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POLIMORFISMO DA APOLIPOPROTEINA E
NOS FAMILIARES EM PRIMEIRO GRAU DE
PACIENTES COM DOENCA DE ALZHEIMER

FAMILIAL OU ESPORADICA

Jodo de Castilho Cacao’, Dorotéia Rossi Silva Souza?, Waldir Antonio Tognola3,
Maria Regina Pereira de Godoy?, Marcela Augusta de Souza Pinhel®

RESUMO - Introducéo: A apolipoproteina E (apo E) é reconhecida como fator de risco para doenca de
Alzheimer (DA). Objetivo: Analisar o polimorfismo da apo E nos familiares em primeiro grau de pacientes
com DA familial ou esporédica do tipo tardio, comparando a familias sem DA. Método: Foram estudados
40 pacientes com DA familial ou esporadica do tipo tardio, sendo os grupos classificados como provavel,
segundo critérios da NINCS-ADRDA. Resultado: O alelo =3 foi o mais freqiente em todos os grupos.
Obsenou-se freqliéncia mais elevada de =4 comparando os familiares dos probandos aos do grupo controle
(p<0,0001). O alelo =2 mostrou diferenca significante apenas entre familiares do grupo controle e DA
familial (p=0,026). Concluséo: O polimorfismo da apo E nao diferencia DA familial da esporadica. O estudo
de familias permite amplificar a representatividade dos alelos =2 e =4, revelando, seu valor como fator
protetor e de risco para DA, respectivamente.

PALAVRAS-CHAVE: doenca de Alzheimer, apolipoproteina E, deméncia, genética.

Apolipoprotein E polymorphism in first-degree relatives of patients with familial or sporadic
Alzheimer's disease

ABSTRACT - Introduction: Apolipoprotein E (apo E) has been recognized as a risk factor for Alzheimer
disease (AD). Objective: To analyze apo E polymorphism in first-degree relatives of patients with familial
or sporadic late-onset AD comparing with families without AD. Method: Forty patients with familial or
sporadic late-onset of AD, being both groups classified as probable, according of NINCS-ADRDA's criteria.
Results: Allele =3 was the most frequent in all of these groups. Higher frequency of =4 when comparing
the relatives of the probands with the relatives of the control group (p<0,0001) was observed. Allele =2
showed significant difference only between relatives of familial AD and relatives of control group (p=0,026).
Conclusion: Apo E polymorphism has not differentiated familial from sporadic AD. The study of families
allows to amplify the alelles =2 and =4 representativity, revealing, their value as protecting factor and of

risk for AD, respectively.
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A doenca de Alzheimer (DA) é a forma mais co-
mum de deméncia’, sendo a quarta causa mais fre-
quente de morte em paises desenvolvidos?. Os crité-
rios diagnésticos mais empregados para DA sdo da
Associacdo Psiquiatrica Americana: DSM-IV3, além de
critérios propostos por um grupo de trabalho do
Instituto Nacional de Neurologia dos EUA (NINCDS-
ADRDA)*. A DA tardia é reconhecida pelos sintomas

com inicio aos 65 anos de idade ou mais, e corres-
ponde a aproximadamente 95% do total de casos.
Ha evidéncias da associa¢do entre o alelo =4 do gene
para apolipoproteina E (apo E), mapeado no cromos-
somo 19g13.2 humano, com a doenca. Por outro
lado, a heranca do alelo =2 parece reduzir o risco e
retardar o aparecimento de DA atuando como efeito
protetor®.
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Aproximadamente 15% dos casos de DA tém his-
téria familial positiva®’. Farrer et al.8, em estudo de
meta-andlise, confirmaram associacdo entre DA e
alelo #4 na populac¢ao hispanica. Em paises da Amé-
rica Latina, também foi detectada tal associacdo®. Da-
dos semelhantes foram encontrados em estudos brasi-
leircs, com freqléncia alélica para apo =4 reduzida
nos pacientes com DA do tipo tardio em relacdo aos
paises do hemisfério norte'"”. Entre outros fatores,
além da etnia, questionou-se a interferéncia do nu-
merodas casuisticas na analise de polimorfismos ge-
néticos. Nesse contexto, o estudo da apo E em fami-
liaresde pacientes com DA propordona a genotipa-
gem de maior numero de individuos com fator ge-
nético semelhante ao probando, possibilitando am-
pliar a resposta genética, e revelar a real associa¢do
do polimorfismo da apo E e DA na populacéo.

Este estudo teve como objetivos: (1) analisar o
polimorfismo genético da apo E em pacientes com
DA do tipo tardio familial comparado a DA espora-
dica e idosos sem a doenca, e em seus familiares.

METODO
Os gendtipos para apo E e a frequéncia de seus alelos

foram analisados em 200 individuos divididos em seis grupos

assim descritos:

— Grupo Familial (GF) — 20 pacientes com DA do tipo
tardio familial;

— G rupo Esporadico (GE) — 20 pacientes com DA do tipo
tardio esporadica:

— Grupo Controle (GC) — 21 idosos sem deméncia;

— Familiaresdo Grupo Familial (FGF) - 56 familiares em
primeiro grau do grupo familial;

— Familiares do Grupo Esporadico (FGE) — 45 familiares
em primeiro grau do grupo esporadico;

— Familiars do Grupo Controle (FGC) — 38 familiares em
primeiro grau do grupo controle.

Foram selecionados pacientes caucasoides, indepen-
dente do sexo, portadores de DA familial ou esporadica do
tipo tardio e seus familiares em primeiro grau. Os grupos
controle constituiram-se de individuos de 65 anos ou mais,
sem déficit cognitivo e seus familiares. O diagnéstico de
DA se baseou em critérios estabelecidos pelo NINCDS-
ADRDA®%,

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pes-
quisa CEP/FAMERP (Processo 2222/2000), e todos os part i-
cipantes assinaram o Te rmo de Consentimento Livre Infor-
mado.

Os individuos foram estudados considerando frequén-
cias alélicas e genotipicas para apo E e idade de manifes-
tacdo da doenca. Foi realizada uma coleta de sangue por
puncdo venosa para o estudo de variantes genéticas da apo
E, incluindo amplificacdo do DNA por PCR (polymerase chain
reaction) (Mastergcler - Eppendorf ) e andlise do polimor-
fismo de tamanho dos fragmentos de restri¢do (RFLR restric -

tion fragment length polymorphism) com enzima Hha I.

A anadlise estatistica foi realizada por métodos paramé-
tricos e ndo paramétricos, conforme a natureza das variaveis
envolvidas. O nivel de significancia para rejeicdo da hipétese
de nulidade foi 5%. Os célculos estatisticos foram realizados
aplicando-se os programas Statxact 5 (Cytel Software
Corporation), Splus e Minitab.

RESULTADOS

Verificou-se predominio do sexo feminino em to-
dos os grupos. Em relacdo a idade houve semelhan-
¢a entre os grupos com DA familial e esporadica,
sendo que ambos apresentaram individuos significan-
temente mais idosos que no grupo controle.

O alelo =3 foi o mais freqUente em todos os gru-
pos, variando de 0,73 (FGE) a 0,93 (GC).

O alelo =4 mostrou associacdo significante com
DA familial ou esporadica. A freqléncia do alelo =4
foi quatro vezes maior nestes grupos (GF=0,22; GE=
0,20, respectivamente) em relacdo ao grupo controle
(GC=0,05). Houve prevaléncia do alelo =4 também
nos familiares dos probandos (FGF=0,26; FGE=0,24),
revelando-se, nesse caso, oito vezes maior que nos
familiares dos controles (FGC=0,04; p<0,0001).

A anélise de genétipos com pelo menos um alelo
=4 (Tabela) mostrou freqténcia de 40% no grupo com
DA familial, 35% com DA esporadica e 9,5% nos con-
troles, resultando em diferenca significante entre os
controles e demais grupos (p=0,017; p=0,034, respec-
tivamente). Entretanto, a frequéncia dos genétipos
=/# ndo diferenciou os grupos com DA familial e DA
esporadica. Isso foi confirmado nos familiares com
genétipos = /4 (Tabela), apresentando prevaléncia
de 52% entre familiares de pacientes com DA familial
e de 46,5% entre familiares de pacientes com DA es-
poradica, significantemente mais elevada emrelacdo
aos controles (8%; p<0,0001); ndo houve diferenca
entre os familiares dos probandos (p=0,069).

Analisou-se também associacdo entre presenca
do alelo =4 e idade de inicio dos sintomas. O grupo
dos pacientes com DA familial e aqueles com DA es-
poradica, com pelo menos um alelo =4, mostraram
leve precocidade para o inicio dos sintomas (72,8+7,6
e 73,0+6,6 anos, respectivamente), em relacdo aqueles
sem o alelo 4, cujo inicio ocorreu aos 74,6+7,6 e 75,0
+6,6 anos, respectivamente. Entretanto, sem diferenca
significante entre pacientes com ou sem alelo =4 nos
grupos com DA familial (p=0,63) e DA esporadica
(p=0,53).

Em relacdo ao alelo =2, embora nao detectado no
g rupo com DA familial, mostrou-se presente em dois
casos (5%) de DA esporadica, e em apenas um (2,5%)
contrde, mas sem diferenca significante entre os gru-
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Tabela. Distribuicdo quanto a sexo, idade, freqliéncias alélicas do gene para apolipoproteina E e frequéncia genotipica de acordo
com a presenca do alelo =4 (#4=) ou sua auséncia (==) em pacientes com doenca de Alzheimer do tipo familial (GF) ou esporadica
(GE), controles (GC) e seus familiares (fGF, fGE, fGC), respectivamente.

Sexo Idade Alelos Genétipos
(n/freq.alelos) (n/freqg.absoluta)
Masc Fem Anos (média) p =2 =3 =4 il S

GC 5 16 71,7° 4,5 1/0,024 39/0.93¢ 2/0,048f 2/9 19/91
GE 5 15 78,8° 6,7 2/0,05 30/0,75¢ 8/0,20¢ 7/35 13/65
GF 6 14 80,9° 7 0/0 31/0,78<¢ 9/0,22¢ 8/40 12/60
fGC 13 25 43% 7 4/0,05¢ 69/0,91% 3/0,04h 3/8 35/92
fGE 11 34 53v' 10 2/0,02¢¢ 66/0,73" 22/0,249 21/46 25/54
fGF 15 41 41 13 0/0¢ 82/0,73¢ 30/0,279 29/52 27/48

Teste de Tukey; a,b=indices validos para teste de Tukey entre GC, GE e GF; a’,b’=indices para fGC, fGE e fGF; DP=desvio padrao. a=b—p<0,05; a'='-p<0,05.
Teste de Fischer 2X2; ¢,d,e,f=indices validos para GC,GE e GF; c=d-p<0,05; e=f-p<0,05. c’,d’,e’,f’,g, h=indices validos para fGC, fGE e fGF,c=d'-p<0,05;
e '=f'—p<0,05; g=h-p<0,05. Teste t de Student para gendtipos; GCXGF—p=0,017; GOXGE-p=0,034; GEXGF-p=1; fGCXfGF-p=0,0000; fGCXfGE—p=0,0005;

fGEXfGF-p=0,63.

pos (Tabela). Entretanto, o alelo =2 apresentou preva-
Iéncia significantemente mais elevada nos familiares
de controles (0,053), comparado aos familiares de
pacientes com DA familial que ndo apresentaram
esse alelo (p=0,026; Tabela), sugerindo seu efeito pro-
tetor para a doenca.

DISCUSSAO

A maior prevaléncia do sexo feminino foi similar
a de outros autores'®, Isto pode ser explicado pela
maior expectativa de vida das mulheres elevando sua
p ropor¢do entre os idosos, associa-se a isso a maior
sobrevida das mulheres acometidas por DA em rela-
¢do aos homens. A idade foi semelhante entre os gru-
pos com DA familial e DA esporadica e diferiu quan-
do comparados ao grupo controle. E importante o
fato de a idade nao diferir entre os grupos de pro-
bandos (DA familial ou esporadica), pois o polimorfis-
mo da apo E parece influenciar a gravidade e pro-
gressdo da doenca, e a idade de manifestacdo dos
sintomas.

O polimorfismo da apo E ndo diferencia DA fami-
lial e DA esporadica, sendo que ambos os tipos mos-
tram associacdo com o alelo 4.

A associacdo significante para o alelo 4 e DA fa-
milial ou esporadica é semelhante a de outros estudos
brasileiros'®13.1417 ‘e mostra resultados concordantes
também com outros envolvendo popula¢des do He-
misfério Sul®. Nesse estudo, apesar da associacdo do
alelo =4 com DA familial e esporadica, indistintamen-
te, sua freqUéncia tanto em pacientes com DA, quan-
to em controles é menor que aquela observada em
estudos envolvendo populacdo de paises do Hemis-
fério Norte.

Em estudos de polimorfismos genéticos o tama-
nho da amostra deve ser valorizado'?. Familiares em
primeiro grau de probandos, portanto individuos
com fator genético herdado e provavelmente seme-
Ihante ao de seus ascendentes, permitem ampliar a
casuistica. No presente estudo a casuistica de 61 in-
dividuos que compunham os trés grupos iniciais, am-
pliou-se para 200 individuos, somados os 139 fami-
liares. Portanto, ainda que apenas 40 individuos sejam
portadores de DA, esperava-se que seus familiares
em primeiro grau, tendo a possibilidade de possuir
constituicdo genética semelhante, permitisse ampliar
a casuistica e expandir a distribuicdo dos alelos, con-
firmando a associacdo do polimorfismo da apo E com
a doenca. Nesse contexto, detectou-se freqiiéncia do
alelo #4 oito vezes maior nos familiares dosproban-
dos (FGF=0,26; FGE=0,24) que nos familiares dos con-
troles (FGC=0,04; p<0,0001; Tabela). Notou-se am-
pliacdo da resposta genética, considerando a frequén-
cia do alelo =4 mais acentuada entre os familiares
dos probandos, que nos préprios pacientes. O estudo
de familiares em primeiro grau de pacientes com DA
pode tornarse uma estratégia para aumentar a
casuistica, auxiliando na deteccdo da real prevaléncia
do polimorfismo da apo E como fator de risco para
DA familial ou esporadica.

A anélise de genétipos com pelo menos um alelo
=4 mostrou semelhanca entre os grupos com DA
familial ou esporadica, sendo ambos diferentes do
grupo controle. Isso foi confirmado nos grupos de
familiares. Nesse caso, constatou-se também amplia-
¢do da resposta genética herdada de seus anteces-
sores. Corder et al.?’ mostraram que 80% dos casos
de DA familial e 64% dos casos de DA esporadica
apresentam genétipo com pelo menos um alelo =4,
comparado a 31% em grupo controle sem a doenca.
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Comparando nossos resultados com os da referida
citacdo nota-se freqléncia acentuadamente menor
em todos os grupos, refletindo provavelmente o pa-
pel da etnia na freqUiéncia e expressao do polimorfis-
mo genético da apo E.

A associacdo entre presenca do alelo =4 e idade
de inicio dos sintomas néo foi significante nos grupos
com DA. Nesse caso, questiona-se o nimero reduzido
da amostra, considerando que esses resultados con-
trastam com a maioria dos estudos realizados no He-
misfério Norte?'23, Com relacdo ao alelo =2, houve
diferenca significante apenas entre os familiares do
g rupo controle comparado aos familiares do grupo
com DA familial, sugerindo efeito protetor para a
doenca. Varios autores>'4?2 mostraram baixa frequén-
cia do alelo =22 em grupos sem a doenca (0,003 a 0,13)
e menores ainda em pacientes com DA (0,01 a 0,10),
reforcando a associacdo entre o alelo =2 e o baixo ris-
co para DA. Também neste caso o estudo de fami-
liares em primeiro grau de pacientes com DA, permi-
tiu ampliar a representatividade do alelo 22 e mostrar
seu valor como fator protetor. O alelo =3 foi o mais
prevalente, independente da presenca de DA. Esses
dados sdao semelhantes aos obtidos para a populagdo
caucaséide em geral®%2426, Estudos mostram que
apesar do alelo =3 ser o mais prevalente, inclusive na
DA (0,45 a 0,62), sua freqUiéncia é ainda mais elevada
em individuos sem a doenca (0,74 a 0,86)'%?%27, Fami-
liares de pacientes com DA familial ou esporadica e
de controles também mostraram freqtiéncia elevada
do alelo =3 (0,732; 0,730; 0,907, respectivamente).

Em conclusdo, o polimorfismo da apo E, ndo dife-
rencia DA familial e DA espordadica, mostrando em
ambos associacdo com o alelo =4. A distribuicdo dos
alelos para apo E nos pacientes com DA e idosos sem
a doenca determina sua prevaléncia nos seus familia-
res em primeiro grau, ampliando sua representativi-
dade a partir do aumento da casuistica. O estudo de
familias possibilita avaliar a distribuicdo de alelos
raros como =2, sugerindo seu efeito protetor para
DA familial, tendo em vista sua maior representa-
tividade em familiares de controles, comparado a DA
familial e seus familiares.
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