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CARDIOLOGIA DEL ADULTO - REVISION DE TEMAS :

La apolipoproteina E: el polimortismo genético y
su relacién con los cambios metabdlicos, los
hdbitos alimenticios y el origen étnico

Ana Maria Garcia C., MSc.

Medellin, Colombia.

La apolipoproteina E (Apo E) es una proteina plasmatica constituyente de las lipoproteinas, que
tiene como funcién mantener la estructura y regular el metabolismo de varias de ellas. Los tres alelos
mas comunes del gen de Apo E son €2, €3 y €4, los cuales producen tres isoformas de la proteina,
llamadas E2, E3 y E4. Estos tres alelos diferentes son heredados en forma codominante dando como
resultado seis genotipos: E2/2, E3/2, E3/3, E3/4, E4/4, E4/E2. El genotipo E3/E3 es el normal, con una
frecuencia poblacional de 77%. Se ha estimado que 60% de la variacion plasmatica del colesterol esta
determinada genéticamente; el polimorfismo de Apo E corresponde a 14% de esas variaciones
genéticas. La deficiencia de Apo E causa hipercolesterolemia severa. Genotipos especificos han sido
implicados en el desarrollo de aterosclerosis, de enfermedad coronaria, de hiperlipoproteinemia tipo
Il (HLP tipo Ill), de enfermedad cerebrovascular y de formas familiares y esporadicas de enfermedad
de Alzheimer.

Esta revisién muestra diferentes aspectos bioquimicos y genéticos de la apolipoproteina E, asi
como la relacion de las diferentes formas de expresion genética de esta proteina con los cambios
metabdlicos de las lipoproteinas y con el origen étnico y los habitos alimenticios.

Apolipoprotein E (Apo E) is a plasmatic protein, part of the lipoproteins; its function is to mantain the
structure and regulate the metabolism of many different lipoproteins. The three most common alleles
of Apo E gene are €2, €3 and €4, which produce three isoforms of protein E2, E3 and E4. This three
alleles are inherited in a codominant way, resulting in six genotypes: E2/2, E3/2, E3/3, E3/4, E4/4, E4/
E2. The normal genotype is E3/E3 and has a frequency of 77% in the general population. It has been
estimated that 60% of the plasmatic cholesterol variation is determined genetically. Apo E polymorphism
is responsible for 14% of the genetic variations. Apo E deficiency causes severe hypercholesterolemia,
atheros-clerosis and coronary heart disease. Specific genotypes have been implicated in diseases
such as type lll hyperlipoproteinemia (Type Il HLP), coronary heart disease, stroke, and in sporadic
forms of Alzheimer’s disease.

This review shows different biochemichal and genetic aspects of Apo E, its relationship with the
different forms of genetic expression, and the effect of ethnic origin and of nutritional habits.
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Generalidades

La apolipoproteina E (Apo E) es una de varias
proteinas que forman las lipoproteinas. Sus funciones
incluyen el mantenimiento de la estructura de las particu-
las de apolipoproteinasy la regulacion del metabolismo
de las mismas a través de uniones de alta afinidad entre
las apolipoproteinas que las contienen y los receptores
de LDL celulares [apo b, E (LDL)]. Esta unién inicia la
toma y degradacién de las lipoproteinas que llevan al
uso del colesterol de las lipoproteinas en la regulacién
del metabolismo intracelular del colesterol. Apo E com-
parte esta funcién con la apolipoproteina (1).

Se ha estimado que 60% de la variacién plasmdtica
del colesterol estd determinada genéticamente, y el
polimorfismo de Apo E corresponde a 14% de esas
variaciones genéticas. Los genotipos especificos se han
implicado en la hiperlipoproteinemia tipo IIl (HLP tipo 1l1),
en enfermedad coronaria, en enfermedad cerebrovas-
cular y en formas familiares y esporddicas de enferme-
dad de Alzheimer (2).

La asociacion del alelo €4 con el incremento de
riesgo de enfermedad coronaria, ha sido bien docu-
mentada. Se ha mostrado que el fenotipo de Apo E
posee asociacién significativa con este problema aun
luego de la regulacion de niveles lipidicos y de lipopro-
teinas en plasma, sugiriendo un incremento en el riesgo
aumentado de enfermedad coronaria en los portado-
res del alelo €4 que no sélo se explica por el efecto de
los lipidos circulantes. El riesgo de desarrollar enferme-
dad temprana se asocia también a este alelo (1, 2).

Inicialmente, se llamé apoproteina rica en arginina
y fue identificada por primera vez en 1973, como una
lipoproteina constituyente de las VLDL, caracterizada
en forma extensiva en diferentes especies animales. El
gran interés en estudiar esta molécula surgié de las
observaciones realizadas por Harvel y Kane en donde
se encontré una acumulacién de moléculas de VLDL y
quilomicrones ricos en Apo E, en pacientes con hiper-
colesterolemia tipo lll, desorden de origen genético,
sugiriendo que Apo E juega un papel clave en el
metabolismo del colesterol y de las VLDL (1).

La secuencia de aminodcidos de apo E obtenida en
1981, mostré que se trataba de un polipéptido de 299
aminodcidos que posee ocho secuencias consecutivas
repetidas (in tandem) de 22 residuos de aminoécidos
con naturaleza helicoidal anfipética, caracteristicas que
sugieren una relacién con la unién a lipidos (2).
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La estructura secundaria de Apo E consta de 62% de
hélices a, 9% de hojas o, 11% de vueltas By 18% de
estructura aleatoria. Posee, ademds, hélices a.amfipdticas
(una cara con residuos polares y ofra con residuos
apolares), caracteristica estructural de todas las
apolipoproteinas y que es fundamental para la unién a
los lipidos. La proteina posee dos dominios estructurales
separados por la estructura aleatoria: la regién amino-
terminal (entre los aminodcidos 1 a 191) en la cual se
encuentra el sitio activo, y la regién carboxi-terminal con
estructura tipica de apolipoproteina, en donde se encuen-
tra el sitio de unién a lipidos (1).

Polimorfismo en Apo E

El gen de la Apo E fue localizado en el cromosoma
19, cerca y ligado a los genes de Apo CI/ClI. Este gen
estd formado por cuatro exones y tres intrones, con una
extension de 3.597 nucledtidos (2).

El locus del gen estructural de Apo E es polimérfico.
Los tres alelos mds comunes que se denominan €2, €3y
€4, producen tres isoformas de la proteina llamadas E2,
E3 y E4. Estos tres alelos son heredados en forma
codominante dando como resultado seis genotipos: E2/
2, E3/2, E3/3, E3/4, E4/4, E4/E2. Apo E3 es la
isoforma de la proteina mds comdn con una frecuencia
de 77% en la poblacién y contiene una cisteina en la
posicién 112y unaarginina en la posicién 158. Apo E2,
que posee la mds baja frecuencia, se encuentra en el
8%-11% y contiene cisteina en ambas posiciones. Apo
E4 se encuentra en 12% a 15% de la poblacién y
contiene arginina en ambas posiciones (2-4).

Métodos de deteccion del polimorfismo

Inicialmente, la caracterizacién fenotipica de las dife-
rentes isoformas de Apo E, se basaba en la separacion
de estas moléculas del plasma sanguineo con base en
su carga neta utilizando la técnica del isoelectroenfoque
(IEF) y visualizadas con tinciones para proteinas. El
procedimiento de identificacién de los isotipos se simpli-
ficé con la transferencia de las proteinas a membranas
de nitrocelulosa después del IEF y la visualizacién de las
mismas porinmunotransferencia (immuno-blotting). Los
métodos de fenotipificacién por IEF, tienen la desventaja
de poseer bajo poder discriminatorio y poca confiabili-
dad, haciendo que no se puedan distinguir variantes de
apo E que tengan la misma carga neta (2).

Posteriormente y con la aparicién de técnicas
moleculares como la reaccién en cadena de la
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polimerasa (PCR - Polimerase Chain Reaction), se
logré el andlisis genotipico de Apo E. Se han disefia-
do estrategias para desarrollar la PCR e identificar el
polimorfismo de Apo E, de tal manera que amplifique
secuencias que contengan tanto las variantes en se-
cuencia de E2 como el E4, correspondiendo a los
residuos 112 y 158. Para identificar los genotipos
mayores (E2, E3, E4) se utiliza la amplificacién por
PCR de los fragmentos especificos y el tratamiento de
mismos con enzimas de restriccion especificas, segui-
da por la electroforesis en gel de agarosa (PAGE). La
visualizacién de los fragmentos de ADN se realiza con
tincién con bromuro de etidio o nitrato de plata. La
Tabla 1 muestra una serie de mutaciones menos
frecuentes que representan nuevos genotipos de Apo E y
que han sido identificados por andlisis de secuencia (2).

El polimorfismo y la afinidad por los receptores de
LDL

Las LDL poseen dostipos de receptores para Apo E: unos
especificos y ofros que reconocen también Apo B. La
unién de las isoformas de Apo E al receptor, se da con
una afinidad diferente, de modo tal que Apo E4 se une
de una maneraigual o un poco mayor que como lo hace
Apo E3, mientras que la afinidad de Apo E2 es un 2%
de la afinidad de E3. Esta interaccién diferencial con los
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receptores de lipoproteinas especificos, produce una
variacion de los niveles lipidicos y de lipoproteinas
circulantes (2, 3).

La isoforma E4 tiene alta afinidad con las lipopro-
tefnas ricas en triglicérido e induce una retoma mas
rdpida de estas particulas por el higado. Como conse-
cuencia, el colesterol contenido en los hepatocitos se
incrementa y el nGmero de receptores de LDL es regu-
lado negativamente, disminuyendo su nimero. Esto
resulta en la disminucién del catabolismo de la LDL
plasmdtica y en el incremento de los niveles de coles-
terol unido a LDL (LDL-c). Esta relacién se ha encontra-
do en individuos caucésicos homo (E4/E4) y
heterocigéticos (E4/E3) para este alelo, y se asocia con
elevados niveles de colesterol total y LDL, comparado
con los niveles obtenidos con el alelo mds comdn que

es €3 (2, 3).

El alelo de Apo €2 tiene el efecto metabélico opuesto
al descrito para el alelo ¢4. Como la afinidad de E2
hacia los receptores es reducida, hay decremento de los
niveles de colesterol contenido en los hepatocitos e
incremento de los receptores de LDL por una regulacién
positiva, resultando en un aumento del catabolismo de
las LDL del plasmay bajando el nivel del colesterol unido
a LDL. Este alelo se asocia entonces a bajas concentra-

Tabla 1
ISOTIPOS DE APO E MENOS FRECUENTES

Isoforma Cambio de AA Union al receptor Frecuencia y efecto

E3 - 100% 75%, fenotipo normal
E2 Arg %8 = Cys <2% 10%, HLP IIl, aterosclerosis, ~TG,¥LDL-c
E4 Cys "? = Arg 100 o mayor 15%, aterosclerosis, Alzheimer NTG, wLDL-c,
E1 Lys "¢ = Glu No conocido HLP 111
E1 Gly ' = Asp Aprox. 4 HLP 1l

Arg %8 = Cys
E1 +2 Cys No conocido E1 (Bethesda), HLP Il
E2 Arg 13 = Ser 40 E2 (Christchuch), HLP I
E2 Arg 145 > Cys 45 HLP 1l
E2 Lys ¢ = Gln 40 HLP Il
E3 Insercion 121-127 25 E3 (Leiden) HLP Il
E4 Leu 2 = Pro 60 0.23%, Enfermedad coronaria, hiperlipidemias (lla,llb,IV yV)
E3 Ala 7 = The No conocido No determinado

Ala 2= Pro
E3 Cys 122 Arg <4 HLP 11

Arg 42 = Cys
E5 Cys "2 = Arg 100 No asociada a desérdenes lipidicos

Pro & = Arg
E5 Glu 3= Lys Aprox. 200 Hiperlipidemia y aterosclerosis
E7 Glu ?* = Lys No conocido E7 (Suita), hiperlipidemia, aterosclerosis, diabetes

Glu 2% = Lys
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ciones de LDL y colesterol total y al aumento en la
concentracién de triglicéridos, comparado con los nive-
les obtenidos con el alelo €3 (2-4).

El polimorfismo de Apo E y su relacion étnica

La frecuencia de alelos de Apo E varia también segin
el origen émico. El alelo €4 es considerablemente mayor
en poblacién afro-americana; en poblacién caucdsica
estd en los rangos reportados como normales, siendo
del 14%, y en poblacién hispanica de 10%, un valor
levemente menor, pero sin significancia estadistica. La
frecuencia del genotipo E4/E4 disminuye con la edad y
se sugiere que su relacion con el incremento de LDL-c
tiene un impacto negativo en la longevidad (5).

Para probar que el polimorfismo en Apo E estd
asociado con los lipidos plasmdticos en personas de edad
y que el grado de asociacién varia segin la raza y el origen
étnico, se realizé un estudio en el que se encontré que el
polimorfismo en Apo E en poblaciones multiétnicas, es
determinante en los niveles lipidicos del suero con efectos
diferentes dependiendo del origen étnico. Por ejemplo, la
presencia de €2 se asocia a bajos niveles de LDL-c y baja
en la tasa de colesterol total/HDL-c, pero el genotipo no
afecta los niveles de HDL-c (5).

Otro estudio efectuado en una poblacién rural de
nativos americanos en donde se examiné la influencia
genética de las variaciones en el locus del gen de Apo
E en la variacién de los niveles plasmdticos de lipidos,
encontré una notable baja presencia del alelo €2 (2.3%).
No se encontraron diferencias en las concentraciones de
LDL-c, entre los genotipos E3/E3 y E4/E3, y los portado-
res del genotipo E2/E3 tuvieron un decremento en estos
valores. Con estos resultados concluyen que el alelo €4
no tiene efecto en el incremento de los niveles de LDL-c
en sociedades no occidentalizadas, y que los factores
ambientales asf como la dieta y el estilo de vida pueden
disminuir la predisposicién hipercolesterolémica resul-
tante de la presencia del alelo €4 (3).

En indigenas australianos en quienes se buscaron
frecuencias alélicas para Apo E y su posible asociacién
con las concentraciones lipidicas, se encontré que la
frecuencia alélica del genotipo E4/E4 fue significativa-
mente mayor en estos individuos que la de un grupo
control de poblacién de ascendencia europea. Adicional-
mente, se encontré que los indigenas de genotipo E4/E4,
tendian a tener concentraciones mds altas de triglicérido
que aquellos con genotipos E3/E3 y E2/E3 (6).
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El polimorfismo de Apo E y su relacién con la dieta
y el estilo de vida

La magnitud de influencia de los genotipos de Apo E en
la respuesta a diferentes dietas e interacciones ambien-
tales es controversial, y son varios los estudios en busca
de este tipo de respuestas (7).

Para obtener una respuesta a dietas bajas en coles-
terol se realizé un estudio con pacientes de los genotipos
E3/E3, E3/E4, E4/E4, los cuales fueron sometidos
sucesivamente a tres tipos de dietas en el siguiente
orden: primero una dieta estandar (38% de grasas y
300 mg de colesterol), luego una dieta modificada del
NCEP (National Cholesterol Educational Program) (34%
grasas y 265 mg de colesterol) y finalmente la dieta del
NCEP con alto colesterol (43% grasas y 566 mg de
colesterol). En los resultados se encontré que los dife-
rentes genotipos difieren en la respuesta al colesterol
total. Con la dieta NCEP hubo un decremento del -
14.1% en sujetos con el genotipo E4/E4, y al elevar
moderadamente la cantidad de colesterol ingerida
(adicién de 300 mg de colesterol), hubo un incremento
del colesterol total en este grupo (10.4%), concluyendo
que la respuesta es mayor en genotipos E4/E4 y que
aun con una discreta elevacion de la ingesta de coles-
terol se pueden encontrar elevaciones del 10% en el
colesterol total del suero (8).

Otro estudio buscé la relacién entre la respuesta de los
genotipos de Apo E al tratamiento con dieta baja en
colesterol (200 mg de colesterol dia, durante un afio), en
pacientes con diabetes mellitus tipo 1. En los pacientes con
almenosunaleloe4 (Grupo E4), lalinea base del colesterol
totaly el LDL-c, se encontraron incrementados comparado
con el grupo del alelo €3. La aplicacién de la dieta resultd
en una disminucién similar en el colesterol en ambos
grupos, y en el grupo E4 el colesterol total y el LDL-c
disminuyé a niveles similares a los del grupo E3, con
cambios mayores y estadisticamente significativos compa-
rados con los del grupo E3. De esta manera, se encontré
una asociacién en las anormalidades en lipoproteinas
relacionadas con la aterogénesis y que los pacientes con
alelos €4 responden mejor a la dieta que aquellos porta-
dores del alelo €3 (9).

Para evaluar los efectos de los genotipos y de los
ambientes de crianza en los niveles lipidicos, se estudia-
ron gemelos idénticos homocigéticos criados separa-
dos, comparéndolos con gemelos criados juntos. Este
trabajo y el desarrollado por Aguilar en 1998 en
poblacién rural de nativos americanos, muestran que los
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factores ambientales asi como la dietay el estilo de vida,
pueden jugar un papel importante en la variabilidad de
los niveles lipidicos y en la predisposicién hipercoleste-
rolémica (3, 10).

Conclusiones

Apo E es una proteina de gran importancia en la
regulacién metabdlica de las lipoproteinas asi como en
el transporte de lipidos desde diferentes tejidos y dentro
de éstos. El elaborado sistema de almacenamiento,
liberaciény reutilizacién del colesterol dependen de una
regulacién coordinada entre la sintesis de Apo E y la
expresion de los receptores de LDL celulares. El
polimorfismo genético en Apo E resulta de la combina-
cion de diferentes alelos que codifican proteinas que
presentan sustitucion en un Unico aminodcido, cambio
que define a nivel celular y molecular el papel de esta
proteina en el metabolismo normal y anormal de las
lipoproteinas. De esta manera, la hipercolesterolemia
tipo Il que es asociada a aterosclerosis prematura, es
efecto secundario de la presencia de una variante de
Apo E, la cual no se une en forma normal al receptor
celular de lipoproteinas y produce un metabolismo
irregular y disminuido de las mismas.

El origen étnico es un factor deferminante en la
proporcién de los genotipos. Es asi como en la pobla-
cién afro-americana, €4 se presenta con mayor frecuen-
cia que en la poblacién caucésica e hispanica, y el alelo
€2 se presenta en una proporcién inusualmente baja en
nativos americanos, viéndose con mayor frecuencia
casos de hipercolesterolemia tipo Ill en este grupo.

Finalmente, los factores ambientales, el estilo de vida
y los hébitos alimenticios pueden tener efecto sobre la
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predisposicién a la hiercolesterolemia resultante de la
presenciadel alelo 4. La disminucién en el contenido de
colesterol consumido en la dieta, puede llevar a pacien-
tes con alelos €4 que presentan niveles altos de colesterol
total, a decrementos sustanciales de estos niveles e
incluso a niveles normales.
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