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Resumen

La Apolipoproteina-E humana (Apo E), circula en el plasma asociada con todas las clases de lipoproteinas.
Constituye una llave moduladora de la homeostasis del colesterol y lipidos sanguineos. H objetivo del presente
estudio es determinar la asociacion que existe entre el genotipo de apolipoproteina E y los niveles de colesterol
séricos. Se realiza analisis de los genotipos de la Apo E a partir de muestras de sangre de 215 individuos de una
poblacién de nifios de ambos sexos, que pertenece a un proyecto mayor del Centro de Estudios Sobre Crecimiento y
Desarrollo de la Poblacion Venezolana (FUNDACREDESA). Con la finalidad de determinar el polimorfismo del Apo E
en los niveles séricos de colesterol se constituyeron 3 grupos denominados 2 (e2/¢2 + £2/¢3) 6% 3 (¢3/¢3) 83 %y 4
(e3/e4 + €4/e4) 11% La frecuencia de los alelos fue 0,084 para el grupo 2, 0,726 para el grupo 3y 0,191 para el 4.
Se observé incremento del colesterol total, LDL, HDL vy triglicéridos asociado al genotipo Apo E.

Palabras claves: Apo E, apolipoproteina E, gen, colesterol. Rev Soc Med Quir Hosp Emerg Perez de Leon 2007;
38(Suppl 1):19-26.

Abstract

Human apolipoprotein E circulate in plasma bind with lipoproteins, is an important determinant of plasma lipids
regulation. The aim of the present investigation was to evaluate the association between apolipoprotein E genotype
and plasma lipip. An analysis of Apo E genotypes and lipid levels was done in 215 children blood samples of
Venezuelan population growth and development Studies Center (FUNDACREDESA). To determine the effect of Apo E
polymorphism on lipid levels, three groups were formed: namely group 2 (e2/g2 + €2/e3) 6% 3 (€3/e3) 83 %y 4
(e3/e4 + €4/e4) 11% Allele frequencies were found to be 0,084 for group 2, 0,726 for group 3 and 0,191 for group
4. An increase tendency of the apoE genotype on total cholesterol, low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C), high-
density lipoprotein cholesterol (HDL-C) and triglycerides was observed.

Key Words: Apolipoprotein E, Apo E, gene, cholesterol. Rev Soc Med Quir Hosp Emerg Perez de Leon 2007; 38(Suppl
1):19-26.

Introduccion

Las lipoproteinas son complejos
macromoleculares esféricos, formadas por un
nucleo que contiene lipidos apolares
(colesterol esterificado y triglicéridos) y una
capa externa polar formada por fosfolipidos,
colesterol libre y proteinas (apolipoproteinas).
Estas lipoproteinas se clasifican en diferentes
grupos segun su densidad, a mayor densidad
menor contenido en lipidos:1) Quilomicrones,
gue transportan colesterol y triglicéridos de
origen exogeno, provenientes de la ingesta de

alimentos, desde el intestino delgado hacia
los tejidos. 2) VLDL (Very Low Density
Lipoproteins), 3) IDL (Intermediate Density
Lipoproteins), 4) LDL  (Low Density
Lipoproteins), que forman un grupo
transportador de colesterol y triglicéridos de
origen endogeno (sintesis interna) desde el
higado hacia los tejidos; y 5) HDL (High
Density Lipoproteins) que trasporta colesterol
y triglicéridos de origen endobgeno, en sentido
contrario, desde los tejidos hacia el higado. H
componente proteico de las lipoproteinas es
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conocido como apolipoproteina 0
apoproteina. Al menos nueve apoproteinas
diferentes estan distribuidas en cantidades
significativas entre las lipoproteinas humanas.
Entre ellas tres tienen como funcion el
retirado de colesterol de la circulacion
sanguinea, entregandolo a los tejidos donde
es requerido. Estas son la Apo-B-48, la Apo-B-
100 y la Apo-E.*?

La Apolipoproteina-E humana (Apo E)
circula en el plasma asociada con todas las
clases de lipoproteinas. Su estructura primaria
se determind inicialmente por secuenciacién
de los aminoacidos de la cadena de la Apo E
purificada a partir de la fraccién VLDL
humana;®* a continuacién se confirmdé por
secuenciacion del cDNA obtenido a partir del
MRNA del gen APOE de rata * vy
posteriormente del cDNA del mRNA del gen
(APOE) humano.® Es una llave moduladora de
la homeostasis del colesterol y lipidos
sanguineos. Es un mondémero de 299
aminoéacidos, con un peso molecular de 35

kDalton gue consiste de dos dominios
plegados de manera independiente: H
dominio amino-terminal de 22 kDalton

(residuos 1 al 191) que se une con mucha
afinidad a los receptores celulares de
lipoproteinas y débilmente con lipidos
(vecindad de los residuos 136 — 150), y el
dominio carboxi-terminal de 10 kDalton
(residuos 216 - 299), que contiene los
elementos de afinidad con los lipidos que
forman parte de las particulas esféricas de
lipoproteina.® Bl gen de la ApoE esta situado
en el brazo largo del cromosoma 19
(19913,2) y es polimorfico. Aparte de algunas
raras variantes que se han identificado, los
tres alelos mas frecuentes descritos en la
poblacion mundial son g2, &3 y ¢4,
codominantes, que codifican las tres
principales isoformas de la Apo E (E2, E3 y E4)
y generan tres genotipos homocigotos y tres
heterocigotos. La isoforma mas frecuente de
esta apoproteina, E3, se caracteriza por tener
en la posicion 112 un residuo de cisteina y un
residuo arginina en la posicion 158 en la
region de union a receptores. La isoforma E4
(arginina™ y arginina®™®) esta asociada con
colesterol elevado y es un factor que eleva el
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riesgo de sufrir demencia tipo Alzheimer (7).
La isoforma E2 (cisteina™? y cisteina™®) esta
asociada a hiperlipidemia tipo 111.89%

La funcién primordial de la Apo E es servir
como ligando de las lipoproteinas a sus
receptores celulares; sus tres principales
isoformas difieren en su afinidad por la
familia de receptores de lipoproteinas vy
particulas ricas en triglicéridos. La isoforma
E3 es la mas frecuente en todos los grupos
humanos especialmente en aquellas
poblaciones con una antigua raigambre
agricola y de produccién de alimentos como
las de la cuenca del Mediterraneo. La isoforma
E4 permanece alta en muchas poblaciones
aborigenes, a nivel mundial, donde persiste
una tradicion de subsistencia de cazador-
recolector y la provisién de alimentos es, o
fue hasta épocas recientes, escasa o de dificil
acceso.' En las sociedades industrializadas
modernas los portadores del alelo €4 tienen
los niveles mas altos de colesterol total y LDL-
colesterol, mientras que los portadores del
alelo €3 presentan un nivel intermedio y los
del alelo €2 presentan un nivel menor.
Igualmente los sujetos con diferentes
genotipos de APOE difieren en la eficiencia
de absorcion de colesterol exdégeno desde el
intestino delgado.* En poblaciones indigenas
americanas que aun conservan su estilo de
vida ancestral, se encontr6 que a pesar de
existir en éstas una elevada frecuencia del
alelo ¢4 (la frecuencia de €2 es casi nula), ellas
no presentan niveles anormales de colesterol
total.****

Aunque es el més frecuente, el alelo €3 es
en términos evolutivos, de aparicion reciente,
de 200.000 a 260.000 afios y el alelo €2
deriva de este.” ¢4, el alelo ancestral, es el
Unico presente en nuestro pariente mas
cercano, el chimpancé (Pan troglodytes) y
otros grandes primates relacionados.*® Se ha
propuesto que el genotipo primitivo, e4/¢4,
favorecia el ahorro de energia; “trhrifty
genotype” (genotipo ahorrador), una
combinacién de alelos excepcionalmente
eficiente en cuanto a la asimilacién vy
procesamiento de alimentos.” La rapida
evolucion humana produjo una perturbacién
en el balance fisiolégico, la disponibilidad de
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alimentos por la produccién agricola fue una
sorpresa para la naturaleza. Entre los
reajustes genéticos que ha debido sufrir el
hombre en respuesta al rapido cambio
ambiental, se explica la aparicion y fijacién
(por seleccion natural a favor de una ventaja
evolutiva) del nuevo alelo €3 luego de la
separaciéon de la rama que dio origen al
hombre moderno. Los genotipos “Thrifty” que
fueron en un tiempo un activo ventajoso
pueden haberse convertido, por causa del
cambio ambiental, en un pasivo oneroso.

Se ha encontrado que algunos alelos de
genes humanos, asociados con enfermedades
hereditarias o factores de riesgo, son los
alelos normales (“the wild type” o el alelo
silvestre) en chimpancé. De estos, se han
identificado por lo menos 16 casos en los que
la secuencia alterada de un alelo humano
patégeno es idéntica o casi idéntica al alelo
silvestre en chimpancé. Se ha propuesto que
estos cambios se deben a mutaciones que por
resultar compensatorias fueron fijadas por
seleccion natural a favor y no por deriva
genética neutral.*® En el caso del gen APOE se
argumenta que un importante cambio
evolutivo; el salto de una dieta casi
estrictamente vegetariana® a una dieta rica en
carnes (proteinas y grasas de origen animal),
favorecié la fijacion de alelos adaptativos
involucrados en la compensacibn o en el
retraso de disfunciones o enfermedades
relacionadas con la nueva dieta. El nuevo alelo
e3 pudo haber compensado alargando la
expectativa de vida al minimizar ciertas
enfermedades agudas y crénicas.®

Las dolencias crénicas mas comunes;
enfermedades cardiacas, arterosclerosis,
cancer, diabetes y las enfermedades
psiquiatricas son las mas dificiles de vencer.
Todas ellas son enfermedades complejas o
multifactoriales, significando esto que no
pueden ser atribuidas a mutaciones en un
Gnico gen o a un unico factor ambiental. Mas
bien son el producto de la accion combinada
de muchos genes, factores ambientales y
comportamientos potenciadores de riesgo.
Uno de los mas grandes retos para la
investigacion biomédica hoy, consiste en el
entendimiento de las interacciones de estos
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factores genéticos, ambientales y de
comportamiento para el desarrollo de
estrategias efectivas en el diagnostico,
prevencion y terapia de muchas de las
dolencias complejas.*

Los cambios en niveles de colesterol en
respuesta a cambios en la dieta varian
considerablemente entre sujetos. En cada
sujeto la respuesta a la dieta es manipulable
en cierta extensién y en parte es una
caracteristica innata. La identificacion de los
factores genéticos que afectan esta respuesta
ayudard a seleccionar o desarrollar una
terapéutica mas eficaz para cada paciente
individual que presente perfiles lipidicos
aterogénicos.?? Los nifios y adolescentes con
elevadas concentraciones plasmaticas de
colesterol frecuentemente pertenecen a
familias con alta incidencia de enfermedad
arterial coronaria en sus miembros
adultos.®?** Las hiperlipidemias en Venezuela
constituyen un problema de salud publica
puesto que pueden estar afectando cerca de
un 5% de la poblacién adulta del pais.®

Se realiza analisis de los genotipos de la
Apo E en una muestra de 215 individuos
tomada de una poblacibn de nifios que
pertenece a un proyecto mayor de
FUNDACREDESA (Centro de Estudios Sobre
Crecimiento y Desarrollo de la Poblacion
Venezolana): Estudio Sobre Condiciones de
Vida del Eje Norte Llanero,*® que comprende,
de occidente a oriente, los estados
Portuguesa, Cojedes y Guéarico de 1.509
individuos de ambos sexos con edades
comprendidas entre los 0,501 y 15,997 afios,
edad decimal.*” Se investiga si existe una
asociacion estadisticamente significativa entre
uno o varios de los genotipos de Apo E; y los
promedios de concentracion en sangre de;
Colesterol Total, Triglicéridos, LDL-colesterol
y HDL-colesterol de esta poblacion infantil.

Materiales y Métodos

Poblacion: Las muestras (sangre en tubo
con anticoagulante estandar) se tomaron
entre mayo Yy junio del 2004. Fueron
procesadas y almacenadas en el Laboratorio
de Patologia Molecular, de la siguiente
manera: Una vez recibida la muestra de
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sangre se homogenizé por inversién y se
centrifugé a 3.000 r.p.m. por 15 minutos en
centrifuga clinica estandar. Con pipeta
Pasteur se tom¢ el “buffy coat” y se transfirio
a tubo Eppendorf de 1,5 mL. Este volumen,
rico en gloébulos blancos, se guardoé
congelado a —20°C hasta que fué procesado.
Junto con las muestras de sangre se obtuvo
base de datos en formato Excel de Microsoft
Office Windows, en la que cada paciente
estaba identificado con un cédigo. La base de
datos contenia identificacién, edad decimal,
sexo, colesterol total, triglicéridos vy
colesterol-HDL que fueron medidos por
métodos clinicos estandar. H colesterol-LDL,

se calcul6 por la formula de Friedewald 2%:
col.LDL = col.Total — col.HDL - (triglicéridos)/5

Se eliminaron los individuos cuyos datos
estaban incompletos, los individuos menores
de 2 afos por ser lactantes y por cuanto no
hay garantia de que hayan cumplido el ayuno
de 12 a 14 horas previo a la toma de la
muestra, los nifios mayores de 10 afos,
debido a que los adolescentes, comenzando
la etapa de maduracién sexual, sufren
cambios en los niveles de lipidos séricos
asociados a cambios hormonales.?*?*® Por tanto
la poblacion total estaba constituida por:“Dos
anos = Poblacion = Diez afios”.

Se tomaron al azar 215 individuos
utilizando la funcion aleatorio de Excel
(Microsoft Excel. 2003).

Para la extraccion del ADN gendémico se
utilizo el método de Bunce,* para la
identificacién del genotipo de Apo E se realizo
reacciéon de cadena polimerasa (PCR) y RFLP.*°

Las frecuencias de los alelos se estimé por
conteo directo de genes. La frecuencia de
cada grupo se calculé contando el numero de
individuos del grupo entre el total de la
muestra (n/215) Ver Tabla 1. Se constituyo
tres grupos de nifios, de acuerdo a su
genotipo; Grupo APOE 2, formado por los
ninos portadores de los genotipos £2/g2 +
€2/¢3 (al menos un alelo €2). Grupo APOE 3
integrado por el genotipo £3/¢3 (ambos alelos
normales) y el grupo APOE 4 formado por los
e3/e4 + ¢4/¢4 (al menos un alelo e4).

Se realizo test de Chi cuadrado para
verificar si las frecuencias de los genotipos
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observadas guardaban concordancia con las
esperadas bajo la hipo6tesis de Hardy-
Weinberg, siguiendo la metodologia de
Molero y Hutz .

Tabla 1. Frecuencia de los alelos y genotipos
en la poblacién.

Alelo Todos (n = 215) Varones (n=126) Hembras (n = 89)
22 0,06 0,04 0,08
e3 0,83 0,86 0,79
4 0,11 0,1 0,12
Genotipo n % n % n %
£2/g2 7 3,26 2 1,59 5 5.62
£2/e3 11 5,12 6 4,76 5 5,62
£2/¢4 0 0 0 0 0 0
£3/e3 156 72,56 96 76,19 60 67,42
£3/e4 35 16,28 19 15,08 16 17,98
ed/ed 6 2,79 3 2,38 3 3,37
Resultados

En la muestra analizada no se encontro
ningin portador del genotipo e2/ e4 por lo
gue no fué necesario formar un cuarto grupo.
La frecuencia de los alelos se obtuvo por
conteo directo de genes (tabla 6), la
distribuciéon general fue de 6 %para €2, 83 %
e3y 11 %ed. No se encontrdé una diferencia
estadisticamente significativa entre hembras y
varones. % La frecuencia de los alelos fue
0,084 para el grupo 2, 0,726 para el grupo 3
y 0,191 para el 4 (Ver Tabla 2 y Figura 1).

Tabla 2. Frecuencia de los grupos.

Grupos n Frecuencia
grupo? APOE 2 18 0,084
grupo APOE 3 156 0,726
grupo APOE 4 41 0.191

a: Los grupos estan formados por; grupo2 e2/ e2 + €2/ €3
grupo 3 €3/ e3 y grupo 4 €3/ e4 + ed/ e4.

En el grupo dos, el colesterol total es
1,304 % mayor, el colesterol malo (col-LDL) es
1,985 % mayor y por el contrario el promedio
de los triglicéridos es 2,732 % menor. En el
grupo cuatro; el colesterol total es 6,419 %
mayor, el colesterol malo es 16,336 % mayor
e igualmente el promedio de los triglicéridos
es 3,279 % mayor. No se encontrd diferencia
entre los patrones de lipidos entre hembras y
varones (Ver Tabla 3).
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Figura 1. Frecuencia del grupo de APOE.
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Tabla 3. Niveles de lipidos de acuerdo al
grupo de APOE.

X X X
Grupo?® CT(mg/dl)b Res.HDL¢ logo(TGmg/dl)?

X
‘ LDL(mg/dl)>

APOE 2
APOE 3
APOE 4

120,41 (17)
118,86 (144) 68,50 (144) -0,07 (147) 1,83 (146)
126,49 (37) 74,69 (31) 0,58 (41) 1,89 (41)
a: APOE 2 = €2/e2 + €2/e3, APOE 3 = £3/¢3, APOE 4 = £3/e4 + ed/ed
B: Promedio de los valores observados de Colesterol Total y colesterol-LDL en mg/dl
c: Promedio de los residuos de colesterol HDL

69.86 (18) -0.78 (17) 1,78 (17)

d: Promedio del logaritmo de los valores observados de Triglicéridos en mg/dl
Entre paréntesis n, numero de individuos excluyendo los extremos

Diferencias en los promedios de lipidos en sangre atribuibles al factor hereditario
APOE.

Discusién

La diferencia entre valores de frecuencias
observados y valores esperados son tales que
no se cumple el equilibrio de Hardy-Weinberg,
probablemente debido a que estas son
poblaciones jévenes, formadas por migracion
del campo a las ciudades (las muestras fueron
tomadas en los colegios de las capitales), y el
desequilibrio se debe a migraciones
poblacionales de diferentes origenes y mezcla
reciente. La distribucion de frecuencias de los
alelos del gen APOE en la muestra de
poblacién llanera (6% 83% y 11% resulta
comparable a la de la muestra de poblacién
de la ciudad de Maracaibo (5% 84%y 11%. H
muestreo en esta ciudad del occidente del
pais tiene un n considerable; 1.665
individuos tomados en el hospital
universitario local ** por lo que consideramos
gue esta es una mejor referencia para hacer
comparaciones. La poblacion venezolana es
relativamente homogénea, resultado de una
mezcla de ciertos porcentajes de componente
caucasico europeo de origen espafol
principalmente, africano centro-occidental y
amerindio (cuantitativamente en ese orden),
con matices regionales que se evidencian en
ciertas caracteristicas. En amerindios (norte,
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centro y sur América) el alelo e es
practicamente inexistente, en nuestras
poblaciones negroides la frecuencia de este
alelo se ve muy aumentada.’#>44454¢ | g
distribucion de las frecuencias de los alelos
en la poblacion de Maracaibo y en nuestra
poblacion llanera es muy semejante.
Igualmente la distribucion en las poblaciones
caucasicas, alemana y de la Colonia Tovar,
muestra mucha similitud con la de nuestra
poblacion. Sin entrar en profundas
consideraciones étnicas, se puede sugerir que
la poblacidn llanera se asemeja a la poblacion
maracaibera en el sentido de los porcentajes
de mezcla; desde un punto de Vvista
puramente cualitativo; un pequefio aporte
indigena, lo cual explica la baja proporcion
del alelo €2, con un mayor aporte africano y
caucasico europeo que explicaria las
frecuencias de los alelos €3 y e4. La elevada
frecuencia del alelo € en nuestras
poblaciones costeras negroides es atribuible a
un mayor aporte africano regional, pero no
tenemos referencias de la distribucién de las
frecuencias de estos alelos en poblaciones del
Africa centro-occidental (Benin, Senegal),
lugar de origen de nuestros afro
descendientes * lo cual no permite efectuar
mejores comparaciones.

En suma, podemos atrevernos a pensar
gue esta poblacion llanera esta compuesta de
un mayor porcentaje de componente europeo
seguido en una proporcibn menor de
componente africano y una pequefia fraccién
indigena.

En cuanto a los valores de lipidos y el
factor hereditario; tomando el homocigoto
e3/e3 como referencia normal, se evidencia la
influencia del polimorfismo del gen de la
Apolipoproteina E sobre los valores que se
muestran en tabla N° 8 de lipidos en sangre,
este efecto es notorio en el comportamiento
de los niveles de colesterol total, colesterol-
LDL (colesterol malo) y triglicéridos. No asi
sobre los valores de colesterol bueno
(colesterol-HDL). H promedio de *“colesterol
malo”, LDL, se comporta de modo muy
parecido al colesterol total, tomando siempre
como referencia al homocigoto e3/e3, el
grupo 3 presenta la menor concentracion, el
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grupo 2 una concentracion intermedia y el
grupo 4 la mayor concentracion. En este caso
los valores de triglicéridos se comportan
mostrando el grupo 2 el menor valor, un valor
intermedio en el grupo 3 y el mayor valor el
grupo 4.

Hay un efecto protector anti aterogénico
relacionado con el alelo €2, el grupo portador
de, “al menos una copia’, de este alelo
muestra los menores niveles de triglicéridos
en sangre. H grupo de referencia, APOE 3,
muestra un valor intermedio y el grupo 4 la
mayor concentracion de triglicéridos, por lo
tanto el mayor riesgo.

Se evidencia incremento del valor de
colesterol total, “colesterol malo” y
triglicéridos en sangre relacionados con la
presencia de uno o mas alelos diferentes al
alelo de referencia, €3. El comportamiento del
colesterol HDL es diferente, no muestra una
tendencia clara en relacién al grupo de APOE,
este comportamiento ya habia sido descrito
por Fernandez-Mestre. Esto permite concluir
gue posiblemente no hay relacién directa
entre polimorfismo de Apo E y niveles de
HDL en sangre.

Como sabemos, la Apo E esta involucrada
en el transporte y redistribucion de lipidos
entre las células de diferentes 6rganos donde
son utilizados, almacenados o secretados.
Esta caracteristica convirtié a su gen en uno
de muchos candidatos para explicar los
efectos de su polimorfismo con la teoria del
gen ahorrativo; “thrifty gen hypothesis”.***" H
riesgo de sufrir enfermedad cardiovascular,
arterosclerosis, hiperlipidemias y demencia
tipo Alzheimer asociado al polimorfismo de
Apo E ha sido reportado en sociedades
occidentales como “males del primer mundo”.
Una nueva condicién ambiental (desde el
punto de vista evolutivo) que favorece ese
efecto, es el estilo de vida occidental de las
sociedades industrializadas y del primer
mundo, donde la alimentacibn no es una
limitante y por el contrario la disponibilidad
de proteinas, grasas Yy carbohidratos es
abundante.’*** A pesar de que los resultados
no son estadisticamente significativos,
muestran una notoria predisposicion de
aumento de los promedios de la
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concentracion de algunos lipidos en sangre
(colesterol  total, “colesterol malo” vy
triglicéridos) asociados a la presencia de los
alelos e2 y e4. La seleccién de la poblacién
como parte de un proyecto de Fundacredesa,
nos ofrece un panorama de las condiciones de
vida de los individuos en cuestion. Entre el 80
y el 89 % pertenece a los estratos IV y V,
donde el jefe de familia es obrero (estrato 1V)
y obrero marginal (estrato V). La condiciéon de
vida oscila entre pobreza relativa y pobreza
critica®®®? casos en los que la alimentacion es
limitante y los abusos de la sociedad
industrializada no son tipicos. Esto podria
explicar que las tendencias no alcancen
niveles significativos aun cuando son claras e
indudablemente asociadas a la presencia de
polimorfismos diferentes del alelo de
referencia, €3.

En el futuro el conocimiento del genotipo
portador de una variante genética que
promueve niveles elevados de triglicéridos y
colesterol, permitirA conocer grupos con
riesgo independiente de la alimentacion
facilitando el consejo 0 asesoramiento
genético y la prevencibn de eventos
cardiovasculares.
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