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Prevalence of Variants in the Apolipoprotein E (APOE) Gene in a General
Population of Adults from an Urban Area of Medellin (Antioquia)

ABSTRACT

Objective: To determine the allelic and genotype frequencies of apolipoproteine E (APOE)
gene in a representative sample of the adult population of Medellin in 2010.

Methods: A representative sample of the adult population of Medellin, was obtained by
means of a multi-stage, stratified, conglomerate based sampling method. APOE genoty-
ping was carried out on each of the participants. The sampling design was taken into
consideration for the frequencies and association analysis.

Results: The frequencies of the APOE alleles E2, E3 and E4 were 3.9, 92.0 and 4.1%, respectively.
The frequencies of the different APOE genotypes were as follows: 2/2, 0.2%; 2/3, 6.8%; 2/4,
0.6%; 3/3, 85.0%; 3/4, 7.2%, and 4/4, 0.3%.

Conclusions: The allelic and genotype frequencies of APOE in an adult population of Medellin
did not differ substantially from other series reported in South America. These data are
important to determine the real impact of APOE on the population risk of several psychiatric

diseases.

© 2013 Asociacién Colombiana de Psiquiatria. Published by Elsevier Espaiia, S.L. All

rights reserved.

Introduccién

La apolipoproteina E (ApoE) es una proteina de 299 aminodci-
dos, codificada por un gen en el cromosoma 19 (q13.2-q13.3)*.
El gen APOE es polimoérfico, con tres alelos conocidos como
E2, E3 y E4 que se heredan de manera codominante. Cada
uno de los padres aporta un alelo, lo cual da como resultado
tres genotipos homocigéticos denominados: E2/2, E3/3, E4/4 y
tres heterocigotos: E3/2, E4/2 y E4/32. El alelo E3 es el més fre-
cuente y E2 y E4 se consideran variantes que se diferencian
entre si por una sustitucién de aminodacidos de los codones
112 y 158%3. Cada alelo codifica una proteina conocida como
E2, E3 y E4. Cada isoforma se diferencia funcionalmente por
su afinidad por el receptor de lipoproteinas de baja densidad
(LDLR) y por las particulas lipoproteicas*. La ApoE se sinte-
tiza principalmente en el higado y el cerebro, su velocidad
de sintesis es inversa a la absorcién® y participa en el trans-
porte de lipidos desde el higado a las células periféricas y en el
transporte inverso desde las células a la circulacién. Ademas,
tiene un papel crucial en enriquecer de colesterol la lipopro-
teina de alta densidad (HDL)3.

La ApoE es la principal apolipoproteina encontrada en el
sistema nervioso central (SNC) y se la ha relacionado con
varias enfermedades neuropsiquidtricas. El alelo E4 es uno
de los factores genéticos més firmemente asociados con el
riesgo de enfermedad de Alzheimer esporadica y de progre-
sién a esta desde un deterioro cognitivo leve>; por otro lado,
el alelo E2 esté considerado factor protector contra esa misma
enfermedad®. También se ha encontrado asociacién del alelo
E4 con otras demencias como la frontotemporal®®1!,

El gen APOE ha sido estudiado en otros trastornos mentales
diferentes de las demencias, como la depresiéon de apari-
cién tardia, que es 4,7 veces mas frecuente en portadores
del alelo E4'213, y en pacientes con trastorno bipolar se ha
observado que este alelo se asocia con peor desempefio cog-
nitivo, aparicién temprana y sintomas psicéticos'»1>. Ademas,

se ha encontrado asociacién entre el alelo E4 y el riesgo
y la presentacién clinica de esquizofrenia, particularmente
una menor edad de inicio, pero los resultados han sido
contradictorios?®1°.

Con respecto a trastornos no psiquiatricos, los portadores
de un alelo E4 tienen una respuesta peor al trata-
miento después de traumatismo craneoencefélico y mayor
depésito cerebral de betaamiloide?®?!, Mas aun, se ha
reportado que los portadores del alelo E2 tienen mayor
riesgo de expansién del hematoma cuando hay hemorragia
intracerebral??. Ademas, el polimorfismo en APOE puede ser
lacausa de entreel 2yel 11% de la variacién total del colesterol
en sangre®. El efecto de este gen en el colesterol no se ha visto
que cambie significativamente entre diferentes poblaciones?*
y se considera que estd involucrado en el desarrollo de la
enfermedad cardiovascular mediante mecanismos relaciona-
dos con la agregacién plaquetaria y el transporte inverso
de colesterol?>?®. La asociacién entre APOE y aumento del
riesgo de enfermedad cardiovascular puede deberse a cau-
sacién inversa; es decir, que la enfermedad en si produzca
cambios en las lipoproteinas o que la ApoE tenga otras funcio-
nes diferentes del transporte de lipoproteinas?’. No obstante,
la distribucién geogréfica de los alelos para la ApoE puede ser
un predictor estadisticamente significativo de la variacién en
el promedio de las concentraciones de colesterol y la tasa de
mortalidad cardiovascular?®2°.

Ya que el alelo E4 del gen APOE es un factor de riesgo de
diversos trastornos claramentemente demostrado, es impor-
tante saber qué impacto tiene en la incidencia poblacional
de estos. Para ello es necesario conocer las prevalencias de
los alelos y genotipos de APOE en poblacién general. Se han
realizado estudios en diversos lugares del mundo que han
mostrado que las frecuencias de alelos y diferentes genoti-
pos varian mucho entre poblaciones. Por ejemplo, en Libano
la frecuencia del genotipo E3/3 de APOE fue del 68,7%, con fre-
cuencias alélicas de E3 del 84%, de E2 del 7,2% y de E4 del
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8,8%°C. E1 E2 se report6 ausente en una poblacién de 165 suje-
tos de Arabia Saudi, que son semejantes a los libaneses en sus
ancestros3!. Resultados concordantes en cuanto a la ausen-
cia del E2 se han publicado para tribus indigenas americanas
como los Bari y Yucpa en Venezuela y Mazateca en México3233,
En otras poblaciones suramericanas, como la brasilena, se han
reportado frecuencias alélicas de APOE semejantes a las de
poblacién caucésica de paises occidentales. Por ejemplo, el
alelo E3 se encontré con una frecuencia de 80%; el E2, del 6,5%,
y el E4, del 13,5%34. En Colombia, ya se han realizado varios
estudios sobre el tema. Uno en sujetos amerindios y afroco-
lombianos, que incluyd aproximadamente a 30 individuos de
17 poblaciones para un total de 532. Se observé que en todas
las poblaciones el alelo mas comtn era el E3; en las comunida-
des negras de Cauca y Quibdé, el alelo E2 tenia una prevalencia
inusualmente alta (20%), pero en los indigenas estaba ausente
(excepto los Tule); ademas el alelo E4 se presentaba en el 37%
de los Nukak y el 41,1% de los Coreguaje®. Hay otros dos estu-
dios, realizados en nifios: uno con 691 escolares de la regién
centro-oriental (Cundinamarca, Boyacd, Meta, Santander y
Norte de Santander), que mostr6 prevalencias de E3 del 86%,
de E2 del 4% y de E4 del 8%, y otro con 500 ninos del Quindio,
que obtuvo frecuencias de los alelos E3,E2 yE4 del 91,6, el 5,3y
el 3,1% respectivamente3®37, Forero et al®® reportaron en adul-
tos bogotanos de 18-65 anos frecuencias de E3, E2 y E4 del 85,6,
el 5,5 y el 8,9%, y en adultos mayores de 65 anos, cifras simi-
lares: el 86,8, el 3,9 y el 9,3%. Sin embargo, en este estudio las
muestras se tomaron por conveniencia de estudiantes univer-
sitarios y sujetos no dementes que participaron en estudios de
deterioro cognitivo y alta longevidad, por lo que podrian no ser
representativos de la poblacién de Bogotd. No tenemos conoci-
miento de un estudio realizado en una muestra representativa
de poblacién adulta en Colombia que permita una estimacién
no sesgada de la prevalencia de las variantes genéticas de
APOE. Ademads, dadas las variaciones que se han visto en sub-
poblaciones colombianas, seria 1til tener datos de frecuencias
alélicas y genotipicas en poblacién antioquena, la cual tiene
grado de homogeneidad debido a un efecto fundador y aisla-
miento geogréfico durante la mayor parte de su expansién®.
Por consiguiente, se realizé la presente investigacién, que tuvo
como objetivo establecer la prevalencia de los diferentes geno-
tipos y alelos del gen APOE en la poblacién general adulta del
area urbana de Medellin, Antioquia, Colombia.

Materiales y métodos

Este es un estudio de corte transversal realizado en poblacién
general adulta de Medellin. Antes de cualquier procedimiento,
el protocolo de investigacién y el consentimiento informado
fueron aprobados por los Comités de Etica e Investigaciones
de la Facultad de Medicina de la Universidad de Antioquia y el
Hospital Universitario San Vicente Fundacién.

Participantes

Se tomé como poblacién de referencia para el estudio a todas
las personas mayores de 18 afios que vivian en la zona urbana
de la ciudad de Medellin, exceptuando los corregimientos, en
2010.

Se calculé un tamano de muestra para el estudio de
la proporcién de genotipos en la poblacién empleando una
proporcién del 50% para garantizar un maximo tamano de
muestra, una confianza en la estimacién del 95%, un error
maximo permisible del 3% y un efecto de disefio del 1,5 (razén
entre el error estandar del diseno empleado y el obtenido
tratando la muestra como simple aleatoria). El tamano de
muestra calculado fue 1.267 sujetos y se adicioné un 10% por
posibles pérdidas, lo que hizo un total de 1.393.

Se hizo un muestreo polietdpico estratificado por con-
glomerados. Se estratificdé por nivel socioeconémico y los
conglomerados fueron las comunas, manzanas y casas. Final-
mente, se escogié aleatoriamente a personas adultas que
fueron la unidad de analisis final.

Para seleccionar las manzanas de donde se escogieron las
viviendas y en estas las personas mayores de 18 afos, se
estableci6 un cociente entre el nimero de viviendas en cada
estrato socioecondmico y el gran total, y cada uno de estos por-
centajes se multiplicé por el nimero total de adultos mayores
de 18 afios que se requeria seleccionar. Asi se obtuvo el nimero
de personas a las que se encuestaria en cada estrato. Se tomé
como criterio estadistico a 5 personas de cada manzana, bajo
la presuncién de distribucién similar de los adultos mayores
de 18 en cada una. De esta forma, se establecié una estima-
cién del total de manzanas que era necesario elegir en general
y en cada estrato. Dado que se seleccionaron las manzanas
de acuerdo con su volumen en cada estrato socioeconémico,
se tomo la informacién que da cuenta de dichos voliumenes
del Departamento Administrativo de Planeacién Municipal y
Secretaria de hacienda Municipal del afo 2002, porque no se
logré obtener informacién mds reciente. Asimismo se utilizé
el listado de manzanas de la Oficina de Catastro Municipal
como marco de muestreo. Una vez hecha la distribucién alea-
toria del nimero de manzanas a elegir en cada comuna por
estrato socioeconémico, se procedid a su seleccién aleatoria;
para ello se utilizd un muestreo sistematico, ordenando las
manzanas por la comuna a la cual estdn asignadas y luego
utilizando un salto de muestreo (cociente del nimero de man-
zanas existentes y numero de manzanas a seleccionar en el
estrato socioeconémico especifico). Las manzanas selecciona-
das se ubicaron en un mapa que las georreferenciaba en la
ciudad de Medellin. Para la seleccién de las viviendas, se fue
a cada una de las manzanas escogidas previamente y alli se
hizo, de nuevo, un muestreo sistematico de modo que la pri-
mera vivienda fuera seleccionada; luego se calculf el salto de
muestreo (cociente entre el nimero de viviendas en la man-
zana y 5), y se procedid a escoger la vivienda. Se excluyeron
de la muestra de viviendas los edificios correspondientes a
instituciones tales como cuarteles, colegios o similares, por
sus caracteristicas especiales que los apartan de la definicién
de vivienda familiar. En cada vivienda se hizo un listado de
los que alli residian y tuvieran mas de 18 afos, y se escogid
de forma aleatoria simple a la persona a la que se invitaria a
participar en el estudio.

Procedimientos
Una vez identificada la vivienda, en la vispera de la visita

se dejaban bajo las puertas volantes en los cuales se les
informaba acerca del estudio. Al dia siguiente se hacia una
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visita en la cual se seleccionaba a la persona que iba a
ser invitada a participar en el estudio y se hacia el proce-
dimiento de lectura y firma del consentimiento informado.
Si la persona seleccionada de la lista de residentes en la
vivienda no se encontraba alli, se acordaba con ellos una nueva
visita.

Después de leer y firmar el consentimiento infor-
mado, a todos los participantes se les hizo un breve
cuestionario sobre informacién sociodemografica y de ante-
cedentes médicos y se tomo una muestra de 10 ml de
sangre.

Procedimientos de laboratorio

Extracciéon de ADN: se tomaron medidas de cuidado biolégico
para la manipulacién de las muestras, que consisten de 10 ml
de sangre periférica en tubos con EDTA. Estas se almacena-
ron a 4°C. La extraccién de ADN se hizo utilizando protocolos
estandar de fenol-cloroformo. El ADN extraido se resuspen-
di6 en buffer Tris EDTA, se prepararon alicuotas de trabajo y se
almacenaron a -20°C.

Genotipificacién de polimorfismos en APOE: el gen APOE
se tipificé usando PCR como describieron Hixson et al®. Un
fragmento del exén 4 del gen APOE se amplificé utilizando
los cebadores con las siguientes secuencias: 5’- ACAGAATTCG-
CCCCGGCCTGGTA-3’ y 5’- TCCAAGGAGCTGCAGGCGGCGC-3'.
La PCRse llevé a cabo en un volumen total de 25 uly se utiliza-
ron 0,5 U de Taq polimerasa, un buffer para PCR sin magnesio
que contenia 200 mM de tris-HC], pH 8,4 y 500 mM de KCl, 1
mM de MgCly, un 10% de dimetilsulféxido y una mezcla de
nucleétidos que contuvieran 0,2 mM de cada uno dNTPs pH
7, 0,5 mM de cada primer y 100 ng de ADN y se ajusté al volu-
men de 25 pl de agua doblemente destilada. Se realizaron 40
ciclos de amplificacién a 94 1 min, 64°C 1 min y 72°C 1 min;
finalmente, un paso adicional de elongacién de los productos
de amplificacién a 72°C 10 min. El producto de amplificaciéon
se digiri6 mediante 0,33 U/pl de la endonucleasa de restric-
cién Hhal (Fermentas), que reconoce la secuencia GCGC. El
ADN amplificado se corté en todos los sitios que contuvieran
esta secuencia. El numero de fragmentos cortados permitié la
genotipificacién del APOE. Por ejemplo, dos fragmentos inva-
riables de 16 y 18 pb son comunes para todas las isoformas.
El alelo 3 tiene otras tres secuencias GCGC que se digieren y
producen fragmentos de 33, 48 y 91 pb. El alelo 2 fue cortado
en cuatro sitios y se produjeron fragmentos de 91, 81, 18 y
16 pb. El alelo 4 contiene seis secuencias GCGC. Los fragmen-
tos que se produjeron fueron de 16, 18, 19, 34, 48 y 42 pb. La
resolucién de los genotipos se realizé mediante una electro-
foresis en gel de poliacrilamida al 18% tefiido con bromuro de
etidio.

Control de calidad de la genotipificacién: en cada gel
se incluy6 a los individuos con genotipos conocidos para
descartar digestiones parciales. Se tomé registro fotografico
de cada gel para realizar una segunda lectura indepen-
diente. En caso de discrepancia entre lecturas, el genotipo
se repitié desde la amplificacién hasta que hubiera con-
senso. Se repitié el 5% de los genotipos al azar para evaluar
la concordancia entre experimentos. Tal procedimiento se
repitié hasta obtener una reproducibilidad al menos del
95%.

Tabla 1 - Caracteristicas demograificas y antecedentes

clinicos de los adultos de poblacién general de estratos
bajos y medios-bajos de la ciudad de Medellin, 2010

Pacientes, n 964

Edad (afos)
Escolaridad (afos)

45,07 + 16,17 (18-93)
8,41 & 4,35 (0-23)

Mujeres 645 (66,9)

Estado civil
Soltero 348 (36,1)
Casado 292 (30,3)
Unién libre 181 (18,7)
Separado o divorciado 74 (7,7)
Viudo 69 (7,2)

Estrato socioeconémico
1 (muy bajo) 108 (11,2)
2 (bajo) 413 (42,8)
3 (medio bajo) 333 (34,5)
4 (medio) 74(7,7)
5 (medio alto) 33 (3,4)
6 (alto) 3(0,3)

Los valores expresan n (%) o media + desviacién estandar
(intervalo).

Procesamiento de los datos y andlisis estadistico

Se evalué el equilibrio de Hardy-Weinberg para APOE utili-
zando el programa ARLEQUIN versién 3.01.

Para la generacién de estimaciones no sesgadas de las
prevalencias, se analizaron los datos con el médulo para
muestras complejas del programa estadistico SPSS versién
18,0, teniendo en cuenta el factor basico de expansién que es
el reciproco de la probabilidad final de seleccién de las perso-
nas, la cual es el producto de las probabilidades de seleccién
de cada etapa del muestreo. Las ponderaciones se multipli-
caron entre si, y el factor resultante se normalizé en funcién
del tamano de la muestra obtenida, lo que dio lugar a la pon-
deracién final. Se calcularon promedios con sus respectivos
intervalos de confianza del 95% (IC95%) para la variable edad
y frecuencia y porcentajes para las variables sexo, alelos y
genotipos de APOE.

Resultados

Las frecuencias genotipicas de APOE estuvieron en equilibrio
de Hardy-Weinberg (p>0,05). De los 1.393 sujetos invitados a
participar en el estudio, tnicamente aceptaron 964 (69,20%), y
hubo una alta frecuencia de rechazo en los estratos socioeco-
némicos 4 (medio), 5 (medio-alto) y 6 (alto). Las caracteristicas
sociodemogréficas de los sujetos se pueden ver en la tabla 1.
La muestra estuvo constituida en un 66,9% por mujeres, lo
cual es diferente de los reportes de los censos de la ciudad.
Debido al sesgo que esto pudiera generar, se hizo correccién
por sexo para el andlisis teniendo en cuenta las distribuciones
reportadas por el DANE del tltimo censo.

El alelo E3 fue el encontrado con mayor frecuencia en
la poblacién (92%; 1C95%, 88,6%-94,5%), y los alelos E2 y E4
tuvieron una prevalencia similar entre si. Los genotipos mas
frecuentes fueron E3/3, 3/4 y 2/3 (tabla 2).
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Tabla 2 - Frecuencias de los genotipos y alelos del gen

APOE en los adultos de poblacion general de Medellin,
2010

Frecuencia (IC95%), %

Genotipos
2/2 2 (0,1-0,6)
2/3 8 (3,9-11,8)
2/4 6 (0,2-1,7)
3/3 85 (78,7-89,7)
3/4 2 (4,9-10,4)
4/4 0,3 (0,1-1,0)
Alelos
Epsilon 2 3,9 (2,3-6,5)
Epsilon 3 92,0 (88,6-94,5)
Epsilon 4 4,1(2,8-5,9)
Discusion

En el presente estudio se describe la prevalencia de alelos y
genotipos de APOE en poblacién general adulta de Medellin.
Como en muchas de las poblaciones del mundo, el genotipo
E3/3 fue el més prevalente, seguido por el E3/4. La prevalen-
cia del alelo E2 fue del 3,9%, muy semejante a la del E4 y
ligeramente mas baja que la encontrada en 500 nifios de la
regién central del pais (5,3%)%%. La frecuencia del E2 reportada
en el estudio que incluyé a ninos de la regién centro-oriental
(4%) y el de adultos de la regién nororiental de Colombia no
difieren de la reportada en este estudio®®38. No obstante, la fre-
cuencia de este alelo es inferior a la reportada en poblaciones
europeas (hasta el 10% de los controles sanos)*!

Se ha mostrado que la frecuencia del alelo E2 es muy baja o
ausente en la poblacién mestiza centroamericana y surameri-
cana de ascendencia Maya y Mazateca, al igual que en algunas
tribus indigenas como los Bari y los Yucpa en Venezuelal®#2,
En Perq, la frecuencia del alelo E2 en voluntarios aparente-
mente sanos fue del 1,1%*3. En Colombia, dada la mezcla
racial, la frecuencia de este alelo ocupa un lugar intermedio
entre las poblaciones aborigenes de Centroamérica y Suramé-
rica y la poblacién caucdsica europea.

Callas et al encontraron frecuencias alélicas muy semejan-
tes a las presentadas en este estudio; en 691 ninos de la regién
nororiental del pais, el alelo E3 se present6 con una frecuen-
cia del 86% y los alelos E4 y E2 se presentaron con frecuencias
del 8 y el 4% respectivamente3®. Forero et al®8, en su estudio de
adultos de Bogotd, reportaron frecuencias semejantes para E3,
pero para el alelo E4 la frecuencia fue del 8,9%, mas del doble
de la encontrada en el presente estudio. Esta menor frecuen-
cia para el alelo E4 puede ser el reflejo de la diferencia en la
composicién ancestral de la poblacién de Medellin en compa-
racién con la de Cundinamarca, Boyacd, Santanderes y Meta,
donde la proporcién de mezcla amerindia es mas prevalente
que en Antioquia®®.

Estudios en comunidades amerindias colombianas han
mostrado una frecuencia elevada del alelo E4 (18,1%) de
APOE3>. De manera similar, frecuencias altas de E4 se han
reportado en Brasil, México y Venezuela y se ha postulado que
este alelo es mds frecuente en personas con mas melanina en
la piel3444-46

En Papuia-Nueva Guinea y ciertas tribus africanas, el E4 es
mas frecuente incluso que el E3%®, En Europa, se han repor-
tado frecuencias diferenciales para E4 entre el sur y el norte.
En el sur de Europa la frecuencia de este alelo alcanza el 15%, y
en el norte puede ser tan alta como el 50%%. Una explicacién
para este fendmeno es la migracién hacia Europa de tribus
agricultoras provenientes del Oriente medio*. Otra posible
explicacién para la frecuencia diferencial de los alelos de APOE
en Europa es que los poseedores de un E4 son mads resisten-
tes a la deficiencia de vitamina D, y la mayor frecuencia de
este alelo podria entenderse como una ventaja evolutiva entre
los habitantes del norte de Europa, que son paises con menos
horas de sol al afio*®. Las frecuencias alélicas para APOE varian
entre diferentes grupos poblacionales, y se ha mostrado que
la latitud donde estd situado el pais tiene mas influencia en
estas diferencias®?.

La principal fortaleza de este estudio es que se basé en
una muestra representativa de la poblacién adulta de Medellin
y que en sus resultados se tuvo en cuenta el diseio muestral,
lo que podria dar una estimacién mas valida de la prevalencia
de los alelos y genotipos. Al tener estos datos, podria calcu-
larse el porcentaje de riesgo atribuible poblacional (PRAP) para
trastornos en los que se ha demostrado que el gen APOE tiene
un papel en la susceptibilidad. Por ejemplo, si en estudios
con poblacién colombiana se ha observado que los portado-
res del alelo E4 tienen 5,1 veces el riesgo de enfermedad de
Alzheimer?’, el PRAP seria de 14,4%, calculado con la férmula
PRAP =D (odds ratio [OR] - 1)/[b (OR - 1) + 1], donde b es la fre-
cuencia de la exposicién en la poblacién, que corresponde a
la prevalencia del alelo E4. E1 PRAP se interpretaria asi: el alelo
E4 explica el 14,4% del riesgo de enfermedad de Alzheimer en
adultos de Medellin.

Una limitacién de este estudio es la baja tasa de res-
puesta, especialmente en estratos socioeconémicos altos, lo
que podria sesgar los resultados. Por esta razoén, estas estima-
ciones podrian ser mas generalizables a los adultos de niveles
socioeconémicos bajos y medio-bajos. Es posible que las dife-
rencias en prevalencias sean de muy pequena magnitud entre
distintos estratos, pero también se ha reportado que entre
estos hay variaciones en el origen étnico amerindio, lo cual
podria tener alguna influencia en las frecuencias alélicas y
genotipicas de APOE*S,

Conclusiones

Las frecuencias alélicas y genotipicas de APOE en adultos de
Medellin tienen una distribucién similar a otras reportadas
en Suramérica. Los datos sobre estas frecuencias son valiosos
para establecer el impacto en poblacién general de las varian-
tes genéticas de APOE sobre enfermedad de Alzheimer y otros
trastornos en los que aun se esta estudiando su papel etiol6-
gico y las manifestaciones clinicas, tales como los depresivos
en ancianos, esquizofrenia y trastorno bipolar.
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