido
propuestos, siendo el mas estudiado el polimorfismo del
gen de la Apolipoproteina E (ApoE).

Objetivo. En el presente estudio se evalud la frecuen-
cia de los alelos de ApoE, se establecid si la genotipifi-
cacion de ApoE es un elemento diagnéstico asociado
con el estrés oxidativo y la DTA.

Método. Estudio prospectivo comparativo abierto en el
cual se realiz6 la genotipificacion de 72 individuos (36 del
grupo control y 36 con DTA). Los pacientes fueron capta-
dos por los Servicios de Geriatria y Neurologia del Hospi-
tal Central Militar y la Unidad de Especialidades Médicas.

Resultados. El alelo mas comun en la poblacién total
fue E3 con 98% en sus formas homocigota y heterocigo-
ta, E4 con 23.6% y E2 con 4.1%. Dentro del grupo control
el alelo predominante fue E3E3 (80%), E3E4 (16.6%) y
s6lo un caso con el genotipo de alto riesgo E4E4 (2.7%).
Para el grupo con DTA el genotipo predominante fue
E3E3 representando 63.8%, seguido por E3E4 (27.7%) y
E2E3 (8.3%).

Se encontré que existen diferencias estadisticamente
significativas (p > 0.001) en cuanto a la edad y el sexo en-
tre el grupo control y el grupo con DTA. En cuanto a la fre-
cuencia de los alelos y genotipos en ambos grupos no
existen diferencias estadisticamente significativas.

Conclusiones. Los hallazgos sugieren que factores
diferentes al genotipo pueden influir sobre la presenta-
cién de la enfermedad y estos factores podrian condicio-
nar diferencias en el grado de estrés oxidativo presente

Apolipoprotein E genotyping in Mexican people
subjects with Alzheimer disease

ABSTRACT

Background. Diverse genetic factors of susceptibility
to the Alzheimer Disease (AD) has been proposed. The
more studied has been the polymorphism of Apolipopro-
tein E gene (ApoE).

Objective. To evaluate the alleles frequency of ApoE,
in a Mexican population. We settled down if the genoty-
ping of ApoE is a diagnosis element associated with the
oxidative stress and AD.

Method. We were carried out the genotyping of ApoE
in 72 individuals (36 of the control group and 36 with AD).

Patients were recruited from the Geriatric and Neurolo-
gic services at the Military Central Hospital and the Spe-
cialty Medical Unit.

Results. The more common allele in the total popula-
tion was E3 with a 98% in their homocygote and hetero-
cygote forms, E4 with a 23.6 and E2 with a 4.1% frequen-
cy. In the control group the predominant genotype was
E3E3 (80%), followed by E3E4 (16.6%) and just one per-
son had the high risk genotype E4E4 (2.7%). In the AD
group the predominant genotype was E3E3 representing
63.8%, followed by E3E4 (27.7%) and E2E3 (8.3%).

Conclusions. It was meaningful statistic differences (p
> 0.001) for age and sex between the control group and
the group with AD. For alleles and genotypes frequency in
both groups they were not significant statistic differences.
These findings suggest that another different factors be-
sides the genotype, are able to influence AD presenta-
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en los pacientes con demencia tipo Alzheimer y el grado
de estrés oxidativo en aquellas personas que cursan con
un envejecimiento exitoso.

Palabras clave: Enfermedad de Alzheimer, estrés oxi-
dativo, genotipificacion.

INTRODUCCION

En 1907, el psiquiatra aleman Alois Alzheimer
describié las caracteristicas clinicas y patolégicas
encontradas en una mujer de 51 anos de edad que
cursaba con una demencia de mas de cuatro afnos
de evolucién, la cual subsecuentemente lleg6 a ser re-
conocida como el padecimiento que ahora lleva su
nombre.*

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la mas co-
mun de las enfermedades neurodegenerativas y esta
asociada con un patrén especifico de cambios pato-
l6gicos en el cerebro, lo cual resulta en la neurodege-
neracién y el desarrollo progresivo de la demencia.?

La principal caracteristica de la EA es la degene-
racién neuronal asociada a las placas seniles com-
puestas por depdsitos de la proteina 3 amiloide y
neuritas distréficas asociadas con las marafas neu-
rofibrilares (constituidas por la proteina tau) den-
tro del cuerpo de la célula nerviosa.?

La enfermedad de Alzheimer es la principal causa
del deterioro intelectual severo. Es una condicién re-
lacionada con la edad, afectando al 11% de la pobla-
cién mayor de 65 afnos y al 50% de los individuos
mayores de 85, considerado como un desorden cere-
bral crénico, esta enfermedad presenta una fase pre-
clinica prolongada seguida por un estado patolégico
progresivo asociado con la neurodegeneracién.*®

ApoE Polimorfismo
€2e3¢4

Alelos ApoE
€2,€3, €4

Isoformas de ApoE
E2, E3, E4

l

Variacion en la
susceptibilidad a
la enfermedad

Comosoma 19 ‘

Figura 1. Representacion del gen de la apolipoproteina E y los di-
ferentes alelos, donde se muestra la localizacion del gen de ApoE
y sus diferentes alelos.
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tion, and such factors could cause differences in the oxi-
dative level of stress in AD patients as well as individuals
with a successfull ageing.

Key words: Alzheimer disease, oxidative stress, geno-
typing.

Esta enfermedad es un grave problema de salud,
econdémico y social para muchos paises. Actualmen-
te se estima que en el mundo existen mas de 20 mi-
llones de personas con EA. Con el aumento de la po-
blacién y el envejecimiento de los individuos, esta
cifra pudiera triplicarse para el aino 2040 de no con-
tarse con el conocimiento y entendimiento de los fac-
tores fisiolégicos, epidemioldgicos y moleculares in-
volucrados en esta enfermedad.®

Actualmente no existen marcadores biolégicos o
caracteristicas clinicas que permitan realizar con
exactitud un diagnéstico bien definido de la EA.

En los ultimos afios, diversos factores genéticos
de susceptibilidad del Alzheimer han sido propues-
tos. Uno de los mas documentados es el polimorfis-
mo del gen de la apolipoproteina E (ApoE).

Esta apolipoproteina de 299 aminoacidos, des-
empefia un papel muy importante en la regulaciéon
del metabolismo del colesterol y los triglicéridos.

Esta codificada por el gen (ApoE) localizado en el
cromosoma 19 y existe como tres alelos, €2, €e3 y €4
(Figura 1).

Los sujetos que expresan el alelo €4 presentan
elevados niveles de lipoproteinas de baja densidad
(LDL) y colesterol total comparados con individuos
con el genotipo £3/e3.7

En 1993, Strittmatter y cols. encontraron que el
alelo ApoE &4 esta asociado con un riesgo elevado de
desarrollo de la EA de inicio tardio. El riesgo asociado
con el alelo ApoE €4 en poblacién caucasica es de 12.4
para sujetos homocigotos y 2.7 para sujetos heteroci-
gotos, lo cual sugiere un efecto de dosis del gen.?

Un interrogante importante es saber si la edad
de inicio de la enfermedad esta en funcién de la pre-
sencia de los diferentes genotipos de ApoE.

En los Estados Unidos sélo 2% de la poblaciéon
enferma esta relacionada al genotipo ApoE €4/ €4,
mientras que 81% presentan el genotipo €3/ €4 o €3/
€3, el genotipo £€2/¢2 en menos del 1% de la pobla-
cién. De manera general el gen E4 en sus diferentes
versiones se encuentra entre 21 y el 28% de la po-
blacion de individuos con Alzheimer. Se ha determi-
nado que en poblacién caucasica la frecuencia de
ApoE2 es de 3.7%, para el caso de ApoE3 presenta
un porcentaje de 75% y el alelo E4 una incidencia de
10 a 15%.%1°

En un estudio con pacientes colombianos Arbole-
da y cols. encontraron una incidencia total de E4 de
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37.2% y para individuos los controles de 5.8% y
para al menos un caso de ApoE2 una frecuencia de
2%.

Para las frecuencias genotipicas se encontré que
difieren en los dos grupos donde el genotipo mas co-
mun fue E3/E3, pero con frecuencias de los genoti-
pos 3/4 y 4/4 mayores en los pacientes con demencia
tipo Alzheimer.!!

Por su parte, Duarte reporta que los alelos E2,
E3, E4 de ApoE son los mas comunes en la pobla-
cién general los cuales determinan seis genotipos di-
ferentes, siendo el mas comun de ellos el genotipo
E3/E3 con 60% de incidencia.'?

Caselli y cols. estudiaron 80 individuos asinto-
maticos que presentaban pérdida de memoria rela-
cionado con la edad mismos que se les realiz6 la ge-
notipificacién de ApoE para establecer la asociacién
con el decline de la memoria. Se encontré que 75%
de individuos fueron homocigotos para E4/E4, 20
heterocigotos para E3/E4.'3

En otro trabajo de Andrade y cols. realizaron un
estudio donde se asoci6 el polimorfismo de la apoli-
poproteina con los niveles de lipidos en individuos
con EA. Estudiaron 448 individuos caucasicos no
relacionados, entre los cuales habia 20 individuos
con EA y 100 afrobrasilefios con este padecimien-
to.™

Debido a que se ha observado que las pruebas
clinicas combinadas con los estudios postmortem
indican que el diagnoéstico de la enfermedad es inco-
rrecto en el 5-35% de los casos, se hace necesaria
una prueba detectora que ayude a resolver y estable-
cer un diagndstico mas preciso, reducir costos y
proveer informacién potencialmente tutil para deter-
minar las estrategias terapéuticas mas adecuadas
para el tratamiento de esta enfermedad.

Este estudio pretende evaluar inicialmente la fre-
cuencia y/o prevalencia de los alelos de ApoE en in-
dividuos con diagnéstico clinico de demencia tipo
Alzheimer y establecer desde el punto de vista clini-
co si la genotipificaciéon de ApoE es un elemento
diagndstico predictivo asociado con el estrés oxidati-
vo y con la DTA.

MATERIAL Y METODOS
Sujetos de estudio

Los pacientes con demencia tipo Alzheimer (n =
36) y del grupo control (n = 36) con edades entre
60 y 95 afos, fueron captados por los servicios de
Geriatria y Neurologia del Hospital Central Militar y
la Unidad de Especialidades Médicas. El diagnésti-
co de probable DTA fue hecho con base en los resul-
tados de la bateria de pruebas para la evaluaciéon del
estado mental (Minimental test, Prueba de Activa-
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cién Neurolingiiistica, Escala de Depresién de Ha-
milton, y prueba de riesgo vascular de Hashinski) y
por la realizacién de estudios de gabinete como Elec-
troencefalograma Digital, Tomografia Axial Compu-
tarizada y Tomografia Cerebral por Resonancia Mag-
nética.

La participacién de los individuos en el estudio
se logré previa firma de cartas de consentimiento in-
formado por los pacientes y/o sus familiares.

MUESTRAS BIOLOGICAS

Se tomaron muestras de sangre periférica de
cada uno de los individuos en tubos vacutainer con
EDTA (Becton Dickinson). La muestra fue fraccio-
nada por centrifugacién (1,500 rpm por cinco minu-
tos), los leucocitos fueron separados y almacenados
a —20 °C para posteriormente realizar la extraccién
de ADN.

Extraccion de ADN y
genotipificacion del gen de ApoE

El1 ADN de las células fue extraido por el método
de fenol-cloroformo para leucocitos de sangre perifé-
rica obteniendo el material genético integro y de bue-

Figura 2. Genotificacion de APOE. Fotografia de un gel de agaro-
sa 1000 al 3.5% donde se muestra el polimorfismo de longitud de
fragmentos de restriccion por la técnica de PCR. Carril 1: Marcador
de peso molecular de 10 pb. Carriles 2 al 4 genotificaciéon de ApoE
en muestras de pacientes con demencia tipo Azheimer (DTA).
Carril 2: E3/E3. Carril 3: E3/E3. Carril 4: E3/E3. Carril 5: E3/E3. Ca-
rril 6: E3/E4. Carril 7: E2/E3. Carril 8: E3/E4. Analizados de iz-
quierda a derecha.
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na calidad para el estudio en concentracién prome-
dio de 200 ng/mL siendo almacenado a 4 °C para su
posterior analisis.

Tomando como base el método descrito por Da-
lling-Thie,'s el genotipo de ApoE fue determinado

100 79.4 816 75.4
72.2

Promedio de edades

Grupos
DTA Control

[:' Mujeres |:| Hombres

Figura 3. Distribucion por edades de los individuos del grupo con-
trol y pacientes con demencia tipo Alzheimer, mostrando los pro-
medios de edad de cada grupo.
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Figura 4. Distribucién por sexos de los individuos del grupo control
y pacientes con demencia tipo Alzheimer, mostrando la n para
cada uno de los grupos.

mediante el empleo del método de polimorfismo de
longitud de fragmentos de restriccién por reaccién
en cadena de la polimerasa empleando dos “pri-
mers” para la amplificacién del amplicén de ApoE
de 227 pb. Se realiz6 la digestion del amplificado
con la enzima de restricciéon Cfol durante toda la no-
che a 37 °C y se corri6 la muestra en un gel de aga-
rosa 1,000 al 3%, empleando un marcador de peso
molecular de 10 pb para obtener de esta forma el
patrén diferencial de bandas y asi establecer los ge-
notipos presentes en cada individuo (Figura 2).

ESTADISTICA

El analisis de los datos de edad y sexo se empled
la prueba de Ji%? y la prueba de T. Para analizar la
frecuencia de los alelos de ApoE y la relacién con la
enfermedad de Alzheimer se realizé la prueba de
Hardy-Weinberg y la prueba de Kruskal-Wallis.?

RESULTADOS

En el presente estudio se realiz6 la genotipifica-
cioén alélica en 36 individuos con diagnéstico de
DTA con base en todos los estudios clinicos arriba
citados.

De los 36 pacientes con diagndstico de demencia
tipo Alzheimer, 30 fueron del sexo femenino y seis
del sexo masculino. La edad promedio del grupo de
mujeres fue de 79.4 afnos mientras que para el gru-
po de hombres la edad fue mayor, con una media de
81.16 anos.

En cuanto al grupo control, éste estuvo constitui-
do por 36 individuos, 26 del sexo femenino y 10 del
sexo masculino, y los promedios de edad fueron de
72.2'y 75.4 anos, respectivamente (Figuras 3 y 4).

En el cuadro 1 se muestran los resultados de la
frecuencia de cada uno de los tres alelos de ApoE en
sus diferentes versiones, es decir, en su forma ho-
mocigota o heterocigota para el total de individuos
estudiados.

Cuadro 1. Frecuencias de los alelos de ApoE en individuos del grupo control y en pacientes con EA, mostrando la frecuencia genotipica

para cada uno de los grupos de estudio.

Genotipo Individuos Frecuencia Alelo Individuos Frecuencia
(n) genotipica (%) (n) alélica (%)
Grupo
control E2E3 0 - E2 0 0
E3E3 29 80.00 E3 35 97.20
E3E4 6 16.66 E4 7 19.44
E4E4 1 2.70
Enfermos E2E3 3 16.21 E2 3 8.33
EA E3E3 29 59.40 E3 36 100
E3E4 6 24.32 E4 10 27.70
E4E4 0 0
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Cuadro 2. Frecuencias genotipicas y alélicas en el total de la poblacion, se incluyen tanto los individuos con DTA como los controles.

Genotipo Frecuencia genotipica (%)

Poblacion general* (n=72)

Alelo Frecuencia alélica (%)

Poblacién general*(n=72)

E2E3
E3E3
E3E4
E4E4

4.1% (n=3)
72.2% (n=52)
2.6% (n=16)
11.38% (n=1)

E2 4.1% (n=3)
E3 98.6% (n=71)
E4 23.6% (n=17)

Ind.
'l
[

Control AD
ALELOS

[ Alelo E2 3 Alelo E3 [ Alelo E4

Figura 5. Frecuencia alélica de ApoE en individuos sanos e indivi-
duos con demencia tipo Alzheimer. Se observa que el alelo predo-
minante en ambos grupos es E3 con una frecuencia de 97.2% (n =
35) para el grupo control y 100% (n = 36) para el grupo con de-
mencia. Mientras que el alelo E2 presentd frecuencia de 8.33% (n
= 3) en el grupo con DTA. El alelo E4 se presenté en 19.44% (n =
7)y 27.7% (n = 10) para el grupo control y DTA, respectivamente.
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Figura 6. Frecuencia genotipica de ApoE en indiviudos normales y
en el grupo con demencia tipo Alzheimer.

En cuanto a la frecuencia de alelos de ApoE se
encontré que en los individuos del grupo control, 35
presentaron el alelo E3 en sus diferentes versiones
(ESE3 y E3E4) esto representa una frecuencia de
97.2%. Por su parte, siete individuos presentaron el
alelo 4 en una o dos copias correspondiendo al
19.44% de frecuencia alélica. En este grupo no se
encontro el alelo E2 (Figura 5).
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Para el grupo con demencia tipo Alzheimer se
presentaron con una frecuencia de 8.33% (n = 3),
para el alelo E2, 100% (n = 36) para el alelo E3 y
27.7% (n = 10) para el alelo E4, los tres en su for-
ma tanto homocigota como heterocigota.

En cuanto a los genotipos, se encontro en el gru-
po control que 29 individuos presentaron el genoti-
po homocigoto para ESE3, seis el heterocigoto E3E4
y s6lo una mujer presenté el genotipo homocigoto
para E4 (E4/E4). De esta manera, la frecuencia ge-
notipica fue de 80.33% para E3E3, 16.66% para
E3E4 y de 2.7% para el caso homocigoto E4E4.

Por su parte, en el grupo de individuos con diag-
nostico de DTA, la frecuencia genotipica fue de 8.33%
para E2E3 (n = 3), para el genotipo E3E3 63.88% (n
= 23)y 27.77% con 10 casos para el genotipo E3E4.
Cabe mencionar que en este grupo con diagndstico de
demencia tipo Alzheimer, no se present6 el genotipo
homocigoto E4E4 asociado con un alto riesgo para
desarrollar Alzheimer (Cuadro 2, Figura 6).

DISCUSION Y CONCLUSION

Como en muchas de las enfermedades crénico-
degenerativas, existe un proceso complejo y prolon-
gado que da origen al desarrollo de la enfermedad
como es el caso de la EA, multiples factores o deter-
minantes ambientales o genéticos interactiian para
crear la susceptibilidad a esta enfermedad.

En el presente trabajo se estudi6 la frecuencia
alélica y genotipica de la apolipoproteina E, la cual
tiene una gran importancia en el sistema nervioso
central, asi como la relacién a la asociacién del alelo
E4 con el incremento en el riesgo de desarrollar la
EA en los casos de enfermedad de origen familiar o
bien en los casos esporadicos de aparicién tardia.

Las variantes polimérficas del gen de ApoE se
han asociado también con la longevidad en la pobla-
cién humana (particularmente caucasica). Con alta
frecuencia del alelo E2 en individuos con mas de 90
anos de edad, comparados con los alelos E3 y E4
que contrariamente se asocian con una seleccién ne-
gativa para la longevidad.

En relacién con la frecuencia alélica en el total de
la poblacién analizada en nuestro grupo de estudio,
se observa que las frecuencias encontradas para los
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tres alelos de ApoE varian discretamente de las re-
portadas en otros trabajos, no obstante, tal como
reportan otros investigadores, los alelos mas comu-
nes son el E3 seguido por el alelo E4, siendo E2 el
alelo menos comun.

En cuanto a la frecuencia de los genotipos en la
poblacién en general se encontré que el mas comun
es E3/E3 (72.2%) comparado con 60% reportado
por otros autores.

El genotipo E3E4 se presenta con la misma fre-
cuencia reportada por otros autores encontrandose
22.2%.

Por su parte, el genotipo E4/E4 es el que presen-
té menor frecuencia (1.38%).

Las frecuencias tanto alélicas como genotipicas
varian de lo reportado en otros estudios; considera-
mos que estas variaciones puedan ser originadas
por las diferencias genéticas debidas a factores ra-
ciales y geograficos que pudieran estar influyendo de
manera importante sobre la frecuencia de determi-
nado alelo y por ende en la frecuencia de un genotipo
determinado.

Estas mismas frecuencias alélicas y genotipicas
encontradas en nuestro grupo de estudio permiten
considerar que nuestros pacientes configuran un
grupo sui generis en relaciéon con otros reportados
en la literatura. La principal caracteristica es la alta
incidencia del alelo E3, la relativa baja incidencia
del alelo E2, y especialmente la notable baja inciden-
cia del alelo E4 en individuos del grupo control. Este
altimo hallazgo nos permite concluir que los casos
encontrados en este estudio pertenecen a los conoci-
dos como de DTA esporadica, en donde ya algunos
autores mencionan que €l alelo E4 de la ApoE tiene
influencia relativamente baja en la génesis de la
DTA.

No obstante lo anterior, creemos que nuestros
hallazgos son interesantes, puesto que hay claras di-
ferencias entre las frecuencias de los genotipos del
grupo de pacientes con DTA y el grupo control, y es-
tas diferencias muy probablemente pueden estar
condicionando diverso grado de estrés oxidativo o
diferente manera de enfrentarlo, a través del meta-
bolismo de las lipoproteinas séricas entre los suje-
tos que tienen DTA y aquellos que cursan con un
envejecimiento exitoso.
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