articul os originales

Asociacion entre el polimorfismo genético de la
apolipoproteina E (ApoE) y la enfermedad de Parkinson

Association between apolipoprotein E (ApoE) genetic polymorphism and
Parkinson’s disease

Victoria Marca', Oscar Acosta’, Luis Torres’, Olimpio Ortega’,
Mario Cornejo-Olivas"*, Saul Lindo-Samanamud', Doris Huerta®,
Carlos Cosentino®®, Oscar Nufez', Pilar Mazzetti"®

" Servicio y Centro de Investigacion Basica en Neurogenética, Instituto Nacional de Ciencias Neurologicas, Lima, Peru.
* Laboratorio de Biologia Molecular, Facultad de Farmacia y Bioguimica, UNMSM, Lima, Per.

* Unidad de Movimientos Anormales, Instituto Nacional de Ciencias Neurologicas, Lima, Perd.

“ International Northern Global Health Research Fellows Consortium.

° Centro de Investigacion de Bioquimica y Nutricion, Facultad de Medicina, UNMSM, Lima, Peru.

® Facultad de Medicina, Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

Resumen

Introduccion: En nuestro pais, con el incremento en la esperanza de vida, existe una tendencia creciente de enfermedades
neurodegenerativas, por lo que se hace necesario realizar estudios sobre factores de riesgo genético en personas afectadas con la
enfermedad de Parkinson (EP), entre ellos el gen de la apolipoproteina E (ApoE), ya que esta asociacion es desconocida en nuestra
poblacion. Objetivo: Determinar la asociacion del polimorfismo en el gen ApoE con la EP. Disefio: Estudio asociativo, observacional
tipo casos y controles. Lugar: Instituto Nacional de Ciencias Neuroldgicas, Lima, Peru. Participantes: Personas de ambos sexos, 163
pacientes con la EP y 176 controles. Intervenciones: Extraccion de ADN genomico segun metodologia estandar. Andlisis del gen
APOE mediante técnica PCR-RFLP. Principales medidas de resultados: Frecuencias genotipicas y alélicas del gen ApoE en los casos
y controles, medidas de asociacion y de riesgo. Resultados: No se encontré diferencias significativas entre el grupo control y los
pacientes segun genotipo de ApoE. La frecuencia del alelo €4 fue similar en pacientes y en controles. El odds ratio para el alelo ¢4 de
la ApoE fue 1,0852 (IC 95%: 0,5812 a 2,0266). La edad de inicio de la EP no tuvo relacion con los genotipos ApoE. Conclusiones: El
alelo €4 de la ApoE no podria ser considerado un factor de riesgo para la EP, y los genotipos de la ApoE no se asociaron con la edad
de inicio en esta muestra evaluada.
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Abstract

Introduction: Due to the increase in life expectancy in our country, it is necessary to study risk factors for Parkinson’s disease (PD),
including apolipoprotein E (ApoE) gene, as this association is not known in our country. Objectives: To determine association of ApoE
gene polymorphism and PD. Design: Associative, observational case-control analytic study. Setting: Instituto Nacional de Ciencias
Neurologicas, Lima, Peru. Participants: Male and females with and without Parkinson's disease. Interventions: Genomic DNA was
extracted from 163 patients and 176 controls. PCR_RFLP technique was used for ApoE gene genotyping. Main outcome measures:
ApoE gene genotype and allele frequencies in cases and controls, association and risk. Results: No significant ApoE genotype
differences between the control group and patients were found. Allele €4 frequency was similar in patients and controls: 6.5 and
6.0. Odds ratio for ApoE &4 allele associated with PD was 1.2163 (IC 95%, 0.6574-2.2507). Conclusions: ApoE ¢4 allele could not be
considered a risk factor for PD in the population studied.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Parkinson (EP) es
el segundo trastorno neurodegenerati-
vo més frecuente, después de la enfer-
medad de Alzheimer. Clinicamente se
caracteriza por la presencia de temblor
en reposo, bradiquinesia e inestabilidad
postural, ademés presencia de psicosis,
depresion, deterioro cognitivo, trastor-
no del suefio, pérdida del olfato, entre
otros. La prevalencia de la EP es de mas
de 1% en personas mayores de 65 afios
y més de 4% en personas mayores de 85
afios V. La EP es de etiologia compleja,
pues interaccionan factores genéticos y
ambientales ®.

La EP era considerada de naturaleza
esporadica, sin origen genético. Pero,
estudios de grupos de familias con la EP
de diferentes regiones del mundo han
hipotetizado que la EP tiene un sustan-
cial componente genético. El primer
gen estudiado fue el SNCA en el locus
PARKI1, de tipo de herencia autosémi-
co dominante. Hasta el momento se
ha identificado 16 variantes genéticas
o loci denominadas PARK 1 a PARK
16, con patrén de herencia autosémica
dominante o recesivay 11 genes asocia-
dos con formas hereditarias de parkin-
sonismo ©®. Adema4s, se han realizado
estudios sobre algunos polimorfismos
de genes candidatos que podrian dar
susceptibilidad para desarrollar la en-
fermedad al interactuar entre sf y con
determinados factores ambientales,
entre los que se propone al gen de la
apolipoprotefna E (ApoE) *9.

El gen ApoE esta localizado en el
cromosoma 19 (19q. 13.2). Consta de
4 exones y 3 intrones. Un polimorfismo
en el exén 4 del gen determina los tres
alelos més comunes, €2, €3 y €4, en la
poblacién humana ©. El alelo &4 de la
ApoE es un gen de susceptibilidad para
la EA y est4 asociado con el riesgo de
adelantar la edad de inicio de la enfer-
medad @. Ademds, las placas de beta
amiloide y protefnas Tau se incremen-
tan en el cerebro de los individuos que
tienen el alelo €4 ®. La EP comparte
algunos rasgos clinicos, neuroquimicos
y patoldgicos con la EA; por ejemplo,

los pacientes con EP frecuentemente
desarrollan demencia y pacientes con
EA con frecuencia desarrollan parkin-
sonismo 19,

Ambas enfermedades se caracteri-
zan por muerte neuronal y depésito de
proteinas, ya sea beta amiloide o alfa-
sinuclefna. Varios estudios han exami-
nado el rol del gen de la ApoE en la
susceptibilidad a la EB estudiando la
frecuencia de los alelos ApoE en pa-
cientes y en controles sanos !V, con re-
sultados contradictorios y variaciones
de esta asociacién segiin la poblacién
estudiada 119,

En nuestro pafs, el Instituto Na-
cional de Ciencias Neuroldgicas
(INCN) constituye un centro de re-
ferencia nacional para enfermedades
neuroldgicas. La Oficina de Estadisti-
ca del Instituto informé 970 pacientes
atendidos en consulta externa con el

diagnéstico de EP en el afio 2006, 1 004
pacientes el afio 2007, 1 056 en el afio
2008 y 2 500 en el 2010, siendo una de
las patologfas m4s frecuentes de consul-
ta en la Institucién. El objetivo de este
estudio es estimar la asociacién entre el

alelo €4 del gen ApoE y la EP

METODOS

Se realizé un estudio observacional
analitico asociativo tipo casos y contro-
les en una poblacién de 163 personas
diagnosticadas con la EE de acuerdo
a los criterios de UK Brain Bank. Se
excluyé pacientes con antecedente
familiar de la enfermedad y aquellos
con alglin origen extranjero en tres
generaciones previas. Los controles
fueron obtenidos de muestras donadas
por trabajadores del INCN mayores de
45 afos no afectados por la EP u otra

Tabla 1. Datos generales de controles y pacientes con enfermedad de Parkinson.

Enfermedad de Parkinson

Caracteristicas

Masculino 81 49,7 - 79 449 -
Sexo Femenino 82 50,3 - 97 55,1 -
Total 163 100,0 - 176 100,0 -
Edad (afios) 61,35 + 10,19 54,61 + 6,73
Edad inicio (afios) 56,23 = 10,47 - - -
Amazonas 5 31 - 3 1.8 -
Ancash 15 9,2 - 14 8,6 -
Apurimac 9 55 - 7 4,3 -
Arequipa 7 43 - 9 55 -
Ayacucho 7 4,3 - 23 14,1 -
Cajamarca 14 8,6 - 14 8,6 -
Cusco 5 3.1 - 4 25 -
Huancavelica 3 1.8 - 5 3,0 -
Huanuco 4 2,4 - 1 0,6 -
Departamento de Ica 1 0.6 - 3 1.8 -
origen Junin 16 9,8 - 14 8,6 -
La Libertad 4 2,4 - 9 55 -
Lambayeque 7 43 - 6 3,7 -
Lima 38 2,3 - 45 21,6 -
Loreto 3 1.8 - 5 31 -
Pasco 6 3,7 - 5 3,1 -
Piura 8 49 - 5 3.1 -
Puno 2 1.2 - 1 0,6 -
San Martin 9 55 - 3 1.8 -
Total 163 100,0 - 176 100,0 -

No existen diferencias estadisticamente significativas cuando se compara las frecuencias (prueba chi cuadrado)
para el sexo entre el grupo control y los pacientes. Existen diferencias significativas cuando se compara las medias
de la edad (prueba t-student); pero, al comparar la edad de inicio de la enfermedad y la edad de los controles, las
diferencias no son significativas. X + DE = media + desviacion estandar.
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enfermedad neurodegenerativa. Los
pacientes y controles fueron enrolados
previo consentimiento informado. El
estudio fue aprobado por los Comités
de Investigacion y de Etica en Investi-
gacion Biomédica del INCN.

Para el anélisis molecular se extrajo
ADN gendmico a partir de sangre peri-
férica (pacientes) y de hisopado bucal
(controles), con técnica estandarizada
en el laboratorio . Para determinar
los genotipos y alelos del gen ApoE se
empled la técnica de PCR-RFLE, ampli-
ficindose un fragmento de 227 bp y con
los siguientes cebadores 19:

Directo: 5 TCCAAGGAGCTG-
CAGGCGGCGCA-3",y

Reverso: 5° ACAGAATTCGCCC-
CGGCCTGGTACACTGCCA-3

La amplificacién por PCR de 100 ng
de ADN genémico fue llevado a cabo
en 20 uL de reaccién conteniendo bu-
ffer de PCR 1X, 1,6 uL de MgCl, de 25
mM, 0,8 uL de mix de dNTPs (dATD,
dTTE dCTE y dGTP) de 10 mM c/u,
0,4 uL de primer de 25 pmol c/uy 1 U
de la enzima Stoffel. La amplificacién
se realizé a una denaturacién inicial de
95° C por 3 min, seguido de 30 ciclos de
94° C por 30 seg para la denaturacion,
65° C por 30 seg para el acoplamiento y
70° C por 1,5 min para la extensién. El
ciclo final de extensién se realizé a 72°
C por 10 min. Los productos amplifi-
cados fueron digeridos con 0,5 U de Ia
enzima de restriccién Hhal por 6 ho-
ras a 372 C. Los fragmentos obtenidos
fueron separados por electroforesis en
geles de poliacrilamida al 12% y visua-
lizados con tincién de plata. Se analizé
bandas caracteristicas para cada geno-
tipo: €2 /g2 (91 y 83 pb); €3 /e3 91y
48 bp); €4 /e4; (72, y 48 bp); €2 /&3 (91,
83 y 48 pb); €2 /e4 (91, 83, 72y 48 pb);
€3 /e4 (91, 72 y 48 pb). Los fragmentos
obtenidos fueron determinados compa-
randolos con un marcador de peso mo-
lecular de 10 bp (Invitrogen).

Para corroborar los resultados ob-
tenidos, se secuencié (Macrogen, USA
http://www.macrogen.com/eng/macro-
gen/macrogen_main.jsp) seis amplifi-
cados tomados aleatoriamente y repre-
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Tabla 2. Frecuencias genotipicas y alélicas del gen APOE en el grupo control y en pacientes con la

enfermedad de Parkinson.

Enfermedad de Parkinson Control
\ Frecuencia n Frecuencia
€2 /g2 0 0,000 0 0,000
€2 /&3 4 0,025 4 0,023
g2 /e4 0 0,000 0 0,000
Genotipos ApoE €3 /e3 139 0,853 151 0,858
€3 /e4 19 0117 21 0.119
b /e4 1 0,006 0 0,000
Total 163 1,000 176 1,000
€2 4 0,012 4 0,011
Alelos ApoE €3 301 0,923 327 0,929
g4 21 0,065 21 0,060
Total 326 1,000 352 1,000

Las distribuciones genotipicas observadas en los grupos poblacionales son concordantes con lo esperado bajo la
hipotesis de equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0,05), calculado con el programa Arlequin 3.11.

sentativos de los diferentes genotipos
de la APOE, confirmandose los resul-
tados obtenidos en el laboratorio.

Las frecuencias genotipicas y alélicas
en casos y controles fueron obtenidas
por conteo directo. Para comparar las
frecuencias genotipicas observadas y las
esperadas, segiin la hipStesis del equi-
librio de Hardy-Weinberg, se aplicé la
prueba exacta segiin Guo y Thompson.
Para comparar las frecuencias genotipi-
cas y alélicas de la ApoE entre los dos
grupos, se utilizé la prueba X? de inde-
pendencia o la prueba exacta de Fis-
her, segin el caso, con a = 0,05. Para
evaluar el factor genético de riesgo del
alelo E4 y la EP se aplic6 la razén de
Momios u odds ratio (OR). Se usé la
prueba Kruskal Wallis para evaluar las
edades de inicio de la enfermedad de
Parkinson segin genotipos ApoE. To-
dos los célculos fueron realizados con el
paquete estadistico SPSS 14.0 (http://
www-01.ibm.com/software/analytics/
spss/) v el programa de genética pobla-
cional Arlequin 3.11. (http://cmpg.uni-
be.ch/software/arlequin3).

RESULTADOS

Las caracterfsticas demograficas de am-
bos grupos y su distribucién segin de-

partamentos en el pafs estdn resumidas
en la tabla 1. Las frecuencias alélicas
y genotipicas de los grupos estudiados
son mostradas en la tabla 2. El geno-
tipo €3/e3 fue el m4s frecuente, tanto
en pacientes como controles: 85,3% y
85,8%. No se encontrd los genotipos
€2 /e2 y €2 /e4 en ninguno de los dos
grupos. Las frecuencias alélicas para €2,
€3 y €4 fueron similares en casos y con-
troles.

No encontramos diferencias signifi-
cativas para las frecuencias genotipicas
estratificadas por presencia y ausencia
del alelo E4, entre casos y controles
(tabla 3). No encontramos evidencia
suficiente para afirmar que el alelo &4
sea un factor de riesgo para la EP en la
poblacién estudiada (OR: 1.0852) (IC
95%: 0,5812 a 2,0266) (tabla 4). Los
rangos de las edades de inicio de Ia EB,
con respecto a los genotipos de ApoE,
no mostraron diferencias significativas

(tabla 5).

DISCUSION

La tabla 1 muestra la distribucién po-
blacional de sujetos con la EP y suje-
tos controles en 19 departamentos del
Perd, constituyendo el 75% del total de
departamentos existentes en el Perd.
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Tabla 3. Estratificacion de las frecuencias genotipicas del gen ApoE en el grupo control y en

pacientes con la enfermedad de Parkinson.

n
Sin E4:
€2 /€2 0
€3 /2 4
€3 /e3 139
Subtotal 143
Genotipos ApoE —
€3 /el 19
el /g4 1
€2 /ed 0
Subtotal 20
Total 163

Enfermedad de Parkinson

Control p

% n %

0,0 0 0,0

2,8 4 26

97.2 151 97,4
100,0 155 1000

0,9240

95,0 21 1000

5,0 0 0,0

0,0 0 0,0

21

100,0 176 1000

* Segun prueba chi cuadrado, considerando solo los subtotales. No existen diferencias significativas entre el grupo
control y las personas con Parkinson segun genotipos APOE.

Diversos autores mostraron que el
alelo €2, y no el €4 est4 asociado con un
mayor riesgo para la EE contrariamente
a lo que se encontré en la EA, donde el
€2 es considerado protector 17, Ade-
mas, en poblaciones latinoamericanas,
como en México 19, se hall6 que el ale-
lo €3 es protector y el €4 aumenta el
riesgo para la enfermedad. Sin embar-
go, en esta muestra peruana no hubo
diferencias entre el grupo de pacientes
y el grupo control en cuanto a presen-
cia de genotipos o de los alelos €2, €2 y

€4 (tabla 3).

Como en investigaciones previas (7,
en este estudio (tabla 5) no se hall6 dis-
minucién de la edad de inicio de la EP
con algunos de los alelos. Los resulta-
dos podrian estar sesgados por cuanto
la informacién de la edad de inicio de
la EP fue proporcionada por el mismo
paciente, quien pudiera no dar infor-
macién exacta debido a que en muchos
individuos el inicio de manifestaciones
no motoras puede preceder al inicio de
sintomas motoras por muchos afios. Por
lo tanto, es probable que para la mayo-
rfa de los individuos que informaron su
edad de inicio de la EP era unos afios
mas tarde que el real inicio de la en-
fermedad. Ademas, los pacientes con
mayor nivel de instruccién podrian no-

tar los sintomas clinicos de la EP mas
temprano que aquellos con menor ni-
vel educativo 0.

En este estudio no se hallé asocia-
cién entre el polimorfismo de la ApoE y
el riesgo de desarrollar la EP. Los resul-
tados de falta de asociacién entre ApoE

y la EP en la muestra peruana, acorde
a lo encontrado en estudios realizados
en otros pafses cuyos resultados son va-
riables ¥, pueden reflejar la existencia
de factores que influyen e interactdan,
como por ejemplo distintos genes y fac-
tores medioambientales, es decir, la EP
como un estado multifactorial.

Este es el primer estudio en el Perd
que muestra la distribucién de los ale-
los del gen APOE en pacientes que
padecen la EP y sujetos no afectados
como controles. Las frecuencias de los
alelos encontrados en el grupo control
mostraron diferencias y similitudes con
otras poblaciones del mundo ?%2.

En conclusién, basados en la po-
blacién estudiada, no hubo evidencia
suficiente para considerar que el alelo
¢4 del gen ApoE, ni otro alelo, estdn
asociados con el riesgo de desarrollar Ia
EP en la muestra estudiada. Asimismo,
el polimorfismo en el gen de la ApoE
no estuvo relacionado con la edad de
inicio de la enfermedad.

Es importante considerar que los
resultados obtenidos pueden estar in-
fluenciados por el tamafio de la mues-

Tabla 4. Determinacion de riesgo de alelo E4 para la enfermedad de Parkinson.

Enfermedad Parkinson Control
n % n %
Con alelos
&2 &3 sined 305 93,6 331 94,0
Alelos ApoE Con al menos un 2 6.4 2 6.0
alelo &4
Total 326 100,0 352 100,0
0/.-
0dds ratio 1,0852 ( IC 95%: 0,5812 a 2,0266 )

El alelo €4 no es de riesgo

Tabla 5. Edad de inicio de la enfermedad de Parkinson segun genotipo APOE.

Enfermedad de Parkinson p*
X = D.E. Rango promedio
€2 /€3 3 59,33 = 17,95 102,5
€3 /€3 140 56,46 = 10,25 82,78
Genotipos ApoE

€3 /g4 19 54,00 = 11,45 73,47 0,738
el /g4 1 57,0 = 0,00 73,00

Total 163 56,23 = 10,47

* Segun prueba Kruskal Wallis. No existen diferencias significativas entre las edades de inicio de la enfermedad de

Parkinson segun genotipos APOE.
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tra, la etnicidad, la edad y género de
los participantes, pues es posible que el
efecto de la ApoE en el inicio de la EP
difiera entre grupos, como sucede en la
enfermedad de Alzheimer @.
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