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Resumen

Se evaluaron las concentraciones séricas de apo E y C-1ll en pacientes con
lesién aterosclerética coronaria demostrada por angiografia. En 148 pa-
cientes con lesién de un total de 226 individuos sometidos a angiografia, se
midieron las apo C-Ill y E, mediante inmunoturbidimetria desarrollada en el
laboratorio y se dosaron los triglicéridos. La media de apo C-Ill fue de 9,8+4,5
mg/dL en pacientes con lesiones ateroscleréticas y de 9,1+4,1 mg/dL en pa-
cientes no lesionados (p=0,25). La media de los triglicéridos fue de 168+83
mg/dL en lesionados. La apo E tuvo una media de 6,0+3,3 mg/dL, siendo
mas alta la concentracién en mujeres (7,0+3,3 mg/dL) que en hombres
(5,7+3,3 mg/dL), p=0,05. No se obtuvieron diferencias segtin el nimero de
vasos lesionados. Las concentraciones de apo C-1l1'y apo E en lesionados es-
tuvieron por encima del valor deseable propuesto de 8,5 mg/dL y 5 mg/dL, res-
pectivamente. Se concluye que las concentraciones de apo C-Ill y apo E en
los individuos con lesién aterosclerética coronaria estuvieron por encima del
valor propuesto como deseable, aunque no fueron significativamente diferen-
tes de los valores de los pacientes sin lesiones coronarias y que ambas son una
determinacion réapida y directa, donde, especialmente apo C-1lI podria com-
plementar el perfil del laboratorio de riesgo cardiovascular, como marcador de
particulas ricas en triglicéridos.

Palabras clave: apolipoproteina C-11l * apolipoproteina E * lipoproteinas ricas
en triglicéridos * triglicéridos * lesion aterosclerética * enfermedad coronaria

Summary

Apo C-11l and E serum concentrations were evaluated in patients with coro-
nary atherosclerotic disease (CAD) diagnosed by angiography. Out of 226
individuals under angiographic study, Apo C-1ll and E were measured by
immunoturbidimetric method developed in the laboratory in 148 patients
with CAD. An Apo C-11l serum concentration was 9.8+4.5 mg/dL in CAD
and 9.1+4.1 mg/dL in non-CAD (p:0.25). Triglyceride concentrations were
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168+83 mg/dL in CAD people. Apo E concentration was 6.0+3,3 mg/dL, higher concentra-
tions being in women (7.0+3.3 mg/dL) than in men (5.7+3.3 mg/dL), p:0.05. No differences
were obtained according to the number of injured vessels. Serum concentrations of apo C-1/1
and E in individuals with CAD were above the desirable one proposed of 8.5 mg/dL and 5
mg/dL, respectively. Apo C-11I and apo E immunoturbidimetric methods are quick and direct
and, especially apo C-111, is a potentially complementary test, as a marker of triglyceride-rich
particles, in the profile of laboratory cardiovascular risk.

Key words: apolipoprotein C-11l * apolipoprotein E * triglyceride rich lipoproteins * triglyc-
erides * coronary atherosclerotic disease

Introduccién

Los estudios realizados sobre el comportamiento de
las particulas lipoproteicas ricas en triglicéridos que con-
tienen apolipoproteina C-III en la enfermedad renal
cromica, la diabetes mellitus, la obesidad visceral, la resis-
tencia a la insulina y las dislipemias han demostrado
que éstas se encuentran aumentadas en tales situaciones
(1-3). De igual forma, en diferentes estudios clinicos se
ha demostrado el potencial aterosclerético de las parti-
culas ricas en triglicéridos que contienen apo C-III (4-7).

Por otro lado, la apolipoproteina E tiene un papel sig-
nificativo en el metabolismo de los lipidos y es una de las
proteinas que se encuentran en las particulas lipopro-
teicas que son ricas en colesterol (8-10). Existen tres iso-
formas comunes de apo E, denominadas E2, E3 y E4, que
son codificadas por los alelos €2, €3 y €4 del gen APOE
que mapea en el cromosoma 19 (11). Diversos trabajos,
en diferentes poblaciones, han mostrado que el alelo €3
es el mas comun de los tres (12) y Argentina no escapa
aesaregla (13).

En las ultimas décadas se han realizado estudios va-
lorando los niveles séricos de estas apolipoproteinas y su
relaciéon con la enfermedad aterosclerética. Asi, dife-
rentes ensayos (14-19) han mostrado que las concentra-
ciones de apo C-III son un buen marcador del riesgo co-
ronario. Por otra parte, el hecho de que esta
apolipoproteina esté involucrada en la regulacion del ca-
tabolismo de las particulas ricas en triglicéridos y de las
HDL (20) hace que la medicién de las concentraciones
de apo C-II, distribuida entre las particulas que tienen
apo B, es decir la apo C-III en las VLDL+LDL, y las par-
ticulas que tienen apo A-I, o sea la apo C-II en las
HDL, sean marcadores utiles para evaluar la eficiencia de
los procesos responsables de la degradacion de los tri-
glicéridos. Asi, a mayor valor de la apo C-III en las HDL,
mayor es la degradacion de las lipoproteinas ricas en tri-
glicéridos y mas eficiente el proceso degradativo; el caso
contrario muestra un metabolismo mas pobre de las li-
poproteinas ricas en triglicéridos y, en consecuencia, la
acumulacion de estas particulas aterogénicas. La medi-
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cion de apo C-II en estas fracciones ha demostrado ser
un excelente y precoz marcador para la evaluaciéon del
riesgo de las lipoproteinas que son ricas en triglicéridos
(21) (22).

En cuanto a los trabajos realizados sobre concentra-
ciones de apo E en suero, éstos han mostrado que la
misma se encuentra en baja concentraciéon en la pobla-
cion normal (23) (24) y que los sujetos con enfermedad
coronaria documentada tienen valores ligeramente por
encima de los de la poblacion sana (24). Otros estudios
han buscado la relacion de los polimorfismos de apo E,
encontrando una asociacion entre €4 y la enfermedad
cardiovascular (25-27); algunos han informado que esta
asociacion depende de la edad (28)(29).

El objetivo del presente estudio fue evaluar las con-
centraciones sé€ricas de las apolipoproteinas C-IIl y E en
pacientes con lesion aterosclerética coronaria angio-
graficamente demostrada.

Materiales y Métodos

POBLACION Y MUESTRA

Se estudiaron, por muestreo consecutivo no proba-
bilistico, entre agosto de 2002 y diciembre de 2004, es-
pecimenes de sangre de 226 individuos de ambos sexos
sometidos a angiografia coronaria en tres instituciones
médicas de las localidades de Parana, Crespo y Liberta-
dor San Martin, en la provincia de Entre Rios, Argentina.
Ciento cuarenta y ocho de los pacientes tuvieron resul-
tado positivo de la angiografia y 78, resultado negativo.

Se consider6 como paciente con lesion ateroscleroética
coronaria (“lesionado”) a los individuos que presentaron
lesion de al menos uno de los vasos coronarios, clasifi-
candose como “no lesionado” al que no present6 nin-
guna lesion.

Se obtuvieron los datos referidos a antecedentes per-
sonales mediante un cuestionario estructurado, com-
pletado por interrogacion directa de los pacientes en la
sala de hospitalizacién en algunos casos y en otros, por



relevamiento de la historia clinica. Se registr6, ademas,
en el primer grupo el nimero de vasos lesionados.

De esta forma se consideraron las siguientes variables:
género, edad, peso, altura, tabaquismo, hiperuricemia,
diabetes, dislipemia, valores de tension arterial y ante-
cedentes familiares.

Los individuos firmaron un consentimiento apro-
bando la toma de muestra y su utilizacién en el estudio.

Las principales caracteristicas de los individuos de la
muestra se presentan en la Tabla I.

Métodos

Las muestras de sangre se obtuvieron del catéter de la
arteria femoral, durante el estudio angiografico, y se re-
cogieron en tubos con EDTA como anticoagulante. Se se-
paré el plasma por centrifugado y se congel6 a -20 °C
hasta el momento del estudio.

En 107 de las muestras se extrajo el ADN mediante el
método descripto por Miller et al. (30) para sangre y
luego se determinaron los genotipos de apo E por el mé-
todo de Hixson et al. (31). Los genotipos se agruparon se-
gan la presencia / ausencia del aleloe4 (€2/ €4, €3/ ¢
4y e4/e4vs. £€2/€2,e3/€e3,€3/€2).

Las variables colesterol total, colesterol de HDL y
colesterol de LDL se tomaron de los analisis de labora-
torio registrados en las historias clinicas de los pacien-
tes. Las mediciones de apo A-I y apo B se hicieron con
el método inmunoturbidimétrico comercial para algu-
nas muestras y para otras, con un método inmunotur-
bidimétrico desarrollado en el laboratorio.

Para todas las muestras la concentracion de triglicéri-
dos se determiné con un método enzimatico (GPO-PAP,
Roche Diagnostics) y la de apo C-III'y E con un método
inmunoturbidimétrico desarrollado en el laboratorio.

Para la preparacion de los fests inmunoturbidimétricos
para apo G-Il y apo E se utilizaron antisueros policlona-
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les de cabra donados por Oklahoma Medical Research Foun-
dation (OMRF) (Oklahoma, EE.UU). Los antisueros se di-
luyeron en bujferfosfato salino (PBS); 0,01 M (M), pH 7,4,
con agregado de fween 20 al 0,025% como tensioactivo y
polietilenglicol (PEG 6000) al 4,2%. La diluciones de an-
ticuerpos utilizadas fueron: para apo B, 1/16; para apo A-
I, 1/4; para apo C-I1I, 1/8 y para apo E, 1/8.

Las muestras se diluyeron en buffer PBS con tween 20
al 0,025%. Las diluciones fueron: 1/11 para la medicién
de apo B (relacién muestra diluida-reactivo: 1/51); 1/21
para apo A-I (relacion muestra diluida-reactivo 1/101),
1/6 para medicion de apo C-II (relacion muestra di-
luida-reactivo 1/26) y 1/6 para la medicion de apo E (re-
lacion muestra diluida-reactivo 1/26).

Para la calibracion de las mediciones de lipidos, apo
A-l'y apo B se utilizaron calibradores comerciales y para
apo C-IIl'y E mezclas de sueros valorados cedidos por el
OMREF, en una primera instancia, y luego, testigos pre-
parados en este laboratorio medidos contra los primeros.
Los coeficientes de variacion (CV) intraensayos e inte-
rensayos para la medicién de apo C-III fueron de 2,7%
y 3,4%, respectivamente; para apo E fueron de 3,3% y
4,0%; para apo B de 2,3% y 2,8% y para apo A-I de 2,7%
v3,1%.

Las determinaciones de apo C-III, E y triglicéridos se
realizaron en un autoanalizador Hitachi 911 (Hitachi
Ltd, Tokio, Japén) del laboratorio de andlisis clinicos del
Sanatorio Adventista del Plata.

ANALISIS ESTADISTICO

El analisis descriptivo se expresa como media + desvio
estandar para las variables numéricas o comony % para
las nominales. Las correlaciones de variables continuas
se expresan utilizando la r de Pearson, y entre variables
numeéricas y nominales se calcularon utilizando la ko de
Spearman. Las medias de las concentraciones se com-
pararon con la prueba ¢ de Student, para dos grupos o

Tabla |. Caracteristicas principales de la muestra estudiada, expresado como n (%) para las variables di-
cotémicas o como media (desvio estandar) para las continuas.

No lesionados Lesionados Valor p
(n:78) (n:148)

Edad (afios) 65(10) 68(10) 0,99°
Hombres 47 (29,9) 110(70,1) 0,03°
Mujeres 31(44,9) 38(55,1) 0,03®
Tension arterial sistélica (mmHg) 138,7(22,4) 140(24,9) 0,702
Tensién arterial diastélica (mmHg) 83,2(12,8) 81,6(13,4) 0,412
Diabetes 11(25) 33(75) 0,12°
indice de Masa Corporal (Kg/m?) 28,1(4,8) 28,5(4,7) 0,542
Dislipemia 39 (25,3) 115(74,7) <0.001°
Antecedentes familiares 40(34,8) 79(65,2) 0,67°
Tabaguismo 17(21,8) 61 (71,2) 0,02°
Alelo €4 presente 9(34,6)° 17(65,4)° 0,90°
aTest de student, test de chi cuadrado, ¢ polimorfismos determinados sobre n=107
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comparacion con valores establecidos, o ANOVA de una
via para las comparaciones entre tres o mas grupos. Las
diferencias entre las variables nominales se estimaron
por la prueba de chi cuadrado. Se consider6 estadistica-
mente significativo un valor p<0,05.

Resultados

De los 148 individuos con lesion aterosclerdtica co-
ronaria, 110 (74,3%) eran hombres y el resto mujeres,
con una edad media de 67+10 anos (66+10 anos en
hombres y 68+8 anos en mujeres).

Entre los lesionados, 61 individuos manifestaron ser o
haber sido fumadores, 41,2% de la muestra, de los cuales
todavia consumian tabaco 24(39%) y 37(61%) declararon
ser ex fumadores; 14 sujetos (9,3%) dijeron tener hiperu-
ricemia, 33 (22,3%) padecer diabetes mellitus, 115 (77%)
informaron ser dislipidémicos, con o sin tratamiento al
momento de la entrevista, y 80 (53%) manifestaron tener
antecedentes familiares de aterosclerosis coronaria.

La media de tension arterial sistolica fue de 140+25
mmHg (139424 mmHg en varones y 143+26 mmHg en las
mujeres) p=0,43. La tension arterial diastolica fue de
82+13 mmHg (83+14 mmHg en los hombres y 79+13
mmHg en las mujeres) p=0,21. El indice de masa corpo-
ral fue de 28+5 Kg/m? en hombres y 29+5 Kg/m? en las
mujeres (p=0,28), con una media para el total de la mues-
tra de 28+5 Kg/m? Cuarenta y cuatro por ciento eran obe-
sos tipo I, 24,5% obesos tipo Iy 1% obesos tipo III.

Con respecto al niimero de vasos lesionados, 46 indi-
viduos (81,1%) tenian s6lo un vaso lesionado, 46
(81,1%) dos vasos lesionados, 50 (33,8%) tres vasos le-
sionados y 6 (4%) cuatro vasos lesionados.

La Tabla II muestra las concentraciones de lipidos, li-
poproteinas y apolipoproteinas en los individuos con le-
sion aterosclerotica, divididos por género. Se destacan
los valores mas elevados de triglicéridos, apo A-l'y apo E
en las mujeres, siendo la media total en la dltima de
6,0+3,3 mg/dL. En las concentraciones de apo C-III no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre los dos géneros, siendo la media general de 9,8+4,5
mg/dL. La correlacién entre las concentraciones de

apo G-Iy los triglicéridos fue buena (r: 0,81, p<0,001).

Al realizar una comparacion de las medias entre los
individuos con lesion y aquellos sin lesion aterosclerética
coronaria, no se encontraron diferencias estadistica-
mente significativas en las concentraciones de apo C-III
(9,1#4,1 mg/dL en no lesionados, p=0,25) ni en las con-
centraciones de apo E (media para no lesionados:
5,6+3,1 mg/dL, p=0,22). Si hubo diferencias entre las
concentraciones de triglicéridos (168+83 mg/dL en le-
sionados y 143+77 mg/dL en no lesionados, p<0,05).

Al comparar las medias de las variables con los valo-
res propuestos como deseables, esto es, menos de 150
mg/dL para triglicéridos(30), menos de 8,5 mg/dL para
apo G-Il y menos de 5 mg/dL para apo E(22), los indi-
viduos con lesion aterosclerética presentaron concen-
traciones mas elevadas que ese valor deseable (p<0,05
para triglicéridos, p<0,01 para apo G-Il y p<0,001 para
apo E), en tanto que los que no presentaron lesion ate-
rosclerotica coronaria tuvieron concentraciones simila-
res a las consideradas deseables (p=0,42 para triglicéri-
dos, p=0,19 para apo G-Il y p=0,17 para apo E).

La Tabla III muestra las concentraciones de apo C-II,
apo E y triglicéridos de acuerdo al nimero de vasos le-
sionados. No se hallaron diferencias estadisticamente
significativas por el test de ANOVA de una via, las prue-
bas post-hoc fueron no significativas para todos los grupos.

La correlacion entre el genotipo de APOE y las con-
centraciones séricas de apo E fue baja, 10 de Spearman
0,163 (p=0,17) en los lesionados (n=71).

Las concentraciones de apo E entre los individuos
portadores del alelo €4 fueron de 6,8+2,7 mg/dL, n: 17,
y en los no portadores fueron de 6,1+2,9 mg/dL, n: 54
(p=0,42).

Discusion y Conclusiones

El efecto aterogénico de las lipoproteinas ricas en
triglicéridos esta fuera de toda discusion en la actualidad.
En la busqueda de marcadores de esas particulas, la apo
C-II es una de las propuestas, ya que la evaluacion de los
triglicéridos plasmaticos por si solos no permite distin-
guir las varias subespecies de las lipoproteinas ricas en tri-

Tabla |I. Concentraciones de lipidos y apolipoproteinas en pacientes con lesién aterosclerética

coronaria.

Variable Hombres Mujeres Total p.
Colesterol total (mg/dL) 195451 210+80 199+59 0,30
Colesterol HDL (mg/dL) 34+10 50+51 38+27 0,16
colesterol LDL (mg/dL) 136+47 138+73 136+54 0,85
Triglicéridos (mg/dL) 159482 194+80 168+83 0,05
Apo A (mg/dL) 117+24 134+30 121+26 0,05
Apo B (mg/dL) 108+30 109+41 108+33 0,86
Apo C Il (mg/dL) 9,5+4,5 10,9+4,4 9,8+4,5 0,10
Apo E (mg/dL) 5,7+3,3 7,0+3,3 6,0+3,3 0,05
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Tabla Ill. Concentraciones de triglicéridos, Apo C-11l y Apo E segtin el nimero de vasos coro-
narios lesionados.

Ndmero de vasos lesionados N Media

Triglicéridos (mg/dL)? 1 46 156+77

2 46 168+84

3 50 178+88

4 6 185+78

Total 148 168+83

Apo C Il (mg/dL)? 1 46 8,6+3,2

2 46 10,2+4,6

3 50 10,6+5,3

4 6 10,3+4,3

Total 148 9,8+4,5

Apo E (mg/dL)° 1 46 5,4+2,7

2 46 5,9+3,3

3 50 6,7+3,9

4 6 6,5+2,5

Total 148 6,0+3,3
aDiferencias estadisticamente no significativas, test ANOVA de una via, p=0,14
"Diferencias estadisticamente no significativas, test ANOVA de una via, p=0,14
cDiferencias estadisticamente no significativas, test ANOVA de una via, p=0,13

glicéridos (6) (33) (34). Por otro lado, tiene interés la me-
dicién de la concentraciéon de apo E como un comple-
mento a la evaluacion del riesgo. De esto resulta la meta
del presente estudio, la de presentar las concentraciones
de apo CII'y E en el plasma de individuos con lesion ate-
rosclerética coronaria que concurrieron a tres centros
médicos de la provincia de Entre Rios.

La determinacion de apo C-III o apo E es de similar
complejidad a la de la apo A-I o apo B, que son las dis-
ponibles comercialmente en Argentina, y pueden de-
terminarse por inmunoturbidimetria en forma directa
y rapida. Sin embargo, no existe una estandarizacion in-
ternacional, tanto de la medicién de apo C-III como de
apo E, que permita a todos los laboratorios presentar va-
lores comparables de las dos variables. De todas mane-
ras, los valores referenciales de poblacion presentados
en diferentes estudios son similares, lo que puede llevar
a considerar a ambas mediciones, por inmunoturbidi-
metria, como bastante fidedignas a la hora de comparar
datos (24).

En el analisis de los antecedentes de los individuos es-
tudiados se observé que estaban presentes varios de los
factores de riesgo cardiovascular, entre ellos la obesidad;
no obstante, la media encontrada para apo CJII fue
menor que la publicada para individuos obesos (33).

En la comparacion por sexo, las medias no fueron di-
ferentes para apo C-II, en tanto que la apo E fue mas ele-
vada en las mujeres, lo que coincide con lo publicado en
otros estudios (1) (24).

Al comparar la media de apo C-III hallada con lo pu-
blicado en una revision sobre apolipoproteinas, la misma

fue similar a la encontrada en otros pacientes con en-
fermedad coronaria (p: 0,84) (24). Similar compara-
cion entre el valor de apo E encontrado en pacientes con
enfermedad coronaria y el del presente estudio arrojo
que la media en la muestra estudiada fue significativa-
mente mas elevada (p<0,001).

Con respecto a la comparacion entre lesionados y no
lesionados, el hecho de que no se encontraran diferen-
cias significativas en los valores coincide con algunos
datos publicados (33) (35), si bien es diferente a lo en-
contrado en un estudio realizado en pacientes de la pro-
vincia de Buenos Aires donde la apo C-III fue mayor en
los lesionados (36). En el caso del presente estudio debe
tenerse en cuenta que los no lesionados no pertenecian
a un grupo de individuos sanos, sino que eran pacientes
con diferentes patologias, entre ellas problemas valvu-
lares o dislipidemias que, al momento de realizarse las
angiografias coronarias no habian desarrollado lesiones
aterosclerdticas.

En realidad, el mayor potencial de la apo C-III parece
ser como discriminador entre progresores y no progre-
sores de lesiones ateroscleréticas en pacientes con tra-
tamiento hipolipemiante en los cuales el colesterol total,
el colesterol de LDL o la apo B disminuyen (6).

Los datos de estudios clinicos son los que han llevado
a la propuesta de un valor de apo C-III de 8,5 mg/dLy
de 5 mg/dL, para apo E, como el limite superior dese-
able (24). Es interesante destacar que, en el estudio, los
individuos con lesion aterosclerética coronaria presen-
taron concentraciones de ambas apolipoproteinas su-
periores a ese limite, lo que no sucedi6 con los no le-

Acta Bioquim Clin Latinoam 2010; 44 (2): 171-7



176  Aguilar D et al.

sionados. Siguiendo la misma propuesta de Alaupovic
(24), las concentraciones halladas en los pacientes con
lesion coronaria en Entre Rios se ubicarian en el rango
bordeline alto.

Cuando se evaluaron las concentraciones de las dos
apolipoproteinas en funcién del nimero de vasos le-
sionados, no se encontraron diferencias significativas,
especialmente en la apo C-I1I, por lo que este parame-
tro no parece tener influencia como discriminador de
esa situacion. En el caso de apo E, las concentraciones
tendieron a ser mas elevadas en los individuos con tres
y cuatro vasos lesionados respecto del resto; sin em-
bargo, el bajo nimero de pacientes con ese nimero de
vasos lesionados no permite emitir juicios concluyentes
sobre si hay o no una relacién entre la concentracion
de apo E y el nimero de vasos lesionados.

Tampoco se encontraron diferencias de concentra-
ciones de apo E entre los que tenian el alelo e4 y los
que no lo poseian, por lo que en esta muestra, donde
la edad de los individuos era elevada, no parece haber
influencia del genotipo de apo E sobre las concentra-
ciones séricas de la proteina.

Posiblemente la medicién de apo C-III en el preci-
pitado de heparina-manganeso, o apo C-III en VLDL +
LDL, sea la medida mas especifica del riesgo aterogé-
nico de las lipoproteinas ricas en triglicéridos (37). Si
bien no se trata de una técnica complicada, no fue po-
sible de determinar en esta muestra y deberia ser objeto
de una préoxima evaluacién de sujetos con enfermedad
coronaria en este medio.

Se concluye que las concentraciones de apo C-III y
apo E en los individuos con lesion aterosclerética co-
ronaria estuvieron por encima del valor propuesto
como deseable, aunque no fueron significativamente
diferentes de los valores de los pacientes aun sin lesio-
nes coronarias y que ambas son una determinacion ra-
pida y directa, donde, especialmente apo C-III podria
complementar el perfil del laboratorio de riesgo car-
diovascular, como marcador de particulas ricas en tri-
glicéridos.
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