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RESUMEN

OBJETIVOS: Los objetivos de este estudio fueron los siguientes: 1. Es-
tudiar el riesgo de enfermedad de Alzheimer (EA) asociado a poli-
morfismos en los genes APOE y A2M, en un estudio de comparacién
caso-control. y 2. Estudiar la posible relacion genotipo/fenotipo de
los genes APOE y A2M con la EA, analizando el efecto de los poli-
morfismos sobre la edad de comienzo y la evolucién de los sintomas
de la EA en la muestra de pacientes.

MATERIAL Y METODOS: Se incluyeron en el estudio 145 personas
mayores de 65 afios, estudiadas en el Servicio de Geriatria del Hos-
pital Clinico de San Carlos. Se establecié un grupo control (indivi-
duos sin deterioro cognitivo) constituido por 73 individuos, y un gru-
po con diagnéstico de EA probable (segin criterios NINCDS-ADRA)
sin asociacién familiar, de 72 pacientes. Todos ellos fueron valorados
cognitivamente mediante la aplicacién del Mini Examen Cognitivo
(MEC) y el apartado cognitivo del CAMDEX (CAMCOG). El estadio
evolutivo de la enfermedad se asigné mediante la escala FAST. Como
indices de progresién de la enfermedad se utilizaron las razones
FAST/tiempo de evolucién y [decremento CAMCOG]/tiempo. Se
realizé una extraccién de DNA gendmico de muestras de sangre
para determinar el genotipo ApoE, realizar el andlisis mutacional del
promotor y primer intrén del mismo gen, y estudiar la presencia de
la delecién en A2M.

RESULTADOS: En cuanto al estudio de riesgo, encontramos que un
21% de los pacientes presentaban el alelo €4, frente a un 6,2% en el
grupo control, y un riesgo significativo de EA asociado a este alelo.
No encontramos diferencias significativas entre casos y controles en
la distribucion de alelos de los polimorfismos del promotor APOE ni
del polimorfismo de delecién de cinco pares de bases en el exon 8
de A2M, aunque si se observaron ligeras tendencias a la asociacién
en los polimorfismos ~491 A/Ty 219 T/G del promotor APOE.

El estudio de la correlacién genotipo fenotipo mostré que: a) De
acuerdo con lo descrito en otros estudios, el alelo €4 se asociaba a
una edad de comienzo de sintomas (ECS) mas precoz que €3 y €2,
aunque las diferencias no alcanzaron la significacion estadistica y
b) El polimorfismo =219 T/G del promotor APOE parece estar aso-
ciado con la agresividad de la EA; concretamente, el genotipo -219
GG se asoci6 a un edad de comienzo de la enfermedad muy tardia
(> 75 afios) en el 88,2% de los casos (p< 0,001), y a una progresién
lenta de la enfermedad (70,6%, p< 0,001).
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CONCLUSIONES: Dada la frecuencia de la variante APOE -219GG
en la poblacién general (aproximadamente un 32% de homozigotos)
y su asociacién con formas de comienzo muy tardio y de evolucién
lenta de EA, su utilizacién como marcador genético en la EA espo-
rédica podria ser de utilidad clinica.
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SUMMARY
OBJECTIVES: The objectives of this study are the following: 1. Study

the risk of Alzheimer’s disease (AD) associated o polymorphisms in
the APOE and A2M genes in a case-control comparison study and 2.
Study the possible genotype/phenotype relationship of the APOE
and A2M genes with AD, analyzing the effect of the polymorphisms
on the age of onset and evolution of the AD symptoms in the patient
sample.

MATERIAL AND METHODS: 145 persons over 65 years, studied in
the Geriatrics Service of the «Hospital Clinico of San Carlos» were in-
cluded in the study. A control group (individuals without cognitive de-
terioration, made up of 73 subjects, and a group with the diagnosis
of probable AD (according to the NINCDS-ADRA criteria) without fa-
mily association made up of 72 patients were established. All of them
were assessed cognitively with the Mini Mental State Examination
(MMSE) and the cognitive section of the CAMDEX (CAMCOG). The
evolutive stage of the disease was assigned with the FAST scale. As
disease progression indexes, the FAST/evolution and [CAMCOG de-
crease]/time ratios were used. An extraction of genomic DNA from
blood samples was performed to determine the genotype ApoE, per-
form the mutational analysis of the promoter and first intron of the
same gene and study the presence of the deletion in A2M.

RESULTS: In regards to the study of risk, we found that 21% of the pa-
tients presented allele £¢4 compared to 6.2% in the control group and
a significant risk of AD associated to this allele. We found no signifi-
cant differences between cases and controls in the distribution of alle-
les of the polymorphisms of the APOE promoter or of the polymorp-
hism of deletion of 5 base pairs in exon 8 of A2M, although slight
tendencies to the association in the polymorphisms -491 A/T and -
219 T/G of the APOE promotor were observed.
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The study of the genotype-phenotype correlation showed that: a) ac-
cording to that described in other studies, allele €4 was associated to
an earlier age of onset of the symptoms (AOS) than €3 and €2, alt-
hough the differences did not reach statistical significance and b) the
polymorphism -219 T/G of the APOE promotor seems fo be associa-
ted with the aggressivity of the AD; specifically the genotype -219
GG was associated to the onset age of the very late disease (>75 ye-
ars) in 88.2% of the cases (0<0.001) and a slow progression of the
disease (70.6%, p<0.001).

CONCLUSIONS: Given the frequency of the APOE -219GG variant
in the general population (approximately 32% of homozygotes) and
its association with very late onset forms and slow evolution of AD, its
use as a genetic marker in the sporadic AD could be clinically useful.
Key words: Alzheimer's disease, dementia, APOE, A2M, Polymorp-
hism, Promotor
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INTRODUCCION

La identificacion de genes que pueden influir en deter-
minados rasgos bioldgicos y conductuales (fenotipicos)
en individuos con deterioro cognitivo puede aportar infor-
macion muy valiosa sobre la alteracion cognitiva en si mis-
ma, y sobre su evolucion o historia natural.

Los estudios genéticos realizados durante la Ultima dé-
cada sobre la enfermedad de Alzheimer (EA) han revela-
do que se trata de una afeccion heterogénea, en la que se
han identificado dos tipos de transmision hereditaria®:
a) En una pequena proporcion (< 5%) de los casos se
confirma una herencia mendeliana pura, autosémica do-
minante; estas formas se caracterizan, ademas de por su
agregacion familiar (EAF), por el comienzo precoz de los
sintomas (generalmente inferior a 60-65 afos). El analisis
genético de estas familias ha permitido la identificacion de
tres loci implicados en la patogenia de la EA: la proteina
precursora del amiloide 3 (PPAB), y las presenilinas 1y 2
(PS1y PS2). b) La mayoria de los casos no se ajusta a un
patrén mendeliano, aunque el riesgo de desarrollar la en-
fermedad esta incrementado en familiares en primer gra-
do de afectos; esta forma de EA, denominada esporadica
o compleja, parece ser una enfermedad condicionada po-
ligénicamente, y/o el producto de interacciones complejas
gen-entorno.

El gen de la apolipoproteina E (APOE, OMIM Entry:
107741) es el factor genético mas relevante de los descri-
tos hasta la fecha como factor de susceptibilidad para la
EA esporadica?3. Ademas de éste, los estudios de liga-
miento genético indican la existencia de varios genes im-
plicados en la EA*5. De ellos, el mas estudiado ha sido el
de la a-2-macroglobulina (A2M, OMIM Entry: 103950)¢-7.

El producto del gen APOE (apolipoproteina E; apoE) es
una proteina monomeérica constituida por 299 residuos
aminoacidicos. Es el principal componente de diversas
especies de lipoproteinas plasmaticas que intervienen en

Figura 1. Gel de Agarosa mostrando genotipos ApoE.

el transporte y metabolismo del colesterol y triglicéridos, a
través de su interaccién con receptores de lipoproteinas.
Se sintetiza principalmente en higado, aunque también en
glandulas suprarrenales y sistema nervioso, principalmen-
te en procesos de regeneracion8 . En el cerebro se ha de-
mostrado su expresion preferente por células gliales y
subpoblaciones de neuronas corticales e hipocampo®. Di-
versos experimentos con animales transgénicos han con-
firmado su implicacién en funciones de reparaciéon y man-
tenimiento neuronal'%:7, refrendando el papel que se le
habia asignado en los estudios anatomopatoldgicos de
casos de lesion cerebral'”20, Las tres principales isofor-
mas de la ApoE humana (E2, E3, E4) estan codificadas
por tres alelos del gen, y difieren en los residuos 112 y
158. La variante mas comun del gen es la €3 (codifica
Cys112-Arg158; frecuencia referida a todos los alelos en
caucasianos f = 75-85%), seguida de €4 (Arg112-Arg158;
f=6-15%) y €2 (Cys112-Cys158; f = 5-7%) (Cys = cistei-
na, Arg = arginina)?! (fig. 1). La expresioén de dos de los
tres alelos en cada individuo en concreto, resulta en seis
genotipos presentes en la poblacion: €2/e2, €2/e3, €2/e4,
€3/e3, €3/e4 y e4/e4. Estudios caso-control de EA de co-
mienzo tardio (tanto en su forma esporadica como fami-
liar) han demostrado consistentemente que: a) la frecuen-
cia del alelo €4 esta incrementada en estos pacientes
(45%)22, b) la frecuencia del alelo €2 esta disminuida23.24
aunque esta observacién no es tan generalizada como la
anterior, ¢) existe una relacion entre el nimero de copias
de €4 y la edad de comienzo de los sintomas (ECS), de tal
forma que en los homozigotos e4/¢4 la enfermedad se ma-
nifiesta muy precozmente (comienzo de los sintomas
aproximadamente 68 afos)?25:26 y d) el efecto del alelo €4
se modula por factores relacionados con la edad, siendo
este efecto relativamente modesto en individuos que al-
canzan los 80-85 afos sin sintomas de deterioro.

La asociacion entre EA y APOE €4 ha sido confirmada
sobre diversos grupos étnicos por numerosos grupos de
investigacion2’, aunque también se han encontrado algu-
nas excepciones. Se ha descrito un mayor riesgo asocia-
do a APOE en mujeres que en hombres (dos veces mayor
en heterozigotos), aunque estos datos no estan confirma-
dos en todos los estudios?8:29. Los estudios realizados en
poblacién espanola revelan frecuencias de €4 menores
que en otras poblaciones caucasianas (6% frente al
15%)3031; dado que la frecuencia en los pacientes es si-
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milar a la de los otros paises, el alelo ¢4 de APOE confie-
re en las muestras espafolas un mayor riesgo relativo
(RR, valores referidos a €3; RR (e4)= 2,7-2,9) para desa-
rrollar EA de comienzo tardio30.31,

Recientemente se han descubierto varios polimorfis-
mos en el promotor de APOE (los mas estudiados en las
posiciones -491, -427, -219) y en el primer intrén (+113),
que también se han asociado a un mayor riesgo de pade-
cer EA32:35 | os estudios realizados indican que el riesgo
es debido a cambios en la actividad transcripcional del
gend234, que se traducen en diferencias en los niveles de
la proteina en humanos?36-37. La réplica en diversas mues-
tras ha producido resultados contradictorios38-49, aunque
lo que si parece estar claro que los niveles de apoE son
relevantes para la EA38,

La a-2 macroglobulina (A2M) es una inhibidora sérica
de proteasas, que ha sido relacionada con la EA a través
de su capacidad para mediar el aclaramiento y degrada-
cién del amiloide-B (AB) que se deposita en las placas se-
niles. El gen de la A2M (cromosoma 12p13.3-p12.3)50-52
esta presente en copia Unica en el genoma haploide53.
Blacker et al, analizaron una delecién en el sitio de proce-
samiento por corte y empalme 5’ del exén Il de la region
«cebo» (exén 18), denominada A2M-27, encontraron un
riesgo incrementado para EA (RR = 3,56). Diversos auto-
res han refrendado estos hallazgos®4, aunque otros no
han encontrado asociacion alguna entre este polimorfis-
mo y la EA55-57,

En este contexto, los objetivos basicos de este estudio
fueron dos: 1) Analizar las diferencias entre una pobla-
cién anciana sin deterioro cognitivo y otra con diagnésti-
co de EA esporadica, desde el punto de vista de su dota-
cion alélica para APOE y A2M; y 2) valorar si algunos ras-
gos clinicos de los pacientes con EA se relacionan con
sus correspondientes perfiles genéticos (estudio genoti-
po-fenotipo).

MATERIAL Y METODOS

Sujetos de estudio

El estudio se realizd con pacientes que acuden a las
consultas externas del Servicio de Geriatria del Hospital
Clinico San Carlos. La muestra estaba compuesta por 145
personas con edades comprendidas entre 66 y 109 anos,
de los cuales el 58,6% eran mujeres. Todos los participan-
tes y/o sus familiares fueron informados del propoésito de
este estudio, otorgando su consentimiento. Se establecie-
ron dos grupos de estudio:

1. Grupo control. Compuesto por 73 personas mayores
de 65 afos, con una edad media de 87,8 £ 10,1 afnos que
no presentaban manifestaciones clinicas de deterioro
cognitivo.

2. Grupo EA. En este grupo se incluyeron los pacientes
que cumplian criterios clinicos de demencia DSM-IV58 y
fueron clasificados como EA probable segun criterios
NINCDS-ADRDAS%S. Se seleccionaron los casos esporadi-
cos (sin agregacion familiar) con ECS igual o superior a 65
anos. La muestra estaba compuesta por 72 pacientes, con
una edad media de 83,9 *+ 10,7 afnos.

Valoracion clinica. Criterios de inclusion/exclusion.
Estratificacion de la muestra

En ambos grupos se recogieron datos sobre edad,
sexo, nivel de escolarizacién, presencia de enfermeda-
des, historia farmacologica, exploracion fisica y neurologi-
ca, y andlisis sistematico de sangre. Se realiz6 una prime-
ra valoracién cognitiva mediante el Mini Examen Cognos-
citivo de Lobo et al (MEC)%0.61, para posteriormente
aplicar el apartado cognitivo CAMCOG del CAMDEX®2, La
valoracion de la dependencia funcional se realiz6 median-
te el indice de actividades basicas de la vida diaria de
Katz83. El estadio evolutivo de la demencia se asigné me-
diante la Functional Assessment Staging de Reisberg
(FAST)®4. La existencia de trastornos psicolégicos y con-
ductuales se recogié mediante el Inventario Neuropsiquia-
trico de Cummings (NPI)85. Se realiz6 exploracion de neu-
roimagen estructural y funcional mediante CT y SPECT,
respectivamente. Se excluyeron del estudio los individuos
(tanto pertenecientes al grupo control como los EA) cuya
CT reflejaba imagenes compatibles con lesiones isquémi-
cas. Con relacién al SPECT cerebral todos los pacientes
con demencia presentaban un patrén de hipoperfusion
temporo-parietal bilateral. Aquellos pacientes con hipoper-
fusion asimétrica o de predominio anterior también fueron
excluidos del estudio.

Se establecid la categoria precoz en la edad de co-
mienzo de los sintomas (ECS) para aquellos pacientes en
los que los sintomas comenzaron antes de los 75 afos, y
la tardia cuando las primeras manifestaciones clinicas
ocurrieron después de los 75 afnos.

Como indices de progresién de la enfermedad se esta-
blecieron:

1. Razdn FAST/tiempo de evolucion (F/T). Se estable-
ci6é que una evolucién rapida ocurria cuando el cociente
F/T era superior a 0,15;y que en una evolucién lenta el in-
dice era inferior o igual a 0,15.

2. Razon decremento CAMCOG/tiempo de evolucion
(C/T). Cuando el cociente C/T era superior o igual a 1,5 los
pacientes se clasificaron como portadores de una forma
evolutiva rapida; en caso contrario se consider6 una evo-
lucion lenta.

El indice C/T ha sido utilizado por algunos autores con
el mismo fin®6. No obstante, ninguno de los dos ha sido
convenientemente validado, aunque creemos que ofrecen
una informacion veraz sobre la progresion de la enferme-
dad cuando se utilizan en grupos bastante homogéneos.
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Figura 2. Electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante
mostrando polimorfismos del promotor de ApoE.

Analisis genético

En todos los pacientes se procedi6 a la obtencion de
muestras de sangre (20-30 ml) mediante puncién de una
vena antebraquial, empleando dispositivos comerciales
de extraccion con EDTA como anticoagulante. Todas las
extracciones se realizaron entre las 9:00 y las 10:00 a.m.,
tras un periodo de ayuno minimo de seis horas.

ElI ADN gendmico se obtuvo a partir de sangre con el kit
comercial Nucleospin Blood de Contech, siguiendo las re-
comendaciones del fabricante.

El ADN se utilizé6 como molde para amplificar las regio-
nes polimorficas a estudiar por la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR). El genotipado se realiz6 en todos los
casos segun métodos descritos previamente, por diges-
tién con enzimas de restriccién (RFLP) o por electrofore-
sis en geles de gradiente desnaturalizante (DGGE). Bre-
vemente: el genotipo ApoE (determinacién de los alelos

2/3/4) se determind por digestion con la enzima de restric-
cion Hhal, segtin el método descrito en®”. El genotipo co-
rrespondiente a los sitios polimérficos del promotor y pri-
mer intrén de APOE (-491 A/T, -427 T/C, -219T/G y +113
G/C), se determin6 por DGGE y RFLP como se describe
en 31-33 (fig. 2). El analisis de la delecién de 5 pb en el
exén 8 de A2M se realizd segun el procedimiento descrito
por Alvarez et al54, por digestién con Ddel.

Estadistica

Los datos fueron recogidos en una base de datos infor-
matizada. El analisis se realizo mediante un paquete esta-
distico comercial (Programa SPSS). Se fijaron intervalos
de confianza al 95%. Para las variables cuantitativas se
realizaron contrastes mediante t-test y ANOVA, previa
comprobacion de la bondad de ajuste a la normal (prueba
de Kolmogorov-Smirnov). La asociacion entre variables
cualitativas se contrast6 mediante la prueba de ji-cuadra-
do o la prueba exacta de Fisher, en su caso.

RESULTADOS

La tabla 1 recoge los datos generales de valoracion
cognitiva, funcional y psicolégica conductual de los dos
grupos, control y EA, sin estratificar y estratificados por
sexo (H, hombres; M, mujeres).

Puede observarse la elevada edad media tanto en el
grupo control (87,8 £ 10,1 afios) como en el de EA (83,9 =
10,7 anos). La mayoria de los pacientes se encontraban
en un estadio evolutivo moderado (FAST 4-5 = 51,4% de
los casos) al incorporarse al estudio. No se observé una
alta frecuencia ni severidad de trastornos neuropsiquiatri-

TaBLA 1. Descripcion general de la muestra. Las columnas encabezadas con H y M se refieren a hombres y mujeres, y correspon-
den a la columna situada a su izquierda (Control o EA, respectivamente). N total = 145.

Control Control EA EA
Control i Y EA " M

Edad media+ DT 87,8+ 10,1 86,4+ 10,8 87,9+ 9,5 83,9+ 10,7 85,3+ 9,5 82,0+ 11,3
(N; %) (73; 50,3%) (30; 41,1%) (43; 58,9%) (72; 49,7%) (30; 41,7%) (42; 58,3%)
Katz 3,2+ 1,8 2,8+ 1,8 3,6+ 1,7 4,1£2 43+272 3,9+ 1,9
(N) (71) (30) (41 (68) (27 (41
MMSE 26,7+ 4.5 26,8+ 4,3 26,6+ 4,8 16,3+ 7,9 15,7+ 7,6 16,6+ 8,2
(N) (73) (30) (43) (72) (30) (42)
CAMCOG 69,1+ 10,4 70,9+ 11 67,7+ 9,8 41,7+ 23,0 37,8+ 21,7 442+ 238
(N) (73) (30) (43) (70) (28) (42)
FAST 2,1£0,5 2,1£0,6 2,1+£0,5 54+ 1,1 5,6+ 1,0 53+ 1,2
(N) (73) (30) (43) (72) (30) (42)
NPI 0,5+ 1,9 0,6+£2,3 0,4+ 1,7 10,2+ 9,0 11,1£8,7 9,7+ 9,2
(N) (57) (24) (33) (62) (23) (39
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TABLA 2. Estratificacion segin forma de comienzo y evolucién en los pacientes con EA. ECS precoz = Edad de comienzo de sinto-
mas; evolucion rapida = FAST/tiempo de evolucién superior a 0,15 etapa/mes (alcanzar FAST 7 en cuatro afios o menos, aproxi-
madamente), evolucién lenta si el indice es inferior a 0,15. Los porcentajes estdn referidos a la fila correspondiente.

P<0,001.

cos entre los pacientes (puntuacion media NPI (EA) =
10,2 £ 9,0).

La relacién entre la forma de comienzo y la tipologia
evolutiva de los pacientes con EA se representa en la ta-
bla 2. La distribucion de genotipos y alelos ApoE se repre-
senta en la tabla 3. No encontramos ninguna diferencia
significativa al comparar las representaciones de los por-
tadores de la delecién en A2M (DN+ DD, D: alelo con de-
lecion; N: alelo sin delecién) en el grupo EA y en los con-
troles.

La distribucion de genotipos del promotor y primer in-
tron de APOE en pacientes y controles no estratificados y
estratificados por sexo, se representa en la tabla 4. No se
encontro relacion alguna entre el genotipo APOE y el gru-
po de evolucién, pero si con la forma de comienzo de los
sintomas. El genotipo 4/4 se asociaba a un comienzo pre-
coz (66,7% de los casos) y el 3/3 a formas tardias
(65,1%). Respecto a los polimorfismos del promotor
APOE, se observa una mayor frecuencia de los genotipos

Evolucion Evolucion Evolucion Evolucion Evolucion Evolucion Total
lenta lenta - H lenta - M rdpida rdapida - H rdpida - M (N)
ECS < 75 afios 8 (28,6%) 3(37,5%) 5 (25,0%) 20 (71,4%) 5(62,5%) 15(75,0%) 28
(N, %)
ECS % 75 aios 30 (68,2%) 13 (59,1%) 17 (77,3%) 14 (31,8%) 9 (40,9 %) 5022,7%) 44
(N, %)
Total (N) 38 16 22 34 14 20 72

-491AA (65,7 frente a 59,2 %), -219 TT (28,6 frente a
18,3%) y +113 GG (46,5 frente a 38,6%) en los pacientes
respecto a los controles; aunque, probablemente debido
al tamano de la muestra, estas diferencias no alcanzaban
la significacion estadistica.

El estudio del polimorfismo +113 del primer intrén de
APOE parece indicar una asociacién entre el genotipo
C/C y las formas de comienzo tardio (72,7%). No obstan-
te, el nUmero reducido de pacientes con este genotipo no
permite obtener conclusiones relevantes.

El andlisis del polimorfismo —219 del promotor APOE
mostro los resultados mas interesantes en cuanto a su re-
lacién con la evolucion de los sintomas. Estos resultados
se muestran en la tabla 5. El genotipo -219GG se presen-
ta en las formas de comienzo tardio en el 88% de los ca-
sos (p< 0,001), con una edad media de 84,4 aros, y ade-
mas el 70,6% de los pacientes con este genotipo presen-
ta una forma evolutiva lenta (p< 0,001).

TaBLA 3. Frecuencia de genotipos y alelos ApoE en la muestra caso-control. Se representa el nimero de individuos (N) y, entre pa-
réntesis, el porcentaje referido al grupo (los totales de cada grupo se muestran en itdlica).

ApoE Todos Hombres Mugjeres
Controles Casos Controles Casos Controles Casos

Genotipo N (%) N (%) N (%)
2/2 - - - - - -
2/3 8 (10) 4(5,6) 3(10) 3(10,3) 5(11,6) 1(24)
2/4 - 2(2,8) - - - 2 (4,8)
3/3 57 (78) 43 (60,6) 24 (80) 11 (37,9) 33 (76,7) 32(76,2)
3/4 7 (10) 16 (22,5) 3(10) 11 (37,9) 4.(9,3) 5(11,9)
4/4 1(1) 6(8,5) - 4(13,8) 1(2,3) 2(4,8)
Total 73 71 30 29 43 42

Alelo
2 8 (5,5) 6(4,2) 3(5) 3(5,2) 5(5.8) 3(3,6)
3 129 (88,3) 106 (74,6) 54 (90) 36 (62,1) 75 (87,2) 70 (83,3)
4 9(6,2) 30 (21,1) 3(5) 19 (32,7) 6(7) 11 (13,1)
Total 146 142 60 58 86 84
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TaBLA 4. Frecuencia de genotipos de los polimorfismos del promotor y primer intrén de APOE. Los porcentajes estan referidos al
grupo, control o EA respectivamente (totales en itélica).

Todos Hombres Mugjeres
Genotipo Control EA Control EA Control EA
N (%)
—491
AA 42 (59,2) 44 (65,7) 16 (53.3) 18 (64,3) 26 (60,4) 26 (66,7)
AT 24 (33,8) 23 (34,3) 11(36,7) 10 (35,7) 13 (31,7) 13 (33,3)
TT 5(7,0) - 3 (10) - 2 (4,9) -
Total 71 77 30 28 41 39
-427
TT 61 (85,9) 61 (89,7) 25 (86,2) 24 (85,7) 36 (85,7) 37 (92.5)
TC 10 (14,1) 7(10,3) 4 (13,8) 4 (13,8) 6(14,3) 3(7.5)
CcC - - - - - -
Total 71 68 29 28 42 40
-219
TT 13 (18,3) 20 (28,6) 7(24,1) 9 (31) 6 (14,3) 11 (26,8)
TG 35(49,3) 33 (47,1) 18 (62,1) 13 (44,8) 17 (40,5) 20 (48,8)
GG 23 (32,4) 17 (24,3) 4 (13,8) 7 (24,1) 19 (45,2) 10 (24,4)
Total 71 70 29 29 42 41
+113
GG 27 (38,6) 33 (46,5) 6 (20,7) 15 (51,7) 21 (51,2) 18 (42,9)
GC 33 (47,1) 27 (38,0) 17 (58,6) 9 (31) 16 (39) 18 (42,9)
CcC 10 (14,3) 11 (15,5) 6 (20,7) 5(17,2) 4(9,8) 6(14,3)
Total 70 71 29 29 41 42
DISCUSION 5%), que en las mujeres (13,1 frente a 7%). Por tanto, en

nuestra muestra se replica la asociacion entre el alelo €4
de ApoE y un mayor riesgo para la EA, pero no el hecho,
observado en otros estudios, de que este efecto sea ma-
yor en las mujeres. La frecuencia del alelo €4 en los pa-

Desde el punto de vista clinico en nuestro estudio se
observé una relacion entre los grupos de ECS y la forma
de evolucion, ya que la mayor parte (71%) de los pacien-

tes con ECS< 75 afnos presentaba evolucion rapida, mien-
tras que la mayoria (68%) de los pacientes con ECS> 75
anos presentaba evolucion lenta.

En relacién a la distribucion de los alelos APOE se ob-
servo un aumento en la frecuencia del alelo €4 en los pa-
cientes respecto a los controles (21,1 y 6,2%, respectiva-
mente), mas acentuada en los hombres (32,7 frente a

cientes es inferior al obtenido en otros estudios en nuestro
pais (21,1% frente a 28% en el estudio de Adroer et al30 y
34% en el de Bullido et al®'), probablemente como conse-
cuencia de que nuestra muestra esta formada por indivi-
duos de mayor edad que las estudiadas en estos trabajos,
y en linea con la observacion de que el alelo €4 presenta
un efecto menor a partir de los 80-85 afnos?8.

TABLA 5. Manifestaciones clinicas (ECS y progresién) en funcién del polimorfismo —219 T/G del promotor APOE. Se representa
el nimero de casos en cada grupo y, entre paréntesis, los porcentanjes referidos a cada genotipo (totales en itdlica). Una evolucién
rapida = FAST/tiempo de evolucién superior a 0,15 etapa/mes supone alcanzar FAST 7 en cuatro afios o menos).

APOE Edad de comienzo Evolucion

-219 de los sintomas (ECS) (etapas FAST/ tiempo meses)

Genotipo Precoz Tardia Total Rdpida Lenta Total
< 75 aiios > 75 aiios (N) (<0,15) (=20,15) (N)

TT 9 (45%) 11 (55%) 20 11 (55%) 9 (45%) 20

TG 16 (48,5%) 17 (51,5%) 33 16 (48,5%) 17 (51,5%) 33

GG 2 (11,8%) 15 (88,2%) 17 5(29,4%) 12 (70,6 %) 17
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De los datos expuestos, parece desprenderse una fuer-
te relacién entre la gravedad de la enfermedad en los ca-
sos tardios y esporadicos y la presencia de determinados
polimorfismos del promotor de APOE. Esto sugiere una
implicacién en la patogenia de la enfermedad de la regu-
laciéon transcripcional y/o procesamiento post-transcrip-
cional del gen APOE.

El genotipo -219 GG se asocia a un comienzo tardio
(superior a 75 afnos) y una evolucién lenta (mas de cinco
afos) para alcanzar FAST 7 desde el comienzo de los sin-
tomas. Ello puede ser debido a que en esta posicion del
promotor 0 en sus cercanias radique un elemento de re-
gulacion, que modifique los niveles transcripcionales de
APQOE. En este sentido, recientemente se han descrito
factores de transcripcién con zonas de union cercanas®®.

La fuerte asociacion entre la variante GG de —219
(presente en un 32% en los controles) y una ECS supe-
rior a 75 afos con una evolucién lenta, permite, previa la
extension de este estudio a una muestra mas amplia y la
confirmacién en otras muestras, pensar en su utilizaciéon
como marcador genético de evolucién en la EA esporadi-
cay tardia.

En relacién al polimorfismo +113 del primer intron de
APOE (genotipo C/C) y su posible relacion con las formas
de comienzo tardio, se conoce como APOE +113C esta en
desequilibrio de ligamiento con el alelo ApoE- £331:33 y, en
consecuencia, no podemos descartar que el efecto del po-
limorfismo APOE +113 sea debido a dicho desequilibrio.

En nuestro estudio parece confirmarse la inexistencia
de asociacion entre la delecion de 5 pb en el exon 18 de
A2M y enfermedad de Alzheimer. Este resultado concuer-
da con otras publicaciones®-57. No obstante, es preciso
restringir estas conclusiones a la poblacion representada
por nuestra muestra, aunque en un estudio realizado en
nuestro pais* encontraron que esta asociacion puede es-
tar afectada por la edad.

En cuanto al andlisis de riesgo, observamos, de acuer-
do con lo esperado, una mayor frecuencia del alelo ApoE
€4 en los pacientes, mientras que los resultados de los de-
mas polimorfismos estudiados son mas variables; estos
resultados estan en linea con el hecho de que, hasta el
momento, ApoE4 es el Unico factor genético de suscepti-
bilidad que es posible implicar sin controversias en la pa-
togenia de la EA. Entre las mdltiples causas a las que se
podrian atribuir las discrepancias encontradas entre nues-
tros resultados y los de otros autores, cabe destacar el
que en este estudio analicemos casos de EA con una
edad de comienzo de los sintomas muy tardia, ya que hay
bastantes indicios de que el efecto de estos polimorfismos
puede variar en funcion del sexo y/o la edad38.54.68,
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