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1. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.

1.1. DESCRIPCION Y APROXIMACION DIAGNOSTICA.

La enfermedad de Alzheimer fue descrita por primera vez en 1907 en el
congreso de Tiibingen, Alemania, por el profesor Alois Alzheimer. Present6 el caso de
una mujer de 55 afios de edad con deterioro cognitivo progresivo y alteraciones del
comportamiento, desde el punto de vista clinico y anatomopatolégico, como una rara
enfermedad en la mediana edad. Algunos afios mas tarde Kraepelin la denomind
enfermedad de Alzheimer. En 1964, Roth realizd un estudio epidemioldgico que
mostraba que las mismas caracteristicas aparecian en una frecuente patologia de la
vejez. En 1987, Katzman introdujo el concepto de reserva cerebral para explicar como
individuos con hallazgos patologicos de EA en sus cerebros, no presentaban
manifestaciones clinicas. En 1999, Petersen describio el deterioro cognitivo ligero (mild
cognitive impairment, MCI) que incluye otros déficits cognitivos que en la mayoria de

los pacientes supone el preludio del desarrollo de EA u otras demencias [1].

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un proceso neurodegenerativo que se
caracteriza por presentar un déficit progresivo e irreversible de la funciéon cognoscitiva,
pérdida de memoria y cambios en la personalidad, con alteracion en la capacidad de
juicio, toma de decisiones, orientacion y lenguaje. También pueden surgir alteraciones
neuropsiquiatricas como depresion, retraimiento, alucinaciones, delirios organizados,
agitacion, insomnio y desinhibicion. EA es un deterioro adquirido en las capacidades

cognitivas que entorpece la realizacion satisfactoria de las actividades de la vida diaria.

Se produce una pérdida irreversible de neuronas, particularmente en el cortex e
hipocampo, con atrofia difusa de la corteza cerebral y agrandamiento secundario del
sistema ventricular encefalico. A nivel microscépico, se producen cumulos
neurofibrilares intracitoplasmaticos, depositos amiloides extracelulares, degeneracion

neuronal e importantes pérdidas de conexiones neuronales.

El diagnostico clinico se basa en el examen neuroldgico y la exclusion de otras
causas de demencia. Los criterios clinicos estan establecidos por DSM-IV (Diagnostic

and Statistical Manual of Mental Disorders, Fourth Edition) [2] y NINCDS-ADRDA
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(National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke and the

Alzheimer's Disease and Related Disorders Association) [3].

Los estudios de laboratorio, como funcion tiroidea y vitamina B12, son
necesarios para identificar causas secundarias de demencia y alteraciones coexistentes
que son comunes en la vejez. No es necesario realizar analisis sistematico de liquido

cefalorraquideo para su diagndstico.

Las pruebas de neuroimagen (TAC o RNM cerebral) desempefian una parte
importante del diagndstico de EA. Pueden ser normales sus resultados en estadios
iniciales, pero al evolucionar EA se advierte atrofia cortical difusa con dilatacion del
sistema ventricular. Sin embargo, estas caracteristicas también pueden aparecer en el
envejecimiento normal y otras demencias. La neuroimagen ayuda a excluir otras causas
de deterioro cognitivo como hematoma subdural, tumor cerebral y enfermedad

cerebrovascular.

Para establecer el diagndstico definitivo de EA se requiere confirmacion
patoldgica en la necropsia. En estudios neuropatoldgicos se han observado que una
sustancial proporcion (20-40%) de sujetos no demenciados presentaban placas de
amiloide y ovillos neurofibrilares [4]. También se han encontrado en aproximadamente
el 50% de necropsias patologia cerebrovascular junto a los hallazgos neuropatoldgicos
de EA [4, 5]. En otros casos se han visto superposicion de lesiones patologicas de EA y
demencia con cuerpos de Lewy [6]. En otras series, solo un tercio de pacientes con
diagnéstico clinico de EA tiene hallazgos neuropatologicos puros de EA [5, 7]. Estos
estudios muestran que la coexistencia de hallazgos neuropatoldgicos de otras
enfermedades es frecuente en los pacientes EA, por lo que es importante la adecuacion

de los criterios diagnosticos actualmente disponibles.

Para establecer el diagndstico de EA se investigan nuevos biomarcadores, tanto
para el respaldar el diagnodstico clinico como para predecir una incipiente EA en los
casos de deterioro cognitivo ligero. Los criterios de un biomarcador ideal para EA se
han propuesto por el Consensus Group on Molecular and Biochemical Markers of
Alzheimer’s disease [8]. Recomiendan que un biomarcador ideal debe discernir una
caracteristica fundamental de la neuropatologia de EA y ser validado en casos

neuropatologicamente confirmados, con una sensibilidad y especificidad no menor del
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80%. Se han valorado algunos métodos diagndsticos como medicion de la atrofia del
l6bulo temporal por RNM, tomografia por emision de positrones para determinacion del
metabolismo de la glucosa y los depositos B-amiloides, y biomarcadores en LCR. Hasta

ahora ninguno ha sido recomendado como criterio diagnostico [9].

1.2. EPIDEMIOLOGIA Y PREVALENCIA.

Después de un siglo de su descripcion, la EA es una de las més gravosas e
incapacitantes enfermedades a nivel mundial. Se estima que la demencia contribuye el
11,2% de anos vividos con incapacidad en personas mayores de 60 afios, por encima de
ictus (9,5%), enfermedades musculo-esqueléticas (8,9%), cardiovasculares (5%) y todas

las formas de cancer (2,4%) [10].

Los estudios epidemiologicos de las demencias han sido un area de investigacion
controvertida y polémica hasta el principio de los afios ochenta, debido a la disparidad
de criterios diagndsticos utilizados, y a la dificultad de establecer el diagnostico de
demencia leve. Para la EA, la unificacion en 1984 de los criterios diagnosticos
aceptados por la comunidad cientifica internacional (DSM-III-R, National Institute of
Neurological and Communicative Disorders and Stroke-Alzheimer’s Disease and
Related Disorder Association for Alzheimer’s Disease) [11], y posteriormente en la
declaracion de consenso de 1997 para diagndstico y tratamiento de EA [12], ha supuesto
que los estudios epidemioldgicos realizados por cualquier grupo de investigacion tengan
una gran fiabilidad, a pesar de las diferencias culturales de las distintas regiones

geograficas.

Conocer la prevalencia de EA en las distintas regiones del mundo resulta dificil,
ya que los datos pueden ser incompletos o insuficientes. Incluso en paises con amplios
trabajos publicados, sus datos son de areas especificas, por lo que se realizan
estimaciones de las cifras globales de la poblacion afectada generalizando. De ahi la
importancia de establecer métodos de estimacion consensuada para conocerla

prevalencia, como el Delphi consensus study [13].

De las estimaciones realizadas se sabe que es la causa mas frecuente de

demencia en los paises occidentales y supone el 50-60% de todos los casos. En 2005,
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mas de 24 millones de personas tenian demencia, con la aparicion 4,6 millones de casos
nuevos cada ano (1 caso nuevo cada 7 segundos). Se calcula que cada 20 afios se doble
la cifra hasta los 81 millones de afectados en 2040, favorecido por el aumento en la

expectativa de vida.

Por sexo, las mujeres parecen tener mayor prevalencia, si bien es un hecho
controvertido. En algunos trabajos se apunta que la superioridad numérica sea debido a
su mayor esperanza de vida y también a la mayor demanda asistencial de este género.

En Europa parece haber un incremento del riesgo significativo de EA en mujeres [14].

Por edades, la prevalencia de la demencia es menor del 1% en individuos entre
60-64 anos, pero experimenta un incremento exponencial con la edad, de modo que en
sujetos mayores de 85 afos alcanza entre el 24 y 33% [13]. Se considera que la
incidencia de EA se dobla cada cinco afos a partir de los 65 afios de edad, salvo en el
grupo de 80 a 84 que se triplica [15]. Los estudios epidemiologicos demuestran que EA
es edad-dependiente, y se han presentado resultados semejantes en diferentes trabajos

sobre poblaciones europeas, norteamericanas y asiaticas.

Por areas geograficas, aunque se consideraba que las mas altas tasas de
prevalencia de demencia correspondian a paises desarrollados, es China y sus vecinos
del Pacifico Oeste los que tienen el mas alto numero de personas con demencia (6

millones), seguido de Europa Occidental (4,9 millones) y Norteamérica (3,4 millones).

Los 7 paises con mas alto nimero de demencia en 2001 fueron: China (5
millones), Union Europea (5), USA (2,9), India (1,5), Japon (1,1), Rusia (1,1) e
Indonesia (1). Las predicciones son que para 2040 China y los paises del Pacifico Oeste
tendran 3 veces mdas personas con demencia que Europa Occidental. Latinoamérica
actualmente tiene la mitad de pacientes con demencia (1,8 millones) que Norteamérica
(3.4), pero en 2040 la cifra serd muy similar (9,1 y 9,2 respectivamente). De los paises
en vias de desarrollo, se estima que el 60% de los pacientes con demencia viven en esta

parte del mundo, y alcanzara el 71% en 2040 [13].

Esto implica un inmenso impacto social, familiar y econémico. Se estima que
EA es la tercera enfermedad mas cara en USA, con un coste anual de 100 billones de

dolares, donde cada paciente supone un gasto total de 195.000 dolares [16]. Se ha
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calculado que la cuantia anual de la EA ligera es de 18.408 $, y casi el doble para EA
severa con 36.132$ [17]. El coste estimado en Europa es de 6000 a 19.000 € anuales por
paciente. Estas estimaciones de costes varian entre los diferentes paises, dependiendo de
las diferencias en la estructura para la atencion de demencia [18]. En Espana los gastos
ocasionados por paciente y afio se situan entre los 12.000 y 24.000 €, que se podrian
desglosar en el 16% de este coste de indole sanitario y el 84% restante en asistencia

social [19, 20].

El importe econdmico de la EA incluye costes médicos directos, como cuidados
de personal sanitario en el domicilio; costes no médicos directos, por cuidados diarios
en casa; y los costes indirectos, por la pérdida de productividad del paciente y del
cuidador. Los gastos por el tratamiento farmacoldgico parecen redundar en beneficios
econdmicos al enlentecer la progresion de la enfermedad, reducir las horas de

cuidadores, disminuir la institucionalizaciéon y mejorar la calidad de vida [21].

1.3. FACTORES PREDISPONENTES.

A lo largo de los ultimos afios se han realizado multiples estudios
epidemioldgicos para intentar establecer la etiologia y los factores predisponentes de
esta severa enfermedad. Se han sugerido numerosos factores medioambientales como
causa de la EA, tales como el aluminio, el mercurio, los virus y los priones, pero no se
ha demostrado que ninguno de ellos desempefie un papel importante. Recientes estudios
longitudinales han destacado la asociacion entre EA y algunos factores de riesgo
cardiovascular, que incluyen hipertension arterial, diabetes, dieta, obesidad, y niveles
elevados de homocisteina y lipidos en sangre [22]. Sin embargo, un gran niimero de
estudios realizados en distintas areas geograficas, coinciden en demostrar que los
factores de riesgo mas importantes para desarrollar EA son la edad avanzada y los

antecedentes familiares de EA.
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1.3.1. EDAD.

Los diversos estudios epidemioldgicos presentados previamente demuestran que
la edad es uno de los principales factores de riesgo, cuya incidencia se dobla

aproximadamente cada cinco afios a partir de los 65 afios [15, 23].

Se estima que mas del 90% de los pacientes debutan después de los 65 afos, lo
que se denomina EA de aparicion tardia. Antes de esta edad también puede iniciarse, y
su presentacion en menores de 65 afios se conoce como EA de aparicion precoz. Ningin
grupo de edad adulta esta exento de padecerla, pero es poco frecuente entre los 40 y 65

afios, aunque en algunos casos la enfermedad ha debutado a los 30 afios.

La edad media de aparicion es de 80 afios [24]. En un estudio francés en que se
considerd la EA de aparicion precoz a los 61 afios, la prevalencia en este grupo de edad

era del 41 por 100.000, lo que supone del 6 al 7% de todos los casos de EA [25].

1.3.2. HISTORIA FAMILIAR Y GENETICA.

Otro importante factor de riesgo es la historia familiar de EA. Se comprob6 a
través de varios estudios epidemioldgicos, que la presencia de uno o mas sujetos con
EA dentro de una misma familia era un importante factor de riesgo para desarrollar esta
enfermedad degenerativa. Tal observacion impulsé con nuevos trabajos a la busqueda
de una causa genética de esta patologia. Se encontré que habia determinadas familias
con aparicion precoz de la enfermedad (menores de 65 afios) y con patron de herencia
autosomica dominante. Posteriormente se conocieron 3 genes cuyas mutaciones estan
implicadas en la génesis de la EA familiar de aparicion temprana. Estos genes son APP
o proteina precursora de amiloide, PS-1 o presenilina-1 y PS-2 o presenilina-2. El
conocimiento de estos genes ha supuesto un importante avance etiopatogénico, pero son

la causa de apenas el 0,1% de los casos de EA [26].

Uno de estos genes, el APP o gen de la proteina precursora de amiloide, esta
situado en el cromosoma 21 y su mutacion condiciona la aparicion de EA. Otra
conocida patologia relacionada con este cromosoma es el sindrome de Down. Existen

una serie de caracteristicas comunes en estas dos entidades, la mas remarcable es la
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acumulaciéon de [B-amiloide a nivel cerebral. En los pacientes con trisomia del
cromosoma 21, después de los 35 afios aparecen casi invariablemente las lesiones
neuropatolodgicas de la EA, y la aparicion de demencia oscila entre los 40 y 70 afios, con
deterioro de las funciones intelectuales que hubieran adquirido previamente [27].
También parece que las familias de EA presentan mayor frecuencia de sindrome de

Down y viceversa [28].

Como en otras patologias con sustrato genético, se han realizado varios estudios
en gemelos, para intentar establecer la importancia de los factores genéticos y
ambientales, y determinar la concordancia de EA en gemelos monocigotos y dicigotos.
Segun distintos trabajos publicados, la concordancia de EA en monocigotos oscila entre

el 31% y el 83% [29], y para gemelos dicigotos el 40% [30].

La influencia genética de EA también parece tener un papel importante a nivel
mitocondrial. La unica localizacion extranuclear de informacidon genética se encuentra
en el DNA de las mitocondrias. Algunos trabajos han sugerido que la disfuncion
mitocondrial puede contribuir a la progresion de la patologia de EA y otras
enfermedades neurodegenerativas [31]. Se han comunicado pacientes con EA
esporadica en los que se han encontrado defectos en la actividad del complejo IV
mitocondrial en una elevada proporcion, que se deben a mutaciones del DNA
mitocondrial en la region que codifica las subunidades I y II de la citocromooxidasa [32,
33]. Estos hallazgos apoyan la teoria de que el estrés oxidativo relacionado con los
trastornos mitocondriales y la edad representan un importante papel en las

enfermedades neurodegenerativas [34-37].

El factor de riesgo o susceptibilidad genética mas frecuente que los ya descritos,
es el genotipo Apo E4. A principios de los afios 90 se identifico como factor de riesgo
de EA familiar de aparicion tardia [38-40], y posteriormente se relaciond también con
las formas esporadicas de EA y EA de aparicion precoz [41]. El gen de Apo E, situado
en el cromosoma 19, presenta un polimorfismo determinado por el cambio de un
aminoacido en los codones 112 y 158, resultando tres isoformas llamadas Apo E2, E3 y
E4. De ellas, es la Apo E4 la que se relaciona con EA [38-40]. La presencia de Apo E4
no determina la aparicion de EA, pero incrementa el riesgo de padecerla. La posesion de
un alelo Apo E4 (sujeto heterocigoto) aumenta de 2 a 3 veces el riesgo de padecer EA, y

si tienen los 2 alelos (homocigoto) se incrementa de 5 a 15 veces el riesgo [38, 42, 43].
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Asi mismo, la presencia de un alelo Apo E4 incrementa el riesgo de EA en familiares de
primer grado en todos los grupos étnicos [44]. Apo E4 actua modificando la edad de
aparicion de EA, y se estima que cada alelo descenderia la edad de aparicion en casi 10

anos [38]. Es uno de los mas importantes factores de riesgo de EA en la vejez [45].

1.3.3. RAZAS Y ETNIAS.

La importancia que los distintos grupos étnicos puedan tener en la distribucion
de EA todavia no son bien conocidos. Se han realizado algunos estudios de EA en
distintas etnias, con relacion al genotipo Apo E como principal factor de riesgo. Existen
evidencias de que la incidencia de EA asi como el riesgo atribuible a factores genéticos
especificos como genotipo Apo E, puede variar considerablemente en distintos grupos
étnicos. Estos trabajos mostraban que los afroamericanos residentes en la ciudad de
Nueva York [46] e Indiana [47], los nigerianos [48] y los hispanos originarios del
Caribe [46], tienen una inconsistente relacion entre Apo E4 y EA. Afroamericanos e
hispanos de Estados Unidos tienen de 2 a 3 veces mas tasa de EA que los blancos no

hispanos que viven en la misma comunidad [49].

De estas observaciones surgieron nuevos estudios que afirmaban que los
afroamericanos y los hispanos tienen una elevada frecuencia de EA a pesar de su
genotipo Apo E, y familiares de pacientes sin el alelo Apo E4 de estas etnias también
tienen aumentado el riesgo de padecer EA [50]. Los familiares de primer grado de
afroamericanos con EA tienen mayor riesgo de demencia que los familiares de EA
caucasicos [51]. Otros trabajos afirman que Apo E esta fuertemente asociada a EA

familiar de aparicion tardia en Latinos del Caribe [52].

Un meta-analisis que recoge los datos de 40 grupos de trabajo demuestra una
asociacion significativa entre el alelo Apo E4 y EA en caucésicos, afroamericanos,
hispanos y japoneses. Pero concluye que Apo E4 es un factor de riesgo mas débil para

EA en afroamericanos e hispanos [53]

En los paises en vias de desarrollo existen menos estudios epidemiolédgicos de
demencia. Los escasos estudios descriptivos de Africa sugieren que las tasas de

demencia y EA son relativamente bajas. Un estudio comparativo entre afroamericanos y

10
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africanos evidencio que la incidencia de EA y demencia en Yoruba (Nigeria) es menos
de la mitad de la incidencia que en afroamericanos. Ademés Apo E4 no es un factor de
riesgo para EA en esta poblacion africana, en contraste con la afroamericana y la

mayoria de poblaciones estudiadas que si es un factor de riesgo [54].

1.3.4. SEXO.

El sexo femenino presenta mayor prevalencia de EA sobre todo en edades
avanzadas. En una amplia revision realizada de 21 regiones distintas del mundo
occidental, se confirm6 este dato [55], aunque no faltan excepciones [56, 57]. Una
amplia revision de estudios publicados de la prevalencia de EA en paises de la Union
Europea, mostr6 diferencias segtn el sexo. Todos los estudios, salvo los realizados en
Bélgica y Dinamarca, encontraron mayor tasa de prevalencia en mujeres. Segun los
grupos de edad se observaron diferencias. Los hombres de 65 a 74 afios tenian mayor
tasa que mujeres en 4 estudios, y menor en otros 3. Excepto en Bélgica y Dinamarca,

por debajo de los 85 afios, las mujeres tenian mayor tasa de incidencia de EA [58].

De los multiples estudios publicados se observa que, en general, existe una
mayor prevalencia femenina de EA y, al menos, la tendencia a una incidencia mayor de

la enfermedad en la mujer, en especial en edades avanzadas [59].

Aunque las razones para explicar la mayor frecuencia de EA en la mujer pueden
ser varias, una es ampliamente admitida: la diferente supervivencia de ambos sexos. La
mayor esperanza de vida de la mujer hace que esta supere en nimero al hombre a partir
de los 65 afios. Esto sucede en Espafia y en otros paises occidentales. Puesto que la
frecuencia de la enfermedad aumenta exponencialmente con la edad a partir de los 65
afios, el nimero total de mujeres enfermas supera al de varones. Se ha planteado
también que entre los pacientes con EA, la mujer sobrevive mas que el hombre, lo cual
puede contribuir a la mayor prevalencia de EA en la mujer [60]. Ademads, una edad de
comienzo temprano de EA y pertenecer al sexo femenino son factores predictivos de
una supervivencia mayor [61], quiza porque el varon tiene mayor comorbilidad, lo que

conlleva mayor mortalidad [62].

11
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Sin duda, la mayor supervivencia femenina puede representar un sesgo para los
estudios de incidencia y prevalencia. En este sentido se han presentado trabajos en los
que se relacionaba la mayor supervivencia en mujeres y la mayor prevalencia e
incidencia de EA en ellas. Segtn sus resultados, la demencia en grado ligero es mas
frecuente en el varon, pero conforme aumenta la intensidad de la demencia, la

frecuencia se hace mayor en la mujer [55].

A pesar de las anteriores consideraciones, no se puede descartar que el
predominio femenino en EA se pueda justificar por diferencias biologicas [14, 63], y se
ha considerado el efecto que las hormonas sexuales ejercen a nivel cerebral y las
diferencias que conlleva la menopausia en la mujer. Los estrogenos poseen receptores a
nivel cerebral en hipotalamo, amigdala, hipocampo, cerebelo, regiones frontales y
prefrontales, y area del cingulo. Esta hormona parece tener un efecto protector y trofico
sobre el cerebro, que disminuye con la menopausia. Modula la actividad neuroquimica
del nucleo estriado, influyendo sobre la actividad serotoninérgica y por ello en el estado
de animo y comportamiento afectivo. Los estrogenos asociados a la progesterona actian
sobre areas afectas en EA. Los estrogenos afectan a la plasticidad neuronal en el

hipocampo y posiblemente a las funciones cognitivas mediadas por esta formacion [64].

1.3.5. NIVEL EDUCATIVO.

Varios trabajos han demostrado que algunas personas con importantes signos
patologicos de EA en autopsias, no mostraban dafio cognitivo [65-68]. Esta observacion
sugeria que los individuos difieren en su capacidad de resistir los efectos de las lesiones
neuropatologicas de la EA. Uno de los factores que se estudiaron para explicar este
hecho, fue el nivel educacional. Se ha relacionado el bajo nivel educacional con un
incremento en el riesgo de EA [69-71]. Actualmente se acepta que la educaciéon y las
variables relacionadas con la educacion se asocian con un reducido riesgo de EA [72,
73]. Los mecanismos implicados en la asociacion entre educacion y deterioro cognitivo
no son bien conocidos, y se atribuye en algun trabajo al incremento en la capacidad de
reserva cerebral en personas con mayor nivel educativo, que retrasase el inicio de la
enfermedad [74-76], ya que sujetos con mds afios de educacion, tienen mayores niveles

de funciones cognitivas y requieren mas patologia para alcanzar dafios cognitivos. Un
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estudio realizado a 130 clérigos mostraba que la relacion entre placas seniles y el nivel

de funciones cognitivas difiere por el nivel de educacion [77].

1.3.6. TRAUMATISMO CRANEAL.

El hallazgo de lesiones propias de la EA y a una edad temprana en los cerebros
de ex-boxeadores, con o sin demencia, suscitd el interés por establecer la asociacion

entre la EA y el traumatismo craneal.

Se han considerado en varios estudios que el traumatismo craneal con pérdida de
conciencia sea factor de riesgo de EA, en algunos de ellos con riesgo elevado para
hombres [78, 79], otros solo para mujeres [80] y otros en relacion con la presencia de
Apo E [81]. En otros trabajos no han encontrado relacion, descartando que sea factor de

riesgo [14].

La relacion entre traumatismo craneal y EA es controvertida. En estudios
experimentales, la acumulacién a largo plazo del péptido B-amiloide sugiere que la
neurodegeneracion estd influida por Apo E4, y después del traumatismo cerebral se han
observado tanto el péptido B-amiloide como la patologia de tau incluso en cerebros
jovenes, marcadores ambos de EA. Los niveles de péptido B-amiloide se incrementan en
liquido cefalorraquideo (LCR) y también aumentan los precursores proteicos del [-
amiloide tras traumatismo craneal. Aunque los estudios epidemiolédgicos y las autopsias
retrospectivas proporcionen evidencias de que tras el traumatismo cerebral puede
aparecer posteriormente deterioro cognitivo, la relacion entre demencia tras

traumatismo cerebral y Apo E no estd todavia bien aclarada [82].

1.3.7. ACIDO FOLICO Y HOMOCISTEINA.

Desde hace més de una década, se conoce que las concentraciones elevadas de
homocisteina en plasma son un factor de riesgo independiente para la enfermedad

cardiovascular, cerebrovascular y vascular periférica [83]. Ademads, la
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hiperhomocisteinemia se ha asociado con la enfermedad de Alzheimer y otras

demencias [84].

El papel que desempeiia el 4cido folico en el metabolismo de la homocisteina es
fundamental, ya que el folato es necesario para la conversion de homocisteina en
metionina y la posterior sintesis de S-adenosilmetionina (SAM). Tras reacciones de
metilacion de SAM, surge el S-adenosilhomocisteina que posteriormente pierde el
grupo adenosil para formar homocisteina. Asi, la homocisteina puede pasar al ciclo de
sintesis de metionina o bien ser catalizada a través de la sintesis de cistationina. Los
niveles elevados de homocisteina son una de las primeras consecuencias del déficit de
folato, y son un indicador de niveles inadecuados de 4cido folico y vitamina B12 [85], y
pueden afectar directamente la funcion cerebral. Ademas, en diversos estudios se ha
observado que ancianos con déficit de folato tienen mayor riesgo de deterioro cognitivo,
demencia y EA [86, 87], y se ha postulado que el efecto del déficit de acido folico en la

funcioén cerebral es mediado por homocisteina.

En un reciente estudio se ha observado que el folato eritrocitario esta
directamente asociado con el nivel de funciones cognitivas, e inversamente asociado
con la demencia en ancianos de origen latino [88]. Otro trabajo encontrd niveles
elevados de homocisteina y bajos de folato en plasma como predictores independientes
para el desarrollo de demencia y EA, pero no se establecio asociacion con la vitamina

B12 [89].

1.3.8. ATEROSCLEROSIS.

Aunque se habian involucrado a las enfermedades vasculares en la patogenia de
la demencia, no se conocia si la aterosclerosis guardaba relacion con EA. Varios
estudios epidemiologicos han sugerido una asociacion entre los factores de riesgo
cardiovascular, la enfermedad cerebrovascular y el posterior desarrollo de EA [90, 91].
Algunos estudios han identificado cambios microvasculares o infartos en cerebros de
pacientes con EA, pero sin vincular las lesiones vasculares a las manifestaciones
especificas de EA [92, 93]. Se valoran varios mecanismos para explicar esta asociacion.

Las lesiones de los vasos sanguineos o del parénquima cerebral pueden incrementar los
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depositos de P-amiloide o alterar la barrera hematoencefalica, permitiendo el estrés
oxidativo o la inflamacion mediada por citoquinas [94]. Por otra parte, la enfermedad
cerebrovascular podria incrementar la severidad de la demencia o adelantar la edad de
aparicion [95, 96]. Un reciente estudio sugiere que la aterosclerosis cerebrovascular
puede tener un papel en la patogénesis de EA, con una fuerte asociacioén con las placas
neuriticas, pero ni las placas neuriticas ni los ovillos neurofibrilares se asociaron con la

enfermedad cerebrovascular de pequefo vaso (arteriosclerosis) [97].

Muy pocos estudios han examinado la asociacion especifica del dafio
cardiovascular con las lesiones neuropatologicas tipicas de EA. Hace ya 10 afios, el
estudio Rotterdam examind el grosor de la pared y las placas de cardtidas por
ultrasonografia, y encontr6 que tanto los probables EA como la demencia vascular se
asociaban a aterosclerosis [98]. También encontr6 asociacion entre el genotipo Apo E y
aterosclerosis en la etiologia de EA, especialmente un aumento del riesgo de EA en
sujetos con un grado elevado de aterosclerosis y un alelo Apo E4. Los resultados de un
reciente estudio proporcionan evidencias que sostienen que la enfermedad arterial
coronaria contribuye significativamente a los cambios neuropatologicos caracteristicos
de EA, independientemente de otros factores de riesgo como la edad y el sexo. La
aterosclerosis, en particular de las arterias coronarias, y las lesiones neuropatologicas de
EA tuvieron una asociacion significativa una con otra. En este estudio también se
valord, con una estimacion semicuantitativa, la aterosclerosis de la aorta. Esta mostraba
menor asociacion con las lesiones patologicas de EA, solamente con placas neuriticas
en el hipocampo del subgrupo de sujetos Apo E4. La distincion entre aterosclerosis de
coronarias y aorta es respaldada por estudios epidemioldgicos recientes que sugieren
que la aterosclerosis aortica estd menos fuertemente asociada con la enfermedad

cerebrovascular [99].

Trabajos como los expuestos establecen la relacion etioldgica de EA y patologia
vascular. Puesto que es bien conocida la relacion entre EA y Apo E, se investigo la
relacion entre estas y la ateroesclerosis. Algunos estudios observaron que existia una
interaccion entre Apo E y la aterosclerosis en la EA [100]. Sin embargo, en un posterior
estudio se sugiri6 que la aterosclerosis no era un factor intermediario entre el efecto de
Apo E y EA [101]. Del interés por establecer la relacion entre Apo E, la patologia

vascular y EA surgid6 un reciente estudio en el que Apo E4 se asociaba con
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arteriolosclerosis de pequefio vaso, microinfartos de los nucleos profundos, placas
neuriticas seniles y angiopatia amiloide en las autopsias de los cerebros de EA. Estos
resultados sugieren el papel de Apo E4 en algunos de los cambios microvasculares
comunmente encontrados en EA, asi como el papel en la amiloidogénesis de E4. Sin
embargo no se encontrd asociacion con ovillos neurofibrilares, quizas atribuible por la
muestra demografica de este estudio [102], ya que en otros trabajos se ha establecido

que la asociacion varia con la edad y el sexo [103].

1.3.9. INSUFICIENCIA CARDIACA E HIPERTENSION ARTERIAL.

La insuficiencia cardiaca se ha relacionado con deterioro cognitivo en diversos
trabajos, y estd asociado con mayor riesgo de demencia y EA en la poblaciéon anciana.
Asi mismo, el tratamiento antihipertensivo puede contrarrestar el riesgo de la

insuficiencia cardiaca en la demencia [104].

La hipertension arterial (HTA) esencial se ha reconocido como un factor de
riesgo para el desarrollo de los dos tipos mas frecuentes de demencia, EA y demencia
vascular [105]. El intervalo entre las manifestaciones de HTA y el deterioro cognitivo
pueden variar desde pocos afios a varias décadas [106]. Datos de varios trabajos indican
que la HTA en la mediana y tercera edad puede estar involucrada en el desarrollo de
EA. Se ha relacionado la HTA en pacientes ancianos con susceptibilidad genética para
EA (Apo E4), y supone un riesgo afiadido si padecen tension arterial sistdlica elevada o
diastolica baja. Asi mismo, el tratamiento antihipertensivo disminuye el riesgo de EA
[107]. Cifras elevadas de presion de pulso (diferencia entre presion sistolica y
diastdlica), se asocian con incremento del riesgo de EA y demencia en ancianos, lo cual

es probable que sea debido a la rigidez de las arterias y a arteriosclerosis severa [108].

1.3.10. DIETA Y COLESTEROL.

El estilo de vida y los factores de riesgo vasculares han sido relacionados con
demencia y EA, pero el papel de las dietas grasas es menos claro en el desarrollo de

demencia. Un estudio reciente considera que la ingesta moderada de grasas insaturadas
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en mediana edad es protectora, pero la toma moderada de grasas saturadas puede
incrementar el riesgo de demencia y EA, especialmente en los portadores de Apo E4
[109]. Se ha observado que pacientes con niveles elevados de colesterol tratados con
farmacos hipolipemiantes como estatinas, presentan un descenso en la incidencia de EA

[110].

Se ha valorado la relacion entre colesterol y otros lipidos y el genotipo Apo E,
con el riesgo de EA en una poblacion de Nigeria con cifras de colesterol mas bajas y
menor incidencia de EA respecto a afroamericanos. En estos sujetos los niveles
elevados de colesterol y LDL se asociaban con mayor riesgo de EA en ausencia de Apo

E4, pero no en aquellos con Apo E4 [111].

1.3.11. OBESIDAD.

La obesidad se relaciona con las enfermedades vasculares, y estas son factores
de riesgo para demencia y EA. La asociacion entre obesidad y demencia no ha sido bien
establecida en algunos estudios. Un reciente trabajo concluye que la obesidad en la edad
madura se asocia con riesgo de demencia y EA afios mas tarde, y que se aumenta con la

suma de factores de riesgo vascular [112].

1.3.12. DIABETES.

Los multiples trabajos realizados para establecer la relacion entre EA y los

factores de riesgo vasculares también han incluido a la diabetes mellitus [113, 114].

EA y diabetes tipo 2 tienen en comun el incremento de su prevalencia con la
edad, ademés de su predisposicion genética y las caracteristicas patologicas en los
islotes y en el cerebro (depositos de amiliode). Los islotes de Langerhans tienen pérdida
celular y depositos de sustancia amiliode derivados del péptido amiloidogénico de los
islotes. En EA existen semejanzas patologicas, con pérdida de neuronas neocorticales y
depositos focales amiloideos expresados por la proteina amiliode. Estas similitudes

estimularon la busqueda de mecanismos comunes de predisposicion para el depdsito de
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amiloide en pancreas y cerebro, y a establecer su relaciéon como factor de riesgo. Se ha
comprobado el incremento de diabetes tipo 2 en pacientes con EA y el incremento de
depositos amiloides en islotes en estos pacientes, pero no incremento de amiloide en
cerebros de pacientes con diabetes. Estos datos sugieren que EA es mas vulnerable a la

diabetes tipo 2, y la posible relacion entre ambos procesos [115].

1.3.13. TABAQUISMO.

El tabaquismo se habia relacionado con la reduccion del riesgo de EA [116]. En
varios estudios caso-control se sugeria que fumar podia reducir el riesgo de EA por
medio de los receptores de nicotinicos cerebrales [117], otros trabajos en cambio no lo
confirmaban [118]. Estudios posteriores sefialaban que los exfumadores y los fumadores
activos se asocian con un elevado riesgo de EA, particularmente en hombres [14]. Este
aumento en el riesgo se interpretd como consecuencia de la contribucion que produce
fumar en la enfermedad cerebrovascular silente, y con el hallazgo de que la
aterosclerosis pudiera ser un factor de riesgo de EA [100]. También se ha estudiado la
interaccion entre fumar y la presencia del alelo Apo E4 para el desarrollo de EA. Se ha
observado el aumento de riesgo de EA en fumadores activos sin historia familiar, y no
en fumadores activos con historia familiar de demencia [119]. En otro estudio también
se ha observado que el habito de fumar aumenta el riesgo de EA, pero en exfumadores

el riesgo es menor que en los fumadores activos [120].

Los resultados de un reciente trabajo sugieren que las personas mayores que
fuman tienen mds posibilidades de desarrollar EA que aquellos que nunca fumaron

[121].

1.3.14. DEPRESION.

Se ha observado en varios estudios que la depresion es una frecuente
comorbilidad asociada a EA. En un estudio multicéntrico la tasa de depresion mayor en

pacientes con EA oscilaba desde el 22,5% al 54,5% dependiendo de las regiones de
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reclutamiento [122]. Algunos estudios longitudinales realizados en ancianos concluian

que los sintomas depresivos podrian asociarse con el riesgo de desarrollar EA [123].

En un reciente estudio realizado en pacientes con deterioro cognitivo ligero y
depresion, se observo que estos presentaban doble riesgo de desarrollar EA que aquellos

sin depresion [124].

1.3.15. FARMACOS.

1.3.15.1. AINE.

El hallazgo de que parejas de gemelos homocigotos no presentasen ambos EA
[125], sugirié que factores ambientales influyeran en el desarrollo de EA. Una de estas
hipotesis fue la de que EA pudiera ser una enfermedad inflamatoria cronica activa. En
diversos estudios realizados sobre autopsias de pacientes EA se hallaron mas de
cuarenta proteinas inmunoprotectoras, que aunque no son especificas de EA, en
cerebros normales estan ausentes o estdn presentes en muy bajas concentraciones [126].
Estas proteinas, caracteristicas de la respuesta inflamatoria, incluyen proteinas del
complemento, citoquinas, reactantes de fase aguda, factores de crecimiento, proteasas e
inhibidores de proteasas. Ademas, el reclutamiento y la activacion de la migroglia estan
asociados con la maduracion de placas de amiloide. Estos hallazgos sugirieron que la
patogenia de EA pudiera estar relacionada con un proceso inflamatorio cronico inducido
por la activacion de la microglia, y los farmacos antiinflamatorios puedan tener un papel

en el tratamiento de la EA [127, 128].

Apoyando esta hipotesis, surgieron estudios genéticos que mostraban que los
polimorfismos de algunos genes inflamatorios, como interleuquina (IL) 1-a, IL 1-B,
tumor necrosis factor (TNF) a, a2-macroglobulina, o al-antiquimotripsina, aumentaban

el riesgo de EA [129].

En estudios epidemioldgicos retrospectivos se determind el riesgo de desarrollar
EA en pacientes que recibian tratamiento con AINE o padecian artritis reumatoide y que
utilizaran habitualmente esos farmacos. Mas de veinte estudios independientes y una

revision de los trabajos realizados en la década de los 90, sugirieron que los
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antiinflamatorios no esteroideos (AINE) tienen un efecto protector. Estos estudios
sefalaron que los AINE pueden tener un beneficio potencial en la prevencion de EA o
en el retraso de su aparicion, lo cual se asocia a un menor riesgo de padecerla [126, 130,
131]. Quizas, la mejor evidencia que respalda la hipdtesis protectora de los AINE es el
resultado de un estudio de gemelos, en el que el uso de AINE era el tnico factor

identificado que diferia entre el miembro afectado y no afectado de pares de gemelos

[132].

Por el contrario, otros investigadores no encontraron un efecto protector de los
AINE frente al desarrollo de EA [133-135]. Algunas de las razones que podrian explicar
estos resultados serian los distintos estadios de la enfermedad cuando se inici6 la terapia
con AINE, los distintos farmacos y dosis usadas, y los niveles que las distintas drogas
alcanzan el SNC. Ademas, no todos los AINE tienen propiedades anti-amiloiddticas que
respaldarian la nocién de que ambas actividades (antiinflamatoria y antiamiloiddtica)

fueran necesarias para alcanzar mejores resultados terapéuticos [136].

Si los AINE tienen efecto protector, su mecanismo de accion no estd claro, ya
que pueden actuar como antiinflamatorios y solo algunos como antiamiloidoticos.
Tampoco se conocen qué AINE son efectivos, a qué dosis y en qué duracion, pero todos

estos estudios representan un renacido interés por esta antigua clase de farmacos.

1.3.15.2. TERAPIA SUSTITUTIVA DE ESTROGENOS.

Varios estudios epidemiologicos han mostrado que las mujeres en tratamiento
sustitutivo de estrogenos presentan menor riesgo de EA [137], y en algin trabajo se ha

observado mejoria clinica en mujeres con EA que tomaban estrogenos [138].

Algunos estudios han proporcionado datos que indican que la falta de
circulacion de estrégenos en mujeres postmenopausicas podria ser un factor relevante.
Estudios prospectivos realizados con mujeres postmenopausicas que habian recibido
tratamiento sustitutivo con estrogenos, sugerian que tenian menor riesgo de desarrollar
EA. Esto indicaria que el uso de estrogenos en la menopausia tiene un factor protector
contra EA. El papel que desempefian los estrogenos a nivel cerebral en la patogenia de

EA se produce principalmente por sus acciones como factor trofico para las neuronas
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colinérgicas, modulador de la expresion de Apo E en el cerebro, antioxidante que
disminuye el dafo neuronal, y promotor del proceso anti-amiloidogénesis fisiologico,
por lo que disminuye la produccion del péptido B-amiloide [139, 140]. Sin embargo, en
un reciente estudio no se confirma una asociacidon significativa entre terapia con

estrogenos en postmenopausia y EA [141].

1.3.15.3. ANTIHIPERTENSIVOS.

Varios estudios observacionales han encontrado que el uso de antihipertensivos
disminuye el riesgo de EA [142]. Incluso aunque la hipertension solo representa un
riesgo moderado de EA, un mejor tratamiento de la HTA y otros factores de riesgo

vascular pueden potencialmente reducir la incidencia de EA [143, 144].

La cuestion de si algunas familias de antihipertensivos pueden actuar de forma
mas efectiva en prevenir el deterioro cognitivo que otras, no esta aclarado. Un pequefio
meta-analisis sugirid que los supresores del sistema renina-angiotensina-aldosterona
podrian fallar en esta proteccion, en contraste con los bloqueantes de los canales del
calcio. Recientemente se ha publicado que los diuréticos ahorradores de potasio se

asocian con incidencia reducida de EA [145].

Los estudios observacionales de antihipertensivos y EA estan limitados por las
indicaciones de estos farmacos en la comorbilidad que pueden presentar estos pacientes,
y su grado de severidad, y resulta dificil determinar el efecto de los farmacos
antihipertensivos en la prevencion del deterioro cognitivo, aunque es probable que un

tratamiento antihipertensivo adecuado contribuya a la prevencion de EA [146].

1.3.15.4. HIPOLIPEMIANTES.

Establecer una relacion entre los farmacos hipolipemiantes y EA, no solo se
debe a que disminuyen el nivel de colesterol. La fisiopatologia de EA se relaciona con
el metabolismo del colesterol. Apo E4 es una proteina transportadora de colesterol y un

importante factor de riesgo para EA, y también se relaciona con la enfermedad

21



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONCENTRACIONES PLASMATICAS Y GENOTIPO APO E EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
Maria Pilar Martinez Heras

ISBN:978-84-692-1532-6/DL:T-362-2009 INTRODUCCION

cardiovascular. El colesterol también interviene en el proceso de P-amiloide, una

proteina que se deposita en los cerebros de EA.

Las estatinas inhiben la 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzimaA reductasa (HMG-
CoA reductasa), que inicia las sintesis de colesterol y lipidos isoprenoides, necesarios
para proporcionar péptidos amiloides a la cascada de amiloide. Esta cascada participa en
la fisiopatologia de EA. El colesterol es necesario para el ensamblaje y activacion de las
B y v secretasas que escinden el fragmento B-amiloide de la proteina precursora de
amiloide y de la glicoproteina transmembrana precursora de amiloide. Cuando existe un
exceso de produccioén y no pueden ser aclaradas o destruidas por el cerebro, se liberan
los fragmentos P-amiloides y se agregan en placas neuriticas, que activan las células
gliales. El colesterol ademas tiene un papel fundamental en la enfermedad
cerebrovascular, que también se relaciona con el deterioro cognitivo de la enfermedad
de Alzheimer. Asi pues, las estatinas intervienen en varios puntos de la fisiopatologia de
EA al inhibir la HMG-CoA reductasa, por lo que su uso a largo plazo podria enlentecer
o incluso prevenir la progresion de EA. Ademas, hay alguna evidencia de reduccion
significativa de la incidencia de esta enfermedad en personas que han utilizado estatinas

para disminuir la hipercolesterolemia y sus efectos cardiovasculares.

Se han realizado estudios con estatinas, algunos de ellos con resultados
esperanzadores para EA de grado ligero a moderado [147, 148], pero en la actualidad no

hay suficientes evidencias que sugieran el uso de estatinas para el tratamiento de EA

[149, 150].

1.3.16. EXPOSICION AMBIENTAL.

La exposicion a disolventes organicos, campos electromagnéticos, aluminio y
anestesia se han relacionado con EA, pero no han sido confirmados en estudios

posteriores [151].

Algunos estudios han mostrado mayores concentraciones de mercurio en
cerebros y muestras sanguineas de pacientes con EA. Estudios experimentales han
encontrado que incluso pequefias cantidades de mercurio, pero no otros metales en bajas

concentraciones, pueden causar todos los cambios en las células nerviosas que son
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tipicos de EA. La Apo E tiene escasa capacidad para unirse a metales, lo que explicaria
el mayor riesgo para EA. Estos hallazgos sugieren un papel etioldgico del mercurio en

EA [152].

Algunos datos sugieren que las funciones cognitivas pueden deteriorarse en
pacientes ancianos que hubieran tenido exposicion ocupacional con plomo. La
susceptibilidad al efecto persistente del plomo en el sistema nervioso central puede ser

aumentado en personas que tengan al menos un alelo de Apo E4 [153, 154].

1.4. PATOGENIA.

1.4.1. FACTORES GENETICOS.

La alta prevalencia de esta patologia y la edad avanzada de aparicion, no son
caracteristicas habituales de enfermedades genéticas, pero en los ultimos afios se ha
descubierto que en algunos casos de EA, ciertos factores genéticos desempefian un
importante papel en su patogenia. La historia familiar como principal factor de riesgo de
desarrollar EA, la relacion con la trisomia 21, y la transmision con patron de herencia
autosomica dominante en algunas familias, son datos epidemioldgicos que sugieren un

componente genético de esta enfermedad.

De los genes implicados en EA, se podrian distinguir tres como “genes
causantes” de EA y uno como “gen de susceptibilidad”. Los genes causantes han sido
identificados en la EA de aparicion temprana y son el gen de la proteina precursora de
amiloide (APP) [155], el gen S182/PS-1 [156], y el STM-2/PS-2 [157]. El gen de
susceptibilidad es el gen de la apolipoproteina E [38].

1.4.1.1. GENES CAUSANTES.

El gen APP fue el primer gen cuya mutacion se encontrd que fuera causa de EA.
Este gen, de 695 a 770 aminoacidos y 19 exones, se encuentra en el cromosoma 21, y
codifica con los exones 16 y 17 a la proteina precursora de amiloide, de la cual se deriva

AP. Se han reconocido siete mutaciones diferentes sobre el gen del APP. La herencia es
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autosomica dominante y la penetrancia completa hacia los 60 afios. Los sujetos

portadores con sindrome de Down pueden desarrollar una demencia progresiva a partir

de los 40 afios [158].

El gen S182/PS-1, también conocido como PS-1 o presenilina-1, se halla en el
brazo largo del cromosoma 14 y codifica a una proteina de 467 aminoacidos. Se han
encontrado 43 mutaciones en diversos estudios realizados a mas de 80 familias de
distintos grupos étnicos. Las caracteristicas de la EA de mayor severidad se retinen en
los pacientes afectos de este gen. La PS-1 se asocia con la presentacion mas temprana
de la EA, con un fenotipo de demencia caracterizado por afasia progresiva y mioclonias
de apariciéon temprana, con alta frecuencia de signos extrapiramidales, con rapida

progresion de la enfermedad y un curso evolutivo corto.

El tercer gen implicado es el STM-2/PS-2, PS-2 o Presenilina-2, identificado en
un grupo de familias originarias del Volga aleman, que emigraron a Rusia hacia 1760, y
de los que algunos posteriormente se trasladaron a Estados Unidos. Este gen codifica
una proteina de 448 aminoacidos y estd localizado en el cromosoma 1. Se han
encontrado 4 mutaciones para este gen. Las caracteristicas clinicas de los pacientes con
PS-2 no se diferencian de la EA esporédica, y la edad de aparicion es mas tardia que los

portadores del PS-1.

Estos genes descritos, con herencia autosémica dominante, estdn implicados en
la patogenia de la EA familiar de aparicion temprana, y suponen apenas el 2% de los
pacientes con EA. De ellos, las mutaciones de PS-1 son las mas frecuentes, entre el 18 y
50% de la EA temprana, mientras que el PS-2 supone menos del 1% de estas familias

[157, 159, 160].

1.4.1.2. GEN DE SUSCEPTIBILIDAD.

Sin duda, el hallazgo de mayor trascendencia en la patogenia de la EA ha sido la
observacion de un aumento en la frecuencia del alelo E4 de Apo E en la EA. En 1991 se
identifico a Apo E como factor de riesgo o susceptibilidad en EA familiar de aparicion
tardia [161], y posteriormente se relacion6 también con las formas esporadicas de EA y

EA de aparicion precoz. El gen de Apo E se encuentra en el cromosoma 19q 13.2 locus
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y tiene 3 alelos: €2, €3 y e4. Este polimorfismo se debe al cambio de un par de bases en
el codéon 112 y 158 del gen de Apo E, con el resultado de las tres isoformas de la
apolipoproteina E, que dan lugar a 6 genotipos. El alelo E4 muestra una fuerte
asociacion con EA, y ha sido demostrada en multiples estudios [38-41, 53, 162-165]. Se
ha observado la presencia de apolipoproteina E en las placas neuriticas amiloides,

ovillos neurofibrilares [166], y en el LCR de cerebros de pacientes Alzheimer [40].

1.4.1.3. OTROS GENES RELACIONADOS.

Aunque la identificacion de APP, PS1, PS2 y Apo E ha supuesto un significativo
avance para el conocimiento de la etiologia de EA, el conjunto de estos loci explican al
menos el 50% del efecto genético en la enfermedad. Familias con EA familiar de
aparicion precoz no presentaban mutaciones de APP, PS1 o PS2, lo que indicaba que al
menos existia un gen adicional de EA de aparicion precoz [167]. También se ha descrito
agregacion familiar de EA en poblaciones con baja frecuencia del alelo Apo E4, que
indicaria un gen adicional de EA de aparicion tardia [168]. Se han realizado multiples
estudios gendmicos y se han detectado vinculos con varios cromosomas, los mas
consistentes son los de las regiones de cromosomas 9, 10 y 12 para EA de aparicion
tardia [169-171]. Recientes estudios indican que el cromosoma 9p es el mas relacionado
con EA de aparicion tardia y que las regiones de los cromosomas 2q34 y 15g22 estan
relacionadas con EA de aparicion precoz y de aparicidn muy tardia, respectivamente
[172]. Dada la prolifica literatura acerca de la genética de EA, se realiz6 una revision
del tema, y se encontr6 que en el afio 2003, mas de 10 genes por mes se habian
presentado como evidencia positiva o negativa para asociacion de EA. Los autores de
esta revision pedian prudencia para disminuir la probabilidad de conclusiones falsas

positivas y falsas negativas informadas en afios futuros [173].

1.4.2. HALLAZGOS MICROSCOPICOS.

La EA es una compleja enfermedad que por su alta incidencia e impacto en la

salud publica, provoca un gran interés. En los Ultimos afios se han puesto en marcha
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multiples estudios orientados fundamentalmente al conocimiento de los aspectos

etiopatogénicos, basicos para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.

Para comprender las diversas lineas de investigacion en EA, resulta de gran
importancia conocer los hallazgos microscopicos en los cerebros afectados por EA. A
nivel neuropatologico se producen alteraciones en la estructura microtubular neuronal
con cumulos neurofibrilares intracitoplasmaticos, depodsitos amiloides extracelulares,
degeneracion neuronal e importantes pérdidas de conexiones neuronales. Varios
mecanismos patogénicos que subyacen en estos cambios han sido estudiados,
incluyendo la agregacion y depdsito de AP con el desarrollo de la placa senil, la
hiperfosforilacion de la proteina tau con formacién del ovillo neurofibrilar, la disfuncion
neurovascular, y otros mecanismos tales como anormalidades del ciclo celular, procesos

inflamatorios, estrés oxidativo y disfuncién mitocondrial.

1.4.2.1. OVILLOS NEUROFIBRILARES Y PROTEINA TAU (7).

Los ovillos neurofibrilares intracitoplasmaticos estdn compuestos principalmente
de filamentos dobles enrollados en espiral que representan una proteina tau (7)
hiperfosforilada. Tau es una proteina axonal que cumple la funcion de estabilizar y unir
a los microtibulos axonales a través de sus dominios de union, y transportar las
organelas celulares, las glucoproteinas, y otros materiales a través de la neurona. Las
formas hiperfosforiladas de la proteina tau restan eficacia a los microtubulos y facilitan
el cimulo de dobles filamentos helicoidales intraneuronales. Estos ovillos
neurofibrilares se depositan predominantemente en el hipocampo y la amigdala, y

posteriormente en las areas de asociacion neocortical.

La fosforilacion de tau esta regulada por el equilibrio entre multiples quinasas
como GSK-3p y CDKS, y fosfatasas como PP-1 y PP-2A. La hiperfosforilacion de tau
resulta de un desequilibrio entre las actividades de las tau quinasas y las tau fosfatasas,
asi como cambios en la conformacidon de tau que afecta a su interaccion con estas
enzimas. La proteina tau hiperfosforilada dirige el secuestro de tau normal y otras
proteinas asociadas a los microtibulos como MAP1A/MAPIB y MAP2, y causa

inhibicion y disrupcion de los microtibulos, dafiando el transporte axonal, y afectando a
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la funcidn sinaptica y neuronal. Esta funcidén de la proteina tau aparece Unicamente
debido a la anormal hiperfosforilacion, ya que la desfosforilacion la convierte en un
estado funcional normal. Las neuronas afectadas combaten a la tau toxica sintetizando
tau normal, y envolviendo la tau hiperfosforilada en polimeros inertes como los ovillos
neurofibrilares de dobles filamentos helicoidales, cintas enrolladas y filamentos rectos.
Estos hechos patoldogicos comienzan tempranamente en la EA y lenta pero

progresivamente, las neuronas afectadas experimentan degeneracion retrograda [9, 174].

1.4.2.2. DEPOSITOS AMILOIDES Y AMILOIDE AB.

Los depositos amiloides extracelulares o placas neuriticas seniles se componen
de un nuacleo central que contiene amiloide AP, proteoglicanos, Apo E, al-
antiquimiotripsina y otras proteinas. El mayor componente proteico es el amiloide Af,
un péptido que se agrega en grupos llamados oligomeros, de 4 kDa y de 39 a 43
aminoacidos, con heterogeneidad en la secuencia de aminoacidos, pero con idéntico
extremo carboxiterminal, que deriva de la proteina precursora de amiloide (APP). El
nucleo de la placa estd rodeado por neuronas degeneradas y macréfagos. Las placas se
encuentran predominantemente en el hipocampo y en la corteza del 16bulo temporal,
también se encuentran cumulos de amiloide AP en las arteriolas cerebrales, lo que se

denomina angiopatia amiloide.

Inicialmente, el amiloide AP encontrado en las placas seniles fue considerada
una proteina anormal, pero se conocié después que AP se producia durante el
metabolismo celular normal [175]. Este hallazgo llevé a investigar acerca de dos
enzimas que escindian AP de APP, y se designaron B-secretasa y y-secretasa. APP es
una proteina transmembrana con un largo extremo N-terminal extracelular. EI dominio
de AP esta parcialmente empotrado en la membrana plasmatica e incluye 28 residuos
justo fuera de la membrana y los primeros 12-14 residuos en el dominio
transmembrana. APP puede ser procesada por 2 patrones. El patron no amiloidogénico
o de a-secretasa, donde esta enzima escinde APP en el dominio AP, liberando el largo
fragmento soluble de APP (a-sAPP). El fragmento C-terminal restante (CTF), a-CTF o

C83 es hendido por el complejo y-secretasa liberando un pequefio péptido denominado
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p3. El restante dominio APP intracelular (AICD) es metabolizado en el citoplasma. APP
fragmentada por a-secretasa impide la generacion de APB. En el patron amiloidogénico o
de B-secretasa, esta enzima actia justo antes del dominio A, liberando BsAPP soluble.
El restante CTF, BCTF o C99 es fragmentado por el complejo y-secretasa liberando el
péptido AP de 40 o 42 aminoacidos. El AICD restante es metabolizado en el citoplasma.
El complejo y-secretasa es una proteasa intramembrana con cuatro componentes:

presenilina, nicastrina, PEN-2 y APH-1, y la presenilina es el sitio activo [176].
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Figura A. Procesamiento de APP y acumulacion de Af.

En condiciones normales, la AP cerebral es degradada por la enzima insulin-
degradante peptidasa, neprilisina y la enzima transformadora de endotelina. Ap también
es aclarada en el cerebro en un proceso equilibrado por el eflujo, mediado por la
proteina relacionada con el receptor LDL (LRP), y el influjo, mediado por el receptor de
los productos finales de la glicosilacion de AP a través de la barrera hematoencefalica
[177]. No hay evidencias de implicacion en la patogenia de EA en la alteracion de estas

enzimas proteoliticas.

28



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONCENTRACIONES PLASMATICAS Y GENOTIPO APO E EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
Maria Pilar Martinez Heras

ISBN:978-84-692-1532-6/DL:T-362-2009 INTRODUCCION

1.4.2.2.1. HIPOTESIS DE LA CASCADA DE AMILOIDE.

La hipétesis central de la causa de EA es la hipotesis de la cascada amiloide.
Como evento inicial de la patogénesis de la enfermedad hay un desequilibrio entre la
produccion y el aclaramento de A en el cerebro, con incremento de la produccion en la
EA familiar y descenso del aclaramiento en la EA esporddica. Los oligdmeros Af
podrian inhibir a largo plazo el hipocampo y alterar la funcidn sinéptica, junto con el
estrés oxidativo y la inflamacion causados por AP depositada. Estos procesos dafian la
funcion neuronal y sinaptica, con alteracion a nivel de neurotransmisores y aparicion de
sintomas cognitivos [9, 178]. Un estudio sugirié que los oligdmeros compuestos por 12
péptidos se relacionan con alteraciones de la memoria en ratones transgénicos, aunque

no hay datos para la EA esporadica [179].

Respaldan esta hipdtesis los hallazgos de que mutaciones implicadas en la
enfermedad familiar estan presentes en los genes de APP (sustrato) y presenilina
(enzima clave) para generar AP. La mayoria de mutaciones de APP inciden en los sitios
de las secretasas, y tanto las mutaciones de APP como presenilina incrementan la
produccion de AB42. Ademds, el conocimiento de que sujetos con sindrome de Down,
que poseen un gen extra de APP, desarrollan placas de AP precozmente, y los recientes
hallazgos de una duplicacion en el locus de APP en familias con EA familiar [180],

apoyan la idea de la sobreexpresion de APP con deposito de AP.

De todos los marcadores estructurales de EA, los neuropatdlogos reconocian que
la cantidad de placa senil era el dato que menos se correlacionaba con el estado
cognitivo. Se consideraba que el fendémeno de “sembrado”, por el que una vez se
empiezan a formar fibrillas y placas, su concentracion aumenta rapidamente, podria
estar en relacion con ello. Los niveles masivos de placas AP logrados por fibrilogénesis
exponencial no son facilmente solubilizados, y las diferencias individuales en A
solubilizable se han considerado ser una fuente de variabilidad. Recientemente, se ha
conocido que los niveles de oligdbmeros AP en cerebro y LCR se correlacionan con el

estado cognitivo [181, 182].
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1.4.2.2.2. HIPOTESIS NEUROVASCULAR Y A§.

Algunas lineas de investigacion sugieren que es posible que haya mecanismos
patégenos que converjan entre la patologia cerebrovascular y la placa AB. Varios
estudios muestran comorbilidad de enfermedad cerebrovascular y sus factores de riesgo
(HTA, diabetes mellitus, hipercolesterolemia) con EA, y también anormalidades en el
sistema microvascular cerebral [183, 184]. Esta hipdtesis neurovascular sugiere que la
afectacion vascular puede contribuir a la disfuncion cognitiva por dafar la entrega de
nutrientes a las neuronas y reducir el aclaramiento de AP del cerebro. Estas alteraciones
cerebrovasculares se podrian iniciar a nivel genético en el gen de diferenciacion
vascular MEOX2, con pérdida de microvascularizacion cerebral y del flujo sanguineo
cerebral, y del eflujo de AP del cerebro [185]. También se ha asociado un polimorfismo
en el gen del crecimiento endotelial vascular (VEGF) a la EA esporadica [186]. Tanto
en estudios experimentales como en humanos se ha evidenciado que la patologia
cerebrovascular con isquemia estimula la expresion de APP, que es la proteina
precursora del péptido AP, y dafia la barrera hematoencefalica afectando al aclaramiento
de AP del cerebro y provoca su depdsito [187]. Por otra parte, algunos investigadores
argumentan que la patologia vascular podria coexistir independientemente del proceso
de enfermedad, y contribuir a la severidad del dafio cognitivo en los pacientes con EA

[188].

1.4.2.3. DEGENERACION NEURONAL.

De los estudios de imagen y necrdpsicos se conoce que existe una importante
pérdida neuronal. Varios estudios sugieren una especifica degeneracion y pérdida de
neuronas colinérgicas y/o actividad de acetil-colin-transferasa principalmente en el
nucleo basal de Meynert [189], con la consiguiente disminucion de la acetilcolina.

También se produce disminucion de los niveles de noradrenalina del locus coeruleus.

La degeneracion del locus coeruleus y la pérdida de la inervacidon cortical
noradrenérgica se producen de forma temprana en EA. Aunque estos hechos se conocen
hace décadas, la contribucion de la degeneracion del locus coeruleus a la patogenia de

EA no esta clara. Un reciente trabajo demuestra que la degeneracion del locus coeruleus
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afecta a la morfologia, metabolismo y funcion de la placa amiloide contribuyendo al

desarrollo de EA [190].

Los sintomas de conducta y psicoldgicos en EA estan relacionados con el
desequilibrio de diferentes neurotransmisores (acetilcolina, dopamina, noradrenalina y
serotonina), la participacion de regiones especificas cerebrales responsables de
actividades emocionales (parahippocampal gyrus, dorsal raphe y locus coeruleus) y la
disminucién del metabolismo cortical. De todos ellos, la disfuncioén colinérgica parece

desempefiar el mayor papel en estos sintomas [191].

La acetilcolina estd ampliamente distribuida en el sistema nervioso y se ha
implicado en el desarrollo y la actividad cortical, el control del riego sanguineo cerebral,
el ciclo suefio-vigilia, la modulacion de la funcion cognitiva y del aprendizaje, y del
proceso de memoria. Las neuronas colinérgicas de la zona basal del cerebro anterior
experimentan cambios degenerativos durante la edad, con la resultante hipofuncién
colinérgica que se asocia al déficit de memoria asociado al envejecimiento. La pérdida
de células colinérgicas basales del cerebro anterior es también una caracteristica de la
EA, y se ha sugerido como parte de las causas de los déficits cognitivos observados. La
alteracion de la neurotransmision cortical colinérgica podria contribuir a la patologia de
B-amiliode y de la hiperfosforilacion de la proteina tau. Establecer los mecanismos
moleculares fundamentales en la relacion entre la disfuncion colinérgica cortical, la
formacion y deposito de B-amiliode y la patologia de tau, permitiria establecer nuevas

estrategias terapéuticas para EA [192].

Para explicar la patogénesis de EA también se han propuesto hipotesis como
anormalidades en proteinas reguladoras del ciclo celular, mecanismos inflamatorios,
estrés oxidativo (toxicidad oxidativa por déficit de tiamina que acelera el depdsito de
amiloide) [193], y disfuncion mitocondrial con disrupcion del metabolismo energético
neuronal. Aunque cada uno de estos mecanismos pueden contribuir a la patogénesis de

EA, conocer hasta qué punto influyen en el proceso neurodegenerativo es incierto.

Las alteraciones morfologicas de las mitocondrias se relacionan con la alteracion
del metabolismo energético en las neuronas en EA. En la disfuncion mitocondrial
intervienen varios factores como la alteracion de la utilizacion de glucosa, incremento

del estrés oxidativo y disregulacion del calcio. La alteracion de la funcién mitocondrial
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incrementa el dafno oxidativo, por lo que el suministro de energia desciende por debajo
del umbral para la supervivencia celular. Las alteraciones morfologicas de las
mitocondrias en EA, valoradas por microscopia electronica, se han detectado en el
hipocampo, el cortex auditivo, frontal y cerebeloso, talamo, globus pallidus, ntcleo
rojo, y locus coeruleus. Las alteraciones morfoldgicas consisten en cambios en la cresta
mitocondrial, acumulacién de material osmofilo y disminucion de su tamafio. Estas
alteraciones son especialmente prominentes en neuronas, que muestran pérdidas de
dendritas con disminucion de la arborizacion dendritica. En el estudio ultraestructural de
neuronas del tdlamo y del nucleo rojo se vio que las alteraciones mitocondriales no
coexisten con la patologia del citoesqueleto y la acumulacién de B-amiloide, aunque
eran prominentes en neuronas, y demostraba fragmentacion de las cisternas del aparato
de Golgi. La relacion entre el lugar y la extension de las alteraciones mitocondriales y la
alteracion sindptica, sugieren una intima y temprana asociacion entre estas

caracteristicas en EA [194].

1.4.3. PAPEL DE APO E EN LA PATOGENIA DE EA.

La herencia del alelo Apo E4 es el factor genético de mayor riesgo identificado
para EA. Los mecanismos moleculares por los que Apo E favorece la aparicion de EA
estan en relacion con su funcion de transportador de colesterol en el cerebro y su
capacidad para unirse a AP. En el sistema nervioso central (SNC), Apo E juega un papel
fundamental en la distribucion y movilizacion de colesterol y fosfolipidos durante la
remodelacion de la membrana celular y la sinaptogénesis. De las distintas isoformas de
Apo E, es Apo E4 el menos eficiente para el transporte de colesterol, reutilizacion de la

membrana lipidica y reparacion neuronal.

Apo E se ha encontrado en placas amiloides y ovillos neurofibrilares, los dos
marcadores neuropatoldgicos de EA, pero el papel en su patogénesis es incierto. Apo E4
tiene varios efectos adversos que podrian explicar la asociacion entre EA y el alelo E4.
Por una parte, Apo E modula los depdsitos y el aclaramiento de AP cerebrales y la
formacion de la placa [195, 196]. En estudios realizados in vitro, Apo E se une a AP} con
gran afinidad, sobre todo la isoforma Apo E4, que se liga y provoca mas rapidamente la

formacion de depositos de AP} que la isoforma E3 [197]. En un estudio in vivo realizado
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con ratones, se obtuvieron resultados que sugerian un importante papel de la Apo E en
el deposito de AP en el hipocampo y cortex cerebral [198]. Apo E se une a AP con alta
afinidad y actua en el aclaramiento de AP a través de la barrera hematoencefalica y en
su depdsito, favoreciendo el depdsito sobre el aclaramiento [199]. Aunque recientes
estudios implican a Apo E en el aclaramiento de AB como uno de los ligandos de LRP
[200], otros estudios han mostrado que este proceso no es exclusivamente Apo E-
dependiente, y otras proteinas pueden servir de ligandos de LRP [201]. Recientes
evidencias indican que AP puede unirse a LRP directamente, un proceso que es

responsable del mayor eflujo a los capilares cerebrales [202].

Otro efecto de Apo E4 es alterar la estructura del citoesqueleto y su funcion
[203], y alterar la fosforilacion de tau y la formacion de ovillos neurofibrilares [204,
205]. Apo E interactua con la proteina tau y altera su estado de fosforilacion causando
que sea hiperfosforilada, y alterando asi el citoesqueleto neuronal. Si este hecho es
directamente a través de interaccion molecular o indirectamente, no esta

suficientemente aclarado [204].

Otras posibilidades del rol de Apo E en EA incluyen su funciéon como proteina
responsable de la lesion neuronal. Apo E internaliza colesterol en las neuronas a través
del receptor de LDL para la remodelacion dendritica y la sinaptogénesis. La disfuncion
del sistema de transporte de lipidos podria estar relacionado con la patogenia de EA

[206].

También se ha relacionado con la alteracion de los patrones de sefial neuronal
[207] y la alteracion del sistema de defensa antioxidativo. El estrés oxidativo se ha
observado en los cerebros de EA. De las tres isoformas de Apo E, E4 es la de menor
actividad antioxidante (E2 > E3 > E4), y se correlaciona con incremento del dafio
oxidativo en EA. Las membranas celulares de portadores de E4 son més vulnerables a la
actividad oxidativa inducida por B-amiloide que E2 y E3. Asi, el estrés oxidativo y las
propiedades neurotdxicas de B-amiloide, pueden ayudar a explicar la dependencia del
alelo E4 en el riesgo de EA [208], y que Apo E se a un modulador de la toxicidad

oxidativa de B-amiloide, no siendo E4 tan efectivo como E2 o E3 [209].

Apo E también altera la fosforilacion de la proteina tau y la formacion de ovillos

neurofibrilares. En andlisis histopatologicos realizados en ratones transgénicos que
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expresan diferentes isoformas de Apo E humanos en el cerebro, se ha observado que
Apo E3 y Apo E4 tienen diferentes efectos en la estructura del citoesqueleto. Apo E4 o
los fragmentos carboxi-terminal de Apo E4 son mas efectivos en estimular la anormal
fosforilacion de tau en ratones transgénicos [205, 210]. Los niveles de tau fosforilada
son mayores en ratones que expresan E4 en neuronas que en los que expresan E4 en
astrocitos, lo que sugiere un efecto especifico neuronal de Apo E4 en la fosforilacion de
tau [211]. Varias kinasas como GSK-3, Cdk-5 y sus activadores, p-Erk, kinasa
reguladora de afinidad de microtubulo y fyn kinasa, pueden estar implicadas en la
fosforilacion de tau. El zinz, que se encuentra en altas concentraciones en vesiculas
sindpticas del hipocampo, puede estar relacionado con la patogénesis de EA al activar
algunas kinasas. En recientes estudios se ha observado que Apo E4 estimula a través del
zinz la activacion de Erk y se incrementa la fosforilacion de la proteina tau en ratones

transgénicos especialmente en el hipocampo [212].

2. APOE.

2.1. DESCRIPCION.

2.1.1. LIPOPROTEINAS Y APOLIPOPROTEINAS.

Las lipoproteinas son complejos de gran tamafio, en su mayor parte esféricos, de
lipidos y proteinas esenciales. Transportan triglicéridos, ésteres de colesterol y

vitaminas liposolubles a través del plasma, liquido intersticial y linfa.

Las lipoproteinas son particulas con gran heterogeneidad en cuanto a
composicion y tamaiio. Contienen un nucleo de lipidos hidréfobos (triglicéridos y
¢ésteres de colesterilo) rodeados por lipidos hidrofilos (fosfolipidos, colesterol no
esterificado) y por proteinas que interactuan con los liquidos corporales. Estas proteinas

son las apolipoproteinas.

Hay 5 clases principales de lipoproteinas, que se clasifican seglin sus densidades
relativas: quilomicrones, lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), lipoproteinas de
densidad intermedia (IDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL) y lipoproteinas de alta

densidad (HDL). Cada clase de estas lipoproteinas comprende una familia de particulas
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con pequeias variaciones en cuanto a densidad, composicion proteica, tamafio y
migracion durante la electroforesis. La densidad de una lipoproteina depende de la
cantidad de lipido y proteina por particula. Asi, las lipoproteinas de alta densidad son
las menores y mas densas, en cambio, los quilomicrones y las VLDL son las de mayor
tamafio y menos densas. La mayor parte de los triglicéridos se transporta por los

quilomicrones y VLDL, y la mayor parte del colesterol por las LDL y HDL.

La composicion lipidica de las lipoproteinas consta de varios tipos de moléculas,
de las cuales algunas son lipidos simples, como el colesterol no esterificado o los acidos
grasos libres, aunque las cantidades de estos tltimos son minimas ya que la mayor parte
de 4cidos grasos libres en plasma se transportan asociados a alblimina. Los acidos
grasos son el principal medio de obtencion de energia por parte de las células y
presentan multiples estructuras que se diferencian en su longitud y en el nimero y
distribucion de dobles enlaces (insaturaciones) a lo largo de su cadena hidrocarbonada.
Entre los lipidos complejos que forman parte de las lipoproteinas se encuentran el
colesterol esterificado con acidos grasos, los triglicéridos, que son triésteres de glicerol
con acidos grasos, y los fosfolipidos, que son estructuras anfipaticas con grupos fosfato
en su molécula, como la fosfatidilcolina, fosfatidildietanolamina, fosfatidilserina o
esfingomiosina. Las caracteristicas hidrofobicas o anfipaticas de los distintos
componentes lipidicos de las lipoproteinas determinan que se situen en el nucleo de la
particula, como es el caso de los esteres de colesterol y los triglicéridos, o en la capa
mas externa, como el colesterol libre y los fosfolipidos, que quedan con la parte polar
expuesta al medio acuoso en el que circulan las lipoproteinas. Ademads de estos lipidos
mayoritarios, las lipoproteinas transportan otras sustancias de carécter lipidico, como
son las vitaminas liposolubles, betacarotenos y otros isopenoides, asi como productos de

catalisis de las sales biliares.

Las apolipoproteinas son los componentes proteicos de las lipoproteinas y se
sitian en la superficie de estas particulas. Estan dotadas de importantes propiedades
estructurales y funcionales. Se requieren para el ensamble y la estructura de las
lipoproteinas, estabilizando y solubilizando los lipidos de las lipoproteinas. Activan
enzimas del metabolismo de las lipoproteinas, y actian como ligandos, lo que les
permiten su fijacion a los receptores de superficie celular a través de los cuales las

lipoproteinas son reconocidas e internalizadas por las células del organismo. Se han
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identificado varias apolipoproteinas, algunas de ellas con un cometido aun desconocido,
otras en cambio con una funciéon muy estudiada. Las principales apolipoproteinas que se
pueden encontrar en las particulas lipoproteicas plasmaticas son: apoAl, apoAll,
apoAlV, apoB48, apoB100, apoCl, apoClI, apoCIII, apoCIV, apoD, apoE, apoH, apolJ,
apoL y apo(a). Una de las apolipoproteinas de mayor interés en los ultimos afios por su

vinculacion a varios hechos fisiopatologicos es Apo E.

Las apolipoproteinas no son los Unicos componentes proteicos de las
lipoproteinas. Existen otras proteinas que se adhieren a la superficie lipidica en
pequefias cantidades, y algunas enzimas implicadas en el metabolismo lipidico se
transportan adheridas a la superficie de las lipoproteinas o interaccionando con
apolipoproteinas, y desempenan no solo un papel catalitico, sino otras funciones propias
de las apolipoproteinas, como la interaccion con receptores celulares y con moléculas de
la superficie celular como proteoglicanos. Entre las proteinas que desempefian un papel
en el metabolismo lipidico y que pueden ser transportadas en la superficie de las
lipoproteinas o que pueden asociarse de manera transitoria a ellas se encuentran las
siguientes: lipoproteina lipasa (LPL), lipasa hepatica (LH), lecitin-colesterol acil
transferasa (LCAT), proteina transferidora de ésteres de colesterol (CETP) y proteina
transferidora de fosfolipidos (PLTP). También otras proteinas que no intervienen
directamente en el metabolismo lipidico o en el modelado de las diferentes lipoproteinas
se encuentran adheridas a las mismas y son transportadas por ellas, como la
paraoxonasa, la acetilhidrolasa del factor activador de plaquetas (PAF-AH), la proteina
sérica amiliode A, la ceruloplasmina, la transferrina y la proteina inhibidora de la

transferencia de lipidos (LTIP).
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2.1.2. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES: INTERACCION DE
DOMINIOS Y FORMACION DE MOLTEN GLOBULINE.

Apo E es una proteina polimorfica de 299 aminoécidos, con un peso molecular
de 34145 Da [213]. Asi como otras apolipoproteinas solubles, Apo E contiene dominios
de union de lipidos d-hélice anfipaticos que le permiten cambiar de modo reversible

entre un estado de unidn a lipoproteina y un estado libre de lipidos.

En estado libre de lipidos, Apo E posee dos dominios estructurales
independientemente plegados, uno a cada extremo de la molécula. La estructura por
cristalografia de rayos X del dominio N-terminal muestra que estd formado por un
ovillo de 4 d&-hélices anfipaticas dispuestas de forma antiparalela con las caras
hidrofobicas hacia el interior [214], aunque en su forma asociada a lipidos este
apilamiento sufre un reordenamiento, de manera que las d-hélices se disponen
desplegadas con las caras hidrofobicas interactuando con lipidos y las caras hidrofilicas
expuestas al medio acuoso [215]. El dominio C-terminal es altamente d-helicoidal,

como se determina por espectroscopia [216].

El dominio N-terminal de 22-kDa (residuos 1-191) contiene el sitio de union del
receptor de la lipoproteina de baja densidad (LDL) (residuos 136—150), y el dominio C-
terminal (residuos 216-299) de 10-kDa, contiene el mayor sitio de unién a lipidos

(residuos 244-272). [217-221]. (Fig. B).

La region de unidn del receptor LDL (residuos 136-150), localizada en la hélice
4 es rica en lisina y arginina, e interactiian con los residuos acidos en el dominio de
union al ligando de miembros de la familia del receptor LDL [222]. La actividad
completa de unidén de receptor, sin embargo, requiere arginina en posicion 172, que se

localiza en la region bisagra que conecta a los dos dominios [223].

Apo E libre de lipidos no se une con alta afinidad a los receptores de LDL. Para
conseguir una unién de alta afinidad, Apo E debe estar asociada a un lipido (fosfolipido
o lipoproteina). Aunque el dominio N-terminal se une a lipidos, el principal elemento de
union a lipoproteinas de Apo E se encuentra en los residuos 244-272 del extremo C-

terminal [224].
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Figura. B. Modelo de la estructura de apoE libre de lipidos. [220]

En Apo E4, pero no en las otras isoformas, los dos dominios interactian.
Estudios con cristalografia de rayos X indican que Arg-112 induce a Arg-61 a una
conformacién donde el lugar de la cadena de arginina se extiende desde la superficie del
ovillo de 4 hélices e interactua con acido glutdmico-255 del dominio carboxi-terminal,
lo que compone una estructura compacta a través de la interaccion de dominios. Esta
interaccion no ocurre en Apo E3 porque Arg-61 estd en diferente conformacion en el
contexto de cisteina-112 [225, 226]. Parece haber una pequeiia molécula en la region de
arginina-61 que podria interferir con la interaccion de dominio y afectar a la estabilidad
de Apo E, de modo que Apo E4 se convirtiera en una molécula “Apo E3-like”[226].
(Fig. C).

38



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONCENTRACIONES PLASMATICAS Y GENOTIPO APO E EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
Maria Pilar Martinez Heras

ISBN:978-84-692-1532-6/DL:T-362-2009 INTRODUCCION

El concepto de interaccion de dominio fue introducido para explicar porqué Apo
E3 y Apo E4 difieren en sus preferencias para unirse a lipoproteinas. Apo E4
preferentemente se une a VLDL y LDL, mientras que Apo E3 y Apo E2 prefieren
lipoproteinas mas pequeias y ricas en colesterol como HDL. La preferencia de union de
Apo E4 estd determinada por la presencia de arginina o una carga positiva en la

posicion 112.

La interaccién de dominio media varios efectos neuropatologicos de Apo E4,
incluyendo incremento en produccion de AP, potenciacion de liberacion lisosomial AB-

inducida y apoptosis, y aumento de proteolisis en neuronas.

ApoE4

Domain
Interaction

“ApoE3-like”

Fig C. Interaccion de dominio de Apo E4 [226].

Ademas de permitir la interaccion de dominio, se conoce que Arg-112 en Apo
E4 determina otra propiedad que es la reduccion de la estabilidad de la proteina o
formacion de molten globuline. La inestabilidad proteica de Apo E4 no le permite
mantenerse en los dos estados de equilibrio (nativo o completamente desdoblado)

pudiendo existir como un plegamiento parcial intermedio o molten globuline. La
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inestabilidad proteica es un importante componente de varios procesos degenerativos, y
Apo E4 es la isoforma menos estable. Las estructuras de Apo E2 y Apo E3 también
permiten mostrar esta caracteristica, pero en menor grado (inestabilidad: Apo E4 > Apo

E3 > Apo E 2) [227, 228].

La inestabilidad proteica contribuye a varios hechos fisiopatologicos asociados a
Apo E4, incluyendo alteracion de interacciones intradominio, incremento de uniéon de
lipido y membrana, disrupcion de membrana, translocaciéon a través de membranas y

aumento de susceptibilidad a proteolisis [226, 229].

Estas dos propiedades de Apo E4, interaccion de dominio y estabilidad reducida
respecto a Apo E2 y Apo E3, parecen ser la base de la asociacion de Apo E4 con

distintas patologias.

2.1.3. FUNCIONES DE APO E.

Apo E ejerce un papel fundamental en el transporte lipidico en el plasma y el
sistema nervioso central (SNC). Apo E se encuentra en quilomicrones, VLDL y sus
remanentes, y una subclase de HDL. Desempena una labor decisiva en el metabolismo y
en la depuracion de particulas ricas en triglicéridos, fosfolipidos y colesterol, actuando
como ligando especifico de diversos receptores celulares. También tiene una tarea

esencial en el mantenimiento y la reparacion de neuronas.

Sus tres isoformas intervienen en distinto grado en estos hechos. Las diferencias
estructurales entre ellas condicionan una mayor afinidad de Apo E4 por VLDL que Apo
E3 o Apo E2 [230], y también es Apo E4 la mayor implicada en los procesos

neuropatoldgicos.

2.1.3.1. APO E Y TRANSPORTE DE LiPIDOS.

La funcién clave de Apo E en el metabolismo lipidico plasmatico consiste en
mediar la interaccion de quilomicrones remanentes y particulas IDL con receptores de

lipoproteinas, incluyendo el receptor de LDL (rLDL) y quilomicrén remanente o Apo E
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receptor. El receptor remanente parece ser la proteina relacionada con el receptor LDL

(LRP).

Apo E es un ligando para todos los receptores de la familia rLDL, especialmente
rLDL y LPR, y también se une a HSPG, y por medio de estas interacciones desempefia

un papel central en el proceso de retirada de particulas remanentes en el higado.

Las distintas isoformas de Apo E interacttian de manera diferente con receptores
especificos de lipoproteinas, modificando finalmente los niveles sanguineos de
colesterol. La comprension del papel de Apo E en el metabolismo lipidico avanz6 al
conocer que Apo E2 es defectiva en la union del receptor de lipoproteina y que se asocia
genéticamente a hiperlipoproteinemia tipo III. En la poblacion general, el alelo E2 esta
asociado con niveles mas bajos de colesterol plasmatico total, LDL colesterol y Apo B,
y niveles elevados de triglicéridos y Apo E comparados con el alelo E3. Los niveles
elevados de triglicéridos y Apo E son consecuencia de la alteracion del aclaramiento de
particulas remanentes que contienen Apo E2, presumiblemente debido a un
reconocimiento defectuoso del receptor de Apo E2 de esas particulas [213, 231].
También se ha sugerido que la presencia de Apo E2 en particulas de VLDL intestinal

perjudica su conversion a LDL por interferir con la lipolisis [232].

Apo E4 se asocia con niveles mas elevados de LDL y colesterol total y Apo B y
niveles mas bajos de Apo E, y se atribuye al aumento del catabolismo de particulas que

contienen Apo E4 comparadas con las que contienen Apo E3 [230].

En general, niveles mas bajos de colesterol total en plasma en sujetos con alelo
E2 se correlaciona con menos aterosclerosis coronaria y arterial periférica, y los
mayores niveles de colesterol en sujetos E4 se asocian a mayor prevalencia de

enfermedad cardiovascular.

Hay evidencias de que la relacion entre el genotipo Apo E y los niveles
plasmaticos de lipoproteinas estan influenciadas por la edad [233], sexo [234, 235] y
distribuciéon del peso corporal [235]. Asi mismo, la respuesta de las cifras de
lipoproteinas en plasma a diferentes intervenciones hipolipemiantes varia segin el

genotipo Apo E, lo que indica la importancia de la relacion genético-ambiental.
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2.1.3.2. APO E Y NEUROPATOLOGIA.

A lo largo de la vida, las neuronas han de ser remodeladas y reparadas para
mantener las conexiones sinapto-dendriticas. Apo E interviene en estos procesos gracias
a su funcién de transporte de lipidos. Apo E2 y Apo E3 tienen un papel fundamental en
el mantenimiento y reparacion neuronal [218, 221], pero no asi Apo E4. Por otra parte,
Apo E4 se ha asociado con alteracion de la utilizacion de glucosa en SNC [236, 237],

que afecta principalmente al cortex e hipocampo, las mismas areas afectadas en EA.

Su relacion con procesos neuropatologicos estd documentada en multiples
trabajos. Apo E4 es el mayor factor de riesgo genético conocido para EA. También se
ha relacionado con el ictus [238], enfermedad de Parkinson [239], esclerosis lateral
amiotrofica [240], esclerosis multiple [241], neuropatia diabética [242], demencia con

cuerpos de Lewy [243] e isquemia de SNC [244].

Los potenciales papeles de Apo E en neuropatologia se han estudiado en
multiples trabajos. Se podrian enumerar como los efectos protectores de Apo E3 y los

efectos perjudiciales de Apo E4 [226]:

Efectos protectores de Apo E3:

estimula la expansion neuronal,

e protege contra la neurodegeneracion,

® protege contra el deterioro cognitivo,

® protege a la proteina tau frente a la fosforilacion,
e cfecto antioxidante,

e estimula la salida de colesterol,

e cstimula el aclaramiento de A3

e cstimula la plasticidad sinaptica.
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Efectos perjudiciales de Apo E4:

e inhibe la expansion neuronal,

e altera el citoesqueleto neuronal,

e cstimula la fosforilacion de la proteina tau,

e produce neurodegeneracion,

® causa deterioro cognitivo,

e causa neurodegeneracion por fragmentos de Apo E4,

® potencia liberacion lisosomal de AB -inducido y apoptosis,
e reduce el androgeno receptor

e aumenta los depodsitos de AP.

Apo E es la mayor apolipoproteina en el SNC, donde LDL y Apo B estan
ausentes, y es capaz de redistribuir lipidos a través de la familia de receptores
relacionados con el receptor LDL. Apo E circula por el LCR como particulas HDL-like
o fosfolipidos [245]. Las lipoproteinas que contienen Apo E pueden transportar lipidos,
incluyendo colesterol, a zonas de lesidon para su reparacion. Asi, Apo E3 y Apo E2 se
muestran mas eficaces en el normal mantenimiento y reparacion celular que Apo E4, y
Apo E4 puede ser perjudicial en este proceso. Los efectos especificos de las isoformas
de Apo E han sido estudiados en diversos trabajos. En presencia de lipidos, Apo E3
estimula la expansion neuronal, mientras que Apo E4 no. Apo E3 derivada de
astrocitos, pero no Apo E4, también produce expansion neuronal en neuronas del
hipocampo de ratas [246]. La inhibicion de la expansion neuritica por Apo E4 se
relaciona con alteraciones en el citoesqueleto, en la estabilidad de los microtubulos
[203]. Estos efectos pueden ser mediados a través de la proteina tau (proteina
estabilizadora de microtubulos). Apo E3 pero no Apo E4, se une a tau in vitro y protege
a tau frente a la hiperfosforilizacion, lo cual inhibe la capacidad de tau para estabilizar
microtibulos [204]. El efecto especifico de las isoformas en la expansion neuronal es

mediado a través de la region de union de receptor de Apo E.
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2.1.3.2.1. NEUROPATOLOGIA DE APO E4 Y B-AMILOIDE.

Otra de las funciones de Apo E4 se relaciona con B-amiloide. Apo E4 interviene
en el aclaramiento y deposito de B-amiloide. Se han realizado estudios in vitro e in vivo
que demuestran que Apo E4 inhibe el aclaramiento de P-amiloide y estimula su
deposito, permitiendo la formacion de la placa de amiloide [247]. Ademas, Apo E4
aumenta la produccion de B-amiloide. En un estudio realizado en ratas, Apo E4 actua
modulando el proceso de APP y la producciéon de B-amiloide a través del bloqueo de la
proteina relacionada con el receptor de LDL (LPR) y de la interacciéon de dominio
[248]. También Apo E4 potencia la liberacion lisosomial inducida de B-amiloide y
apoptosis. Apo E4, por su naturaleza inestable, forma reactivos intermedios cuando
alcanza el pH 4cido de los lisosomas, desestabilizando la membrana celular y
produciendo la liberacion lisosomial y posterior apoptosis o muerte celular. En ratas
transgénicas con expresion de Apo E y APP, las neuronas del hipocampo muestran un
numero incrementado de lisosomas, de este modo Apo E4 y B-amiloide 1-42 colaboran
en incrementar la formaciéon de lisosomas en neuronas, mientras aumentan la
susceptibilidad de disrupcion de las membranas lisosomales, liberando enzimas

lisosomales en el citosol y produciendo degeneracion neuronal [249].

2.1.3.2.2. NEUROPATOLOGIiA DE APO E4 INDEPENDIENTE DE B-
AMILOIDE.

Independientemente de los fendmenos neuropatoldgicos relacionados con [-
amiloide y apo E4, existen otros hechos patoldgicos a nivel neuronal que se relacionan

con la fragmentaciéon de Apo E4. La inducciéon de sintesis de Apo E por las neuronas

tiene el fin de protegerlas de lesiones, promover la reparacion intraneuronal y mantener
las conexiones sinapto-dendriticas. Sin embargo, esta Apo E sintetizada por neuronas
puede ser fraccionada por una proteasa, y estos fragmentos perjudican la reparacion y
mantenimiento neuronal [250, 251]. Apo E4 es mas susceptible a la proteolisis que Apo
E3. La enzima que rompe Apo E es quimotripsina-like serina proteasa, corta Apo E en
Met-272 y/o Leu-268 y es neuroespecifica. Apo E4 es altamente susceptible a
proteolisis, y Apo E3 lo es en menor grado [251].
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La expresion de Apo E4 (1-272) en neuronas tiene varios efectos:
neurotoxicidad, translocacion de fragmentos en el citosol, y la acumulacion de
fragmentos en estructuras filamentosas citoplasmaticas (tau fosforilada y ovillos

neurofibrilares-like) y en la mitocondria.

Estan identificados las caracteristicas estructurales y dominios de Apo E

responsables de la neurotoxicidad. Aunque Apo E4 completo no es neurotoxico, la

mutacion de uno de sus tres residuos del extremo carboxi-terminal, la convierte en una
forma neurotoxica. Apo E4 (1-272) es toxica en cultivos neuronales y causa cambios
neurodegenerativos y estructuras de ovillos neurofibrilares-like en neuronas del
hipocampo y cortex en ratones transgénicos [250]. Sin embargo, un fragmento de Apo
E4 al que le falten los 27 aminoacidos del extremo C-terminal y la regién de union de
lipidos no produce neurodegeneracion. Apo E4 (127-272) es también neurotoxica. Este
fragmento contiene la region de union del receptor y la region de union de lipidos

hidrofébicos [252].

La neurotoxicidad esta relacionada con la capacidad de los fragmentos de Apo E
de entrar en el citosol, donde interactian con el citoesqueleto y las mitocondrias,

produciéndose la translocacion de fragmentos en el citosol. Apo E4 podria escapar del

patrén de secrecion por translocacion a través de la unidn de membrana-ribosoma
durante la sintesis proteica, siendo proteoliticamente cortada e internandose en el
citosol. Dos dominios estructurales son importantes en las proteinas de penetracion de
membrana, y Apo E tiene ambos. Se localizan en la region de uniéon de receptor y la
region de unidon de lipidos hidrofobos. Se han identificado varias proteinas de
penetracion de membrana, algunas en células infectadas por HIV-1 [253] y virus herpes

simplex (VHS) [254].

Unién mitocondrial. La disfuncién mitocondrial se ha descrito en pacientes con

EA, especialmente en los sujetos con Apo E4 [255]. Se ha sugerido el papel de Apo E
en el transporte intracelular en el interior o entre organelas intracelulares, sin embargo
no se conoce como los fragmentos de Apo E son transferidos a la mitocondria o como
se asocian con la mitocondria. La alteracion de electropotencial de la mitocondria por
fragmentos de Apo E puede afectar a la funcion mitocondrial de varios modos. Estos
fragmentos inducen apoptosis mitocondrial [256], alteran la regulacion mitocondrial de

energia y metabolismo de glucosa en las neuronas [236, 237], y podrian alterar la
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homeostasis del calcio [257]. Asi mismo, los microtibulos alterados por Apo E4 en

neuronas pueden acentuar la disfuncion mitocondrial, o bien ser a la inversa, que la

disfuncion mitocondrial contribuya a la alteracion de los microtiibulos observados por

Apo E4. Estos estudios ponen de manifiesto que las alteraciones mitocondriales y del

citoesqueleto causados por los fragmentos de Apo E4 son mecanismos claves de la

neuropatologia relacionada con Apo E4 independiente de f-amiloide.

Efectos de Apo E4 en la fosforilacién de tau. Otro hecho diferencial entre Apo

E3 y Apo E4 es el efecto sobre la fosforilacion y agregacion de tau. Apo E3 se une a

proteina tau no fosforilada. Apo E4 en neuronas (no en astrocitos) tiene un efecto

especifico aumentando la fosforilacion de tau [204, 251].

2.1.4. DIFERENCIAS ESTRUCTURALES Y FUNCIONALES BASICAS.

se podrian resumir en la siguiente tabla:

Las diferencias estructurales y funcionales bésicas entre las distintas isoformas

Tabla A. Prevalencia y caracteristicas diferenciales de isoformas de Apo E.
Media Variacion Diferencias funcionales Diferencias estructurales
Isoforma frecuencia | aminoacido | Afinidad Preferencia Estabilidad Interaccié
alélica 112 158 Receptor union conformacional de dominio
(%) LDL lipoproteina | y plegamiento
La mas estable y No
Apo E2 5-10 Cys  Cys Baja HDL falta de plegamientos
intermedios
Estabilidad intermedia ~ No
con plegamientos
Apo E3 70-80 Cys Arg Alta HDL intermedios
La menos estable Si
Apo E4 10-15 Arg  Arg Alta VLDL con plega}mlentos
LDL intermedios
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2.2. METABOLISMO.

Apo E fue descrita en 1973 por Shore y Shore como parte de VLDL [258]. Mas
tarde, su estructura, polimorfismo y asociacion con hiperlipoproteinemias fueron
descritas como parte de B-VLDL. Esta apolipoproteina se encuentra en la superficie de
todas las lipoproteinas plasmaticas excepto en las mas pequeias LDL. Como el resto de
las apolipoproteinas, estabilizan la superficie de las lipoproteinas sirviendo de interfase
entre el medio lipidico y el medio acuoso, actian como cofactores para reacciones

enzimadticas, y sirven de ligandos para receptores de lipoproteinas.

Se ha implicado en muchos procesos fisiologicos, como la homeostasis de
colesterol y triglicéridos plasmaticos [259], respuesta inmune, proteccion contra la
oxidacion [260], y control del crecimiento neuronal [261]. También interviene en la

fisiopatologia de la EA [262] y en la aterosclerosis [263, 264].

Apo E es un ligando para todos los receptores de la familia del receptor de LDL,
especialmente el receptor LDL (rLDL), la proteina relacionada con el receptor de LDL
(LRP) y el receptor de VLDL [265-268]. Apo E interactiia con las células a través de su
unidon con moléculas de proteoglucano heparan sulfato (HSPQG), situadas en la superficie
celular. Por medio de estas interacciones desempefia un papel fundamental en el proceso
de retirada hepatica de remanentes en el higado. Asi como esta apolipoproteina actiia de
ligando, ademas la composicién y tamano de las particulas que contiene Apo E son
diferentes a las lipoproteinas libres de Apo E de la misma densidad. HDL con Apo E es
mayor y contiene mas ésteres de colesterol que HDL sin Apo E [269], y tiene mayor
afinidad por el receptor de LDL [270], VLDL que contiene Apo E tiene mas colesterol
libre, esteres de colesterol y esfingomielina, que VLDL libre de Apo E [271].

Apo E también desempeiia un papel en el metabolismo lipidico intracelular, tales
como influir en procesos como el ensamble y la secrecion de lipoproteinas, guiar en la

endocitosis intracelular de lipoproteinas remanentes y en el eflujo de colesterol HDL

[272].

Otras funciones con las que se ha relacionado Apo E en el metabolismo lipidico,
son favorecer el intercambio de triglicéridos y ésteres de colesterol entre VLDL y HDL

mediado por CETP (proteina transportadora de ésteres de colesterol), posiblemente
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porque favorece la afinidad de CETP por particulas VLDL [273], y ejercer un papel
modulador en el proceso de lipolisis plasmatica de particulas VLDL. Un contenido alto
de Apo E por particula puede interferir en la accion eficaz de LPL enmascarando o
desplazando Apo CII de las particulas VLDL [274]. Apo E también puede desempefiar
un papel en el proceso de transporte reverso de colesterol, ya que puede formar parte de
subpoblaciones de particulas HDL en las que actia como ligando a través de receptores

para su retirada.

2.2.1. SINTESIS DE APO E.

La sintesis de Apo E se produce en diversos tejidos. Alrededor del 70-80% de
secrecion de Apo E se realiza en el higado por los hepatocitos [275, 276]. A nivel
extrahepatico, la sintesis de Apo E tiene lugar principalmente en el sistema nervioso en
astrocitos, microglia [277, 278] y neuronas [279, 280], y también es producida en las
células musculares lisas, macrofagos [281] y en menor cantidad en bazo, pulmoén,

adrenales, ovario, rifidn y tejido adiposo [282, 283].

En el sistema nervioso central, los astrocitos son el tipo de célula de mayor
produccion de apoE. También se sintetiza en oligodendrocitos y células ependimales.
Las neuronas del SNC expresan Apo E bajo ciertas condiciones fisioldgicas y
patologicas, aunque en menor cantidad que astrocitos. Se produce en el cerebro y
cerebelo, en neuronas del cortex frontal y del hipocampo, y en el cerebelo en las células

gliales de Bergmann y astrocitos [280].

En el sistema nervioso periférico, Apo E se produce en las células gliales
circundantes a las neuronas sensitivas y motoras y en las células Schwann. Los
macrofagos residentes y los recrutados en lesiones de nervios periféricos secretan
grandes cantidades de Apo E, las cuales se acumulan en la matriz extracelular del cabo

degenerado y del nervio en regeneracion [259].

La sintesis de Apo E en el sistema nervioso fue conocida a través de estudios
donde observaron que tras la lesion de un nervio periférico, una proteina de 37 KDa
aumentaba de 250 a 350 veces su sintesis [284]. Una proteina idéntica a esta se

sintetizaba en células no neuronales del sistema nervioso central, tras lesion de nervio
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optico [284, 285]. Posteriormente, esta proteina fue identificada como ApoE, lo cual
sugeria un importante papel de esta apolipoproteina en el desarrollo y la regeneracion de
la lesion de los nervios, tanto a nivel de sistema nervioso central (SNC) como periférico
(SNP) [286]. La sintesis de esta apolipoproteina fue detectada en los astrocitos del SNC
y células gliales del SNP [277], pero se desconocia si las neuronas eran capaces de
sintetizarla. Se valoraban dos posibilidades para establecer el origen de ApoE en
neuronas: captacion versus sintesis. Puesto que Apo E podria ser internalizada a través
de varios receptores en la membrana plasmatica, se especulaba que Apo E de las
neuronas procediera de los astrocitos. La otra posibilidad era que procediera de las
neuronas. Con el estudio de la expresion tisular de mRNA de Apo E por hibridacion in
situ, se ha conocido que la sintesis de Apo E también se realiza en las neuronas [280].
No obstante, ambos patrones no son mutuamente excluyentes. Otros investigadores han
demostrado a través de lineas celulares originarias de neuroblastoma (SY 5Y y Kelly
cells), que la sintesis de Apo E se produce en las neuronas humanas bajo ciertas
condiciones [279]. En ratas tratadas con acido kainico para inducir excitotoxicidad, se
induce la expresion de Apo E en las neuronas supervivientes del hipocampo [287]. La
expresion neuronal de Apo E se induce también en cerebros humanos tras infarto
cerebral, y no solo est4 presente en el soma neuronal, sino que ademas se extiende a los

axones degenerados [288].

La sintesis de Apo E en el sistema nervioso podria estar regulada a través de la
interaccion de la glia y las neuronas, posiblemente mediada por el factor nuclear Kappa-
B (NF-kB) [289], por factores liberados desde los astrocitos dependientes de la
actividad de Erk kinasa en neuronas (extracellular signal-regulated kinase) [210], o bien

que la acumulacién de ApoE en neuronas sea independiente de células gliales [288].

2.2.2. SECRECION DE APO E.

La secrecion de APOE ha sido estudiada en varias lineas celulares como
hepatoma humano (HepG2), liposarcoma (SW872), adipocitos y macrofagos. La Apo E
celular se ha detectado en diferentes localizaciones. Varios grupos investigadores han
localizado Apo E en la superficie celular de hepatocitos y macréfagos [281, 290, 291],
donde se asocia con proteoglicanos heparan sulfato [281, 290, 292]. La Apo E
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intracelular se ha localizado en el aparato de Golgi [293, 294], lisosomas [295],

endosomas [293-295], peroxisomas [293] y membrana mitocondrial [296].

La expresion de Apo E en los macrofagos esta regulada por multiples patrones
en los loci transcripcional y postranscripcional [297]. El estado de diferenciacion del
macrofago, las citoquinas inflamatorias, la interaccién con componentes de la matriz
extracelular y la disponibilidad de lipoproteinas extracelulares, todas ellas modulan la

sintesis y secrecion de Apo E por los macrofagos [298-301].

El macréfago libre de colesterol influye de modo importante en la sintesis de
Apo E por actuar a nivel del loci transcripcional y postranscripcional [299, 302]. El
macrofago con colesterol en su interior influye directamente en la transcripcion del gen
Apo E via LXR y estabiliza a Apo E recién sintetizada [299]. En los adipocitos y
macrofagos, la elevacion de los niveles intracelulares de colesterol libre y triglicéridos
estimulan la transcripcion del gen Apo E, independientemente de la presencia o
ausencia de lipidos en el medio extracelular. Esto implica la existencia de un sensor
molecular que regula la expresion del gen Apo E especifica de tejido en respuesta a la
acumulacion lipidica. Esta respuesta es mediada por los receptores nucleares, receptor
hepatico X-& (LXR-&) y receptor hepatico X-B (LXR-B) y sus ligandos de oxisterol,
claves de la expresion del Apo E de macrofagos y adipocitos [299, 303]. En la
regulacion transcripcional hay importantes loci para la regulacidon postranscripcional y
postranslacional de la expresion de Apo E de macrofago. La importancia de este loci
regulador radica en que un gran porcentaje de Apo E recién sintetizada por el macroéfago
es degradada antes de su secrecion, y la fraccion de Apo E secretada versus la

degradada esta sujeta a regulacion [297, 298].

Los macrofagos sintetizan Apo E y proteoglicanos, y expresan receptores de
LDL en su membrana. Estos receptores se unen con alta afinidad a Apo E modulando su
secrecion. El receptor de LDL de la membrana celular también se une a Apo E
modulando su secrecion [304, 305]. Los proteoglicanos del macréfago secuestran Apo
E recién sintetizado en la superficie celular del macrofago, regulando también la
secrecion de Apo E [281, 306]. En lineas celulares de hepatoma se observd que los
proteoglicanos heparan sulfato facilitan la interacciéon en la superficie celular de
remanentes con LPR para su internalizaciéon. Los remanentes interactian con los

proteoglicanos heparan sulfato y son transferidos al LPR, formando asi complejos que
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median la internalizacion. Asi pues, los proteoglicanos heparan sulfato desempenan su

funcién tanto en la unién como en la captacion y secrecion de Apo E [292].

La expresion incrementada del receptor LDL (por ejemplo, con el uso de
estatinas), reduce la secrecion de Apo E de los macrofagos. Esta regulacion por el
receptor LDL permite la coordinacién de dos rutas en la homeostasis del balance de
colesterol. Cambios en el contenido de colesterol regulan la expresion del receptor LDL
y Apo E en direcciones opuestas. El descenso del contenido en colesterol o el
incremento de las necesidades de colesterol por la c€lula, incrementan la expresion del
receptor LDL, y permite aumentar la internalizacioén de lipoproteinas. Por otra parte, un
excedente de colesterol celular permite incrementar la expresion de Apo E que facilita
el aflujo de colesterol desde las células y por ello una reduccion del contenido de

colesterol.

La influencia del receptor LDL en la secrecion de Apo E varia segin las
isoformas. Apo E2 se une al receptor LDL con menor afinidad que E3 y E4, y un
incremento en la expresion del receptor LDL no disminuye la secrecion de Apo E2 por
el macrofago. Apo E4 se une al receptor LDL con mayor afinidad que Apo E2, y
muestra clara reduccion de la secrecion de Apo E4 con receptor LDL aumentado. La
variacion en la secrecion de Apo E segun las isoformas (E2, E3, E4), sugiere claramente

la interaccion del receptor LDL y Apo E en su secrecion [304].

El gen Apo E del macréfago también responde a las citoquinas y al estado de
maduracion del macrofago [298, 300]. TNF-& estimula la transcripcion del gen Apo E,
sintesis proteica y secrecion en el monocito-macrofago. Esta regulacion modifica

significativamente la cantidad de Apo E presente en las lesiones de la pared vascular

[300].

Los macroéfagos sintetizan también LPL (lipoproteinlipasa). Esta proteina tiene
un importante papel en el metabolismo de las lipoproteinas y tanto Apo E como LPL
estan presentes en el desarrollo de la lesion aterosclerdtica. Apo E se encuentra en la
superficie de macrofagos y en la matriz que rodea a estos en las lesiones
ateroscleroticas, mientras que LPL también estd en las células musculares lisas de la
pared vascular. Ambas comparten sitios de unién de la superficie celular como

proteoglicanos y LRP. Puesto que los proteoglicanos son moduladores de la secrecion
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de Apo E, se estudio la influencia de LPL en su metabolismo. Se concluy6 que cifras
incrementadas de LPL pericelular suprimen la secrecion de Apo E a nivel
postranslacional, disminuyendo su acumulacién local en los tejidos donde los
macrofagos son la mayor fuente de Apo E, como en la placa aterosclerdtica.
Considerada Apo E como antiaterogénica, elevaciones de LPL serian nocivas para la

pared vascular [307].

Apolipoproteina Al también estimula la secrecion de Apo E a partir de las
células espumosas de macrofago. Esta estimulacion parece regulada a nivel
postranscripcional, y se ha observado en Apo E de macrofagos y de hepatocitos [308,
309]. ABCALI, proteina de transporte de colesterol, parece estar implicada en la
secrecion [310]. Recientes estudios han demostrado que existe secrecion de Apo E
mediada por Apo Al independiente de ABCA1, donde Apo A1 moviliza la secrecion de
un pool de Apo E destinado inicialmente a la degradacion. Este proceso no precisa de la
interaccion del extremo carboxi-terminal de Apo Al con la membrana plasmatica, sin

requerir de la actividad de ABCA1 [311].

2.2.3. TRANSPORTE DE LiPIDOS.

Las distintas clases de lipoproteinas se encuentran estrechamente
interrelacionadas, ya que unas son generadas a partir de otras en procesos mediados por
enzimas y proteinas transferidoras de lipidos que actian sobre ellas. Se pueden
establecer tres procesos superpuestos e interconectados en el metabolismo plasmatico de
lipidos. Los lipidos circulantes en plasma pueden tener origen exogeno al ser obtenidos
de la dieta, origen enddgeno al ser producidos por el higado o ser derivados del
procesamiento en este 6rgano de lipidos circulantes, y un tercer proceso de reciclaje de
colesterol en sentido inverso hacia el higado para su catabolismo o redistribucion que se

denomina transporte reverso del colesterol.
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2.2.3.2. TRANSPORTE DE LiPIDOS EXOGENOS.

La via exogena del metabolismo de las lipoproteinas permite el transporte

eficiente de los lipidos alimentarios.

Los lipidos ingeridos en la dieta son principalmente triglicéridos, y en menor
proporcion fosfolipidos y colesterol libre o esterificado. En el intestino delgado son
emulsionados con sales biliares formando micelas, y la accion de las enzimas
hidroliticas pancreaticas (lipasas, colesterilesterasas, fosfolipasas) producen la digestion
parcial o total de los lipidos complejos a sus componentes mas sencillos (acidos grasos
no esterificados, glicerol, colesterol libre) o a especies de degradacion intermedia
(lisofosfolipidos, monoglicéridos). Estos lipidos hidrolizados son absorbidos desde el
espacio intraluminal del intestino por los enterocitos atravesando la membrana celular
hacia el citoplasma. En el citoplasma existen transportadores especificos para los
distintos lipidos y los dirigen hacia en reticulo endopldsmico, donde enzimas especificas

los vuelven a ensamblar para formar triglicéridos, fosfolipidos y ésteres de colesterol.

En el reticulo endoplasmico de los enterocitos se sintetiza Apo B48, y a medida
que se van formando lipidos complejos dentro de este compartimento celular, se
combina con ellos para dar lugar a los quilomicrones nacientes [312]. Los
quilomicrones incorporan en su superficie los fosfolipidos resintetizados y mas
triglicéridos en su nucleo, y una o varias moléculas de ApoB48. Cuando el tamafio de
los quilomicrones nacientes en el reticulo endopldsmico alcanza 80-1200 nm son
translocados al complejo de Golgi, donde Apo Al y Apo AIV se incorporan a las
particulas y se produce la glicosilacion de Apo B48. Desde el complejo de Golgi, los
quilomicrones entran en el sistema de vesiculas secretoras y son transportados a la
circulacion linfética, y desde el conducto toracico hacia la arteria subclavia, entrando en
la circulacion sanguinea. De ahi seran enviados a los tejidos periféricos antes de llegar

al higado.

El proceso de ensamblaje y secrecion de los quilomicrones estd regulado
principalmente por la cantidad de triglicéridos ingeridos y por la enzima proteina
transferidora microsomal (MTP), que a través de los sistemas de membranas

microsomales, transfiere los triglicéridos desde el lugar donde se resintetizan hasta
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donde se produce Apo B48 y posibilita de este modo la formacion de quilomicrones

nacientes [313].

Los quilomicrones en la circulacion sanguinea adquieren nuevas
apolipoproteinas como Apo E, Apo CII o Apo CIII, por intercambio con otras
lipoproteinas. Los quilomicrones tienen una vida media muy corta en el torrente
sanguineo (aproximadamente 10 minutos). Son particulas de gran tamafio y no pueden
atravesar el endotelio vascular, pero quedan retenidas en su superficie luminal por
moléculas de HSPG que recubren el endotelio capilar del tejido adiposo, corazon y
musculo estriado, e interaccionan con Apo B48 y Apo E, principalmente. En la
superficie endotelial actiia la LPL (lipoproteinlipasa), que hidroliza los triglicéridos y
libera 4acidos grasos libres, siendo asi utilizables para fuente de energia o
almacenamiento. La Apo CII que es transferida por los quilomicrones de la circulacion,
act@ia como un cofactor para LPL en esta reaccion. La hidrdlisis se produce en la luz de
los vasos sanguineos, y los 4cidos grasos libres liberados son capturados por las células
musculares o los adipocitos adyacentes, y oxidados o reesterificados y almacenados en
forma de triglicéridos. Algunos acidos grasos libres se unen a albimina para ser

transportados a otros tejidos, sobre todo al higado.

Las particulas de quilomicrén se retraen progresivamente por la hidrélisis del
nucleo hidrofobo, y los lipidos hidrofilos (colesterol y fosfolipidos) de la superficie de
la particula son transferidos a las HDL. Cuando el contenido de triglicéridos desciende
en los quilomicrones por accion de LPL a tamafio de 30-80 nm, se transforman en
remanentes de quilomicrones y las interacciones con los HSPG se debilitan, liberandose
con facilidad y reincorporandose a la circulacion sanguinea. Los remanentes de
quilomicrones, mas ricos en ésteres de colesterol, pueden atravesar la pared endotelial,
pero normalmente son transportados hasta el higado donde son capturados en el espacio
de Disse, mediante un proceso que requiere Apo E, al tiempo que son sustrato de la LH.
La LH contintia con la hidrolisis de los triglicéridos y de los fosfolipidos de la
superficie. Las modificaciones que sufren los remanentes de quilomicrones en el higado
hacen que puedan ser reconocidos por LRP mediante interacciones con Apo E y LPL, y

asi ser internalizados por los hepatocitos.

Apo E es un ligando para todos los receptores de la familia de rLDL,

especialmente rLDL y LRP, también se unen a HSPG y por medio de estas
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interacciones desempefia un papel central en el proceso de retirada de particulas
remanentes (Qm y VLDL remanentes) en el higado. En este proceso de retirada hepatica
de remanentes se puede establecer dos etapas. Inicialmente los remanentes atraviesan
facilmente el endotelio fenestrado del higado para entrar en el espacio de Disse, que
actua como un biofiltro dinamico, restringiendo la entrada a grandes quilomicrones y
permitiendo la entrada a los remanentes con menor tamafio. En el espacio de Disse, los
remanentes interaccionan con glucosaminoglicanos de la matriz extracelular y de la
superficie de hepatocitos, principalmente HSPG. Esta retencion de particulas
remanentes en el espacio de Disse favorece la actuacion de LH sobre sus componentes
lipiditos y favorece que adquieran una mayor proporcion de Apo E secretada por los
hepatocitos. Tras esta etapa de procesamiento y enriquecimiento en Apo E, los
remanentes son internalizados rapidamente por rLDL, LRP en cooperaciéon con HSPG
de la superficie celular, que ancla las particulas y las expone a la interaccién con el
receptor, o mediante retirada directa tras la interaccion con HSPG en un mecanismo de
cinética lenta [314]. De estas tres vias de retirada hepatica, la principal
cuantitativamente es la interaccion con rLDL, pero parece esencial la interacciéon con

HSPG para un procesamiento correcto previo que permita la retirada de las particulas.

2.2.3.2. TRANSPORTE DE LiPIDOS DE ORIGEN HEPATICO (ViA
ENDOGENA).

La via enddgena del metabolismo de las lipoproteinas representa la secrecion

hepatica del metabolismo de VLDL a IDL y LDL.

El proceso metabolico descrito para los quilomicrones permite la distribucion
rapida de acidos grasos ingeridos en la dieta hacia los tejidos donde son necesarios, y
posteriormente recuperar en el higado los que no han sido utilizados, junto al colesterol
adquirido a través de la dieta, para ser reciclados en la formacién de nuevas
lipoproteinas. Sin embargo, no es este el tnico origen de los triglicéridos hepaticos. Una
importante proporcion de triglicéridos del higado puede ser generada por la sintesis
endogena, a partir de los 4acidos grasos libres producidos por la lipolisis de triglicéridos
en tejido adiposo que son transportados por albumina, y también por la sintesis

endogena en los hepatocitos a partir de hidratos de carbono.
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El higado es un centro de redistribucion de lipidos, y lo hace secretando
particulas de VLDL en las que se ensamblan triglicéridos, colesterol y fosfolipidos junto
a Apo B100, y de este modo se incorporan de nuevo a la circulacion sanguinea. Cada
particula VLDL contiene una tnica molécula de Apo B100, grandes cantidades de Apo
C y una pequena cantidad de Apo E. El proceso de formacién de VLDL es similar al de
los quilomicrones, precisa la participacion de MTP [315]. Esta sintesis hepatica se
encuentra regulada hormonalmente (insulina, catecolaminas) y por la disponibilidad de
colesterol para formar la superficie anfipatica de las particulas, y principalmente por el
aporte de acidos grasos libres al higado, los cuales activan genes que controlan la
sintesis de triglicéridos, de nuevos acidos grasos y de Apo CIII, que regula el

catabolismo de las VLDL secretadas.

Las VLDL en la circulacion sanguinea adquieren nuevas moléculas de
apolipoproteinas (Apo Al, Apo CII, Apo CIII, Apo E) por intercambio con otras
lipoproteinas, y sufren un proceso lipolitico similar al de los quilomicrones. Las VLDL
son retenidas por HSPG en la superficie del endotelio vascular y la LPL actua
hidrolizando triglicéridos y liberando acidos grasos que son captados por albumina,
aunque la lipolisis es menos intensa que en el caso de los quilomicrones, por lo que la
vida media de VLDL en plasma es de 250 minutos [316]. En este proceso, las VLDL se
van reduciendo de tamafio y la proporciéon de lipidos apolares y polares se va
desplazando hacia una mayor presencia de lipidos cargados, con lo que se pierde

afinidad por HSPG.

Los remanentes de VLDL producidos por la accion de LPL se transforman en
particulas IDL y van perdiendo por intercambio las apolipoproteinas de superficie. Los
remanentes de VLDL vy las particulas de IDL se captan en higado de manera analoga a
los remanentes de quilomicrén, a través de rLDL, rVLDL y LRP, pero gran parte de
estas particulas se reincorporan a la circulaciéon sanguinea y la cascada lipolitica los
convierte en particulas LDL que han perdido todas las apolipoproteinas, excepto Apo
B100. El contenido lipidico de estas particulas es esencialmente colesterol esterificado
en el nucleo, y fosfolipidos y colesterol libre en la superficie. La LH desempefia un
papel importante en la conversion de IDL en LDL, hidrolizando los fosfolipidos de la
superficie, y haciendo que la particula disminuya de tamano. LDL es retirada de la

circulacion por el rLDL, y su vida media en la circulacion es de 2 o 3 dias. Mas del 75%
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del colesterol transportado por LDL es captado en higado y transformado en sales

biliares o reciclado en nuevas particulas VLDL.

El tamafio de las VLDL secretadas determina en cierta medida su posterior
procesamiento en el plasma. Las VLDL mas grandes (VLDL1) generan particulas LDL
mas pequefias y densas tras la cascada lipolitica, mientras que particulas VLDL menores
(VLDL2) dan lugar a particulas LDL de mayor tamafo y menor densidad. La causa de
esta diferencia se debe a un distinto procesamiento de las subclases de VLDL ya que
actuan de diferente manera como sustratos de enzimas lipoliticas y los receptores
celulares. Esta heterogeneidad en los procesos de transformacion de las lipoparticulas da

lugar a la heterogeneidad en la estructura de las LDL [317].

2.2.3.3. TRANSPORTE REVERSO DE COLESTEROL.

Las rutas de transporte de lipoproteinas ricas en triglicéridos parten del intestino
e higado, y por medio de ellas se produce la distribucion de colesterol hacia las células y
tejidos donde es necesario. Sin embargo, una elevada cantidad de colesterol en las
células puede ser citotoxica, y las células de tejidos periféricos no disponen de
mecanismos capaces de catabolizar colesterol. Por lo tanto, se requiere un mecanismo
para eliminar este exceso de colesterol de tejidos periféricos e incorporarlo a la
circulacion, y a través de ella, transportarlo al higado donde es reciclado en la formacion
de nuevas lipoproteinas o eliminado mediante la excrecion directa hacia la bilis, o la
conversion en sales biliares. Este proceso, por el cual se transporta el colesterol de las
células periféricas desde las membranas plasmaticas celulares hasta el higado, se

denomina transporte reverso del colesterol.

La forma en que se establece el transporte reverso del colesterol es por medio de
particulas HDL. Las particulas precursoras de HDL, llamadas pre-fp HDL, carecen o
tienen muy bajo contenido lipidico (esencialmente fosfolipidos) y apolipoproteina Apo
Al. Son secretadas en higado e intestino delgado, o generadas a partir de material de
superficie de quilomicrones y HDL2 por acciéon de LH, CETP (proteina de transporte de
¢ésteres de colesterol) y PLTP (proteina de transporte de fosfolipidos). El tamafio de

estas HDL es muy pequefio, y puede atravesar facilmente el endotelio vascular y llegar
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a los tejidos donde existe un exceso de colesterol. Estas particulas tienen una gran
capacidad para captar colesterol de las membranas celulares en un proceso denominado
eflujo del colesterol y, de esta forma, se cargan de colesterol y lo transportan hacia la

circulacion sanguinea para alcanzar el higado.

Estas precursoras de HDL son aceptoras de colesterol no esterificado y
fosfolipidos transferidos por la proteina de cartucho de union a ATP (ABCAL1) en las
células periféricas, dando lugar a lipoproteinas discoides que contienen Apo Al. El
colesterol no esterificado adquirido es esterificado en el plasma por la LCAT (enzima
lecitincolesterol aciltransferasa). El colesterol esterificado es entonces embalado en el
nucleo hidrofobo de la particula discoide, convirtiéndose en HDL3 esférica. HDL3
puede continuar aceptando colesterol no esterificado y fosfolipidos en sucesivos pasos a
través del endotelio, a través de la clase de receptores de depuradores Bl (type I
scavenger receptor, SR-BI) por accion continuada de LCAT. La PLTP favorece el
intercambio de fosfolipidos desde otras lipoproteinas presentes en plasma hacia las
HDL, y de esta forma adquieren un mayor contenido de fosfolipidos de superficie y
pueden aumentar el tamafio. El nucleo se expande y la particula incrementa su tamatfio,
formando HDL2. Aunque el mayor componente de apolipoproteina en HDL3 y HDL2
es Apo Al, HDL2 contiene cantidades significativas de Apo E.

Para completar el proceso de transporte desde HDL2 al higado, el colesterol
esterificado es transferido por CETP (proteina transferidora de ésteres de colesterol) a
LDL, las cuales entregan su carga de colesterol a través de la interaccion de los

receptores LDL en el higado [318].

CETP intercambia ésteres de colesterol por triglicéridos de VLDL y LDL. Las
lipoproteinas mas grandes y ricas en triglicéridos son las aceptoras finales de colesterol
y un posible vehiculo para su eliminacion, y también se produce intercambio de
apolipoproteinas de superficie con ellas, de forma que las HDL adquieren Apo E y
diferentes Apo C, y transfieren Apo Al, Apo AIl y Apo IV hacia VLDL vy los

quilomicrones.

Alternativamente, HDL2 puede transferir directamente colesterol esterificado a

células hepaticas a través de SR-BI.
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Tal como se acaba de describir, la accion conjunta de LCAT, PLTP y CETP en
el plasma modela las particulas HDL, y favorece que exista un reservorio de particulas
HDL capaces de promover el eflujo de colesterol, asi como que el colesterol se
transfiera a otras lipoproteinas que lo transporten al higado o lo redistribuyan hacia

otros tejidos.

Las HDL también desempefian un papel esencial de transporte de colesterol
hasta el higado, donde la LH hidroliza triglicéridos y fosfolipidos y los ésteres de
colesterol son internalizados en un proceso mediado por receptores de las HDL como el
SR-B1, con lo que la particula disminuye de tamafio y su composicion se hace pobre de
colesterol, es decir, se transforma en una particula HDL3, que recupera su capacidad
aceptora de colesterol y se reincorpora a la circulacion. Las particulas HDL grandes y
enriquecidas en Apo E pueden ser retiradas directamente a través del rLDL en el
higado, aunque este sea un proceso minoritario para el total de las particulas HDL

existentes en el plasma.

HDL con Apo Al puede contener solo una limitada cantidad de colesterol
esterificado en su ntcleo, con una limitada expansion en su tamafio, en cambio, el
tamafio y el contenido de colesterol esterificado de HDL se puede incrementar con la
presencia de Apo E [319, 320]. Esta diferencia parece radicar en la estructura de ambas
apolipoproteinas. Mientras que los fosfolipidos que se unen a APO Al son discoidales y
sus hélices rodean al lipido como un cinturdn, en Apo E las particulas de fosfolipidos
son esferoidales mas que discoidales y la molécula de Apo E esta plegada formando una
herradura de 2 hélices gruesas y otra hélice mas lejana, de modo que no completan un
cinturdon. La cara hidrofoba de las hélices anfipaticas de Apo Al interactua con las
cadenas acilo de acidos grasos de los fosfolipidos. En cambio, las caras polares de Apo
E interactian con los fosfolipidos polares. Las caras hidréfobas de Apo E estin
ensambladas hélice a hélice y asi no interactuan con las cadenas acilo del nucleo. Este
diferente modo de interaccion con la superficie de la particula, permite que Apo E

acomode mas facilmente la expansion del nicleo de HDL que Apo Al [318].

59



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CONCENTRACIONES PLASMATICAS Y GENOTIPO APO E EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
Maria Pilar Martinez Heras

ISBN:978-84-692-1532-6/DL:T-362-2009

INTRODUCCION

ApoE
molecule B

ApoE
molecule A

\ Core

Phospholipid
hydrophobic

core Head

groups

Phospholipid
polar head groups

Fig D. Particula de Apo E basado en modelo de cristalografia de Rayos X.

2.2.4. DEGRADACION DE APO E.

La degradacion proteolitica de Apo E ha sido investigado por varios grupos
[295, 297, 321-323], si bien el patron de degradacion permanece en debate. Se
comunic6 la participacion de calpains citosélicos en la degradacion de Apo E en células
HepG2 [322], asi como la degradacion en proteosomas de macréfagos [323].
Actualmente, es conocida la gradacion lisosdmica, que inicialmente fue estudiada en
células HepG2 y en macrofagos [295, 322]. Se establecieron como posibles patrones de
degradacion el transporte directo a los lisosomas o el transporte via superficie celular,

que en cualquier caso no son mutuamente excluyentes [295, 322, 324].

Después de la endocitosis mediada por receptor, el destino de las lipoproteinas
ricas en triglicéridos es mas complejo que el patron de degradacion de las LDL (que
ocurre en los lisosomas perinucleares). Una vez internalizados, los triglicéridos se
desintegran en los endosomas periféricos, seguidos por una clasificacion diferencial de
sus componentes. Los lipidos del nucleo y Apo B son dirigidos a los lisosomas, y la
mayor parte de Apo E permanece en endosomas periféricos para reciclaje. Este pool de
Apo E derivado de triglicéridos es movilizado por HDL o Apo Al derivado de HDL
para ser reciclado a la membrana plasmatica, escapando de la degradacion lisosomal, y
posterior resecrecion de Apo E, con la consiguiente formaciéon de HDL-Apo E. El
reciclaje de Apo E inducido por HDL es acompafiado por eflujo de colesterol e implica
la internalizacion y concentracion de Apo Al derivado de HDL en los endosomas
conteniendo Apo E y colesterol. Estos hallazgos apuntan a una conexién intracelular
todavia no aclarada entre Apo E derivada de triglicéridos, transporte celular de
colesterol y metabolismo de HDL [325]. Este reciclaje de Apo E ocurre en hepatocitos,

fibroblastos, células de hematoma y macréfagos, es incrementado en presencia de HDL

60



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONCENTRACIONES PLASMATICAS Y GENOTIPO APO E EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
Maria Pilar Martinez Heras

ISBN:978-84-692-1532-6/DL:T-362-2009 INTRODUCCION

y Apo Al, y Apo E es resecretado como una particula de HDL [272]. Incluso puede ser
reciclado por la célula varias veces, lo cual se ha denominado “patrén secrecion-
recaptura” a través de retroendocitosis. Se puede afirmar que Apo E es relativamente

resistente a la degradacion después de la captacion celular [326].

Se ha estudiado la degradacion postranslacional de Apo E por proteasas
especificas en hepatocitos y macréfagos. Estos estudios proporcionan fuertes evidencias
de la degradacion proteosomal de Apo E en dos de los principales grupos celulares de

su produccion, como un posible nuevo nivel de regulacion de Apo E [303, 327].

2.3. APO E Y ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR.

La enfermedad cardiovascular es la principal causa de muerte en los paises
desarrollados, en especial la cardiopatia isquémica y la enfermedad cerebrovascular,
aunque actualmente muestra una tendencia decreciente, confirmada también en nuestro
pais [328]. En EEUU es causa de un millén de muertes anuales, y supone 1 de cada 2,4
fallecimientos. Se estima que el 22% de la poblacion estadounidense sufre algin tipo de
enfermedad cardiovascular. Las mujeres menores de 60 afios tienen menor riesgo de
desarrollarla que los hombres, pero el riesgo se incrementa después del climatelio por la
pérdida del efecto protector de los estrégenos. La cardiopatia isquémica ha sido
relacionada con factores genéticos, habitos de conducta y ambientales. Los principales
factores de riesgo relacionados con cardiopatia isquémica segin the American Heart
Association son el tabaquismo, niveles elevados de colesterol total y LDL, niveles bajos
de HDL, HTA, obesidad, diabetes mellitus, sedentarismo y edad avanzada [329]. Otras
enfermedades arteriales como enfermedad cerebrovascular tromboética y enfermedad
arterial periférica, estan asociados con estos factores de riesgo, aunque varian el grado
seglin patologia. Para el ictus es la HTA y para la enfermedad arterial periférica es el

tabaquismo y la diabetes mellitus [330].

Elevaciones plasmaticas de colesterol y triglicéridos representan un riesgo
cardiovascular, y son la consecuencia de un procesamiento inefectivo de lipoproteinas.
La efectividad de este sistema estd condicionada por la dieta y otros factores

ambientales, y el perfil genético individual. La capacidad para adaptar el metabolismo
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lipoproteico a estas circunstancias depende del polimorfismo genético de las
apolipoproteinas y de los receptores de apolipoproteinas. Las apolipoproteinas y sus
receptores son los principales controladores del metabolismo lipidico y por ello
repercuten en el riesgo cardiovascular. Variaciones en los genes que modifican estas
apolipoproteinas y sus receptores, y la interaccion con factores ambientales determinan
la susceptibilidad individual a alteraciones metabolicas, respuesta a la dieta y a

tratamientos farmacoldgicos, y finalmente a la enfermedad [331].

Apo E no se considera un factor mayor de riesgo para la patologia
cardiovascular, pero se han realizado estudios epidemioldgicos con el fin de valorar el
impacto directo de Apo E en los niveles de colesterol y en la enfermedad coronaria. En
estos estudios se ha considerado el papel del polimorfismo de Apo E como un factor de
riesgo independiente para esta enfermedad y su contribucion a los niveles de colesterol

y lipoproteinas [332].

Apo E desempefia un importante papel en el metabolismo lipidico,
especialmente de lipoproteinas aterogénicas, al servir como ligando de union a receptor
mediando el aclaramiento de quilomicrones y VLDL remanentes del plasma [333, 334].
El polimorfismo del gen Apo E que codifica las tres isoformas comunes E2, E3 y E4
han sido ampliamente estudiadas. Numerosos trabajos han mostrado la relacion entre el
fenotipo Apo E y los niveles plasmaticos de lipoproteinas. Comparados con E3
homocigotos, los portadores del alelo E2, que tienen una capacidad defectiva de uniéon a
receptor, tiene menores niveles de colesterol y mayores de triglicéridos en plasma,
mientras que los portadores del alelo E4 muestran mayores niveles colesterol total y
LDL [335]. Se ha estimado que el polimorfismo Apo E puede justificar el 2 al 11% de
la variacion total de los niveles de colesterol en suero en personas de raza blanca
aparentemente sanas [336]. Varios estudios han evidenciado que Apo E puede
desempeiniar un papel adicional en el desarrollo de la enfermedad coronaria a través del
efluyjo de colesterol por los macrofagos, agregacion plaquetaria y actividades

antioxidantes e inmunes alelo-especificas [263, 337, 338].

Desde que se conocid el efecto del polimorfismo de Apo E en la
disbetalipoproteinemia (hiperlipoproteinemia familiar tipo III) [339], han surgido
numerosos estudios epidemiologicos que han investigado la relacion entre Apo E y

riesgo de enfermedad cardiovascular. La asociacion entre Apo E2/2 y la

62



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONCENTRACIONES PLASMATICAS Y GENOTIPO APO E EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
Maria Pilar Martinez Heras

ISBN:978-84-692-1532-6/DL:T-362-2009 INTRODUCCION

hiperlipoproteinemia familiar tipo III es debida a que Apo E2 se une con menor afinidad
a receptores LDL que Apo E3 y Apo E4. Esto provoca incremento de los niveles de
colesterol y triglicéridos, la presencia de B-VLDL (remanentes enriquecidos en
colesterol de quilomicrones intestinales y VLDL hepaticos), xantomas y enfermedad
cardiovascular prematura, tanto cardiopatia isquémica como arteriopatia periférica
[340]. Esta patologia ocurre en 1-5 de cada 5000 personas, mientras que la frecuencia de
los homocigotos para E2/2 es de 0,5-1% de la poblacion caucasica [336, 340], por lo

que el genotipo contribuye pero no es la Gnica causa.

Se han realizado varios estudios de patologia vascular considerando muestras de
necropsias, hallazgos angiograficos y medida del espesor de la intima y media por
ultrasonidos. En un estudio de las arterias coronaria derecha, descendente anterior
izquierda y aorta realizado en autopsias de 700 hombres entre los 33 y 70 afios, se
determind que Apo E4 era un factor de riesgo significativo para aterosclerosis coronaria
en la edad mediana temprana, pero pierde su importancia con la edad [341]. En un
trabajo en que se valoraba el espesor de la intima-media de la carétida medida por
ultrasonidos y el polimorfismo Apo E, se encontré mayor engrosamiento de carétida en
portadores de E4 que de E3 de pacientes asintomaticos no diabéticos [342]. Otro estudio
encontrd6 a E4 como riesgo independiente de aterosclerosis carotidea en hombres
japoneses asintomaticos [343], y el riesgo aumenta si fuman [344]. Por el contrario, el
genotipo Apo E3/2 se asocio con aterosclerosis carotidea en otro estudio [345], y en
otro trabajo con mas de 5000 sujetos se concluy6 que E4 no era un importante factor de
riesgo para aterosclerosis carotidea [346]. Los resultados de algunos estudios difieren

respecto a la influencia de Apo E en la aterosclerosis carotidea.

Varios estudios han examinado la frecuencia del genotipo Apo E en cardiopatia
isquémica. El MONICA Project, un estudio multinacional esponsorizado por la
Organizacion Mundial de la Salud para valorar la morbilidad y mortalidad
cardiovascular y la relacion con factores de riesgo y cuidados médicos, sugiridé que un
incremento del 0,01 en la frecuencia relativa del alelo E4 aumenta la mortalidad por
cardiopatia isquémica el 24,5 por 100.000 [347]. En otro trabajo se examind la relacion
entre el genotipo Apo E y eventos coronarios mayores o muerte. Se concluyd que los

supervivientes de infarto de miocardio con alelo E4 tenian un aumento del riesgo de

63



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONCENTRACIONES PLASMATICAS Y GENOTIPO APO E EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
Maria Pilar Martinez Heras

ISBN:978-84-692-1532-6/DL:T-362-2009 INTRODUCCION

muerte del 80% comparados con otros pacientes, y que el genotipo Apo E no predice el

riesgo de un evento coronario mayor no fatal [348].

Se publicé un metaanalisis en 1996 en que comparaba los portadores del
genotipo Apo E3/3 con portadores de Apo E4, estos tltimos mostraban mayor riesgo de
enfermedad cardiovascular. En cambio, los portadores de Apo E2 no se asociaban con
riesgo de enfermedad cardiovascular [349]. Posteriormente se han publicado nuevos
trabajos con diferentes resultados. Mientras que en algunos mostraban alta asociacion,
otros no encontraban asociacion. Con el fin de valorar cuantitativa y cualitativamente la
relacion del polimorfismo de Apo E y el riesgo de enfermedad cardiovascular, se realizd
un nuevo metaanalisis, que englobaba trabajos realizados entre 1966 y enero de 2004.
Se concluyd que el alelo E4 tiene una asociacion significativa para enfermedad
cardiovascular, mientras que E2 no tiene efecto. Explica las variaciones de resultados
publicados en la literatura debidas a varias causas, como el tratamiento y el disefio
estadistico, las diferencias poblacionales respecto a etnias, areas geograficas, y sexo, y

la potencial relacion genética-ambiental [350].

3. APO E Y ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.

3.1. GENOTIPO.

El gen Apo E es miembro del gen de la familia de las apolipoproteinas, al que
también pertenecen los genes de Apo A-I, Apo A-II, Apo A-IV, Apo C-1, Apo C-lIl y
Apo C-III. Las regiones de codificacion de estos genes estan compuestas por tandem
repetidos de once codones, lo que sugiere que se hayan desarrollado a partir de un gen

primordial [351].

El gen Apo E se localiza en el cromosoma 19q13.2 y estd estrechamente
relacionado con el gen Apo C-I/C-II [161, 352]. Posee 4 exones y 3 intrones, con 3597
nucleotidos y 3.7 kb de longitud. La localizacion de los intrones es muy similar en todos
ellos, conteniendo una sola unidad de transcripcion. Su proximidad sugiere que los

genes de Apo Cl y Apo CII puedan tener elementos reguladores a los del Apo E.
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El producto inicial del gen Apo E es una proteina de 317 aminoacidos que da
lugar a una proteina madura de 299 aminodcidos, por division de un péptido sefial de 18
aminodcidos. La apolipoproteina resultante es Apo E, una proteina polimorfica de 299

aminoacidos, con un peso molecular de 34145 Da [213].

El gen Apo E es polimérfico y codifica 3 alelos: Apo E2 (frecuencia en la
poblacion del 7-8%), Apo E3 (77-78%) y Apo E4 (14-16%) [42, 353]. Las isoformas
difieren so6lo en la secuencia de aminoacidos de las posiciones 112 y 158. Apo E3 tiene
cisteina en la posicion 112 y arginina en la 158, mientras que Apo E4 tiene arginina, y
Apo E2 cisteina en ambas posiciones [354]. Existen otras variantes, pero es el
polimorfismo con sus 3 alelos, E2, E3 y E4, los mas estudiados. De esos 3 alelos surgen
6 genotipos, 3 homocigotos (2/2, 3/3, 4/4) y 3 heterocigotos (3/2, 3/4, 4/2). El orden de
frecuencia en la poblacion de mas a menos comun es 3/3, 4/3, 3/2, 4/4, 4/2 y 2/2 [336].

En estudios poblacionales se han observado mayores frecuencias de Apo E4 en
el Norte de Europa que en el Sur [355-358], con un gradiente inverso para E2, con
mayores frecuencias en el Sur [358]. La frecuencia de Apo E4 también es mayor en
Pigmeos, aborigenes de Malasia y Australia, papuas, algunos nativos americanos y
lapones [359]. Nigerianos, japoneses y finlandeses tienen relativamente bajas
frecuencias de E2 (3-4%) [356, 360, 361]. Mejicanos e indios americanos también
tienen bajas frecuencias de E2 (2-4%) [362, 363]. En un grupo de 9 tribus de indios de
Sudamérica no se detectd E2 [332, 364].

En diversos estudios epidemioldgicos se ha estimado que los sujetos que portan
1 alelo E4 tienen 3 veces mas probabilidad de presentar EA, y los que portan 2 alelos
E4 tienen 9 veces mas de desarrollar EA que los que no lo poseen E4 [365-367]. Apo

E4 tambien se asocia con el descenso de edad de aparicion de EA [367].

3.2. CONCENTRACIONES PLASMATICAS Y EN LCR.

Apo E, como el resto de apolipoproteinas, estabiliza la superficie de las
lipoproteinas, sirve como cofactor para reacciones enzimaticas y actiia de ligando para
receptores de lipoproteinas. Las tres isoformas de Apo E (E2, E3 y E4) difieren en la

posicion de un aminoacido, como ya se ha expuesto previamente, y este cambio
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condiciona diferencias funcionales entre las isoformas, incluyendo su afinidad por
receptores y subtipos de lipoproteinas [222], su estabilidad y tendencia a formar

plegamientos intermedios [228], variando los niveles de colesterol circulante.

El gen Apo E es el primer gen polimérfico que se ha descrito relacionado
metabolicamente en la variacion interindividual de las lipoproteinas plasmaticas y sus
componentes. Se ha investigado la relacion entre los niveles plasmaticos de colesterol y
triglicéridos, el polimorfismo de Apo E y las concentraciones séricas de Apo E.
También se han investigado los niveles de Apo E en liquido cefalorraquideo. Por una
parte la relacion entre las concentraciones séricas y en LCR. El plasma y el LCR
representan 2 compartimentos distintos separados por la barrera hematoencefalica, y los
niveles plasmaticos de Apo E no son comparables a los de LCR. Por otra parte la
funcion de sintesis de Apo E por el cerebro, que es el segundo o6rgano productor de esta

apolipoproteina.

3.2.1. CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE LIPIDOS SEGUN
GENOTIPO APO E.

Apo E desempefia un importante papel en el transporte de lipidos en la sangre,
donde participa en la distribucion y aclaramiento de triglicéridos, fosfolipidos y
colesterol en suero. Las lipoproteinas que contienen Apo E se unen y se internalizan a
través del proceso de endocitosis mediado por el receptor LDL (rLDL) y la familia del
receptor relacionado con rLDL (LRP). Estos receptores exhiben distintas afinidades
para las tres isoformas de Apo E [336]. Asi, las lipoproteinas asociadas con Apo E4,
como VLDL vy lipoproteinas remanentes ricas en triglicéridos, son retirados mas
rapidamente del plasma que aquellas que contienen Apo E2 o Apo E3. La entrada de
colesterol de esas lipoproteinas induce downregulation de rLDL, y asi una mayor
concentracion de colesterol circulante [336]. Se ha sugerido también que Apo E4
asociada a hiperlipidemia puede ser consecuencia de una deficiente actividad de

lipoproteinlipasa y/o una reducida afinidad en la union a lipoproteina [368].

Los portadores de Apo E2 son menos eficientes en transferir VLDL vy

quilomicrones desde el plasma al higado por sus propiedades de unién. Los portadores
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de los alelos E3 y E4 son mucho mas eficientes en este proceso. Mientras Apo E3 y E4
se unen con aproximadamente la misma alta afinidad a receptores LDL, la uniéon de Apo
E2 es de 50 a 100 veces mas débil [369]. La sustitucion en Apo E2 de arginina por
cisteina en la posicion 158 afecta a la actividad de la union al receptor, por eliminar un
puente salino entre Argl58 y Aspl154, y formar un nuevo puente salino entre Argl50 y
Aspl54. Este nuevo puente altera la conformacion de Argl50 con respecto a los otros
residuos en la regiéon de union de receptor, reduciendo la habilidad de Apo E2 para
interactuar de modo efectivo con el LDL receptor [370]. Asi, comparados con
portadores de los alelos E3 y E4, los portadores de E2 son mas lentos en aclarar los

lipidos plasmaticos de la dieta.

Asi pues, existen diferencias en cuanto a las preferencias de Apo E en union a
las lipoproteinas. Apo E4 se une preferentemente a largas VLDL ricas en triglicéridos y
LDL, mientras que Apo E2 y Apo E3 prefieren pequefias HDL ricas en fosfolipidos
[371].

Los genotipos de Apo E2 y Apo E4 estan asociados con niveles elevados en
plasma de triglicéridos respecto a Apo E3 [357, 372]. Sin embargo, las cifras de
colesterol total y LDL son mas bajas en Apo E2 y mas altas en Apo E4.

Se ha investigado la relacion entre los niveles de colesterol, triglicéridos y el
polimorfismo de Apo E. En uno de esos trabajos se demostro que el 8,3% de la
variacion total de LDL colesterol se justificaba por el gen Apo E [373]. Otros, sin

embargo, apenas encontraron el 1% de la variacion atribuible al gen Apo E [374].
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3.2.2. CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE APO E SEGUN GENOTIPO
APOE.

Las concentraciones plasmaticas de Apo E estdn determinadas en parte por el
genotipo Apo E y varian segun el alelo, de modo que concentraciones de Apo E son
habitualmente mas bajas en los portadores de Apo E4 y més altas en Apo E2 [375-377].
En cambio, las concentraciones plasmaticas de Apo B tienen el patron opuesto, son mas
bajas en sujetos heterocigotos para Apo E2 y madas altas en E4/4 [378]. Las
concentraciones plasmaticas de Apo E también pueden variar segun el perfil lipidico, y

son generalmente mas altas en hipertrigliceridemia que en hipercolesterolemia.

Se ha investigado la relacion entre las concentraciones plasmaticas de Apo E, el
colesterol y el polimorfismo Apo E. En un amplio trabajo realizado en Europa,
ApoEurope, se determind que el polimorfismo de Apo E era s6lo responsable del 2% de
la variacion de los niveles de colesterol en ambos sexos, pero la adiccion de la
concentracion de Apo E permite explicar el 34 y 38% de esta variabilidad en hombres y
mujeres, respectivamente. Los efectos combinados del polimorfismo de Apo E y las
concentraciones de Apo E, podrian asi explicar mejor la variabilidad del colesterol
plasmatico [358]. Este ha sido el primer trabajo en que se han utilizado conjuntamente
el polimorfismo y las concentraciones plasmaticas de Apo E para explicar la

variabilidad interindividual de los niveles de colesterol.

3.2.3. CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE APO E EN EA.

La mayoria de estudios realizados acerca de EA y Apo E se han enfocado al gen
y en menor medida a su proteina. Se conoce la relacién de los genotipos de Apo E con
el riesgo de padecer EA, pero no esté clara la relacion entre EA y las concentraciones
plasmaticas de Apo E. Esté bien establecido que Apo E4 se relaciona con niveles altos
de colesterol total, LDL y apolipoproteina B, con incremento del riesgo de EA, edad
mas temprana de aparicion de EA, incremento del deposito de la placa de amiloide y
niveles elevados de AB-40 en el cerebro de EA [379, 380]. También se conoce que las
concentraciones de Apo E plasmaticas varian segiin el genotipo Apo E, tanto en

personas sanas como en EA, de acuerdo a un gradiente estandar: E2>E3>E4 [381]. Sin
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embargo, permanece en controversia si las concentraciones plasmaticas de Apo E se

relacionan con EA, y si podrian considerarse un marcador de riesgo.

En la poblacion general, los niveles séricos de Apo E son mas altos si son
portadores del alelo E2, y las cifras mas elevadas se corresponden a los homocigotos
para E2 [382]. Los portadores de E4 son los que poseen las concentraciones plasmaticas

mas bajas de Apo E [377].

En los estudios realizados a pacientes con EA, se han encontrado niveles
plasmaticos de Apo E maés altos [383], similares a los controles [384] y mas bajos [385].
En algunos trabajos se han observado niveles elevados en suero de Apo E en EA de
aparicion precoz y tardia, respecto a controles [383]. En otro trabajo mas reciente,
donde se estudiaron casos EA y controles en varios grupos de edad, la presencia del
alelo Apo E4 se asocid con niveles séricos de Apo E mds bajos y en Apo E2 mas altos
[386]. En un amplio estudio prospectivo, el estudio Rotterdam, encontraron que las
diferencias en las concentraciones plasmaticas de Apo E entre pacientes EA y controles
se deben a la distribucion de los genotipos Apo E [387]. El estudio multicéntrico
europeo, ApoEurope, mostraba un claro descenso de los niveles séricos de Apo E en los
casos de EA respecto a los controles, y ademas observd que E4 y las concentraciones
plasmaticas parecian estar independientemente asociadas con el desarrollo de EA,
sugiriendo que la concentracion de Apo E podria representar un adicional factor de
riesgo para la EA complementaria e independiente del alelo E4 [385]. Recientes analisis
del area del promotor del gen Apo E revelaron la presencia de distintos polimorfismos
que afectan a la produccion y secrecion de Apo E in vitro. Asi pues, la asociacion del
alelo Apo E4 y la concentracién plasmatica de Apo E seria el resultado de un
desequilibrio de unidn entre el alelo E4 y el promotor, variando el control celular de la

produccion de Apo E [388].

3.2.4. CONCENTRACIONES DE APO E EN LCR.

El liquido cefalorraquideo (LCR) refleja la composicion del espacio extracelular
del sistema nervioso central, y es una de las mas prometedoras fuentes de

biomarcadores en EA. Sin embargo, las determinaciones en LCR no se realizan de
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rutina en el diagnostico de EA. Ademas, la fisiologia de la barrera hematoencefalica
puede limitar el diagndstico de biomarcadores a moléculas pequefias, lipofilicas o con

transportadores especificos.

La sintesis de Apo E més abundante a nivel extrahepatico se realiza en el
cerebro. Apo E esta presente en el LCR como un componente de HDL1. Realiza un
importante papel en la redistribucion de lipidos para la reparacion de mielina y en la
regulacion de la homeostasis de colesterol a través del rLDL expresado en neuronas y
glia. La informacion acerca de Apo E en el LCR es importante para conocer el
metabolismo de los lipidos en el cerebro y la patologia del sistema nervioso central. Se
ha estudiado la Apo E en LCR de enfermedades como esclerosis multiple o Alzheimer,
como un marcador de la regeneracion progresiva del cerebro. Sin embargo, los estudios
de Apo E realizados en LCR han dado diferentes resultados. La concentracion de Apo E
en el LCR es una décima parte de la plasmatica, por lo que el método para cuantificarlo
requiere gran sensibilidad, pudiendo variar sus resultados segun el manejo de las
muestras y los analisis realizados. También, el caracter hidrofobico de Apo E favorece
la adsorcion a los diferentes tipos de tubos empleados en la recogida de muestras de
LCR, dando niveles falsamente bajos. Estos hechos hacen que su determinacion sea

dificil en LCR, y que en varios trabajos se obtengan distintos resultados.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, se realizd un estudio en que se
cuantificaba Apo E en LCR de pacientes con EA y controles. Se confirmé que Apo E en
LCR es reducido en EA respecto a controles, y en ambos grupos, las cifras mas altas de

Apo E correspondian a los portadores del alelo E4 [389].

3.2.5. OTROS BIOMARCADORES DE EA EN LCR.

Varios grupos han investigado en LCR otros biomarcadores como mediadores
inmunologicos, marcadores inflamatorios, neurotrofinas, metaloproteinasas e

isoprostenos. Estos estudios dieron resultados no concluyentes.

Otros candidatos como biomarcadores en LCR de EA son la proteina tau total (t-

tau), tau hiperfosforilada, f-amiloide 1-42 (AP 1-42) y anticuerpos B-amiloide.

70



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONCENTRACIONES PLASMATICAS Y GENOTIPO APO E EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
Maria Pilar Martinez Heras

ISBN:978-84-692-1532-6/DL:T-362-2009 INTRODUCCION

3.2.5.1. PROTEINA TAU TOTAL (T-TAU)

La t-tau en LCR refleja de forma inespecifica procesos con dano axonal y
degeneracion neuronal. Los niveles de t-tau estan elevados en procesos con rapida y/o
extensa degeneracion neuronal como la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob [390],
isquemia aguda [391], y tras lesion traumadtica cerebral [392]. En cambio, los niveles de
t-tau en LCR estan ligeramente elevados en procesos neurologicos con pérdida neuronal
localmente restringida como demencia alcoholica, enfermedad de Parkinson, paralisis

supranuclear progresiva y degeneracion corticobasal [393, 394].

Dado que t-tau en LCR est4 influida por desordenes neuroldgicos con pérdida o
destruccion neuronal, no sorprende que sea un débil marcador diagnostico de EA en
cuanto a especificidad para distinguirlo de otras demencias. T-tau tiene baja

especificidad en la diferenciacion de EA de otras demencias primarias [395].

3.2.5.2. B-AMILOIDE 1-42 (AB 1-42).

Varios grupos han realizado estudios acerca de la proteina f-amiloide en LCR.
Los hallazgos mas consistentes indican un marcado descenso de AB1-42 en LCR de EA.
Se ha interpretado que esta reducciéon de AB1-42 en LCR encontrada en EA refleja
indirectamente el deposito de amiloide en placas seniles, resultando niveles mas bajos
en LCR de EA [396]. Pero en la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob también se observa
una marcada reduccion de APB1-42, incluso en casos sin placas AP [397]. Usando la
proteina AB1-42 unicamente, segiin diferentes estudios, la sensibilidad varia del 78 al
100% vy la especificidad del 47 al 81% cuando comparamos EA y ancianos como
controles. Por lo tanto, la determinacién de AB1-42 en LCR carece de la especificidad

requerida para diferenciar EA de otras formas de demencia [398].
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3.2.5.3. TAU HIPERFOSFORILADA.

La proteina tau hiperfosforilada (p-tau) en LCR se ha estudiado por distintos
grupos y con diferentes epitopos de la proteina tau (proteina tau hiperfosforilada con
treonina 231, treonina 181, serina 199, serina 396 y serina 404). Los resultados iniciales
han sido prometedores, mostrando que los diferentes epitopos de p-tau pueden
contribuir a mejorar el diagnostico de certeza de EA en comparacion con sanos u otros
tipos de demencia. Comparados con t-tau y AB1-42 en LCR, p-tau es mas especifico y

estd menos influenciado por la edad y el grado de deterioro cognitivo [398].

3.2.5.4. ANTICUERPOS B-AMILOIDE.

Los anticuerpos contra el péptido B-amiloide se han detectado en LCR y sangre
de pacientes con EA, enfermedades neurologicas y controles sanos. Se han encontrado
niveles bajos de anticuerpos en EA comparados con controles sanos emparejados por
edad [399]. Sin embargo, poco se sabe acerca de su funcion, especificidad y papel en los
procesos patologicos. Hay hallazgos que sustentan la idea de que los anticuerpos anti-
B-amiloide pueden interferir con la patogénesis de EA por mas de un mecanismo, y la
administracion de anticuerpos humanos policlonales anti B-amiloide aislados del plasma
es un potencial agente terapéutico para prevenir o retrasar la progresion de la

enfermedad [400].

72



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CONCENTRACIONES PLASMATICAS Y GENOTIPO APO E EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
Maria Pilar Martinez Heras

ISBN:978-84-692-1532-6/DL:T-362-2009

II. OBJETIVOS E HIPOTESIS
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1. HIPOTESIS.

Un factor determinante del desarrollo de la EA es el genotipo de Apo E. La
caracterizacion genética de Apo E determina en un porcentaje importante las
concentraciones plasmaticas de dicha proteina. Por ello, nuestra hipdtesis es que las
concentraciones plasmadticas de Apo E, determinadas en parte por el genotipo Apo E,

pueden condicionar la aparicion de EA y modificar su presentacion clinica.

2. OBJETIVOS.

2.1. OBJETIVO PRINCIPAL.

Estudiar las correlaciones existentes entre las concentraciones plasmaticas de

Apo E y la EA, y sus manifestaciones clinicas.

2.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS.

1. Analizar las variables biologicas y demograficas entre pacientes con EA y un
grupo control.

2. Estudiar el perfil lipidico en pacientes con EA y un grupo control.

3. Evaluar las concentraciones plasmaticas de Apo E en pacientes con EA
versus grupo control.

4. Evaluar las concentraciones plasmaticas de Apo E en relacion a las
manifestaciones clinicas de EA.

5. Evaluar la presencia del alelo Apo E4 en pacientes EA versus controles.

6. Evaluar el efecto de los genotipos Apo E sobre las manifestaciones clinicas
de la EA.

7. Evaluar los efectos del genotipo Apo E sobre las concentraciones

plasmaticas de Apo E.
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Este estudio se desarrolld en cooperacion con el Proyecto ApoEurope, un
estudio multicéntrico coordinado en Nancy (Francia), para el que se seleccionaron
pacientes y controles de nueve areas geograficas de Europa. Los paises participantes
fueron Milan (Italia), Hamburgo (Alemania), Nancy (Francia), Reus (Espafia), Zagreb
(Croacia), Skopje (Macedonia), Belgrado (Yugoslavia), Glasgow (Escocia), y Belfast
(Irlanda del Norte). Se recogieron 489 pacientes con EA y 429 controles ajustados por
edad y sexo, procedentes de las consultas externas y de planta de hospitalizacion. Todos
los sujetos participantes del estudio o sus tutores legales dieron el consentimiento

informado.

1. PACIENTES.

Este es un estudio caso-control, en el que se seleccionaron controles y casos
pertenecientes a los mismos grupos de edad y sexo. El numero de sujetos que se
recogieron inicialmente fueron 100 casos y 100 controles. Se eliminaron 5 casos y 4
controles porque no se dispuso del genotipo Apo E, y otros 2 casos por mostrar
enfermedad cerebrovascular y evidencia de infeccion relevante en el estudio realizado.

El nimero final de sujetos incluidos en el estudio fue de 93 casos y 96 controles.

1.1. GRUPO DE PACIENTES CON EA.

1.1.1. CRITERIOS DE INCLUSION.

Todos los casos estaban diagnosticados clinicamente de probable EA y debian

cumplir los siguientes criterios de inclusion:

® Mini-Examen cognoscitivo con puntuacion igual o menor de 23 [401].

(ANEXO 1)

e DMS-IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Fourth
Edition) [2]. (ANEXO 2)
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e NINCDS-ADRDA  (National Institute of Neurological and
Communicative Disorders and Stroke and the Alzheimer's Disease and

Related Disorders Association) [3]. (ANEXO 3)

e [CD-10 (The International Classification of Diseases and Related Health
Problems, décima edicion) [402] .(ANEXO 4)

® Escala modificada de isquemia con puntuacion menor de 3 [403].

(ANEXO 5)

1.1.2. CRITERIOS DE EXCLUSION.

Los criterios de exclusion para los casos fueron:

e Evidencia de depresion

e Enfermedad de Huntington

e Enfermedad de Pick

e Enfermedad de Parkinson

e Enfermedad de Wilson

e Enfermedad de Creutzfeld-Jacob

e Hidrocefalia a presion normal

e Disfuncion tiroidea

e Sifilis

® Proceso infeccioso agudo en el mes previo a la extraccidon sanguinea

e Enfermedad cerebrovascular basada en la historia clinica y el TAC

cerebral.

e Escala modificada de isquemia mayor o igual a 3 [403].
De los 100 casos recogidos inicialmente, se eliminaron 5 casos porque no se

dispuso del genotipo Apo E, y 2 casos por mostrar enfermedad cerebrovascular y

evidencia de infeccion relevante.
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1.2. GRUPO DE PACIENTES CONTROL.

1.2.1. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION.

Los participantes del grupo control eran sujetos que no cumplian los criterios
para el diagnostico de EA, segin la DSM-IV, NINCDS-ADRDA e ICD-10, y se

correspondian con los grupos de edad y sexo de los casos.

2. MATERIAL.

2.1. VARIABLES ANALIZADAS.

A todos los sujetos del estudio se les realizaron interrogatorio, historia clinica,
exploracion fisica, y extraccion sanguinea. A los casos se les realizo TAC craneal, si no

disponian de estudio de neuroimagen reciente.

En la entrevista se recogieron los datos de edad, fecha de nacimiento, sexo,
procedencia de la seleccion del sujeto (hospitalizacion o Consultas Externas de
Medicina Interna o Cirugia, o control acompafiante), fecha de aparicion de la
enfermedad estimada por la familia, y fecha del diagndstico médico. Tanto en los casos
como en los controles se recogieron los datos correspondientes a comorbilidad,
procesos infecciosos agudos, medicacion actual, autonomia, variaciones en el peso,
nivel educacional, estado civil, estado menopausico, historia de traumatismo craneal
con pérdida de conciencia, habito tabaquico, historia de hipotiroidismo o depresion,

historia familiar de demencia, sindrome de Down o Parkinson.

A todos ellos se les realizé una exploracion fisica y se anotaron los signos y
sintomas neuroldgicos. También se les evalu6 mediante un test de cribado de déficit

cognitivo (MEC).

Se valoraron las imagenes de TAC en los casos para excluir causas secundarias
de demencia, y se anotaron las caracteristicas. Con los datos de la historia clinica, la
exploracion fisica y la neuroimagen, se calculd la escala modificada de isquemia.

Tambien se les realizo a los controles que disponian de TAC craneal.
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A todos los sujetos participantes del estudio se les realizd una extraccion

sanguinea donde se evaluaron los siguientes parametros de laboratorio:

® Acido folico en suero

® Acido f6lico intraeritrocitario

e Vitamina B12 en suero

® Proteina C reactiva (PCR)

e Hormonas tiroideas (T4 y TSH)
e C(Colesterol total

e HDL-Colesterol

e Triglicéridos

e Nivel plasmatico de Apo E

e Genotipo Apo E

2.2. FICHA DE RECOGIDA DE DATOS.

Se realizo la entrevista a casos y controles segun el cuestionario utilizado en el

estudio Apoeurope (ANEXO 6).

2.3. MUESTRAS BIOLOGICAS.

Las muestras sanguineas se tomaron por venopuncion antecubital con los sujetos
en sedestacion y con torniquete menos de 2 minutos. Los sujetos habian hecho ayuno
nocturno durante 10-12 horas. Las extracciones se realizaron entre las 9 y 11 horas a.m.
en las plantas de Hospitalizacion y Consultas Externas de Medicina Interna y Cirugia
del Hospital Sant Joan de Reus, y en las Consultas Externas de Medicina Interna del
Hospital de Mora d’Ebre. La sangre fue recogida en tubos de Vacutainer sin
anticoagulante. Las muestras de sangre se recogieron en tubos de etilendiamina
tetraacetato sodico (EDTA) (2de 10 ml y 1 de 5 ml) y en tubos de suero (1 de 10 ml y 2
de 5 ml). Los tubos fueron dejados a temperatura ambiente (22°C) un maximo de 1

hora, y después centrifugados en una centrifuga refrigerada a 2500 x g durante 15-20
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minutos. Las muestras fueron transportadas a 4° C al laboratorio donde se almacenaron,
después de ser alicuotadas a —80° C en menos de 24 horas después de la venopuncion.
Las muestras se mantuvieron a —80° C en hielo seco hasta su llegada al laboratorio de

Nancy via aérea.

Todas las determinaciones de genotipo Apo E y medidas de concentraciones en
suero de Apo E, colesterol total y triglicéridos fueron realizadas en Nancy (Francia). El
resto de determinaciones analiticas se realizaron en el laboratorio del Hospital Sant Joan

de Reus.

3. METODOS.

3.1. PROCEDENCIA DE LOS PACIENTES.

Los pacientes se reclutaron en los Servicios de Medicina Interna y Cirugia, tanto
hospitalizados como procedentes de Consultas Externas del Hospital Sant Joan de Reus,
asi como de Consultas Externas de Medicina Interna del Hospital de Mora d’Ebre.
Varios controles fueron los acompafiantes de los casos. La seleccion de casos y

controles se realizo entre 1997 y 1998.

3.2. FUENTES DE INFORMACION.

A todos los sujetos del estudio se les realiz6 una entrevista. En el interrogatorio
respondieron los sujetos a estudio, salvo aquellos pacientes Alzheimer o controles que
por su estado no fuera posible, siendo en esta circunstancia la persona que les
acompafiaba quienes lo hicieron. Este hecho se hizo constar y se anotd la relacion del
informante con el paciente (pareja, hijo, hermano, otra relacion familiar, amigo o

profesional).
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3.3. DETERMINACIONES DE LABORATORIO.

3.3.1. DETERMINACION DE CONCENTRACIONES SERICAS DE APO E.

Las concentraciones séricas de Apo E fueron determinadas en muestras de suero
por inmunoturbidimetria usando un kit de Daiichi, Tokyo, Japan (Apo E Auto. N
‘Daiichi’, cat. nimero 241918), de acuerdo con las recomendaciones del fabricante
[404]. Las curvas de calibracion fueron obtenidas por dilucion en serie de un suero
estandar (Daiichi High Level Standard, referencia 125799, Tokyo, Japan, target value:
105 mg/l). El limite de deteccion del método fue 5,0 mg/l con un limite superior de 100
mg/l. Los sueros fueron analizados sin pretratamiento y diluidos en agua destilada
cuando la concentracion de Apo E excedia de 100 mg/l. Los sueros de control fueron
incluidos en cada serie de medidas. La imprecision de las series de medidas de Apo E
fue testada en 3 sueros frescos diferentes. Variaban de 1,7 a 3,4% para valores medios
que se sittian entre 80,2 y 35,3 mg/l. La reproducibilidad fue estimada del 3,4-5,5%
usando 2 pools de suero que se mantenian congelados a —20° C. Para el suero control
Daiichi disponible comercialmente (mantenido a 4° C), la reproducibilidad fue de 4,2%

(1 mes) y 7,0% (12 meses).

3.3.2. DETERMINACION DE RESTO DE PARAMETROS.

Las determinaciones de colesterol total y triglicéridos se realizaron usando
métodos enzimaticos estandarizados (Merck, Darmstadt, Germany) en analizador
automatizado AU5021 (Olimpus, Tokyo, Japan). El HDL-colesterol se determin6 en el
sobrenadante tras precipitar las lipoproteinas que contienen Apo B con fosfowolframato

de magnesio.

El acido folico sérico, acido folico intraeritrocitario, vitamina B12, T4 y TSH se

determinaron por inmunoensayo. La PCR se realiz6 por turbidimetria.

Los valores de referencia del laboratorio fueron las siguientes:

® Acido f6lico en suero: 2-20 ng/ml

® Acido folico intraeritrocitario:199-867 ng/ml
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e Vitamina B12 en suero: 180-914 ng/l
® Proteina C reactiva (PCR): 0-10 mg/1
e T4:7,5-21,1 pmol/l

e TSH: 0,34-5,6 mU/1

e (olesterol total: 3,7-6,5 mmol/l

e HDL: 0,7-2,3 mmol/l

e Triglicéridos: 0,5-1,5 mmol/l

3.4. ESTUDIO GENETICO.

La extraccion del DNA gendmico a partir de células nucleadas fue realizada por
el procedimiento de precipitacion por sales y almacenado a —80° C hasta el analisis, de
acuerdo al método de Miller et al. [405] después de la validacion del procedimiento y
estabilidad del DNA. La determinacion del genotipo de Apo E se realizd segin la
técnica descrita por Hixson y Vernier [406]. El procedimiento consiste en la
amplificacion por PCR (reaccidon en cadena de la polimerasa) de la secuencia del gen de
Apo E del exon 4 en la que se encuentran los polimorfismos que dan lugar a las
isoformas comunes de Apo E y el andlisis de los patrones de restriccion generados por
Hha I, que se asocian de forma inequivoca a los distintos genotipos posibles. El
producto de PCR se comprobo mediante electroforesis y visualizacion en gel de
poliacrialamida en tampén TAE con EtBr (ethidium bromide). Posteriormente, 30 pL. de
producto de PCR purificado por extraccion con cloroformo-alcohol isoamilico se
digirieron en las condiciones recomendadas por el fabricante a 37° C con 10 U de Hha I
durante 3 horas, y los fragmentos generados se separaron y visualizaron mediante

electroforesis en gel de poliacrialamida al 8% y tincion con EtBr.
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3.5. ANALISIS ESTADISTICO.

3.5.1. ESTADISTICA DESCRIPTIVA

La distribucion de las variables cuantitativas se ha estudiado analizando las
medias de posicion y dispersion mas relevantes: media, mediana, desviacion estandar y
rango, comprobando posteriormente la normalidad o no de las mismas mediante la
determinacion de la Kurtosis y/o el test de Kolmogorow-Smirnoff. Para las variables

cualitativas se calcularon las distribuciones de frecuencia.

3.5.2. RELACION ENTRE VARIABLES

Para analizar la existencia o no de asociaciones entre las variables
consideradas en el presente estudio, se realizaron diversas pruebas estadisticas que
exponemos a continuacion, exigiéndose en todos los casos para considerar un resultado
como estadisticamente significativo la obtencion de una “p” < 0,05, si bien, para
facilitar la comprension del grado de las asociaciones preferimos aportar el valor de

e

todas las “p” obtenidas.

3.5.2.1. ANALISIS BIVARIANTE

La evaluacion de posibles relaciones entre variables cualitativas se ha
realizado mediante la prueba estadistica del Chi Cuadrado en todos los casos, aplicando

cuando fue necesario la correccion de continuidad de Yates y prueba exacta de Fisher.

En el caso de estudiar asociaciones entre una variable cualitativa y otra
cuantitativa se ha utilizado la prueba “t de Student- Fisher” para 2 muestras
independientes (aplicando la aproximaciéon de Wech cuando no existia igualdad de
varianzas determinada por el test de Levine) y el Andlisis de la varianza (ANOVA en
una direccion) cuando la variable cualitativa tenia 3 o mas valores. Si las variables
cuantitativas no cumplian criterios de normalidad o de homogeneidad de varianzas, o el
nimero de casos analizados era menor de 20, se recurrid a las pruebas no paramétricas

de Mann-Whitney” o la de Kruskal-Wallis, respectivamente.
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Finalmente, la busqueda de relacion estadistica entre dos variables cuantitativas
se realiz6 mediante el coeficiente de correlacion “r” de Spearman y en el caso de que
alguna de estas variables fuera ordinal, tuviera una distribucion no normal o existiera un

numero de casos inferior a 20, se utilizé la “rho” de Spearman

3.5.2.2. ANALISIS MULTIVARIANTE

Para analizar simultineamente mas de dos variables y estudiar asi la
presencia o no de factores de confusion y desarrollar modelos predictores, en el presente

trabajo hemos utilizado 3 tipos de estadisticas multivariantes:

o ANOVA en dos direcciones, asociando dos variables cualitativas con una

cuantitativa.

o REGRESION MULTIPLE, para analizar el grado de relacién entre un
grupo de variables independientes iniciales y una variable dependiente final cuantitativa
(en nuestro caso, concentraciones plasmaticas de Apo E en un caso y edad de inicio de
la EA en otro). Se realizd “por pasos hacia delante”, determinando la significacion del
modelo y de las variables incluidas con la “prueba de la razon de verosimilitud”.

o REGRESION LOGISTICA, para analizar el grado de relacion entre un
grupo de variables independientes iniciales y una variable dependiente final binaria
(presentar o no EA y presencia o no de EA precoz). Se realizd “por pasos hacia
delante”, determinando la significacion del modelo y de las variables incluidas con la

“prueba de la razén de verosimilitud”.

3.5.3. PROGRAMA ESTADISTICO

Todos los resultados del presente trabajo se han obtenido utilizando el programa

estadistico SPSS version 15.0.
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3.6. ANEXOS

PACIENTES, MATERIAL Y METODOS

ANEXO 1. Mini- Examen cognoscitivo.

Orientacion
[ ]
[ ]
Registro
[ ]

(Cual es actualmente el (afio) (estacion) (dia del mes) (dia de la
semana) (mes)? Puntuacion maxima 5.
[Donde estamos?: (pais) (region) (cuidad) (hospital) (piso).

Puntuacion maxima 5.

Repita estas tres palabras: peseta, caballo, manzana (1 segundo
para pronunciar cada uno). Pedir luego al paciente que repita los
tres (1 punto por cada respuesta correcta). Repetirlos hasta que
aprenda los tres, anotar los intentos necesarios para conseguirlo.

Puntuacidon maxima 3.

Atencion y concentracion

Memoria

Pedir al paciente que cuente de 3 en 3 desde 30 hacia atras. Si ta
tienes 30 pesetas y me das 3, ;Cuantas te quedan? ;y cuantas
después de darme otras 3? Detenerse al cabo de 5 respuestas. Un

punto por cada respuesta valida. Puntuaciéon méaxima 5.

Repita los nameros 5-9-2 varias veces hasta que los memorice.

Ahora hacia atras. Puntuacion maxima 3.

Preguntar qué palabras eran las que antes se hicieron repetir. Dar

un punto por cada respuesta correcta. Puntuacion maxima 3.
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Lenguaje

e Pedir al paciente que nombre dos objetos que se le presenten.
Puntuaciéon maxima 2.

e Pedir al paciente que repita lo siguiente: “ni si, ni no, ni pero”.
Puntuaciéon maxima 1.

e Una manzana y una pera son frutas ;verdad?, ;qué son el rojo y
el verde? ;qué son un perro y un gato? Puntuacion maxima 2.

e Cumplir la siguiente orden verbal: “coja el papel con su mano
derecha (1 punto si lo hace), doblelo por la mitad (1 punto) y
déjelo en el suelo” (1 punto). Puntuacién méxima 3.

® Leer y cumplir la siguiente orden escrita: “cierre los 0jos”.
Puntuaciéon maxima 1.

e Pedir al paciente que escriba una frase (la frase debe tener un

sujeto y un predicado). Puntuacion maxima 1.

e Pedir al paciente que copie un dibujo. Puntuaciéon méaxima 1.

ANEXO 2. Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Fourth
Edition. DSM-IV de la American Psychriatric Association. Criterios para el diagnostico

de Demencia tipo Alzheimer.

A. La presencia de los multiples déficits cognoscitivos se manifiestan por:

1. Deterioro de la memoria (deterioro de la capacidad para aprender nueva

informacion o recordar informacion aprendida previamente).
2. Una (o mas) de las siguientes alteraciones cognoscitivas:

(a) afasia (alteracion del lenguaje).

(b) apraxia (deterioro de la capacidad para llevar a cabo actividades
motoras, a pesar de que la funcidon motora esta intacta).

(c) agnosia (fallo en el reconocimiento o identificacion de objetos, a

pesar de que la funcidn sensorial esta intacta).
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(d) alteracion de la ejecucion (p. ej., planificacion, organizacion,

secuenciacion y abstraccion).

B. Los déficits cognoscitivos en cada uno de los criterios Al y A2 provocan un
deterioro significativo de la actividad laboral o social y representan una merma
importante del nivel previo de actividad.

C. El curso se caracteriza por un inicio gradual y un deterioro cognoscitivo continuo.

D. Los déficits cognoscitivos de los Criterios Al y A2 no se deben a ninguno de los

siguientes factores:

1. Otras enfermedades del sistema nervioso central que provocan déficit de
memoria y cognoscitivos (p. €j., enfermedad cerebrovascular, enfermedad de
Parkinson, corea de Huntington, hematoma subdural, hidrocefalia normotensiva,
tumor cerebral).

2. Enfermedades sistémicas que pueden provocar demencia (p. ej.,
hipotiroidismo, deficiencia de dacido f6lico, vitamina B2 y niacina,
hipercalcemia, neurosifilis, infeccion por VIH).

3. Enfermedades inducidas por sustancias.

E. Los déficits no aparecen exclusivamente en el transcurso de un delirium.
F. La alteracion no se explica mejor por la presencia de otro trastorno del Eje I (p. ¢j.,

trastorno depresivo mayor, esquizofrenia).

Demencia tipo Alzheimer, de inicio temprano:

Su inicio es a los 65 afios o antes.

Con delirium: si el delirium se sobreanade a la demencia.

Con ideas delirantes: si las ideas delirantes son el sintoma predominante.

Con estado de animo depresivo: si el estado de animo depresivo es predominante
(incluyendo los cuadros clinicos que cumplen todos los criterios para un episodio
depresivo mayor). No debe realizarse el diagndstico por separado de trastorno del
estado de 4nimo debido a enfermedad médica.

No complicado: si ninguno de los sintomas antes mencionados predomina en el cuadro

clinico actual.

Demencia tipo Alzheimer, de inicio tardio:

Su inicio es después de los 65 anos.
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Con delirium: si el delirium se sobreafiade a la demencia.

Con ideas delirantes: si las ideas delirantes son el sintoma predominante.

Con estado de animo depresivo: si el estado de animo depresivo es predominante
(incluyendo los cuadros clinicos que cumplen todos los criterios para un episodio
depresivo mayor). No debe realizarse el diagndstico por separado de trastorno del
estado de 4nimo debido a enfermedad médica.

No complicado: si ninguno de los antes mencionados predomina en el cuadro clinico
actual.

Especificar si: Con trastorno de comportamiento.

ANEXO 3. Criterios para el diagnodstico clinico de la enfermedad de Alzheimer.
NINCDS-ADRDA (National Institute of Neurological and Communicative Disorders

and Stroke and the Alzheimer's Disease and Related Disorders Association)

I. Los criterios para el diagndstico clinico de PROBABLE enfermedad de

Alzheimer incluye:

® Demencia diagnosticada mediante examen clinico y documentada por el
Mini-Mental Test, Blessed Dementia Scale, o algiin examen similar, y

confirmado por un test neuropsicoldgico.
e Déficits en dos 0 mas areas cognitivas.
o Empeoramiento progresivo de la memoria y otras funciones cognitivas.
® No alteracion del nivel de conciencia.

® Aparicion entre los 40 y 90 afios, con mayor frecuencia después de los

65.

® Ausencia de alteraciones sistémicas u otra enfermedad cerebral que por
ellas mismas podrian justificar los déficits progresivos de memoria y
cognitivos.

II. El diagnoéstico de PROBABLE enfermedad de Alzheimer es sostenido por:

e Deterioro progresivo de funciones especificas cognitivas como lenguaje

(afasia), habilidades motrices (apraxia), y percepcion (agnosia).

® Deterioro en la realizacion de actividades de la vida diaria y alteracion de

los patrones de comportamiento.
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e Historia familiar de trastornos similares, particularmente si se confirma

neuropatoldgicamente.

e Resultados de laboratorio de: liquido cefalorraquideo normal evaluado
por técnicas estandar, patrébn normal o cambios no especificos en EEG,
tales como incremento de actividad de ondas lentas, y evidencia de
atrofia cerebral en TAC con progresion documentada por observacion
seriada.

III. Otras caracteristicas clinicas consistentes con el diagnostico de PROBABLE
enfermedad de Alzheimer, después de la exclusion de otras causas de demencia

que incluyen:
® Mesetas en la progresion de la enfermedad.

e Sintomas asociados de depresion, insomnio, incontinencia, ideas
delirantes, ilusiones, alucinaciones, accesos emocionales, fisicos o

verbales, alteraciones de la conducta sexual y pérdida de peso.

e Otras anormalidades en algunos pacientes, especialmente con
enfermedad mas avanzada e incluyendo signos motores como incremento
del tono muscular, mioclonias o alteracion de la marcha.

IV. Caracteristicas que hacen el diagnéstico de PROBABLE enfermedad de

Alzheimer en incierta o improbable, incluyen:
® Aparicion subita.
e Manifestaciones neurologicas focales como hemiparesia, alteracion de la

sensibilidad, déficits de campos visuales, incoordinacion temprana en el

curso de la enfermedad.

® Convulsiones o alteracion de la marcha al inicio o en fases muy
tempranas de la enfermedad.

V. Diagnéstico clinico de POSIBLE enfermedad de Alzheimer:

® Puede ser realizado con las bases de sindrome de demencia, en ausencia
de otro desorden neurologico, psiquidtrico o sistémico suficiente para
causar demencia, pero con una instauracion, manifestaciones o patron
evolutivo que difieren de lo expuesto para el diagnostico de enfermedad

de Alzheimer probable.
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® Puede ser realizado en presencia de un segundo desorden sistémico o
cerebral suficiente para producir demencia, pero que no sea considerado

por el clinico ser la causa de demencia.

® Podria ser usado en estudios de investigacion cuando se produce
deterioro gradual e intenso de una tUnica funcidén cognitiva, en ausencia
de otra causa identificable.

VI. Ceriterios de diagnostico de DEFINITIVA enfermedad de Alzheimer son:
e El criterio clinico de enfermedad de Alzheimer probable, y

e Evidencia histopatoldgica obtenida por biopsia o autopsia.
VII. Clasificaciéon de enfermedad de Alzheimer con propositos de investigacion
deberia especificar las caracteristicas que pueden diferenciar subtipos de la

enfermedad, tales como:
e Antecedente familiar
® Aparicion antes de los 65 afios
® Presencia de trisomia 21

o (oexistencia de otras condiciones relevantes como enfermedad de

Parkinson.

ANEXO 4. ICD-10 (The International Classification of Diseases and Related Health

Problems, décima edicion).

1.  Deterioro de la memoria.
° Alteracion en la capacidad de registrar, almacenar y evocar informacion.

L Pérdida de contenidos mnésicos relativos a la familia o al pasado.

2. Deterioro del pensamiento y del razonamiento.
e  Reduccion del flujo de ideas.

®  Deterioro en el proceso para almacenar informacion:
- dificultad para prestar atencion a mas de un estimulo a la vez
- dificultad para cambiar el foco de atencion
3. Interferencia en la actividad cotidiana.

4.  Nivel de conciencia normal, sin excluir la posibilidad de alteraciones episodicas.
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5. Las deficiencias se hayan presentes durante al menos 6 meses.

ANEXO 5. Escala modificada de isquemia.

Aparicion abrupta de la enfermedad
Historia de episodios recurrentes
Signos neurologicos focales

Sintomas neurologicos focales

Unica laguna de baja densidad en TAC

Multiples lagunas de baja densidad en TAC

ANEXO 6. ESTUDIO APOEUROPE

1. Coédigo de estudio Alzheimer. (3)

2. Centro: codigo de cada centro colaborador:

01 = Irlanda del Norte

02 = Francia

03 = Espafia

04 = Italia

05 = Norte de Alemania

06 = Gran Bretafia

07 = suiza

08 = Alemania central

09 = Croacia
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Puntuacion:

(2=presente, 0=ausente)
(1=presente, 0=ausente)
(2=presente, O=ausente)
(2=presente, 0=ausente)
(2=presente, O=ausente)

(3=presente, 0=ausente)
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3. Numero de serie de cada sujeto.
4. casos:
1 = caso
2 = control
5. Nombre del entrevistador.
6. Fecha de la entrevista ( dia, mes, afno)
7. Revision (en caso afirmativo, nombre del revisor)
1=si
2 =no
8. Fecha de revision (dia, mes, afio)

9. Procedencia de informacion:

1 = sujeto

2 = proximo a él.

3 = desconocido

10. Relacion del sujeto con el informador:

1 = pareja

2 = hijo

3 = hermano

4 = otra relacion familiar

5 =no familiar: amigo

6 = no familiar: profesional

9 = desconocido
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11. Edad del sujeto.
12. Fecha de nacimiento (dia, mes, afio).

13. Sexo:

1 = hombre

2 = mujer

14. Seleccion del sujeto:

1 = planta medicina interna

2 = planta cirugia

3 = consultas externas medicina interna

4 = consultas externas cirugia

5 = acompaifiante (solo control)

15. Fecha de aparicion de enfermedad estimada por la familia (mes, afio).
16. fecha de aparicion de enfermedad por diagndstico médico (mes, afio).
17. Puntuacion test MEC (caso y control)

18. Fecha de MEC (caso y control)

Para los items 19 a 37:

1=si

2 =10

3 = insuficientes datos

19. Disrupcion social

20. Pérdida de memoria

21. Cambios en la habilidad de abstraccion
22. Errores de juicio

23. Afasia

96



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CONCENTRACIONES PLASMATICAS Y GENOTIPO APO E EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
Maria Pilar Martinez Heras

ISBN:978-84-692-1532-6/DL:T-362-2009

24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.

PACIENTES, MATERIAL Y METODOS

Apraxia

Agnosia

Alteraciones de la personalidad

Ausencia de perdida de conciencia
Ausencia de deteccion de factor organico
Evidencia de factor organico después del diagnostico diferencial
Evidencia de Huntington

Evidencia de Pick

videncia de parkinson

Evidencia de Wilson

Evidencia de Creutzfeld-Jacobs

Evidencia de hidrocefalia a presion normal
Evidencia de disfuncion tiroidea
Evidencia de sifilis

TAC:

1 = normal

2 = baja atenuacion periventricular

3 = atrofia central

4 = infarto lacunar

5 = atrofia cortical

6 = infarto cortical

7 = otra anormalidad

9 = no realizado

39. Puntuacion isquemia. Aparicion abrupta enfermedad:

2 = presente

0 = ausente
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40. Puntuacién isquemia. Historia de ictus recurrente:

1 = presente

0 = ausente

41. Puntuacion isquemia. Signos neurologicos focales:

2 = presente

0 = ausente

42. Puntuacién isquemia. Sintomas neurologicos focales:

2 = presente

0 = ausente

43. Puntuacion isquemia. Lagunas Unicas de baja densidad:

2 = presente

0 = ausente

44. Puntuacion isquemia. Lagunas multiples de baja densidad:

3 = presente

0 = ausente

45. Puntuacién isquemia. Puntuacion total.

46. Meses desde la aparicion de la enfermedad (informacion familiar):

999 = desconocido

47. Meses desde el diagndstico:

999 = desconocido

Para los items 48 a 66:
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2=no

9 = insuficientes datos

48. Proceso infeccioso agudo en las 4 ultimas semanas antes de la muestra de sangre
49. Cancer.

50. Enfermedad cerebrovascular.

51. Enfermedad cardiovascular.

52. Enfermedad coronaria.

53. Tratamiento con tacrina.

54. Tratamiento con hipolipemiantes.

55. Tratamiento con antiinflamatorios no esteroideos.
56. Estrogenos.

57. Otra medicacion. (Si afirmativo poner nombre)
58. Otra medicacion. (Si afirmativo poner nombre)
59. Otra medicacion. (Si afirmativo poner nombre)
60. Otra medicacion. (Si afirmativo poner nombre)
61. Otra medicacion. (Si afirmativo poner nombre)
62. Otra medicacion. (Si afirmativo poner nombre)
63. Otra medicacion. (Si afirmativo poner nombre)
64. Otra medicacion. (Si afirmativo poner nombre)

65. Sujeto institucionalizado.

9 = dato insuficiente

66. Nivel autonomia:

1 = encamado

2 = requiere ayuda
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3 = autbnomo
9 = desconocido
67. Altura en centimetros.
999= dato insuficiente
68. Fuente de informacion de la altura
1 = sujeto
2 = archivo médico
3 = parientes
69. Peso corporal en kilogramos con decimales.
999= dato insuficiente
70. Peso durante el ultimo afio:
1 = estable
2 = incremento
3 =pérdida
9 = desconocido
71. Nivel mas alto de educacion que ha completado:
1 = universitario
2 = intermedio entre nivel secundario y universitario
3 = secundaria

4 = primaria 0 menos
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9 = dato desconocido

72. Estado civil

1 = soltero

2 = casado o cohabitando

3 = separado o divorciado

4 = viudo

5 = otro

9 = dato desconocido

73. Permanencia de periodos menstruales:

1 = si, habitualmente

2 = si, pero irregular

3=no

8 = no relevante

9 = dato desconocido

74. Edad de menopausia

&8 = no relevante

99 = dato desconocido

75. Tratamiento hormonal sustitutivo:

1=si

2 =no
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9 = dato insuficiente

76. Duracion de tratamiento hormonal sustitutivo
888 si la pregunta 75 es 2.
999 = dato insuficiente

77. Traumatismo craneoenceféalico severo con pérdida de conciencia.

9 = dato insuficiente

78. Fumador actual:
1 = si, regularmente
2=no
3 = ocasionalmente
4 = dato insuficiente

79. Numero de cigarrillos que fuma al dia: (anotar cifra)
888 si la pregunta 78 es 2.
999 = dato insuficiente

80. Dias a la semana que fuma cigarrillos:
1 =un dia a la semana o menos
2 =2 04 dias a la semana

3 = casi cada dia
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4 = cada dia

8 = si pregunta 78 es 2

9 = dato insuficiente

81. Fumador en el pasado:

1 = si, regularmente en el pasado pero no ahora

2 =no, nunca

3 = si, ocasionalmente en el pasado, pero no ahora

8 = si y todavia regular u ocasionalmente

9 = dato insuficiente

82. Afio de abandono del tabaco: (anotar el afio)

8888 = fumador regularmente u ocasionalmente ahora, o nunca fumo.

9999 = dato insuficiente

83. Si en los ultimos 12 meses:

1 = hace menos de un mes

2 =entre 1 y 6 meses

3 =entre 6 y 12 meses

8 = no en los ultimos 12 meses, o fumador regular u ocasional ahora, o

nunca fumé

9 = dato insuficiente

84. Numero maximo de cigarrillos que fumaba al dia:

888 = si pregunta 8les 2
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999 = dato insuficiente
85. Edad al abandonar el tabaco:
888 = si pregunta 8les 2
999 = dato insuficiente
86. (Ha fumado alguna vez cigarros o cigarrillos?
1 = si, regularmente ahora
2 =no
3 = ocasionalmente ahora
4 = antes, pero no ahora
9 = dato insuficiente
87. Numero de cigarros o cigarrillos que fuma a la semana
888 = si pregunta 86 es 2 0 4
999 = dato insuficiente
88. ¢ha fumado en pipa?
1 = si, regularmente ahora
2 =no
3 = ocasionalmente
4 = antes, pero no ahora
9 = dato insuficiente

89. Antecedente personal de hipotiroidismo
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9 = dato insuficiente
90. Antecedente personal de depresion
1=si
2=n0
9 = dato insuficiente

91. Historia familiar de demencia

9 = dato insuficiente
92. Historia familiar de sindrome de Down
1=si
2=no0
9 = dato insuficiente

93. Historia familiar de Parkinson

9 = dato insuficiente

94. Nivel de folato sérico (mmol/l)

105



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONCENTRACIONES PLASMATICAS Y GENOTIPO APO E EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
Maria Pilar Martinez Heras

ISBN:978-84-692-1532-6/DL:T-362-2009 PACIENTES, MATERIAL Y METODOS

8888 = folato sérico medido en ng/ml

9999 = valor perdido

95. Nivel de folato sérico (ng/ml)

8888 = folato sérico medido en mmol/l

9999 = valor perdido

96. Nivel de folato sérico comparado con la referencia local de laboratorio

1 = normal
2 =bajo
3 =alto

9 = desconocido

97. Fecha de analisis de folato sérico (dia, mes, afio)

98. Nivel de folato eritrocitario (mmol/I)

8888 = folato eritrocitario medido en ng/ml

9999 = valor perdido

99. Nivel de folato eritrocitario (ng/ml)

8888 = folato eritrocitario medido en mmol/l

9999 = valor perdido

100. Nivel de folato eritrocitario comparado con la referencia local de laboratorio

1 = normal
2 =bajo
3 =alto
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104.

105.
106.

107.
108.

109.
110.
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9 = desconocido

Fecha de analisis de folato eritrocitario (dia, mes, afio)

Nivel de vitamina B12 (pmol/l)

8888 = vitamina B12 medida en pg/ml

9999 = valor perdido

Nivel de vitamina B12 (pg/ml)

8888 = vitamina B12 medida en pmol/l

9999 = valor perdido

Nivel de vitamina B12 comparado con la referencia local de laboratorio

1 = normal
2 =bajo
3 =alto

9 = desconocido

Fecha de andlisis de vitamina B12 (dia, mes, afo)

TSH (nmol/l)

999 = valor perdido

Fecha de analisis de TSH (dia, mes, afio)

T4 (mmol/l)

999 = valor perdido

Fecha de anélisis de T4 (dia, mes, afio)

Nivel de PCR

999 = valor perdido
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111. Fecha de analisis de PCR (dia, mes, afio)

112. Colesterol sérico total (mmol/l)

888 = colesterol sérico medido en mg/dl

999 = valor perdido

113. Colesterol sérico total (mg/dl)

888 = colesterol sérico medido en mmol/l

999 = valor perdido

114. Fecha de analisis de colesterol sérico total (dia, mes, afo)

115. HDL colesterol (mmol/l)

888 = HDL colesterol medido en mg/dl

999 = valor perdido

116. HDL colesterol (mg/dl)

888 = HDL colesterol medido en mmol/l

999 = valor perdido

117. Fecha analisis de HDL colesterol (dia, mes, afo)

118. Triglicéridos (mmol/l)

8888 = triglicéridos medidos en mg/dl

9999 = valor perdido

119. Triglicéridos (mg/dl)

8888 = triglicéridos medidos en mmol/l

9999 = valor perdido

108



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONCENTRACIONES PLASMATICAS Y GENOTIPO APO E EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
Maria Pilar Martinez Heras

ISBN:978-84-692-1532-6/DL:T-362-2009 PACIENTES, MATERIAL Y METODOS

120. Fecha de analisis de triglicéridos (dia, mes, afio)

121. Concentracion de Apo E (mg/l)

999 = valor perdido

122. Fecha de andlisis de la concentracion de Apo E (dia, mes, afio)

123. Polimorfismo Apo E, genotipo.

E2E2 =22
E2E3 =23
E3E3 =33
E3E4 =34
E4E4 = 44
E2E4 =24

88 = polimorfismo Apo E determinado por fenotipo

99 = valor desconocido
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RESULTADOS

1 CARACTERISTICAS GENERALES DE NUESTROS PACIENTES
1.1 DISTRIBUCION EDAD-SEXO.

El grupo de sujetos incluidos en este estudio estd formado por 189 sujetos, 93
casos y 96 controles (49,2% casos y 50,8% controles). De los 93 casos seleccionados,
42 eran hombres (45,2%). La media de edad fue de 74,59 afos (+ 7,43 DE), de los
cuales el 10,7% eran menores de 65 afos, y el rango fue de 54 a 90 afios. De los 96
controles, 45 eran hombres (46,8%). La media de edad fue de 70,02 (+ 9,38 DE), y el
22,9% eran menores de 65 anos. El rango fue de 42 a 89 afios. La media de edad de los
casos fue mayor que en los controles en 4,57 afos. La distribucion por edad y sexo, asi

como las caracteristicas generales de la muestra se muestran en tabla 1.

Tabla 1. Muestra de las caracteristicas demograficas de la poblacion.

CASOS (%) | CONTROLES (%) P
(N=93) (N=96)
Sexo (Hombres, %) 42 (45,2%) 45 (46,8%) 0,81
Edad (aiios) 74,59 (7,43) 70,02 (9,38)
<65 aiios (%) 10 (10,7%) 22 (22,9%) < 0,001
Rango 54-90 42-89
Seleccion
CCEE MI 77 (82,8%) 5(5,2%)
CCEE cirugia 2 (2,1%) 2 (2,1%)
Hospitalizacién MI 7 (7,5%) 37 (38,5%) < 0,001
Hospitalizacién cirugia 7 (7,5%) 4 (4,2%)
Acompaiiante 0 48 (50%)
Informacién
Paciente 5(5,4%) 88 (91,7%) <0.001
Proximo a paciente 88 (94,6%) 8 (8,3%) ’
Informacion del paciente
proviene de: 0
Pareja 40 (43,0%)
Otro familiar 38 (40,9%) 4 (4,2%)
. 0 < 0,001
Amigo 2 (2,1%) 4(4.2%)
Relacion profesional 8 (8,6%) ’

Los datos expresados como media (desviacion estandar) fueron comparados por ANOVA.
En los datos expresados en % se realizo el y2 de Pearson con la correccion de Yates.

El porcentaje de hombres y mujeres en casos y controles no presentaba
diferencias significativas (p 0,813). Del total de participantes, el grupo de edad de 71-80
afios fue el més prevalente tanto en hombres como mujeres, con el 45% de los sujetos

del estudio. El 2° grupo con mayor niimero de participantes fue el de 61-70 con el 27%.
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Figura 1. Distribucién por edad y sexo de la muestra total de los sujetos del estudio.

N° de casos Sexo
50~ B Hombre
] Mujer

40
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40-50 51-60 61-70 71-80 81-90
grupoedad

Considerando los grupos de edad en casos y controles, en ambos el grupo con
mayor numero de sujetos fue el de 71-80 afos, con el 51,6% de los casos y el 38,5% de
los controles. Observando la distribucion de la edad en lustros se aprecia un incremento

progresivo de casos desde los 60 a 79 afios, con descenso posterior en la tltima década.

Figura 2. Distribuciéon de edad por lustros en casos y controles.
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Edad

La edad de aparicion de la EA a los 65 afos o menores de esta edad se conoce
como enfermedad de Alzheimer precoz. En nuestra muestra, el 29% de los pacientes
presentd EA precoz, y el 51,9% de ellos son hombres. No se han encontrado diferencias

significativas entre EA precoz y sexo.
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Tabla 2. Distribucion por sexos en Alzheimer precoz.

Alzheimer precoz
No Si p
(n) ()

Sexo:

Hombre | 27 (41,5%) | 14 (51,9%) | 0,499
Mujer | 38 (58,5%) | 13 (48,1%)

Prueba exacta de Fisher

1.2. PROCEDENCIA DE LOS PACIENTES Y FUENTES DE INFORMACION

La seleccion de los sujetos se realizd en consultas externas de Medicina Interna
o Cirugia, hospitalizacion de Medicina Interna o Cirugia o de los propios acompafiantes
del sujeto participante. La procedencia de los casos con enfermedad de Alzheimer (EA)
fue principalmente de consultas externas de Medicina Interna (82,8%). Respecto a los
controles, el 50% eran acompafiantes de los casos y el 38,5% eran sujetos hospitalizados

en la planta de Medicina Interna. Los datos se muestran en tabla 1.

En las entrevistas realizadas a todos los participantes, la informacion se obtuvo
del propio sujeto en el 5,4% de los casos y en el 91,7% de los controles. De los casos
que no pudieron responder al cuestionario, la informacion se recogio en el 43% de la
pareja, el 40,9% de otros familiares (hijo, hermano u otra relacién familiar) y en el 8,6%
de personas con relacion profesional con los pacientes. En cuanto a los controles, la
informacion se consigui6 de familiares en el 4,2%, y en el mismo porcentaje de
personas con relacion profesional, el 91,7% restante respondid el propio sujeto.

Graficamente se puede ver en la siguiente figura.
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Figura 3. Fuente de informacion (distintas del sujeto) en casos y controles.
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1.3. ESTADO CIVIL, SITUACION DE DEPENDENCIA Y VARIACION DEL
PESO.

En la entrevista realizada se recogieron los datos de estado civil, autonomia e
institucionalizacidn, asi como la variacion de peso en el ultimo afo. Los resultados de

dicha encuesta quedan resumidos en la siguiente tabla:

Tabla 3. Estado civil, dependencia y variacion de peso.

CASOS (%) | CONTROLES (%) SIGNIFICACION
N 93) (N 96) CHI-CUADRADO (P)
Edad en aiios (DE) | 74,59 (7.43) 70,02 (9,38) 0,0001
Estado civil
Soltero 0 3(3,3%)
Casado 57 (62%) 72 (79,1%) 0,004
Separado 1(1,1%) 2 (2,2%)
Viudo 34 (37%) 14 (15,4%)
Autonomia
Encamado 14 (15,1%) 1 (1%) 0.0001
Ayuda 61 (65,6%) 17 (17,7%) ’
Auténomo 18 (19,4%) 78 (81,3%)
Institucionalizado 9 (9,7%) 2 (2,1%) 0,026
Peso
Estable 54 (58,1%) 71 (74%) 0,0001
Pérdida 39 (41,9%) 16 (16,7%)
Aumento 0 (0%) 9 (9,4%)
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En cuanto al estado civil de nuestros casos y controles, en ambos grupos, la
mayoria de los sujetos estaban casados. Globalmente encontramos un mayor porcentaje
de casados en los controles respecto a los EA, y de viudos en EA frente a controles,
estadisticamente significativo (p 0,004). Estas variaciones encontradas en el estado civil

pueden ser debidas a la mayor edad de nuestros pacientes con EA.

Figura 4. Estado civil en casos y controles

W° de casos Caso/Control
a0 M Alzheimer
. Control
E0—
40—
20+
D_
Soltero Caszado o Separado o Viudo
cohabitando divorciado
Estado civil

El nivel de autonomia en los casos era menor que en los controles, con
diferencias significativas entre ambos grupos (p 0,0001). Se encontraban en situacion de
encamamiento el 15,1% de los pacientes Alzheimer, y precisaban ayuda para realizar las

actividades basicas de la vida diaria el 65,6% de los casos.
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Figura 5. Nivel de autonomia en casos y controles
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Tan solo estaban institucionalizados el 9,7% de los casos y el 2,1% de los

controles, con diferencias estadisticamente significativas (p 0,026).

Figura 6. Institucionalizacion en casos y controles
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Como parametro del estado nutricional se valor6 la variacion de peso en el
ultimo afio. El peso se mantuvo estable en mas de la mitad de los casos (58,1%) y con
pérdida ponderal en el 41,9%. Ninguno de los casos habia tenido aumento de peso. El
74% de los controles mantenian un peso estable. Se encontraron diferencias

significativas en la variacion de peso de los sujetos (p 0,0001).
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Figura 7. Variacion de peso en casos y controles
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1.4. PARAMETROS NEUROLOGICOS.

Los parametros neuroldgicos estudiados corresponden a los datos recogidos en
la anamnesis, exploracion fisica, valoracion del MEC, puntuacion de la escala

modificada de isquemia e imagenes de TAC.

1.4.1. SINTOMAS CLINICOS Y MEC.

Se valoraron la presencia de los multiples déficits cognoscitivos aplicados por la
DMS-IV y NINCDS-ADRDA para el diagnostico de EA, tanto en pacientes como en

controles.

En todos los casos existia importante interrupcioén social y disminucion de la
memoria. Presentaban apraxia y agnosia el 94,6% de los pacientes; afasia, errores de
juicio y alteracion de la personalidad en el 96,8% de ellos; y alteracion de la habilidad

abstracta en el 95,7%. La media de la puntuacion de MEC fue 12,62 (8,10 DE).
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En los controles, el 12,5% padecia alteracion de la memoria y el 6,3% errores de
juicio. Se constataron cambios en la habilidad abstracta e importante interrupcion social
en el 4,2% de ellos, alteracion de la personalidad en el 3,1%, y solo el 1,0% padecia
apraxia, afasia y agnosia. La media de MEC fue de 27,45 (5,31 DE). Todas estas

variables presentaban diferencias significativas en casos respecto a controles (p< 0,001).

En ningun paciente con EA se detectd un factor organico tras el diagnostico

diferencial.

Ninguno de los participantes presentaba en el periodo de reclutamiento
evidencia de depresion, enfermedad de Huntington, enfermedad de Pick, enfermedad de
Parkinson, enfermedad de Wilson, enfermedad de Creutzfeld-Jacob, hidrocefalia a

presion normal o sifilis, todos ellos criterios de exclusion del estudio.

Tabla 4. Deterioro cognitivo en casos y controles.

o N°
N 951(‘02(;5 CONTROLES | (P)
96 (%)

Importante interrupcion social 93 (100%) 4 (4,2%) < 0,001
Disminucion memoria 93 (100%) 12 (12,5%) < 0,001
Cambios habilidad abstracta 89 (95,7%) 4 (4,2%) < 0,001
Errores de juicio 90 (96,8%) 6 (6,3%) < 0,001
Afasia 90 (96,8%) 1 (1,0%) < 0,001
Apraxia 88 (94,6%) 1 (1,0%) < 0,001
Agnosia 88 (94,6%) 1 (1,0%) < 0,001
Alteracion personalidad 90 (96,8%) 3(3,1%) < 0,001
Ausencia de deteccion de factor orgianico 93 (100%) 81 (84,4%) < 0,001
E.Videnci.a de factor organico tras diagnostico 0 4 (4.2%) 0.12
diferencial
MEC (media £+ DE) 12,62 + 8,1 27,45 +531 <0.001

Test exacto de Fisher.

En lo que respecta al MEC, este fue claramente inferior en los casos frente a los
controles (12,62 frente a 27,45; p< 0,001), como se muestra en tabla 4. En la
distribucion por grupos de edad podemos comprobar cémo dichas diferencias fueron
uniformes para todos los grupos de edad analizados, destacando las bajas cifras en

nuestros pacientes con Alzheimer precoz.
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Figura 8. Puntuaciéon MEC en casos y controles por edades.
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1.4.2. ESCALA MODIFICADA DE ISQUEMIA.

En todos los pacientes de la presente muestra cuantificamos la presencia de
isquemia cerebral mediante la escala modificada de isquemia, cuyos resultados
comparativos entre casos y controles se exponen en la Tabla 5. Dado que en los
controles la realizacion de TAC craneal no era un requerimiento del estudio, solo se
pudo realizar la escala completa en 9 controles que por otros motivos ajenos al estudio

disponian de un TAC reciente, aunque los datos clinicos se recogieron de todos ellos.

Ninguno de los casos participantes habia presentado aparicion abrupta de la
enfermedad ni episodios recurrentes de ictus. Tampoco presentaban signos ni sintomas

de enfermedad neurologica focal.

En el grupo control, 7 sujetos presentaban enfermedad vascular cerebral con
aparicion abrupta de sintomatologia en todos ellos (7,3%, p 0,008), y la recurrencia se
dio en el 5,2% (p 0,026). El 7,3% de los controles presentaba signos y sintomas de
enfermedad neurologica focal, con diferencias significativas respecto a los casos (p

0,008).

En lo que respecta a las imagenes de TAC, solo en lde los 93 casos se observo

una Unica laguna de baja densidad y ninguna multiple. De los 9 controles a los que se
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les habia realizado TAC, en 3 sujetos se encontr6 una Unica laguna y en otros 3
multiples lagunas de baja densidad, encontrandose diferencias significativas en ambas

variables para casos y controles (p 0,0001 en ambos).

La puntuacion total de la escala de isquemia se completo en los 93 casos, en los
que la media fue de 0,02 (0,20 DE), y en 9 controles con media de 6,89 (3,59 DE)

observando diferencias significativas (p 0,0001).

Tabla 5. Escala modificada de isquemia

N° CASOS N° CONTROLES P
93 (%) 96 (%)
Aparicién abrupta enfermedad 0 7 (7,3%) 0,008
Episodios recurrentes 0 5(5,2%) 0,026
Signos neuroldgicos focales 0 7 (7,3%) 0,008
Sintomas neurolégicos focales 0 7 (7,3%) 0,008
Unica laguna baja densidad 1 (1,07%) 3 (3,12%) 0,0001
Miuiltiples lagunas baja densidad 0 3 (3,12%) 0,0001
Puntuacion total isquemia 0,02 (0,2 DE) 6,89 (3,59 DE) 0,0001

1.4.3. NEUROIMAGEN.

En las imagenes del TAC craneal de los sujetos EA, el hallazgo mas frecuente
fue la atrofia cortical con el 78,5%, y de normalidad en el 15,1%. En los controles, el
22% de los realizados presentaba infarto lacunar, y el mismo porcentaje con infarto

cortical. En las pruebas de neuroimagen se encontraron diferencias significativas entre

ambos grupos (p 0,0001).
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Figura 9. Imagenes de TAC en pacientes Alzheimer.
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1.5. CRONOLOGIA DE LA EA

En el presente estudio recogimos también los datos de la edad de inicio y de
diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer (EA). La edad de inicio de EA era la
estimada por la familia de aparicion de sintomas de demencia, y fue de 68,58 afios (7,72
DE) (Figura 10). La media de los meses de evolucion transcurridos desde el inicio de
los sintomas fue de 48,24 (36,04 DE) y la media de los meses desde el seguimiento
21,77 (26,63 DE). La EA se diagnosticd aproximadamente 2 afios después del inicio de

los sintomas en estos pacientes. Los datos se detallan en la tabla 6.

Figura 10. Edad de inicio de EA.
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Tabla 6. Distribucion de la edad, MEC y duracion de la enfermedad.

Casos Controles Dif (Casos- p
(n=93) (n=96) Controles)
Media + DE Media + DE Media + DE
Edad (aios) 74.59 +7.43 70.02 £9.38
Rango 54-90 42-89 457+1.23 <0.001
< 65 afios (%) 7 (7.53%) 20 (20.83%) 13.31% + 5.03% 0.012
MEC 12.62 £8.10 27.45+5.31 -14.82 £ 1.00 <0.001
Edad de inicio
enfermedad 68.58 £7.72
(aios)
Duracion
enfermedad 48.24 + 36.04
familia (meses)
Duracion
enfermedad 21.77+22.63
diagnostico
(meses)

1.6. COMORBILIDAD NO ASOCIADA A EA
1.6.1. INFECCION

En 6 casos (6,5%) y 16 controles (16,7%) se constatdé un proceso infeccioso
agudo en el mes previo a la extraccion sanguinea. En estos sujetos la entrevista, el
examen neurologico y el MEC se realiz6 tras la resolucion del cuadro clinico, para
evitar atribuir el deterioro cognitivo a delirium secundario a la medicacién o al proceso

infeccioso. Estos datos mostraron diferencias significativas (p 0,04).
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Figura 11. Proceso infeccioso agudo cuatro semanas antes del estudio en casos y controles.
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La presencia de cancer fue similar en ambos grupos. Se observo en el 4,3% de

los casos y en el 6,3% de los controles, sin mostrar diferencias significativas (p 0,75).

Figura 12. Cancer en casos y controles.
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Se valor6 la variacion de peso en casos y controles. El grupo de sujetos con
enfermedad de Alzheimer presentaba mayor porcentaje de pérdida de peso que los

controles y ningin caso experimentd aumento de peso. Sin embargo, el 74% de los
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controles permanecian con peso estable, a pesar de que este grupo presentaba mas

cancer e infecciones recientes que el grupo de EA, probablemente debido al deterioro

general paralelo al curso clinico progresivo de la EA.

Tabla 7. Variacion de peso en casos y controles.

CASOS (%) | CONTROLES (%)
PESO (N 93) (N 96) P
Estable 54 (58,1%) 71 (74%) 0.0001
Pérdida 39 (41,9%) 16 (16,7%) ’
Aumento 0 (0%) 9 (9,4%)
Chi cuadrado

Figura 13. Proceso infeccioso, cancer y variacion de peso en casos y controles.
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2. FACTORES CLINICOS ASOCIADOS A LA EA

Exponemos a continuacion las caracteristicas diferenciales entre nuestros
pacientes con EA y controles respecto a los factores clinicos que clasicamente la

literatura médica ha relacionado con la presencia de EA.

Tabla 8. Factores de riesgo de EA.

N° CASOS N° CONTROLES P
93 (%) 96 (%)
Edad (aiios, DE) 74,59 (7.43) 70,02 (9,38) 0,0001%
Menopausia
No procede 42 (45,7%) 45 (47,4%)
Regla (0%) 2 (2,1%) 0,35
Menopausia 50 (54,3%) 48 (50,5%)
Nivel educacion
Primaria 86 (95,6%) 81 (86,2%)
Secundaria 4 (4,4%) 9 (9,6%) 0,016*
Intermedia (0%) 2 (2,1%)
Universitaria (0%) 2 (2,1%)
H® familiar demencia 13 (16%) 12 (12,9%) 0,557
Antece.dentes de 5 (6.2%) (0%) 0.016
traumatismo craneal
Antecedentes de
hipotiroidismo (0%) 4 (4,2%) 0,121
Antecedentes de 13 (14%) 22 (22,9%) 0,189+
depresion
Tabaquismo
Fumador 2 (2,2%) 13 (13,5%) 0,015+
Exfumador 16 (17,4%) 14 (14,6%) ’
No fumador 75 (80,6%) 69 (71,9%)

*chi-cuadrado de tendencia lineal. T Chi-cuadrado. £ ANOVA. Resto test exacto de Fisher.
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2.1  EPIDEMIOLOGICOS
2.1.1 SEXO

Globalmente, el 54% de los sujetos del estudio fueron mujeres y como hemos
comentado previamente no existieron en nuestra muestra diferencias significativas entre
casos y controles (ver Figura 1), debido principalmente al propio disefio de la recogida

de pacientes.

Del total de mujeres participantes, todas salvo 2 controles eran menopausicas
(2,08%), y no se encontraron diferencias significativas (p 0,351). Ninguna de ellas

recibia tratamiento hormonal sustitutivo.

Solo disponemos de la edad de finalizacion de la menstruacion de 15 mujeres, 7
casos y 8 controles. La media de edad de aparicion de la menopausia fue de 48 afios
(5,16 DE) en nuestras pacientes con EA y de 52,63 afios (4,41 DE) en controles,
diferencias importantes que situaron nuestra muestra en el limite de la significatividad

estadistica (p 0,084).

2.1.2 NIVEL EDUCACIONAL

Se recogieron los datos del nivel educacional de los participantes del estudio, y
se clasificaron como estudios primarios, secundarios, intermedios (entre secundarios y
universitarios), y universitarios. El 95,6% de los pacientes con EA y el 86,2% de los
controles tenian estudios primarios. Solo el 4,2% de los controles habia recibido
educacion universitaria o intermedia entre universitaria y secundaria y ninguno de los
casos. Esta variable se ha considerado semicuantitativa (ordinal) y es estadisticamente
significativa (Chi-cuadrado de tendencia lineal, p 0,016). El escaso nimero de pacientes
con nivel educacional superior al de primaria en nuestra serie impide que podamos

realizar subanalisis por edad y sexo.
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Figura 14. Nivel educacional en casos y controles
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2.1.3 HISTORIA FAMILIAR DE DEMENCIA

En los sujetos estudiados, el antecedente familiar de demencia se dio en el 16%
de casos y 12,9% de controles. 15 sujetos de este estudio desconocian si en su familia
hubo antecedentes de demencia. No se encontré asociaciéon estadisticamente
significativa (p 0,555) entre el antecedente familiar de demencia y la presencia de EA

en nuestra muestra.

Figura 15. Antecedente familiar de demencia en casos y controles
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En los pacientes con historia familiar de demencia, la edad media de aparicién
de la EA fue de 69,43 anos. En los casos sin antecedentes de demencia, el inicio de la

enfermedad fue a los 68,12 afios. Dichas diferencias no fueron estadisticamente

significativas (p 0,37).

Tabla 9. Historia familiar de demencia segin edad de inicio de EA.

H* FAMILIAR
DE DEMENCIA N MEDIA + DE P
Edad de inicio Si 13 69,43 +5.53 0375
enfermedad No 63 68,12 +7728 ’

Prueba U de Mann-Whitney.

Tampoco encontramos diferencias significativas al analizar la asociacion entre

historia familiar de demencia y la EA de aparicion precoz (p 0,325).

Tabla 10. Historia familiar de demencia en EA precoz.

Alzheimer precoz
No Si )
(n) (n)
Historia Familiar de demencia:
No 46 (80,7%) | 22 (91,7%) | 0,325
Si 11 (19,3%) | 2 (8,3%)

Prueba exacta de Fisher.

Se valor¢ el antecedente de historia familiar de demencia segtn el genotipo Apo

E, sin encontrar asociacioén en ningln grupo.
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Tabla 11. Historia familiar de demencia segiin genotipo Apo E.

Historia familiar demencia
Si (n 25) No (n 149) p

Genotipo E2
No 22 (12,6%) | 135 (77,6%)
Homocigoto 0 1 (0,6%) 0,805
Heterocigoto | 3 (1,7%) 13 (7,5%)
Genotipo E3
No 3 (1,7%) 7 (4%)

Homocigoto 12 (6,9) 86 (49,4%) |0,305
Heterocigoto | 10 (5,7%) 56 (32,2%)
Genotipo E4
No 15 (8,6%) | 100 (57,5%)
Homocigoto 3(1,7%) 5(2,9%) 0,16
Heterocigoto 7 (4%) 44 (25,3%)

Prueba de chi-cuadrado de Pearson.

2.2 ENFERMEDADES Y PROCESOS
2.2.1 TRAUMATISMO CRANEAL

De todos los sujetos incluidos en el estudio, ningin control relatdé como
antecedente traumatismo craneal con pérdida de conciencia, y si el 6,2% de los casos (5
pacientes con EA). Estas diferencias fueron estadisticamente significativas (p 0,016, test
exacto de Fisher). Estos datos se reflejan en Tabla 8. En todos los casos con antecedente
de traumatismo craneal con pérdida de conciencia, el hallazgo en TAC craneal fue

atrofia cerebral.

2.2.2 HIPOTIROIDISMO

En ningin caso hubo antecedentes de hipotiroidismo y si en el 4,2% de los
controles, sin encontrar asociacion (p 0,121), como muestra la tabla 8. En el momento
del estudio ninguno de los casos presentaba disfuncion tiroidea, frente al el 2,1% de los
controles (p 0,49). Tampoco se encontraron diferencias significativas. (Test exacto de

Fisher).
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2.2.3 DEPRESION

El 14% de los casos y el 22,9% de los controles habian presentado antecedentes
de depresion, pero no durante el estudio. No se encontrd asociacion (p 0,189). (Prueba

de chi cuadrado).

Figura 16. Antecedente de depresion en casos y controles

100 -
90 A m Alzheimer

m Control
80 -

70 -
60 -
% 50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

Si No Ns/Nc
Depresion

Graficamente, se pueden observar de forma global estos datos en casos y

controles con la siguiente figura.
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Figura 17. Antecedentes personales y familiares en casos y controles.
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2.2.4 ATEROSCLEROSIS

Se recogieron los antecedentes de enfermedad cerebrovascular, enfermedad
cardiovascular y enfermedad coronaria en casos y controles. Tambien se agruparon los
sujetos que presentaban al menos una patologia vascular de cualquier localizacion. Los

resultados aparecen en la siguiente tabla.

Tabla 12. Enfermedades vasculares.

N° CASOS N° CONTROLES P
93 (%) 96 (%)
Enfermedad 0 10 (10,4%) 0,002
cerebrovascular
Enf.ermedad 33 (35,5%) 51 (53,1%) 0,019
cardiovascular
Enferme(!ad 5 (5,4%) 20 (20,8%) 0,002
coronaria
Enfermedad 35 (37,6%) 59 (61,5%) 0,001
vascular

Test exacto de Fisher en enfermedad cerebrovascular. Chi cuadrado en el resto.

Ninguno de los casos presentaba enfermedad cerebrovascular, ya que era un
criterio de exclusion de caso, y si el 10,4% de los controles. Las diferencias fueron

significativas (p 0,002).
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La patologia mas comun en casos y controles fue la enfermedad cardiovascular,
presente en el 35,5% de los casos y en el 53,1% de los controles, siendo dichas

diferencias significativas entre ambos grupos (p 0,019).

La enfermedad coronaria fue la segunda patologia mas frecuente con el 5,4% de

los casos y el 20,8% de los controles, presentando diferencias significativas ambos

grupos (p 0,002).

Figura 18. Patologia vascular en casos y controles.
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2.3 TRATAMIENTOS FARMACOLOGICOS

En la entrevista realizada a casos y controles se anotd su medicacion habitual. Se
agruparon por las siguientes familias de fadrmacos: estatinas, AINEs, hipotensores,

tacrina y tratamiento sustitutivo de estrogenos.
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Figura 19. Farmacos utilizados por los pacientes del estudio.
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2.3.1 ESTATINAS

El 5,4% de los casos y el 8,4% de los controles tomaban hipolipemiantes. Estos

datos no mostraron diferencias significativas (p 0,41)

2.3.2 AINES

La toma de AINEs era el doble aproximadamente en los controles que en los
casos, con el 25,3% y 12,9 % respectivamente. Estos porcentajes mostraron diferencias

significativas (p 0,03).

2.3.3 HIPOTENSORES

Se wvaloraron los siguientes grupos de farmacos hipotensores: IECA,

calcioantagonistas, nitritos, diuréticos y betabloqueantes.

Los IECA eran tomados por el 9,7% de los casos y 13,5% de los controles, sin

mostrar diferencias significativas (p 0,4).
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Los calcioantagonistas se tomaban en ambos grupos en un porcentaje similar

(12,9% casos y 10,4% controles), y no presentaron diferencias significativas (p 0,59).

El tratamiento con diuréticos era aproximadamente el doble en controles
respecto a los casos (20,8% y 11,8%), diferencias importantes pero que en nuestra

muestra no alcanzan la significatividad estadistica (p 0,09).

El uso de betabloqueantes era el doble en controles (6,3%) que en casos (3,2%)

y tampoco se encontraron diferencias significativas (p 0,33).

Los nitritos también eran mas frecuentes entre los controles (21,1% vs. 8,6%)
dado que tambien presentaban mayor porcentaje de coronariopatia. En este grupo de

farmacos se encontraron diferencias significativas (p 0,017).

Figura 20. Farmacos hipotensores en casos y controles
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2.3.4 OTROS TRATAMIENTOS

El 9,7% de los casos recibian tratamiento con tacrina, con significacion

estadistica (p 0,002).

Ninguna de las mujeres participantes del estudio tomaba estrogenos como

tratamiento hormonal sustitutivo.
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2.4  EXPOSICION AL TABACO

RESULTADOS

24.1 TABAQUISMO EN CASOS Y CONTROLES.

La mayoria de los sujetos del estudio no fumaban. Mas del 80% de los casos y el

71,9% de los controles nunca habian sido fumadores. En el momento del estudio

unicamente fumaban el 2,2% de los casos y 13,5% de los controles. Estas diferencias

fueron significativas a expensas de las cifras de fumadores (residuos corregidos de -2,9

y +2,9 en casos y controles, respectivamente).

Tabla 13. Tabaquismo en casos y controles.

N° CASOS | N° CONTROLES | TOTAL »
93 (%) 96 (%) 189 (%)

No fumador | 75 (80,6%) 69 (71,9%) 144 (76,2%)

Exfumador | 16 (17,2%) 14 (14,6%) 30 (15,9%) | 0,015

Fumador 2(2,2%) 13 (13,5%) 15 (7,9%)

Prueba Chi-cuadrado de Pearson

Graficamente, podemos observar los datos de tabaquismo en casos y controles

en la siguiente figura.

Figura 21. Tabaquismo en casos y controles.
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24.2 TABAQUISMO EN HOMBRES Y MUJERES.

Segln el género, en el tabaquismo se encontraron diferencias significativas, (p
0,0001), ya que solo una mujer era fumadora y ninguna de las otras habia fumado antes.
El 16,1% de los varones eran fumadores en el momento del estudio, el 34,5% habian

dejado de fumar, y casi la mitad nunca fumo. Estos valores se muestran en la tabla 14.

Tabla 14. Tabaquismo por sexos.

SEXO . TOTAL
Hombre Mujer (N, %)
(N, %) (N, %) ’
No fumador 43 (49,4%) 101 (99%) 144 (76,2%)
Exfumador 30 (34,5 %) 0 30 (15,9%)
Fumador 14 (16,1%) 1 (1%) 15 (7,9%)
Total 87 102 189

Prueba Chi-cuadrado de Pearson.

Graficamente, observamos en la figura 22 el tabaquismo por sexos. El grupo

mas numeroso es el de sujetos que nunca fumo.

Figura 22. Tabaquismo por sexos.
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Si observamos en la tabla 15, que detalla la distribucion del tabaquismo por
sexos en casos y controles, encontramos menor frecuencia de habito tabaquico en casos
que controles (2,2 y 12,5%, respectivamente) con un porcentaje ligeramente superior de
abandono de tabaco en casos que controles. Los casos presentan una frecuencia mayor
de no tabaquismo que los controles. Solamente una mujer del grupo control era

fumadora y ninguna era exfumadora.

Tabla 15. Tabaquismo en casos y controles por sexos.

Casos Controles
Tabaco Hombre Mujer Hombre Mujer
Nunca 24 51 19 50
25,8% 54,8% 19,8% 52,1%
16 - 14 -
Exfumador 17.2% : 14.6% :
2 - 12 1
Fumador 2.2% ; 12,5% 1,0%
Total (N) 42 51 45 51

Porcentajes realizados sobre el total de casos y sobre el total de controles.

243 TABAQUISMO POR GRUPOS DE EDAD.

Por grupos de edad, los fumadores se distribuyen entre los 51 y 80 afios con
similares porcentajes (entre el 2,12 y 2,65%). El mayor nimero de exfumadores esta en
la década de los 70 afios con el 8,47%. En estos grupos se encontraron diferencias
significativas (p 0,007), principalmente debido a los fumadores de los 51-60 afios
(residuos corregidos de +3,4) y los no fumadores de esta franja de edad y de la década
de los 80 anos (residuos corregidos de -2,4 y +2,6, respectivamente), a pesar de que la

mayoria de participantes del estudio nunca han fumado.
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Tabla 16. Tabaquismo por grupos de edad.

GRUPOS DE EDAD (N 189, %)
40-50 51-60 61-70 71-80 81-90
No fumador | 2 (1,05%) 9 (4,76%) 38 (20,1%) 64 (33,86%) 31 (16,4%)
Exfumador 0 3 (1,59%) 9 (4,76%) 16 (8,47%) 2 (1,05%)
Fumador 1(0,53%) 5 (2,65%) 4(2,12%) 5 (2,65%) 0
Total 3 (1,59%) 17 (8,99%) 51 (26,98%) 85 (44,97%) 33 (17,46%)

Prueba Chi-cuadrado de Pearson

Los datos del tabaquismo por grupos de edad se observan graficamente en la

figura 23.

Figura 23. Tabaquismo por grupos de edad.
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En el siguiente grafico se muestra la distribucion del tabaquismo segin los
grupos de edad y sexo en casos y controles. Se observa la mayor proporcion de varones
con EA que no han fumado nunca y de exfumadores en mayores de 61 afos, respecto a
los controles. Entre las mujeres, tan solo una del grupo control era fumadora, y ninguna
exfumadora. Existe mayor nimero de fumadores entre los controles, sobre todo en el

grupo de edad entre los 61 y 75 afios.
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Figura 24. Distribucion de tabaquismo segin grupos de edad y sexo en casos y controles.
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2.4.4 TABAQUISMO Y EDAD DE INICIO DE ALZHEIMER.

Hemos valorado la edad de inicio de EA en relacion al tabaquismo. Aunque la
media de edad de aparicion de EA es inferior entre los fumadores que en los no
fumadores (59,83 y 69,1 afios respectivamente), estas cifras no fueron estadisticamente
significativas (p 0,18). Asi pues, podemos concluir que la edad de inicio de la

enfermedad no se ve influida por el tabaquismo en nuestra muestra.

Tabla 17. Tabaquismo por edad de inicio de EA.

Tabaco Edad de inicio EA
N (%) Media + DE
Nunca 75 69,10
(80,6%) (7,96)
16 67,12
Exfumador (17.2%) (509)
2 59,83
Fumador (22%) 127
93 68,58
Total (n) (100%) o)

Prueba Chi-cuadrado de Pearson
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245 TABAQUISMO Y ALZHEIMER PRECOZ.

El tabaquismo no se asocia en nuestra muestra al debut de la enfermedad de

Alzheimer antes de los 65 afios (p 0,533).

Tabla 18. Tabaquismo en Alzheimer precoz.

Alzheimer precoz

No Si (p)
(n) (n)
Tabaco:
Nunca 56 (86,2%) | 19 (70,4%)

Exfumador | 8 (12,3%) | 7(25,9%) | 0,533
Fumador 1 (1,5%) 1(3,7%)

Prueba Chi-cuadrado de Pearson

2.4.6 TABAQUISMO Y PUNTUACION MEC.

La puntuacion del Mini Examen Cognoscitivo se asocia de forma significativa al
tabaquismo en nuestra muestra (p 0,014), de modo que los no fumadores presentan
cifras mas bajas en el test MEC. En nuestra muestra, los fumadores son
mayoritariamente controles y solo 2 casos fuman, por lo que su puntuacion MEC es mas
alta. Aproximadamente la mitad de los exfumadores y de los que nunca fumaron son

controles.

Tabla 19. Tabaquismo y puntuaciéon MEC.

MEC
Tabaco N (%) Media + DE
Nunca 144 19,26
(76,2%) (10,14)
Exfumador 30 20,93
(15,9%) (10,45)
Fumador 15 27,13
(7,9%) (5,19)
Total (n) 189 20,15
(100%) (10,08)
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3 FACTORES BIOLOGICOS.
3.1 VITAMINA B12 PLASMATICA

Las cifras de vitamina B12 en los casos fueron ligeramente inferiores a las de los
controles (520,97 ng/l + 408,96 DE y 541,95 ng/l = 368,61 DE, respectivamente), pero

sin mostrar diferencias significativas (p 0,296). Estos datos se muestran graficamente en

la figura 25.
Figura 25. Vitamina B12 en casos y controles.
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Mediana y cuartiles de vitamina B12 en casos y controles. Media de controles en linea
discontinua.

Al analizar el niimero de sujetos con niveles plasmaticos de vitamina B12
anormales, en casos y controles tampoco mostraron diferencias significativas (p 0,741),

y predominaron los niveles normales en ambos grupos (82,6% en casos y 83,3% en

controles).
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Tabla 20. Niveles de vitamina B12 en casos y controles.

CASOS CONTROLES TOTAL
(N 92, %) (N 96, %) (N 188, %)
Bajo 6 (6,5%) 4 (4,2%) 10 (5,3%)
Nivel
vitamina Normal 76 (82,6%) 80 (83,3%) 156 (83%)
B12
Alto 10 (10,9%) 12 (12,5%) 22 (11,7%)

Las cifras de vitamina B12 fueron globalmente mas altas en mujeres (589,31 +
420,11 DE) que en hombres (464,78 + 337,11 DE), con diferencias significativas (p
0,007).

Para estudiar las variaciones de vitamina B12 con la edad, se ha realizado un test
de correlacién entre ambas, no observandose una relacion directa estadisticamente

significativa entre ambas (p 0,389).

Los niveles de vitamina B12 no mostraron tampoco diferencias significativas en

funcion de los segun los grupos de edad considerados (p 0,553).

Tabla 21. Vitamina B12 segiin grupos de edad.

Vitamina B12 (ng/l) P
(n) Media + DE
Grupos Edad

40-50 (3) 329,67 £91,88

51-60 (17) 559,59 + 302,12

61-70 (51) 470,96 + 308,04 0,553
71-80 (85) 573,52 + 446,10

81-90 (32) 521,44 + 390,77

Total (188) 531,68 + 387,97

Prueba de Kruskal-Wallis.
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A continuacidn representamos, los valores medios de vitamina B12 por grupos

de 5 afios, en casos y controles.

Figura 26. Niveles de vitamina B12 por edades en casos y controles.
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3.2 FOLATO SERICO

Las cifras de folato sérico en los casos eran menores que en los controles (media
de 6,18 + 2,28 DE y 6,96 + 2,67 DE, respectivamente) con diferencias significativas (p
0,032), si bien los niveles séricos de folato se mantenian dentro de margenes normales
en el 95,7% de los casos y 96,9% de los controles, sin mostrar diferencias significativas
(p 0,716). Aunque los valores de folato se mantengan dentro de los limites de
normalidad en un alto porcentaje de sujetos, hay unas cifras claramente mas bajas en los

casos respecto a los controles.
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Figura 27. Folato sérico en casos y controles.
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Mediana y cuartiles de folato sérico en casos y controles. Media de controles en linea
discontinua.

Sin embargo, al analizar la normalidad de las cifras de folato en funcion de las
referencias de nuestro laboratorio, encontramos s6lo 7 casos con niveles bajos (4 casos

y 3 controles) sin diferencias significativas entre ambos grupos.

Tabla 22. Niveles de folato sérico en casos y controles.

Casos Controles Total
(N92,%) | (N96,%) | (N 188, %)
Bajo 4 (4,3%) 3 (3,1%) 7 (3,7%)
Nivel folato sérico
Normal | 88 (95,7%) | 93 (96,9%) | 181 (96,3%)

Las cifras de folato sérico fueron inferiores en hombres (6,10 + 2,36) respecto a

mujeres (6,99 + 2,59), con diferencias significativas (p 0,015).

Se ha realizado un test de correlacion entre folato sérico y edad, observandose

una relacion directa estadisticamente significativa entre ambas (p 0,020). La correlacion
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es negativa, mostrando tendencia a disminuir los valores de folato sérico al aumentar la

edad de los sujetos.

Los valores de folato sérico mostraron diferencias significativas segin los
grupos de edad (p 0,029). Realizando el test de comparaciones multiples se observa que
las diferencias son significativas entre los grupos de edad 61-70 y 81-90, entre el resto
de los grupos no hay diferencias significativas. El grupo de edad de 61-70 es el que
tiene valores mas altos de folato sérico y el grupo de 81-90 es el que presenta los

valores mas bajos, como se muestra en la tabla 23.

Tabla 23. Folato sérico segiin grupos de edad.

Folato sérico (ng/ml) P
(n) Media £ DE
Grupos Edad
40-50 (3)7,33+4,73
51-60 (17) 6,61 + 1,89
61-70 (51) 7,41 +£2,62 0,029
71-80 (85) 6,41 £2,49
81-90 (32) 5,64 £2,20
Total (188) 6,58 £2,52
Prueba F de ANOVA.

En la figura 28 representamos los valores medios de acido folico sérico por

grupos de edad en casos y controles.
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Figura 28. Valores de folato sérico por edades en casos y controles.
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3.3 FOLATO ERITROCITARIO

Las cifras de folato intraeritrocitario no presentaron diferencias significativas en
casos y controles (p 0,45). La media en los casos fue de 385,62 + 179,43 DE y en los
controles de 407,3 = 193,02 DE, como puede observarse en la figura 29. Este resultado
contrasta con las cifras inferiores de folato sérico en los casos respecto a los controles, a
pesar de que los valores se mantenian dentro de la normalidad en la mayoria de los
pacientes. La concentracion sérica de folato puede ser un reflejo de las alteraciones
recientes en el aporte alimentario de esta vitamina. Sin embargo, la concentracion de
folato eritrocitario es un dato valioso porque no estd sometida a las fluctuaciones
causadas a corto plazo por los folatos ingeridos en la dieta, y por tanto, el folato
eritrocitario es un indice mas fidedigno de los depositos de folato que la medicion de

folato sérico.
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Figura 29. Folato eritrocitario en casos y controles.
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Tampoco se observaron diferencias significativas en los niveles de folato

eritrocitario (p 0,744), con niveles altos en el 12% de los casos y 14,9% de los

controles, como se muestra en la tabla 24.

Tabla 24. Niveles de folato eritrocitario en casos y controles.

Alto 10 (12%)

13 (14,9%)

CASOS | CONTROLES | TOTAL
(N83,%) | (N87,%) | (N170, %)
Bajo 2 (2,4%) 3 (3,4%) 5(2,9%)
Nivelfolato o o1 | 71 85,5%) | 71 (81,6%) | 142 (83,5%)
eritrocitario

23 (13,5%)

Las cifras de folato eritrocitario no mostraron diferencias significativas en

ambos sexos (p 0,57), con 388,16 + 187,85 en varones y 404,29 + 185,59 en mujeres.

Se ha realizado un test de correlacion entre folato eritrocitario y edad, no

observandose una relacion directa estadisticamente significativa entre ambas (p 0,285).
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Los valores de folato eritrocitario no mostraron diferencias significativas segin

los grupos de edad (p 0,520), como podemos ver en la siguiente tabla.

Tabla 25. Folato eritrocitario segiin grupos de edad.

Folato eritrocitario (ng/ml) P
(n) Media + DE
Grupos Edad

40-50 (3) 419,00 £ 426,09

51-60 (16) 400,88 + 189,28

61-70 (50)416,34 £ 167,53 0,520
71-80 (72) 395,22 + 183,33

81-90 (29) 361,90 + 202,29

Total (170) 396,70 + 186,28

Prueba de Kruskal-Wallis.

A continuaciéon representamos graficamente las cifras medias de folato

eritrocitario por grupos de edad (lustros) tanto en casos como en controles.

Figura 30. Folato eritrocitario en casos y controles.
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34 PCR

Los valores de PCR en casos y controles no presentaron globalmente diferencias
significativas (p 0,206). En los casos la media fue de 11,18 = 15,89 DE y en los
controles 11,64 + 16,67 DE. Sin embargo, la variable mostré tanto en casos como en
controles una gran dispersion (figura 31) debido a la existencia de un pequeiio grupo de

sujetos con valores muy elevados.

Figura 31. PCR en casos y controles.
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Por sexos, las cifras de PCR tampoco mostraron diferencias significativas (p

0,369). En hombres la media fue de 13,63 + 21,32 DE y en mujeres de 9,50 + 9,75 DE.

Se ha realizado un test de correlacion entre PCR y edad, observandose una
relacion directa estadisticamente significativa entre ambas (p 0,022). La correlacion es

positiva.

Los valores de PCR no mostraron diferencias significativas segun los grupos de

edad (p 0,440).
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Tabla 26. PCR segun grupos de edad.

PCR (mg/l) P
(n) Media + DE
Grupos Edad
(3) 6,33+ 0,58
gg-ig (17) 11,06 = 10,65
] (51) 7,59 + 4,40
31:,7;3 (85) 11,46 + 15,89 0,440
81-90 (32) 18,06 £ 27,32
Total (188) 11,41 £16,25

Prueba de Kruskal-Wallis.

En la Figura 32 representamos los valores medios de PCR por grupos de edad

(lustros) en casos y controles.

Figura 32. PCR por edades en casos y controles.
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3.5 COLESTEROL TOTAL

Las cifras de colesterol total en los casos y controles fueron similares (5,06
mmol/l £ 1,14 DE y 5,09 mmol/l £1,12 DE, respectivamente), sin presentar diferencias

significativas (p 0,878).

Figura 33. Colesterol total en casos y controles.
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Mediana y cuartiles de colesterol total en casos y controles. Media de controles en linea
discontinua.

Si se encontraron diferencias significativas por sexos (p 0,0001), con valores
mas altos en mujeres que en hombres (5,36 = 1,10 DE y 4,74 = 1,07 DE,

respectivamente).

Se ha realizado un test de correlacion entre colesterol total y edad, no

observandose una relacion directa estadisticamente significativa entre ambas (p 0,260).

Los valores de colesterol total mostraron diferencias significativas segun los
grupos de edad (p 0,002). Realizando el test de comparaciones multiples se observa que
las diferencias son significativas entre los grupos de edad 61-70 y 81-90, entre el resto
de los grupos no hay diferencias significativas. El grupo de edad de 61-70 es el que
presenta valores mas altos en el colesterol total y el grupo de 81-90 tiene valores mas

bajos.
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Tabla 27. Colesterol total segiin grupos de edad.

Colesterol en Plasma (mmol/l) P
(n) Media + DE
Grupos Edad
40-50 3)4,17 1,16
51-60 (17)4,75 £ 0,92
61-70 (51) 5,44 + 0,98
71-80 (85)5,16 £ 1,11 0,002
81-90 (33)4,53+1,23
Total (189) 5,07 = 1,12
Prueba F de ANOVA.

A continuacion representamos graficamente las cifras medias de colesterol total

por grupos de edad (lustros) tanto en casos como en controles.

Figura 34. Colesterol total por edades en casos y controles.
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3.6 COLESTEROL HDL

En el presente estudio no hemos encontrado diferencias estadisticamente
significativas en las cifras de HDL de casos y controles (p 0,113). En los casos la media

fue de 1,25 mmol/l y en los controles de 1,16 mmol/l.

Figura 35. HDL en casos y controles.
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Sin embargo, por sexos, se encontraron diferencias significativas (p 0,0001). En
las mujeres los valores fueron mas altos (1,32 = 0,37 DE) que en hombres (1,08 +

0,36DE).

Se ha realizado un test de correlacion entre colesterol HDL y edad, no

observandose una relacion directa estadisticamente significativa entre ambas (p 0,754).

Los wvalores de colesterol HDL total tampoco mostraron diferencias

significativas segun los grupos de edad (p 0,258).
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Tabla 28. Colesterol HDL segun grupos de edad.

HDL (mmol/l) P
(n) Media + DE
Grupos Edad

40-50 (3)0,99 + 0,12

51-60 (17) 1,11 £ 0,43

61-70 (51)1,22+0,33

71-80 (85) 1,26 £ 0,42 0,258

81-90 (33) 1,12+ 0,38

Total (189) 1,21 £ 0,39

Prueba F de ANOVA.

Globalmente, las cifras de HDL colesterol en los pacientes con Alzheimer
fueron superiores en casi todos los grupos de edad, como puede verse en la siguiente

figura, pero estos valores no alcanzaron diferencias estadisticamente significativas.

Figura 36. HDL por edades en casos y controles.
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3.7 TRIGLICERIDOS

Las cifras de triglicéridos fueron significativamente mas bajas (p 0,001) en los

pacientes con EA respecto a los controles (1,29mmol/ + 0,46 DE y 1,67 mmol/l + 0,81

DE, respectivamente).

Figura 37. Triglicéridos en casos y controles.

4,0 ]

Media: 1,67

Triglicéridos (mmol /1)

0,07

T T
Alzheimer Control

Caso/Control

Mediana y cuartiles de triglicéridos en casos y controles. Media de controles en linea
discontinua.

Los triglicéridos no mostraron diferencias significativas por sexos (p 0,788), con

valores muy similares en ambos (1,50 = 0,74 DE en hombres y 1,47 + 0,64 DE en

mujeres.

Se ha realizado un test de correlacion entre triglicéridos y edad, observandose
una relacion directa estadisticamente significativa entre ambas (p 0,002). La correlacion

es negativa, disminuyendo las cifras de triglicéridos con la edad.

Los valores de triglicéridos mostraron diferencias significativas segun los grupos
de edad (p 0,033). Realizando el test de comparaciones multiples se observa que las
diferencias son significativas entre los grupos de edad 61-70 y 81-90, entre el resto de
los grupos no hay diferencias significativas. El grupo de edad de 61-70 es el que

presenta valores mas altos de Triglicéridos, y el grupo de 81-90 es el que tiene los

valores mas bajos.
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Tabla 29. Triglicéridos segiin grupos de edad.

Triglicéridos (mmol/l) P
(n) Media + DE
Grupos Edad
40-50 (3) 1,45 £ 0,66
51-60 (17) 1,66 £ 0,33
61-70 (51) 1,71 £ 0,80
71-80 (85) 1,41 £ 0,63 0,033
81-90 (33) 1,23+ 0,43
Total (189) 1,48 0,69

Prueba de Kruskal-Wallis.

En la Figura 40 se muestran las cifras de triglicéridos por edades en casos y

controles, observando valores inferiores en los pacientes con EA, igualandose en los

ultimos lustros.

Figura 38. Triglicéridos por edades en casos y controles.
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3.8 CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE APO E.

Las cifras de Apo E en plasma fueron inferiores en los casos (43,58 £ 9,91 DE)
que en los controles (47,99 + 12,59 DE), mostrando diferencias altamente significativas

(p 0,008).

Tabla 30. Cifras de Apo E plasmatica en casos y controles.

Casos Controles Total

(n) (n) (n) P
Media = DE | Media =+ DE | Media + DE

(93) (96) (189)

ApoE (mg/l) | 43 52170 91 47,99 + 12,59 | 45.82411,53

0,008

Prueba T-Student.

Graficamente se muestra en la siguiente figura que Apo E sérica presenta valores

significativamente inferiores respecto a los sujetos control.

Figura 39. Apo E sérica en casos y controles.
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Mediana y cuartiles de Apo E sérica en casos y controles. Media de controles en linea
discontinua.
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También se observaron diferencias significativas por sexos con cifras mas bajas

en hombres que en mujeres (p 0,049).

Tabla 31. Apo E plasmatica segun sexos.

Hombre Mujer
(n=87) (n=102) P
Media £+ DE | Media + DE

ApoE (mg/l) | 44,03 = 10,27 | 47,34+ 12,35 | 0,049

Prueba T-Student.

Las cifras de Apo E plasmaticas fueron inferiores en los pacientes con EA
respecto a los controles, tanto en varones como en mujeres, como podemos ver

graficamente en la siguiente figura.

Figura 40. Apo E sérica por sexos en casos y controles.
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Mediana y cuartiles de Apo E sérica por sexos en casos y controles.

Se ha realizado un test de correlacion entre las concentraciones plasmaticas de
Apo E y la edad, no observandose una relacion directa estadisticamente significativa

entre ambas (p 0,493).
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Tabla 32. Edad y Apo E plasmatica.

ApoE (mg/l) P
(n=189)
correlacion
Edad 0,050 0,493

Coeficiente de Correlacion de Pearson.

Los valores de Apo E plasmadtica no mostraron diferencias significativas segiin

los grupos de edad (p 0,72).

Tabla 33. Apo E segtin los grupos de edad.

ApoE (mg/l)
(n=189) P
(n) Media + DE
Grupos Edad

40-50 (3) 38,87 £ 8,57
51-60 (17) 44,15+ 8,26
61-70 (51) 46,13 £ 13,47 0,720
71-80 (85)46,49 11,45
81-90 (33) 45,11 £10,36
Total (189) 45,82 £ 11,53

Prueba de Kruskal-Wallis.

Graficamente se muestran los valores de Apo E sérica por grupos de edad en
casos y controles. Las cifras de Apo E sérica presentan valores inferiores en los
pacientes Alzheimer respecto a los controles hasta los 75 afios, igualandose después de
esta edad. Sin embargo, las diferencias de Apo E plasmatica por edad no son

significativas.
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Figura 41. Apo E sérica por grupos de edad en casos y controles.
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En la siguiente figura se muestran los valores de Apo E en grupos de edad por
lustros, que muestra mas graficamente como en casi todos los grupos de edad los

valores de Apo E son inferiores en los pacientes EA respecto a los controles, pero como

ya se ha explicado previamente, estas diferencias no son significativas.

Figura 42. Apo E sérica en casos y controles por edad en lustros.
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39 ASOCIACIONES DE APO E PLASMATICA CON OTROS
PARAMETROS BIOLOGICOS.

Los valores de Apo E plasmatica se correlacionan positivamente de forma
significativa con vitamina B12, colesterol total y triglicéridos. Los valores mas altos de

correlacion se observaron entre Apo E y triglicéridos.

Tabla 34. Parametros biolégicos segiin Apo E plasmatica.

Apo E (mg/l) P
(n)
correlacion
Folato sérico (ng/ml) (()1(%)3 f f 0,883
Folato eritrocitario (ng/ml) _(01 (7)321 0,222
Vitamina B12 (ng/l) (()lf ;2 0,007
PCR (mg/l) (()153 18 3 0,798
(189)
Colesterol en Plasma (mmol/l) 0.374 0,0001
HDL (mmol/1) (()118 293 0,077
Triglicéridos (mmol/l) (()14?69; 0,0001

Coeficiente de correlacion de Pearson.
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310 APO E PLASMATICA, MANIFESTACIONES NEUROLOGICAS Y
PUNTUACION MEC.

Las cifras plasmaticas de Apo E fueron significativamente mas bajas en los
sujetos que presentaban sintomas neurologicos respecto a los que no los padecian. Asi
mismo, los sujetos con puntuacién menor de 23 en el test MEC también presentaron
cifras significativamente menores de Apo E plasmatica que los que puntuaron por
encima esta cifra. En la siguiente tabla se muestran las cifras medias de ApoE en cada

uno de los sintomas neurologicos estudiados y de la puntuacion MEC.

Tabla 35. Apo E plasmaitica, sintomas neurolégicos y MEC.

Apo E plasmitica
N (mg/1) P
Media = DE

Importante
interrupcion social:

Si 97 43,58 +10,14 0,006

No 92 48,18+ 12,46
Disminucion de
memoria:

Si 105 4433 +£ 11,01 0.047

No 84 47,68 £11,96
Cambios en la
habilidad abstracta:

Si 93 43,40+ 10,11

No 96 48,16 £ 12,36 0,004
Errores de Juicio:

Si 96 43,93 +£11,13

No 93 47,77 £ 11,68 0,022
Afasia:

Si 91 43,16 +9,9

No 98 48,29+ 124 0,002
Apraxia:

Si 89 43,2 +10,01

No 100 48,15+ 12,32 0,003
Agnosia:

Si 89 43,35+10,22

No 100 48,02 +£ 12,22 0,005
Alteracion de la
personalidad:

Si 93 43,54 +£ 10,22

No 9% 48,02 % 12.33 0,007
MEC:

> 23 puntos 102 47,34 £ 12,06 0.049

< 23 puntos 87 44,03 + 10,67 ’
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3.11 PARAMETROS BIOLOGICOS EN CASOS Y CONTROLES.

En la siguiente tabla se muestra de forma global los pardmetros bioldgicos en
casos y controles analizados en este estudio. Se observan diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos en las cifras de folato sérico pero no eritrocitario,

triglicéridos y Apo E, con cifras inferiores en los casos respecto a los controles.

Tabla 36. Parametros biolégicos en casos y controles.

Casos Controles Total
(n) (n) (n) P
Media = DE Media = DE Media =+ DE
L . (92) (96) (188)
Folato sérico (ng/ml) 6184228 | 696+267 | 658251 | 0032
o (83) 87) (170)
Folato eritrocitario (ng/ml) | 305 o\ 179 43 | 40728 + 193,02 | 396.7+186.28 | %+
S (92) (96) (188) sk
Vitamina BI12 (ng/l) 520,97 + 408.96 | 541,95 = 368,61 | 531,68+387.97 | 226
(92) (96) (188) s
PCR (mg/l) 111841589 | 11.64+1667 | 114121625 | %200
Colesterol en Plasma (mmol/l) 50 6(9i3)1 14 5 09(16)1 12 5 (Si?)l 2 0,878
(93) (96) (189)
HDL (mmol/l) 125+ 0,38 1,16 + 0,40 12:039 | 0113
o (93) (96) (189)
Triglicéridos (mmol/l) 129 + 0,46 1,67 £ 0,81 1,4840,69 0,001 **
(93) (96) (189)
ApoE (mg/l) 43584901 | 4799+ 1259 | 458241153 | 0008

Prueba T-Student en todas las variables excepto a las sefialadas con **, que se ha aplicado su
correspondiente test no paramétrico de la U de Mann-Whitney
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3.12 PARAMETROS BIOLOGICOS POR SEXOS.

En la tabla 36 se muestran los valores de los parametros bioldgicos analizados
segun sexos. Se observaron diferencias estadisticamente significativas en las cifras de

folato sérico pero no eritrocitario, vitamina B12, colesterol total, HDL colesterol y Apo

E, alcanzando valores superiores en las mujeres en todos los parametros.

Tabla 37. Parametros biolégicos por sexos.

Hombre Mujer
(m) (n) P
Media + DE Media + DE

Folato sérico (ng/ml) 6,1(§8i7)2,36 6,9(91212),59 0,015

Folato eritrocitario (ng/ml) 388,16(51))1 87.85 404’29(933)1 85.59 0,575
Vitamina B12 (ng/l) 464,755%:7)337,11 589,3(11214220,11 0,007 **
PCR (mg/) 13,63(8321,32 9,55)1219),75 0,369 **

Colesterol en Plasma (mmol/l) 4’718;)1 07 5,3(61221) 10 0,0001

HDL (mmol/l) 1,05583),36 1,3(21223,37 0,0001
Triglicéridos (mmol/l) 1, 5(52172)’7 4 1, 421223’ 64 0,788 **

ApoE (mg/l) 44,03 £ 10,27 47,34 +£ 12,35 0,049

Prueba T-Student en todas las variables excepto a las sefialadas con **, que se ha aplicado su
correspondiente test no paramétrico de la U de Mann-Whitney.
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3.13 PARAMETROS BIOLOGICOS POR EDAD.

En la siguiente tabla se muestran de forma global los valores de los parametros
biologicos estudiados en relacion a la edad. Se ha realizado el Coeficiente de
Correlacion de Pearson y observamos que solamente resulta significativa la asociacion
entre folato sérico, PCR y triglicéridos con la edad. Pero aunque resulten
estadisticamente significativas, los valores de la correlacion de las 3 variables son muy
bajos, el mayor es — 0,222. En los valores de folato sérico y triglicéridos la correlacion

es negativa, con valores que descienden con la edad. En las cifras de PCR la correlacion

es positiva, aumentando sus valores con la edad.

Tabla 38. Parametros biolégicos por edad.

Edad P
(n)
correlacion
Folato sérico (ng/ml) _(Ol ?2)9 0,020
Folato eritrocitario (ng/ml) _(01 (7)2)3 0,285
Vitamina B12 (ng/l) (()1(%)3 2 0,389
PCR (mg/l) (()lf 2 0,022
Colesterol en Plasma (mmol/l) _(01 gz)z 0,260
HDL (mmol/1) _(01 (8)3)3 0,754
Triglicéridos (mmol/l) _(01 23)2 0,002
Apo E (mg/l) (()1(%)3 59()) 0,493

Coeficiente de Correlacion de Pearson.
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4 GENOTIPO APOE
4.1 GENOTIPOS DE APOE EN EL GRUPO CONTROL

El genotipo de Apo E mas frecuente en el grupo control es E3/E3 con el 68,8%.
Los menos frecuentes, con el 1% en cada genotipo, son E2/E2, E2/E4 y E4/E4. Se
observan claras diferencias en las frecuencias de los genotipos que presentan el alelo E3

respecto al resto.

Tabla 39. Polimorfismo Apo E en controles.

Polimorfismo Apo E - Control

Genotipo n %
E2/E2 1 1,0%
E2/E3 10 10,4%
E2/E4 1 1,0%
E3/E3 66 68,8%
E3/E4 17 17,7%
E4/E4 1 1,0%

Total (n) 96 100,0%

Graficamente podemos observar en la siguiente figura las frecuencias de los
genotipos Apo E en los sujetos control de nuestro estudio, con un claro predominio de

los E3/E3 en nuestra muestra.

Figura 43. Genotipo Apo E en controles.

Polimorfismo Apo E - Genotipo
Controles

edled e2le2

0
e3/ed 1,0% 1,0% e2/e3
17 7% 10,4% e2led
70 1,0%
e3/e3
68,8%
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4.2 GENOTIPOS DE APO E EN EA.

El genotipo de Apo E maés frecuente en el grupo de casos (EA) fue el E3/E3 con
el 44,1%, seguido por el E3/E4 con el 40,9%, y el E4/E4 con el 7,5%. Ningin caso

presentd E2/E2, y solo un paciente era E2/E4 en nuestra muestra.

Tabla 40. Polimorfismo Apo E en Alzheimer.

Polimorfismo Apo E - Casos

Genotipo n %
E2/E2 - -
E2/E3 6 6,5%
E2/E4 1 1,1%
E3/E3 41 44,1%
E3/E4 38 40,9%
E4/E4 7 7,5%

Total (n) 93 100,0%

Graficamente se puede observar en la siguiente figura la distribucion de los

genotipos Apo E en los casos de nuestro estudio.

Figura 44. Genotipo Apo E en Alzheimer.

Polimorfismo Apo E - Genotipo

Casos
edled e2/e3 e2/led
7,5% 6,5% ( 1,1%
e3/e4d e3/e3
40,9% 44,1%
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4.3  GENOTIPOS DE APO E EN CASOS Y CONTROLES.

Tanto en EA como en controles, el genotipo E3/E3 es el mas frecuente, pero en
los casos se aprecian mayor frecuencia de E4 que en el grupo control. Estas diferencias
en el genotipo entre casos y controles son significativas (p 0,001). Agrupando los
genotipos por la presencia de los distintos alelos, se observan porcentajes claramente
mas elevados de E4 en los casos que en los controles (49,5% vy 19,7%,
respectivamente), con diferencias estadisticamente significativas (p 0,0001), por lo que

la presencia de E4 se asocia a casos y su ausencia a controles.

Tabla 41. Frecuencias del polimorfismo Apo E en casos y controles.

Casos Control
Pollmorfismf) Apo E - n % n %
Genotipo

E2/E2 - - 1 1,0%
E2/E3 6 6,5% 10 10,4%
E2/E4 1 1,1% 1 1,0%
E3/E3 41 44,1% 66 68,8%
E3/E4 38 40,9% 17 17,7%
E4/E4 7 7,5% 1 1,0%
E2/E2 + E2/E3 6 6,5% 11 11,4%
E3/E3 41 44,1% 66 68,8%

1 0 mas E4 46 49,5% 19 19,7%

El alelo E4 es méas frecuente en los casos que en los controles, y el alelo E3 mas
frecuente en los controles. Se observa asociacion entre E4 y casos, y entre E3 y

controles. El alelo E2 no presenta relacion significativa con ser caso o control.

Tabla 42. Frecuencias de alelos en casos y controles.

Casos Controles p
(n 93) (n 96)
E2 7 13 0,191
(3,76%) (6,77 %)
E3 126 159 0,0001
(67,74%) (82,81 %)
E4 53 20 0,0001
(28,49 %) (10,42%)
Total 186 192

Prueba para la comparacion de proporciones.
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Se puede observar graficamente el porcentaje de alelos de la muestra

correspondientes a cada genotipo Apo E. El genotipo E3 es el mas frecuente, con

predominio de casos, y el genotipo E4 presenta mayor proporcion de pacientes con EA.

Figura 45. Frecuencia de alelos en los genotipos Apo E en casos y controles.
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En la siguiente figura se muestra el porcentaje de casos y controles en cada

genotipo Apo E. Se observa la elevada proporcion de pacientes con EA en el grupo del

genotipo E4.

Figura 46. Porcentaje de casos y controles en cada genotipo Apo E.
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4.4 GENOTIPOS DE APOE Y CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE

APOE.

4.4.1 GENOTIPO APO E2 Y CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE APO

E.

Para valorar si existe asociacion entre el genotipo E2 y las concentraciones
plasmaticas de Apo E se han unido los grupos heterocigoto y homocigoto, ya que el
grupo homocigoto solo presentaba un caso. Se ha realizado la prueba T-Student y se
observa que el grupo de sujetos con al menos un alelo E2 presenta cifras mas altas de

Apo E en plasma que los que no poseen E2. Estas diferencias son significativas (p

0,0001).

Tabla 43. Concentraciones plasmaticas de Apo E en genotipo E2.

RESULTADOS

Genotipo E2
No Si
(n=170) (n=19) P
Media + DE Media + DE
ApoE (mg/l) 44,76 + 10,81 55,33 £ 13,66 0,0001

Prueba T-Student.

En la siguiente figura se muestra graficamente que los sujetos portadores del

genotipo E2 presentan valores claramente superiores de Apo E plasmatica que los que

no poseen este alelo.
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Figura 47. Valores de Apo E sérica en sujetos con presencia y ausencia de genotipo Apo E2.
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Mediana y cuartiles de Apo E sérica. Media de controles en linea discontinua.

Las cifras plasmaticas de Apo E en los sujetos con el genotipo E2 no presentan

diferencias significativas entre casos y controles. La media de las concentraciones de

Apo E en casos fue de 54,35 £ 13,76 DE y en los controles de 55,90 + 14,18 DE.

Tabla 44. Concentraciones plasmaticas de Apo E en casos y controles con genotipo E2.

ApoE (mg/l)
Casos Controles
Genotipo E2 (n) (n) P
Media + DE Media = DE
: (7 (11)
Heterocigoto 5435+ 13,76 56,24 + 14,82 0,790
Homocigoto ©) (M -
(7 (12)
Total 54,35+ 13,76 55,00 & 14,18 0.819

Prueba T-Student.
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4.4.2 GENOTIPO APO E3 Y CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE APO
E.

El grupo de sujetos que presenta al menos un alelo E3 es el mas numeroso de la
muestra. En este estudio 71 sujetos son heterocigotos y 107 homocigotos. Solo 11
sujetos de este trabajo no presentan el alelo E3. Aunque la media de Apo E plasmatica
es mayor en los homocigotos que en los heterocigotos, y mayor en estos que en los que

no poseen E3, estas diferencias no son significativas (p 0,176).

Tabla 45. Concentraciones plasmaticas de Apo E en genotipo E3.

ApoE (mg/l)
(n=189) P
(n) Media + DE
Genotipo E3
No (11) 41,25+9,00
Heterocigoto (71) 44,96 = 11,99 0.176
Homocigoto (107) 46,86 + 11,38 ’
Homocigoto+heterocigoto (178) 46,10 + 11,63
Total (189) 45,82 £ 11,53
Prueba F de ANOVA.

En la siguiente figura se observa que los sujetos portadores del genotipo E3
presentan valores superiores de Apo E plasmatica que los que no poseen este alelo, pero

sin mostrar significatividad estadistica.
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Figura 48. Valores de Apo E sérica en sujetos con presencia y ausencia de genotipo Apo E3.

APO E sérica (mg/l)

100,0

80,0

60,0

40,07

20,0

| amo

Media Controles 48,

Genotipo e3

Si

Mediana y cuartiles de Apo E sérica. Media de controles en linea discontinua.

Las cifras plasmaticas de Apo E en los sujetos con el genotipo E3 presentan
diferencias significativas entre casos y controles (p 0,01), con cifras mas bajas en los
casos que en los controles (43,77 + 10,15 y 48,24 + 12,51 respectivamente). Analizando
las cifras de Apo E plasmaticas de casos y controles en los homocigotos y
heterocigotos, se observa que existen diferencias significativas en los heterocigotos (p
0,039), pero no en los homocigotos (p 0,170). Tanto en los heterocigotos como en el
total de los sujetos con genotipo E3, las cifras de Apo E plasmaticas toman valores mas

bajos en los casos.

Tabla 46. Concentraciones plasmaticas de Apo E en casos y controles con genotipo E3.

ApoE (mg/l)
Casos Controles
Genotipo E3 (n) (n) P
Media £ DE | Media £ DE

. (44) (27)
Heterocigoto | 5 o7 70,30 | 48,68 13,73 | %037

. (41) (66)
Homocigoto | 4, 94 .°9 97 | 48,06 + 12,09 | %170

(85) (93)
Total 14377 170,15 4824 + 12,51 | %010

Prueba T-Student.
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Se puede observar en la figura 49 las concentraciones de Apo E sérica en
portadores de 1 o 2 alelos de E3 y no portadores, tanto en casos como controles. En

todos los grupos toman valores mas altos los controles.

Figura 49. Apo E sérica en casos y controles con presencia y ausencia de genotipo E3.
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Mediana y cuartiles de Apo E sérica.

4.43 GENOTIPO APO E4 Y CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE APO
E.

El grupo de sujetos con presencia de al menos un alelo E4 es el 2° mas frecuente
en la muestra. En los sujetos sin presencia del alelo E4, la media de Apo E plasmatica es
mayor que en los heterocigotos, y en estos mayor que en los homocigotos, observando
diferencias significativas (p 0,0001). Se ha realizado el test de comparaciones multiples
donde se concluye que las diferencias son significativas entre los grupos sin E4 y
heterocigotos, y los grupos sin E4 y homocigotos, es decir, que el grupo que no posee
E4 presenta diferencias significativas con los E4, y el grupo sin el alelo E4 tiene valores

mas altos de Apo E que los homocigotos y heterocigotos para E4.
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Tabla 47. Concentraciones plasmaticas de Apo E en genotipo E4.

ApoE (mg/l)
(n=189) P
(n) Media + DE

Genotipo E4

No
Heterocigoto
Homocigoto

Homocigoto+heterocigoto

Total

(126) 48,14 + 12,08
(57) 41,74 = 8,91
(8) 37,37 + 6,64
(65) 41,49 + 8,83

0,0001

(189) 45,82 + 11,53

Prueba F de ANOVA.

En el siguiente grafico observamos que los sujetos con presencia del alelo E4

tienen valores mas bajos de Apo E plasmatica respecto a los que no poseen E4, y

también respecto a la media de los valores de Apo E en los controles del total de la

Figura 50. Apo E sérica en sujetos con presencia y ausencia de genotipo Apo E4.
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Mediana y cuartiles de Apo E sérica. Media de controles en linea discontinua.
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Las cifras plasmaticas de Apo E en los sujetos con el genotipo E4 no presentan
diferencias significativas entre casos y controles, considerando los grupos homocigoto,
heterocigoto y el total de ambos. En el grupo de homocigotos no se ha podido realizar la

prueba T-Student ya que solo existe un caso en el grupo control.

Tabla 48. Concentraciones plasméaticas de Apo E en casos y controles con genotipo E4.

ApoE (mg/l)
Casos Controles
Genotipo E4 (n) (n) P
Media + DE | Media + DE
. (38) 17)
Heterocigoto | 4, ¢5. 531 (43,63 + 10,15 | 27
. (7 (1)
Homocigoto 39,40 + 3,61 -
(45) (18)
Total | 45 66+ 775 | 42,49 = 10,96 | %4°°

Prueba T-Student.

Como puede verse en la siguiente figura, los sujetos con presencia del alelo E4
tienen valores mas bajos de Apo E sérica, con cifras inferiores en los sujetos con

Alzheimer.
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Figura 51. Apo E sérica en casos y controles con presencia y ausencia de genotipo E4.
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4.44 GENOTIPOS APO E Y CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE APO
E.

Tras evaluar previamente la relacion entre cada genotipo y las concentraciones
plasmaticas de Apo E, hemos analizado si existia asociacion entre las concentraciones
plasmaticas de los tres genotipos Apo E. Las concentraciones plasmaticas de Apo E
presentaron diferencias significativas entre los genotipos Apo E2, E3 y E4, mostrando

valores mas altos en el grupo E2 y mas bajos en el E4 (ANOVA, p <0,0001).

Tabla 49. Concentraciones plasmaticas de Apo E y genotipos Apo E.

Genotipo E2 | Genotipo E3 | Genotipo E4 P

(19) (178) (65)

0,0001
55,33+13,66 | 46,10£11,63 | 41,49+8,83 | ~

ApoE (mg/l)

Graficamente observamos el descenso progresivo de las concentraciones en

plasma de Apo E en los genotipos E2, E3 y E4.
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Figura 52. Concentraciones plasmaticas de ApoE segiin genotipos Apo E.
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Hemos aplicado el test de Bonferroni para realizar una comparaciéon por

subgrupos de las concentraciones plasmaticas de Apo E entre todos los genotipos Apo

E, y también observamos diferencias significativas entre todos ellos.

Tabla 50. Concentraciones plasmaticas de Apo E entre los genotipos Apo E.

Diferencia de Intervalo de confianza al
medias Apo 95%
E sérica Error
GENOTIPO GENOTIPO (mg/1) tipico P Limite Limite

inferior superior

E2 E3 9,22 2,69 0,002 2,73 15,72

E4 14,14 2,92 0,0001 7,10 21,19

E3 E2 9,22 2,69 0,002 -15,72 2,73

E4 4,92 1,64 0,009 0,98 8,86

E4 E2 -14,14 2,92 0,0001 -21,19 -7,10

E3 -4,92 1,63 0,009 -8,869 -0,98

Prueba ANOVA. Test de Bonferroni.
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4.4.5 GENOTIPOS APO E Y CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE APO
E EN CASOS Y CONTROLES.

Las cifras plasmaticas de Apo E en los sujetos con EA son inferiores respecto a

los controles en todos los genotipos, pero solamente mostraron diferencias

estadisticamente significativas el genotipo E3 (p 0,01).

Tabla 51. Concentraciones plasmaticas de Apo E segiin genotipos en casos y controles.

ApoE (mg/l)
Genotipo E2 | Genotipo E3 | Genotipo E4
Casos

() (7 (85) (45)

Media £ DE | 54,35+ 13,76 | 43,77 + 10,15 | 40,66 + 7,75
Controles

(n) (12) (93) (18)
Media £ DE | 55,90 + 14,18 | 48,24 + 12,51 | 42,49 + 10,96

P 0,819 0,01 0,456

En la siguiente figura se muestran las concentraciones plasmaticas de Apo E en
los distintos genotipos de Apo E, tanto en casos como en controles. Se observan valores
superiores de Apo E en los portadores de E2 e inferiores en los sujetos con E4. El grupo
control presentaba cifras superiores de Apo E plasmatica en todos los genotipos, pero

con significacion estadistica unicamente en los sujetos portadores de E3.
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Figura 53. Concentraciones plasmaticas de Apo E segtin genotipos en casos y controles.
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Las concentraciones plasmaticas de Apo E fueron inferiores en los casos

respecto a los controles, tanto en los sujetos con presencia o ausencia del genotipo E4,

estas diferencias fueron estadisticamente muy significativas.

Tabla 52. Concentraciones plasmaticas de Apo E segin la presencia o ausencia del genotipo E4.

ApoE (mg/l)
Genotipo E4 | No genotipo E4
Casos

() (45) (43)

Media £ DE | 40,66 + 7,75 | 46,31+£10,95
Controles

() (18) (78)
Media £ DE (42,49 £ 10,96 | 49,26+12,65

P 0,0001

ANOVA
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Para conocer la significacion de estos resultados hemos realizado el analisis
multiple de la varianza (ANOVA) en dos direcciones, que nos permite analizar la
relacion de las tres variables. En nuestra muestra, las cifras de Apo E plasmaticas fueron
globalmente significativas entre casos y controles y entre la presencia o ausencia de E4
(p 0,0001), pero estas diferencias se debieron a la presencia o no del genotipo E4 (p
0,001) y no al hecho de ser caso o control (p 0,763). Es decir, las diferencias en las
concentraciones plasmaticas de Apo E entre Alzheimer y controles no fueron debidas a
ser caso o control, sino a la presencia o no de E4, y las interferencias en la distribucion

no fueron significativas.

En la siguiente figura se muestra de forma global los valores de Apo E
plasmatica en los distintos alelos Apo E y en ausencia de cada uno de ellos. Como
referencia, la linea discontinua representa la media de Apo E plasmatica de los controles
del estudio global. Se observan valores superiores en portadores del alelo E2 y
progresivamente inferiores en E3 y E4. Asi mismo, los sujetos con E2 presentan cifras
significativamente superiores de Apo E plasmatica que los que no poseen E2. Estas
diferencias son menores en los sujetos E3 (pero sin significacion estadistica), y se
invierten en los sujetos E4. En este tltimo grupo, los portadores del alelo E4 tienen

valores inferiores a los que no poseen E4 gran significatividad estadistica.

Figura 54. Apo E sérica segiin presencia o ausencia de los alelos Apo E.
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45 GENOTIPO E2: ASOCIACIONES CLINICO-BIOLOGICAS

4.5.1. GENOTIPO E2 Y SINTOMAS NEUROLOGICOS.

Se ha valorado la presencia o no de cada uno de los sintomas neurologicos
considerados en este estudio en relacion al genotipo E2. Observando los valores de
significacion, se aprecia que no existe asociacion entre el genotipo E2 y ninguno de los

sintomas neurologicos estudiados.

Tabla 53. Sintomas neurologicos en relacion al genotipo E2.

Genotipo E2
No Si »)
(n 170) (n 19)

Importante Interrupcion social:

Si 90 (52,9%) | 7(36,8%) | 0,276

No 80 (47,1%) | 12 (63,2%)
Disminucion de Memoria:

Si 95 (55,9%) | 10 (52,6%) | 0,978

No 75 (44,1%) | 9 (47,4%)
Cambios en la habilidad abstracta:

Si 86 (50,6%) | 7(36,8%) | 0,371

No 84 (49,4%) | 12 (63,2%)
Errores de Juicio:

Si 88 (51,8%) | 8(42,1%) | 0,578

No 82 (48,2%) | 11 (57,9%)
Afasia:

Si 84 (49,4%) | 7(36,8%) | 0,425

No 86 (50,6%) | 12 (63,2%)
Apraxia:

Si 82 (48,2%) | 7(36,8%) | 0,483

No 88 (51,8%) | 12 (63,2%)
Agnosia:

Si 82 (48,2%) | 7(36,8%) | 0,483

No 88 (51,8%) | 12 (63,2%)
Alteracién de la personalidad:

Si 85(50,0%) | 8(42,1%) | 0,681

No 85 (50,0%) | 11 (57,9%)

Prueba Chi-cuadrado de Pearson con la correccion de Yates.
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4.5.2. GENOTIPO E2 Y MEC.

Se ha valorado la puntuacion de MEC en los sujetos segin la presencia o
ausencia del genotipo E2. Considerando los valores de p, se observa que no existen
diferencias significativas de los valores de MEC y la presencia o ausencia del genotipo

E2.

Tabla 54. Puntuacion MEC segun el genotipo E2.

Genotipo E2
No Si
() () P
Media + DE | Media + DE
< (170) (19)
Puntuacion MEC 19,79+ 1023 | 2337+ 8.17 0,143

Prueba T-Student.

453 GENOTIPO E2 Y CRONOLOGIA DE LA ENFERMEDAD DE
ALZHEIMER.

La edad de inicio de EA en los pacientes con genotipo E2 fue de 69,75 afios sin

presentar diferencias significativas con los casos que no presentan este genotipo (p

0,45).

Los meses transcurridos desde el comienzo de la enfermedad fueron similares
para los sujetos con genotipo E2 y los que no lo presentaban, sin encontrar diferencias
significativas (p 0,564). Tampoco se encontraron diferencias significativas en el tiempo
transcurrido desde el diagnostico clinico en los portadores de E2 y los que no presentan

dicho alelo (p 0,664)
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Tabla 55. Genotipo E2 y cronologia de EA.

Genotipo E2
No Si
(m) (m) P
Media = DE | Media + DE
. (85) 7
Edad inicio de la enfermedad 68.49+7.65 | 69.75+9.17 0,450
. (86) 7
Meses desde el comienzo 48,58 + 36,02 | 44,00 + 38,95 0,564
. (85) (7
Meses desde el seguimiento 217242720 | 2243 + 19,85 0,664

Prueba U de Mann-Whitney.

Se ha valorado la aparicion temprana de EA en < 65 afios como EA precoz. De

los 7 casos con al menos un alelo E2 se ha encontrado un sujeto con EA precoz. Estas

diferencias no son significativas (p 0,669).

Tabla 56. Genotipo E2 y Alzheimer precoz.

Alzheimer precoz

No Si
() m | "
Genotipo E2:
Ausencia 59 (90,8%) | 26 (96,3%) | 0,669
Presencia 6 (9,2%) 1 (3,7%)

Prueba exacta de Fisher

4.54 GENOTIPO E2 Y ENFERMEDAD VASCULAR.

Se ha valorado la comorbilidad vascular segun el genotipo E2. No se ha

encontrado asociacion entre padecer enfermedad cerebrovascular, cardiovascular,

coronaria o cualquiera de ellas y presentar el alelo E2.
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Tabla 57. Genotipo E2 y enfermedad vascular.

Genotipo E2
No Si
() () F
Enfermedad cerebrovascular
Si 9 (5,3%) 1(5,3%) 1.000
No 161 (94,7%) | 18 (94,7%) |
Enfermedad cardiovascular
Si 73 (42,9%) | 11(57,9%) 0317
No 97 (57,1%) | 8 (42,1%) ’
Enfermedad coronaria
Si 21 (12,4%) | 4 (21,1%) 0.288
No 149 (87,6%) | 15(78,9%) |
Enfermedad vascular
Si 82 (48,2%) | 12 (63,2%) 0321
No 88 (51,8%) | 7(36,8%) ’

Prueba Chi-cuadrado de Pearson con la correccion de Yates en enfermedad cardiovascular
y vascular. Estadistico Exacto de Fisher en enfermedad cerebrovascular y coronaria.

4.5.5 GENOTIPO E2 Y PARAMETROS BIOLOGICOS.

Las cifras de folato sérico, folato eritrocitario, vitamina B12 y PCR no

mostraron diferencias significativas con la presencia o ausencia del alelo E2.

Tabla 58. Genotipo E2 y parametros biologicos.

Genotipo E2
No Si
(n) (n) P
Media+DE | Media DE
Folato séri
0(?1;)/;?1?% (170) (18) 0,757
6.56 +2.53 6.76 + 2,48 ;
Folat it itari
ola 0(:3:;/;:;;1 ario (152) (18) O 624
399,12+ 185,17 | 376,28 = 199,77 |
Vitamina B12
! a’(’:;/’i') (170) (18) 0147
523,72+ 385.05 | 606,83 £418,57 |
PCR
170) (18)
N (
(mg/h 116141685 | 961+880 |%7%1

Prueba T-Student para Folato sérico y Folato eritrocitario.
Prueba U de Mann-Whitney para Vitamina B12 y PCR.
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45.6 GENOTIPO E2 Y PARAMETROS LIPIDICOS.

Las cifras de colesterol total, HDL y triglicéridos no mostraron diferencias
significativas con la presencia o ausencia del genotipo E2. Las cifras de Apo E
plasmatica si presentaron diferencias significativas (p 0,0001), con valores mas altos de

Apo E en los sujetos con genotipo E2.

Tabla 59. Genotipo E2 y parametros lipidicos.

Genotipo E2

No Si

(n) (n) P
Media =+ DE | Media + DE

Colesterol en Plasma

(170) (19)
(mmol/l) 5006111 | 492+131 | %33

HDL
170) (19)
n (
(mmol/l) 1204039 | 124+041 | %723
Triglicéridos
170) (19)
n (
(mmol/ly 1474068 | 161076 | %406
ApoE
(mg/l) (170) (19) 0.0001

44,76 £ 10,81 | 55,33 + 13,66

Prueba T-Student para Colesterol en plasma, HDL y ApoE.
Prueba U de Mann-Whitney para Triglicéridos.

188



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONCENTRACIONES PLASMATICAS Y GENOTIPO APO E EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
Maria Pilar Martinez Heras

ISBN:978-84-692-1532-6/DL:T-362-2009 RESULTADOS

4.6  GENOTIPO E3: ASOCIACIONES CLINICO-BIOLOGICAS.

4.6.1 GENOTIPO E3 Y SINTOMAS NEUROLOGICOS.

Se ha valorado la presencia o no de cada uno de los sintomas neurologicos
considerados en este estudio en relacion al genotipo E3. Observando los valores de
significacion, se aprecia que no existe asociacion entre el genotipo E3 y ninguno de los

sintomas neurologicos estudiados.

Tabla 60. Sintomas neurologicos en relacion al genotipo E3.

Genotipo E3
No Si
(m) (n) ’

Importante Interrupcion social:

Si 8 (72,7%) | 89 (50,0%) 0.249

No 3(27,3%) | 89 (50,0%) |
Disminucién de Memoria:

Si 9 (81,8%) | 96 (53,9%) 0.115

No 2 (18,2%) | 82 (46,1%) |
Cambios en la habilidad abstracta:

Si 8 (72,7%) | 85 (47,8%) 0.195

No 3(27,3%) | 93 (52,2%) |
Errores de Juicio:

Si 8 (72,7%) | 88 (49,4%) 0.235

No 3(27,3%) | 90 (50,6%) |
Afasia:

Si 8 (72,7%) | 83 (46,6%) 0.171

No 3(27,3%) | 95(53,4%) |
Apraxia:

Si 8 (72,7%) | 81 (45,5%) 0.149

No 327,3%) | 97 (54,5%) |
Agnosia:

Si 8(72,7%) | 81 (45,5%) 0.149

No 3(273%) | 97 (54,5%) |
Alteracion de la personalidad:

Si 8 (72,7%) | 85 (47,8%) 0.195

No 3(27,3%) | 93 (52,2%) |

Prueba Chi-cuadrado de Pearson con la correccion de Yates para todas las variables,
excepto para Disminucion de memoria que se ha realizado el Estadistico Exacto de Fisher.
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4.6.2. GENOTIPO E3 Y MEC.

Se ha valorado la puntuacion de MEC en los sujetos segin la presencia o
ausencia del genotipo E3. Considerando los valores de p, se observa que no existen
diferencias significativas de los valores de MEC y la presencia o ausencia del genotipo

E3.

Tabla 61. Puntuacién MEC segun el genotipo E3.

Genotipo E3
No Si
(m) (n) P
Media = DE | Media + DE
. (11D (178)
Puntuacion MEC 16,64 + 10,54 | 20,37 + 10,04 0,234

Prueba T-Student.

4.6.3. GENOTIPO E3 Y CRONOLOGIA DE LA ENFERMEDAD DE
ALZHEIMER.

La edad en los pacientes con genotipo E3 al inicio de la enfermedad fue de 68,69
+ 7,89 afios y no se encontraron diferencias significativas entre los casos con el alelo E3

y los que no lo presentaban (p 0,547).

El tiempo de evolucion de la enfermedad desde que se iniciaron los sintomas no
mostraron diferencias significativas entre los sujetos que presentan E3 y los que no lo

presentan (p 0,117).

Tampoco se encontraron diferencias significativas en el tiempo transcurrido
desde el diagnostico clinico entre los casos con alelo E3 y los que no lo poseen (p

0,386).
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Tabla 62. Genotipo E3 y cronologia de EA.

Genotipo E3
No Si
(n) (m) P
Media + DE | Media + DE
- - (8) (84)
Edad al inicio de la enfermedad (afios) 67.40+5.99 | 68,69 = 7.89 0,547
. (®) (85)
Meses desde el comienzo 63,75 + 34,62 | 46,78 + 36,03 0,117
- ®) (84)
Meses desde el seguimiento 26,00+ 24,12 [ 21,37 + 26.95 0,386

Prueba U de Mann-Whitney.

En los casos EA con genotipo E3 se han encontrado el 88,9% de los casos de

Alzheimer precoz, sin embargo no existe asociacion entre la presencia del genotipo E3 y

la aparicion de EA precoz (p 0,689).

Tabla 63. Genotipo E3 y Alzheimer precoz.

Alzheimer precoz

No Si
() w | "
Genotipo E3:
Ausencia 5(7,7%) 3(11,1%)
Presencia 60 (92,3%) | 24 (88,9%) | 0,689

Prueba exacta de Fisher.

4.6.4. GENOTIPO E3 Y ENFERMEDAD VASCULAR.

Se ha valorado la comorbilidad vascular segun el genotipo E3. No se ha

encontrado asociacion entre padecer enfermedad cerebrovascular, cardiovascular,

coronaria o cualquiera de ellas y presentar el alelo E3.
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Tabla 64. Genotipo E3 y enfermedad vascular.

Genotipo E3
No Si
(n) (n) F
Enfermedad cerebrovascular
Si 0 (0,0%) 10 (5,6%) 1.000
No 11 (100,0%) | 168 (94,4%) |
Enfermedad cardiovascular
Si 5 (45,4%) 79 (44,4%) 1.000
No 6 (54,5%) 99 (55,6%) ’
Enfermedad coronaria
Si 2 (18,2%) 23 (12,9%) 0.642
No 9 (81,8%) 155 (87,1%) |
Enfermedad vascular
Si 6 (54,5%) 88 (49,4%) 0.986
No 5 (45,5%) 90 (50,6%) ’

Prueba Chi-cuadrado de Pearson con la correccion de Yates en la variable Enfermedad vascular. Estadistico
Exacto de Fisher en las variables Enfermedad cerebrovascular, cardiovascular y coronaria.

4.6.5. GENOTIPO E3 Y PARAMETROS BIOLOGICOS.

Las cifras de folato sérico, folato eritrocitario, vitamina B12 y PCR no

mostraron diferencias significativas con la presencia o ausencia del alelo E3.

Tabla 65. Genotipo E3 y parametros biolégicos.

Genotipo E3
No Si
() () P
Media + DE Media + DE
Folato sérico (10) (178) 0211
(ng/ml) 5,61 £231 6,63 £2,52 ’
Folato eritrocitario ®) (162) 0.296
(ng/ml) 520,88 £301,37 390,57 £ 177,96 |
Vitamina B12 (10) (178) 0.568
(ng/1) 441,00 245,18 | 536,78 +£394,31 |
PCR (10) (178) 0.245
(mg/l) 7,10 £ 3,48 11,66 £16,65 |

Prueba T-Student para Folato sérico. Prueba U de Mann-Whitney para Folato eritrocitario y
Vitamina B12.
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4.6.6 GENOTIPO E3 Y PARAMETROS LIPiDICOS.

Las cifras de colesterol total, HDL, triglicéridos y Apo E plasmatica no

mostraron diferencias significativas con la presencia o ausencia del genotipo E3.

Tabla 66. Genotipo E3 y parametros lipidicos.

Genotipo E3
No Si
() () p
Media + DE | Media + DE
Colesterol en Plasma (11) (178) 0.248
(mmol/l) 542+0,83 | 505+1,14 |7
HDL (11) (178) 0.805
(mmol/l) 1,22+0,28 | 1,21+£0,39 |~
Triglicéridos (11) (178) 0.995
(mmol/l) 1,39+0,41 | 1,49+£0,70 |
Apo E (11) (178) 0.176
(mg/1) 41,25+9,00 | 46,10+ 11,63 |

Prueba T-Student para ApoE. Prueba U de Mann-Whitney para PCR, Colesterol en plasma, HDL
y Triglicéridos.
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47  GENOTIPO E4: ASOCIACIONES CLINICO-BIOLOGICAS

4.7.1. GENOTIPO E4 Y SINTOMAS NEUROLOGICOS.

Se ha valorado la presencia o no de cada uno de los sintomas neuroldgicos
considerados en este estudio en relacion al genotipo E4. Observando los valores de
significacion, se aprecia que todos los sintomas neurologicos evaluados presentan

asociacion con el genotipo E4. Segin los porcentajes, el alelo E4 se asocia a la

presencia de cada uno de los sintomas de deterioro cognitivo.

Tabla 67. Sintomas neurologicos en relaciéon al genotipo E4.

Genotipo E4
No Si P
(n) ()
Importante Interrupcion social:
Si 51 (40,5%) | 46 (73,0%) | 0,0001
No 75 (59,5%) | 17 (27,0%)
Disminuciéon de Memoria:
Si 59 (46,8%) | 46 (73,0%) | 0,001
No 67 (53,2%) | 17 (27,0%)
Cambios en la habilidad abstracta:
Si 48 (38,1%) | 45 (71,4%) | 0,0001
No 78 (61,9%) | 18 (28,6%)
Errores de Juicio:
Si 50 (39,7%) | 46 (73,0%) | 0,0001
No 76 (60,3%) | 17 (27,0%)
Afasia:
Si 45 (35,7%) | 46 (73,0%) | 0,0001
No 81 (64,3%) | 17 (27,0%)
Apraxia:
Si 44 (34,9%) | 45 (71,4%) | 0,0001
No 82 (65,1%) | 18 (28,6%)
Agnosia:
Si 45 (35,7%) | 44 (69,8%) | 0,0001
No 81 (64,3%) | 19 (30,2%)
Alteracion de la personalidad:
Si 48 (38,1%) | 45 (71,4%) | 0,0001
No 78 (61,9%) | 18 (28,6%)

Prueba Chi-cuadrado de Pearson con la correccion de Yates.
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4.7.2. GENOTIPO E4 Y MEC.

Se ha valorado la puntuacion de MEC en los sujetos segin la presencia o
ausencia del genotipo E4. Considerando los valores de p, se observa que existen
diferencias significativas de los valores de MEC y la presencia o ausencia del genotipo

E4. Los sujetos con el genotipo E4 tiene valores mas bajos de puntuacion MEC.

Tabla 68. Puntuacion MEC segun el genotipo E4.

Genotipo E4
No Si
(n) (n) P
Media + DE | Media = DE
. (126) (63)
Puntuacion MEC | 5, 5y, g 54 | 16,65 + 10,84 | %003

Prueba U de Mann-Whitney.

En la siguiente tabla se pueden observar las puntuaciones del test MEC en casos,
controles y en el total de la muestra por genotipos Apo E. Se observa que en cada
genotipo existen diferencias significativas entre los casos y los controles. Sin embargo,
solamente se encuentra significacion estadistica (ANOVA) en el grupo E4 frente a los

E2 y E3, con cifras claramente inferiores en el grupo E4.

Tabla 69. Puntuacion MEC en casos, controles y muestra total por genotipos.

PUNTUACION MEC
GENOTIPOS Total Alzheimer Controles p
N | Media DE N | Media | DE N | Media | DE

E2 19| 2337 | 8166 | 7| 1643|779| 12| 27.42 | 525 | 0002
E3 178 | 2037 | 10042 | 85| 12,67 | 8.13 | 93| 27.41 | 5,37 | <0.0001
E4 63| 16,65 | 10,838 | 45| 11,78 | 7.65 | 18| 28,83 | 7.56 | <0:0001
Total 260 | 19,69 | 10258 | 137 | 12,57 | 7,96 | 123 | 27.62 | 5,69 | <0:0001
P 0,012 035 0,622
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Graficamente, se puede observar como los sujetos Alzheimer con genotipo E4
presenta los valores mas bajos de puntuacion en el test MEC (media y desviacion

estandar), respecto a los portadores de los alelos E2 y E3.

Figura 55. Puntuacion MEC en casos y controles segiin genotipos Apo E.
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473 GENOTIPO E4 Y CRONOLOGIA DE LA ENFERMEDAD DE
ALZHEIMER.

La edad en los pacientes con genotipo E4 al inicio de la enfermedad fue de 68,28
+ 8,23 afios y no se encontraron diferencias significativas entre los casos con el alelo E4

y los que no lo presentaban (p 0,712).

El tiempo de evolucion de la enfermedad desde que se iniciaron los sintomas no
mostraron diferencias significativas entre los sujetos que presentan E4 y los que no lo

presentan (p 0,917).

Tampoco se encontraron diferencias significativas en el tiempo transcurrido
desde el diagnostico clinico (meses desde el seguimiento) entre los casos con alelo E4 y

los que no lo poseen (p 0,935).
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Tabla 70. Genotipo E4 y cronologia de EA.

Genotipo E4
No Si
() (n) p

Media = DE | Media + DE

TN 47) (45)
Edad al inicio de la enfermedad 68.88+ 728 | 6828+ 823 0,712

. (48) (45)
Meses desde el comienzo 50,83 + 42,00 | 45.47 + 28,44 0,917

- 47) (45)
Meses desde el seguimiento 22,17 +£29.88 | 21,36 + 23,08 0,935

Prueba U de Mann-Whitney, excepto para Edad al inicio de la enfermedad que se ha
realizado el contraste de la t de Student.

De los casos que presentaban Alzheimer precoz, el 51,9% correspondian a

sujetos con al menos un alelo E4. Estas diferencias no fueron significativas (p 0,893).

Tabla 71. Genotipo E4 y Alzheimer precoz.

Alzheimer precoz

No Si
(n) (n)

Genotipo E4:
Ausencia 34 (52,3%) | 13 (48,1%)
Presencia 31 (47,7%) | 14 (51,9%) | 0,893

Prueba Chi-cuadrado de Pearson con la correccion de Yates.
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4.7.4 GENOTIPO E4Y ENFERMEDAD VASCULAR.

Se ha valorado la comorbilidad vascular segun el genotipo E4. No se ha
encontrado asociacion entre padecer enfermedad cerebrovascular, cardiovascular,
coronaria o cualquiera de ellas y presentar el alelo E4. Estos resultados se muestran en

la siguiente tabla.

Tabla 72. Genotipo E4 y enfermedad vascular.

Genotipo E4
No Si P
(n) (n)
Enfermedad cerebrovascular
Si 8 (6,3%) 2(3,2%) | 0,500
No 118 (93,7%) | 61 (96,8%)
Enfermedad cardiovascular
Si 59 (46,8%) | 25(39,7%) | 0,438
No 67 (53,2%) | 38 (60,3%)
Enfermedad coronaria
Si 21 (16,7%) 4(6,3%) | 0,081
No 105 (83,3%) | 59 (93,7%)
Enfermedad vascular
Si 67 (53,2%) | 27 (42,9%) | 0,237
No 59 (46,8%) | 36 (57,1%)

Prueba Chi-cuadrado de Pearson con la correccion de Yates en Enfermedad cardiovascular, coronaria

y vascular.Estadistico Exacto de Fisher en Enfermedad cerebrovascular.
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4.7.5 GENOTIPO E4 Y PARAMETROS BIOLOGICOS.

Las cifras de folato sérico, folato eritrocitario y vitamina B12 no mostraron
diferencias significativas con la presencia o ausencia del alelo E4. Las cifras de PCR si
mostraron diferencias significativas (p 0,016) tomando valores mas bajos en los sujetos

con genotipo E4.

Tabla 73. Genotipo E4 y parametros biolégicos.

Genotipo E4
No Si
() () p
Media + DE Media = DE
Folato sérico (125) (63) 0.871
(ng/ml) 6,60 +2,63 6,54 +2,28 ’
Folato eritrocitario (116) (54) 0.807
(ng/ml) 399,10 £ 184,10 | 391,56 £ 192,51 | ™
Vitamina B12 (125) (63) 0.864
(ng/1) 519,37 + 356,50 | 556,11 +445,99 | ™
PCR (125) (63) 0.016
(mg/l) 12,62 £ 18,53 9,03 + 10,06 ’

Prueba T-Student para Folato sérico y Folato eritrocitario.
Prueba U de Mann-Whitney para Vitamina B12.

4.7.6 GENOTIPO E4 Y PARAMETROS LIPIDICOS.

Las cifras de triglicéridos fueron inferiores en los sujetos con genotipo E4 (1,33

+ 0,55 DE en casos y 1,56 + 0,73 en controles), mostrando diferencias significativas (p
0,031).

Las cifras de Apo E plasmatica fueron inferiores en los sujetos con genotipo E4
(41,18 + 8,74) respecto a los que no presentaba este alelo (48,14 + 12,08), mostrando
diferencias significativas (p 0,0001).

199



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONCENTRACIONES PLASMATICAS Y GENOTIPO APO E EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
Maria Pilar Martinez Heras

ISBN:978-84-692-1532-6/DL:T-362-2009 RESULTADOS

Las cifras de colesterol total y HDL no mostraron diferencias significativas con

la presencia o ausencia del genotipo E4.

Tabla 74. Genotipo E4 y parametros lipidicos.

Genotipo E4
No Si
() () p
Media + DE | Media = DE
Colesterol en Plasma (126) (63) 0.134
(mmol/l) 499+1,13 | 525+1,10 |
HDL (126) (63) 0.080
(mmol/l) 1,L17£0,40 | 1,28+£0,37 | 7
Triglicéridos (126) (63) 0.031
(mmol/l) 1,56+0,73 | 1,33 +£0,55 ’
APOE (126) (63) 0.0001
(mg/l) 48,14+ 12,08 | 41,18 £ 8,74

Prueba T-Student para Colesterol en plasma, HDL y ApoE.
Prueba U de Mann-Whitney para PCR (mg/1) y Triglicéridos (mmol/l).

48 GENOTIPOS APO E Y PARAMETROS BIOLOGICOS.

Hemos valorado cada uno de los parametros biologicos analizados en este
estudio para observar si existen asociaciones con los distintos genotipos Apo E. Hemos
considerado folato sérico, folato eritrocitario, vitamina B12 y PCR en relacion a los

genotipos Apo E2, E3 y E4.

Valorando cada uno de los genotipos Apo E con los distintos parametros
bioquimicos estudiados, se observa que no existen asociaciones estadisticamente

significativas, como se muestra en la tabla 75.
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Tabla 75. Parametros bioquimicos y genotipos Apo E.

Genotipos N Media De::;;?én ,

E2 18 6.76 248

Folato sérico E3 173 6.63 52
(ng/ml) E4 & 634 Vas NS

Total 259 6.62 2453

E2 18| 376,28 199,77

Folato Eritrocitario E3 162 390.57 177,96
(ng/ml) F4 5 10156 o1 NS

Total 234 389, 7 182,32

E2 18 9,61 8.8

pes E3 178 11,66 16,65
(mg/1) E4 & 003 e NS

Total 259 10.88 14.86

I E2 18| 606,83 418,57

Vitamina B12 E3 178 536,77 394,31
(ng/l) E4 63 556,11 445,99 NS

Total 259 546,38 407.86

Prueba F de ANOVA.

Los valores de PCR no muestran asociacion con los diferentes genotipos Apo E,
sin embargo, considerando cada uno de los genotipos en relacion al resto de la muestra
observamos que el grupo E4 tiene valores estadisticamente mas bajos que los sujetos

que no poseen este genotipo.

Figura 56. Valores de PCR en los genotipos Apo E.

12

=
o
|

®
|

Media PCR (mg/l)

0 T T
E2 (+) E3 (+) E4 (+)

GENOTIPO

201



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONCENTRACIONES PLASMATICAS Y GENOTIPO APO E EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
Maria Pilar Martinez Heras

ISBN:978-84-692-1532-6/DL:T-362-2009 RESULTADOS

49 GENOTIPOS APO E Y PARAMETROS LIPIDICOS.

Hemos valorado cada uno de los parametros lipidicos considerados en este
estudio para observar si existen asociaciones con los distintos genotipos Apo E. Hemos
analizado los valores de colesterol total, triglicéridos, HDL y Apo E plasmatica en

relacion a los genotipos Apo E2, E3 y E4.

Tabla 76. Parametros lipidicos y genotipos Apo E.

Genotipos N Media DetSiniiaccai()n )
E2 19 4,92 131
Colesterol plasmatico E3 178 5,05 1,14
(mmol/l) E4 o3 23 o NS
Total 260 5,09 1,14
E2 19 1,611 0.76
Triglicéridos E3 178 1,49 0,7
(mmol/l) B4 3 133 oo NS
Total 260 1,46 0,67
E2 19 124 0.41
HDL E3 7 21 030
(mmol/l) F4 3 o8 e NS
Total 260 123 039
E2 19 55,32 13,66
apo E3 178 46,10 11,63
(mg/l) E4 53 s ioa 0,0001
Total 260 45,58 11,64
Prueba F de ANOVA.

Valorando cada uno de los genotipos Apo E con los distintos parametros
lipidicos estudiados, observamos que no existen asociaciones estadisticamente
significativas con colesterol total, HDL y triglicéridos, pero encontramos una asociacion
claramente significativa de Apo E plasmatica y los distintos genotipos Apo E (p
0,0001). Las cifras de Apo E plasmatica toman valores mas altos en los sujetos

portadores de E2 y més bajos en los E4.

202



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONCENTRACIONES PLASMATICAS Y GENOTIPO APO E EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
Maria Pilar Martinez Heras

ISBN:978-84-692-1532-6/DL:T-362-2009 RESULTADOS

Figura 57. Apo E sérica en los genotipos Apo E.
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Las cifras de triglicéridos presentaban cifras progresivamente decrecientes en los
sujetos con genotipos E2, E3 y E4, pero no se encontraron diferencias significativas. Sin
embargo, si se observd asociacion entre el genotipo E4 y triglicéridos respecto al resto

de la muestra (p 0,031).

Figura 58. Triglicéridos en los genotipos Apo E.
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5 AMPLIACION DEL ESTUDIO.
5.1 ANALISIS MULTIVARIANTE DE LOS FACTORES ASOCIADOS A EA.

Para evaluar cuales son las variables predictoras o que influyen de forma
independiente en la aparicion de la enfermedad de Alzheimer se ha realizado un analisis
multivariante, mediante regresion logistica “por pasos hacia delante”, determinando la
significacion del modelo y de las variables incluidas con “la prueba de la razon de

verosimilitud”.

Variables incluidas: se han incluido las siguientes variables por ser
significativas en el andlisis bivariante, y las que hemos considerado pueden tener una
justificacion teorica: sexo, edad, genotipos Apo E2, Apo E3 y Apo E4, tabaco,
antecedente personal de depresion, concentraciones plasmaticas de ApoE <44 mg/l,

cifras de Triglicéridos >1,3 nmol/l.

Total de casos incluidos: De los 189 sujetos incluidos en el estudio, se
eliminaron 17 por faltar alguno de los datos de las variables analizadas conjuntamente
en el este analisis multivariante. El total de los casos incluidos para este analisis fue

finalmente de 172 sujetos.

Casos no ponderados N Porcentaje
Casos seleccionados Incluidos en el analisis 172 91,0
Casos perdidos 17 9,0
Total 189 100,0
Casos no seleccionados 0 0
Total 189 100,0

Coeficientes del modelo:

-2 log de la verosimilitud | R cuadrado de Cox y Snell | R cuadrado de Nagelkerke
196,140(b) 0,214 0,286
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Prueba de Hosmer y Lemeshow:

Chi-cuadrado gl Sig.
5,767 6 0,450

Tabla de clasificacion:

Pronosticado
Ob d i
servado ALZHEIMER Porcentaje
correcto
no si

ALZHEIMER No 72 20 78,3

Si 36 44 55,0
Porcentaje global 67,4

Variables de la ecuacion:
Exp(B) .
B E.T. Wald | gl | Sig ODDS LC. 95,0% para EXP(B)
RATIO . .
Inferior Superior
Genotipo Apo E4 1,515 0,391 15,019 1 0,0001 4,547 2,114 9,781
Edad mayor de 70 1,399 0,385 13,209 1 0,0001 4,053 1,906 8,621
afios
No antecedente 1237 | 0485 | 6516 1 0,011 3,447 1,333 8,914
personal de
depresion
ApoE plasmatica 0,758 0,356 4,526 1 0,033 2,135 1,062 4,294
menor 44 mg/1
-4,215 1,040 16,437 1 0,0001 0,015

Constante
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Variables que no estin en la ecuacion: en el andlisis multivariante se
introdujeron estas variables, pero no aportaron significacion a la asociacion final y

fueron excluidas por el presente estudio multivariante.

Puntuacion gl Sig.
Variables Tabaquismo 0,159 1 0,690
Triglicéridos 0,076 1 0,783
Nivel educacional 1,293 1 0,255
Sexo 0,000 1 0,986
Acido félico 0,814 1 0,367
Antecedpnte familiar 0,000 1 0,999
demencia
Enfermedad coronaria 3,442 1 0,064
Enfermedad 0,992 1 0,319
cardiovascular
Estadisticos globales 6,641 8 0,576

Con este modelo de regresion logistica se clasifica correctamente al 67,4 % de
los pacientes con enfermedad de Alzheimer, con una sensibilidad del 55% y una

especificidad del 78,3%.

La presencia del genotipo Apo E4 multiplica por 4,55 la probabilidad de

padecer la enfermedad de Alzheimer.

La edad mayor de 70 afios multiplica por 4 la probabilidad de padecer la

enfermedad de Alzheimer.

La cifra de Apo E plasmatica menor de 44 mg/l multiplica por 2,14 la

probabilidad de padecer la enfermedad de Alzheimer.

El no tener antecedentes de depresion multiplica por 3,4 la probabilidad de

padecer la enfermedad de Alzheimer.

Quedaron fuera del modelo del analisis el antecedente de tabaquismo,
antecedente familiar de demencia, la presencia de enfermedad coronaria o

cardiovascular, el sexo, el nivel educativo y las determinaciones de acido folico.
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5.2 MODELO MULTIVARIANTE DE LAS
PLASMATICAS DE APO E.

CONCENTRACIONES

Para valorar la relacion de las concentraciones plasmaticas de Apo E con otras

variables de nuestro estudio, se ha realizado un andlisis de regresion multiple.

Casos incluidos: 188 sujetos.

Variables incluidas: se han incluido las siguientes variables por ser
significativas en el andlisis bivariante, y las que hemos considerado pueden tener una

justificacion teorica:

= variable dependiente: concentraciones plasmaticas de Apo E.
= variables predictoras: Triglicéridos, HDL, Apo E2, Apo E3, Apo E4, vitamina
B12, colesterol plasmatico total, PCR, sexo, edad, tabaquismo, acido folico

sérico y acido folico intraeritrocitario.

Resumen del modelo:

R R cuadrado R cuadr'ado Error. up- Qe la Durbin-Watson
corregida estimacion
0,671 0,450 0,426 8,9553 1,159
ANOVA:
Suma de | Media E Si

Modelo cuadrados & cuadratica &
Reg.resi()n 10613,67 7 1516,24 18,91 0,000(g)
Residual 12992,11 162 80,20
Total 23605,78 169
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Coeficientes:
Coeficientes no Coeficientes . it
. . t Sig. | confianza para B al
estandarizados estandarizados 5%,
Modelo 2
B E1:r0r Beta .Liml.te Lim1j[e
tip. inferior | superior
Constante 12,39 4,09 3,03 ] 0,003 4,31 20,47
Triglicéridos 664 1,19 0,39 5,56 | 0,000 4,29 9,00
(mmol/I)
Colesterol en
Plasma 2,84 0,83 0,27 3,421 0,001 1,20 4,47
(mmol/l)
Apo E2 7,99 2,32 0,21 3,44 10,001 3,40 12,58
PCR (mg/l) 0,13 0,05 0,19 2,911 0,004 0,04 0,22
HDL 5,18 2,29 0,17 2,26 | 0,025 0,64 9,71
(mmol/l)
Xg}l‘)‘“na B2 004 0,002 0.13 225 0.026] 0000|0007
Apo E4 -5,18 1,57 -0,20 -3,31] 0,001 -8,28 -2,09
Variables excluidas:
Estadisticos de
Correlacion colinealidad
Beta dentro t Sig. parcial
Tolerancia
Folato sérico (ng/ml) -0,062 -1,03 0,30 -0,08 0,94
Folato eritrocitario (ng/ml) -0,074 -1,27 0,20 -0,10 0,99
Apo E3 0,104 1,73 0,08 0,13 0,92
Edad 0,109 1,79 0,07 0,14 0,90
Sexo 0,068 1,08 0,28 0,08 0,86
Tabaquismo 0,046 0,77 0,44 0,06 0,95
Estadisticos sobre los residuos:
Desviacion
Minimo Maximo Media tip. N
Valor pronosticado 30,72 70,16 45,54 7,78 188
Residuo bruto -22,51 33,275 0,22 8,51 188
Valor pronosticado tip. -1,89 3,08 -0,02 0,98 188
Residuo tip. -2,51 3,72 0,02 0,95 188

Variable dependiente: APO E (mg/1)
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La formula propuesta para calcular el valor de Apo E plasmatica en funcion de

las variables incluidas en el analisis seria:

Apo E (mg/1)=12,39 + triglicéridos (nmol/l) x 6,65 + HDL (nmol/l) x 5,18 + Apo E2
x 8 — Apo E4 x 5,18 + colesterol total (mmol/l) x 2,83 + PCR (mg/) x 0,13 + vitamina
B12 (ng/ml) x 0,004

Los valores en la formula de Apo E2 y Apo E4 al ser variables cualitativas,

serian: presencia 1 y ausencia 0.

El modelo hallado es valido (p<0,0001), con r global de 0,67 y r cuadrado de
0,45. Esto explicaria el 45% de la variabilidad de Apo E plasmatica.

Apo E plasmatica se correlaciond positivamente en orden decreciente con las
determinaciones plasmaticas de triglicéridos, colesterol total, PCR, HDL y vitamina
B12. Las unicas variables cualitativas que se correlacionaron con Apo E plasmatica
fueron positivamente con la presencia del genotipo Apo E2 y negativamente con la

presencia del genotipo Apo E4.

Por otra parte, Apo E plasmatica fue independiente de la edad, sexo,
tabaquismo, de las determinaciones plasmaticas de folato sérico, folato eritrocitario, y

de Apo E3 (variables excluidas por el presente analisis multivariante).
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5.3 MODELO MULTIVARIANTE DE LA EDAD DE INICIO DE LA
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Para valorar si existe relacion entre la edad de inicio de la enfermedad de
Alzheimer con otras variables de nuestro estudio, se ha realizado un analisis de

regresion multiple.
Casos incluidos: 93 casos.

Variables incluidas: se han incluido las siguientes variables por ser
significativas en el analisis bivariante, y las que hemos considerado pueden tener una

justificacion teorica:

* Variable dependiente: edad de inicio de la enfermedad de Alzheimer.

» Variables predictoras: Triglicéridos, HDL, Apo E2, Apo E3, Apo E4, vitamina
B12, colesterol plasmatico total, PCR, acido f6lico sérico, acido folico
intraeritrocitario, sexo, edad, tabaquismo, antecedente familiar de demencia,
antecedente personal de traumatismo craneal, antecedente de depresion,

enfermedad coronaria y enfermedad cardiovascular.

No se encontro ninguna variable que permitiera un modelo en nuestra serie.
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5.4 MODELO MULTIVARIANTE DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
PRECOZ

Para valorar si existe relacion entre la enfermedad de Alzheimer precoz con
otras variables de nuestro estudio, se ha realizado un analisis multivariante, mediante
regresion logistica “por pasos hacia delante”, determinando la significacion del modelo

y de las variables incluidas con “la prueba de la razon de verosimilitud”.
Se ha considerado la EA precoz la que debuta a los 65 afios o antes.

Variables incluidas: se han incluido las siguientes variables por ser
significativas en el analisis bivariante, y las que hemos considerado pueden tener una
justificacion teorica: sexo, edad, genotipos Apo E2, Apo E3 y Apo E4, tabaco,
antecedente personal de depresion, antecedente familiar de demencia, antecedente
personal de traumatismo craneal, enfermedad coronaria, enfermedad cardiovascular,
concentraciones plasmaticas de ApoE <44 mg/l, cifras de Triglicéridos >1,3 mmol/l,

HDL, niveles de vitamina B12, acido f6lico sérico, acido folico intraeritrocitario y PCR.

No se encontro ninguna variable que permitiera un modelo en nuestra serie.
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1. INTRODUCCION

La EA es una devastadora enfermedad neurodegenerativa caracterizada por
presentar una progresiva e irreversible pérdida de funciones cognitivas. Es la causa mas
frecuente de demencia en los paises occidentales y supone el 50-60% de todos los casos.
En 2005, mas de 24 millones de personas tenian demencia, y cada afio aparecen 4,6
millones de casos nuevos (1 caso nuevo cada 7 segundos). Se calcula que cada 20 afios

se doble la cifra hasta los 81 millones de afectados en el mundo en 2040.

Para conocer la magnitud de este problema de salud a nivel mundial, los
estudios epidemioldgicos debian tener unos criterios comunes de diagnostico de esta
patologia. Para la EA, la unificacion en 1984 de los criterios diagndsticos aceptados por
la comunidad cientifica internacional (DSM-III-R, National Institute of Neurological
and Communicative Disorders and Stroke-Alzheimer’s Disease and Related Disorder
Association for Alzheimer’s Disease) [11] y sus revisiones posteriores, y la declaracion
de consenso de 1997 para diagndstico y tratamiento de EA [12], han supuesto que los
estudios epidemiologicos realizados por cualquier grupo de investigacion tengan una

gran fiabilidad, a pesar de las diferencias culturales de las distintas regiones geograficas.

Gracias a los estudios epidemioldgicos se sabe que esta enfermedad afecta tanto
a los paises desarrollados como en vias de desarrollo, de modo que las regiones con mas
pacientes demenciados son China y el Pacifico Oeste (6 millones), seguido por Europa
Occidental (4,9 millones) y Norteamérica (3,4 millones). Las predicciones son que para
2040 China y los paises del Pacifico Oeste tendran el triple de personas con demencia
que Europa Occidental. Latinoamérica que actualmente tiene la mitad de pacientes con
demencia (1,8 millones) que Norteamérica (3,4 millones), en 2040 la cifra serd muy
similar (9,1 y 9,2 millones, respectivamente). De los paises en vias de desarrollo, se
estima que el 60% de los pacientes con demencia viven en esta parte del mundo, y

alcanzara el 71% en 2040 [13].

Esto implica un inmenso impacto social, familiar y econdémico. Se estima que la
EA es la tercera enfermedad mas cara en USA, con un coste anual de 100 billones de
dolares [16]. El coste estimado en Europa es de 6000 a 19.000 € anuales por paciente.
En Espafa, los gastos ocasionados por paciente y afio se sitlan entre los 12.000 y

24.000 €, que se podrian desglosar en el 16% de este coste de indole sanitario y el 84%
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restante en asistencia social [19, 20]. Estas estimaciones de los costes varian entre los
diferentes paises, dependiendo de las diferencias en la estructura para la atencién de

demencia [18].

Dada la gran importancia de esta patologia desde el punto de vista sanitario,
social y econdmico, se han realizado multiples estudios destinados a conocer los
factores de riesgo, genética, patogenia y marcadores bioldgicos de la enfermedad, para
desarrollar estrategias preventivas y realizar intervenciones terapéuticas tempranas para

modificar el curso de la enfermedad.

En los ultimos afos se han investigado nuevos biomarcadores para identificar
sujetos de alto riesgo de desarrollar la enfermedad y para respaldar el diagnostico

clinico de EA.

El factor genético de mayor riesgo identificado para EA es el genotipo Apo E4,
que se relaciona con la EA de aparicion tardia, las formas esporadicas de aparicion
precoz y EA de aparicion precoz. La presencia de Apo E4 no determina la aparicion de
EA, pero incrementa el riesgo de padecerla. Apo E es un gen polimérfico y codifica 3

alelos: Apo E2, Apo E3 y Apo E4.

Este gen da lugar a la apolipoproteina E. Apo E es un importante componente de
las lipoproteinas plasmaticas y ejerce un papel fundamental en el transporte lipidico del
plasma y del sistema nervioso central. Se encuentra en quilomicrones, VLDL y sus
remanentes, y una subclase de HDL. Desempena una labor decisiva en el metabolismo y
en la depuracion de particulas ricas en triglicéridos, fosfolipidos y colesterol, actuando
como ligando especifico de diversos receptores celulares. También tiene una tarea

esencial en el mantenimiento y la reparacion de neuronas.

Sus tres isoformas intervienen en distinto grado en estos hechos. Las diferencias
estructurales entre ellas condicionan una mayor afinidad de Apo E4 por VLDL que Apo
E3 o Apo E2 [230], se asocia con niveles mas elevados de LDL y colesterol total y
niveles mas bajos de Apo E plasmadtica, y también es Apo E4 la mayor implicada en los
procesos neuropatoldgicos. Apo E2 esta asociado con niveles mas bajos de colesterol
plasmatico total y LDL y niveles elevados de triglicéridos y Apo E sérica, comparados

con Apo E3.
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Asi pues, las concentraciones plasmaticas de Apo E estan determinadas en parte
por el genotipo Apo E y varian segln el alelo, de modo que concentraciones de Apo E
son habitualmente més bajas en los portadores de Apo E4 y més altas en Apo E2 [375-
377]. Las concentraciones plasmaticas de Apo E también pueden variar segun el perfil
lipidico, y son generalmente mas altas en la hipertrigliceridemia que en la

hipercolesterolemia.

El conocimiento de que el genotipo Apo E4 incrementa el riesgo de padecer EA
ha proporcionado importantes claves en el estudio de la patogenia de esta enfermedad.
Esto ha suscitado el interés por conocer la labor que la proteina codificada por este gen
desempefia en la EA. Se han publicado algunos estudios sobre el papel que puede
ejercer la concentracion plasmatica de Apo E como factor de riesgo para EA, pero con

resultados controvertidos.

Dado que la medicion de Apo E sérica es poco usada en la practica clinica en
comparacion con otras apolipoproteinas como Apo Al y Apo B, un requerimiento
necesario para conocer si las concentraciones plasmaticas de Apo E son un factor de
riesgo para esta patologia neurodegenerativa, fue conocer los factores que determinan
las concentraciones en suero de Apo E en sujetos sanos y establecer unos valores de
referencia en suero de esta apolipoproteina. Con este cometido se disend el proyecto
ApoEurope, en el cual participamos, apoyado por la Comunidad Europea. La propuesta
de este estudio fue investigar la distribucion de las concentraciones séricas de Apo E en
varias areas geograficas europeas, estudiar algunos factores que puedan afectar a la
variacion interindividual de las concentraciones séricas de Apo E como genotipo Apo E,
edad, sexo y area geografica, y finalmente proporcionar valores de Apo E plasmadtica en

relacion al genotipo Apo E [377].

El estudio ApoEurope mostrd datos importantes de Apo E sérica. Se observo
que la edad y el sexo influyen en la concentraciéon plasmatica de Apo E, con cifras
superiores en los varones de menos de 44 afios y con un incremento lineal en las
mujeres tras esta edad. También encontraron que las concentraciones de Apo E fueron
mas altas en los portadores del alelo E2 y mas bajas en los E4. Pero el mayor hallazgo
de este estudio fue que existe un gradiente Norte-Sur en Europa respecto a las
concentraciones plasmaticas de Apo E con cifras mas altas en las regiones del Sur y mas

bajas en las del Norte, y un gradiente inverso respecto a la frecuencia del alelo E4.
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ApoEurope también investigd la relacion entre las concentraciones plasmaticas
de Apo E, el colesterol y el polimorfismo Apo E. Se determind que el polimorfismo de
Apo E era solo responsable del 2% de la variacion de los niveles de colesterol en ambos
sexos, pero la adiccion de la concentracion de Apo E permite explicar el 34 y 38% de
esta variabilidad en hombres y mujeres, respectivamente. Los efectos combinados del
polimorfismo de Apo E y las concentraciones de Apo E, podrian asi explicar mejor la
variabilidad del colesterol plasmético [358]. Este ha sido el primer trabajo en que se han
utilizado conjuntamente el polimorfismo y las concentraciones plasmaticas de Apo E

para explicar la variabilidad interindividual de los niveles de colesterol.

2. METODOLOGIA EMPLEADA.

Este trabajo, desarrollado en cooperacion con el Proyecto ApoEurope, es un
estudio multicéntrico que reclutd sujetos en 9 paises de distintas areas geograficas de
Europa. Se seleccionaron 489 casos diagnosticados de EA y 429 controles. La recogida
de sujetos en Espania se realizé en Reus, y aportamos 89 casos y 69 controles al estudio

europeo. Posteriormente ampliamos la recogida hasta 100 casos y 100 controles.

El reclutamiento de los sujetos participantes de nuestra serie fue
mayoritariamente realizado de forma ambulatoria, desde las consultas externas de
Medicina Interna o Cirugia (84,9% de los casos y 57,3% de los controles). Se
emplearon rigurosas normas para la seleccion de pacientes, siguiendo el modelo
empleado en el estudio ApoEurope [385]. Todos los casos debian cumplir los criterios
diagnoésticos de enfermedad de Alzheimer consensuados por la comunidad cientifica
internacional. No se aceptaron pacientes con enfermedad cerebrovascular, depresion, o
proceso infeccioso agudo relevante en el mes anterior a la analitica, ni presentar otras
causas de demencia. Esto supuso la realizacion de una detallada historia clinica (en la
que los acompanantes colaboraron activamente en el 94,6% de las entrevistas),
exploracion fisica y neuropsicologica, aplicando test cognoscitivos y escala de isquemia
modificada, determinacion protocolizada de pardmetros analiticos y de genotipo Apo E
en muestras sanguineas, y TAC cerebral a todos ellos. A los controles, que en el 50%

fueron los propios acompanantes de los casos, se les realizaron las mismas valoraciones
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salvo el TAC cerebral. Todos los sujetos del estudio o sus tutores legales dieron su

consentimiento informado para la participacion en el estudio.

Los criterios de exclusion fueron estrictos, de modo que de los 100 casos y 100
controles iniciales se eliminaron 5 casos y 4 controles porque no se dispuso del genotipo
Apo E, que consideramos imprescindible para este estudio, y otros 2 casos por presentar
enfermedad cerebrovascular en las pruebas de imagen e infeccion relevante en el

momento del estudio. Finalmente, el estudio contd con 93 casos y 96 controles.

El diagnostico clinico se baso en el examen neurologico y la exclusion de otras
causas de demencia. Los criterios clinicos utilizados en nuestro estudio para la seleccion
de los pacientes con EA estan establecidos por DSM-IV (Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders, Fourth Edition) [2] y NINCDS-ADRDA (National
Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke and the Alzheimer's

Disease and Related Disorders Association) [3].

Para descartar de otras causas de demencia, realizamos estudios de laboratorio
como funcidn tiroidea y vitamina B12. Encontramos niveles bajos de vitamina B12 y de
folato eritrocitario en el 6,5% y 2,4% de los casos respectivamente. A estos sujetos se
les prescribi6 tratamiento para corregir estos déficits y se les revisd posterormente en
consultas externas de Medicina Interna confirmando la normalizacion de estos
parametros analiticos. No se encontrd variacion en las pruebas neuroldgicas respecto a
las obtenidas previamente en el estudio, por lo que su deterioro cognitivo no se atribuyo

a los déficits de vitamina B12 y &cido f6lico. Ningun caso mostro alteracion tiroidea.

Tras la aplicacion de la valoracion neuropsicoldgica se comprobd que todos los
casos cumplian los criterios diagnodsticos de EA, y en ninguno de ellos se evidenciaron
factores organicos en la analitica sanguinea atribuibles a otras causas de demencia tras
el diagnostico diferencial. Estos datos ponen de manifiesto la adecuada recogida de los

sujetos con EA.

A todos los casos se les realizo TAC cerebral. Las pruebas de neuroimagen
(TAC o RNM cerebral) representan un importante papel en el diagnostico de EA.
Pueden ser normales en estadios iniciales, pero al evolucionar EA se advierte atrofia

cortical difusa con dilatacion del sistema ventricular. La neuroimagen ayuda a excluir
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otras causas de deterioro cognitivo como hematoma subdural, tumor cerebral y
enfermedad cerebrovascular. En nuestra serie no se encontraron hematomas ni masas
cerebrales, y ninguno de los casos habia presentado episodios de ictus ni aparicion
abrupta de deterioro cognitivo. Unicamente encontramos un caso con una unica laguna
de baja densidad y su escala modificada de isquemia fue menor de 3, por lo que su
demencia no se considerd debida a enfermedad cerebrovascular. Se excluyeron del

estudio 2 sujetos del grupo EA en los que ecoexistia enfermedad cerebrovascular.

Un apartado importante de este estudio ha sido la valoracion del genotipo Apo E
y los pardmetros lipidicos. Para minimizar la variacién analitica de los parametros a
estudio, todas las determinaciones de genotipo Apo E y medidas de concentraciones en
suero de Apo E, colesterol total y triglicéridos fueron realizadas en un solo centro
(Nancy, Francia). En ese centro se recibieron las muestras sanguineas de los 9 paises
participantes del estudio ApoEurope, y pudieron demostrar que la concentracion
plasmatica de Apo E no se veia afectada por el almacenamiento. Verificaron que los
sueros pueden ser almacenados a -80° C al menos durante 3 meses y a -196° C més de 4
afos sin deterioro de las muestras. Sin embargo, hay factores preanaliticos que podrian
modificar los valores de Apo E y lipidos en suero. El ayuno, la duraciéon del ayuno y la
posicion en el momento de la extraccidn sanguinea pueden modificar estos valores
[407]. En la fase I del estudio ApoEurope que valoré la epidemiologia de las
concentraciones de Apo E [377], todos los sujetos participantes permanecieron en
ayunas al menos 6 horas antes de la realizacion de la analitica, salvo el grupo de
Finlandia que ayund 4 horas. En este Gltimo grupo se observaron los valores mas bajos
de ApoE en suero. Un desayuno bajo en grasas como el que realizaron los sujetos
finlandeses antes de la extraccion sanguinea estimula la secrecion de insulina y
disminuye la concentracion de VLDL, pudiendo ser responsable de los valores mas
bajos de la concentracion de Apo E, ya que VLDL contiene una proporcion de la Apo E
plasmatica total. En un estudio previo se observé que los niveles de Apo E se
incrementaban significativamente 2 horas después de una comida sin exceso de grasa
[408]. La transferencia de Apo E desde HDL a triglicéridos ricos en lipoproteinas podria
explicar en parte este incremento de Apo E. Para valorar si las cifras bajas de Apo E en
estos sujetos del Norte de Europa se correspondian con un gradiente Norte-Sur, o bien
eran atribuibles a las horas de ayuno, se realizé un estudio estadistico comparando los

niveles de Apo E y triglicéridos en las muestras de Finlandia, y no mostraron
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diferencias significativas respecto al tiempo de ayuno en las concentraciones de Apo E

y si en las de triglicéridos.

En nuestro estudio, todos los sujetos habian hecho ayuno nocturno durante 10-
12 horas previas a la extraccion, y participd en la fase I1I del estudio ApoEurope, que
valoraba la relacion de Apo E plasmatica en la EA. Finlandia particip6 en la fase I de
este proyecto, que se realizd para conocer la epidemiologia de las concentraciones

plasmaticas de Apo E en Europa.

3. RESULTADOS.

3.1. ASPECTOS EPIDEMIOLOGOS.

3.1.1. DATOS DEMOGRAFICOS.

Este trabajo se disefid como un estudio transversal de casos y controles,
considerando como casos a pacientes diagnosticados de probable enfermedad de
Alzheimer. Se reclutaron 189 sujetos, 93 casos y 96 controles de ambos sexos, en
porcentajes similares. La media de edad de los sujetos participantes del estudio fue
superior en los casos con una diferencia de 4,57 afios (74,59 afios en casos y 70,02 afios
en controles). El hecho de que los controles sean de menor edad se debe a que la mitad
de ellos se seleccionaron entre los acompanantes de los casos, que habitualmente eran
sus cuidadores y también mas jovenes. Este resultado es comparable a otros trabajos
publicados con recogida de participantes en distintas areas geograficas. El estudio
ApoEurope [385], observa también que los casos son en torno a 4 afios mayores que los

controles.

En nuestra serie, la edad de inicio de la enfermedad fue de 68,58 anos (+ 7,72
DE) y se observa un incremento progresivo en el porcentaje de sujetos EA en cada
grupo de edad por lustros a partir de los 65 afios, reduciéndose en la ultima década.
Segiin nuestros resultados, la edad mayor de 70 afios multiplica por 4 la

probabilidad de padecer EA.
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La edad es uno de los principales factores de riesgo conocidos de esta
enfermedad. En diversos trabajos se demuestra que la EA es edad-dependiente, y que su
incidencia se dobla cada 5 afios a partir de los 65, y en el grupo de los 80-85 afios se

triplica [15, 23].

En nuestro trabajo, al igual que en otros estudios, encontramos un incremento
progresivo a partir de los 65 afos, sin embargo a partir de los 80 afios observamos un
descenso progresivo de casos. Este descenso del porcentaje de casos en la ultima
década, se puede atribuir a que la muestra no es una recogida transversal de poblacion,
sino un estudio de casos y controles. Ademas, la recogida de los casos fue de forma
ambulatoria en el 84,9% de ellos, por lo que los sujetos debian trasladarse al hospital, lo

cual es una dificultad para los mas afiosos.

En este estudio recogimos la edad de inicio de EA. La media de edad al inicio de
la enfermedad fue de 68,58 afos. Se valor6 la EA de inicio temprano, también llamada
EA precoz, que se considera la aparicion de la enfermedad por debajo de los 65 afios
[2]. Hemos encontrado que el 10,7% de los casos EA eran menores de 65 afios en el
momento del estudio, y que en el 29% de los casos reclutados la edad de inicio de los

sintomas de EA fue a los 65 afios o por debajo de esta edad.

Estos porcentajes parecen superiores a los presentados por algunos autores.
Existen pocos datos acerca de la prevalencia de EA precoz, pero se estima que mas del
90% de los pacientes debutan después de los 65 afios. En un reciente estudio realizado
en Catalunya en el que estudiaron a 492 pacientes con EA, el 14,8% habian iniciado los
sintomas antes de los 66 afios [409]. Sin embargo, en un estudio poblacional realizado
en Londres por Harvey et al, la prevalencia de demencia en sujetos entre 30 y 64 afios
fue de 54 por 100000, de los cuales el 30% correspondié a EA de inicio precoz [410].
Otros trabajos sefnalan que la prevalencia oscila entre el 6% [411] y el 30% [412].
Debido al disefio de nuestro estudio, no es posible valorar la prevalencia de EA precoz

en nuestra area de poblacion.

En mualtiples trabajos y revisiones publicadas se ha observado que el sexo
femenino presenta mayor prevalencia de EA [55], en especial a edades avanzadas [59].
En algunos trabajos se apunta a que la superioridad numérica sea debido a su mayor

esperanza de vida y también a la mayor demanda asistencial del género femenino. En
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Europa parece haber un incremento del riesgo significativo de EA en mujeres [14]. En
nuestro trabajo no se puede determinar si la incidencia de EA es mas frecuente en
mujeres o en qué grupos de edad aparecen estas con mayor frecuencia, porque el estudio
se ha disefiado como casos y controles, de modo que la distribucion por sexos y grupos

de edad entre casos y controles no presenta diferencias significativas.

Completando el estudio demografico, se recogieron datos acerca de su estado
civil, situacion de dependencia, autonomia, e institucionalizacién. En todos estos
aspectos encontramos diferencias significativas entre casos y controles. Respecto al
estado civil, encontramos mayor proporcién de viudos en los casos (37% en casos y
15,4% en controles). Para comprender este hecho, realizamos un subanélisis por grupos
de edad y sexo en casos y controles, que nos demostré6 que estas diferencias son
significativas por el mayor porcentaje de mujeres viudas con EA mayores de 75 afios. El
90,3% de los pacientes con EA no estaban institucionalizados, aunque solamente el
19,4% eran autébnomos para realizar las actividades basicas de la vida diaria en el
momento del estudio. Estas diferencias significativas nos llevaron a analizar el grado de
dependencia y de institucionalizacion en relacion a la edad y el sexo, y observamos que
tanto el nivel de dependencia como de institucionalizacion son independientes de edad y
sexo. Estos resultados podrian indicar la importancia del apoyo familiar de estos

pacientes.

3.1.2. FACTORES DE RIESGO.

3.1.2.1. FACTORES CLIiNICOS.

La edad, como ya se ha comentado previamente, es uno de los factores de riesgo

conocidos mas importantes.

La menopausia es un factor de riesgo que se asocia a la EA, respaldado porque
el sexo femenino presenta mayor prevalencia de EA sobre todo en edades avanzadas
[55], y por el descenso del efecto protector de las hormonas sexuales a nivel cerebral
con el climatelio [14, 63, 413]. Varios estudios epidemioldgicos han mostrado que
mujeres en terapia sustitutiva con estrogenos presentaban menor riesgo de padecer EA

[137]. En nuestro estudio, del total de las mujeres participantes solo 2 controles no eran
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menopausicas, y no se encontré asociacion. Ninguna de las mujeres reclutadas en este

trabajo habia recibido tratamiento hormonal sustitutivo con estrogenos.

El bajo nivel de educativo de los sujetos ha sido sefialado en varios trabajos
como factor de riesgo de padecer EA [69-71]. Este hecho se ha relacionado con la
llamada “reserva cerebral” [74-76], para explicar como pacientes con mayor nivel
educativo y lesiones neuropatoldgicas tipicas de EA no presentaban clinica de demencia
[65-68]. La educacion y las variables relacionadas con la educacion se asocian con un
reducido riesgo de EA [72, 73]. En nuestro estudio también se encontraron diferencias
significativas en el nivel educacional. So6lo el 4,4% de los pacientes con EA habian
cursado estudios secundarios, frente al 13,8% de los controles que habian continuado

estudios tras la educaciéon primaria.

La historia familiar de demencia es un factor de riesgo conocido de EA que ha
impulsado a la investigacion de causas genéticas de esta patologia. Se encontrd que
habia familias con aparicién precoz de EA, y posteriormente se conocieron 3 genes
cuyas mutaciones estaban relacionadas con este hecho (APP, PS-1 Y PS-2). Sin
embargo son la causa de apenas el 0,1% de EA [26]. El factor genético de mayor
trascendencia es el gen de susceptibilidad Apo E4, que se identificé como factor de
riesgo para EA familiar de aparicion tardia [161], y posteriormente se relaciono con las
formas esporadicas de EA y EA de aparicion precoz. Apo E4 tambien se asocia con el
descenso en la edad de aparicion de EA [367]. Siest et al. encontraron que la aparicion
de los sintomas de EA es mas temprana en familias con historia de demencia [385]. Sin
embargo, en el estudio EURODEM se observo que la historia familiar de demencia no
incrementa el riesgo de EA significativamente [14]. En nuestro estudio, un pequefio
porcentaje de sujetos presentaba historia familiar de demencia y no se encontrd
asociacion entre el antecedente familiar de demencia y padecer EA. Tampoco se
encontrd asociacion entre la historia familiar de demencia y la edad de inicio de los
sintomas de demencia, ni con EA de aparicion precoz, ni con ninguno de los tres

genotipos de Apo E.

La relacion entre traumatismo craneal y EA es controvertida. El antecedente de
traumatismo craneal con pérdida de conciencia se ha considerado factor de riesgo en
varios estudios, algunos en relacion con la presencia de ApoE y otros segun el sexo [78-

80]. En otros estudios no se ha encontrado relacion [14]. En estudios experimentales, la
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acumulacion a largo plazo del péptido B-amiloide sugiere que la neurodegeneracion esta
influida por Apo E4, y después del traumatismo cerebral se han observado tanto el
péptido B-amiloide como la patologia de tau incluso en cerebros jovenes, marcadores
ambos de EA. Los niveles de péptido P-amiloide se incrementan en liquido
cefalorraquideo (LCR) y también aumentan los precursores proteicos del B-amiloide
tras el traumatismo craneal. Aunque los estudios epidemiologicos y las autopsias
retrospectivas proporcionen evidencias de que tras el traumatismo cerebral puede
aparecer posteriormente deterioro cognitivo, la relacion entre demencia tras

traumatismo cerebral y Apo E no estd todavia bien aclarada [82].

Los resultados de nuestro estudio apoyan la relacion entre traumatismo craneal
con pérdida de conciencia y EA, encontrando una asociacion estadisticamente

significativa entre ambos hechos.

3.1.2.2. EXPOSICION AL TABACO.

En nuestro trabajo, encontramos relacion estadisticamente significativa entre el
tabaquismo y el grupo control, el sexo masculino y por grupos de edad (en la década de
los 70 afios hay mayor numero de sujetos que fuman o han fumado que en resto de
grupos, y porcentualmente casi la mitad de sujetos de la década de los 50 afos tienen o
han tenido relacidn con el tabaco). Hemos investigado si el tabaquismo podria influir en
un debut mas temprano de la EA. Para ello analizamos la edad de inicio de EA y el
grupo de EA precoz en relacion al habito tabaquico. No se encontré asociacion entre
el tabaquismo y la edad de inicio de EA, ni con EA precoz. Los sujetos no fumadores
presentaron cifras significativamente mas bajas de puntuacion en el test MEC, que
atribuimos a que la mayoria de fumadores eran controles. Para valorar todos estos
resultados hay que considerar que en nuestra muestra la mayoria de los sujetos no fuma,
y que el mayor porcentaje de fumadores esta en el grupo control. Asi pues, tras realizar
el estudio multivariante no se ha encontrado relacion entre el tabaquismo y la EA, a

diferencia de otros trabajos publicados.

Son varios los estudios que sefialan que los exfumadores y los fumadores activos

se asocian con un elevado riesgo de EA, particularmente en hombres [14]. Este aumento
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en el riesgo se ha interpretado como consecuencia de la contribucion que produce fumar
en la enfermedad cerebrovascular silente, y con el hecho de que la aterosclerosis pudiera
ser un factor de riesgo de EA [100]. Se ha observado el aumento de riesgo de EA en
fumadores activos sin historia familiar de demencia, y no en fumadores activos con
historia familiar [119]. En otro estudio también se ha observado que el hébito de fumar
aumenta el riesgo de EA, pero en exfumadores el riesgo es menor que en los fumadores
activos [120]. Los resultados de un reciente trabajo sugieren que las personas mayores
que fuman tienen mas posibilidades de desarrollar EA que aquellos que nunca fumaron

[121].

3.1.3. USO DE FARMACOS.

El uso de farmacos y su papel en la prevencion de esta severa enfermedad ha
suscitado la realizacion de multiples estudios destinados a esclarecer su influencia. En
este trabajo se han anotado los datos de la medicacion habitual utilizada por los sujetos
en el momento de la entrevista. De todos los grupos de fA&rmacos recogidos, s6lo se han
encontrado diferencias significativas en el estudio bivariante en tres de ellos. Por
motivos obvios, uno de ellos es Tacrina. Este farmaco era utilizado por el 9,7% de los
casos, un bajo porcentaje atribuido a que su uso todavia no estaba ampliamente
extendido en las fechas de realizacion de este estudio. Los otros dos grupos de farmacos
en los que se encontraron diferencias estadisticamente significativas fueron AINEs y
nitritos. Ambos eran mas utilizados por los controles que por los pacientes con

enfermedad de Alzheimer.

En nuestra serie, el consumo de AINEs era aproximadamente el doble entre los
controles respecto a los casos. En el estudio bivariante se encontraron diferencias
estadisticamente significativas, sin embargo el estudio multivariante no demostrd que se

tratara de un efecto protector frente a EA.

Los AINEs son un grupo de farmacos que algunos estudios les han atribuido un
efecto protector en la EA [126, 130, 131]. Estudios realizados sobre necropsias de
cerebros con EA, encontraron proteinas caracteristicas de la respuesta inflamatoria

(proteinas del complemento, citoquinas, reactantes de fase aguda, factores de
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crecimiento, proteasas e inhibidores de proteasas), que en cerebros normales estan
ausentes o en muy bajas concentraciones [126]. Ademads, el reclutamiento y la
activacion de la migroglia estan asociados con la maduracion de placas de amiloide, lo
que ha sugerido que esta patologia se trate de una enfermedad inflamatoria crénica
inducida por la activacion de la microglia, y los firmacos antiinflamatorios puedan tener
un papel en el tratamiento de la EA [127, 128]. Por el contrario, otros investigadores no

encontraron un efecto protector de los AINE frente al desarrollo de EA [133-135].

De todos los farmacos antihipertensivos analizados, so6lo encontramos
diferencias estadisticamente significativas en el grupo de nitritos. Este firmaco era mas
utilizado por los controles. Tras realizar el estudio multivariante, no podemos atribuir
un factor protector a este farmaco, sin embargo varios estudios muestran el efecto

beneficioso del uso de los vasodilatadores en la EA.

El uso de farmacos antihipertensivos se han relacionado con la disminucion del
riesgo de padecer EA [142], ya que la HTA representa un riesgo moderado para esta
patologia. En diversos estudios se han sugerido distintos grupos de antihipertensivos
que podrian contribuir en la prevencion de EA. Sin embargo, estos estudios estan
limitados por las indicaciones de estos farmacos en la comorbilidad que puedan
presentar estos pacientes y su grado de severidad, por lo que resulta dificil determinar su

efecto en la prevencion del deterioro cognitivo [146].

Asi pues, hemos encontrado que el grupo control consume de manera habitual
mas AINEs y nitritos que los sujetos EA. Hemos valorado globalmente la medicacion
habitual de los sujetos de nuestro estudio, y encontramos que los controles usan mas
farmacos que los casos. Por grupos de fArmacos, las estatinas, AINEs e hipotensores son
tambien mas utilizados por los controles. Estos resultados nos llevaron a analizar si
podria ser debido a que los sujetos EA abandonaran mas la medicacion o bien tuvieran
menor comorbilidad. Se analiz6 la toma de AINEs y nitritos en casos y controles en
relacion a la enfermedad coronaria, cardiovascular, a la edad, al sexo y al nivel de
dependencia. No se encontrd asociacion entre estas variables y la ingesta de fAirmacos,

por lo tanto los EA se tratan con menos AINEs y menos nitritos.
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A pesar de estas diferencias significativas encontradas en nuestro estudio, dado
el disefio de este trabajo no es posible atribuir un factor protector a estos grupos de

farmacos con los datos disponibles.

En nuestro estudio hemos valorado el uso de estatinas en los pacientes EA y en
el grupo control. Intentar establecer una relacion entre los farmacos hipolipemiantes y
EA se fundamenta en que la fisiopatologia de EA se relaciona con el metabolismo del
colesterol, y Apo E4 es una proteina transportadora de colesterol y a su vez un
importante factor de riesgo para EA. Las estatinas reducen LDL, 24-S-hidroxicolesterol
y las lipoproteinas circulantes ricas en triglicéridos, e incrementan los niveles
plasmaticos de HDL. También inducen alteraciones en la distribucion del colesterol
celular en el cerebro, intervienen en la regulacion del 6xido nitrico endotelial, transporte
de hierro, reduccion de la inflamacion y disminucion de la secrecion de células gliales

de Apo E reduciendo los depodsitos de AB mediados por Apo E.

En recientes estudios retrospectivos se ha observado que el uso de inhibidores de
HMG-CoA reductasa, pero no otros agentes hipolipemiantes, reducen el riesgo de
desarrollar EA [110]. En cambio, otros estudios y revisiones no han encontrado
evidencias de que disminuyan el riesgo, y se cuestionan si las estatinas pueden prevenir

la EA o si a los pacientes EA se les prescribe menos estatinas [150, 414].

A pesar de las funciones atribuidas a las estatinas a nivel cerebral y en lipidos
circulantes, en nuestro estudio tampoco hemos encontrado relacion entre el tratamiento
con estatinas y la probabilidad de padecer EA. Sin embargo, en nuestra serie hay un
bajo uso de estatinas tanto en casos como en controles, ya que las cifras de colesterol
total en sangre se encuentran dentro de los pardmetros deseables y sin diferencias
significativas entre ambos grupos. Ademas, en nuestra serie, la prescripcion de estatinas
no muestra diferencias significativas entre los pacientes EA y el grupo control. Por estas
razones, creemos que nuestros resultados no pueden contribuir a establecer el posible
efecto de las estatinas en la EA. Seria necesario realizar un estudio prospectivo para
esclarecer si las estatinas contribuyen a retrasar o reducir la patogénesis y expresion

clinica de EA.
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3.1.4. COMORBILIDAD.

De las entrevistas e historias clinicas realizadas se recogieron los datos de
comorbidad de todos los sujetos participantes, y se analizd su posible relacion con la
EA. Las patologias que se incluyeron fueron infeccion, cancer, disfuncion tiroidea,

depresion, enfermedad cerebrovascular, cardiovascular y coronaria.

Existen discrepancias acerca de la relacion entre la EA y cancer. Algunos
estudios han observado que sujetos que padecieron cancer, presentan mayor riesgo de
sufrir déficit cognitivo. Los avances en las terapias oncoldgicas permiten largas
supervivencias a muchos pacientes, haciendo posible conocer sus efectos secundarios a
largo plazo. Existen evidencias de cambios neuroldgicos en supervivientes de cancer,
que sugieren que algunos tratamientos o el cancer pueden disminuir la reserva
cognitiva, haciendo a estos sujetos mas susceptibles a iniciar el proceso patoldgico de la
demencia [415]. Sin embargo, otros trabajos apuntan que el riesgo de desarrollar cancer
es menor en pacientes con EA que en sujetos no demenciados, y que el riesgo de

desarrollar EA puede ser menor para los que presentan historia de cancer [416].

En nuestro estudio, la presencia de cancer fue baja y similar en ambos grupos, lo

que explica que no hayamos encontrado diferencias significativas.

Se interrogd acerca de antecedente de hipotiroidismo y se determinaron
hormonas tiroideas en la analitica sanguinea. Ninguno de los casos refirié antecedente
de hipotiroidismo, ni presentaban hipotiroidismo en el momento del estudio. La
presencia de alteracion en las cifras de TSH o T4 suponia la exclusion del sujeto como
caso, por lo que este resultado apoya la seleccion apropiada de los sujetos incluidos en

este trabajo.

Tambien interrogamos a los participantes acerca de antecedentes personales de
depresion. Para la seleccion de participantes en nuestro estudio, un criterio de exclusion
de caso fue la evidencia de depresion, ya que los sintomas de depresion pueden en
ocasiones simular un deterioro cognitivo leve en pacientes de edad avanzada. El 14% de
los casos habian pacedido previamente esta patologia, pero no durante el estudio. Tras
realizar el estudio multivariante, encontramos que la ausencia de antecedente de

depresion multiplica por 3,4 la probabilidad de padecer la EA.
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En maltiples estudios se ha observado que la prevalencia de depresion estd
incrementada en la EA, pero las bases de esta asociacion no estan bien establecidas.
Actualmente no esta aclarado si la depresion representa un factor de riesgo para la EA o
si es un sintoma precoz de esta patologia. Hay autores que defienden que el riesgo
relativo de desarrollar EA aumenta con el incremento de sintomas de depresion [123].
Otros en cambio apoyan la teoria de que la depresion es un factor de riesgo de EA, pero
no un prodromo [417]. Por el contrario, en otro estudio no se encontrd asociacion
significativa entre el antecedente de depresion y el riesgo de desarrollar EA, pero
encontraron que los pacientes con clinica de depresion en el momento del estudio
presentaban el doble de probabilidad de presentar EA 5 afios después, sugieriendo que
la depresion puede ser en efecto un estado preclinico de EA [418]. Las actuales
investigaciones estan enfocadas a identificar las bases fisiopatologicas de la depresion
en la EA. Una hipotesis es que las placas neuriticas y los ovillos neurofibrilares que
caracterizan la patologia de EA tambien subyacen en la depresion asociada con
demencia [419]. Otros estudios concluyen que la asociacion entre depresion y EA es
independiente de la patologia de EA [420]. Un reciente trabajo sugiere que la depresion
es un factor de riesgo para EA en presencia de patologia EA, pero la depresion no es un

factor de riesgo para la patologia EA [421].

El hallazgo en nuestro trabajo de que la ausencia de antecedente de depresion
incrementa la probabilidad de padecer la EA, contrasta con otros estudios publicados.
Nuestro resultado puede estar relacionado con el disefio del estudio, ya que se
excluyeron sujetos con depresion en el momento del reclutamiento. Al excluir estos
sujetos, puede existir un sesgo, ya que en ese grupo puede darse mayor presencia de
antecedentes de depresion en el pasado. La depresion es uno de los mas comunes
sindromes psiquidtricos de la EA, con una prevalencia del 24%, mayor que en la
poblacion sin demencia, que llega hasta el 7% [422]. En nuestro trabajo, el 22,9% de los
controles y solo el 14% de los casos habia pacedido depresion. Estas cifras no coinciden
con las conocidas de la poblacion general, quizas porque los cuidadores, que suponen el
50% de nuestros controles, padecen sintomas depresivos con mayor frecuencia que el
resto de poblacion. Por otra parte, este estudio no se disefid para analizar la relacion
entre EA y depresion, por lo que no se realizaron tests espeficicos para valoracion de
depresion, como el Center for Epidemiological Studies-Depression Scale (CES-D),

habitualmente utilizados para este tipo de estudios.
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Entre las distintas patologias que consideramos en nuestro estudio como
comorbilidad, incluimos la infeccién y la aterosclerosis. En el andlisis bivariante se
encontraron diferencias significativas entre casos y controles respecto a infeccion y
aterosclerosis (enfermedad cerebrovascular, enfermedad cardiovascular, enfermedad
coronaria y enfermedad vascular), siendo mdas frecuentes en los controles estas
patologias. Las diferencias significativas entre casos y controles respecto a infeccion y
enfermedad cerebrovascular son atribuibles al disefo del estudio, ya que los casos no
debian presentar proceso infeccioso agudo grave en las 4 Ultimas semanas, ni padecer
enfermedad cerebrovascular. Si existia sospecha clinica de delirium o infeccién aguda,

se posponia la recogida de datos tras su resolucion.

Si son resefiables los porcentajes significativamente mayores de enfermedad
cardiovascular, coronaria y vascular en los controles, y el hecho de que la enfermedad
cardiovascular sea la patologia mas frecuente en los pacientes de EA, presente en el

35,5% de los casos de nuestra serie.

A lo largo de los ultimos afos se han realizado varios estudios epidemioldgicos
que han destacado la asociacion entre EA y los factores de riesgo cardiovascular [22].
Pocos estudios han valorado la asociacion especifica del dafio cardiovascular y EA. El
estudio Rotterdam encontr6 que tanto los probables Alzheimer como la demencia
vascular se asociaban a aterosclerosis [98]. En un reciente trabajo se observd que la
aterosclerosis, en particular de las arterias coronarias, y las lesiones neuropatologicas de
EA mostraron una asociacion significativa [99]. La insuficiencia cardiaca también se ha
relacionado con el deterioro cognitivo en diversos trabajos, y estd asociada con mayor
riesgo de demencia y EA en la poblacion anciana [104]. Datos de varios trabajos
indican que la HTA en la mediana y tercera edad puede estar involucrada en el
desarrollo de EA. La HTA esencial se ha reconocido como un factor de riesgo para el
desarrollo de los dos tipos mas frecuentes de demencia, EA y demencia vascular [105].
Se ha relacionado la HTA en pacientes ancianos con susceptibilidad genética para EA
(Apo E4), y supone un riesgo afiadido si padecen tension arterial sistdlica elevada o
diastdlica baja. Asi mismo, el tratamiento antihipertensivo disminuye el riesgo de EA
[107]. Cifras elevadas de presion de pulso (diferencia entre presion sistdlica y
diastolica), se asocian a incremento del riesgo de EA y demencia en ancianos, lo cual es

probable que sea debido a la rigidez de las arterias y a arteriosclerosis severa [108].
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Trabajos como los expuestos establecen la relacion etioldgica de EA y patologia
cardiovascular, lo cual explicaria el hallazgo de este estudio en el que la enfermedad

cardiovascular sea una patologia frecuente en los pacientes de EA.

El hallazgo de que la enfermedad cardiovascular sea la patologia mas frecuente
entre los pacientes EA de nuestra serie, nos ha promovido a investigar una posible
relacion entre la patologia cardiovascular y los genotipos Apo E. Dadas las preferencias
de uniéon de Apo E4 a VLDL ricas en triglicéridos y LDL, y de Apo E2 y E3 a pequenas
HDL ricas en fosfolipidos, es conocido que Apo E4 presenta cifras mas elevadas de
colesterol total y LDL que E2. Uno de los factores de riesgo primarios de la enfermedad
coronaria son las cifras elevadas de colesterol total y LDL [329]. Otras enfermedades
vasculares también estan relacionadas con estos factores de riesgo, aunque el grado de
impacto varia segun la enfermedad. En este estudio, hemos valorado la patologia
cerebrovascular, cardiovascular, coronaria y vascular en casos y controles, en relacion a
los genotipos E2, E3 y E4. En nuestra serie no hemos encontrado ninguna asociacion

entre cualquiera de las patologias vasculares y los distintos genotipos Apo E.

Sin embargo, en la literatura médica encontramos varios estudios que apoyan la
relacion entre la patologia cardiovascular y el genotipo Apo E. En el estudio Rotterdam,
Hofman et al. encontraron asociacion entre el genotipo Apo E y la aterosclerosis en la
etiologia de EA, especialmente un aumento del riesgo de EA en sujetos con un grado
elevado de aterosclerosis y un alelo Apo E4 [98]. Un metaanalisis realizado por Wilson
et al. compard los portadores del genotipo Apo E3/3 con portadores de Apo E4, y estos
ultimos mostraban mayor riesgo de enfermedad cardiovascular. En cambio, los
portadores de Apo E2 no se asociaban con riesgo de enfermedad cardiovascular [349].
Tras este metaanalisis han aparecido nuevas publicaciones con diferentes resultados.
Con el fin de valorar cuantitativa y cualitativamente la relacién del polimorfismo de
Apo E y el riesgo de enfermedad cardiovascular, Song Y et al. realizaron un nuevo
metaanalisis, que englobaba trabajos realizados entre 1966 y enero de 2004.
Encontraron que el alelo E4 tiene una asociacion significativa para enfermedad
cardiovascular, mientras que E2 no tiene efecto. Este grupo explica que las variaciones
de resultados publicados en la literatura pueden ser debidas a varias causas, como el
tratamiento y el disefio estadistico, las diferencias poblacionales respecto a etnias, areas

geograficas, y sexo, y la potencial relacion genética-ambiental [350].
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3.2. PARAMETROS NEUROLOGICOS.

A todos los sujetos del estudio se les realizd una valoracion neurolédgica en la
que se emplearon los criterios diagnosticos de EA establecidos por DMS-1V [2] y
NINCDS-ADRDA [3], y se les realiz6 el MEC. A todos los casos se les realizo6 TAC
craneal y la escala modificada de isquemia, y también a 9 controles que por otros

motivos contaban con un TAC craneal reciente.

Se wvalor6d el deterioro cognitivo en ambos grupos. Todos los sujetos EA
presentaban importante interrupcion social y disminucion de memoria, y en un alto
porcentaje (95-97%) otros sintomas y signos de deterioro cognitivo, con diferencias

estadisticamente significativas respecto al grupo control.

Para establecer el criterio clinico de probable Alzheimer y cuantificar el déficit
cognitivo, la NINCDS-ADRDA recomienda realizar un test de cribado del déficit
cognitivo como Mini-Mental Test (MMSE) u otro test similar [3]. El Mini-Examen
Cognoscitivo (MEC) [401] es un test adaptado para la poblacidon de habla hispana, con
algunos de sus items modificados, de modo que la puntuacion total maxima es de 35
puntos, en lugar de los 30 del MMSE. Ambos tests son comparables e intercambiables
para la deteccion de deterioro cognitivo, y el uso del MEC esta muy extendido en la
practica médica habitual. En este estudio se utilizo el MEC y los resultados son
superponibles a otros trabajos publicados [385]. Los resultados del MEC fueron

significativamente mas bajos en los casos que en los controles.

Se analiz6 la puntuacion del MEC en relacidn a la presencia o no de enfermedad
cerebrovascular, cardiovascular y coronaria. En ninguno de los grupos se encontraron
diferencias significativas. También se valoré el MEC en los distintos genotipos Apo E.
Se analizo los valores del test MEC en los sujetos portadores de cada genotipo respecto
a los que no lo presentaban, y encontramos diferencias significativas iinicamente en
el grupo de Apo E4. Este grupo presentaba menor puntuacion media (16,65) que los no
E4 (21,9). Esta misma circunstancia se ha observado en la valoracion del deterioro
cognitivo segun los distintos genotipos Apo E. Solamente se encontraron diferencias

significativas en el grupo del genotipo E4, en el que el dafio cognitivo es mayor en
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todos los sintomas neurolégicos estudiados. En nuestra serie, el 49,5% de los casos
tiene al menos 1 alelo E4, y solo el 19,7% de los controles lo presenta, por lo que hay
una mayor presencia de sujetos E4 con EA que controles, asi pues observamos una
mayor afectaciéon cognitiva en los pacientes E4. El mayor deterioro cognitivo de los
sujetos portadores de Apo E4, se ha explicado en algunos estudios y podria estar en
relacion con varios efectos adversos conocidos de esta isoforma a nivel del parénquima
cerebral, tales como la inhibicion de la expansion neuronal y la alteracion del
citoesqueleto neuronal [203], la estimulacion de la fosforilacion de la proteina tau y la
formacion de ovillos neurofibrilares [204], la neurodegeneracion por fragmentos de Apo
E4, la liberacion lisosomal de AB-inducido y apoptosis, y a su mayor capacidad de
unirse y provocar mas rapidamente la formacion de los depodsitos de AP que las otras
isoformas Apo E [195]. Todo ello conlleva neurodegeneracion, causando mayor
deterioro cognitivo. Sin embargo, el papel que Apo E4 pueda desempefiar en la
progresion del deterioro cognitivo de los pacientes con EA ha sido objeto de
discrepancias en la literatura. En un reciente andlisis prospectivo y retrospectivo se
investigo si Apo E4 se relacionaba con la progresion del deterioro cognitivo en la EA, y
se concluyo que aunque Apo E4 incrementa el riesgo de padecer EA y reduce la edad de
su aparicion, no influye significativamente en el grado de progresion del deterioro
cognitivo o funcional [423]. Nuestro estudio, por el contrario, encuentra una clara
asociacion entre la presencia del alelo E4 con valores mas bajos de MEC y mayor

deterioro cognitivo.

A todos los pacientes con EA se les aplico la escala modificada de isquemia
[403]. Esta escala es una version de la Ischemic Score publicada por Rosen et al. en
1980 para diferenciar la EA de la demencia vascular, y facilita la determinacion de
grupos en ensayos clinicos. La puntuacion total de isquemia debe ser menor de 3 para
descartar demencia vascular. En este estudio ninglin caso alcanzé esta cifra, ya que la
presencia de enfermedad cerebrosvascular y puntuacion igual o mayor de 3 en la escala
modificada de isquemia era criterio de exclusion de caso, por lo que ninguno de
nuestros pacientes con EA presentaba enfermedad cerebrovascular. Asi pues, nuestro
trabajo no puede valorar la presencia concomitante de enfermedad cerebrovascular y

EA por el diseio del estudio.
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Sin embargo, en la literatura médica varios estudios epidemiologicos han
relacionado los factores de riesgo cardiovascular con la enfermedad cerebrovascular y el
posterior desarrollo de EA [90, 91]. Se han valorado varios mecanismos para explicar
esta asociacion. Las lesiones de los vasos sanguineos o del parénquima cerebral pueden
incrementar los depositos de P-amiloide o alterar la barrera hematoencefalica,
permitiendo el estrés oxidativo o la inflamacion mediada por citoquinas [94]. Un
reciente estudio sugiere que la aterosclerosis cerebrovascular puede tener un papel en la
patogénesis de EA, con una fuerte asociacion con las placas neuriticas, pero ni las
placas neuriticas ni los ovillos neurofibrilares se asociaron con la enfermedad

cerebrovascular de pequefio vaso o arteriosclerosis [97].

3.3. METABOLISMO LIPIDICO.

3.3.1. METABOLISMO LIPIDICO EN EA'Y CONTROLES.

Se analiz6 el perfil lipidico de los sujetos participantes del estudio, que incluian
las determinaciones de colesterol total, triglicéridos y HDL, y se compararon los
resultados de los casos EA y los controles. Los valores de colesterol total y HDL
fueron similares en ambos grupos, sin significacion estadistica. Las cifras de
triglicéridos, en cambio, si mostraron diferencias significativas entre casos y controles,

con cifras mas bajas en los pacientes con EA.

Los valores de triglicéridos fueron inferiores en los sujetos con EA (p 0,001). No
se encontraron diferencias significativas por sexos, pero si por edad. Los valores mas
altos correspondian al grupo de los 61 a 70 afios y los méas bajos a los mas afiosos (81-
90), y se observo una correlacion negativa por edad para triglicéridos. Las cifras de
triglicéridos fueron inferiores en los pacientes con EA en casi todos los grupos de

edad y para ambos sexos.

La relacion que los triglicéridos puedan desempefiar en la EA no estd bien
aclarada. Algunos estudios han encontrado que los niveles de triglicéridos no se
relacionaban con el riesgo de EA, pero no se estratificaron por genotipos Apo E [359].
En un reciente estudio se ha observado que no hay asociacion entre los niveles de

triglicéridos y EA en sujetos sin el alelo E4, en cambio, para individuos con E4 existe
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una relacion inversa entre los niveles de triglicéridos y el riesgo de EA [111]. También
encontraron valores mas bajos de triglicéridos en pacientes EA portadores de E4 que en
los controles con E4. Este estudio, realizado en una poblacion africana, ha encontrado
una interaccion entre los triglicéridos en EA y los genotipos Apo E, pero existen pocos

datos en sociedades occidentales.

En nuestro estudio también hemos encontrado valores més bajos de triglicéridos
en los EA, y también en los portadores del alelo E4. Los bajos niveles de triglicéridos
pueden reflejar una dieta hipocalodrica o rica en carbohidratos y existe una variacion
diaria de los niveles plasmaticos con el ayuno. Serian necesarios realizar estudios
considerando factores como la dieta para valorar la interaccion entre triglicéridos, EA y
genotipo Apo E. La interaccion entre estos factores podria derivar en el aporte alterado

de 4cidos grasos a las neuronas y estimular el procesamiento de placas de amiloide.

3.3.2. METABOLISMO LIPIDICO Y GENOTIPOS APO E.

Hemos analizado los parametros lipidicos segun el genotipo Apo E.
Considerando la presencia o no de cada genotipo Apo E, Gnicamente encontramos
asociacion entre el genotipo Apo E4 y los triglicéridos, con cifras inferiores en los
portadores de este alelo. Considerando globalmente los genotipos Apo E respecto a los
parametros lipidicos, no encontramos asociacion estadistica entre los distintos genotipos

y las cifras de colesterol total, HDL y triglicéridos.

La ausencia de asociacion estadistica entre los genotipos Apo E y las cifras de
colesterol total, asi como del genotipo E2 y triglicéridos en nuestro estudio contrastan
con los resultados obtenidos en algunos trabajos. De varios trabajos de investigacion se
conoce que las distintas isoformas de Apo E interactian de modo diferente con
receptores especificos de lipoproteinas, modificando finalmente los niveles sanguineos
de colesterol. Asi, en la poblacion general, el alelo E2 estd asociado con niveles de
colesterol total mas bajos y de triglicéridos mas elevados que los portadores del alelo
E3. Las cifras elevadas de triglicéridos son debidas a la alteracion del aclaramiento de
particulas remanentes que contienen Apo E2, presumiblemente por un reconocimiento

defectuoso del receptor de Apo E2 de esas particulas [213, 231]. El alelo E4 se asocia a
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cifras mas altas de colesterol total y mas bajas de Apo E. Estas observaciones se
explican por el catabolismo mas répido de particulas que contienen Apo E4 comparado

con las que poseen E3 [230].

El efecto de los alelos Apo E en los niveles de colesterol sérico es similar en la
mayoria de las poblaciones. Sin embargo, algunos estudios difieren en este resultado.
Diferencias en el origen étnico y en el estilo de vida podrian explicar la ausencia de
significacion de los genotipos Apo E en la variabilidad del colesterol total. Haddy et al.
investigaron los efectos del genotipo Apo E en los niveles de colesterol total y
triglicéridos en sujetos de cinco paises europeos. En las series de Espafia y Portugal no
encontraron asociacion entre los genotipos Apo E y el colesterol total, y observaron los
valores de colesterol mas bajos en estos dos grupos [358]. En otro trabajo posterior
realizado en Espaina, tampoco se encontrd asociacion entre las cifras de colesterol total y

los genotipos Apo E [424].

En nuestro estudio tampoco se observa asociacion entre los genotipos Apo E y
los niveles de colesterol total. En los resultados obtenidos encontramos cifras inferiores
de colesterol en E2 y progresivamente crecientes en E3 y E4, llegando en E4 a valores
dentro del limite superior, pero sin alcanzar significacion estadistica. Globalmente, en
nuestra muestra los sujetos presentan cifras de colesterol dentro de los parametros
deseables, tanto en los casos como en los controles, con valores mas altos en mujeres

aunque por debajo del limite superior de la normalidad.

Respecto a los triglicéridos existen resultados contrapuestos en la literatura, y
sus valores varian ampliamente entre individuos. Esta variabilidad podria enmascarar el
efecto de los genotipos Apo E [358]. En diversos estudios se observa hetorogeneidad al
evaluar los efectos de las variantes de Apo E sobre los triglicéridos plasmaticos. En un
estudio realizado sobre la poblacion mediterranea espafiola, se encontré que los
individuos portadores del alelo E2 presentaban concentraciones medias de triglicéridos
superiores a los E3 y E4, pero sin mostrar diferencias significativas entre los valores de
triglicéridos y los distintos genotipos Apo E [424]. Estos resultados fueron similares a
los obtenidos en otro estudio sobre una poblacion multiétnica de edad avanzada [425], y
a diferencia de la no asociacién de E2 con mayores concentraciones de triglicéridos en
un trabajo previo en poblacion control mediterrdnea mas joven [426]. Tampoco

Humphries et al [427] en Reino Unido, observaron mayores concentraciones de
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triglicéridos en varones portadores del alelo E2. Aunque Dallongeville et al [335]
realizaron en 1992 un metaandlisis en el que mostraron que tanto los individuos
portadores del alelo E2 como los portadores del alelo E4 presentaban mayores
concentraciones plasmaticas de triglicéridos que los homocigotos E3/E3, y otros
trabajos posteriores encontraron similares conclusiones [357, 372], los resultados de
diversos estudios posteriores han sido dependientes de la edad y de otras caracteristicas
genéticas y ambientales de la poblacion estudiada. Un reciente estudio realizado en
Tokio, ha demostrado que Apo E inhibe la lipolisis de VLDL y triglicéridos, y clarifica
el efecto diferencial de las distintas isoformas Apo E, de modo que Apo E2 tiene el
mayor efecto inhibidor y E4 el menor en la lipolisis de VLDL y triglicéridos. Este
hallazgo podria, en parte, explicar la relevancia de hipertrigliceridemia en homocigotos

E2 [428].

En nuestra serie, en ninguno de los genotipos observamos cifras medias
triglicéridos por encima de la normalidad, y encontramos una tendencia de cifras
progresivamente decreciente de E2 a E4, pero sin significacion estadistica. Unicamente,
analizando los valores de triglicéridos de cada genotipo frente al resto de la muestra,
hemos encontrado que E4 se asocia a cifras mas bajas de triglicéridos. Por ello, aunque
no podemos establecer asociacion estadistica entre los diversos genotipos Apo E con el
colesterol total y triglicéridos, si se observa la tendencia que estos valores toman con los
tres genotipos, a pesar de que ninguno de los grupos de alelos Apo E presenta
hipercolesterolemia o hipertrigliceridemia. Estos hallazgos podrian estar en relacion a
que nuestros sujetos muestran cifras adecuadas de colesterol y triglicéridos,

probablemente favorecidos por el estilo de vida y la dieta.

3.3.3. ATEROSCLEROSIS.

En nuestra serie, hemos estudiado la posible relacion de la enfermedad
cardiovascular y coronaria en EA y el grupo control. Se han encontrado diferencias
significativas entre ambos grupos de sujetos, siendo mas frecuentes todas ellas en el
grupo control. También hemos valorado estas patologias con los distintos genotipos
Apo E, y no hemos encontrado relacion entre los genotipos E2, E3 y E4 y padecer

enfermedad cardiovascular, coronaria o cerebrovascular.
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En diversas publicaciones se habian involucrado a las enfermedades vasculares
en la patogenia de la demencia, pero no se conocia si la aterosclerosis guardaba relacion
con la EA. Varios estudios epidemiologicos han sugerido una asociacion entre los
factores de riesgo cardiovascular, la enfermedad cerebrovascular y el posterior
desarrollo de EA [90, 91]. Algunos estudios han identificado cambios microvasculares o
infartos en cerebros de pacientes con EA, pero sin vincular las lesiones vasculares a las
manifestaciones especificas de EA [92, 93]. Se han valorado varios mecanismos para
explicar esta asociacion. Las lesiones de los vasos sanguineos o del parénquima cerebral
pueden incrementar los depoésitos de B-amiloide o alterar la barrera hematoencefalica,
permitiendo el estrés oxidativo o la inflamacion mediada por citoquinas [94]. Por otra
parte, la enfermedad cerebrovascular podria incrementar la severidad de la demencia o
adelantar la edad de aparicion [95, 96]. Un reciente estudio sugiere que la aterosclerosis
cerebrovascular puede tener un papel en la patogénesis de EA, con una fuerte asociacion
con las placas neuriticas, pero ni las placas neuriticas ni los ovillos neurofibrilares se
asociaron con la enfermedad cerebrovascular de pequefio vaso [97]. A pesar de que
varias publicaciones establecen relacion entre EA y la patologia cerebrovascular, por el
disefio de nuestro estudio, no hemos incluido pacientes con EA que padezcan

enfermedad cerebrovascular.

Algunos estudios han valorado la asociacion del dafio cardiovascular con las
lesiones neuropatoldgicas tipicas de EA. A finales de la década de los noventa, el
estudio Rotterdam examin6 el grosor de la pared y las placas de carotidas por
ultrasonografia, y encontrd que los probables EA y la demencia vascular se asociaban
con aterosclerosis [98]. También encontrd asociacion entre el genotipo Apo E y
aterosclerosis en la etiologia de EA, especialmente un aumento del riesgo de EA en
sujetos con un grado elevado de aterosclerosis y un alelo Apo E4. Los resultados de un
reciente estudio mostraron que la enfermedad arterial coronaria contribuye
significativamente a los cambios neuropatoldgicos caracteristicos de EA,
independientemente de otros factores de riesgo como la edad y el sexo. La
aterosclerosis, en particular de las arterias coronarias, y las lesiones neuropatolédgicas de

EA tuvieron una asociacion significativa una con otra [99].

Algunos estudios han investigado la posible relacion entre EA, Apo E y

ateroesclerosis. Algunos trabajos observaron que existia una interaccion entre Apo E y
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la aterosclerosis en la EA [100]. Sin embargo, en un posterior estudio se sugirio que la
aterosclerosis no era un factor intermediario entre el efecto de Apo E y EA [101]. Del
interés por establecer la relacion entre Apo E, la patologia vascular y EA surgié un
reciente estudio en el que Apo E4 se asociaba con arteriolosclerosis de pequefio vaso,
microinfartos de los nucleos profundos, placas neuriticas seniles y angiopatia amiloide
en las autopsias de los cerebros de EA. Estos resultados sugieren el papel de Apo E4 en
algunos de los cambios microvasculares cominmente encontrados en EA, asi como el
papel en la amiloidogénesis de E4. Sin embargo no se encontr6 asociacion con ovillos
neurofibrilares, quizas atribuible por la muestra demografica de este estudio [102], ya
que en otros trabajos se ha establecido que la asociacion varia con la edad y el sexo

[103].

Trabajos como los expuestos establecen la relacion etioldgica de EA y patologia
vascular. Sin embargo, nuestro estudio muestra menor afectacion cardiovascular y
coronaria en los pacientes con EA que el grupo control. Asi pues, no hemos encontrado
asociacion entre la patologia aterosclerdtica y EA, ni con los distintos genotipos Apo E

en nuestro estudio.

3.4. GENOTIPOS APO E.

3.4.1. GENOTIPOS APO E EN EA Y CONTROLES.

El alelo Apo E4 es el factor genético de mayor riesgo identificado para EA. Los
mecanismos moleculares por los que Apo E favorece la aparicion de EA estan en
relacion con su funcion de transportador de colesterol en el cerebro y su capacidad para
unirse a APB. Apo E juega un papel fundamental en la distribucion y movilizacion de
colesterol y fosfolipidos durante la remodelacion de la membrana celular y la
sinaptogénesis en el sistema nervioso central. De las distintas isoformas de Apo E, es
Apo E4 el menos eficiente para el transporte de colesterol, reutilizacion de la membrana

lipidica y reparacion neuronal.

Apo E se ha encontrado en placas amiloides y ovillos neurofibrilares, los dos
marcadores neuropatolégicos de EA. Apo E4 tiene varios efectos adversos que podrian

explicar la asociacion entre EA y el alelo E4. Por una parte, Apo E modula los depdsitos
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y el aclaramiento de AP cerebrales y la formacion de la placa [195, 196]. Apo E se une
a AP con gran afinidad, sobre todo la isoforma Apo E4, que se liga y provoca mas
rapidamente la formacion de depdsitos de AP que la isoforma E3 [197]. Apo E se une a
AP con alta afinidad y actia en el aclaramiento de AP a través de la barrera
hematoencefalica y en su depdsito, favoreciendo el deposito sobre el aclaramiento
[199]. Otro efecto de Apo E4 es alterar la estructura del citoesqueleto y su funcion
[203], y alterar la fosforilacion de la proteina tau y la formaciéon de ovillos
neurofibrilares [204, 205]. Apo E interactua con la proteina tau y altera su estado de
fosforilaciéon causando que sea hiperfosforilada, modificando asi el citoesqueleto
neuronal [204]. Otro efecto de Apo E en EA incluye su funcion como proteina
responsable de la lesion neuronal. Apo E internaliza colesterol en las neuronas a través
del receptor de LDL para la remodelacion dendritica y la sinaptogénesis. La disfuncion
del sistema de transporte de lipidos podria estar relacionada con la patogenia de EA
[206]. También se ha relacionado con la alteracién de los patrones de sefial neuronal
[207] y la alteracion del sistema de defensa antioxidativo. De las tres isoformas de Apo
E, E4 es la de menor actividad antioxidante, y se correlaciona con mayor dafio oxidativo
en EA. Las membranas celulares de los portadores de E4 son mas vulnerables a la
actividad oxidativa inducida por f-amiloide que E2 y E3. Asi, el estrés oxidativo y las
propiedades neurotdxicas de B-amiloide, pueden ayudar a explicar la dependencia del

alelo E4 en el riesgo de EA [208].

En estudios poblacionales, la frecuencia del alelo E2 se estima entre el 7 y 8%,
E3 es el mas numeroso con el 77-78% y E4 entre el 14 y 16%. También se conoce que
existe un gradiente Norte-Sur geografico en la frecuencia del alelo E4. En el Norte de
Europa se han observado mayores frecuencias del alelo E4 que en el Sur, con un
gradiente inverso en E2. También se conoce que los sujetos portadores de E4 tienen

mayor probabilidad de padecer la EA.

En nuestro estudio, la distribucion de los genotipos Apo E en los sujetos del
grupo control se aproximan a los datos de los estudios epidemioldgicos realizados en
otras poblaciones. El 6,8% de los controles son portadores de E2, el 82,8% poseen E3, y
el 10,4% presentan el alelo E4.
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Nuestro estudio confirma la fuerte asociacion entre Apo E4 y EA, como se
demuestra en varios trabajos publicados de la literatura médica. La frecuencia alélica de
E4 esta marcadamente incrementada en los casos de EA frente a los controles. EI 49,5%
de los pacientes Alzheimer presentaban al menos un alelo E4, frente al 19,7% de los
controles. Considerando las frecuencias alélicas de los sujetos del estudio, el 28,5% de
los casos y el 10,4% de los controles eran E4, con diferencias claramente significativas
(p 0,0001). Entre los controles, el 82,8% eran E3 y en los casos EA el 67,7%, con clara
significacion estadistica (p 0,0001). El alelo E2 no mostrd asociaciéon con casos o
controles. En el estudio multivariante hemos hallado que la presencia del genotipo E4

multiplica por 4,55 la probabilidad de padecer la enfermedad de Alzheimer.

El genotipo E4 también ha mostrado relacion con mayor deterioro
neurolégico y menor puntuacion en el test MEC que los genotipos E2 y E3 en
nuestro estudio. Estos datos apoyan los resultados de otros estudios que muestran el

efecto de Apo E4 a nivel cerebral, como hemos comentado previamente.

Se ha valorado la posible relacion que los tres genotipos Apo E pudieran tener
con la cronologia de EA. Aunque se observé que la edad de aparicion de EA es mayor
en los sujetos con genotipo E2 (69,75 afios) y decrece progresivamente en los sujetos E3
(68,69 anos) y E4 (68,28 anos), no se han encontrado diferencias estadisticamente
significativas en los distintos genotipos Apo E, ni en el tiempo de seguimiento de la
enfermedad desde su diagndstico. Tampoco se encontré relacion significativa entre EA

precoz y los genotipos Apo E.

Sin embargo, en diversos trabajos publicados se ha observado que Apo E4 actia
reduciendo la edad de aparicion de EA [429]. Se ha estimado que cada alelo E4
descenderia la edad de aparicion en casi 10 afios [38], y que la presencia del alelo E4
incrementa el riesgo de padecer EA con la edad hasta los 70 afos, y después desciende

[42].

3.4.2. GENOTIPOS Y CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE APO E.

La cuantificacion de Apo E plasmatica en la practica clinica habitual no esta

muy extendida en comparacion con el uso de otras apolipoproteinas como Apo Al y B.
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La concentraciéon de Apo E plasmadtica esta determinada en parte por la variacion en el
locus de Apo E. Sin embargo, una cierta variabilidad permanece inexplicada por este
factor genético, lo que sugiere que otros factores genéticos o ambientales sean también
determinantes de la concentracion sérica de Apo E, como la edad [233], el sexo [234,
235], la distribucion del peso corporal [235] o el area geografica. Se ha observado un
gradiente Norte-Sur en la prevalencia del genotipo Apo E e inversamente de las
concentraciones plasmaticas de Apo E [377], de modo que las concentraciones séricas

de Apo E son mas altas en el Sur de Europa, y el genotipo E4 mas frecuente en el Norte.

En nuestra serie, los sujetos con genotipo E2 presentaban las concentraciones
plasmaticas de Apo E significativamente mas altas, y progresivamente decrecientes en
los sujetos con genotipo E3 y E4. Asi, los valores de Apo E en plasma de sujetos E2
fueron de 55,33 mg/l, y en los sujetos E4 de 41,49 mg/l (p 0,0001). Considerados cada
uno de los genotipos Apo E frente al resto de la muestra, E2 y E4 mostraban diferencias
estadisticamente significativas con las concentraciones plasmaticas de Apo E, pero no
en el grupo E3. Se observo que los valores de Apo E en plasma eran superiores en
homocigotos que heterocigotos, y mayores en estos que en los que no poseian E3, pero

las diferencias no fueron significativas.

Apo E sérica mostré cifras significativamente superiores en los sujetos con

E2 e inferiores en los E4, y sin significacion estadistica en los E3.

En cambio, existe una fuerte asociacion entre los distintos genotipos Apo E

y las concentraciones plasmaticas de Apo E.

Tanto en el grupo de sujetos con genotipo E2 como en los E4 no se
encontraron diferencias significativas en las concentraciones plasmaticas de Apo E
entre casos y controles. Sin embargo, los controles con genotipo E3 presentaron
cifras significativamente mas altas de Apo E plasmatica que los casos con el mismo
genotipo. El tnico grupo en que se encuentran diferencias en las cifras de Apo E entre
casos y controles es el genotipo E3. El hecho de que las cifras de Apo E plasmatica en
controles E3 sean mas altas que en los casos con el mismo genotipo, se puede atribuir a
que la mayor parte de los sujetos participantes de la muestra, el 94,2%, son portadores

del alelo E3 bien como homocigotos o heterocigotos, lo que se corresponde a los

243



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONCENTRACIONES PLASMATICAS Y GENOTIPO APO E EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
Maria Pilar Martinez Heras

ISBN:978-84-692-1532-6/DL:T-362-2009
DISCUSION

resultados de los sujetos de la muestra total en que los pacientes EA presentan cifras

mas bajas que los controles.

Nuestros resultados son similares a los publicados en otros estudios, donde
observan que la concentraciéon de Apo E en suero esta determinada en parte por el
genotipo Apo E y varia segin su alelo. El efecto del polimorfismo de Apo E influye en
las concentraciones séricas de Apo E, de modo que aproximadamente el 30% de la
variabilidad de las concentraciones plasmaticas de Apo E pueden ser atribuidas a su
comun polimorfismo. En varios trabajos se muestra que el genotipo E2 estd asociado
con mayores concentraciones de Apo E y el genotipo E4 con cifras mas bajas en suero
[375-377]. Schiele et al. [377] valoraron las concentraciones plasmaticas de Apo E y los
distintos genotipos de Apo E en 6934 sujetos sanos de seis paises europeos con edades
comprendidas entre 25 y 64 afos. Analizando los resultados de todos los centros
participantes, encontraron que las concentraciones de Apo E en los portadores de E2
eran de 51 mg/l en varones y 50 mg/l en mujeres, y en los E4 de 41,2 mg/l en varones y
39 mg/l, cifras significativamente mayores en E2 que E4, independientemente de la

edad y el sexo.

3.5. CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE APO E.

3.5.1. CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE APO E Y EA.

En los tltimos afios se han investigado diversos biomarcadores para identificar
sujetos de alto riesgo para desarrollar EA y para respaldar su diagnostico clinico. A
nivel genético, el factor de mayor riesgo conocido es el genotipo Apo E4. La mayoria
de los estudios realizados acerca de EA y Apo E se han enfocado al gen y en menor
medida a su proteina. Se conoce la relacion entre los genotipos Apo E y EA, pero no
esta clara la relacion entre las concentraciones de Apo E plasmatica y EA. En este
trabajo se ha estudiado la posible relacion entre las concentraciones séricas de Apo E en
pacientes EA y sujetos control, asi como la variacion entre sexos y edades y su

variabilidad segtn el genotipo Apo E.

Los resultados de este estudio muestran que las concentraciones plasmaticas

de Apo E son significativamente mas bajas en los sujetos con EA que en los
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controles (p 0,008). Las cifras de Apo E en los pacientes EA fueron de 43,58 mg/l y en
los controles de 47,99 mg/l. También se han encontrado diferencias significativas por
sexos, con cifras de Apo E mas bajas en hombres (44,03 mg/l en varones y 47,34
mg/l en mujeres). Los valores de Apo E plasmatica no mostraron relacion con la
edad. El estudio multivariante mostro6 que valores de Apo E menores de 44 mg/l

multiplican por 2,14 la probabilidad de padecer EA.

El hecho de que las concentraciones plasmaticas de Apo E sean inferiores en los
sujetos afectos de EA que en los controles, consideramos que esté influido, en parte, por
el aumento de la prevalencia del genotipo E4 en los pacientes EA, que condiciona
concentraciones plasmaticas mas bajas de Apo E. De diversos estudios se conoce que
Apo E2 y Apo E3 realizan un papel fundamental en el mantenimiento neuronal, pero no
Apo E4. Esta isoforma inhibe la expansion neuronal alterando su citoesqueleto, estimula
la fosforilacion de la proteina tau y aumenta los depositos de B-amiloide, favoreciendo
la aparicion de EA. Ademas, en relacion a su funcidn en el transporte de lipidos, Apo
E4 presenta cifras mas bajas de Apo E plasmatica que E3, y se atribuye al aumento del
catabolismo de particulas que contienen E4 comparadas con las E3. Asi pues, Apo E4
influye en los procesos neuropatoldgicos por su accidon directa a nivel neuronal y se
relaciona con cifras inferiores de Apo E plasmatica, que participa en el metabolismo y
depuracion de particulas ricas en triglicéridos, actuando como ligando especifico de

diversos receptores celulares.

En la literatura médica hay varios trabajos que han estudiado el papel de Apo E
plasmatica en EA con diversos resultados, encontrando niveles plasmaticos de Apo E en
EA mas altos [383], similares a los controles [384] y mas bajos [385]. En el estudio de
Siest et al. [385] encontraron que las concentraciones séricas de Apo E son mas bajas en
los pacientes con EA. Sin embargo, no observaron diferencias respecto al sexo. Ademas
observaron que el genotipo E4 y las concentraciones plasmaticas de Apo E parecian
estar independientemente asociadas al desarrollo de EA, sugiriendo que la
concentracion de Apo E podria representar un factor adicional de riesgo para la EA,
complementaria e independiente del alelo E4. Slooter et al. [387] en un amplio estudio
prospectivo, el estudio Rotterdam, encontraron que las diferencias en las
concentraciones plasmaticas de Apo E entre pacientes EA y controles se deben a la

distribucion de los genotipos Apo E. Otros autores, como Scacchi et al. [384] no
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hallaron diferencias de Apo E plasmatica entre casos y controles. Taddei et al. [383]
encontraron un incremento de Apo E en el plasma de los sujetos EA, utilizando el
método de analisis Western blot. En otros trabajos, como el de Siest y el nuestro, las
muestras se procesaron por inmunoturbidimetria usando un kit comercial [404]. El
procesamiento de nuestras muestras se realizd por inmunoturbidimetria. Este método
automatizado no requiere un pretratamiento de las muestras, es apropiado para analisis

de rutina y tiene una aceptable reproductibilidad.

Ademas de las diferencias en los métodos analiticos, los grupos de edad también
varian en algunos estudios. En los trabajos de Slooter et al. [387] y Scacchi et al. [384]
los pacientes EA eran mas ancianos que los de Siest et al. [385] y los presentados en
nuestro estudio (media de edad de 84,1 y 86,1 vs 74,5 y 74,6 afos respectivamente). En
un reciente trabajo de Panza et al. [386] donde se estudiaron casos EA y controles en
varios grupos de edad, la presencia del alelo Apo E4 se asocié con niveles séricos de

Apo E mas bajos y en Apo E2 mas altos, en todas las categorias de edad.

Ademas de la edad, la influencia que el sexo pueda representar en las
concentraciones séricas de Apo E se ha estudiado en varios trabajos. El grupo de
Schiele [377] encontraron que la Apo E sérica en los jovenes es mas alta en hombres
que en mujeres, en la edad media es equivalente, y en los sujetos de mayor edad mas
baja en varones. Después de los 50 afios, las mujeres continuan incrementado los
niveles de Apo E sérico, esto puede ser debido a los cambios hormonales asociados con
la menopausia. En los hombres, el descenso de sus cifras de Apo E podria deberse a la
mayor mortalidad en la enfermedad cardiovascular en aquellos con mayores
concentraciones de lipoproteina. Estos cambios con la edad y sexo son similares a los
observados con otros lipidos plasmaticos y lipoproteinas (colesterol total, LDL,

triglicéridos, Apo Al 'y Apo B) [430].

Tras observar que los valores de Apo E plasmatica son inferiores en los sujetos
con EA, hemos analizado si las manifestaciones neuroldgicas caracteristicas de la EA se
relacionan con cifras menores de Apo E. Consideramos los sintomas recogidos en los
criterios para el diagnostico clinico de la enfermedad de Alzheimer de NINCDS-
ADRDA, DSM-IV e ICD-10. Hemos hallado que en todos los sintomas neurologicos
los valores de Apo E son significativamente més bajos. Asi mismo, hemos observado

que la puntuacion del test MEC por debajo de 23 se relaciona significativamente con
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cifras menores de Apo E. Por ello, consideramos que concentraciones plasmaticas bajas
de Apo E no solo se relacionan con EA, sino con cada una de sus manifestaciones
clinicas. Estos resultados apoyarian la utilizacion de Apo E plasmatica en el estudio de

la EA y se deberia considerar su uso como biomarcador de la EA.

3.5.2. CONCENTRACIONES DE APO E PLASMATICAS Y EN LCR.

El primer gen polimoérfico que se ha descrito relacionado metabdlicamente en la
variacion interindividual de las lipoproteinas plasmaticas y sus componentes es Apo E.
Se ha estudiado la relacion entre los niveles en plasma de colesterol, triglicéridos,
concentraciones séricas de Apo E y el polimorfismo de Apo E. También se han

investigado los niveles de Apo E en el liquido cefalorraquideo.

Varios estudios han intentado establecer la relacion entre las concentraciones
séricas y en LCR de esta apolipoproteina. El cerebro es, tras el higado, el segundo
organo productor de Apo E. El plasma y el LCR representan dos compartimentos
distintos separados por la barrera hematoencefélica. E1 LCR refleja la composicion del
espacio extracelular del SNC. Apo E esta presente en el LCR como un componente de
HDLI. Desempefia un papel importante en la redistribucion de lipidos para la
reparacion de mielina, y en la regulacion de la homeostasis de colesterol a través del
rLDL expresado en neuronas y glia. Por ello, Apo E del LCR aporta informacion acerca
del metabolismo de los lipidos en el cerebro y la patologia del SNC, como un marcador

del proceso de regeneracion del cerebro.

Sin embargo, las determinaciones de Apo E en LCR no se realizan de rutina en
el diagnéstico de EA. Los estudios realizados hasta ahora han dado diferentes
resultados. Se conoce que la concentracion de Apo E en LCR es menor que la
plasmatica, por lo que los métodos para cuantificarlo requieren gran sensibilidad.
Ademas, el caracter hidrofobo de la apolipoproteina favorece la adsorcién a los tubos de
recogida de muestras, dando niveles falsamente bajos. Teniendo en cuenta todas estas
consideraciones, se realizd un estudio valorando estos factores de confusién para el

analisis de Apo E en LCR y observaron que la concentraciéon de Apo E en LCR era
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inferior en los EA que en los sujetos control, y tanto en casos como controles se

encontraron cifras superiores de Apo E en LCR en los portadores de Apo E4 [389].

El hecho de que Apo E en LCR sea inferior en los pacientes EA conlleva una
menor reparacion neuronal tras el dafio cerebral. Como respuesta al dafio cerebral, se
inhibe la sintesis de colesterol y se incrementa la expresion neuronal de Apo E. A su
vez, se incrementa la sintesis de Apo E por células gliales y el transporte de lipidos
desde estas células a las neuronas, asi el colesterol puede reparara las neuronas dafiadas.
Apo E desempeiia un papel protector ante la lesion neuronal, y su descenso en LCR de

los pacientes EA puede explicar la progresion de la neurodegeneracion.

Asi mismo, el incremento de la expresion de Apo E como respuesta protectora
ante la lesién neuronal puede ser perjudicial en los portadores de Apo E4, ya que el
incremento de formacion de fragmentos de C-terminal de esta isoforma estimula la
fosforilacion de la proteina tau y la formacion intracelular de ovillos neurofibrilares,
alterando asi el citoesqueleto neuronal. Apo E4 se une a AP con alta afinidad y actia en
su aclaramiento a través de la barrera hematoencefalica y en su depdsito, favoreciendo
el deposito sobre el aclaramiento. De este modo, Apo E4 es menos efectiva en la
regeneracion neuronal, por su mayor afinidad para unirse a AP y por hiperfosforilar a la

proteina tau, los dos marcadores neuropatologicos de EA.

En plasma, seglin nuestro estudio y otros publicados, las concentraciones de Apo
E son inferiores en los pacientes EA y en los portadores de E4. Diversos grupos han
intentado averiguar la relacion entre los niveles plasmaticos y de LCR, pero a pesar de
varios estudios no se ha podido establecer, ya que representan dos compartimentos
independientes, de modo que la produccion local cerebral y extracerebral de Apo E
sugiere que estd sometida a regulacion independiente. Un estudio realizado en plasma y
LCR de sujetos sanos y pacientes EA con genotipo Apo E3/4, mostrd que mientras Apo
E4 representaba el 40% del total de Apo E plasmatica, el 60% de Apo E en LCR era la
isoforma E4. Estos resultados sugieren que las distintas isoformas de Apo E son
metabolizadas de forma diferente en plasma y LCR. No se ha encontrado correlacion
entre los niveles de Apo E en plasma y en LCR, por lo que se considera que Apo E de
estos dos compartimentos no interactian. Mientras que no hay evidencias de que el
higado sintetice diferentes cantidades de isoformas de Apo E, se sabe que la proporcion

de esta apolipoproteina en plasma es dependiente de la isoforma, posiblemente por la
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preferencia en la asociacion de las isoformas con diferentes particulas lipoproteicas.
Comparado con Apo E plasmatica, poco se sabe de su metabolismo en LCR. Sin
embargo el hallazgo de que Apo E4 esté sobrerrepresentada en LCR en los sujetos
E3/E4, puede plantear la cuestion de si las diferentes isoformas de Apo E son
catabolizadas de acuerdo a la subfraccion de HDL con la que estan asociadas. Otro
posible mecanismo para justificar el incremento de E4 en LCR es la posible implicacion

de los diversos receptores de Apo E a nivel cerebral.

Ante estos datos se plantean nuevas preguntas como qué receptores de Apo E
regulan los niveles de Apo E en LCR y cerebro, y cudles son los mecanismos
subyacentes que condicionan los niveles de las distintas isoformas de Apo E en LCR.
Las respuestas a estas cuestiones pueden conducir a ampliar el conocimiento de la
implicacion de las distintas isoformas de Apo E en el desarrollo de esta devastadora

enfermedad, la EA.
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Del andlisis de los resultados expuestos se pueden extraer las siguientes

conclusiones:

1. Las concentraciones plasmaticas de Apo E fueron significativamente mas bajas
en nuestros pacientes con EA respecto a los del grupo control (p<0,001).
Valores inferiores a 44 mg/l multiplicaban por 2,14 la probabilidad de presentar
EA (IC del 95% de la Odds Ratio: 1,1-4,3).

2. Las concentraciones plasmaticas bajas de Apo E se asociaron significativamente
con todos los sintomas neurologicos caracteristicos de EA.

3. Las concentraciones plasmaticas bajas de Apo E se asociaron con una menor
puntuacién del MEC y en general con un mayor deterioro neuroldgico.

4. La presencia del genotipo E4 en nuestra muestra multiplicé por 4,55 la
probabilidad de estar afecto de EA (IC del 95% de la Odds ratio: 2,11-9,78)

5. El genotipo E4 mostr6 una clara asociacion con valores mas bajos de MEC y un
mayor grado de deterioro cognitivo. Sin embargo, la edad de aparicion de la EA
en nuestros pacientes E4 no fue significativamente inferior a la del resto de
pacientes con EA.

6. Encontramos una fuerte asociacion estadistica entre el genotipo E y las
concentraciones plasmaticas de Apo E, de forma que los sujetos E2 tuvieron
cifras superiores y los E4 inferiores respecto a los E3.

7. Aunque las concentraciones de Apo E plasmatica fueron inferiores en los
pacientes con EA frente a los controles en los 3 genotipos de ApoE, estas
diferencias s6lo fueron estadisticamente significativas para E3, que es el mas
frecuente poblacionalmente (82,8% de los controles).

8. La determinacion de Apo E plasmatica menor de 44 mg/l y del genotipo E4
muestran una clara asociacion con la presencia de enfermedad de Alzheimer, asi
como mayor deterioro neuroldgico y puntuacion MEC inferior a 23. Seria
necesario realizar nuevos estudios en otras poblaciones para disefiar modelos
multivariantes que posibilitaran la identificacion de grupos de riesgo de padecer
la enfermedad y su abordaje terapéutico precoz.
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