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Resument:

La enfermedad de Alzheimer es la entidad mds frecuente en
pacientes con stndrome Down (SD) y a su vez uno de los
factores de riesgo para el desarrollo de esta entidad es la
presencia del alelo €4 de apolipoproteina E. En el presente
estudio se evalud el genotipo de apolipoproteina E en un
grupo de pacientes de ambos sexos con sindrome Down.
Los resultados muestran que hay una frecuencia aumenta-
da para el alelo €4 en esta poblacién cuando se hizo la com-
paracion con los valores previamente encontrados para una
muestra de la poblacién del Departamento de Risaralda que
no presentaban SD la cual se tomd como control.
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Introduccion

| sindrome Down es la causa mas frecuen-

te de retardo mental de origen genético. De

acuerdo a estudios poblacionales se pre-

senta con una incidencia de 1-2/1000 re-
cién nacidos vivos?, la cua se mantiene constante para
los diferentes grupos étnicos. Entre un 90-95% presen-
tan un cromosoma 21 extray en el 96% de los casos
este cromosoma extra es de origen materno®. Por
medio de andlisis de los polimorfismos en el ADN se
determind que este defecto se debe a un error durante
la ovogenésis. En el 75% de los casos ocurrié una no
disyuncion durante la meiosis 1 y en el 25% una no
disyuncion durante la meiosis 2®. Hasta el momento
se considera que la edad materna avanzada es €l Uni-
co factor de riesgo bien documentado en SD®. Sin em-
bargo, existen algunos estudios recientes donde la pre-
sencia del polimorfismo C677T en la enzima metilte-
trahidrofolato reductasa eleva 4 veces el riesgo ma-
terno de engendrar hijos con SD, sobre todo en ma-
dres jovenes®.

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la entidad mas
frecuente que aparece en los pacientes con SD que vi-
ven més de 40 afios. Los signos clinicos y sintomas de
EA en pacientes con SD los describid Jervis por pri-
mera vez en 19480. Las personas con SD desarrollan
la EA unos 20 a 25 afios mas temprano que las perso-
nas normales. Todos los individuos con SD presentan
los cambios neuropatoldgicos y neuroquimicos de la
EA. Sin embargo, no todos ellos desarrollan los signos
clinicos de la demencia tipo Alzheimer®. La frecuen-
cia de EA en individuos con SD es 4 a 5 veces mayor
que en individuos normales de la misma edad, nivel

de funcionalidad, salud y estilo de vida®.

La apolipoproteina E (apoE) es una proteina de 299
aminoacidos con un peso molecular de 34 kDa pre-
sente en algunas lipoproteinas plasmaticas, participa
por lo tanto en el transporte de lipidos y en la redis-
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tribucion de los mismos entre las células®. ApoE es
una proteina polimorfica, en humanos, los tres alelos
més frecuentes son €2, €3 y ¢4. Estos aelos expresan
las correspondientes isoformas de la proteina conoci-
das como E2, E3 y E4. La isoforma E3 es la que se
presenta con mayor frecuencia en la poblacion y se
considera como la proteina normal para desempefiar
todas las funciones conocidas. Las isoformas E2 y E4
se diferencian de E3 en un aminoéacido, asi: E2(cys'??,
cyst™), E3(cyst?, arg'®) y E4(arg™?, argt®), estos cam-
bios determinan profundas diferencias funcionales a
nivel celular y molecular. Varios estudios han estable-
cido que los portadores del alelo €4 tienen un riesgo
dosis-dependiente de padecer EA; su presencia tam-
bién determina el cambio de la edad de comienzo de
la enfermedad a una edad mas temprana(lo' " por el
contrario, el alelo €2 confiere proteccion contra la EA™.
Asi pues, el genotipo de apoE constituye un impor-
tante marcador bioldgico para establecer la suscepti-
bilidad de un individuo para padecer EA.

Sekijima y cols™ estudiaron las prevalencias de de-
mencia tipo Alzheimer y del fenotipo apoE en una
poblacion de 106 pacientes japoneses con SD. Entre
estos pacientes 16 tenian un diagnostico de EA, cuya
prevalencia fue del 0% en el grupo de 30 a 39 afios,
16% en el grupo de 40 a 49 afios y 38% en los mayores
de 50 arios. La frecuencia del alelo €4 en los pacientes
con SD y EA fue del 18.8%, considerablemente mayor
gue la observada en los pacientes con SD pero sin de-
mencia (4.5%) y mayor también que la de los contro-
les japoneses sanos (6.7%). La frecuencia del alelo ¢4
en los pacientes con SD que desarrollaron EA antes
de los 50 afios fue significativamente mayor (28.6%).
Ciertamente, los pacientes con SD desarrollaron EA a
edades mas tempranas pero la prevalencia de la EA
en cada grupo de pacientes fue menor que la recono-
cida previamente. Es muy probable que el alelo ¢4 sea
un factor de riesgo adicional para EA en pacientes con
SD con una predisposicion genética a la EA",

Se han reportado diferentes valores para las frecuen-
cias con que se presentan estas isoformas de apoE. En
un estudio realizado en una muestra poblacional del
Departamento de Risaralda (Colombia) con 654 per-
sonas de ambos sexos las frecuencias encontradas para
los alelos de apoE fueron: €4, 8.93%; €3, 83.78%; y €2,
7.25%. Estos alelos producen seis genotipos comunes
y las frecuencias encontradas para cada uno de ellos
fueron las siguientes: E4/4, 0.91%; E3/3, 72.47%; E2/
2, 1.83%; E3/4, 13.91%; E3/2, 8.71%; y E2/4, 2.14%"".
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Estos datos confirman observaciones previas realiza-
das con otras poblaciones donde el alelo mas comun
en la poblacion general es €3, pero a su vez muestran
como se presenta una clara diferencia en la distribu-
cion de frecuencias para cada uno de los genotipos
cuando se comggran con poblaciones como la de Ale-
mania o EEUU" . Por tal razdn, €l criterio de normali-
dad para nuestro genotipo de apoE debe tomar como
marco de referencia los resultados obtenidos en el es-
tudio con la poblacion de Risaralda (Colombia). Por
ello quisimos indagar la distribucion genotipica para
apoE en pacientes con SD ya que en este sentido no
hemos encontrado reportes concluyentes en la litera-
tura, que indiquen la ausencia de diferencias con lo
gue podria considerarse como el perfil normal para
apoE. Al mismo tiempo, nos interesa conocer el im-
pacto que puede tener el alelo ¢4 como factor de ries-
go para desarrollar EA a una edad mas temprana en
esta poblacién de pacientes.

Materiales y métodos

Pacientes: se estudiaron 56 pacientes de ambos sexos,
25 hombres y 31 mujeres procedentes de los centros
de educacioén especial Fundacion Centro Integral de
Educacion Especial (CINDES), Instituto Pedagégico
Especializado (INPEE), Instituto Quindiano de Edu-
cacion Especia (IQEE) y Renacer, distribuidos como
se muestra en la tabla 1. Los pacientes se incluyeron
en este estudio previo consentimiento informado sus-
crito por los padres o representantes legales de cada
uno de ellos. Los pacientes habian sido diagnostica-
dos para SD por medio de examen clinico y estudios
citogenéticos.

Institucion Hombres Mujeres Total
CINDES 11 7 18
INPEE 5 6 1
IQEE 6 u 17
RENACER 3 7 10
TOTAL 25 31 56

Tabla 1. Distribucién de los pacientes incluidos en este estudio por sexo e
institucion.

Como control se utiliz6 un grupo de 654 personas pro-
cedentes del érea rural y urbana de cada uno de los
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municipios del departamento de Risaralda, distribui-
dos de acuerdo con el aporte porcentual que hace cada
uno de ellos a la poblacion total previamente estudia-
dos por Rodriguez y Cediel™.

Para el andlisis estadistico se consideraron dos pobla-
ciones, la poblacion de pacientes con SD y como gru-
po control la poblacion normal procedente de once
municipos del departamento de Risaralda. Se compa-
raron las proporciones de las dos muestras para un
intervalo de confianza del 95%.

Extraccién de ADN: Parala extraccion de ADN se tomo
una muestra de sangre de la vena del pliegue del codo,
utilizando tubos vacutainer que contenian EDTA. La
sangre fue centrifugada inmediatamente, se aislaron
las células blancas de la sangre, las cuales fueron utili-
zadas para la extraccion de ADN utilizando el estu-
che puregene de Gentra (Minneapolis, USA) disefia-
do para tal proposito.

Deteccidn del genotipo para apolipoproteina E: El genoti-
po para apo E se establecié mediante amplificacion
por PCR de un fragmento del gen de apoE de 244 pa-
res de bases. EIl ADN obtenido se corté con la enzima
de restrilg)cién Hhal tal como lo describen Hixson y
Vernier(" . Los oligonuclettidos F4 (5'-ACAGAATT-
CGCCCCGGCCTGGTACAC-3) y F6 (5-TAAGCTT-
GGCACG GCTGTCCAAGGA-3') se utilizaron como
iniciadores. Ademas del amortiguador de amplifica-
cion cada reaccion de amplificacion contiene 1 mg de
ADN de leucocitos, 1 pmol/mL de cada iniciador, di-
metilsulfoxido al 10% y 0,05 unidades/mL de Taq
polimerasa en un volumen final de 30 mL. La amplifi-
cacion se hizo en un termociclador Perkin Elmer Ge-
nAmp 2600. Se denaturé el ADN a una temperatura
de 95°C durante 1 minuto y se programaron 30 ciclos
de amplificacion con temperaturas de ligamiento del
iniciador de 62°C durante 15 segundos, extension de
72°C durante 15 segundos y desnaturalizacion de 95°C
durante 15 segundos. Después de la amplificacién por
PCR se afiadi6 directamente a cada mezcla de reac-
cion 5 unidades de la enzima de restriccion Hhal y se
incubd a 37°C durante cuatro horas. Los fragmentos
de restriccion presentes en cada mezcla de reaccion se
separaron por electroforesis no desnaturalizante en
geles de poliacrilamida al 15% con un espesor de
1,5mm y 20cm de largo preparados con acril: bisacri-
lamida 19:1 en amortiguador TBE 1X pH 8,3. Se llevo
a cabo la electroforesis a un voltgje constante de 300 V
durante 2 horas. Se utilizé6 como marcador de peso
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molecular pUC18 digerido con Mspl. Se removi6 cui-
dadosamente el gel de las placas de vidrio y se reveld
el ADN por inmersion del gel durante 5 minutos en
una solucién de bromuro de etidio con una concen-
tracion de 1mg/ml preparada en amortiguador TBE
1X. Finalmente, los fragmentos de ADN se visualiza-
ron en un transiluminador UV y se registraron utili-
zando fotografia polaroid. A partir del andlisis del
patrén de corte por la enzima de restriccion se esta-
blecid el genotipo.

Resultados

El andlisis de los resultados muestra que el genotipo
predominante corresponde a la forma homozigota E3/
3 con una frecuencia del 62,5%, seguido por €l genoti-
po E3/4 con una frecuencia del 28,6%. Las frecuen-
cias alélicas encontradas para esta poblacion fueron
del 3,6%, 78,6% y 17,9% para los alelos €2,e3 y ¢4 res-
pectivamente. Estos datos se muestran en la tabla 2.

Genotipos Frecuencia Frec. Rel.
E2/2 0 0,0%
E2/3 2 3,6%
E2/4 2 3,6%
E3/3 35 62,5%
E3/4 16 28,6%
E4/4 1 1,8%
Alelos Frecuencia Frec. Rel.
e2 4 3,6%

e3 88 78,6%
e4 20 17,9%
Patron Frecuencia Frec. Rel.
Homocigot 36 64,3%
Heterocigot 20 35,7%

Tabla 2. Distribucion de frecuencias para los genotipos y alelos de apoE
en una poblacion de pacientes con SD.

La comparacion de estos datos con los obtenidos por
Rodriguez y Cediel™” para la poblacién normal en el
estudio realizado por ellos se muestra en la tabla 3.
Encontramos que en la poblacién de pacientes con SD
se presenta una frecuencia considerablemente aumen-
tada para el alelo e4 (17,86%) s se tiene en cuenta que
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la observada para este mismo alelo en la poblacion
normal fue de 8.93%. Esta diferencia es altamente sig-
nificativa y contrasta con los resultados obtenidos por
Avramopoulosm) en un estudio realizado para una
poblacion Danesa.

Alelo Pacientes Risaralda p
(N = 56) (N = 654)

€2 3,57% 7,25% < 0.001

€3 78,57% 83,78% < 0.005

4 17,86% 8,93% < 0.001

Tabla 3. Distribucién de las frecuencias para el genotipo de apoE y alelos
de apoE en una muestra aleatoria de la poblacion de Risaralda y un grupo

de pacientes con SD.
Discusion

Existen varias conexiones entre la EA y el sindrome
de Down (SD), que inicialmente estimularon la bus-
gueda de factores genéticos implicados en la etiologia
de la EA en el cromosoma 21, ya que ali se localiza €
gen que codifica para la proteina precursora b-amiloi-
de (PPA) (8); por esto se formul6 la hipétesis de que la
sobreexpresion del gen para PPA podria ser la causa
de la neuropatologia observada en adultos con SD.
Casi todas las personas con SD muestran evidencia
neuropatoldgica y clinica similar a la de la EA entre
los 30 y 40 afios de edad. Se sabe desde hace més de
60 afios que los cerebros de casi todos los individuos
mayores de 40 afios con SD muestran clara evidencia
de EA. Ademés la mayoria de los individuos con SD
que superan la edad de los 40 afios también muestran
deterioro cognitivo similar al observado en EA.

A diferencia de los hallazgos previamente menciona-
dos en estudios realizados con muestras pequefias de
pacientes con SD, no se ha encontrado ningln aumento
. (18,19) .
en la frecuencia del alelo e4™ " . Una frecuencia au-
mentada del alelo €2 se observo en una muestra de 13
personas con sD®. Se ha sugerido un efecto protec-
tor del alelo €2 en la relacion supervivencia/demen-
cia a partir de un estudio realizado en una serie de
necropsias de 22 casos de SD con patologia de EA y
en una serie de 22 pacientes ancianos con SD evalua-
dos clinicamente, el cual también mostré una distri-
bucion normal de los alelos apoE indicando que los
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mecanismos patogenicos responsables de SD y EA son
independientes del genotipo de apoE(Zl).

Se ha reportado un riesgo aumentado de EA en ma-
dres jévenes de probandos con SD. Se postuld una
susceptibilidad genética compartida para SD y EA que
incluia un proceso de envejecimiento acelerado, lo que
Ilevaba a nacimiento de un nifio con SD en una ma-
dre relativamente joven y a un riesgo aumentado de
demencia en la madre. Una aceleracion del proceso
de envejecimiento biolodgico fue sugerida previamen-
te a la observacion de una prevalencia mayor de ca-
nas en las madres jovenes de nifios con SD y apoyada
por la evidencia derivada de estudios hechos con ra-
tones, en el sentido de que la edad bioldgica y no la
cronoldgica es el factor importante en la etiologia de
la aneuploidia. El estudio de Avramopoulos mostro
un aumento en la frecuencia del alelo e4 de apoE en
madres jévenes con un error en la meiosis I, sugirien-
do que este alelo es un factor de riesgo para la no
disyuncion en la meiosis Il del cromosoma 21 en ma-
dres jovenes. El aumento en la frecuencia del alelo 4
en un subgrupo de madres jévenes de nifios con SD
apoya su riesgo aumentado para EA. Sin embargo, €l
hallazgo de frecuencia normal de e4 en recién nacidos
y fetos con SD esta acorde con estudios realizados pre-
viamente. En una serie de 22 necropsias de casos de
SD donde se encontrd patologia de EA, esta también
mostré una distribucién normal de los alelos, indican-
do que los mecanismos patogénicos responsables de
SD y EA son independientes del genotipo apoE.

No obstante, es necesario tener en cuenta que apoE la
producen la mayor parte de los érganos incluyendo el
ovario, donde puede estar involucrado en la segrega-
cion cromosomica. La disfuncién en la meiosis Il po-
dria explicarse tanto por la union isoforma-especifica
de apoE a las proteinas asociadas a microtibulo como
por la interferencia de apoE con la estabilidad y fun-
cion del microttbulo. De acuerdo a esto podria pre-
decirse que un mayor nimero de errores de meiosis |1
en SD podria estar relacionado con una mayor frecuen-
cia del alelo 4.

A diferencia de los estudios mencionados, en el nues-
tro encontramos una mayor frecuencia del alelo €4 en
la poblacién de pacientes con SD estudiados. Este ha-
Ilazgo nos hace partidarios de la posibilidad de que el
alelo ¢4 esté comprometido de alguna manera en los
mecanismos patogéenicos de SD.

El alelo ¢4 aumenta el riesgo de demencia en pacien-
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tes con SD. La combinacion de SD con el aelo €4 con-
[leva por algiin mecanismo a un depdsito muy ato de
proteina en las placas. Poseer el alelo ¢4 también pre-
dispone a depdsito de proteina f-amiloide (BA) en la
vasculatura cerebral de leptomeninges y corteza, por
ello el manegjo terapeltico de este grupo de pacientes
debe tomar muy en cuenta esta condicion.
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