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Introduccion. La variabilidad genética del polimorfismo del gen APOE se considera un importante
factor asociado a la predisposicion a las enfermedades que afectan el metabolismo lipidico, a las
enfermedades coronarias y a la enfermedad de Alzheimer, entre otras. En este sentido, es Util conocer
este factor de riesgo en diferentes poblaciones y grupos étnicos.

Obijetivos. Analizar el polimorfismo del gen APOE y determinar las frecuencias alélicas y genotipicas
de una muestra representativa de la poblacion de Barranquilla, Colombia.

Materiales y métodos. Se hizo en Barranquilla un estudio descriptivo y comparativo de 227 individuos
no relacionados.

Resultados. El alelo €3 se presenté con mayor frecuencia (85 %), seguido del alelo €4 (13 %) y, con
menor frecuencia, el alelo €2 (1,8 %). Los genotipos observados fueron los siguientes: €3/e3 en 71,8 %,
€3/ed en 24,2 %, €2/e3 en 2,2 %, €2/e4 en 1,3 % y €4/e4 en 0,4 %. El genotipo €2/e2 no se encontrd en
este estudio. La muestra representativa de la poblacién estaba en equilibrio de Hardy-Weinberg.
Conclusiones. Las frecuencias alélicas €3 y el genotipo €3/e3 encontrados en la poblacién estudiada,
fueron similares a lo informado por la literatura cientifica en paises como Brasil, México y Colombia, y
en algunos grupos étnicos amerindios colombianos. No se encontré el genotipo €2/€2, resultado que
coincide con otras poblaciones estudiadas a nivel mundial. La frecuencia del alelo €4 y sus genotipos
asociados en esta poblacion, podria estar relacionada con la presencia de enfermedades como la
hipercolesterolemia, el infarto de miocardio y la enfermedad de Alzheimer.
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APOE gene polymorphism analysis in Barranquilla, Colombia

Introduction: The genetic variability presentin the APOE gene polymorphism is considered an important
factor associated with predisposition to diseases affecting lipid metabolism, as well as heart diseases
and Alzheimer’s disease, among others. Understanding it as a risk factor in different populations and
ethnic groups is a useful tool.

Objective: To analyze the APOE gene polymorphism and determine allelic and genotypic frequencies
of a representative sample of population from Barranquilla, Colombia.

Materials and methods: We performed a descriptive and comparative study. The sample size was 227
unrelated individuals from Barranquilla, Colombia

Results: The most frequent allele was the €3, with 85%, followed by the €4 allele (13%) and €2 (1.8%).
The genotypes found were: €3/€3: 71.8%, €3/e4: 24.2%, €2/€3: 2.2%, €2/€4: 1.3% and €4/¢4: 0.4%. The
€2/e2 genotype was not found in this study. The sample exhibited the Hardy-Weinberg equilibrium.
Conclusion: The frequency of the €3 allele and the €3/e3 genotype was similar to that reported in the
literature in countries like Brazil, Mexico, Colombia, and in some Colombian Amerindian ethnic groups.
The €2/€2 genotype was absent. This result is consistent with those found in other population groups
worldwide. The frequency of the €4 allele and the genotypes associated in this population could be related
to the presence of diseases such as hypercholesterolemia, myocardial infarction and Alzheimer.
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La variabilidad genética se asocia con factores
de riesgo para la aparicion o la proteccion frente
a enfermedades en los individuos y a nivel
poblacional. Ciertas enfermedades como las car-
diovasculares y las neurodegenerativas, entre
otras, constituyen un problema de salud publica.
Varios genes se relacionan con el desarrollo de
dichas enfermedades, entre los cuales uno de los
mas estudiados es el APOE, reconocido por su
importancia en el metabolismo de las lipoproteinas.

En los humanos, este gen se localiza en el brazo
largo del cromosoma 19 (19q13.2), contiene 4
exones, 3 intrones y se ubica junto al grupo de los
genes APOCI y APOCII (1-3). Presenta tres alelos
principales: €2, €3 y €4, que se transmiten en
forma codominante, codifican para tres diferentes
isoformas de proteinas llamadas apolipoproteinas
E2, E3 y E4, y se diferencian por un cambio de
nucledtido C/T en el exdn 4 en las posiciones 112
y 158 de la secuencia aminoacidica, donde hay un
cambio de arginina o cisteina (4-6). La isoforma
APOE2 presenta residuos de cisteina (TGC) en
la posicion 112 y 158; la APOE3 presenta cisteina
(TGC) en la posicién 112 y arginina (CGC) en
la posicion 158, en tanto que la APOE4 presenta
arginina (CGC) en las dos posiciones y origina, a
Su vez, seis genotipos: €2/e2, €3/ €3, €2/€3, €3/¢e4,
e2/ed y €d/ed (7).

El gen APOE codifica la apolipoproteina E, la cual
hace parte de una gran variedad de lipoproteinas
como los quilomicrones, la lipoproteinas de muy
baja densidad, las de baja densidad y las de alta
densidad, de gran importancia en el transporte y
regulacion metabdlica lipidica, puesto que actlian
de ligando hacia los receptores hepaticos e
intervienen en la homeostasis de la glucosa y el
colesterol (8,9). Las diferentes isoformas de este
gen modifican la estructura proteica y su afinidad
por la unién al receptor hepatico, lo que afecta el
catabolismo lipidico (10) (Mata RM, Garcia LE,
Herrera PE. Determinacién del genotipo de la
apolipoproteina E (APOE) en poblacién mexicana
para su aplicacién en Alzheimer tardio. Memorias,
Asociacion Mexicana de Bioquimica Clinica.
México, D. F., marzo de 2007;32(Suplemento
A). p. 79). La sintesis de la apolipoproteina E se
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lleva a cabo principalmente en el higado, aunque
se ha encontrado también en otros tejidos como
el rifién, el intestino, el cerebro, los macroéfagos,
las gobnadas y el bazo. Se ha reportado que en el
sistema nervioso, principalmente en el cerebro,
esta apolipoproteina es sintetizada y secretada
por los astrocitos, y que juega un papel principal
en el transporte lipidico en el sistema nervioso
central y las neuronas (9).

En estudios de diferentes poblaciones se ha
demostrado la relacion del polimorfismo del gen
APOE vy la variacion en los niveles plasmaticos
de lipidos y el riesgo de desarrollar ciertas
enfermedades (11). La isoforma mas comun en
la poblacion es la apolipoproteina E3, la cual es
funcional y, entre otras caracteristicas, parece
estar relacionada con la longevidad humana (6).
La APOE2 es la isoforma mas rara y tiene un papel
protector, ya que permite el metabolismo de las
lipoproteinas de baja densidad, pero se relaciona
también con la aparicion de hiperlipidemia de
tipo Ill, puesto que no favorece el metabolismo
de los quilomicrones; la isoforma APOE4 es el
principal factor determinante de las diferencias en
el colesterol plasmético en una poblacion y se la
considera como factor de riesgo genético asociado
también a la enfermedad de Alzheimer (12,13)
(Botero LE, Suarez JC, Toro AE, Patifio AJ, Salazar
G, Rodriguez JC, et al. Genotipo ApoE, diabetes y
otras comorbilidades en pacientes con enfermedad
de Alzheimer. latreia. 2010;23(4-S). Memorias del
XI Congreso Colombiano de Genética Humana.
Medellin, octubre 6-8, 2010).

El objetivo de este trabajo fue conocer las fre-
cuencias alélicas y genotipicas de la poblacién
de estudio, analizar su distribucion genotipica y
comparar los resultados con otras poblaciones
relacionadas. El conocimiento de este componente
genético puede ser una herramienta de interés
médico para identificar factores de predisposicion
genética a enfermedades, lo que permitiria
implementar programas de prevencion.

Materiales y métodos

Se hizo un estudio descriptivo y comparativo de
227 individuos representativos de Barranquilla,
todos ellos voluntarios no relacionados y similares
en cuanto a la constitucion fenotipica mestiza. El
calculo de la muestra se obtuvo por el promedio
de la prevalencia del alelo mas comdn a nivel
mundial, el €3 (82 %), con un nivel de confianza
de 95 % y 5 % de precisién. Los parametros de
inclusion fueron los siguientes: individuos entre
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los 18 y los 60 afios de edad pertenecientes
a la poblacion de Barranquilla que firmaran el
consentimiento informado aprobado por el Comité
de Etica en Investigacion en el Area de la Salud
de la Universidad del Norte. Como parametros de
exclusiébn se tuvieron en cuenta enfermedades
como la hipertension, la diabetes, la hipercolestero-
lemia, la enfermedad de Alzheimer, asi como la
falta de claridad sobre si habia antecedente de
dichas enfermedades.

Genotipificacién del gen APOE

De todos los pacientes se obtuvo una muestra de
5 ml de sangre periférica en tubo vacutainer con
EDTA. El ADN gendmico se obtuvo mediante el kit
comercial UltraClean TM Blood DNA Isolation Kit®
(Mo Bio Laboratories, Inc.).

Para la determinacion de los diferentes alelos se
amplificd una regién del exén 4 del gen APOE
qgue contiene los sitios polimorficos 112 y 158 y
es donde ocurren las sustituciones de nucleétidos
que dan origen a las diferentes isoformas del
APOE, mediante los iniciadores especificos F4 5”.-
ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACAC-3" hacia
adelante y F6 5".-TAAGCTTGGCACGGCTGTCCA
AGGA-3" hacia atras (Invitrogen Life Technologies,
USA), descritos por Hixson y Vernier (14).

La amplificaciéon se hizo en el equipo ICycler®
(BioRad), bajo las siguientes condiciones: una
desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 3 minutos,
seguida de 30 ciclos con una desnaturalizacion
a 95 °C durante 45 segundos, una hibridacién a
62 °C durante 30 segundos, una extension a 72 °C
durante 30 segundos y una elongacion final a
72 °C durante 7 minutos. Se procedié entonces a
la digestion de las muestras con cinco unidades de
la endonucleasa de restriccion Hhal (Gibco-BRL,
Rockville, MD, USA) durante 16 horas a 37 °C. Los
fragmentos obtenidos se separaron por electrofore-
sis en gel de poliacrilamida al 8 % durante 4 horas
a 60 voltios, y se observaron los diferentes patrones
de bandas caracteristicos de cada genotipo de
acuerdo con lo reportado por Hixson, et al. (14).

Andlisis estadistico

El andlisis de las frecuencias alélicas y genotipicas
se hizo mediante conteo directo. Posteriormente,
se utilizd la prueba de ji al cuadrado para verificar
si las frecuencias observadas de los genotipos
guardaban concordancia con las esperadas bajo la
hipotesis de Hardy-Weinberg y el test de desequi-
librio de ligamiento con el programa estadistico
Arlequin, versién 3,1.
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Resultados

Los resultados obtenidos demostraron la presencia
del polimorfismo estudiado en el gen APOE de la
poblacion estudiada en Barranquilla, con base
en las muestras de 227 individuos: 123 mujeres
y 104 hombres.

Las frecuencias alélicas relativas de los alelos €2,
€3 y €4 fueron 1,8, 85 y 13 %, respectivamente.
Los genotipos encontrados fueron los siguientes:
€3/e3 (71,8 %), €3/e4 (24,2 %), €2/€3 (2,2 %), €2/e4
(1,3 %) y €4/e4 (0,4 %), y no se reportd el genotipo
€2/e2 (cuadro 1).

Las frecuencias encontradas concordaron con
las esperadas segun la ley de Hardy-Weinberg:
p=0,13893 para la posicion 112 y p=1,000 para
la posicion 158 del gen APOE. Por otra parte, los
resultados analizados mediante el desequilibrio de
ligamiento mostraron una segregacion indepen-
diente de ¢?=0,53317 (p=-0,46528; p>0,05).

Discusidén
Frecuencias alélicas del gen APOE en
Barranquillay otras poblaciones

Los resultados obtenidos en esta investigacion
demostraron la presencia del polimorfismo estu-
diado en la poblaciéon objeto en Barranquilla, en la
que el alelo mas frecuente fue el €3 (85 %), seguido
del alelo €4 (13 %) y del €2 (1,8 %).

Alelo €3

Como se ha reportado, el alelo €3 es el mas
frecuente a nivel mundial. En el grupo Xavante de
Brasil se encontré una frecuencia muy alta (98 %)
e, igualmente, en la poblaciébn mestiza de Peru
(93,9 %); en Costa Rica y Corea la frecuencia fue
de 91 %, en tanto que valores similares a los de la
poblacion estudiada (85 %) se han reportado en
poblacion de Bogota (85,2 %), asi como en México
(89,4 %) y Hungria (83,8 %), entre otros (11,15)
(Mata RM, Garcia LE, Herrera PE. Determinacién
del genotipo de la apolipoproteina E (APOE)
en poblaciébn mexicana para su aplicacion en

Cuadro 1. Distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas del
gen APOE en la poblacién estudiada de Barranquilla

Alelos n (%) Genotipos n (%)
€2 4 (1,8) €3/e4 55 (24,2)
€3 193 (85) €3/e3 163 (71,8)
€4 30 (13) €2/e3 5 (2,2)

€2/e4 3 (1,3)
ed/ed 1 (0,4)
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Alzheimer tardio. Memorias, Asociacion Mexicana
de Bioquimica Clinica. México, D. F., marzo de
2007;32 (Suplemento A). p.79). El alelo €3 es
considerado como el alelo salvaje en la mayoria
de las poblaciones a nivel mundial y juega un
papel fundamental en el metabolismo, puesto
que interviene en la homeostasis lipidica. En este
sentido, en la medida en que una poblacion tenga
una frecuencia elevada de este alelo, los riesgos
de enfermedades que afecten el perfil lipidico
seran menores.

Alelo €2

Diversos estudios poblacionales reportan una
frecuencia baja de este alelo. En este estudio en
Barranquilla, se reporté una frecuencia de 1,8 %,
la cual es similar a la encontrada en Brasil (2
%) y algo menor que la de Perd (1,1 %); no se
ha reportado en paises como Ecuador, en los
nativos de Australia ni en poblaciones indigenas
de Venezuela (15-18). Por el contrario, se han
encontrado frecuencias elevadas en Sudéfrica
(Wentworth: 19 %), Uganda (15 %), Dinamarca
(12,7 %), y en comunidades negras del Cauca y
del Chocé en Colombia (20 %) (19), lo cual difiere
totalmente de lo reportado en la literatura cientifica
en general.

El alelo €2 juega un papel protector frente a la
disminucién de las lipoproteinas de baja densidad
y se asocia con la aparicion de la hiperlipidemia
de tipo Ill, puesto que la apolipoproteina codificada
por este alelo no se une con facilidad al receptor
hepatico, lo que afecta el metabolismo de los
quilomicrones asociados con enfermedades meta-
bélicas. En este estudio su frecuencia fue baja,
lo que de alguna forma afecta a la poblacion por
su papel en la disminucion de las lipoproteinas de
baja densidad.

Alelo &4

El alelo €4 se ha reportado en mayor frecuencia
en Brasil (waiwai, 47 %), Ecuador (28 %), Nigeria
(25 %), Sudafrica (27 %), Australia (26 %), y en las
poblaciones de los nukak (37,5 %) y los coreguaje
(41 %), en Colombia. Por otro lado, en Perl (5 %)
y en poblaciones asiaticas de la India (0 %), Corea
(5 %) e Irdn (5 %), se ha registrado una baja
frecuencia de este alelo en comparacién con las
poblaciones africana y europea.

En estudios en Groenlandia se ha reportado una
frecuencia de 22,9 % para este alelo, porcentaje
alto comparado con otras poblaciones como la
de Finlandia, Japon y la de los amerindios, entre
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otros (19). Se cree que la poblacion de los waiwai
en Brasil, de los pigmeos y los khoisan en Africa,
y de los coreguaje y los nukak en Colombia,
presentan las frecuencias mas altas del alelo €4
observadas en el mundo (47, 40,7, 37, 41y 37 %,
respectivamente) (20-22).

La presencia del alelo €4 se considera un factor de
riesgo genético para la aparicion de enfermedades
cardiovasculares, como el infarto de miocardio,
y de la enfermedad de Alzheimer (23-25), por
lo que su estudio puede servir de tamizacion
inicial en los programas de prevencion de las
hiperlipidemias y de la enfermedad de Alzheimer
cuando su frecuencia sea muy significativa en las
poblaciones estudiadas.

Frecuencia genotipica del gen APOE en
Barranquillay otras poblaciones

El genotipo mas frecuentemente reportado en este
estudio fue el €3/e3, presente en 163 individuos
(71,8 %), seguido de los genotipos €3/e4 en
24,2 %, €2/e3 en 5 %, €2/e4 en 1,3 % y c4/e4
en 0,4 %. El genotipo €2/e2 no se encontrd en
la poblacion del estudio. En otros paises como
México, en donde los genotipos encontrados
fueron el €3/e3 (80,5 %), el €3/e4 (12,5 %) (es
decir, la mitad de la frecuencia obtenida en este
estudio), el €2/e3 (5,0 %), el €2/e4 (1,4 %), y el €4/
¢4 (0,4 %), no se encontré el genotipo £2/¢2, asi
como tampoco en Ecuador (cayapas), Australia,
(nativos), Brasil (xavante), San Basilio, Bogota, o
en las poblaciones embera, tule, yuco, coreguaje,
nuqui y nukak (17,18). En estudios llevados a cabo
en Colombia, Arango, et al., (26) reportaron en el
area urbana de Medellin, Colombia, los genotipos
€2/e2 (0,2 %), €2/3 (6,8 %), €2/e4 (0,6 %), £3/€3
(85,0 %), €3/e4 (7,2 %) y 4/¢4 (0,3 %). Asimismo,
en escolares de Quindio, Colombia, se encontraron
los genotipos €3/e3 (90,8 %), €3/e4 (3,2 %) y €2/€3
(5,6 %) (13). Como se ha reportado en diversas
poblaciones suramericanas, no se encontraron
los genotipos homocigotos para e4/e4 y g2/e2
(18,21). Por otra parte, en un estudio en Bogota
se reportaron los genotipos €2/e2 (0,7 %), €2/€3
(8,2 %), €2/e4 (1,4 %), €3/e3 (74,0 %), €3/e4 (14,9 %)
y €4/ €4 (0,7 %), con las siguientes frecuencias
alélicas: €2 (5,5 %), €3 (85,6 %) y €4 (8,9 %) (27).

Por dltimo, en una poblacion del Valle del Cauca
conformada por 140 individuos sanos, se encontra-
ron las siguientes frecuencias genotipicas: €3/ €3
(70,7 %), €3/e4 (21,4 %), €2/e3 (5,7 %), €2/e4
(0,7 %), €4/e4 (1,4 %), €2/e4 (0 %), con las
siguientes frecuencias alélicas: €2 (3,2 %), €3
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(84,3 %) y €4 (12,5 %) (Rivera-Franco N, Perdomo
V, Barreto G. Andlisis de polimorfismos asociados
al gen de apolipoproteina E y su distribucion en
poblaciones del surooccidente y centro colombiano.
Revista Asociacion Colombiana de Ciencias
Biolégicas. 2012;24(Supl.1):73. Memorias, XLVII
Congreso Nacional de Ciencias Biologicas, Cali,
octubre de 2012).

En la poblacion de diferentes paises se ha
encontrado diversidad genotipica, pero también,
algunas similitudes importantes. Svobodova, et
al., (28) estudiaron las frecuencias genotipicas y
alélicas en la poblacion de Mongolia y reportaron
los siguientes genotipos: €2/€2 (0 %), €2/€3 (5,7 %),
€2/ed (1,7 %), €3/€3 (65,3 %), €3/e4 (25,4 %) y €4/
€4 (1,9 %), con las siguientes frecuencias alélicas:
€2 (3,7 %), €3 (80,8 %) y €4 (15,5 %). Asimismo,
en Hungria se reportaron los genotipos €3/e3
(65,2 %), €3/e4 (15,9 %), €2/e3 (15,2 %), €2/e2
(2,3 %), €2/e4 (1,0 %) y €4/e4 (0,4 %), con las
siguientes frecuencias alélicas: €2 (10,4 %), €3
(80,7 %) y €4 (8,7 %9. Estos resultados reflejan
la diversidad alélica y genotipica de diferentes
poblaciones, pero también, la conservacion de
cierto grado de similitud en aquellas relacionadas
ancestralmente (17,18,27) (Rivera-Franco N,
Perdomo V, Barreto G. Analisis de polimorfismos
asociados al gen de apolipoproteina E y su
distribuciéon en poblaciones del suroccidente y
centro colombiano. Revista Asociacién Colombiana
de Ciencias Biolégicas. 2012;24 (Supl.1):73.
Memorias, XLVII Congreso Nacional de Ciencias
Biologicas, Cali, octubre de 2012).

Polimorfismo del gen APOE y enfermedad

El estudio del gen APOE ha demostrado defi-
nitivamente un acentuado polimorfismo entre
poblaciones, variabilidad genética que se refleja
en la predisposicion a ciertas enfermedades.

En los estudios de Torres, et al., (29) se reporto
que los niveles de triglicéridos presentaban una
tendencia al aumento (p<0,05) en los individuos
con el genotipo €3/e4 (172,1+16,9), en compara-
cién con quienes presentaban el genotipo £2/€3
(148,7+32,1). Por otro lado, en la poblacién de
Cali se reporté una correlacion negativa entre los
niveles de triglicéridos y el genotipo APOE, pero
si hubo significacion estadistica en la relacion
entre el genotipo €2/e3 y el nivel de colesterol,
en comparacion con los genotipos €3/e€3 y €3/
€4 (Rivera-Franco N, Perdomo V, Barreto G.
Analisis de polimorfismos asociados al gen de
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apolipoproteina E y su distribucién en poblaciones
del suroccidente y centro colombiano. Revista
Asociacion Colombiana de Ciencias Bioldgicas.
2012;24(Supl.1):73. Memorias, XLVII Congreso
Nacional de Ciencias Biologicas, Cali, octubre
de 2012). En otros estudios se ha observado un
incremento del colesterol total, de las lipoproteinas
de baja densidad y de los triglicéridos, asociado
a los genotipos del gen APOE, en particular en
aquellos con el alelo €4 (29,30) (Mosquera M,
Aguilar C, Pradilla A. Genotipo APOE y aso-
ciacion con el perfil lipidico en sujetos de 18 a
39 afos. Colombia Médica. 2008;39(Supl.2):1.
Reslimenes, V Congreso Internacional y VIl
Congreso Colombiano de Genética Humana, Cali,
septiembre 6y 7, 2007).

En forma similar, en algunos estudios en Brasil
se ha reportado que el alelo €4 se asociaba en
mayor medida con la elevacion del colesterol
total en la poblacién estudiada (31). Asimismo,
en una poblacion de Croacia se determin6 que el
gen APOE estaba involucrado en la aparicién de
la obesidad, especialmente el alelo €2, datos que
contradicen los de otros estudios (32).

Con respecto a las enfermedades metabdlicas, los
estudios genéticos han reportado que los individuos
con el genotipo €3/e4 presentan un incremento
de los niveles de lipoproteinas de baja densidad,
y que la presencia del alelo €4 probablemente
predispone a la aparicion de enfermedades de las
arteriales coronarias (33).

En cuanto a la enfermedad de Alzheimer, en
algunos estudios se ha reportado que no existe
una diferencia significativa entre casos y controles
en cuanto a la presencia del alelo €3, pero que si
hay significacion estadistica para los alelos €2 y
€4. Asimismo, los genotipos €3/e4 y €4/e4 se han
relacionado con la aparicion de la enfermedad
de Alzheimer (34,35). En otros estudios no se ha
encontrado una asociacion entre los genotipos de
este gen y las funciones cognitivas, lo cual podria
abrir un nuevo campo de investigacion (36).

Se puede considerar, entonces, que el polimorfismo
del gen APOE es un importante biomarcador de la
vulnerabilidad o de la proteccion frente a ciertas
enfermedades relacionadas.

En el presente estudio se demostr6 que las
frecuencias alélicas de €3 y del genotipo €3/e3
en la poblacién estudiada, eran similares a las
informadas en otros estudios efectuados en Brasil,
México y Colombia. Al igual que lo reportado en
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otras poblaciones, el genotipo €2/€2 no se encontrd
en la poblacion estudiada en Barranquilla. Por
ultimo, los alelos y los genotipos encontrados,
principalmente el alelo €4 y el genotipo e4/¢e4,
podrian estar relacionados con la presencia de
ciertas enfermedades como la hipercolesterole-
mia, el infarto del miocardio y la enfermedad de
Alzheimer, como quedd evidenciado en la literatura
cientifica revisada.
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