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1 INTRODUCCION

1.1 Generalidades de ApoE

La Apolipoproteina E (ApoE), es una proteina constitutiva de diferentes tipos de
lipoproteinas, modula el metabolismo y la uniéon a los receptores LDL (low
density lipoprotein) o a otros receptores de esta familia, adicionalmente, la
ApoE juega un papel importante en el metabolismo y transporte de colesterol.
[1]

ApoE es una de las cinco tipos de lipoproteinas de la sangre (A-E), es
sintetizada principalmente en el higado, pero también se expresa
significativamente en el cerebro, donde es producida por los astrocitos [2] , y es
importante para el mantenimiento y reparacion de la membrana [3].

El gen de la Apolipoproteina E (ApoE), esta localizado en el brazo largo (q) del
cromosoma 19, en el locus 13.2. Posee una longitud de 3.7 Kb y contiene
cuatro exones y tres intrones [4]. Este gen tiene tres alelos diferentes
conocidos como E2, E3, E4. Cada alelo, heredado de parte de uno de los
padres de manera codominante y codifican una isoforma diferente de proteina
[5]. Estas son conocidas como ApoE 2, ApoE 3y ApoE 4 [6].

Codifica una proteina de 34 K-Da compuesta de 299 aminoacidos y con una
masa molecular relativa de 34000 [7], el extremo carboxilo terminal de la ApoE
es el principal sitio de unién a los lipidos y el extremo amino terminal, contiene
los dominios de unidn a los receptores y a la heparina/proteoglicanos.[1]

Las diferencias estructurales entre cada una de las isoformas se debe a la
sustitucion de aminoacidos en los residuos 112 y 158. Asi la isoforma E3
presenta cisteina en el residuo 112 y arginina en el 158. En la isoforma E4 y
E2, la arginina y la cisteina ocupan ambos residuos respectivamente, ApoE
contiene dos dominios funcionales de plegamiento independientes: un dominio
22-kDa N-terminal (residuos 1-119) y un dominio de 10-kDa C-terminal
(residuos 222-299) EI dominio N-terminal existe en el estado libre de lipidos
como un conjunto de cuatro hélices anfipaticas y contiene la regiéon de unién al

receptor de LDL (residuos 136-150en la helice 4). El dominio C-terminal tiene



una alta afinidad por los lipidos y es responsable de la union de las
lipoproteinas. [8].

Mientras que ApoE 3 es considerado la isoforma " wild type "en los seres
humanos debido a su alta frecuencia alélica y la falta de una fuerte asociacion
con fenotipo de la enfermedad humana, ApoE 4 parece serla forma
ancestral desde la Arg en las posiciones de la secuencia 112 y 158, ya que,
estan muy conservados a través de casitodas las especies animales que
poseen ApoE. [9]

ApoE se sintetiza con un péptido sefial de 18 aminoacidos N-terminal que se
somete a procesamiento intracelular antes de la secrecion de una glicoproteina
madura de 35 KDa que contiene 299 aminoacidos. La proteina esta codificada
por 3.6 Kpb. ApoE plasmatica se origina predominantemente a partir de higado
y, en pequefa medida, pero funcionalmente, en los macrofagos. Al mismo
tiempo, ApoE se expresa en una amplia variedad de otros tejidos incluyendo el
cerebro, bazo, pulmén, glandula suprarrenal, ovario y rinones.[1]

Esta expresién amplia en distintos tejidos sugiere que ApoE participa en
diversos procesos bioldgicos, ambos relacionados con metabolismo de los
lipidos y relacionados con enfermedad cardiovascular. De hecho, el apoyo a
este concepto ha surgido de los estudios que relacionan la ApoE a la
inmunidad innata, la funcién normal del cerebro y una gran cantidad de

enfermedades neurodegenerativas.[9][6]

1.2 Genotipos de ApoE y asociacion a enfermedades

La variacion alélica en ApoE da lugar a seis genotipos diferentes con tres
formas homocigoticas (E2/2, E3/3 y E4/4) y tres heterocigdticas (E2/3, E2/4 y
E3/4) [10]

Las 3 isoformas ApoE 2, ApoE 3 y ApoE 4 difieren unicamente en las
posiciones 112 y 158, pero estas diferencias afectan a la estructura de la
proteina y a su union a lipidos y a receptores [10].

ApoE 2 transporta lipidos menos eficientemente y su presencia se asocia con
la hiperlipoproteinemia de tipo Ill, ApoE 4 se une preferencialmente a

lipoproteinas de gran tamarfio y esta asociada con un moderado aumento en el



riesgo de padecer enfermedad cardiovascular. La presencia de Arginina en la
posicion 2 afecta la conformacion de la Arginina 61 (en el domino N-terminal)
que en esta isoforma interactia con el Glutamico 255 del dominio C-terminal.
Este tipo de interaccion entre los dominios N y C terminal parece afectar a la
estabilidad de la molécula que queda en un estado inestable denominado
“moltenglobule” que podria influir en la patogenia del Alzheimer [11].

Los diferentes genotipos para la Apo-E han sido asociados con niveles
diferenciales de lipidos, por ejemplo, poseer un alelo E4 se ha asociado con
concentraciones mas altas de colesterol [12] Esto puede explicar la asociacién
de Apo-E E4 con mayor riesgo cardiovascular [13].

El genotipo E4/4 ha sido asociado con historia paterna de infarto del miocardio
y el E2/2, con una frecuencia cinco veces menor de historia de infarto agudo
del miocardio en los padres [14].

La probabilidad de encontrar una estenosis mayor del 20% en las coronarias es
2,4 veces mayor en mujeres con historia familiar y que poseen E4 [15].

El E4 ha sido asociado con un aumento de hasta cuatro veces el riesgo de

enfermedad coronaria [16]

Las variantes de ApoE también se han encontrado asociadas con enfermedad
de Alzheimer y otros procesos neurodegenerativos, se ha hallado
sobrerepresentacion del alelo E4 en casos esporadicos y familiares de
Enfermedad de Alzheimer de inicio tardio en diversas poblaciones [17].

Por otro lado, el alelo E2 se considera un factor protector para enfermedad de
Alzheimer esporadica. [18]

Con respecto a otros procesos neurodegenerativos, se han encontrado
asociaciones débiles de enfermedad de Parkinson con los alelos E2 y E4 [19]
En demencia frontotemporal, el E2 se considera un factor protector, es decir, la
probabilidad de tener demencia frontotemporal es 3,6 veces mayor en
personas que no tienen E2 [20]

Se han descrito dos variantes funcionales del promotor del gen de la Apo-E, la -
219 G/T y la -491 A/T; el alelo -219T ha sido asociado con un riesgo 2,4 veces
mayor de demencia y que es independiente de la presencia de E2 o E4 [21]

La homocigocidad para -219G vy tener el genotipo E3/3, aumenta el riesgo de

deterioro cognitivo 8,8 veces [22].



La frecuencia de E4 en los que desarrollan depésito de amiloide B después de
trauma craneoencefalico es 52% comparado con 16% en quienes no los
desarrollan [23] y el prondstico es peor en los portadores de un E4 [24].

La Apo-E parece tener un papel modulatorio de la respuesta inflamatoria
sistemica y del sistema nervioso central [25].

Concentraciones bioldgicamente relevantes de la Apo-E suprimen la activacién
de microglia y la produccion de factor de necrosis tumoral alfa (TNF a) y éxido
nitrico [26].

1.3 Frecuencias alélicas y genotipicas de APOE en poblaciones

El genotipo E 3/3 es el mas comun en la mayoria de las poblaciones, excepto
en los Huly de las montafias de Papua, Nueva Guinea, su frecuencia varia
entre el 50 y el 70%. El alelo E4 es el segundo en frecuencia y se encuentra
entre el 5y el 35%, mientras el E2 esta entre el 1y el 15%. [27]

Las poblaciones japonesas, chinas y arabes tienen una frecuencia mas alta de
alelos E3 que los caucasicos (85% vs. 79%), y los africanos tienen una mayor
frecuencia del alelo E4 que los caucasicos (30% vs 15%) [28].

El alelo E2 presenta una frecuencia baja en arabes y en algunos indios nativos
americanos [29] El alelo E2 no se ha encontrado en una poblacién indigena de
Malasia y de México [30]. Tanto en Europa como en Asia, se ha descrito una
tendencia a la disminucion en la frecuencia de E4 de norte a sur [31]. En el sur
de Grecia, los alelos E2 y E4 se han encontrado entre 53 y 7%
respectivamente [32] Curiosamente, las frecuencias en el nordeste griego son
semejantes a las de otros paises europeos [33] Cifras semejantes a las del sur

de Grecia se han descrito para el sur de Italia (Corbo, Scacchi et al. 1995)



Alelos

Poblacién
E2 E3 E4

Grecia 6.3% 80.7% 13.0%
Italia 6.6% 85.1% 8.3%
Japon 3.7% 84.6% 11.7%
Canada 7.8% 77.0% 15.2%
Alemania 7.7% 77.3% 15.0%
Estados Unidos  9.5% 75.6% 14.9%
Escocia 8.0% 77.0% 15.0%
Nueva Zelanda 12.0% 72.0% 16.0%

Tabla 1. Frecuencias alelicas para ApoE reportadas en diversas poblaciones.
[34], [27, 33], [39]

1.4 Asociacion de las variantes genotipicas de ApoE con dislipidemias

Las dislipidemias son un conjunto de patologias caracterizadas por alteraciones
en las concentraciones de los lipidos sanguineos, componentes de las
lipoproteinas circulantes, a un nivel que significa un riesgo para la salud. Es un
término genérico para denominar cualquier situacion clinica en la cual existan
concentraciones anormales de colesterol: colesterol total (Col-total), colesterol
de alta densidad (Col-HDL), colesterol de baja densidad (Col-LDL) o
triglicéridos (TG) [36].

Una clasificacion distribuye las dislipidemias en dos grupos, primarias o
secundarias. Las dislipidemias primarias responden a mutaciones genéticas y
se sospechan cuando se producen signos de dislipidemia en nifios, en
enfermedades ateroscleréticas prematuras (en menores de 60 anos) y con
niveles de colesterol en sangre por encima de 6,2 mmol/L.[37] Las
dislipidemias secundarias constituyen la mayoria de los casos de dislipidemia
en adultos. La causa mas frecuente es el estilo de vida sedentario con ingesta
elevada de grasas saturadas (como la mantecas de origen animal, la carne de
cerdo y otras) y colesterol; otras causas son el consumo excesivo de alcohol, la

insuficiencia renal crénica, el hipotiroidismo, la cirrosis hepatica primaria y



algunos farmacos como las tiacidas, retinoides, antirretrovirales, estrégenos,

progestagenos y glucocorticoides.[37]

Las hiperlipoproteinemias comprenden las alteraciones producidas por el

aumento de las lipoproteinas. Existen varias causas de hiperlipoproteinemia,

aunque en general se agrupan en 3 clases: dietéticas, que son en general

leves; la genética, que puede ser grave y la secundaria a otros procesos o

inducida por determinados farmacos.Las hiperlipoproteinemias no son un

estado patologico unico e individual, sino que se manifiestan como diversos

tipos, cada uno de los cuales presenta caracteristicas clinicas y metabdlicas

muy peculiares. (Tabla 2)[38]

Tipo/

Frecuencia lipidicas

Anomalias

Causas primarias

Secundarias

Caracteristicas

| raro

lla

frecuente

IIb

frecuente

Q(a)

LDL(c)

LDL
VLDL(d)

IDL(e)

Deficiencia familiar de

lipoproteinlipasa

Hipercolesterolemia
familiar (anomalias de

los receptores de LDL)

y Hiperlipemia mixta

familiar

Disbetalipoprotinemia

familiar

Lupus eritematoso
sistémico DM (b)

Hipotiroidismo,
sindrome
nefrético,

glucocorticoides

DM, obesidad,
hepatitis cronica,
sindrome
nefrotico,

glucocorticoides,

tiazidas y

propanolol

DM,
Hipotiroidismo,
gammapatia

monoclonal

Hepatoesplenomegalia,
xantomas eruptivos y lipemia

retiniana

Todas las edades: xantomas
planos, tendinosos o]
tuberosos, existencia de
parientes afectados,

vasculopatias

Adultos: no hay xantomas,
existencia de  parientes

afectados, vasculopatias

Adultos: xantomas palmares
tuberoeruptivos o0 de ambos

tipos y vasculopatias



v

frecuente

\%
poco

frecuente

Hipertrigliceridemia
VLDL
familiar

Hipertrigliceridemia
Qy VLDL
mixta familiar

DM, obesidad,
uremia, sindrome
nefrético,
alcoholismo
stress,
anticonceptivos

orales

DM, obesidad,
alcoholismo,
embarazo,

anticonceptivos

Adultos: no hay xantomas,
concentraciones  elevadas
de glucosa y acido urico y

vasculo-patias

Adultos: xantomas eruptivos,
hepatoesplenomegalia, dolor

abdominal/pancreatitis

orales
(a)- Q= Quilomicrones (b)-DM= Diabetes mellitus (c)-LDL= Lipoproteinas de
baja densidad
(d)- VLDL= Lipoproteinas de muy baja densidad (e)-LDL= Lipoproteinas de

densidad intermedia

Tabla 2. Hiperlipoproteinemias [38]

Hipolipidemia es una disminucién de las lipoproteinas de plasma causado por
factores primarios (genética) o secundarios (adquiridos) por lo general es
asintomatica.

Hay tres raros trastornos primarios de hipolipidemia en los que estan
involucradas las mutaciones genéticas estas condiciones son:
abetalipoproteinemia, hipobetalipoproteinemia y retencion de quilomicrones
[39].

Como ya se menciond el alelo E2 se relaciona directamente con la
disbetalipoproteinemia, pero ademas el alelo E4 se ha observado asociado
con aumento de niveles plasmaticos de LDL y colesterol total en sujetos con
otras dislipidemias. Adicionalmente, se ha observado que en sujetos con
hiperlipoproteinemia de los tipo lla, llb, IV y V hay mayor frecuencia del alelo

E4 que en los controles sanos [40]



La asociacion de E4 con otros tipos de dislipidemias ha llevado a considerar
que las variantes de ApoE puede tener un papel modulador en la expresion de
lipoproteinas en algunos de estos trastornos y en otros hacer parte de los

componentes causales [41].

Se han realizado estudios con muestras de poblacion general de diversos
paises para determinar el efecto que pueden tener las variantes de ApoE en el
perfil lipidico. En indigenas australianos el alelo E4 de ApoE se asoci6 a
mayores concentraciones de triglicéridos y menores de HDL [42].

En Dinamarca, tener los alelos E2 y E4 se asocié con hipetrigliceridemia y el

E4 con hipercolesterolemia. [43]

En el noroeste de Grecia, se observé que los que tenian el alelo E2 tenian mas
altos niveles de triglicéridos, pero menores de colesterol total, y no habia
impacto del alelo E4 en los niveles de lipidos [33].

En Portugal y Brasil, E4 se asocido con mayores niveles de colesterol y se

encontré con mayor frecuencia en dislipidémicos [44].

1.5 Estudios realizados en Colombia.

En un estudio realizado en nifios escolares en Quindio departamento de
Colombia se encontré que el alelo mas frecuente fue el E3 (91,6%),
seguido de E2 (5,3%) y E4 (3,1%). En toda la poblacion, el genotipo mas
comun fue el E3/E3 (90,8%), seguido del E2/E3 (5,6%) y el E3/E4
(3,2%). No se encontraron homocigotos para E2/E2 y E4/E4 [46].

En el anterior estudio los analisis muestran que la distribucién del alelo E3 y
el genotipo E3/E3, fue mas alta (90,8% y 91,6%, respectivamente) que la
encontrada para el mismo alelo en Venezuela (83%) (21), Corea (85,2%)
y Grecia (80,7%), muy cercana a la encontrada en una poblacion adulta en
Bogota, Colombia (87%) y en una poblacion de escolares del centro
oriente colombiano (86%). La distribucion fue similar a la descrita en un
grupo de adolescentes mexicanos (89,5%), una poblacién indigena

mexicana (90%) y una poblacion mestiza mexicana (91,5%); en estas dos



ultimas poblaciones, no se encontraron homocigotos E2 y E4 al igual que en
el anterior estudio realizado en Colombia. [46]

Ademas, este estudio muestra que el polimorfismo ApoE tiene un efecto
significativo sobre los niveles de colesterol total y c-LDL (colesterol LDL)
plasmaticos de los escolares quindianos. Enlos varones, el colesterol total
y el c-LDL se distribuyeron de acuerdo con lo descrito en otras
poblaciones y en otros grupos de la poblacién colombiana, en los cuales
se muestran bajos niveles de colesterol total y c-LDL y altos niveles de c-
HDL. [46]

En Colombia, en 61 ancianos no dementes se encontré una frecuencia de E4
de 8.2%, la cual es un poco mas alta que en el sur de Europa, pero mas baja

que en Japdn y en el norte de Europa [45]



2 HIPOTESIS

Existe asociacion alélica y/o genotipica de ApoE con los niveles de lipidos en
sangre y/o la presencia de hiperlipidemias en la poblacién adulta de estratos

socioeconomicos bajos del drea urbana de la ciudad de Medellin (Antioquia)



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo General
Determinar la frecuencia de los diferentes alelos y genotipos de ApoE y evaluar
su efecto sobre los niveles plasmaticos lipidicos en una muestra representativa

de estratos bajos de la ciudad de Medellin.

3.2 Objetivos especificos

- Determinar la frecuencia de los alelos E2, E3 y E4 de la Apo-E en la
poblacion adulta de estratos socioeconomicos bajos del area urbana de
Medellin (Antioquia)

- Determinar la frecuencia de los genotipos E2/2, E2/3, E2/4, E3/3, E3/4 y
E4/4 de la Apo-E en la poblacién adulta de estratos socioeconomicos
bajos del area urbana de Medellin (Antioquia)

- [Establecer si existe asociacién de cada uno de los alelos y/o genotipos
de ApoE con los niveles plasmaticos de colesterol total, triglicéridos,
lipoproteinas de baja densidad (LDL) y lipoproteinas de alta densidad
(HDL) en la poblacién adulta de estratos socioeconomicos bajos del
area urbana de Medellin (Antioquia).

- Establecer si existe asociacién entre cada uno de los alelos de ApoE
con la presencia de hiperlipidemias en la poblacion adulta de estratos

socioeconomicos bajos del area urbana de Medellin (Antioquia)



4 METODOLOGIA

4.1 Lapoblacion de Estudio.

Poblacién blanco:
Poblacion general adulta de estratos bajos del municipio de  Medellin,

Antioquia.

Criterios de Inclusion:

* Residir en Medellin, Antioquia
* Ser mayor de 18 afos

* Aceptar participar en el estudio

* Los individuos no deben ser emparentados

Tamafo de muestra

El tamafio de muestra se estableci6 empleando el programa para Analisis
Epidemioldégico de Datos Tabulados (EPIDAT) versién 3.1, con la seccién para
la estimacion de una proporcion en poblacion infinita, con una confianza del
95% vy prevalencia esperada del 50% (se desconoce cual podria ser la
proporcion de cada genotipo en esta poblacion), precision del 3% y un efecto
del disefio de muestreo de 1.5 (razén entre el error estandar del disefio
empleado y el obtenido tratando la muestra como simple aleatoria. El valor
superior a 1 indica que el uso de conglomerados produce una varianza

superior), para un total de 854 sujetos.

Muestreo

Se realizd un muestreo probabilistico polietapico estratificado y de
conglomerados. Se estratificd por nivel socioeconomico. El marco muestral se
construyd tomando como soporte la informacion del Departamento
Administrativo de Planeacién Municipal, dada la informacién de las 16 comunas
y su estrato socioeconémico. La unidad primaria de muestreo fue la manzana,

la secundaria la vivienda y las personas adultas, la unidad final de analisis.



Para la seleccién de las manzanas (conglomerados), estas se distribuyeron
proporcionalmente por comunas y se asigno el estrato socioeconémico
predominante del barrio segun la estratificacibn de Empresas Publicas de
Medellin. Para seleccionar las manzanas dentro de cada estrato, se utilizd un
muestreo sistematico aleatorio ordenando las manzanas por la comuna a la
que pertenecen y se utilizé una fraccion de muestreo que se obtuvo de dividir
el numero de manzanas existentes entre el numero de manzanas a seleccionar
en ese estrato socioeconémico

Se seleccionaron las viviendas en cada manzana con muestreo sistematico
aleatorio con un arranque aleatorio en la primera vivienda segun la fraccién de
muestreo que se obtenga en cada manzana dividiendo el niumero de viviendas
existentes por cinco. Se selecciond al azar en la vivienda un sujeto mayor de

18 afos.

4.2 Muestras bioldgicas

Se tom6 muestra de 10 ml. sangre que se distribuyé en dos tubos: tres
mililitros. en un tubo seco para la determinacién de lipidos y siete ml. en un
tubo con anticoagulante. De la sangre de este ultimo tubo se extrajo el ADN
qgue se uso en la genotipificacidon. Las muestras de sangre se tomaron entre las

7:00 AM y las 10:00 AM, y el sujeto debio estar en ayunas.

4.3 Determinacién de lipidos plasmaéaticos

Se determinaron los niveles de colesterol total, triglicéridos y HDL por métodos
enzimaticos empleando kits comerciales de Abbott en un analizador de quimica
Arquitect CI-8200. Para el colesterol total se empleo oxidasa, para triglicéridos
glicerol-fostato-oxidasa y para HDL detergente liquido selectivo. El LDL se

establecio por calculo.
4.4 Extraccion de DNA
Se tomaron medidas de cuidado biolégico para la manipulacién de las

muestras que consisten de 7 ml. de sangre periférica en tubos con EDTA.

Estas, fueron almacenadas a 4°C. La extraccion de DNA se hizo utilizando



protocolos estandar de Fenol-Cloroformo. El ADN extraido fue resuspendido en

buffer Tris EDTA, se prepararon alicuotas de trabajo y se almacenaron a -60°C.

4.5 Genotipificacion de polimorfismos en APO E

La Apo-E se genotipifico usando PCR como la describieron Hixson y Vernier
[47]. Un fragmento del exon 4 del gen de la Apo-E se amplifico y el producto se
digirio mediante una endonucleasa de restriccion (Hhal), que reconoce la
secuencia guanidina-citocina-guanidina-citocina (GCGC). EI ADN amplificado
se corto en todos los sitios que contenian esta secuencia. El fragmento del
exén 4 amplificado contenia 227 pares de bases (pb). EI numero de
fragmentos cortados permitio la genotipificacién del Apo-E. Por ejemplo, dos
fragmentos invariables de 16 y 18 pb son comunes para todas las isoformas. El
alelo E3 tiene otras tres secuencias GCGC que seran cortadas y produciran
fragmentos de 35, 48 y 91 pb. El alelo E2 sera cortado en cuatro sitio y se
produciran fragmentos de 91, 81, 18 y 16 pb. El E4 contiene seis secuencias
GCGC. Los fragmentos que se produciran seran de 16, 18, 19, 35, 48 y 72 pb
(figura 1).

Los primers que se wusaran tendran las siguientes secuencias: 5'-
ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTA-3’ y 5'-
TCCAAGGAGCTGCAGGCGGCGC-3'.
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Figura 1. Gel de poliacrilamida al 18% para resolucion de los genotipos de

APOE. En la primera columna se encuentra el marcador de peso.



La reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen total de 25 ul y se utilizaron
1.5 U de Taq polimerasa (5 U por ul), un buffer para PCR sin magnesio que
contiene 200 mM de tris-HCI, pH 8.4 y 500 mM de KCI, 1 mM de MgCl,, 10%
de dimetilsulfoxido y una mezcla de nucledtidos que contenga 0.2 mM de cada
uno de cada dNTPs pH 7. 0.5 mM de cada primer, 5 ul de DNA y se ajusto al
volumen A 25ul con agua doblemente destilada. Se realizaron 35 ciclos de
amplificacion a 94 por 1 minuto, 64 °C por un minuto y 72 °C por un minuto,
finalmente un paso adicional de elongacion de los productos de amplificacién a
72 °C por 10 minutos. La reaccion fue visualizada mediante una electroforesis
de gel de agarosa al 2% y tincién con bromuro de etidio, se corrio 30 minutos
a 80 voltios.

Para la digestion con Hhal se realizo el siguiente procedimiento: A 18 pL del
producto de amplificacion se le adiciono un ul (1 U) de Hhal, se incubo a 37 °C
durante 18 horas y la discriminacién de los genotipos se hizo en un gel de
poliacrilamida 18% sometido a una electroforesis a voltaje constante de 85 V
por tres horas y treinta y cinco minutos. La tincion de dicho gel se realizo

utilizando una solucion de Bromuro de Etidio (EtBr).

4.6 Analisis estadistico y calculo de frecuencia Alélica y equilibrio de

Hardy - Weinberg

Para la generacidon de estimaciones no sesgadas de todos los resultados, se
analizaron los datos con el médulo para muestras complejas del programa
estadistico SPSS version 18,0, teniendo en cuenta el factor basico de
expansién que es el reciproco de la probabilidad final de seleccion de las
personas, la cual es el producto de las probabilidades de seleccién de cada
etapa del muestreo. Las ponderaciones se multiplicaron entre si y el factor
resultante se normalizé en funcidén del tamafio de la muestra obtenida, dando

lugar a la ponderacion final.

Se calcularon promedios con sus respectivos intervalos de confianza del 95%
(IC95%) para las variables edad, colesterol total, triglicéridos, HDL y LDL; y

frecuencia y porcentajes para la variable sexo, alelos, genotipos de ApoE y



presencia de dislipidemia. Se dicotomizaron los niveles de lipidos de la
siguiente manera: Hipercolesterolemia = Colesterol > 240 mg/dl, HDL bajo =
HDL < 40 mg/dl, LDL alto = LDL > 100 mg/dl e Hipertrigliceridemia =
Triglicéridos >200 mg/dI.

La asociacion de los diferentes alelos y genotipos de APOE con los niveles
plasmaticos de colesterol, triglicéridos, LDL y HDL se evalué mediante analisis
de covarianza (ANCOVA), ajustando por edad, sexo y consumo de
hipolipemiantes. No se encontraron interacciones significativas entre genotipos
y alelos y cada una de las covariables. La evaluacion de la asociacion entre
hiperlipidemia y cada uno de los alelos y genotipos de APOE se hizo mediante
analisis de regresion logistica binaria. Se hizo un modelo para los alelos y otro
para los genotipos, y en cada uno se tomaron alelos y genotipos como
variables dummy. Las covariables que se introdujeron en el modelo fueron
edad y sexo. Para todos los analisis se tomo un nivel de significacion de 0,05.
El equilibrio de Hardy - Weinberg se realizo mediante una prueba de chi

cuadrado con 3 grados de libertad y con un a= 0.05



5 RESULTADOS

5.1 Caracteristica de la muestra.

La muestra en estudio consisitio en 953 personas que participaron
voluntariamente en el estudio de ellas 99 fueron excluidas de los analisis ya
que pertenecian a un grupo de estrato socioeconomico alto y al ser un numero
tan pequefio con respecto a la cantidad de personas pertenecientes al grupo de
estratosocioeconomico bajo creaban cierto sesgo por este motivo fueron
excluidas, a todos los individuos se les realizo una encuesta en la cual
proporcionaron datos de interes para el estudio ademas de que proporcionaron
muestras de sangre respectivas para realizar la extraccion del ADN y para

realizar el perfil lipidico.

5.2 Andlisis estadistico

5.2.1 Caracteristicas demogréficas y antecedentes clinicos de adultos de

estratos bajos y medios bajos de la ciudad de Medellin, 2009 — 2010

En la tabla 3 se consignan todos los datos obtenidos en el estudio mediante la
encuesta realizada. La media de edad en el estudio fue de 45,07 afios, las
mujeres representaron el 66,2% de la muestra poblacional, se tuvieron en
cuenta para el estudio el uso de hipolipemiantes y la presencia de
enfermedades como hipertensién arterial, diabetes, dislipidemia enfermedad

coronaria y el consumo de cigarrillo.



Tabla 3. Caracteristicas demograficas y antecedentes clinicos de adultos de

estratos bajos y medios bajos de la ciudad de Medellin, 2009 — 2010

Total
(n = 854)
Caracteristica Desviaci
Media on Minimo Maximo
estandar
Edad (afios) 45,07 16,17 18 93
Escolaridad (afios) 8,41 4,35 0 23
Frecuencia Porcentaje
Sexo femenino 565 66,2
Estado civil
- Soltero 265 31,0
- Casado 298 34,9
- Unioén libre 169 19,8
- Separado o divorciado 60 7,0
- Viudo 62 7,3

Estrato socioeconémico
- 1 (Bajo-bajo) 108 12,6
- 2 (Bajo alto) 413 48,4



- 3 (Medio bajo) 333 39,0

Hipertension arterial 162 19,0
Diabetes 32 3,7
Dislipidemia 163 19,1
Uso actual de hipolipemiantes 118 13,8
Enfermedad coronaria 34 4,0
Ha fumado cigarrillo 189 22,1

5.2.2 Niveles de lipidos segun grupo de edad en poblacion general de

estratos socioecondmicos bajos de Medellin, 2009-2010.

Para analizar los niveles de lipidos se agruparon los individuos segun su edad
en 6 grupos diferentes de los cuales se obtuvo la media para la medicion de
Triglicéridos, HDL, LDL y Colesterol total, se obtuvo también una media total

de la poblacion para cada una de las medidas.

Tabla 5. Niveles de lipidos segun grupo de edad en poblacion general de

estratos socioecondmicos bajos de Medellin, 2009-2010.

Triglicéridos HDL LDL Colesterol total
Media 1C95% Media 1C95% Media [1C95% Media 1C95%
Categorias de
edad
e 18 a 29 108,0 - 100,2 - 165,5
120,0 42,3 40,6 —43,9 105,5 171,9
anos 132,0 110,9 178,5

e 30 a 39 160,2 1244 - 455 37,5 - 102,8 97,6 - 180,0 174,6



anos

e 40 a 49
anos

e 50 a 59
anos

e 60 a 69
anos

e 70 afos o
mas

Total de

poblacion

201,2

154,4

191,7

191,8

168,5

196,0

177,2
225,2
131,8
1771
175,0
208,5
175,7
207,9
146,9
190,0

33,4

39,3

41,8

41,1

40,5

53,44

25,6 -

41,22

37,4 -41,3

39,3-444

38,2-43,9

34,56 -46,5

107,1

115,2

125,4

104,4

107,5

108,1

92,6

121,7
105,1
125,4
116,9
133,8
89,6

119,3
102,0
113,1

180,5

186,7

205,6

183,8

181,8

185,4

162,3
198,6
172,6
200,7
195,4
2157
169,3
198,4
175,5
188,1

5.2.3 Frecuencias de

La tabla 4 resume las frecuencias genotipicas y alélicas encontradas en la
muestra poblacional en estudio, aqui el genotipo mas frecuente fue E3/E3 con
un 79,4% seguido de E3/E4 con 10,1% y E2/E3 con 9,1% los demas genotipos
fueron menos frecuentes, E2/E4 con 0.8% E4/E4 con 0,3% y E2/E2 con 0,2%.
En cuanto a las frecuencias alélicas encontramos que la mas comun es E3

que abarca un 89,0%,E2 y E4 poseen frecuencias similares con 5,2% y 5,8%

poblacion general de estratos socioeconémicos bajos de Medellin,
2009-2010.

respectivamente.

los genotipos y alelos del gen de APOE en



Tabla 4. Frecuencias de los genotipos y alelos del gen de APOE en poblacién

general de estratos socioecondmicos bajos de Medellin, 2009-2010.

Porcentaje 1C 95%

Genotipos

o 2/2 0,2 0,1a0,8

e 2/3 9,1 4,6a17,0
o 2/4 0,8 0,3a25

e 3/3 79,4 68,3 a 87,3
o 3/4 10,1 6,2a 16,1
e 4/4 0,3 0,1a1,6
Alelos

e E2 5,2 2,7a9,6

e E4 5,8 3,6a9,3

e E3 89,0 82,7 a 93,2

5.2.4 Frecuencia Alélicay equilibrio de Hardy - Weinberg

Se obtuvo el valor de 7,8147 y comparando con los datos de la tabla de Chi
cuadrado vemos que 6,815<7,8147, y calculando el valor p vemos que este es
de 0.08 por lo tanto podemos concluir que la poblacion se encuentra en

equilibrio de Hardy — Weinberg.



5.2.5 Niveles de lipidos y alelos de APOE en poblacion general de

estratos socioecondmicos bajos de Medellin, 2009-2010.

Los analisis de covarianza realizados para los niveles de lipidos y alelos de
APOE muestra como la concentracion media de LDL y Colesterol total en la
poblacion general de estratos socioecondmicos bajos de Medellin se ve
significativamente influida por los alelos de APOE, los cuales tienen cada uno,
una afinidad diferente por los receptores de LDL produciendo efectos notables
en el metabolismo de estas lipoproteinas y por ende del colesterol total (ver
Tabla 5) al presentar valores p menores al valor a= 0.05 estos analisis fueron

ajustados por edad, sexo y uso de hipolipemiantes.

Tabla 5. Niveles de lipidos y alelos de APOE en poblacion general de estratos
socioecondmicos bajos de Medellin, 2009-2010.

3
Genotipo 2 4
Frec. =
APOE Frec. =5,2% Frec. =5,8%
89,0%
Media Media Media
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) >
142,52 168,33 202,28
Triglicéridos (113,96 a (154,93 a (156,72 a 2,36 0,09
171,07) 181,73) 247,85)
41,09 40,69 40,09
HDL (38,31 a (37,20 a (37,86 a 0,15 0,86
43,86) 44,19) 42,33)
103,21 106,73 128,04
LDL (90,82 a (100,51 a (117,16 a 6,79 0,001
115,60) 112,96) 138,92)
173,90 181,08 208,74
Colesterol
total (157,57 a (174,08 a (196,38 a 9,34 <0,0001
ota
190,23) 188,07) 221,11)

* Ajustado por edad, sexo y uso de hipolipemiantes,



5.2.6 Niveles de lipidos y genotipos de APOE en poblacion general de

estratos socioecondmicos bajos de Medellin, 2009-2010.

Luego de realizar el analisis de covarianza ANCOVA entre los niveles de
lipidos y genotipos de APOE se encontré que los genotipos de APOE estaban
influyendo significativamente en la concentracion media tanto de Triglicéridos
como de HDL, LDL y Colesterol total, esto se puede constatar al contrastar los
valores p (ver Tabla 4) con el valor a utilizado para este andlisis el cual es de
o= 0.05 por lo tanto los genotipos de APOE influyen de manera significativa en
las concentraciones medias plasmaticas de Triglicéridos, LDL, HDL vy
Colesterol total en poblacion general de estratos socioeconémicos bajos de
Medellin. Podemos ver como la media para triglicéridos es mayor para el
genotipo 3 /4 a su vez también resalta el valor de la media para HDL presente
en para el genotipo 2/2 el cual es mucho mayor en contraste con los demas
genotipos, también el valor de la media para triglicéridos y colesterol es

notablemente mayor para el genotipo 4/4.



Tabla 6. Niveles de lipidos y genotipos de APOE en poblacion general de

estratos socioecondmicos bajos de Medellin, 2009-2010.

Genotipo  2/2 2/3 2/4 3/4 4/4 3/3
APOE

Media Media Media Media Media Media
(IC (IC (IC (IC (IC (IC F* p
95%) 95%) 95%) 95%) 95%) 95%)

194,0 1356 164,99 203,8 230,2 168,0
8 4 9 5 2 3
Triglicérid (114,3 (103,0 (140,6 (154,9 (194,0 (153,6
0s 0 a a 2 a7 a 4 a 2 a
273,8 168,2 189,3 252,7 266,3 189,3
7) 8) 6) 4) 9) 6)
50,26 40,40 42,87 40,05 37,29 40,75
(44,72 (37,50 (36,57 (37,83 (32,90 (36,87
HDL 3,11 0,009
a a a a a a
55,80) 43,31) 49,17) 42,26) 41,69) 44,64)
149,7 121,2 197,0 106,6

3,38 0,005

77,69 96,68
6 3 5 3
(43,35 (83,28
(117,3 (113,8 (177,5 (100,2 18,3 <0,000
LDL a a
4 a 3 a 8 a o0 a 3 1
112,0 110,0
182,1 1286 216,5 113,0
3) 8)

9) 2) 1) 7)
1716 168,77 2268 2022 2898 1804

5 1 7 4 4 6
Colesterol (129,8 (153,3 (189,7 (192,8 (260,9 (172,9 15,7 <0,000
total 4 a 3 a o0 a 4 a 4 a 4 a 8 1

2134 1840 2640 2116 3187 1879
o) 8) 4) 3) 0) 7)

e Ajustado por edad, sexo y uso de hipolipemiantes



5.2.7 Asociacion de alelos del gen de APOE y dislipidemias en poblacion

general de estratos socioecondmicos bajos de Medellin, 2009-2010.

Al realizar la asociacién alélica de APOE vy dislipidemias en poblacién general
de estratos socioecondmicos bajos de Medellin mediante el uso de una
regresion logistica binaria se encontraron resultados muy dicientes (ver Tabla
6), teniendo en cuenta que el alelo E 3 fue tomado como categoria de
referencia debido a que se le considera como el alelo silvestre y no se le ha
asociado a ninguna enfermedad segun lo consultado en la literatura,
encontramos que para la hipercolesterolemia poseer el alelo E 2 da una razén
de 0,64 veces menos de padecerla con respecto a los que poseen E 3, y los
que poseen alelos E 4 tienen una razéon de 1,87 veces mas de padecerla que
aquellos que poseen E 3.

En cuanto al HDL bajo las personas que poseen el alelo E 2 tienen una razén
de 1,74 veces mas de contraer la enfermedad con respecto a los portadores de
E 3 y las personas que poseen E 4 tienen una razén de 0.54 menos frecuente
de contraer este tipo de dislipidemia con respecto a los portadores de la
categoria de referencia.

El LDL alto tienen una razon de 4,20 veces mas de ser padecida por alguien
que posea el alelo E 4 con relacién a los que posean E 3 y una razén de 0.64
veces menos de padecimiento para portadores del alelo E 2 con relacién al
alelo usado como categoria de referencia.

La hipertrigliceridemia muestra como los portadores de los alelos E 2 y E 4
poseen razones de 0,43 y 0,65 veces menos de contraer la enfermedad que las
personas que tengan un alelo E 3.

Todos estos resultados fueron ajustados por edad, sexo y uso de
hipolipemiantes mediante regresion logistica binaria pero ninguno tuvo

significancia ya que todos los intervalos de confianza incluyen el uno.



Tabla 7. Asociacién de alelos de gen de APOE vy dislipidemias en poblacién

general de estratos socioeconémicos bajos de Medellin, 2009-2010.

Alelos Hipercolesterolemia HDL bajo LDL alto Hipertrigliceridemia

Colesterol >240 HDL < 40 LDL > 100 Triglicéridos < 200
mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl

OR OR
OR (IC95%)** OR (IC95%)**

(IC95%)**  (IC95%)**

E 3*

1,74 (0,51 0,64 (0,16
E2 0,64 (0,23 a 1,85) 0,43 (0,14 a 1,32)
a 5,99) a2,61)

0,57 (0,21 4,20 (1,61
E4 1,87 (0,75 a 4,63) 0,65 (0,26 a 1,59)
a 1,58) a 10,96)

*Categoria de referencia
** Ajustado por edad, sexo y uso de hipolipemiantes mediante regresion

logistica binaria.



6 DISCUSION

Los resultados obtenidos con respecto a la frecuencia alélica y genotipica
fueron similares a los esperados, la frecuencia alélica encontrada para E 3 fue
de 0.89 muy similar a la reportada en un estudio realizado en la ciudad de
Bogota en una cohorte de individuos adultos sanos [48] (E3= 0.87), la
frecuencia del alelo E3 es comparable con la identificada en Japon 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). [49][50],
también es muy similar a frecuencias alélicas halladas en poblaciones
latinoamericanas como las de México [51] y Brasil [48] aunque la reportada en
este pais fue un poco menor.

La gran prevalencia del alelo E 3 es un resultado previsto ya que es la variante
mas comun respecto a este gen y su alta frecuencia persiste en la mayoria de

las poblaciones alrededor del mundo de manera generalizada. [52]

La frecuencia del alelo E 2 concuerda con la que se encontré en un estudio
realizado en el Quindio con una poblacion de nifios en edad escolar la cual fue
de 0.053 similar a la encontrada por nosotros que fue de 0.052 y se acerca
bastante a resultados hallados en wuna investigacidn realizada en
Cundinamarca y el oriente colombiano también en nifios en edad escolar donde
se reportd una frecuencia alélica de 0.04 para E 2 [46] las frecuencias halladas
en Brasil también son similares [48]

La frecuencia encontrada en el alelo E 4 puede ser comparada con la
reportada en los nifilos escolares en Quindio pero es menor a la encontrada en
poblacion bogotana y del oriente del pais [46]

Esto se puede explicar por la diferencia racial entre la poblacion de Medellin y
las de las Cundinamarca y los Santanderes en donde la ancestria amerindia

es mas prevalente que en Antioquia y en Quindio. [53]



Las frecuencias publicadas para los diferentes alelos de APOE en
comunidades amerindias colombianas, parecen corroborar que la frecuencia
mas elevada del alelo e4 (18,1%), fuese debida al componente racial indigena.
[54]

Las frecuencias genotipicas halladas en este estudio fueron bastante similares
a las encontradas en una poblacién de nifios en edad escolar del oriente
colombiano. [55].

Las frecuencias genotipicas de E3/3 fueron similares a las encontradas en la
poblacién griega [33]. Las frecuencias encontradas para los genotipos E4/4 y
E2/2, fueron muy bajas al igual que las reportadas en la poblacién de nifios
mencionada anteriormente, un estudio similar en nifos del departamento
colombiano del Quindio corrobora esto, al presentar unos resultados similares
[46].

Los niveles de lipidos encontrados en los grupos de edad en poblacién general
de estratos bajos de la ciudad de Medellin mostraron medias normales en
forma general, solo el grupo de personas entre 40 y 49 afios evidenciaron
algunas anomalias en cuanto a niveles de Triglicéridos y HDL los cuales se
salian un poco de los rangos de referencia establecidos no podemos atribuir
estos cambios a ningun factor en especifico por falta de datos acerca de esto,
pero tal vez el factor medio ambiental tenga bastante influencia en los
resultados.[56]

Segun los resultados encontrados los genotipos de APOE influyen
significativamente en las concentraciones plasmaticas de LDL, HDL,
Triglicéridos y Colesterol en la poblacion de estudio.

Los niveles mas bajos de colesterol fueron los que presentaron los individuos
que poseian genotipos E2/2 y E2/3 siendo bastante cercanas las
concentraciones de estos dos, a su vez los individuos con genotipos E2/2
presentaron también los niveles mas bajos de LDL seguidos por los
encontrados en los que tenian genotipo E2/3,asimismo cabe destacar g los
niveles mas altos encontrados tanto para Colesterol total como para LDL
estaban presentes en los individuos con genotipos E4/4 y E 2/4, lo que podria
indicar como la presencia del alelo E2 puede influenciar en la concentracién de

estos lipidos y lipoproteinas en nuestra poblacion, corroborando los numerosos



estudios efectuados en poblaciones normolipidemicas donde se ha observado
la asociacion del alelo E2 con niveles mas bajos de CT y LDL, mientras que el
alelo E4 lo esta con cifras mas altas de estos dos parametros. [57][49].

El efecto promedio del alelo E2 mostré disminucion en las concentraciones de
las variables lipidicas que se relacionan con riesgo cardiovascular (colesterol
total, LDL) y el del alelo E4 mostré aumento de las concentraciones de estas
variables. [55].

Otros aspectos a tener en cuenta son por ejemplo, que el polimorfismo de la
ApoE afecta el microambiente de la region de unién con el receptor LDL que se
encuentra entre los aminoacidos 136 y 150, el cambio de la arginina por
cisteina en la posicién 158 del alelo E2 produce un cambio de la conformacion
que conlleva a la disminucion del potencial electrostatico que altera la union de
las lipoproteinas ApoE 2 con el receptor LDL. [58]

Esto permite que el alelo E2 presente una disminucién en la unién con el
receptor LDL con las lipoproteinas y, como consecuencia, una menor entrada
de colesterol a la célula aumentando la produccion de receptores LDL e
incrementando la depuracion de las lipoproteinas LDL, que conlleva a una
disminucion en las concentraciones de colesterol, en el alelo E4 ocurre lo
contrario, como existe una captacion aumentada de las lipoproteinas por el
receptor LDL se presenta una entrada incrementada de lipoproteinas y, por lo
tanto, de colesterol a la célula; esto resultaria en una disminucion en la sintesis
de receptores LDL y, por consiguiente, menos captacion de particulas LDL con
un aumento del LDL. [59] Este estudio sustenta esta hipétesis al encontrar
como estas variables genotipicas afectaban de manera similar las
concentraciones de LDL y Colesterol total en sangre de la poblacion en estudio.
En la influencia de los genotipos sobre los niveles de HDL sucede algo similar
donde los genotipos E2/2 y E2/4 presentan los niveles mas altos y el genotipo
E4/4 presenta el mas bajo considerablemente menor al resto de las medias
calculadas, lo que indicaria que la presencia del alelo E2 favorece niveles altos
de HDL y la presencia del alelo E4 provoca una disminucién de los mismos
[60], pero al realizar el analisis entre frecuencias alélicas y niveles lipidicos
encontramos que estos alelos aparentemente no tienen ningun efecto
significativo sobre los niveles de HDL, debido tal vez a que el tamafio de

muestra no fue suficiente para detectar algun tipo de efecto del genotipo de



ApoE sobre las concentraciones plasmaticas de HDL, como se reportd también
en estudios realizados en la ciudad de Bogota[60]

Con los Triglicéridos sucedid algo similar a lo encontrado con HDL se hallé
efecto significativo entre sus niveles y la frecuencia genotipica de APOE donde
los genotipos E4/4 y E3/4 presentaban niveles muy superiores a los de las
demas medias pero al realizar la asociacion entre frecuencias alélicas y estos
niveles de Triglicéridos no se encontro influencia significativa.

Desde el trabajo pionero de Utermann, Pruin, y Steinmetz, un gran niumero de
estudios han demostrado una relacién entre el genotipo ApoE y los niveles
plasmaticos de lipidos. Esta asociacion fue muy coherente entre las
poblaciones y niveles de colesterol y LDL. Sin embargo, varios de estos
estudios carecen de suficientes herramientas y poder estadistico para
establecer una relacion firme con triglicéridos y HDL.[60]

Estos resultados tal vez indican la necesidad de realizar mas estudios al

respecto para poder esclarecer un poco la interaccion.



7 CONCLUSIONES

Se determinaron las frecuencias de los alelos E2 (5,2%) E3 (89,0%) y
E4 (5,8%) para la poblacion adulta de estratos socioeconomicos bajos
del area urbana de Medellin, los cuales fueron similares a los hallados
en otras poblaciones del pais y del mundo.

Se determind la frecuencia para cada uno de los genotipos de APOE
E2/2 (0,2%), E2/3 (9,1%), E2/4 (0,8%), E3/3 (79,4%), E3/4 (10,1%) y
E4/4 (0,3%) para la poblaciéon adulta de estratos socioeconomicos bajos
del area urbana de Medellin, las frecuencias genotipicas se asemejan a
las encontradas para poblaciones similares consultados en la literatura.
Se observa una asociacion del alelo E4 con niveles altos de LDL y

niveles bajos de HDL.
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