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Fundamento. La hiperlipoproteinemia tipo III
(HLP tipo III) se caracteriza por el catabolismo
reducido y la acumulacién de lipoproteinas
remanentes. La mayoria de pacienies con HLP tipo
I1I son homocigotos para el alelo de la
apolipoproteina (apo) €2 (Cys112, Cys158). Sin
embargo, se han descrito otras variantes de apo E
que, en heterocigosidad, estan asociadas con HLP
tipo III. Recientemente hemos identificado una de
estas variantes, apo E2 Arg136Ser.

Métodos. Con objeto de analizar su prevalencia y
de profundizar en el conocimiento de las
caracteristicas hereditarias de la HLP tipo IIT
asociada a esta variante, hemos determinado,
utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) y analisis de restriccion, los genotipos de
apo E en 230 pacientes con hiperlipemia mixta y en
1.202 muestras de ADN de sujetos procedentes de
la Comunidad Auténoma de Aragén: 103 recién
nacidos y 1.109 sujetos de edades comprendidas
entre 2 y 92 afios.

Resultados. La frecuencia estimada del alelo apo
€2 Arg136Ser fue de 0,0037. Hemos identificado a
un total de 43 sujetos portadores de esta variante,
17 de los cuales (39%) tenian HLP tipo III. La
mutacion se asocia con dominancia parcial de HLP
tipo III, y la expresién de la hiperlipemia en los
sujetos portadores depende, entre otros factores,
de la edad, indice de masa corporal y sexo.
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Conclusién. La variante apo E2 Arg136Ser es
aparentemente frecuente en nuestra poblacién y
esta asociada con HLP tipo III y dominancia
incompleia.
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APOLIPOPROTEIN E Argl36Ser:

AN APOLIPOPROTEIN E VARIANT ASSOCIATED
WITH INCOMPLETE DOMINANCE OF TYPE III
HYPERLIPOPROTEINEMIA

Background. Type III hyperlipoproteinemia (type
[T HLP) is characterized by reduced catabolism
and accumulation of remnant lipoprotein particles.
Most type IIT HLP patients are homozygous for the
apolipoprotein (apo) €2 (Cys112, Cys158) allele.
However, several other rare variants at this locus
have been associated in heterozygous state with
type III HLP. Recently, one of these variants, apo
E2 Arg136Ser has been identified in Spanish
population and reported to be associated with type
III HLP.

Methods. In order to assess the prevalence of this
rare variant in our population and the inheritance
characteristics of type III HLP linked to this apo E
variant, we have examined the apo E genotype by
restriction enzyme analysis of polymerase chain
reaction (PCR) product in 230 patients with mixed
hyperlipidemia and 1,202 subjects from the
Comunidad Auténoma de Aragén (Spain):

103 unrelated newborns and 1,109 subjects
(2-92 years old).
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Results. The estimated apo €2 Arg136Ser allele
frequency in this population was 0.0037. We have
identified 43 carriers of the apo €2 Arg136Ser
allele, and 39% of them disclose type ITI HLP. This
mutation is associated with partial dominance of
type III HLP and expression of hyperlipidemia in
carriers shows different penetration depending on
age, body mass index and gender.

Conclusion. The apo E2 Arg136Ser variant
might be frequent in our population and it is
associated with incomplete dominance of type III
HLP.

Introduccion

La apolipoproteina E (apo E) es un miembro de
la familia de las apolipoproteinas, involucradas en
el transporte y metabolismo lipidico. Es un compo-
nente de superficie de remanentes de quilomicro-
nes, lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL),
lipoproteinas de densidad intermedia (IDL) y lipo-
proteinas de alta densidad (HDL). Esta apolipopro-
tefna tiene varias funciones en el metabolismo lipi-
dico, incluyendo su participacién como ligando en
la captacion de lipoproteinas por los receptores he-
paticos'? y en el transporte reverso de colesterol.
La apo E es una proteina de 299 aminoacidos con
dos dominios bien diferenciados. El dominio ami-
noterminal contiene cuatro alfa-hélices. En la cuar-
ta alfa-hélice, que comprende los aminoacidos 130-
164, se encuentra la zona de uni6n al receptor de
las lipoproteinas de baja densidad (LDL)*.

En humanos, el gen de apo E se localiza en el
cromosoma 19, tiene una extension de 3,7 kb, e in-
cluye cuatro exones. Las variaciones genéticas en
este locus son las responsables de los polimorfis-
mos proteicos E2, E3 y E4, los cuales proceden de
tres alelos, €2, €3 y €4. Estos polimorfismos se en-
cuentran situados en el cuarto exén del gen y co-
rresponden a la presencia de Arg (codén CGC) o
Cys (codén TGC) en las posiciones 112 y 158, que
dan lugar a apo E2 con Cys112/Cys158, a apo E3
con Cys112/Arg158 y a apo E4 con Argl112/Arg158°.
Los tres alelos comunes del gen de apo E tienen un
impacto importante en la variacién de los valores
de lipidos y lipoproteinas plasmaticos en poblacién
general. En comparacion con el alelo €3, el alelo €2
estd asociado con cifras medias reducidas de coles-
terol total (CT), colesterol unido a LDL (cLDL) y
apo B y con concentraciones elevadas de triglicéri-
dos (TG). En cambio, el alelo €4 tiene un efecto
opuesto sobre estos parametros lipidicos®. Aparte
del efecto de las variantes comunes de la apo E so-
bre el metabolismo lipidico, la apo E2 también esta
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asociada con hiperlipoproteinemia tipo IIT (HLP
tipo IIT). Este trastorno lipidico se caracteriza por
la acumulacién de remanentes de quilomicrones y
VLDL, que se produce como consecuencia de un
catabolismo disminuido de particulas remanentes,
debido a la baja afinidad de la apo E2 por los re-
ceptores hepaticos. Los pacientes con esta hiperli-
poproteinemia presentan concentraciones elevadas
de CT y TG, relaciéon cVLDL/TG > 0,30, presencia
en plasma de beta-VLDL y un aumento del riesgo
de enfermedad coronaria prematura’. Alrededor
del 50% de los pacientes con HLP tipo III presen-
tan xantomas palmares estriados que son patogno-
monicos de esta dislipemia®. La gran mayoria de
pacientes con HLP tipo IIT son homocigotos para
la apo E27. En la poblacién caucasiana, la homoci-
gosidad para apo E2 se presenta en aproximada-
mente el 1% de la poblacién. Sin embargo, la fre-
cuencia de HLP tipo III es s6lo de un 2-10/10.0007
y, por tanto, s6lo un porcentaje pequefio de los su-
jetos homocigotos para apo E2 desarrolla HLP tipo
III. En consecuencia, en el caso de la HLP tipo III
asociada a homocigosidad para el alelo €2, la disli-
pemia es de herencia autosémica recesiva multi-
factorial, siendo una condicién necesaria pero no
suficiente para su expresion la presencia del alelo
€2 en homocigosidad. No se conocen con precision
las causas adicionales por las que los sujetos ho-
mocigotos para el alelo €2 expresan HLP tipo III.
Se asume que estos factores pueden ser ambienta-
les, como la obesidad, el estado nutricional y el
consumo de alcohol, y hormonales (insulina, hor-
monas sexuales y tiroideas), o que dependen de la
coherencia de genes que predisponen a hiperli-
pemia’.

La expresion de HLP tipo III también se ha ob-
servado en individuos que son heterocigotos para
variantes raras de apo E!*!!. En el caso de varian-
tes raras practicamente todos los portadores expre-
san HLP tipo III. Ademas, en la mayoria de casos
las manifestaciones clinicas son més graves y se
presentan a edades méds tempranas, en compara-
cién con la forma recesiva de HLP tipo III asociada
con la homocigosidad para el alelo €2. Por tanto,
en estos individuos la herencia es autosémica do-
minante con un alto grado de penetrancia'®!!,

La combinacién de técnicas de anélisis del geno-
tipo y fenotipo de la apo E en la poblacién ha per-
mitido identificar nuevas variantes de apo E, algu-
nas de las cuales se encuentran asociadas a HLP
tipo III'2. En un estudio previo identificamos varias
familias espafiolas con una variante rara, apo E
Arg136Ser, asociada con HLP tipo III'3. Con objeto
de profundizar en el conocimiento de la expre-
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si6n de la HLP tipo III y conocer la prevalencia de
esta variante en la poblacién, hemos analizado los
genotipos de apo ¢ en un amplio grupo de pobla-
cién, identificando a 43 portadores y analizando las
caracteristicas clinicas y lipidicas de los mismos.

Pacientes y métodos

Sujetos

Se selecciond a 230 sujetos aparentemente no relacionados
con hiperlipemia mixta procedentes de 12 comunidades auté-
nomas (Andalucia, Aragén, Asturias, Baleares, Cantabria, Ca-
talufia, Castilla La Mancha, Galicia, La Rioja, Madrid, Pais
Vasco y Comunidad Valenciana). Los criterios de inclusién
fueron: edad comprendida entre 18 y 65 afios, y CT y TG supe-
riores al percentil 90 con respecto a la distribucién de lipidos
en la poblacién laboral espafiola!*’. Los criterios de exclusion
fueron: TG > 1.000 mg/dl, enfermedad renal o hepética, diabe-
tes mellitus tipo 1, actividad de gammaglutaril transpeptidasa
en plasma > 85 U/l y tratamiento hipolipemiante.

Por otro lado, se seleccioné a 1.202 individuos, de los que
103 fueron recién nacidos anénimos (sangre de cordén umbili-
cal procedente de tres centros de la Comunidad Auténoma de
Aragén) y 1.109 fueron sujetos de edades comprendidas entre
2y 92 afios, todos ellos residentes en la Comunidad Auténoma
de Aragén.

En el caso de nueve portadores del alelo apo €2 Argl36Ser
se consigui6 la colaboracién de 87 familiares de primer grado
y conyuges. En cada uno ellos se realiz6 una exploracion fisi-
ca, se determing el perfil lipidico y se analizé el genotipo de
apo € y la mutacion apo E2 Argl136Ser.

En este estudio, la HLP tipo III se definié de acuerdo a los
siguientes criterios: presencia de hiperlipemia mixta con ban-
da beta ancha tras separacion de las lipoproteinas por electro-
foresis sobre acetato de celulosa, relaciones cVLDL/TG > 0,30
y cVLDL/TG-VLDL > 0,427,

El protocolo experimental de este estudio fue aprobado por la
Comisién de Investigacion del Hospital Universitario Miguel Ser-
vet de Zaragoza y cumple con los principios de ética de la Decla-
racion de Helsinki de 1975, asi como de la revision de 1983.

<« Alfa(HDL)

<  Prebeta (VLDL)
<4 Beta(LDL)

<  Origen

Figura 1. Electroforesis de lipoproteinas en acetato de celulo-
sa. Linea 1: lipoproteinas LDL aisladas por ultracentrifugacion
secuencial. Linea 2: plasma de un paciente con hiperlipopro-
teinemia tipo III; obsérvese la banda beta ancha caracteristica.
Linea 3: plasma de un individuo normolipémico. Linea 4: plas-
ma de un paciente con hipercolesterolemia familiar.

Determinaciones de lipidos y lipoproteinas

Las muestras de sangre se obtuvieron tras una noche de
ayuno en tubos que contenfan EDTA (1 mg/ml). El plasma se
separd por centrifugacion a 4 °C durante 20 min a 2,500 xg.
Las concentraciones de colesterol y triglicéridos en plasma y
en fracciones lipoproteicas se analizaron enziméticamente
(Boehringer Mannheim, Alemania) utilizando un autoanaliza-
dor Dacos 2 en un laboratorio que participa en un programa
de estandarizacién. Las VLDL fueron aisladas por ultracentri-
fugacion'®. El cHDL se midi6 en el sobrenadante tras la preci-
pitacién de las lipoproteinas que contienen apo B con fosfo-
wolframato-Mg* (Boehringer Mannheim, Alemania). Las
lipoproteinas plasmaticas se separaron por electroforesis so-
bre tiras de acetato de celulosa (Atom) durante 35 min a 200 V
en tampon dietilbarbiturato 0,04 M (pH 8) y se tifieron con ne-
gro Sudan (fig. 1).

Figura 2. Estrategia utilizada para

Gen de apo € (cromosoma 19g13)

2 3 4 5 6

la’ determinacién del genotipo de

apo E. A Amplificacion del frag- e <€ 109 pb
mento de 244 pb del cuarto exén | T 044 b 91 pb
del gen de la apo £ y mapa de res- | == P t 81pb

g Po €y map
triccién con Hhal de los 3 alelos co- Digestién con Hha | <+ 72pb
mufnes yapo €2 f&rgB()lSer. Iﬁ Elec-
troforesis en gel de poliacrilamida 38 1619 72 18 48 33
al 8% de los fragmentos de 244 pb e < 48pp
digeridos con Hhal. 3816 91 18 48 338 4 < :oo
M: marcador de tamafios molecu-
lares (plasmido ¢X174 digerido con L. L 188 €2 <& 33pb
Haelll); linea 1: €2/e2 Arg136Ser; li- 38 16, 109 ,48 38,

136Ser

nea 2: €3/e2 Argl36Ser; linea 3: €2
Arg136Ser/e2 Argl36Ser; linea 4:
€3/e4; linea 5: €3/e3, y linea 6: £3/¢2.
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Figura 3. Anélisis de la mutacién

<€— 244pb
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apo €2 Argl36Ser. En la parte
superior del panel se muestra la
estrategia utilizada para la am-
plificaciéon por PCR del frag-
mento del cuarto exén del gen
de apo ¢ y posterior digestién
con Hphl. La digestién del pro-
ducto amplificado con Hphl en
presencia de la mutacién apo €2
Arg136Ser produce dos frag-
mentos de 147 y 97 pb. La parte
inferior del panel (B) muestra el
perfil electroforético sobre po-
liacrilamida al 8% del producto
amplificado y digerido con Hphl
de dos individuos control (lineas
1 y 4), un heterocigoto para la
mutacion apo €2 Arg136Ser (li-
nea 2) y un homocigoto (linea
3). La linea M corresponde a un
marcador de tamafo molecular
de ADN (plasmido pUC-18 dige-

' para € 243pser

Genotipo de apo €y andlisis de la mutacién apo E2

Arg136Ser

El ADN se obtuvo a partir de sangre periférica con EDTA
mediante el método de salado!'’. La determinacién del genoti-
po de apo ¢ se llevé a cabo mediante amplificacion por reac-
cién en cadena de la polimerasa (PCR) de un fragmento de
244 pb del cuarto exén del gen de apo E y digestién con la en-
donucleasa de restriccion Hhal (Gibco-BRL), de acuerdo con
el procedimiento descrito previamente's, Las muestras digeri-
das con Hhal se separaron en geles de poliacrilamida no des-
naturalizante al 8% (1,5 mm de espesor x 20 cm de longitud)
con una corriente constante de 45 mA durante 2 h. Tras la
electroforesis, los geles se incubaron durante 20 min con bro-
muro de etidio (0,5 pug/ml) y los fragmentos de ADN se visua-
lizaron con luz UV (302 nm) utilizando un transiluminador
(fig. 2). El alelo apo €2 Arg136Ser da lugar a la pérdida del si-
tio de reconocimiento de la enzima de restriccion Hhal situa-
do en el codén 136, produciendo una banda de 109 pb. En to-
dos los casos en que se observo esta banda de 109 pb, la
mutacion del codén 136 se confirmé mediante digestion con
Hphl (USB) del fragmento amplificado por PCR de 244 pb. La
secuencia de ADN para los codones 135y 136 en el alelo muta-
do es GTGAGC, en lugar de GTGCGC, creando un nuevo sitio
de reconocimiento para la enzima Hphl. En presencia del ale-
lo apo €2 Arg136Ser, por electroforesis en gel de poliacrilami-
da al 8%, tras la digestion con Hphl se visualizaron dos frag-
mentos de 147 y 96 pb (fig. 3).
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rido con MspI).

Métodos estadisticos

Los resultados se expresan como media + desviacién estén-
dar (DE). Las diferencias entre medias se calcularon utilizan-
do el test de la t de Student. La significacién estadistica se de-
terminé utilizando el método de ANOVA. Los valores de p <
0,05 se consideraron significativos. La estadistica se llevd a
cabo con el programa informatico StatView 512+™ (Abacus
Concepts, Inc., Calabasas, Ca, EE.UU.).

Resultados

Durante el anlisis del genotipo de apo € me-
diante digestion con Hhal de los 230 sujetos con
dislipemia mixta, identificamos a 11 sujetos que
mostraban una banda anormal de 109 pb (fig. 2).
El fragmento de 244 pb amplificado por PCR de un
sujeto homocigoto para esta banda anormal se clo-
n6 en el vector pPGEM-T (Promega, EE.UU.) y se
secuenciaron cuatro clones independientes por el
método enzimatico de Sanger. Los cuatro clones
pusieron de manifiesto un cambio correspondiente
a una transversiéon C — A en el primer nucle6tido
del coddn 136. Esta mutacion da lugar a la sustitu-
ci6n del aminoacido arginina en posicién 136 por
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Tabla 1. Datos antropométricos, concentraciones de lipidos y lipoproteinas plasmaticas, caracteristicas
clinicas y genotipo de apo ¢ de los 17 pacientes con HLP tipo III portadores de la mutacién apo €2 Arg136Ser

N s Eded | 1 Genotipo Colesterol Triglicéridos cVLDL/ | cvLDL/ Semiolost
exo : Apoe Total | LDL | HDL | VLDL | Total | VLDL 76 |TGvipL| STTHOOER

1 V 62 30,6 E3/E2, 277 122 44 111 326 241 0,34 046 IM

2 V 45 235  E3/E2y 325 214 30 81 215 ND 0,38 ND

3 M 64 289  E3/E2ys 274 145 83 46 139 83 0,33 0,55

4 V 66 29,8  E3/E2ys 326 156 41 128 401 247 0,32 0,52 ACV

5 V 71 244 E2/E25 276 153 53 73 229 ND 0,32 ND

6 V 47 331 E3/E2,3 319 182 35 101 289 198 0,35 0,51

7 V 32 212 E2,;/E25 273 139 43 91 193 100 0,47 0,91

8 M 51 240 E2/E2, 292 159 64 68 180 110 0,38 0,62

9 M 61 26,0 E3/E2, 283 150 52 81 155 ND 0,50 ND xant. e.

10 V 56 350 E3/E2ys 399 250 42 107 356 223 0,30 0,48

11 V 40 294  E4/E2.y 302 136 28 139 382 299 0,36 0,46  xant.e.;ACV

12 V 76 254  EA4/E2y 339 191 62 86 260 189 0,33 0,43 xant. t; arc.

13 V 56 282 /B2 316 99 32 185 440 355 0,42 0,52 xant. t; ACV

14 M 59 298 E2,;/E2,;s 344 161 33 149 427 208 0,35 0,48  xant.t.

15 V 45 26,5 E2 s 270 157 41 72 208 ND 0,34 ND M

16 V 41 259  E3/E2 365 222 36 107 218 104 0,49 0,48

17 V 38 27,8  E3/E2y 261 156 36 69 221 143 0,31 0,80

V: varones; M: mujeres; IMC: indice de masa corporal; xant. t.: xantomas tendinosos; xant. e.: xantomas eruptivos; arc.: arco corneal; IM: infarto

agudo de miocardio; ACV: accidente cerebrovascular.

serina. Las caracteristicas de este sujeto homocigo-
to, asf como los detalles de la identificacion de la
mutacion, han sido descritos previamente!?.

Analizando la secuencia de los codones 135y 136
observamos que la forma mutante crea un sitio de
reconocimiento para la endonucleasa de restriccion
Hphl (fig. 3). Este sitio de Hphl permite hacer un
andlisis relativamente rapido de la presencia o au-
sencia de dicha mutacién en el producto de PCR de
244 pb que se utiliza para determinar el genotipo de
apo ¢. El andlisis por este procedimiento de los 11
sujetos con hiperlipemia mixta que presentaron la
banda anormal de 109 pb en la determinacién del
genotipo de apo ¢, confirmé que 9 de ellos eran he-
terocigotos para la mutacién apo €2 Argl36Ser y
uno era homocigoto. Por tanto, la frecuencia de su-
jetos con la mutacién apo €2 Arg136Ser en la pobla-
cién de sujetos con hiperlipemia mixta fue del
4,3%. La secuenciacion del fragmento de ADN del
otro sujeto con banda anormal de 109 pb que no
produjo digestion con Hphl permitié identificar
una nueva variante de apoE, apo E2 Arg136Cys (da-
tos no expuestos). La procedencia de los 10 pacien-
tes portadores de la mutacién apo €2 Argl136Ser fue
la siguiente: seis de Aragén, dos del Pais Vasco, uno
de Catalufa y uno de La Rioja.

El andlisis del genotipo de apo € en una muestra
de poblacién de Aragén de 1.202 sujetos (recién na-
cidos y poblacién general) puso de manifiesto que 9
sujetos presentaban una banda anormal de 109 pb.

Tras la digestion del fragmento de PCR con Hphl,
se confirmé que todos eran portadores de la muta-
cién apo €2 Argl136Ser. Por tanto, la frecuencia alé-
lica estimada en la citada poblacién fue de 0,0037.

Durante el estudio de los familiares de los pro-
bandos, se detectaron 24 sujetos adicionales porta-
dores de la mutacién apo €2 Argl36Ser y 63 no
portadores de la mutacién. En total, encontramos
43 sujetos portadores de la mutacién apo €2
Arg136Ser. El andlisis de lipidos y lipoproteinas,
asi como la exploracion fisica de todos los sujetos
portadores del alelo mutante evidencié que 17 por-
tadores (39%) presentaban HPL tipo III.

Las caracteristicas clinicas individuales de los
sujetos con HLP tipo IIT se muestran en la tabla 1y
los datos medios en la tabla 2. Tres pacientes pre-
sentaron xantomas tendinosos, dos, xantomas
eruptivos y uno, arco corneal; dos habian tenido un
infarto de miocardio previo y tres un accidente ce-
rebrovascular. Trece fueron varones y cuatro muje-
res. No se encontré a ninguna mujer premenopau-
sica portadora de la mutacién que presentase HLP
tipo III. La edad media y el indice de masa corpo-
ral (IMC) fueron significativamente mas elevados
(p < 0,05) en los sujetos con HLP tipo III que en los
portadores de la mutacién que no presentaron esta
dislipemia. El analisis del gen de apo € en los pa-
cientes con HLP tipo III evidenci6 que dos eran
homocigotos para el alelo apo €2 Argl36Ser, 10
presentaron el genotipo apo €3/e2 Argl36Ser;
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Tabla 2. Datos medios de portadores del alelo €2 Arg136Ser con y sin HLP tipo III y familiares no portadores

Portadores €23, HLP tipo III | p | Portadores €23, no HLP tipo III | p | Familiares no portadores

N 17 - 26 - 63

Sexo (V/M) 13/4 0,08* 13/13 NS* 217136

Edad (afios) 54+12,4 0,01 37+213 0,04 47 + 20,5
IMC 27,6 + 3,55 0,03 23,7+4,20 0,04 26,0 £3,70
CT 308 + 38,3 0,001 187 + 37,6 0,01 215+40,6
cLDL 164 + 37,5 0,01 110 + 34,9 0,01 144 + 30,9
TG 273+ 915 0,001 109 + 55,8 NS 108 + 42,1
cHDL 44 + 14,4 NS 46 + 15,6 0,04 53+15,0
cVLDL 100 + 34,9 0,001 31+185 0,001 18+11,3
TG-VLDL 193 + 82,6 0,001 63379 NS 56 + 32,5
CVLDL/TG 0,37 + 0,063 0,05 0,28 + 0,071 0,001 0,16 + 0,043
cVLDL/TG-VLDL 0,55+0,133 NS 0,57 + 0,162 0,001 0,34 + 0,082

Datos de lipidos y lipoproteinas expresados en mg/dl (media + DE); IMC: indice de masa corporal (kg/m?); p: indica la diferencia entre grupos;
V: varones; M: mujeres; NS: no significativo; *valor de p calculado por analisis de la y?> comparando las diferencias en nimero de varones y mujeres

entre los dos grupos.

dos apo €2/e2 Arg136Ser, dos apo e4/e2 Arg136Ser y uno
present6 un genotipo apo €l Gly 127Asp,Arg158Cys/e2
Arg136Ser.

La concentracién media de cLDL en los pacien-
tes con HLP tipo III portadores de la mutaciéon no
evidencié diferencias significativas con respecto a
los familiares no portadores. En cambio, la con-
centraciéon de cHDL fue significativamente mas
baja (p < 0,04) en los sujetos con HLP tipo III.

Los portadores de la mutacién que no expresan
HLP tipo III tenfan por término medio el cVLDL,
cVLDL/TG y cVLDL/TG-VLDL mas altos (p < 0,001)
que los no portadores. En cambio, el CT, cLDL y
cHDL fueron significativamente mas bajos en el
grupo de portadores que en el de no portadores (ta-
bla 2). Entre los portadores de la mutacién que no
presentaban HLP tipo III, dos presentaban hiperli-
pemia mixta con CT y TG por encima del percentil
95'415 y otro una hipercolesterolemia con CT por
encima del percentil 95. Entre los familiares no por-
tadores siete eran hipercolesterolémicos, cuatro
presentaron hiperlipemia mixta, y dos eran hiper-
trigliceridémicos.

Discusion

Recientemente identificamos una variante rara
de apo E, apo E2 Arg136Ser, indistinguible por iso-
electroenfoque de la apo E2, que estaba asociada
con HLP tipo III'? y que, aparentemente, en Espa-
fia se observa con cierta frecuencia en los sujetos
con HLP tipo III".

Analizando por PCR y andlisis de restriccion el
genotipo de apo E en pacientes con hiperlipemia
mixta hemos identificado esta variante en 10 (4,3%)
que, tras el andlisis de las lipoproteinas, resultaron
presentar una HLP tipo III. Nuestros resultados de-
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muestran que el andlisis del genotipo de apo € pue-
de aportar una informacién importante en el estu-
dio de la HLP tipo III. Los cambios de secuencia en
ADN pueden no alterar el comportamiento electro-
forético de la proteina apo E vy, por tanto, la separa-
cién de las isoformas de apo E en funcién de su
carga no resulta lo suficientemente especifica para
identificar un fenotipo de forma exacta. La técnica
de PCR en combinacién con el anélisis de restric-
cién permite una determinaciéon mas precisa del ge-
notipo de apo E, disminuyendo los riesgos de arte-
factos inherentes a los métodos de andlisis de la
proteina.

Aparentemente, esta variante de apo E es fre-
cuente en la Comunidad Auténoma de Aragoén,
como lo demuestra el hecho de la elevada frecuen-
cia alélica (0,0037) encontrada en una muestra am-
plia de poblaciéon aragonesa. Es probable que en
los analisis poblacionales de apo E realizados en
otros estudios esta variante haya sido confundida
con la isoforma comin apo E2, ya que ambas pro-
tefnas tienen la misma carga y, por tanto, idéntico
punto isoeléctrico en la determinacion de los feno-
tipos de la apo E. Esta hipétesis se apoya en el ele-
vado nimero de portadores de la mutacién aparen-
temente no relacionados identificados en este
estudio. Esta mutacién ha sido previamente identi-
ficada en Nueva Zelanda, Estados Unidos, Francia,
Italia, etc., y es por tanto improbable que existan
ancestros comunes entre los distintos sujetos por-
tadores. Una de las hipétesis plausibles es que sea
resultado de una mutacién recurrente que ha sur-
gido en individuos con distinto acervo genético; de
hecho, esta mutacién tiene lugar en una citosina de
un par CpG, el cual se sabe que es un sitio frecuen-
te de mutacién'? .
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Tabla 3. Mutaciones descritas en la region codificante del gen de apo E

Interaccién
Variante Cambio aminoacido Cambio ADN Patologia | Ref.
Heparina rLDL
E5 Japan Glu3—Lys GAG—AAG ND 200%  HC 22
E5 Canada Glul3 - Lys GAG — AAG ND ND ND 23
E4 Philadelphia Glul13 - Lys/Arg145 — Cys GAG — AAG/CGT — TGT ND ND HLPIII 24
EO Trp20 — Stop TGG - TGA ND ND HLP III 25
E2 Kyoto Arg25 — Cys CGC - TGC ND 10% LPG 26
E4- Freiburg Leu28 — Pro/Cys112 — Arg CTG - CCG ND 100%  CAD 27
EO Stop en coddn 60 Del 1pb codén 31 ND ND HLPIII 28
E3- Freiburg Thr42 — Ala ACA - GCA ND ND ND 29
ES Frankfurt GIn81 — Lys/Cys112 — Arg CAA — AAA/ITGC — CGC ND ND HC 30
E5 Pro84 — Arg/Cys112 — Arg CCG - CGCITGC - CGC ND 100%  HC 31
E3 Ala99 — Thr/Ala152 — Pro GCG - ACG/GCC - CCC ND ND ND 32
E3 Leiden Duplicacién aa 121-127 ND 25% HLP IIT 33
E4 (comun) Cys112 - Arg TGC - CGC ND 100%  HC
El Gly127 — Asp/Arg158 — Cys GGC - GAC/CGC - TGC 40% 4% HLP III 34
E2 Arg134 — Gln CGG — CAG ND ND ND 35
E3’ Montreal Arg136 — His CGC — CAC <E3 80% HLP 36
E2 Christchurch Arg136 — Ser CGC - AGC ND 40% HLP IIT 37
E2 Argl136 — Cys CGC - TGC 100% 33% HLPIII 38
E1 Tokyo Delecién 3 aa 141-143 ND ND LPG 39
El Delecién 3 aa 142-144 ND ND LPG 40
E2 Argl42 — Leu CGC - CTC ND ND HLPII 41
E3 Cys112 — Arg/Argl42 — Cys TGC — CGC/CGC — TGC <E3 20% HLPIII 42
E2 Argl45 - Cys CGT - CGC ND ND HLPIII 43
E2 Sendai Argl45 - Pro CGT - CCT ND ND LPG 44
E3 Kochi Argl45 — His CGT - CAT ND ND HTG 45
E1 Harrisburg Lys146 — Glu AAG - GAG 20% 8% HLPIII 46
E2 Lys146 — GIn AAG — CAG ND 40% HLP III 47
E1 Hammersmith Lys146 — Asn/Argl47 — Trp AAG — GAG/CGG — TGG ND ND HLP 10 48
E3 del L149 Delecién 3 pb codén 149 ND ND ND 49
El Deleci6n 18 aa 156-173 ND ND LPG 50
E2 (comn) Arg158 — Cys CGC - TGC 60% 2% HLP III
E2 Toranomon GIn187 - Glu CAG - GAG ND 100%  HLPIII 51
no secretada Del aa 209-212 y Stop en 229 Delecién 10 pb ND ND HLP III 52
E3 Washington Trp210 — Stop TGG — TGA ND ND HLP 10 53
E5 Glu212 — Lys GAG - AAG 122% 117%  HLP 54
E2 Fukuoka Arg224 - Gln CGG — CAG 100% 100%  HLPIII 55
E2 Dunedin Arg228 — Cys CGC - TGC ND 100%  HTG 56
E2 Val236 — Glu GTG - GAG ND ND HTG 57
E7 Suita Glu244 — Lys/Glu245 — Lys GAG - AAG/GAG - AAG >E3 23% HLP III 58
E3 Cys112 — Arg/Arg251 - Gly TGC — CGC/CGC — GGC ND ND HTG 25
El Arg158 — Cys/Leu252 — Glu CGC - TGC/CTG — GAG ND ND HC 25
E4- Cys112 — Arg/Arg274 — His TGC — CGC/CGC — CAC ND ND ND 25
E4+ Ser296 — Arg AGC - CGC ND ND ND 25
E1 Bethesda ND ND ND ND HLP III 59
Mutacién ayuste ND ND HLP IIT 60

ND: no descrito; HC: hipercolesterolemia; HTG: hipertrigliceridemia; HLP: hiperlipoproteinemia; HLP III: hiperlipoproteinemia
tipo III; LPG: glomerulopatia lipoproteica; CAD: enfermedad coronaria; del: delecién; aa: aminoacido.

La apo E es un ligando para todos los receptores
de la familia del receptor de las LDL (rLDL), espe-
cialmente el rLDL y la proteina relacionada con el
rLDL (LRP), pero también se une a los proteoglica-
nos heparan sulfato (HSPG) y, a través de estas in-
teracciones, desempena un papel fundamental en
el aclaramiento de particulas remanentes por parte
del higado. Las particulas remanentes atraviesan el
endotelio fenestrado del higado y entran en el espa-

cio de Disse, en el que interaccionan con los HSPG.
La retencién de remanentes en el espacio de Disse
favorece, por un lado, la actuacién de la lipasa he-
patica sobre sus componentes lipidicos y, por otro,
que adquieran en su superficie una mayor propor-
cién de apo E secretada por los hepatocitos. Tras
esta etapa de procesamiento y enriquecimiento en
apo E, los remanentes son internalizados por el
rLDL, el LRP en cooperacién con los HSPG, o bien
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mediante retirada directa tras la interaccién con
los HSPG por un mecanismo de cinética lenta'. De
estas tres vias de retirada, la principal, cuantitati-
vamente, es la interaccién con el rLDL, pero parece
esencial la interaccién con HSPG para un procesa-
miento previo correcto de las particulas®. Por tan-
to, las mutaciones en el gen de la apo E pueden
afectar tanto a la unién de las particulas remanen-
tes a los receptores, como a la interacciéon con los
HSPG. La interaccién de la apo E con los HSPG se
analiza utilizando heparina como modelo de pro-
teoglicano de superficie cargado negativamente?!.

La HLP tipo III generalmente se hereda como un
rasgo autosémico recesivo asociado con el fenotipo
apo E2/2, y a la expresién fenotipica de la hiperlipe-
mia contribuyen factores adicionales, genéticos o
ambientales. En los individuos homocigotos para la
isoforma comin de apo E2 Arg158Cys, s6lo un pe-
quenio porcentaje, 1-4%, desarrolla HLP tipo III, y
generalmente se asume que la expresion de la hiper-
lipemia estd muy influenciada por factores como la
edad, el IMC, el estado nutricional y el sexo.

En la actualidad se conocen més de cuarenta va-
riantes de apo E (tabla 3). Sin embargo, s6lo la mi-
tad de las descritas estan asociadas a HLP tipo III.
La asociacién con HLP tipo III depende, entre
otros factores, de la capacidad de unién al rLDL y
la interaccién con los HSPG. Los estudios familia-
res de portadores de variantes raras, como apo E3
Cys112Arg/Arg142Cys*, apo E2 Lys146GIn*’ y apo
El-Harrisburg Lys146Glu*, han demostrado que la
heterocigosidad para estas variantes esta asociada
con la expresién de la HLP tipo III a pesar de la
presencia de un alelo “normal”, indicando que en
estos casos la HPL tipo IIT se hereda de forma au-
tosémica dominante con un alto nivel de penetran-
cia. En cambio, la herencia autosémica dominante
es parcial o incompleta en otras variantes como la
apo E4-Philadelphia Glu13Lys/Arg145Cys.

Nuestros resultados demuestran que la variante
apo E2 Argl36Ser se asocia con HLP tipo IIT de
forma independiente del otro alelo, ya que se ha
observado expresién de la hiperlipemia en sujetos
tanto homocigotos para la variante como heteroci-
gotos (apo €4, apo €3, apo €2, apo €l). Por otra par-
te, el nivel de penetrancia es mayor que en el caso
de la homocigosidad para la apo E2 Arg158Cys, ya
que en el presente estudio el 39% de los portadores
de la variante presentaron HLP tipo III. Sin embar-
go, la penetrancia fue incompleta, ya que no todos
los portadores estaban afectados. Nuestros datos
indican que la expresion de la HLP tipo III en los
portadores de la variante estd fuertemente asocia-
da con la edad (la media de edad de los portadores
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con HLP tipo IIT era de 54 afos frente a 37 afios en
los portadores sin HLP tipo III); el sexo (s6lo el
23,5% de los portadores con HLP tipo III eran mu-
jeres); el estado hormonal (no se observé ninguna
mujer premenopausica entre los portadores que ex-
presara HLP tipo III), e indice de masa corporal
(media de IMC de los portadores con HLP tipo III,
27,6 frente a 23,7 kg/m? en los portadores sin HLP
tipo III). Es importante destacar que los portadores
de la variante que no expresan hiperlipemia tienen,
por término medio, concentraciones de cVLDL y
relaciones cVLDL/TG y cVLDL/TG-VLDL significa-
tivamente mas elevadas que los no portadores (p <
0,001), lo que es indicativo de que existe un catabo-
lismo alterado de particulas remanentes en estos
individuos.

La mutacién de la apo E analizada en el presen-
te estudio se localiza en la regién de unién al re-
ceptor y afecta a la carga de esta regién®. Los estu-
dios in wvitro han demostrado que la apo E2
Arg136Ser sélo tiene un 40% de afinidad por el re-
ceptor, y se desconoce su capacidad de interaccién
con la heparina. Por otra parte, es importante se-
fialar la importancia del aminoacido que cambia
en esta variante, ya que la arginina de la posicién
136 se encuentra conservada en ocho de las nueve
especies animales analizadas®!.

En conclusién, hemos demostrado que la varian-
te apo E2 Arg136Ser es relativamente frecuente en
poblacién espaiiola que presenta hiperlipemia mix-
ta, es frecuente en la poblacién aragonesa y estd
asociada con dominancia parcial de HLP tipo III.
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