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Resumen. Diferentes estudios demuestran que la apoproteina E
(apo E) esun determinante genético de los niveles lipidicos y del riesgo
de enfermedad cardiovascular, aunque dichos estudios han sido
realizados fundamentalmente en adultos, siendo escasosy con
resultados variables |os realizados en la poblacion infantil.

Objetivos: Analizar laposible asociacion entre el perfil lipidico y
las digtintasisoformas de laapo E (E2, E3 y E4) en un grupo de nifios
espafioles.

Material y métodos. En un estudio transversal, se determinaron el
genotipo delaapo E y el perfil lipidico (colesterol total [CT], LDL-c,
HDL-c, triglicéridos[TG], apo Al, apo By Lp (a)) de 191 nifios (110
nifiosy 81 nifias), de 8 a 15 afios de edad. El genotipo de laapo E fue
realizado mediante PCR y digestion con la enzima de restriccion Hhal.

Resultados: Las frecuencias alélicasrelativas delos alelos €3, e4 y
€2 fueron 0,87, 0,09 y 0,04, respectivamente. Los niveles séricos de CT,
LDL-cy apo B eran significativamente més elevados en el grupo con el
genotipo E3/E4, que en los E3/E3, y en estos que en los E2/E3. Al
examinar dicharelacion en ambos sexos, encontramos que solo habia
significacion estadisticaen e grupo de las nifias (p < 0,004).

Conclusiones: El genotipo de la apoE se asocia significativamente a
las diferencias lipidicas de nuestra poblacion infantil, siendo dicha
influencia sexo especifica para este grupo de edad.
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LIPID PROFILE AND Apo E GENOTYPESIN SPANISH
CHILDREN BETWEEN 8 AND 15 YEARS OF AGE.

Abstract. Objective: Different studies conclude that apoprotein E
(Apo E) isagenetic determinant of lipid levels and cardiovascular
risk, although these studies have been carried out principaly in adults,
with scarce and variable results available in children. The aim of our
study was to analyze the association between lipid profile and the
different Apo E isoforms (E2, E3 and E4) in agroup of Spanish
children.

Patients and methods: In atransversal study, apo E genotypes and
the lipid profile[total cholesterol (TC), LDL-c, HDL-c, triglycerides
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(TG), Apo A1, apo B and Lp(a)] were determined in 191 children (110
boys and 81 girls) between 8 and 15 years of age. Apo E genotyping
was performed by means of polymerase chain reaction and subsequent
digestion with the restriction enzyme Hhal.

Results: The relative frequency for the E3, E4 and E2 dlleles were
0.87, 0.09 and 0.04, respectively. Total cholesterol, LDL-c and Apo B
serum levels were highest in the group of individual with the genotypes
E3/E4 and lowest in the group E2/E3, while E3/E3 individuals had
intermediate levels. When analyzed according to gender, we only found
statistical significancein the group of girls (p < 0.004).

Conclusions: The apo E genotype was significantly associated with
lipid differences observed in the childhood population and thisis
modulated by gender.

Key words: Adolescence. Apolipoprotein E. Child. Cholesterol.
Lipids. Lipoproteins. Polymorphism. Genetics.

Introduccioén

Losniveles séricos de las lipoproteinas estan condicionados
por factores ambientales (dieta, actividad fisica, tabaguismo,
etc.), asi como por condicionantes genéticos que modulan el
efecto de dichos factores. Laapoproteina E (apo E) juegaun im-
portante papel en laregulacion del metabolismo lipidico a ac-
tuar como ligando para la unién de diversas lipoproteinas alos
correspondientes receptores celulares. Laapo E esta codificada
por un gen localizado en e cromosoma 19 (19913.2), existien-
do 3 aelos comunes (€2, e3y e4), cuya combinacion da lugar
a 6 posibles genotipos, de los que €l mas frecuente es el e3/e3
seguido de e3/e4 y e3/e2(4. Diversas publicaciones referidas
aindividuos adultos, demuestran una asociacion entre las dis-
tintasisoformas de laapo E y los niveles plasméticos de coles-
terol total (CT) y LDL-colesterol®®), sin embargo, |os estudios
a este respecto realizados en la poblacién infantil son escasos
y con resultados variables en funcién de la edad y sexo®1. El
objetivo del presente estudio es analizar, en un grupo de nifios
y nifias espafioles de 8 a 15 afios de edad, la posible relacion
de las distintas isoformas de la apo E con €l perfil lipidico de
la poblacién estudiada.

Material y métodos
Poblacion de estudio y técnicas utilizadas:

Sehaanalizado € genotipo deapo E y € perfil lipidico (CT,
LDL-c, HDL-c, triglicéridos-TG-, apoprotefna Al -apo Al-, apo-
proteina B -apo B- y lipoproteina (a) -Lp(a)) en 191 nifios (110
nifiosy 81 nifias), de edades comprendidas entrelos 8 y 15 afios,
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Tabla | Perfil lipidico de la poblacién.
Comparacion de las medias y medianas
obtenidas para cada una de las variables
lipidicas entre ambos sexos

mg/dl Total Varones Mujeres p*

(MediatDS)
(Mediana)

TG 60,18+22,35  57,34+22,08  64,04+22,26 0,0085
55 50 63

CT 173,41+26,85 170,24+25,15 177,72+28,60 0,0882
173 171 175

HDL-c 60,12+12,76  58,91+1266  61,76+12,79 0,1385
59 57 62

LDL-c  101,25£23,78 99,84+2238 103,15+25,57 0,4811
99,6 98 100,4

VLDL-c  12,03£4,47 11,46+4,41 12,81+4,45 0,0085
11 10 12,6

Apo Al 142,84+24772  141,14+2438 145,16+2513 0,1788
141 139 144

ApoB 70,61+13,46 69,44+12,51  72,20+14,59 0,1925
69,6 67,5 72,204

Lp(a) 23,97+23,45 25,63+24,90 21,71+21,27 0,4471
15 15,25 14

CT/HDL  297+0,61 2,98+0,63 2,96£0,59 0,8643
29 2,93 2,88

LDL/HDL 1,760,554 1,77+0,55 1,73+t0,53  0,7983
1,71 17 1,71

ApoB/Al  0,50+0,12 0,50+0,13 0,51+0,12  0,6035
0,50 0,49 0,51

*Seha utilizado el test de Kruskal-Wallis para el analisis estadistico.

incluidos en €l estudio epidemiol dgico longitudinal espafiol so-
bre los factores de Riesgo Cardiovascular en la Infancia y
Adolescencia (RICARDIN), redlizado entre los afios 1992-1996.
Los nifios incluidos en este estudio son residentes en la ciudad
de Oviedo, uno de los 10 centros espafioles participantes en €
estudio, y fueron investigados en €l control de seguimiento re-
alizado en 1995. Se excluyeron aquellos nifios que en el mo-
mento del estudio presentaban patol ogias agudas o cualquier en-
fermedad (cardiopatia, nefropatia,...) que pudiera afectar aal-
gunos de los parametros estudiados.

Tras el consentimiento paterno por escrito, se obtuvieron las
muestras de sangre (10 ml en EDTA) mediante venopuncion,
después de 10-12 horas de ayuno, en los colegios de los nifios
participantes.

Las determinaciones andliticas en el plasma se realizaron
en un autoanalizador Hitachi 717. Durante €l procesamiento de
las muestras se introdujeron los controles internos de calidad
correspondientes. Las concentracionesde CT y TG se anali-
zaron por tests enziméticos colorimétricos®?. El HDL-¢ se de-
termind en el sobrenadante de |a centrifugacion, tras precipi-
tar las lipoproteinas (quilomicrones-QM-, VLDL y LDL) con
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acido fosfotlingstico eiones de magnesio®®®. Los niveles de apo
Al y apo B se determinaron por inmunoturbidimetria®1s. La
determinacion cuantitativa de Lp(a) plasmética fue realizada
mediante un inmunoensayo (ELISA) comercid (TintElize Lp(a)).
Los niveles de LDL-c fueron calculados mediante laférmula
de Friedewal d),

El genotipo de la apo E serediz6 apartir de DNA extraido
de sangre completa”, mediante unareaccion en cadena de la po-
limerasa (PCR), seguida de una digestion de los productos am-
plificados con la enzima de restriccién Hhal y electroforesis de
los fragmentos digeridos en un gel de poliacrilamidaal 12%. La
PCR sellevo acabo en un termociclador (Robocycler, Stratagene),
realizandose 35 ciclos sucesivos con los siguientes tiempos y tem-
peraturas. desnaturalizacion a95°C durante 1 minuto, hibridacion
a60°C durante 50 segundos 'y unaextension a 70°C durante 2 mi-
nutos. Las secuencias de | os cebadores usados para la amplifica:
cion de laregion estudiada del exon 4 del gen de la apoproteina
E fueron las siguientes: 5'-TAAGCTTGGCACGCCTGTC-
CAAGGA-3 y 5'-ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACAC-
3. El volumen final delaPCR fue de 50 pl con las siguientes con-
diciones: 500-1.000 ng de DNA gendmico, tampon de PCR x1,
Cl,Mg 1,5 mM, cebadoresa 0,4 uM (Pharmacia Bictech), dNTPs
200 uM, dimetilsulféxido (DM SO) 10% (Sigma), y Taq DNA po-
limerasa (GibcoBRL) 3 U, obteniéndose un producto Unico de
144 pares de bases (pb). Serealiz6 unadigestion de 25 pl del pro-
ducto amplificado con 10 Ul de la enzima de restriccion Hhal
(Gibco BRL) durante 3 horas a 37°Ct8). Los fragmentos de res-
triccidn resultantes se separaron mediante una el ectroforesis ver-
tical en gel de poliacrilamidaal 12% a 45 mA constantesy se
visualizaron en un transiluminador de luz ultravioletatrastincion
del gel con bromuro de etidio durante 30 minutos.

Andlisis estadistico:

Laestimacion delas frecuencias alélicas se realizd median-
te d método de contgje aldico. El test de chi cuadrado para bon-
dad de gjuste, fue usado para comprobar si |as frecuencias aé-
licas observadas estaban de acuerdo con |as esperadas segln la
ley de equilibrio de Hardy-Weimberg.

Ladesviacion en ladistribucion de las variables lipidicas
respecto aladistribucion normal setestd mediante lautilizacion
de la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Se analizaron los esta-
disticos descriptivos (media, desviacion estandar -DS- y me-
diana) de las variables determinadas en €l estudio, inicialmen-
te de forma global y posteriormente, seglin los tres diferentes
grupos de edades que se establecieron (8-9 afios, 11-12 afios y
13-15 afios) y el sexo. Las concentraciones de los valores lipi-
dicos de cada grupo, de acuerdo al genotipo deapo Ey a se-
X0, fueron comparadas mediante el test de Kruskal-Wallis. Se
cacularon los interval os de confianza (1C) para el 95 % en to-
doslos casos estudiados, considerando que existia significacion
estadistica cuando p < 0,05.

Resultados
En la poblacion estudiada, con una edad media semejante en
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Tabla Il Perfil lipidico y edad. Comparacién de los
valores lipidicos entre los 3 grupos de
edad establecidos

mg/d| 8-9 afios 11-12 afios 13-15 afios p*

(MediatDS)  (MediatDS)  (MediatDS)
(Mediana) (Mediana) (Mediana)

TG 5466+22,32  62,13+21,38  64,13+2314 0,02
50 60 60,5

CT 176,22+27,60 172,61+2293 171,08+32,19 0,62
174 170 170

HDL-c 63,51+11,98 60,42+12,25  55,02£13,30 0,0006
64 58 52,5

LDL-c  101,76£2526  99,76+20,23  10323+27,7 0,71
98 98 106,2

VLDL-c  10,93+4,46 12,42+4,27 12,82+4,62 0,02
10 12 121

Apo Al  148,67+24,34  14549+22 47 130,21+25,17 0,0001
1495 142 125

ApoB 71,60+1440  69,68+11,95 7096+14,86 0,79
71,3 69 70,2

Lp(d 22,36£20,79  22,12+20,20  29,46+30,85 0,86
14,25 16,3 13,55

CT/HDL  2,85+0,59 2,94+0,56 3,20+0,66  0,0085
2,82 2,87 3,20

LDL/HDL 1,660,551 1,72+0,50 1,95+0,61 0,02
1,59 1,67 1,88

ApoB/Al  0,49:0,12 0,49+0,12 0,56+0,13  0,0045
048 0,47 0,57

*Se ha utilizado el test de Kruskal-Wallis para el andlisis estadistico.

el grupo de nifiosy nifias (11,19 afios versus 10,98 afios), los ni-
veles séricos de las distintas fracciones lipidicas, con la excep-
cion de laLp(a), mostraban valores més elevados en las nifias
que en los nifios, siendo este aumento estadisticamente signifi-
cativoen e caso delos TGy delas VLDL (Tablal).

Tanto los niveles séricos de TG, como los valores delos co-
cientes CT/HDL, LDL/HDL y Apo B/Apo Al presentaban una
correlacidn positiva con respecto ala edad. Dicha correlacion
eranegaivaen e caso delafraccion HDL y delaApo Al (Tabla
).

Lasfrecuenciasrelativas observadas paralos alelos €2, e3y
e4 fueron 0,04, 0,87y 0,09, respectivamente. Estas frecuen-
cias estén de acuerdo con las frecuencias esperadas seglin laLey
de equilibrio de Hardy-Weinberg®, (p=0,42). Ladistribucion de
los genotipos de la apo E en la poblacion estudiada fue la si-
guiente: E2/E3 (7%), E2/E4 (1%), E3/E3 (76%), E3/E4 (15%)
y E4/E4 (1%).

Latablalll muestralas mediasy medianas de las fracciones
lipidicas en relacion alos genotipos de la apo E mas frecuente-
mente encontrados. L as concentraciones plasmaéticas medias co-
rrespondientes a CT, LDL-cy Apo B eran significativamente
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mas elevadas en el grupo con el genotipo E3/E4, que en los
E3/E3, y en estos a su vez eran superiores que en aquéllos cuyo
genotipo era E2/E3. Al examinar dicharelacion por separado en
ambos sexos, se puso de manifiesto que las diferencias referi-
dasenlosnivelesde CT, LDL-cy Apo B solo eran significati-
vasen e grupo de las nifias.

Discusion

Las variaciones encontradas en el perfil lipidico de nuestra
poblacion en relacion con la edad, estan de acuerdo con dife-
rentes estudios que indican la existencia de cambios dindmicos
en las lipoproteinas séricas durante la maduracion sexua antes
de que el perfil lipidico del adulto se establezca definitivamen-
tete-21), Asi, los niveles séricos de HDL-c y apo Al van dismi-
nuyendo, mientras que los TG aumentan paul atinamente, desde
el grupo de 8-9 afios de edad hasta el de 13-15 afios. Para €l
CT y LDL-c aunque no hay diferencias significativas, se obser-
va una tendencia descendente en los niveles de CT.

Al analizar € perfil lipidico separadamente en ambos sexos,
hemos observado que, excepto paralos niveles de Lp(a), las con-
centraciones medias de todas las variables lipidicas incluido €l
colesterol, eran mas elevadas en las nifias que en los nifios. Esta
situacion en la que las nifias tienen valores més altos de LDL-c
gue los nifios, se presenta (inicamente en el grupo de edades pe-
didtricas®2), ya que en la poblacion adulta las mujeres tienden
atener concentraciones més altas de HDL-c y apo Al, mientras
que los varonestienden atener nivelesatosde CT y LDL-c. Para
laLp(a), cuyos niveles tienen un intenso condicionamiento ge-
nético?, no encontramos diferencias significativas en relacion
a sexoy laedad.

En cuanto alaasociacion del perfil lipidico con € genotipo
de laapo E, varios estudios han demostrado que el alelo e2 se
asocia a una disminucion delos nivelesde CT, LDL-cy apo B
enrelacion al alelo e3, mientras que el efecto observado para el
aelo ed es el opuesto® 2527), Este hecho se constata también en
nuestra poblacion analizada de forma global, donde las concen-
traciones de CT, LDL-c y Apo B, son més elevadas en el grupo
con el genotipo e3/e4 y més bajas en los portadores del e2/e3,
ambas con respecto al genotipo méas comun e3/e3.

Lainfluenciadel sexo en el impacto del polimorfismo de
laapo E sobre los niveles lipidicos, ha sido investigada en un
grupo de nifiositalianos de 8 a 11 afios @ y en otro estudio rea-
lizado en nifios finlandeses de 3 a 18 afios?27), evidenciando-
se en ambos estudios que dicho impacto es mayor en varones
gue en mujeres. Sin embargo, en una submuestrade 9 a 18 afios
de edad correspondiente d estudio anterior de nifios finlandeses
realizado por Lehtimaki y cols., €l efecto del fenotipo de apo E
sobre el perfil lipidico solo estaba presente en € sexo femeni-
no, considerando los autores que el resultado pudiera haberse
obtenido por el azar®). Estos datos concuerdan con los resul-
tados de nuestra poblacidn de 8 a 15 afios, donde se demuestra
claramente que € efecto del genotipo de la apo E sobre los ni-
veles séricos de colesteral total, LDL-c y apo B, se produce de
formasignificativaen las nifias y no en los nifios.
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Tabla Il Perfil lipidico y genotipo de apo E. Se
han excluido los genotipos menos
representados (E4/E4 y E2/E4)

mg/dl E2/E3 E3/E3 E3/E4 p*
(MediatDS)  (MediatDS)  (MediatDS)
(Mediana) (Mediana) (Mediana)
CT 158,3+22,6 172,5+27,6 183,1+22,3  0,0035
154 171 185
LDL-c 83,8+16,6 101,3+24,7 107,2+17,5 0,0018
80,4 99,6 104,4
HDL-c 60,5+16,6 59,5+11,9 63,7£14,2 0,3842
60 59 63
TG 70,1295 58,3+21,2 61£222 0,258
67 53 57
VLDL 14,0359 11,6+4,2 12,2+4,4 0,258
134 10,6 114
Apo Al 140,1+20,8 142,01+24,3 178,1£26,5 0,4745
144 141 148
ApoB 59,03+10,6 70,6+13,6 74,8£106 0,0004
589 69,9 729
Lp(a) 16,37+15,77 23,03t22,64  31,50+29,56 0,2781
83 15 15,7

*Se ha utilizado el test de Kruskal-Wallis para el andlisis estadistico.

Aunque el grado de desarrollo puberal no hasido investiga-
do en nuestro estudio ni en el de Lehtiméaki y cols., teniendo
en cuenta la edad de la poblacion estudiada en ambas series, es
muy probable que en ambos casos lamayoriade losindividuos
estudiados hubieran iniciado e desarrollo puberal en e momento
del estudio®), lo que diferencia estos dos grupos de poblacidn
con €l estudio de los nifiositaianos de 8 a 11 afios.

En este sentido, €l andlisis globa de los datos de lalitera-
tura anteriormente referidos y de los nuestros propios, parece
indicar que existe un mayor impacto del genotipo delaapo E
sobre el perfil lipidico en los nifios prepuberes con respecto a
las nifias, invirtiéndose esta situacion al llegar ala pubertad.
Este hallazgo pudiera estar en relacion con alguno de los he-
chos diferenciales que se producen entre ambos sexos durante
la adolescencia, siendo uno de los mas destacados el mayor
acumulo de grasa que se produce en las mujeres durante esta
etapa. Asimismo, estos resultados son un reflejo més del di-
namismo que caracterizatodo el proceso de crecimientoy ma-
duracion durante la edad pediétrica, que en este caso se refle-
jaen el perfil lipidico, que alaluz de los resultados obteni-
dos presenta una gran variabilidad en funcidn de laedad, sexo
y desarrollo puberal.

Por otro lado, esimportante sefialar que las consecuencias e
implicaciones de la determinacion del genotipo de Apo E son
mas amplias de las que se derivan por su asociacion con €l per-
fil lipidicoy con la hiperlipoproteinemiatipo |11, dislipidemiaen
laque mas del 90% son homozigéticos parael alelo €2, y que se
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caracterizapor una aterosclerosis prematura4. Asi, en los suje-
tos con enfermedad cardiovascular existe una ata prevalencia
del alelo e4(5203D), presentando, ademds, |os portadores de este
alelo e4 un aumento del riesgo de muerte por infarto de mio-
cardio y unamayor extension de las placas de ateromag3233), Todas
estas circunstancias refuerzan el interés de la determinacion del
genotipo de laapo E en laedad pediétrica, paralaidentificacion
de aguellos nifios con riesgo de desarrollo de enfermedad car-
diovascular en laedad adulta, siendo lapresenciadel alelo e4 un
indicador parala puesta en marcha de las medidas preventivas
oportunas. La seleccion de estos nifios con historiafamiliar de
riesgo, permitira someterlos a intervenciones dietéticas especifi-
cas, ya que, ademas, existen respuestas individuales diferentes,
siendo losindividuos portadores del alelo e4 més sensiblesalos
cambios dietéticos que los individuos sin este alel 03436,

Lanecesidad de incorporar en la préctica clinica marcado-
res genéticos, entre los que se encuentrael genotipo delaapo E,
viene avalada por €l hecho de que, dependiendo del criterio de
riesgo lipidico utilizado en lainfanciay adolescencia, los gru-
pos de edad y sexo sobre |os que estaria indicada una actua
cion son diferentes®-39), En definitiva, la presencia o ausencia
del alelo e4 podria ser un marcador (til de riesgo cardiovascu-
lar en etapas presintomaticas, como es |a edad infantil.
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