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RESUMEN:

El Anuario de Mortalidad en Venezuela report6 en el afio 2.008 3.150 muertes infantiles por “sindrome de dificultad
respiratoria del recién nacido” y “dificultad respiratoria del recién nacido”. El gen APOE codificala Apolipoproteina-E
que interviene en el metabolismo lipidico incluyendo fosfolipidos, justificando su analisis en relacion ala Enfermedad
de Membrana Hialina (EMH). EL gen APOE humano es polimdrfico y esta asociado a diversos trastornos del
metabolismo lipidico. Por esta razon, se estudid su posible relacion con la sintesis del surfactante pulmonar y por
ello con la EMH en neonatos prematuros. Se realiz6é una investigacion tipo campo experimental, para la cual se
tomaron muestras de sangre periférica de 64 neonatos prematuros, pacientes del Hospital Universitario de Caracas,
UCV, durante el periodo enero 2008 a diciembre 2009. En el laboratorio de Patologia Molecular, UCV, se realiz6
aislamiento del ADN gendémico de las muestras y mediante la técnica de RFLP-PCR se genotipific6 el gen APOE
en los pacientes con o sin la enfermedad. No se encontré asociacién entre polimorfismo del gen y la enfermedad
estadisticamente significativa. Adicionalmente se comparo la distribucién de las frecuencias de los alelos del gen
APOE entre la poblacién de neonatos prematuros estudiada en este trabajo y una poblacién de individuos sanos que
tomamos como posible control, se encontré que el alelo €2 del gen pudiera estar relacionado con un menor riesgo a
ser prematuro, o tener un efecto protector a favor de nacer a término. Este hallazgo sera corroborado o descartado
mediante el estudio de la distribucion de frecuencias de alelos del gen en una poblacién de neonatos a término del
mismo servicio de neonatologia del Hospital Universitario de Caracas.

Palabras claves: APOE, Polimorfismo, Surfactante Pulmonar, Sindrome de dificultad respiratoria neonatal,
Enfermedad de Membrana Hialina, Recién nacido prematuro.

GENE POLYMORPHISMS OF APOLIPOPROTEIN-E ASSOCIATED WITH HYALINE
MEMBRANE DISEASE OF THE NEONATE.

SUMMARY

The Yearbook of Mortality in Venezuela reported 3150 infant deaths for respiratory distress in the year 2008. The
APOE gene encodes apolipoprotein-E involved in lipid metabolism including phospholipids, justifying its analysis in
relation to hyaline membrane disease (HMD). The human APOE gene is polymorphic and is associated with various
disorders of lipid metabolism. For this reason, we studied its possible relationship to pulmonary surfactant synthesis
and thus with the HMD in preterm infants. This research was conducted experimental field type, for which samples
were taken from peripheral blood of 64 preterm infants, patients in the Hospital Universitario de Caracas, UCV,
during the period January 2008 to December 2009. In the laboratory of Patologia Molecular was performed isolation
of genomic DNA samples and by RFLP-PCR technique the APOE gene was genotyped in patients with or without the
disease. No association between gene polymorphism and the disease was statistically significant. Additionally we
compared the distribution of the frequencies of the APOE gene alleles between the preterm population studied in
this work and a population of healthy individuals as possible to take control, we found that the gene €2 allele might
be associated with a decreased risk of being premature, or have a protective effect for born at term. This finding will
be confirmed or ruled out by studying the frequency distribution of alleles of the gene in a population of term infants
of the same neonatal ward at the Hospital Universitario de Caracas.

Keywords: APOE, Polymorphism, Pulmonary surfactant, Neonatal respiratory distress syndrome, Hyaline
membrane disease, premature newborn

Introduccion Existen muchas causas de insuficiencia respiratoria en
el RN, incluyendo una sedacién excesiva de la madre,
traumatismos de la cabeza fetal durante el parto,
aspiracion de sangre o liquido amnidtico e hipoxia
intrauterina debida a opresiones del cordén umbilical

Muchos recién nacidos (RN) prematuros mueren o
sufren graves consecuencias por causa del Sindrome
de Dificultad Respiratoria (SDR) asociado a inmadurez
pulmonar.
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alrededor del cuello. Sin embargo, la causa mas
frecuente es el Sindrome de Dificultad Respiratoria del
recién nacido asociado a inmadurez pulmonar. Segun
el Anuario de Mortalidad en Venezuela, de la Direccion
de Epidemiologia del MPPS (Ministerio Popular Para
la Salud) en el ano 2008 la mortalidad por Dificultad
respiratoria del recién nacido fue de 3150 nifos (1889
varones, 1261 hembras) (1).

La Enfermedad de Membrana Hialina (EMH) se
caracteriza por la formacion de exudados secundarios
que microscopicamente se observan como un material
amorfo depositado en la pared de los alvéolos
pulmonares, cursando tempranamente con un serio
compromiso de la funcién respiratoria, que en muchos
casos puede conducir alamuerte. Su causa fue establecida
como un déficit de surfactante en 1959 por Avery y
Mead (2). Si el nifo no fallece por infeccion secundaria
y otras complicaciones, en algunos casos pueden quedar
graves secuelas como Displasia Broncopulmonar (3),
Retinopatia severa (4) o también presentarse trastorno
en el desarrollo neurolégico (5).

Otras posibles influencias en su aparicion son la diabetes
materna, la cesdrea antes del comienzo del trabajo de
parto y el embarazo gemelar.

El surfactante pulmonar es una sustancia tensoactiva
producida por los neumocitos tipo II, que disminuye la
tension superficial a nivel de la interfase aire-liquido en
la pared alveolar previniendo su colapso (6) y sin cuya
funcion se dificulta progresivamente la posibilidad de
intercambio gaseoso conduciendo a hipoxia severa. El
SDR ocurre en alrededor del 60% de los nifios nacidos
con menos de 28 semanas de gestacion, del 15 al 20%
de los nacidos entre las 32 y 36 semanas de gestacion y
menos del 5% en aquellos nacidos después de la semana
37 de gestacion (7).

Bioquimicamente el surfactante pulmonar estd
compuesto por 90% de lipidos y 10% de proteinas
(8). Siendo la porcién lipidica (principalmente
fosfolipidos como la fosfatidilcolina), el elemento mas
abundante del surfactante y al que principalmente se
debe la disminucion de la tension superficial. Una de
las apolipoproteinas de la sangre que mads participa
en el transporte de los lipidos en el organismo para
su metabolismo es la Apolipoproteina-E (ApoE).
Existen varios trabajos experimentales que indican la
importancia de esta apoproteina en el metabolismo de
fosfolipidos como la fosfatidilcolina y de sus niveles en
el surfactante alveolar (9). Algunos estudios han hallado
también que ratones deficientes en ApoE contienen
menos fosfatidilcolina en el cerebro que los controles

Polimorfismos del gen de la Apolipoproteina-E relacionado con la
Enfermedad de Membrana Hialina del Neonato.

(10), mientras que por otro lado se demuestra que es
necesaria la molécula completa de la proteina para
unirse a su receptor y a los fosfolipidos (11). Igualmente
se ha observado que la ApoE modula la homeostasis del
colesterol y de los fosfolipidos en el sistema nervioso
(12, 13) y que puede estimular su secrecion en los
neumocitos tipo II (14). Estudios de la expresion de los
receptores de lipoproteinas y de ApoE en ratas de edad
perinatal mostraron su influencia en la carga de lipidos
por los fibroblastos en pulmon, durante la maduracion
pulmonar (15). Ademas, se han descrito casos debidos
a cambios en los genes de las proteinas del surfactante,
como polimorfismos de sus alelos (16) o mutaciones
recesivas de alguna de ellas (17).

La apolipoproteina E (Apo E) fue descubierta al
principio de la década de los setenta, formando parte del
componente protéico de algunas lipoproteinas ricas en
triglicéridos. De inmediato se hizo evidente que la Apo
E era un determinante significativo en el metabolismo
del colesterol, por lo que se convirti6é en el foco de
un intenso escrutinio cientifico (18) que contintia en
nuestros dias.

La Apolipoproteina-E humana circula en el plasma
asociada con todas las clases de lipoproteinas. Su
estructura primaria se determiné inicialmente por
secuenciacion de los aminodcidos de la cadena de la
Apo E purificada a partir de la fraccion VLDL humana
(19); posteriormente se confirmé por secuenciacion del
ADN complementario (ADNc) obtenido a partir del
ARN mensajero (ARNm) del gen APOE de rata (20) y
posteriormente del ADNc del del gen (APOE) humano
(21). Es una llave moduladora de la homeostasis del
colesterol y lipidos sanguineos. Es un mondmero
de 299 aminoacidos, con un peso molecular de 35
kDalton que consiste de dos dominios plegados de
manera independiente: el dominio amino-terminal de
22 kDalton (residuos 1 al 191) que se une con mucha
afinidad a los receptores celulares de lipoproteinas y
débilmente con lipidos (vecindad de los residuos 136
- 150), y el dominio carboxi-terminal de 10 kDalton
(residuos 216 — 299), que contiene los elementos de
afinidad conloslipidos que forman parte delas particulas
esféricas de lipoproteina (22). El gen de la ApoE esta
situado en el brazo largo del cromosoma 19 (19q13,2)
tiene 3612 pares de bases de longitud esta compuesto
por cuatro exones espaciados por tres intrones y es
polimdrfico. Aparte de algunas raras variantes que se
han identificado, los tres alelos mas frecuentes descritos
en la poblaciéon mundial son e2, e3 y e4, codominantes,
que codifican las tres principales isoformas de la ApoE
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(E2, E3 y E4) y generan tres genotipos homocigotos y
tres heterocigotos. La isoforma mas frecuente de esta
apoproteina, E3, se caracteriza por tener en la posicion
112 un residuo de cisteina (cisteinall2) y un residuo
arginina en la posicion 158 (argininal58), en la region
de unioén a receptores. La isoforma E4 (argininall2 y
argininal58) estd asociada con colesterol elevado y
es un factor que eleva el riesgo de sufrir demencia
tipo Alzheimer (23). La isoforma E2 (cisteinall2 y
cisteinal58) esta asociada a hiperlipidemia tipo III
(24,25).

La funcién primordial de la Apo E es servir como
ligando de las lipoproteinas a sus receptores celulares;
sus tres principales isoformas difieren en su afinidad
por la familia de receptores de lipoproteinas y particulas
ricas en triglicéridos. La isoforma E3 es la mas frecuente
en todos los grupos humanos especialmente en aquellas
poblaciones con una antigua raigambre agricola y de
produccién de alimentos como las de la cuenca del
Mediterraneo. Se ha publicado que los portadores del
alelo €4 son mas sensibles a los lipidos provenientes de
la dieta, esto estaria asociado con una mejor absorcién
a nivel intestinal de ellos, incluidas las vitaminas
liposolubles como A, D, E y K, lo cual representaria una
ventaja en ambientes dondelaalimentacion es escasay de
disponibilidad irregular (26). La presencia delaisoforma
E4 dela proteina se ha descubierto relativamente elevada
en muchas poblaciones aborigenes, a nivel mundial,
donde persiste una tradiciéon de subsistencia de cazador-
recolector y la provision de alimentos es, o fue hasta
épocas recientes, escasa o de dificil acceso (26). En las
sociedades industrializadas modernas los portadores
del alelo e4 tienen los niveles mas altos de colesterol
total y LDL-colesterol, mientras que los portadores del
alelo e3 presentan un nivel intermedio y los del alelo e2
presentan un nivel menor. Igualmente los sujetos con
diferentes genotipos de APOE difieren en la eficiencia
de absorcién de colesterol exdgeno desde el intestino
delgado (27). En poblaciones indigenas americanas que
aun conservan su estilo de vida ancestral, se encontro
que a pesar de existir en éstas una elevada frecuencia
del alelo e4 (la frecuencia de e2 es casi nula), ellas no
presentan niveles anormales de colesterol total (28,29).

Aunque es el mads frecuente, el alelo e3 es en términos
evolutivos, de aparicion reciente, de 200.000 a 260.000
afios y el alelo e2 deriva de éste (30). e4, es el tnico
presente en nuestro pariente mas cercano, el chimpancé
(Pan troglodytes) y otros grandes primates relacionados
y por eso es considerado “el alelo ancestral” (31).
Se ha propuesto que el genotipo primitivo, &4/e4,
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favorecia el ahorro de energia; “thrifty genotype”
(genotipo ahorrador), una combinaciéon de alelos
excepcionalmente eficientes en cuanto a la asimilacién
y procesamiento de alimentos (32).

Diversas investigaciones experimentales utilizando
modelos animales in vivo con ratones knockout para
el gen APOE, relacionan la apolipoproteina E con la
sintesis y el metabolismo del surfactante pulmonar.
En los mamiferos, desde los grandes primates hasta el
mas pequeiio roedor, el gen APOE es monomorfico,
solo en humanos este gen es polimoérfico. Aun no se
ha estudiado la posible asociacion entre alguno de los
diferentes alelos del gen APOE y la EMH en neonatos.
Esto justifica iniciar una investigacién en busqueda de
este tipo de asociacion.

El objetivo de este estudio fue estudiar si existe relacion
entre los alelos del gen APOE y la enfermedad de
membrana hialina en neonatos prematuros, en pacientes
del Hospital Universitario de Caracas, Universidad
Central de Venezuela.

Materiales y Métodos

La investigaciéon se realizd entre el Servicio de
Neonatologia del Hospital Universitario de Caracas
(HUC) y el Laboratorio de Patologia Molecular de
la Céitedra de Anatomia Patolégica, Universidad
Central de Venezuela, con aprobacion del proyecto
por el Departamento de Bioética del mismo hospital.
Previa autorizacion por escrito del representante del
paciente, se realizé una investigacion de campo de tipo
experimental.

El analisis se realizd durante un periodo de dos afnos
(enero 2008 — diciembre 2009). Los criterios de inclusion
comprendieron neonatos de edad gestacional menor de
36 semanas, con peso al nacer menor de 2.000 gramos,
con o sin dificultad respiratoria. Solo se excluyeron
los recién nacidos con malformaciones congénitas. La
muestra fue de 64 neonatos y su recoleccion fue de tipo
no probabilistico, mediante reclutamiento consecutivo
de prematuros sufrieran o no la enfermedad.

A cada uno de los pacientes se le tomd 2 ml de sangre
periférica en un tubo con EDTA en el Servicio de
Neonatologia, la muestra se trasladé al Laboratorio
de Patologia Molecular en cava refrigerada a 4° C con
hielo, donde se realizd la extraccion del ADN genémico
(ADNg) segun el protocolo del método de Bunce
(34,35,36), modificado y simplificado en el Laboratorio
de Patologia Molecular, usando menos cloroformo y
alcohol, y reduciendo la concentraciéon del NaCl, que
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con frecuencia ocasiona la inhibicién de la polimerasa.
Con este método se logran concentraciones de ADN
que oscilan entre 0.2 a 1 mg/mL para su posterior
amplificacion por PCR.

Para determinar la integridad y calidad del ADN
obtenido se realizo electroforesis en una mini-camara
horizontal donde se corri6 8 ul. de la muestra en un
minigel de agarosa al 1 % en buffer TAE 0,5 X (40 mM
Tris-HCI, 20 mM acido acético glacial, 1 mM EDTA pH
8,5) coloreado con bromuro de etidio.

El gen APOE fue amplificado por PCR
(Termociclador modelo PTC-100 de M]
RESEARCH, INC.) utilizando los cebadores: P1:
5-GCACGGCTGTCCAAGGAGCTGCAGGC-3 y
P2: 5-GGCGCTCGCGGATGGCGCTGAG -3, que
abarcan una region de 273 pares de bases (pb) del exon 4
que incluye los dos sitios polimoérficos del gen (37). Para
un volumen final de 25 pL, por cada muestra a analizar,
se agreg6 5uL del ADN; 10,525 pL de H,O; 5 pL buffer
5X Green; 0,1 pL de la mezcla de ANTPs (100 mM);
1,5 uL DMSO (100%); 2,5 pL MgCL2 (25 mM);
0,125 pL de cada cebador (50 pmol/pL) y 0,125 pL
de Taq-Pol Promega (5 u/pL). Las condiciones de
amplificacién del gen APOE fueron: temperatura de
inicio de 94 °C por 5 minutos, seguida por 40 ciclos
de: desnaturalizacion 94°C por 30seg, alineamiento
65 °C por 30 seg y extension 70°C por 90 seg; con una
temperatura de salida de 70°C por 10 min. El producto
de PCR fue visualizado en geles de poliacrilamida al
10% (proporcion 29:1) y coloreado con una solucién
de nitrato de plata al 0,15%. También se corrié un
marcador de peso molecular de 100 bp (Promega) y un
control negativo.

En los pacientes analizados se determin el genotipo del
gen APOE mediante RFLP (Plomorfismo. de Longitud
de Fragmento de Restriccion). Para un volumen final
de 10 pL se agregaron 4,48 uL de H20, 1 uL de Buffer
Multicore 10 X (Promega), 0,02 pL de BSA (Albumina
de Suero Bovino, Promega), 0,5 pL de la enzima de
restriccion Hhal (Promega) y 4 pL del producto de
PCR. La mezcla se incubd a 37°C por al menos tres
horas. Se realizé electroforesis del producto digerido en
gel de acrilamida al 10% (proporcién 19:1) a 200 Volt,
85 mA por 45 minutos, se utiliz6 un marcador de peso
molecular de 10 bp (Promega), la tincion del gel fue con
una solucion de nitrato de plata al 0,15%. En la figura
Ne 1 se muestra un esquema de los patrones de corte de
la enzima de restriccion en el producto de PCR generado
para cada alelo y que permite identificar el genotipo por
electroforesis.

Polimorfismos del gen de la Apolipoproteina-E relacionado con la
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FIGURA 1. Representacion esquematica de los 3 posibles

alelos humanos €2, €3 y ¢4 del gen APOE y los fragmentos

obtenidos con la enzima de restriccion para cada uno de
estos alelos.

Se ve el de 273 pb. Las zonas sombreadas indican los
cebadores. Las flechas hacia abajo muestran los sitios de
corte de la enzima de restriccion Hhal comunes a todos
los alelos. Las flechas gruesas, indican los puntos de
corte polimorficos (37).

Los genotipos presentados por los pacientes fueron
agrupados siguiendo la metodologia de Molero (38) y
Hutz (39): Grupo APOE 2, formado por los neonatos
portadores de los genotipos €2/e2 y €2/€3 (al menos un
alelo €2). Grupo APOE 3, integrado por el genotipo
€3/e3 (ambos alelos normales) y el Grupo APOE 4
formado por los €3/e4 y e4/e4 (al menos un alelo 4). En
la poblacion estudiada no se encontré ningun portador
del genotipo €2/e4 por lo que no fue necesario formar
un cuarto grupo.

Las frecuencias de los alelos fueron estimadas por conteo
directo de genes. Se utilizé la prueba de Ji-cuadrado
para establecer si hay una diferencia estadisticamente
significativa en la distribuciéon de las frecuencias de
los grupos y de los alelos del gen, entre la poblacién de
prematuros que no padecieron del SDR y los prematuros
que si padecieron. Esto se realizé empleando el programa
Epimax, disponible online (40). Para calcular el error
tipico correspondiente se empled la siguiente ecuacion:
Raiz cuadrada de (p(1-p)/n) . Donde p es la frecuencia
del alelo y n el nimero de cromosomas (cromosomas
19). Se realizé la comparaciéon de las distribuciones
alélicas del gen APOE, entre la poblaciéon de nifos
prematuros reclutada en este trabajo y una muestra de
poblacién de habitantes de Caracas, usuarios del HUC
para establecer OD radios (OR) mediante una tabla de
contingencia de 2 x 2 segiin Wolf 1955 (41), Haldane
1956 (42) y Glas 2003 (43).

Resultados

De los 64 neonatos del estudio, 27 fueron del
sexo masculino (42,19%) y 37 del sexo femenino
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(57,81%). En la figura N° 2, seccion A, se observa
corrida electroforética en gel de acrilamida (29:1) no
desnaturalizante al 10% de los productos de PCR que
amplifica una seccion de 273 pb del exén 4 del gen
APOE donde estan contenidos los polimorfismos. En
las seccion B se aprecian los productos de PCR posterior
a la digestion con la enzima de restriccion Hhal de 12
pacientes recién nacidos prematuros de los cuales 5 son
homocigotos para el alelo €3 (carriles B 4, 6, 10, 11 y
13) y 3 pacientes son heterocigotos para los alelos €3/e4
(carriles B 2,9y 12) 2 son heterocigotos €2/e3 (carriles B

12 3 4 5 6 7 89 10 1112 13

] ..

FIGURA 2. Amplificacién y digestion enzimatica

del gen APOE. A: Electroforesis en gel no desnaturalizante de
acrilamida al 10% (29:1) los productos amplificados por PCR de
273 pares de bases. Los carriles 1, 2, 3 y 4 representan los productos
de PCR de los pacientes, el carril 5 de un control negativo y la E
(Escalera) marcador de peso molecular de 100 pares de bases. B:
Electroforesis en gel no desnaturalizante de acrilamida al 10% (19:1)
los productos amplificados por PCR de 12 recién nacidos digerido
con Hhal. Carril 1 marcador de peso molecular (pBR322 X Msp I).
Homocigotos €3/¢€3, carriles 4, 6, 10, 11 y 13. Heterocigotos €3/¢4 los
carriles 2, 9y 12. Heterocigotos €2/¢3 los carriles 7 y 8. Homocigoto
€2/¢2 el carril 3 y homocigoto e4/e4 el carril 5.

Polimorfismos del gen de la Apolipoproteina-E relacionado con la
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7y 8) 1 Homocigoto €2/¢2 (carril B 3) y un homocigoto
€4/e4 (carril C 5). No encontramos ningtn 2/4.

El gen APOE se analizé en todos los pacientes, como
se muestra en la Tabla 1 el alelo €3 y el genotipo €3/e3
fueron los que se hallaron con mayor frecuencia. Al
hacer el analisis de relacion por el método estadistico
de Ji-cuadrado se observo que no existe diferencia
estadisticamente significativa en la distribucion de los
alelos al compararla por sexo, por lo cual se trataran
conjuntamente ambos sexos como un todo, sin
distincion.

En la Tabla 2 se observa que en la poblacion de RN
estudiada, el Grupo APOE 3 es el que presenta mayor
frecuencia. Desde el punto de vista clinico, 36 pacientes
presentaron la EMH (56,25%) y 28 neonatos estaban
sanos (43,75%). Siendo la frecuencia del alelo €3 de
0,81 en el grupo con SDR y de 0,77 en el grupo sin
EMH. No encontramos una diferencia estadisticamente
significativa entre ambas poblaciones.

La Tabla 3 muestra la relacion entre los grupos segun el
genotipo detectado en el gen APOE y de los pacientes
que sufrieron de la enfermedad que sobrevivieron o
no a la misma. No hay una diferencia estadisticamente
significativa en la distribuciéon por grupo de ambas
subpoblaciones.

En el presente trabajo se compararon las frecuencias
alélicas de dos sub-poblaciones; Prematuros Enfermos
(con EMH) y Prematuros Sanos (sin EMH). No
hayamos una asociaciéon entre los polimorfismos del
gen APOE y la Enfermedad de Membrana Hialina. No
estaba prevista una poblacion de “Nacidos a Termino”
por ello, y en vista que no se hallé ninguna asociacién

TABLA 1. Frecuencia de los alelos y genotipos del gen APOE segun distribucion por sexo.

Alelo Todos (n=128) Masculino (n=54)  Femenino (n= 74) p
€2 (n*=10) 0,08+0,02 (n*=5) 0,07+0,02 (n*=5) 0,09+0,03 ns
€3 (n*=102) 0,80+0,04 (n*=43) 0,80+£0,04 (n*=59) 0,80+0,04 ns
€4 (n*=16) 0,13+0,03 (n*=6) 0,14+0,03  (n*= 10) 0,1140,03 ns
Genotipo n° F n F n° F )
€2/e2 2 0,03 1 0,04 1 0,03 ns
€2/e3 6 0,09 3 0,11 3 0,08 ns
e3/e3 41 0,64 18 0,66 23 0,62 ns
€3/¢e4 14 0,22 4 0,15 10 0,27 ns
ed/ed 1 0,02 1 0,04 0 0 ns
€2/e4 0 0 0 0,00 0 0 ns
TOTALES 64 1,00 27,00 1,00 37,00 1,00

n*= nimero de cromosomas.
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ns: no significativo
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Enfermedad de Membrana Hialina del Neonato.

TABLA 2. Frecuencia de cada grupo del gen APOE en base a la presencia
o ausencia de la Enfermedad de Membrana Hialina en los pacientes analizados.

con EMH sin EMH OR (IC 95%) p
n f n f
Grupo APOE 2 3 0,08 5 0,18 0,4 (0,1-2,2) ns
Grupo APOE 3 25 0,70 16 0,57 2,0 (0,4-11,0) ns
Grupo APOE 4 8 0,22 7 0,25 0,7 (0,2-2,8) ns
TOTAL 36 1,00 28 1,00

OR= Oddsratio  IC=Intervalo de Confianza n= ndmero de individuos

TABLA 3. Relacién entre los grupos del gen APOE
y la mortalidad de la Enfermedad de Membrana Hialina.

Sobreviven (n) OR (IC 95%) p
Si No

Grupo APOE 2 3 0
Grupo APOE3 19 6
Grupo APOE 4 7 1
TOTAL 29,00 7,00

n= ndmero de individuos

0,6 (0,0-21,1) ns
1,0 (0,0-18,0) ns
2,2(0,2-56,9) ns

entre el polimorfismo del gen y la enfermedad de
Membrana Hialina, se decidié comparar la distribucion
de frecuencias alélicas encontradas con las reportadas
en un trabajo de Genética de Poblaciones (44) donde se
muestran las frecuencias alélicas de este gen en diversas
poblaciones venezolanas, entre ellas las de un grupo de
usuarios del mismo Hospital Universitario de Caracas
(poblacion mestiza venezolana) pertenecientes al mismo
estrato socioeconomico de los pacientes en estudio y

que se tomd como “Poblacion sana” En la Tabla 4 se
muestra una comparacion de las distribuciones de las
frecuencias alélicas y de las frecuencias genotipicas del
gen APOE entre los nifios prematuros de este trabajo
y una muestra de habitantes de Caracas usuarios del
HUC tomada como control sano. La frecuencia del
alelo €2 del gen esta muy incrementada entre los
individuos sanos con respecto a los niflos prematuros,
con un valor de OR menor a 1, indicando que pudiera

TABLA 4. Comparacién de la distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas del
gen APOE entre dos poblaciones de usuarios del HUC: Nifios Prematuros, este estudio y
una muestra de poblacién de habitantes de Caracas tomada como Poblacién Sana.

Sanos Prematuros OR(IC95%) p pc
n=_87 n =64
Alelo APOE n* FA. n* FA.
€2 32 0,18 10 0,08 0,37 0,004 0,012
€3 123 0,71 102 0,8 1,62 0,03 ns
€4 19 o011 16 0,13 1,16 0,33 ns
Genotipo APOE  n FG. n EG
€2/e2 0 0 2 0,03
€2/e3 27 0,31 6 0,09
€3/e3 46 0,53 41 0,64
€3/e4 5 0,06 14 0,22
e4/e4 3 0,03 1 0,02
e2/e4 6 0,07 0 0
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estar relacionado con un menor riesgo a ser prematuro,
o tener un efecto protector a favor de que los embarazos
lleguen a término.

Discusion

A diferencia de los hallazgos reportados en ratones
ApoE knockout donde Ryan y colaboradores (10)
encuentran que “la modificacion de genes envueltos en el
catabolismo de lipoproteinas, entre ellos ApoE , resultan
en hipertrigliceridemia la cual esta asociada con una
alteracion de la sintesis del surfactante pulmonar, en el
presente trabajo no se encontré ninguna asociacién entre
los polimorfismos del gen APOE de la Apolipoproteina
E humana y la Enfermedad de Membrana Hialina.

La etiologia de muchos casos de parto prematuro
permanece desconocida. Diversas investigaciones han
estudiado la relacion existente entre parto prematuro y
genes relacionados con el metabolismo del colesterol.
Entre estas publicaciones se encuentra la realizada por
Steffen KL y colaboradores (2007) donde se reporta la
influencia de variables fisiopatoldgicas, ambientales y
socioeconomicas (42). Recientemente se ha reportado
una posible predisposicion genética al parto prematuro
asociada a mutaciones o al polimorfismo de genes
que estan relacionados con el metabolismo del
colesterol: 1) DHCR7 (7-dehidrocolesterolreductasa).
Locus 11ql2-q13, relacionado con el Sindrome
de Smith-Lemli-Opitz que consiste en retardo
mental provocado por una acumulacién tdxica de
7-dehidrocolesterol debida a la deficiencia de la enzima
7-dehidrocolesterol delta 7-reductasa. 2) HMGCR
(3 o Hidroxi-3-metilglutaril-CoA-sintetasa). Locus
5pl4-p13, relacionado con el control de la tasa de
sintesis del colesterol. 3) APOA1 (Apolipoproteina Al,
Apolipoproteina de las lipoproteinas de alta densidad).
Locus 11q23-q24. 4) ABCA1 (ATP-Binding cassette,
Subfamily A, Member 1). Locus 9q22-q31, Relacionado
con el sindrome de Tangier, también conocido como
deficiencia familiar de las alfa lipoproteinas que es una
rara enfermedad hereditaria que se caracteriza por muy
bajos niveles de HDL colesterol en sangre (28). 5) APOE
(Apolipoproteina E), Locus 19q13.2, gen en estudio
en el presente trabajo y cuyo alelo €4 ha sido asociado
con parto prematuro y/o bajo peso al nacer (46).
Nuestro hallazgo sobre el efecto asociado al alelo €2 se
repite en un trabajo publicado recientemente donde
Collazo y colaboradores, en enero de 2012, encuentran
el mismo o parecido efecto protector del alelo €2
sobre la interrupcion de la gestacion en pacientes con
endometriosis (47).
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La poblacion de Venezuela como la de toda
Latinoamérica, es producto de una gran mezcla de
grupos étnicos, que se inicié hace mas de 500 afios. En
nuestro pais, asi como en el resto de América los estratos
socioeconomicos se corresponden en cierto porcentaje
con diferencias étnicas. El criterio de seleccion de las
muestras esta fuertemente afectado por estos hechos
de genética de poblaciones, por lo que el origen de las
muestras es muy importante a la hora de disefiar un
estudio (48).

Debido a que en la presente investigacion no se contaba
con un grupo control “No prematuro” con la cual poder
realizar las comparaciones de los hallazgos moleculares,
se busco en las bases de datos trabajos publicados
relacionados con el gen APOE. Por lo que se encontro
que hay pocos estudios publicados sobre la variabilidad
del gen APOE en poblacién venezolana, entre algunos
de estos se encuentran: Estudio del Genotipo de la
Apolipoproteina E (ApoE) en Escolares con Niveles
Elevados de Colesterol y/o Triglicéridos Séricos de una
Poblacién Costera Venezolana (49), Genetic Variability
of Apolipoprotein E in Different Populations from
Venezuela (44); por lo que se decidié tomar de este dltimo
trabajo recientemente dado a conocer, una “poblacion
sana” para establecer comparaciones, asumiendo
que pertenecen al mismo estrato socioecondémico en
promedio, por cuanto que son usuarios del mismo
hospital. Aun con todas las objeciones que se pueden
hacer al respecto y asumiendo que nada garantiza que
ninguno de los individuos del trabajo seleccionado
hayan sido nacidos a termino fue considerada como una
poblacion sana, presentando como hallazgo importante
una diferencia significativa en el analisis de los alelos del
gen APOE cuando se comparan con el grupo control y
los pacientes.

En la presente investigaciéon se consideraron estos
hallazgos como resultado preliminar que debe ser
corroborado, de hecho se inicié el estudio de la
distribucion delas frecuencias delos alelos del gen APOE
en una poblacidn de recién nacidos sanos a termino del
Servicio de Neonatologia del Hospital Universitario de
Caracas que seran comparados con los obtenidos con el
grupo de pacientes analizados.

Se puede concluir que no fue hallada asociacion
estadisticamente significativa entre ninguno de los
alelos del gen humano APOE y la Enfermedad de
Membrana Hialina. Sin embargo al parecer si existe una
posible relacion, por lo menos estadistica, del alelo €2
del gen APOE con un menor riesgo a ser prematuro
o con un efecto protector de nacer a término, sobre se
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esta desarrollando investigacion a fin de corroborar o
descartar la hipotesis propuesta.
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