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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue estudiar el efecto del polimorfismo genético de la Apolipoproteina E
(Apo E) sobre los niveles plasmaticos de lipidos y lipoproteinas en una cohorte de 200 individuos adultos
sanos (20-65 anos) residentes en Bogota D.C. La frecuencia de los alelos de la Apo E fue 0.05 para el alelo
e2; 0.87 parael e3 y 0.08 para el alelo e4. Los individuos se clasificaron de acuerdo al genotipo de la ApoE en:
E3/2, E3/3, E4/3, E4/4 y E4/2, el genotipo de mayor frecuencia fue el E3/3 (77.1%). Al comparar la
colesterolemia entre los sujetos E3/2, E3/3 y E4/3 se observaron niveles incrementados significativamente
(p<0.05) en el grupo E4/3 (172.1+£16.9) comparados con los del grupo E3/2 (148.7+32.1). Los niveles de
triglicéridos presentaron una tendencia hacia niveles mas altos en los individuos con genotipo Apo E4/3 al
compralos con E3/3 y E3/2. En la poblacion estudiada, el polimorfismo de la ApoE es un importante determi-
nante genético de los niveles plasmaticos de lipidos y lipoproteinas, es asi como la presencia del alelo e4 de
la Apo E puede influir en el incremento de los niveles de colesterol total, colesterol-LDL y triglicéridos siendo
un factor de riesgo de enfermedad cardiovascular.
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Abstract

The objective of the present work was to study the genetic polymorphism of apo E and his effect on
plasma lipids and lipoproteins levels in one cohort of 200 healthy adult individuals (20-65 years) resident in
Bogota D.C. The frequency of apo E gene alleles was 0.05 for €2; 0.87 for €3 and 0.08 for e4. The individuals
were classified according to the ApoE genotype in: €3/2, e3/3, e4/3, e4/4 and e4/2. The genotype of greater
frequency (77.1%) was e3/3. When comparing the cholesterol levels between the subjects E3/2, E3/3 and E4/
3, significantly (p<0.05) increased levels were observed in the E4/3 group (172.1£16.9) compared with the
E3/2 (148.7+32.1) group. The triglyceride levels showed a tendency towards higher levels in the group of
individuals with apo E4/3 genotype compared to E3/3 and E3/2 groups. In these population studied, the ApoE
polymorphism is an important genetic determinant of lipid and lipoprotein levels, the presence of e4 allele of
ApoE gene determine increased levels of total cholesterol, cholesterol-LDL and triglycerides being these
important risk factors for cardiovascular disease developpement.
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Introduccion

En los tltimos afios pocas areas de la medicina
han recibido tanta atencion en el campo experimental
y en el clinico, como los problemas cardiovasculares
debido a alteraciones en los lipidos particularmente el
aumento en los niveles séricos de colesterol total,
colesterol-LDL, triglicéridos y la disminucion de los
niveles séricos del colesterol-HDL, asi como su rela-
cidn con la aterosclerosis (1).

En salud publica este problema es de especial in-
terés ya que afecta no solo a individuos después de la
sexta década de vida, sino también a un porcentaje
importante de sujetos desde la adolescencia hasta la
adultez que estan en plena produccion intelectual y
fisica, lo que ocasiona un problema en la sociedad a
causa de la morbimortalidad. Segtin datos publicados
por el Departamento Administrativo Nacional de Es-
tadistica, en Colombia la enfermedad isquémica del
corazon se encuentra como la segunda causa de mor-
talidad (tasa 52,1 por 100.000 habitantes) después de
los homicidios (tasa 61,7 por 100.000 hab.) (2).

El nivel de colesterol plasmatico y su variacion
interindividual est4 influenciado por varios factores
genéticos. Los genes candidatos méas importantes son
aquellos que se encuentran codificando para alguno
de los productos ya sea enzimas, receptores o
apolipoproteinas involucrados en el metabolismo de
las lipoproteinas. Dentro de estos genes se ha de-
mostrado que cambios en el gen de la apo E ejercen
un efecto importante en la variacién normal de las
concentraciones del colesterol total y el colesterol-
LDL por lo que pueden ejercer un riesgo importante
en el desarrollo de enfermedad coronaria (3).

La apolipoproteina E (apo E) es una proteina de
299 aminoacidos rica en arginina y con un peso
molecular de 34 kDa. Esta proteina es un componen-
te estructural de varias lipoproteinas, tales como los
quilomicrones, los residuos de quilomicron, las
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), y las de
densidad intermediaria (IDL) y juega un papel impor-

tante en el metabolismo de las lipoproteinas ya que

media la union de los residuos de quilomicrén con el
receptor hepatico (LRP/a-2 macroglobulina) y de las
IDL con el receptor de las lipoproteinas de baja den-
sidad (receptor-LDL) (3). La Apo E es polimorfa,
presenta 3 isoformas: apo E2, E3 y E4 que son el
producto de 3 alelos diferentes €2,e3 y e4 de un so6lo
gen situado en el brazo largo del cromosoma 19 (4,
5). Los 3 alelos son resultado de sustituciones de
nucledtidos en los codones 112 y 158 del exo6n 4 del
gen (6, 7). El polimorfismo de la apo E ha sido am-
pliamente estudiado en diferentes poblaciones del
mundo en las cuales se ha podido demostrar su in-
fluencia definitiva sobre los niveles de lipidos (8, 9,
10). Por lo tanto, es importante estudiar este factor
cuyo impacto ha sido ampliamente demostrado en
otras poblaciones y determinar si este componente
genético tiene incidencia sobre los niveles de colesterol

en nuestro medio.
Materiales y métodos

Sujetos

La muestra poblacional estuvo constituida por 200
individuos adultos sanos (20-70 afios) de similares
condiciones socioeconémicas. Mediante una encues-
ta se investigaron los antecedentes familiares y per-
sonales para incluir aquellos individuos que no exhi-
bieran dislipidemias o tratamiento médico relaciona-
do con el metabolismo lipidico. El estudio fue aproba-
do por los comités de ética de las instituciones
ejecutoras del proyecto y siguiendo los lineamientos
de la resolucion N° 008430 de 1993 del Ministerio de
Salud de Colombia y en concordancia con la declara-

cion de Helsinki.

Lipidos y lipoproteinas

La toma de la muestra se realizo mediante
venopuncién en dos tubos Vacutainer, uno con EDTA,
para el aislamiento del DNA gendémico a partir de los
leucocitos y otro, sin anticoagulante para valorar el

perfil lipidico, teniendo en cuenta los pardmetros
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TABLA 1. Efectos del genotipo de la apolipoproteina E sobre los niveles plasmaticos de lipidos y lipoproteinas.

GENOTIPO DE LA APO E

32 33 43 44 42 p
Nimeno 10 94 15 2 1
Colesteral total 148.7+32.1 162.1£21.0 172.1£16.9 173.04354 135.0 S
(mgidL)
C-LDL (mgdL) 8814217 102.3+21.0 108.0+15.9 12054219 78.0 NS
C-HOL (mg/dL) 45,0476 4224106 40968 36,0+14.1 37.0 NS
C-VLDL (mgldL) 13,6441 194117 20,0+8.9 19,4459 178 NS
Triglicéridos 68.1+£20.4 95 6£58.7 100.0+44.6 9704297 89.0 NS
(mgidL)

ANOVA significativo p<0.05; S= significativo, NS= no significativo. Colesterol total apo E4/3 vs E3/2 p= 0.026

preanaliticos recomendados universalmente. El
colesterol total, colesterol-LDL, colesterol-HDL y los
triglicéridos fueron determinados mediante métodos

enzimaticos en un analizador RA-50 (Bayer S.A).

Analisis del ADN para el polimorfismo de la apo E
El ADN genomico se aislo de los leucocitos me-
diante el método de Salting Out (11). El genotipo de
la apo E se determin6 mediante amplificacion por PCR
de un fragmento de 244bp del exon 4 del gen de la
apo E, se utilizaron dos oligonucledtidos con las si-
guientes secuencias: F6: 5' TAA-GCT-TGG-CAC-
GGC-TGT-CCA-AGG-A3'y F4 5' ACA-GAA-TTC-
GCC-CCG-GCC-TGG-TAC-AC 3' descritos por
Hixon y Vernier (12). Después de la amplificacion,
se digirieron los productos de PCR con 10 unidades
de la enzima de restriccion Hhal (12). Los fragmen-
tos resultantes se separaron por tamafio en un gel de
poliacrilamida al 10% no desnaturalizante. El gel se
coloreo con bromuro de etidio, y los fragmentos se

visualizaron sobre una fuente de luz ultravioleta.

Analisis estadistico
El método de gen-counting se utilizo para la
determinacion de las frecuencias alélicas del gen de

la apo E. Las comparaciones de los niveles de lipidos
y lipoproteinas entre los genotipos de la apo E (e3/2,
e3/3 y e4/3) fue realizado por analisis de varianza
(ANOVA).

Resultados

Las frecuencias de los alelos de la apo E en los
sujetos incluidos en el estudio fueron: 0.05 para el
alelo 42, 0.87, para el alelo 43 y 0.08 para el alelo 44.
El genotipo de mayor frecuencia fue el E3/3 (77.1%),
seguido del E4/3 (12.3%) y 8.2% para el E3/2; mien-
tras que el E4/2 present6 la menor frecuencia (0.8%).

La tabla 1 muestra las caracteristicas
fenotipicas (colesterol total, colesterol-LDL,
colesterol-HDL, colesterol-VLDL y triglicéridos) se-
gun el genotipo de la apo E (E3/2, E3/3, E4/3, E4/4y
4/2). Los niveles de colesterol total y colesterol-LDL
fueron mas bajos en aquellos individuos con el genotipo
E3/2 al compararlos con los niveles de los grupos E3/
3, E4/3 y E4/4. Los niveles de colesterol total fueron
estadisticamente significativos (p= 0.026) entre los
grupos apo E3/2 y E4/3, exhibiendo los individuos E4/
3 niveles mas altos. La HDL mostr6 tendencia a dis-
minuir sus niveles en el siguiente orden: E4/4<E4/
3<E3/3<E3/2. Los individuos con el genotipo E4/4
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Prueba t: significativo p<0.05. * Hombres vs Mujeres C-HDL=0.0005; **C-VLDL y Triglicéridos =0.02.
Tp=0.007, cuando se comparan los valores de colesterol total entre hombres apo E3/3 vs E4/3.

Figura 1. Efectos del genotipo de la apolipoproteina E y del sexo sobre los niveles plasmaticos de lipidos y lipoproteinas.

presentaron los niveles mas altos de colesterol-LDL
y los mas bajos de colesterol-HDL (figuras 2 y 3). En
cuanto a los niveles de triglicéridos hubo una tenden-
cia hacia niveles mas altos en los individuos con el
genotipo apo E4/3 al confrontarlos con los genotipos
apo E3/3 y 3/2, pero las diferencias no fueron
estadisticamente significativas (tabla 1).

El analisis de la influencia del genotipo de la apo E
y del género sobre los niveles de lipidos y lipoproteinas
se hizo sdlo con los grupos apo E3/3 y E4/3 (figura 1)
ya que el grupo E3/2 no tenia un nimero suficiente
para efectuar el analisis estadistico comparativo (9
mujeres y 1 hombre). Se comprobd que no habia di-
ferencia de edad entre los dos géneros para poder
realizar la comparacion de los niveles de lipidos y
lipoproteinas. Los integrantes del grupo apo E3/3 pre-
sentaron diferencias significativas en los niveles de
colesterol-HDL, las mujeres mostraron los niveles
mas altos. El colesterol-VLDL y triglicéridos fueron
significativamente mas bajos (p=0.02) en las muje-
res. El colesterol-LDL no presenté diferencias entre

los géneros teniendo en cuenta el valor P (T<=t) de

dos colas (0.08), pero el valor 1.77 del estadistico t,
cercano al valor critico (1.99) indica tendencia hacia
valores diferentes.

La figura 1 muestra la comparacion de los niveles
de lipidos y lipoproteinas entre géneros de los inte-
grantes del grupo con genotipo Apo E3/3 y Apo E4/3.
La comparacion de los niveles de lipidos y
lipoproteinas entre géneros al interior de este grupo
mostréo una tendencia hacia niveles mas altos de
colesterol total en los hombres (PT<=t) dos colas=
0.09, valor del estadistico t = 1.90, valor critico de t =
2.23). Los niveles de colesterol-VLDL y triglicéridos
también muestran tendencia hacia valores mas altos
en los hombres, considerando que el valor del esta-
distico t esta muy cercano al valor critico de t (C-
VLDL: valor del estadistico t = 2.06, valor critico de
t = 2.18; triglicéridos: valor del estadistico t = 2.07,

valor critico de t =2.18).

Discusion
Las frecuencias de los alelos de la Apo E en la
poblacion bogotana estudiada fueron: alelo €2, 0.05;
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e3, 0.87; e4, 0.08, similares a las observadas por
otros investigadores en poblaciones caucéasicas (13).
La frecuencia del alelo €2 de la poblacién estudiada
se asemeja a la encontrada en europeos (Alemania,
0.07; Finlandia, 0.06), japoneses y turcos (.08; 0.06).
Para el alelo €3, la frecuencia es comparable con la
de Japén y Turquia (0.84; 0.88) y es ligeramente
aumentada al compararla con alemanes (0.77),
estadounidenses (0.76), finlandeses (0.69) y sudaneses
(0.61). La frecuencia del alelo e4 en la poblacion
bogotana se puede comparar con las frecuencias
halladas en las poblaciones asiaticas (chinos y
japoneses) asi como, en los hispanos residentes en
Estados Unidos, donde se encontré una frecuencia
menor del alelo e4 (8, 14).

En la muestra poblacional estudiada se observo
que los individuos que presentaban el genotipo E3/2
exhibieron niveles significativamente mas bajos de
colesterol total si se comparan con los E4/3. Los
niveles de colesterol-LDL del genotipo E3/2 mostraron
una tendencia a valores mas bajos al confrontarlos
con los E3/3 y E4/3. Los individuos con el genotipo
Apo E4/4 mostraron los niveles mas altos de colesterol
total y colesterol-LDL, lo cual podria indicar como la
presencia del alelo e2 puede influenciar en la
concentracion de éstos lipidos y lipoproteinas en
nuestra poblacion, corroborando los numerosos
estudios efectuados en poblaciones normolipidémicas
donde se ha observado la asociacion del alelo €2 con
niveles mas bajos de CT y C-LDL, mientras que el
alelo e4 lo estd con cifras mas altas de estos dos
parametros (6, 14-17).

El impacto del polimorfismo de la Apo E sobre
los niveles de colesterol-HDL, no fue significativo
entre los diferentes genotipos en la poblacion
estudiada, pero se observo una tendencia hacia
niveles de colesterol-HDL mas bajos en el grupo
con el genotipo Apo E4/3 comparado con los niveles
del grupo E3/2. Estas observaciones son similares

a las obtenidas en otros estudios, donde se ha

encontrado que el polimorfismo de la Apo E esta
asociado con los niveles de colesterol-HDL.

La presencia del alelo e4 se correlaciona con
niveles mas bajos de colesterol-HDL (8, 18). El
polimorfismo de la Apo E ha sido también asociado
con los niveles de triglicéridos. Basados en los
resultados de un meta-analisis, Dallongeville y col.
(18) mostraron que los niveles de triglicéridos fueron
mas altos en sujetos con el alelo €2 y en sujetos con
el fenotipo E4/3. Nuestros resultados muestran ésta
misma tendencia, los sujetos con el genotipo Apo E4/
3 poseen los niveles mas altos de triglicéridos.

En la poblacion estudiada de Bogota es claro el
impacto del polimorfismo de la Apo E sobre los niveles
de lipidos y lipoproteinas. Los sujetos con el genotipo
Apo E4/3 y E4/4 presentaron los niveles mas altos de
colesterol total, colesterol-LDL, triglicéridos y los mas
bajos de colesterol-HDL. Los sujetos con el genotipo
Apo E3/2 mostraron la tendencia opuesta a los de los
genotipos E4/3 y E4/4, ya que sus niveles de colesterol
total, colesterol-LDL vy triglicéridos fueron los mas
bajos, mientras que el colesterol-HDL fue mas alto.
Asi, la presencia del alelo e4 de la Apo E puede tener
una influencia en la presencia de trastornos
cardiovasculares en nuestra poblacion, al incrementar
los niveles de colesterol total y colesterol-LDL, y el
alelo €2 un rol protector ya que su presencia esta
correlacionada con niveles mas bajos de colesterol
total, y mas incrementados de colesterol-HDL, como
se ha observado en estudios en otras poblaciones (8-
10,17, 19).
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