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RESUMEN

Se determinaron las frecuencias alélicas y genotipicas para ApoE en muestras de las poblaciones
amerindias (Ngibe Buglé, Guna Yala, Ember4-Wounaan) y mestiza de la Republica de Panama.
Participaron en este estudio un total de 186 individuos, previo consentimiento informado. La
identificacion de los alelos fue realizada mediante PCR-RFLP y las frecuencias alélicas y
genotipicas fueron determinadas mediante la utilizacion del programa Popgen32 version 1.32. El
alelo con mayor frecuencia en la poblacién no segregada fue: E3 con 0.868, seguido por E4 con
una frecuencia de 0.114 y E2 con 0.018; este ultimo presente s6lo en la poblacién mestiza.

El alelo E3 se presentd con una frecuencia de 1 en las poblaciones Ngibe Buglé y Guna Yala,
seguida de la poblacion Emberd-Wounaan con frecuencia de 0.95 y los mestizos con frecuencia
de 0.60. Las frecuencias del alelo E4 en las poblaciones mestiza y Embera-Wounaan fueron
0.336 y 0.053, respectivamente, mientras que en las poblaciones Ngiibe Buglé y Guna Yala el
alelo estuvo ausente. El alelo E2 s6lo se observé en los mestizos con 0.05 de frecuencia.

Las frecuencias genotipicas observadas fueron: E3/E3; 0.52 en mestizos; 0.897 en la poblacién
Emberd — Wounaan y 1 en las poblaciones de Guna Yala y Ngiibe Buglé. El genotipo E3/E4 se
present en la poblacién mestiza con una frecuencia de 0.13 y 0.10 en la Emberé-Wounaan.

Los genotipos E2/E2, E2/E3 y E4/E4 s6lo se presentaron en la poblacion mestiza con frecuencias
de 0,019 0.077, 0.269, respectivamente.

La poblacién mestiza present6 la mayor heterocigosidad esperada (He= 0.527), seguida por la
poblacién Embera-Wounaan (He= 0.101). Se registraron valores de He = 0 en las poblaciones de
Guna Yala y Ngibe Buglé en las cuales s6lo se observé el alelo E3.

Nuestros resultados sugieren que entre la poblacién no segregada, la poblacién mestiza tiene
mayor predisposicion genética de padecer enfermedades aterogénicas y Alzheimer. Los grupos
amerindios por su parte, presentan el alelo salvaje E3 fijado o en mayor frecuencia, lo que
indica que estos grupos tienen menor riesgo de padecer estas enfermedades.

Palabras Clave: Apolipoproteina E, frecuencia alélica, frecuencia genotipica, polimorfismo.



ABSTRACT

Allelic and genotypic frequencies were determined for ApoE in samples of Amerindian
populations (Ngibe Buglé, Guna Yala, Embera -Wounaan) and mestizo population of the
Republic of Panama. A total of 186 individuals participated in this study and all of them
signed an informed consent. The identification of alleles was performed by PCR -RFLP
and genotype and allele frequencies were determined by the use of the Popgen32
program, version 1.32. The most common allele in the non segregated population was: E3
with a frequency of 0.868, followed by E4 with a frequency of 0.114 and E2 with a
frequency of 0.018; the latter only present in the mestizo population. The E3 allele was
present in Guna Yala and Ngibe Bugle people with a frequency of 1, followed by the
Embera-Wounaan population with a of frequency 0.95 and mestizos with the frequency
of 0.60. The frequencies of the E4 allele in the mestizo and Embera-Wounaan
populations were 0.336 and 0.053, respectively, whereas in the Guna Yala and Ngibe
Bugle populations this allele was absent. The E2 allele was only observed in the
mestizos, with a frequency of 0.05. The observed E3/E3 genotype frequencies were:
mestizos, 0.52; Embera-Wounaan, 0.897; and 1 in the Guna Yala and Ngibe Bugle
populations. The E3/E4 genotype was present in the mestizo and Embera-Wounaan
populations, with frequencies of 0.13 and 0.10, respectively. The E2/E2, E2/E3 and
E4/E4 genotypes were only present in the mestizo population, with frequencies of 0.019,
0.077 and 0.269, respectively. The mestizo population had the highest expected
heterozygosity (He = 0.527), followed by the Embera -Wounaan (He = 0.101) population.
He = 0 values were recorded in the Guna Yala and Ngibe Bugle populations, in which
only the E3 allele was observed. Our results suggest that among the non- segregated, the
mestizo population is at higher genetic predisposition for developing Alzheimer disease
and atherogenesis. Meanwhile, Amerindian groups have set the wild allele E3 at the
highest frequency, indicating that they are less likely to suffer from the diseases
aforementioned.

Keywords: Apolipoprotein E, allele frequency, genotype frequency, polymorphism.






MARCO TEORICO
Las Lipoproteinas

Los hpidos y las proteinas se asocian de manera no covalente para formar lipoproteinas
que funcionan en el plasma sanguineo como transportadores de tnagliceroles y colesterol
(VoetD & VoetJ G 2006)

Se a clasifica las hpoproteinas en cinco categonas de acuerdo con su mowihidad
electroforética en cinco grandes clases quilomicrones lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL del inglés very low density lipoprotems) hpoproteinas de denstdad
mntermedia (IDL. 1ntermediate density hipoproteins) lipoproteina de baja densidad (LDL)
y lipoproteinas de alta densidad (HDL high density lipoproteins) Estos agregados
lipoproteicos difieren en densidad a medida que aumenta el contenido hipidico disminuye
su densidad (Brandan N eral 2006)

Las LDL y las HDL juegan un rol importante en las enfermedades cardiacas tales como
ateroesclerosis ¢ hipercolesteronemia famihiar Las LDL transportan colesterot del higado
al resto del cuerpo El aumento de las LDL en el plasma y su postenior oxidacién
producto del ataque por especies reactivas de oxigeno conduce a la formacién de
depdsitos de la placa ateroesclerética (Campbell & Farrell 2003) Las HDL por otro
lado transportan el colesterol de regreso al higado para su degradacién a dcidos biliares
proceso que protege contra la formacién de la placa aterogénica. Los quilomicrones
participan en el transporte de hipidos de la dieta, mientras que las otras lipoprotemas se

relacionan con el transporte y metabolismo de los lipidos enddgenos



La composicion de las lipoproteinas y su origen varia. Tal como se observa en Cuadro 1,
la mayoria de las lipoproteinas se originan en el higado, lugar donde se sintetizan el
colesterol, triacilgliceroles y fosfolipidos.

En general, las lipoproteinas constituyen un sistema poli-disperso y heterogéneo de
particulas de morfologia casi esférica (Figura 1), que tienen un nicleo hidrofobo formado
por lipidos no polares, es decir, colesterol esterificado y triacilgliceroles y por una capa
superficial hidrofila que contiene colesterol no esterificado, fosfolipidos y unas proteinas
especificas denominadas apolipoproteinas (Apo) (Brandan er al., 2006; Mathews, et al.,

2002).

Trigliceridos
y Esteres de
colesterol

Apolipoproteinas e Coleaterol

Fosfolipidos J

Figura 1. Esquema de la estructura de una Lipoproteina (Modificado de Brandan et al., 2006)



Las Apolipoproteinas
Las apolipoproteinas son los componentes proteicos de las lipoproteinas son importantes

en el metabolismo de las hipoproteinas ya que les proporcionan selectividad en el
reconocimiento por los receptores celulares contnbuyen a estabilizar la estructura y
actuan como cofactores de las enzimas que actuan sobre ellas En el Cuadro 2 se
muestran los componentes de las pnincipales apolipoproteinas humanas

Las lipoproteinas humanas se clasifican en nueve grupos pnncipales LaA 1 A Il B-48

B100 CI CIl1 CIIl laDyE Se demostré a mediados de los afios setenta que la
captacién de colesterol en las células es mediada por receptores de membrana (Mathews
et al 2002) Brown y Goldstein trabajaron con fibroblastos de personas que presentaban
un trastomo hereditanio llamado hipercolesterolemia familiar (HF) Ellos demostraron la
existencia de un receptor de LDL y propusieron un mecanismo de transporte celular
conocido hoy dia como endocitosis mediada por el receptor El receptor de la membrana
celular se une especificamente a las apolipoproteinas B 100 y Apo E (Mathews et al

2002)

En presencia de una mutacién que altere ya sea la conformacién del receptor o de la
apolipoproteina, la interaccién proteina receplor no serd efectiva y ocumrd la
acumulacién del colesterol en las paredes mtemnas de las artenas formando una placa
aterosclerftica que causa infartos de miocardio o ataques cardiacos (Arold er al 2012

KnoufT et al 1999) Este es el caso de la mutacién que esté presente en el alelo E2 que
en condicibn de homocigosis se asocia con una mayor predisposicién de sufnr

hiperlipoproteinemsa tipo 11 (Zannis et a/  1981)



Existen otras enfermedades vinculadas a la deficiencia o defecto en el gen de la APOE
La Online Mendelian Inhentance in Man pégina web de la Universidad Johns Hopkins
incluye ademds de la hiperhipoproteinemia tipo Il la enfermedad de Alzheimer la
Glomerulopatia por lipoproteina, Disbetalipoproteinemia, Hipercolesteronemia familiar y
susceptibilidad a contraer enfermedad en las artenias coronanas

Una caractenistica del gen APOE es su polimorfismo presentando tres formas alélicas

importantes E2 E3 y E4 (Stanley et a/ 1982)

Marcadores Genéticos

Un marcador genético o marcador molecular es un segmento de ADN con una ubicacién
fisica tdentificable en un cromosomay cuya herencia genética se puede rastrear Un
marcador puede ser un gen o bien puede ser una secci6n del ADN sin funcién conocida
La importancia de los marcadores radica en que ofrecen la posibilidad de estudiar los
pohmorfismos y vanaciones a nivel de especie género y estudiar procesos biolégicos
ecoldgicos y evolutivos dentro de poblaciones En el campo de la salud se utihzan para
determinar la presencia de virus o bactenas causantes de enfermedades en los humanos
como también la predisposicién genética de ciertas enfermedades (Avise 1994)

Los marcadores genéticos se han clasificado en marcadores morfolégicos que estudian
las caracteristicas fenotipicas de los orgamismos Las i1soenzimas que se originan por
cambios en las secuencias de ADN que codifican para estas enzimas se producen por
cambios en la composicién de ciertos residuos de aminodcidos Las 1soenzimas tienen la

misma actividad biolégica, pero como su composicién de aminoécidos varia, podnan



tener diferente carga neta y por tanto diferentes velocidades de migracién en un campo
eléctrico lo que las convierte en marcadores moleculares (Avise 1994)

Diversos métodos han sido disefiados desde los afios sesenta para el estudio del genoma
por medio de la secuenciacién de los écidos nucletcos Se ha logrado estudiar desde una
pequefia molécula de ARNt hasta el genoma completo de vanos animales incluyendo a
los seres humanos (Watson ef al 1992)

Los marcadores moleculares permiten conocer la informacién genética que poseen los
organismos evidenciando vanaciones en las secuencias de ADN entre individuos Los
diferentes tipos de marcadores se distinguen por su capacidad de detectar polimorfismos
en loc1 unicos o multiples y son de tipo dominante o co-dominante

Existen dos tipos de marcadores moleculares los marcadores bioquimicos y los
marcadores de ADN Los marcadores bioquimicos incluyen las proteinas y las
aloenzimas que son considerados marcadores genéticos de pnmera generaci6n pero
tienen desventajas tales como la de representar solamente una pequefia fraccién del
contenido genético y umcamente detectan la vanacion de los genes que codifican para la
expresion de una caracteristica del individuo entre otras Estas desventajas fueron
superadas por los marcadores de ADN que como lo indica su nombre estudian
directamente las secuencias dentro de un gen que codifican para un fenotipo especifico

(Solis & Andrade 2005)

Marcadores Moleculares del ADN nuclear
Los microsatélites o SSR (Repeticiones de Secuencia Unica) o STR (Repeticiones

Simples en tindem) consisten en segmentos de ADN de unos cuantos nucledtidos de



longitud -de 2 a 6 pares de bases que se repiten vanas veces en Tandem (uno al lado del
otro) Los microsatélites estdn diseminados por todo el genoma de los eucariotas su alta
tasa de mutacién y naturaleza co-dommante permiten la estimacién de la diversidad
genética. Se ha utilizado este marcador para establecer la huella genética y determinar el
grado de parentesco genético en una coleccién de clones de Vochysia guatemalensis
(Rojaseral 2011)

Los minisatélites comparten las mismas caracteristicas que los microsatélites pero la
longitud de las repeticiones es de entre diez y algunos centenares de pares de bases Los
micro y minisatélites también se denominan polimorfismos VNTR (Numero Vanable de
Repetictones en Tandem) Por ser tan variables los VNTR se han utilizado con mucho
éxito en la genética forense para la identificacién de cnminales

El polimorfismo por amphacién de la longitud del fragmento (AFPL) es una técnica de
identificaciéon del ADN que detecta fragmentos de restniccion de ADN mediante
amplificacién por PCR Mueller & Wolfenbarger (1999) destacan la aplicacién de AFLP
en sistemdtica, la tipificacion patogénica, genética de poblaciones la huella de ADN y en
el mapeo de loci de caracteres cuantitativos (QTL)

Los STS (Sitios con Marca de Secuencia) son secuencias de ADN que solo se dan una
vez en un genoma, en una posicién conocida No tienen porque ser polimérficos y se
utihizan para construir mapas fisicos y estimar la diversidad genética (Patzak efal 2007)

Los SNP son vanaciones en nucledtidos unicos que no cambian la longitud total de la
secuencia de ADN en la regibn Existen SNP en todo el genoma. Los SNP son muy

abundantes en el genoma humano a razén de un SNP por cada 1000 pares de bases



En la técnica denominada RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) el ADN
es tratado con una 0 més endonucleasas y los fragmentos resultantes son separados de
acuerdo con su peso molecular por medio de la técmica de electroforesis en gel (Avise
JC 1994)

Dentro del grupo de las nucleasas se han encontrado un grupo de especial interés en el
estudio del genoma, estas son las endonucleasas que catalizan cortes internos en las
unmones fosfodiéster Las exonucleasas por otro lado catalizan la remocién de
nucledtidos en los extremos 3 6 5 de las moléculas de ADN y ARN (Brown 2002)

Una endonucleasa de restriccion es una enzima que se une a una secuencia especifica de
una molécula de ADN y cataliza el corte de ambas hebras o cerca de esa secuencia
Debido a la especificidad de secuencia, las posiciones de los cortes dentro de una
molécula de ADN se puede predecir (Brown 2002)

Hay tres tipos de endonucleasas de restriccion Los tipos I y Il que no reconocen una
secuencia especifica en la molécula de ADN son menos utiles como herramientas de
tdentificacion de ADN Las endonucleasas Tipo I no presentan esta desventaja debido a
que €l corte es siempre en el mismo lugar ya sea dentro de la secuencia de
reconocimiento o muy cerca de ella Por lo tanto las endonucleasas del tipo Il son las

mds utilizadas en técnicas de biologia molecular (Mathews etal 2002)

La Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR)
La técnica de la PCR fue desarrollada por Kary Mullis a finales de los ochenta, con el

objetivo de producir muchas copias de una secuencia de ADN especifica en corto tiempo
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evitando parte de los problemas que conlleva la clonacién de ADN provemente de
genomas muy grandes (Watson e al 1992)

La PCR requere del conocimiento de las secuencias que flanquean las regiones que se
desean amplificar Se requieren oligonuclestidos complementarios a estas secuencias que
serin los cebadores en una sere especial de reacciones catalizadas por la DNA
polimerasa (Mathews ef al 2002 Strachan & Read 1999)

La técnica consiste bésicamente en la desnaturalizacién del ADN por medto de calor
luego se alinean los cebadores en regiones especificas A continuacién se reahza la
extensién de la cadena por la polimerasa a partir de los extremos del cebador Este ciclo
se repite 30 veces o més en un termociclador (dispositivo de regulacién automitica de la
temperatura) aumentando de manera exponencial los fragmentos deseados (Mathews et
al 2002) Investigadores han utihzado la técmca de PCR RFLP para identificar los
alelos y genotipos del gen APOE por medio de diferentes secuencias de oligonucleétidos
dentro del gen (Lamiaetal 2011 Peng Huetal 2011 Mendes Lanaeral 2007)
Actualmente se utiliza frecuentemente una técnica que combina el RFLP con la PCR
(PCR RFLP) para detectar alelos que difieren en secuencia en un sitio de restriccidn
concreto El fragmento amplificado es digendo con una enzima de restriccién La
presencia de sitios de reconocimiento por la enzima da como resultado la formacién de
fragmentos de restriccién con tamafios diferentes que son observados por medio de una
electroforesis en gel de agarosa (Rasmussen 2012) (Figura 2)

Se han utilizado las enzamas de restriccién A1l y Haell para estudiar la relacion del gen
APOE con las enfermedades cardiovasculares en la ciudad de Gaza (Lamia ef al 2011)
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Peng Hu et al. (2011). También se determinaron la frecuencia alélica de apoE en nifios
de una poblacion longeva de China, pero en este caso solo utilizaron la enzima de

restriccion, Hhal para identificar los alelos (Lamia et al., 2011).

Extracciénde ADN i

L.

Sﬂh‘u--"
Diseiiode cebadores
Y amplificacién

— &

Digestion con
endonucleasas

!

Electroforesis ey
Gel de agarosa

—

Figura 2. Esquema de la Técnica PCR-RFLP.

Genética de Poblaciones

Frecuencias Alélicas y Genotipicas.
Todos los alelos compartidos por los individuos de una poblacién constituyen el acervo

genético o conjunto de genes de esa poblacion. La genética poblacional es el estudio de la

composicion genética de las poblaciones. Se ha definido genética de poblaciones como el
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estudio de la vanacion genética en las poblaciones y su vanacion en el iempo (Klug et
al 2006)

Uno de los objetivos principales de esta rama de la genética es estudiar la frecuencia de
los alelos en diferentes loct génicos en las poblaciones Una poblacién puede ser
caracterizada con base en la frecuencia de los alelos en varios loci génicos (Passarge E
2010)

La frecuencia génica o frecuencia alélica consiste en la proporcion de cada alelo en un
locus dado en una poblacién especifica. La suma de las frecuencias alélicas en una
poblacién siempre es | La frecuencia génica es la caracteristica de interés en cuanto a la
transmusion de los genes en una poblacién La frecuencia genotipica es la frecuencia de

un genotipo (homocigoto recesivo homocigoto dominante o heterocigoto) en una

poblacién (Stansfield W D 1992)

La Ley de Hardy—Weinberg
La Ley de Hardy Weinberg es un modelo matemético desarrollado por el matemitico

Godfrey H Hardy y el fisico Wilhelm Weinberg a pnincipios del siglo XX A pesar que
en sus imicios dicho modelo no fue bien recibido por muchos genetistas poblacionales
actualmente constituye la base de cualquier investigacién sobre genética poblacional

La Ley de Hardy Weinberg establece principalmente lo que les ocurre a los alelos y
genotipos en una poblacién que cumple con condictones ideales Una poblacién se
encuentra en equilibrio de Hardy Weinberg cuando los apareamientos son al azar el
tamafio es mfinito no existe migracién no hay mutacién y no opera la seleccién natural
Esto implica que las frecuencias alélicas y genotipicas permanecerin constantes de
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generacidn en generacién y cualquiera desviacion estadisticamente sigmficativa de estas
frecuencias se atnbuye a cambios en las condiciones mencionadas anteriormente

S1 se consideran las frecuencias de dos alelos como p y q para un locus dado las
frecuencias de los genotipos después de una generacién de apareamientos al azar pueden

ser calculadas mediante la siguiente ecuacién de acuerdo con el modelo de Hardy

Weinberg

pP+2pg+gi=1

Polimorfismo Genético
Se define como polimérfico la ocurrencia con frecuencia vanable (1gual o superior al

1%) de dos o més alelos en un locus genético en una misma poblacién (Cavall Sforza &
Bodmer 1971) El polimorfismo o la proporcién de loci polimérficos (P) es una medida
de la diversidad genética de una poblacién y se calcula dividiendo el numero de loct

polimérficos entre el numero total de loci analizados (Sosa ef al  2002)

P=N_total de loci polimérficos
N total de loci

Los polimorfismos genéticos tienen importancia en medicina forense y en el estudio de
las enfermedades multigénicas La presencia de polimorfismos genéticos es la base para
la identificacién humana, ya que un individuo en particular es identificado por el
conjunto de alelos que presenta en cada uno de los loci polimérficos utihzados en la

identificacién Por otro lado algunas enfermedades genéticas pueden ser causadas por

14



uno o varios polimorfismos especificos En estos casos el polimorfismo puede ser usado
como marcador de estas enfermedades (Freedman & Lafrah  2010)

Berovides (2006) considera que las poblaciones que presentan polimorfismos genéticos
tienen ventzja adaptativa en comparacién con una poblacion monomérfica para
determinados caracteres al presentarse cambios ambientales

Existe el polimorfismo genético de tipo visual cromosémico antigénico y el biogquimico
E! caso de la apolipoproteina E es un tipo de polmorfismo bioquimico Los
polimorfismos bioquimicos como los diferentes tipos de una misma molécula que
difieren en su composicién de ammnodcidos y son controlados por diferentes alelos son
detectados en forma de bandas con distintas movilidades en la electroforesis y constituye

su fenotipo (Berovides 2006)
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INTRODUCCION

La apolipoproteina E (apoE) es una proteina de superficie presente en las hpoproteinas
plasméticas humanas especialmente en los quilomicrones remanentes las VLDL IDL y
HDL La apoE desempefia un papel importante en el proceso metabdlico de las
lipoproteinas ncas en colesterol estenificado y tnacilgliceroles

La apoE actua como uno de los ligandos de las lipoproteinas reconocido por los
receptores que se encuentran en la membrana celular de los hepatocitos y células de
tejidos extrahepéticos (Brandan ef al 2006 Mathews efal 2002 Hallmaneral 1991)
La apoE realiza distintas funciones ademés de ser la principal apolipoproteina expresada
en el cerebro especificamente por los astrocitos (Arold er al 2012) La apoE interviene
en el transporte inverso del colesterol regula la absorcién intestinal del colesterol y su
excreci6n por la bilis forma parte del ensamblaje y secrecién de las VLDL y regula su
metabolismo (Moreno ef al 2006)

Tal como hemos mencionado antenormente la apoE es el principal ligando para la
captaci6n hepética de las lipoproteinas remanentes (Moreno ef al  2006) a través de su
unién con varios receptores situados en la superficie de los hepatocitos El receptor de
LDL (receptores Apoe B/E) y el receptor de remanentes (LRP) son los receptores de
superficie que reconocen a la apoE Inicialmente los remanentes quedan secuestrados en
el espacio de Disse (espacio entre los capilares hepiticos y células hepaticas) por los
proteoglicanos lo que permite su enriquecimiento con apoE y posterior endocitosis a

través LRP (Rohimann ef al 1998 Brandan efal 2006)
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Figura 3. Metabolismo de las Lipoproteinas y Receptores de ApoE. (Modificado a partir de Lusis et al.,
2004).

En humanos, el gen APOE se localiza en el brazo largo del cromosoma 19 (19q13, 2) y
esta formado por 4 exones y 3 intrones (Paik er al., 1985). La traduccion del ARNm que
codifica para la apoE produce una proteina que es polimérfica y esta compuesta por 299
residuos de aminoacidos, con masa molecular de 34.15 kDa. (Frieden & Garai, 2012;
Mabhley, 1988). La apoE posee dos dominios, el dominio amino terminal (~22 kDa) y el
dominio carboxilo terminal (~10 kDa) separados por una region sensible a proteasa. El
dominio amino terminal es una estructura alargada formada por 4 alfa hélices
antiparalelas (llamadas hélice 1, 2, 3 y 4). En la hélice 4 se encuentra localizada la region

de union del receptor de LDL entre los residuos de aminoacidos 136 y 150 (Figura 4). La
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region entre los residuos de aminoacidos 142—147 es rica en lisina y arginina. Lo que se
ha propuesto es que esta region es la unién a la heparina (Weisgraber ef al., 1986,
Mahley 1988). Sin embargo, se ha demostrado que esta region es la que interactia con
residuos acidos en el dominio de union al ligando de los miembros del receptor de la

familia de LDL (Hatters et al., 2006) (Figura 4).

"Region bisagra”

“d 4~
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| Y . 3 L 244
Arg172 — r?‘ v .
\oa Region de
3 /A'g\\-ﬁ)a by \ union a lipidos
\\‘!’/ 150‘ \\ . {
Region de ¢ = ) ' o
unién del ( N ' § 8 5
receptor de v/ j 272
LDL b w > -
|1f36‘ j, & Dominio CO:zH
| L Terminal
A
Dominio NH:
terminal

Figura 4. Modelo de la estructura de apoE. Estructura obtenida a partir de la cristalografia de rayos X y
espectroscopia de dicroismo circular. El dominio N-terminal consta de un haz de cuatro hélices (hélice 1,
rojo; hélice2, azul; hélice 3, verde; hélice 4, amarillo). El dominio N-terminal contiene la regién del
receptor de LDL de unién a la hélice 4. El dominio N-terminal presenta las posiciones polimérficas,
principales elementos de unién a lipoproteinas. (Modificado de Hatter et al., 2006).
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El domimio carboxilo terminal tiene un cardcter fuertemente anfipatico y consiste de 3
héhices Especificamente la hélice 3 regula la asociacién de la apoE con la mayoria de las
demis hipoproteinas (Weisgraber e al 1986 Mahley 1988) Entre los residuos de
aminodcidos 244 272 del dominio carboxilo termmnal se encuentra también la regién de

mayor unién a hpidos (Hatters ez a/ 2006 Moreno ef al 2006)

Variantes de la apolipoproteina E
Se han identificado tres 1soformas comunes apoE2 apoE3 y apoE4 codificadas por los

alclos €2 €3 y €4 respectivamente La isoforma apoE3 es considerada el alelo salvaje en
las poblaciones humanas contiene un residuo de cisteina (Cys) en la posicién 112 y dos
residuos de arginina (Arg) en las posiciones 145 y 158 (Figura 4) La 1soforma apoE2
contiene un residuo de cisteina en la posicién 112 y un residuo de argimina y uno de
cisteina en las posiciones 145 y 158 respectivamente La 1soforma apoE4 contiene tres
residuos de arginina en las posiciones 112 145 y 158 (Weisgraber eral 1982 Schwanke
etal 2002 Garcia, 2003)

Ademés de las tres 1soformas comunes se han caractenzado alrededor de 30 variantes o
mutaciones poco frecuentes

Otras vanantes menos comunes de la isoforma E2 son aquellas que presentan cambios en
la posicion 146 en donde un residuo de lisina es sustiturdo por uno de glutamma (Lys146
a Gln) y otra que se genera en la posicién 145 por la sustitucién de un residuo de arginina

por uno de cisteina (Arg145 a Cys) (de Beer ef al 2000 Rall er al 1982 Gall ef al

1985)

20



a) 112 145 158
Cys Arg Arg

Apolipoproteina E3
112 145 158

JE— & -

Cys Amg Cys
Apolipoproteina E2

112 145 158

. 1

Ag  Ag Ag
Apalipoproteina E4

Figura 5. Diagrama que ilustra las diferencias en el contenido de los residuos de aminodcidos de las
isoformas mds comunes de apoE en humanos (E3, E2, E4).

Se reportd una variante designada como E5, la cual fue identificada mediante
isoelectroenfoque en un paciente con hiperlipoproteinemia. Esta variante posee un
residuo de lisina en la posicion 3, en lugar de un residuo de acido glutamico (Glu3 a Lys)
(Tajima et al., 1989). Otra variante E5 producida por un cambio de un residuo de 4cido
glutamico a uno de lisina fue descubierta, pero en esta ocasién en la posicion 13 (Glul3 a
Lys) de la apolipoproteina E madura en dos individuos no relacionados de descendencia
Francesa-Canadiense; ambos heterocigotos ES/E3 (Mailly et al., 1991). Esta variante en
especial (Glul3 a Lys), se da por la sustituciéon de una guanina (G) a adenina (A) en el
treceavo codon del gen que codifica para la proteina (GAG=>AAG) y, segin este estudio,
ninguno de los dos individuos presentaba enfennédades asociadas a apoE. Sin embargo,

reportd por primera vez en Japén la existencia de una mujer homocigota que presentaba

21



esta vanante de apoES la cual fue diagnosticada con hiperlipidemia (Kobayashi ef af
2002) Otra vanante més de ES ha sido identificada por Feussner et al (1996) quien
descubrié una mutacién puntual en una familia turca (CAG->AAG) en el pnmer
nucle6tido del codén que codifica para el residuo de aminoécido 212 resultando un
cambio de écido glutdmico a hsina (Glu 212 a Lys) Esta investigacién se tlevd a cabo
con individuos homocigotos que presentan esta mutacién y se determind que, a pesar de
tener mayor unién con los receptores de VLDL que los individuos que poseen apoE3 el
proceso de endocitosis y €l catabolismo de las VLDL por parte de las células hepéticas
son lentos

Se ha reportado que la vanante E7 es resultado del cambio de dos residuos de 4cido
glutdmico en las posiciones 244 y 245 por dos residuos de hisina en esas mismas
posiciones (Maeda ef al 1989 y Tayma ef al 1989) Esto se debe a un cambio en la
secuencia de nucledtidos de GAC y GAG a AAC y AAG respectivamente En el afio
1998 se identificé en Japén esta variante con una frecuencia de 0 005 (Imura e al

1998)
En el cuadro 3 se sefialan otras vanantes reportadas de apoE ademis de las previamente

mencionadas

Estructura de las apolipoproteinas E mds comunes.

Se han realizado estudios en donde demostraron que la regién entre los residuos 1 — 191
(domimio amino terminal) contiene elementos estructurales para la umién de apoE a
ciertas lipoproteinas Por ejemplo la apoE3 muestra mayor asociactén con las HDL

mientras que apoE4 se encuentra mayormente asociada a las VLDL (Westerlund &
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Weisgraber 1993 y Dong-Li ef al., 1994). Esto se debe a que la apoE3 posee un residuo
de cisteina, mientras que la apoE4 posee uno de arginina en la posicion 112. La carga
positiva en el residuo de arginina en la isoforma €4 produce un cambio conformacional

diferente a la isoforma salvaje £3.

Figura 6. Comparaciéon del fragmento 22-kDa (fragmento amino terminal) de apoE3 y apoE4. Estos
diagramas en ribete de los fragmentos 22-kDa de apoE3 y apoE4 muestran los cambios de
conformacién que adoptan las isoformas por la presencia de un residuo de cisteina en la posicién 112
de la apoE3 versus uno de arginina 112 en apoE4. La apoE4 forma un puente salino con el residuo de
acido glutdmico 109. Los dtomos de la cadena lateral del residuo de arginina 112 (apoE4) y del residuo
de arginina 61 (apoE3 y apoE4) se indican mediante los circulos sélidos. Los 4tomos de la cadena lateral
del residuo de cistefna 112 (apoE3) y del residuo de dcido glutdmico 109 (apoE3 y apoE4) estdn
indicados por los circulos abiertos. (Modificado de Dong et al., 1994)

En la apoE4, el residuo de arginina 112 forma un puente salino con el residuo de 4cido
glutamico 109, lo cual desplaza el residuo de arginina 61 hacia la superficie de la hélice

(Figura 6).
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La formacién de este puente salmo en la 1soforma E4 es considerado crucial en el
padecimiento de enfermedades degenerativas (como el Alzheimer) por su interaccién
con el péptido beta amiloide (AP peptide) el pnincipal componente proteico de la placa
amiloidea en las personas que padecen esta enfermedad (Mahley et o/ 2009) En apoE3
no se observa la formacién de este puente salino entre los residuos de Cis112 y Glul09
lo que hace que el residuo de Arg61 tenga més acceso a la regién del dominio carboxilo
terminal

Sin embargo trabajos més recientes utithzando espectroscopia de resonancia magnética,
han permitido obtener una estructura mds detallada de ambos dominios  Se postulan
que ademds del puente salino formado en la apoE4 entre los residuos de argmina 112 y
écido glutdmico 109 existen muchas otras interacciones entre ambos dominios no
estudiados previamente por cristalografia de rayos X (Chen ef al 2011 y Frieden &
Gara) 2012)

En general la regién ammno termmal de las 1soformas més comunes (E2 E3 E4) es
responsable de la unién a los LDLR (receptor de lipoprotemnas de baja densidad)
mientras que la regién carboxilo terminal posee la mayoria de los sitios de unién de las
hpoprotemnas y el péptido beta amiloide La estructura de apoE mayormente aceptada
(Figura 7) Este grupo de cientificos sefiala que la apoE3 presenta tres dominios el
dominio amino terminal (residuos 1 167) un domimo bisagra (residuos 168 205) y el
dominio carboxilo terminal (residuos 206-299) (Chen ef al 2011) El dominio ammno
termmal contiene 4 alfa héhces el cual es similar a la estructura obtemda por

cnstalografia de rayos X en investigaciones previas El dormmio bisagra (hinge) estd
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formado por dos alfa hélices, las cuales regulan la interaccion de los dominios amino y
carboxilo terminal. El domino carboxilo terminal consta de tres alfa hélices, las cuales

interaccionan con dos alfa hélices del dominio amino terminal.

Figura 7. Representacion de la estructura de apoE3. Las hélice de la region amino terminal estdn
coloreadas en celeste, la region carboxilo terminal esta coloreada en rosado y las hélices del dominio
bisagra (hinge) estin coloreadas en verde. Se muestra ambos lados de la estructura de apoE3 en una
rotacién de 180°. (Modificado de Chen et al., 2011).

Varios residuos hidrofilicos forman puentes de hidrégeno y puentes salinos. En
particular, el residuo de arginina 61 forma un puente de hidrégeno con el residuo de
treonina 194 y el residuo de 4acido glutamico 255 forma un puente salino con el residuo
de lisina 95 (Chen et al., 2011).

Relacion de la apolipoproteina E con algunas enfermedades.

En experimentos con ratones que no expresaban el gen APOE, asi como también en
estudios de mutaciones de este gen en humanos, se observd el desarrollo de
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hiperlipoproteinemia severa tipo Il (HLP 11I) disbetalipoproteinemia farmhiar y
desarrollo espontineo de aterosclerosis acompafiados de un incremento de colesterol y
tnacilghceroles en el plasma, causado por Ia alteracién en la depuracién de
quiiomicrones y VLDL remanentes (Knouff er al 1999 Schwanke eral 2002 Garcia,
2003)

Se ha propuesto que la presencia de un residuo de cisteina en Ia posicidn 158 como en el
caso de apoE2 provoca que la protemna actue de manera ineficiente en la interaccién con
el receptor celular causando la acumulacién de lipoproteinas en el plasma (Schneider ef
al 1981 Weisgraber ef al 1982 Stanley ef al 1982) Investigadores han concluido
que individuos homocigotos (E2E2) sufren de disbetalipoproteinemia o
Hiperhipoproteinemia tipo Il por la acumulacién de hipoproteinas remanentes en el
plasma, aumentando asi la los niveles de colesterol (Zanms er a/ 1981 Weisgraber
1982) Por el contrario estudios realizados en poblaciones brasileflas y venezolanas
revelaron que no hay diferencias significativas en la frecuencia genotipica de APOE entre
personas con dishpideria y aquellas que no sufren de tal enfermedad (Ferreira ef al

2010 Amdiz et al 2010) Esto podna mdicar que la posibilidad de presentar algunas de
estas enfermedades aterogenicas no estd unicamente relacionada con ¢l genotipo de los
individuos El alelo £2 tiene un efecto protector contra las enfermedades ateropénicas
pero en personas con dislipidemia parece ser un precursor de enfermedades coronanas

(Ferreira et al 2010)
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Se ha encontrado que el alelo €4 fue relacionado con el nesgo de padecer la enfermedad
de Alzheimer (AD por sus siglas en inglés Alzheimer Disease) siendo considerado como
marcador genético para esta enfermedad (Saunders et al 1993 Stnttmatter 1993) Se ha
establecido que la presencia del alelo e4 en homocigosis se relaciona con una mayor
predisposicion de padecer la enfermedad de Alzheimer mientras que el alelo €2 reduce
este nesgo (Willhams e al 2010) Por otro lado en la poblacién cubana no encontré este
efecto protector del alelo €2 (Teruel et al 2011) Se ha indicado también que la
prevalencia del alelo €4 entre los pacientes con AD vana entre poblaciones y ciudades
La mayor prevalencia de individuos homocigotos e4/e4 asociados con AD se observé en
Europa del Norte y una menor asociacién en Asia y Europa del Sur (Ward ef al 2012)

Por otro lado estudios establecieron que la asociacién del alelo €4 con AD en los
Afroamericanos y descendientes de Africa occidental ¢ Hispanos es débil e inconsistente
(Farrer et al 1997) En Kema y en Nigena no se ha observado asociacion entre el
genotipo apoE con AD (Gureje ef o/ 2006 Kalaria ef o/ 1997) Esta inconsistencia en
la asociacién o no de la APOE con AD se debe a que existen varios factores asociados
con dicha enfermedad como por ejemplo raza, sexo edad, interaccién genética con el
ambiente nteraccién entre genes y estructura poblacional (Reitz et al 2013 Teruel et
al 2011 Ward et al 2012) Se sostiene que ademis del alelo €4 de la apoE existen
otras proteinas relacionadas con el metabolismo lipidico como la ABCA7 que estén
involucradas en el desarrollo de AD en Afroamericanos y en Europeos De igual manera,
se sefialan otros genes involucrados como por eemplo CR1 EPHA!L y CD33 (Reitz ef

al 2013)
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En general el alelo €4 ha sido asociado con el incremento de colesterol total (TC) y del
colesterol de lipoproteinas de baja densidad (LDL C) mentras que el alelo €2 se asocia
con mveles similares o més bajos de TC y LDL-C en comparacién con el genotipo
homocigoto E3/E3 (Voet & Voet 2006)

Segun la Organizacién Mundsal de la Salud (OMS) la principal causa de muerte a nivel
mundsal son las enfermedades cardiovasculares En Panam4, en el afio 2011 las
enfermedades cardiovasculares fueron la pnmera causa de muerte y representaron el 27%
del total de las muertes Dentro de las enfermedades cardiovasculares las enfermedades
1squémicas del corazén fueron la causa mas frecuente de muerte representando el 9 9%
del total de las muertes la segunda més frecuente fue la enfermedad cerebrovascular
representando el 7 9% de las muertes totales

(http //www gorgas gob pa/SIGCARDIOVASCULARES/Homel htm)

Debido a la asociacién de apoE con el riesgo de desarrollar enfermedades aterogénicas
como también la enfermedad de Alzheimer y tomando en consideracion la ausencia de
informacién relacionada con los alelos existentes y su frecuencia en Panamé,
consideramos importante realizar una investigacién para determmar las frecuencias
alélicas y genoupicas del gen APOE en la poblacién panamefia, asi como también las
frecuencias aléhicas y genotipicas para un grupo importante de nuestra poblacién como

son los grupos amerindios



En este trabajo se determinaron y compararon las frecuencias alélicas y genotipicas del
gen APOE en individuos de la poblacién mestiza y de los grupos Guna Yala, Ngibe
Buglé Emberd y Wounaan Se determinaron ademés algunos estadisticos poblacionales

a patir de las frecuencias de apoE obtemdas en este estudio
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OBJETIVO GENERAL
Estudiar el polimorfismo genéhco de la apoliproteina E en la poblacion mestiza,

Wounaan Ngiibe Emberd y Guna Yala de la Republica de Panama.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
I Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de apoE en las poblaciones

objeto de estudio
2 Comparar las frecuencias alélicas y genotipicas entre las poblaciones estudiadas

3 Comparar los resultados de este estudio con los reportados para otras poblaciones
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por inversion y se centrifugd por 5 minutos a temperatura ambiente a méxima velocidad
(13000 rpm) Se eliminé el sobrenadante con la micropipeta

Para las muestras de sangre contemdas en tela y filtro FTA pedazos de aproximadamente
un centimetro de la mancha y cortados en pedazos més pequefios fueron introducidos en
un tubo de 1 5 ml y se resuspendieron en 500 ul de tampén DLB Se afladieron a los
tubos 50 pl de SDS al 10% y 20 pl de Proteinasa K (20 mg/ml) Se mcubé la mezcla a
56°C durante 16 horas Pasado este penodo se introdujeron los tubos en un bafio de hielo
por $ minutos

Se procedi6 a afiadir 550 pl de Fenol Cloroformo Alcohol Isoamilico (2524 1)

mezclando bien por inversion Luego la mezcla se centnfugé por S minutos a méxima
velocidad (13000 rpm) La fase acuosa obtenida de ia centnfugacion fue transfenida a
otro tubo

Se procedié nuevamente a centnifugar por S minutos a maxima velocidad (13000 rpm) y
se transfiné la fase acuosa a un nuevo tubo al cual se afiadid igual volumen de
Cloroformo Alcohol Isoamilico (24 1) Se mezclé el contemido por inversibn y se
procedié nuevamente a centnifugar a méxima velocidad por 10-12 minutos

La fase acuosa resultante se transfino a una columna Microcon YM 100 (blue top)-
100 000 NMWL (Amicon Bioseparations) previamente hidratada con 20 pl de agua libre
de nucleasas Se afor hasta la hinea indicada por la columna Microcon Se volvié a
centrifugar a 4000 rpm por espacio de 10 minutos y el liquido colectado en el tubode 1 5
ml fue desechado Se repitié el procedimiento de aforar con agua libre de nucleasas y

volvié a centrifugar a 4000 rpm por espacio de 8 minutos En el ulimo lavado se

36



Frecuencias Alelicas
El alelo €3 present6 la frecuencia més alta en todas las poblaciones estudiadas Los

resultados obtenidos a partir de la poblacién no segregada fueron la frecuencia de €3 de
0 868 seguido de £4 con una frecuencia de 0 114 y el alelo €2 con un valor de 0 018 el
cual mostré la frecuencia mas baja

Moreno (2006) publicé el promedio de las frecuencias de los tres alelos comunes de apoE
a partir de las frecuencias reportadas de varnos trabajos a mvel mundial El alelo €3
presenta una frecuencia promedio de 0 797 el alelo €2 0 058 y el alelo €4 una frecuencta
promedio de 0 145 Al comparar estas frecuencias con las encontradas en nuestro estudio
podemos observar que son muy similares

Por otro lado en el cuadro 4 se pueden observar las frecuencias alélicas de cada
poblacién por separado (mestiza, Emberd Wounaan Ngibe Buglé y Guna Yala)

Cabe sefialar que el alelo €2 no sélo present6 la frecuencia més baja sino que se observd
unicamente en la poblacién mestiza y no en las poblaciones amenindias En el cuadro 5 se
presenta un resumen de las frecuencias alélicas para vanas poblaciones a mvel mundial

Como puede apreciarse en todas las poblaciones amenindias hay ausencia del alelo €2

exceptuando las poblaciones Stoux de Estados Umdos y Tule de Colombia, con
frecuencias de 0 01 y 0 03 respectivamente Se ha demostrado la presencia del alelo €2
en cinco de nueve poblaciones abongenes de Argentina, con frecuencia promedio de 0 03
(Dermachi et al 2005) Por otro lado Corbo & Scacchi (1999) y Guilherme et al (1997)

sostienen que el alelo £2 esta ausente en las poblaciones nativas amernicanas

Las poblaciones amenndias Guna Yala y Gnibe Buglé solo presentaron el alelo &3

mdicando que dicho alelo esté fijado entre los individuos de dichas poblaciones Se han
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laboral negra estaba definitivamente establecida (Panamd en cifras 2008 — 2012 Tardieu
2009)

En relacién con el alelo €4 en la poblacién mestza, nuestro estudio muestra una
frecuencia alta en comparacién con los trabajos realizados en paises de Europa, Asia y
con estadounidenses no hispanicos con una frecuencia promedio de 0 12 (Corbo &
Scaccht 1999 Moreno 2006 y Chu et al 2009) pero muy similares a los resultados
reportados para poblaciones de Afinca (frecuencia E4 037) y Oceana (frecuencia E4
0 30) (Sandholzeretal 1995 y Kamboh 1995)

Corbo & Scacchi 1999 sefiala que el alelo &4 es el alelo ancestral a partir del cual
mutaron los demés alelos del gen APOE y fue sustituido por el alelo €3 que se presenta
en mayor frecuencia a nivel mundial También sefiala que la mayor frecuencia del alelo
€4 se encuentra en regiones de Africa, abongenes de Malasia, Australia, Papua y algunos
nativos amencanos en donde los recursos alimenticios son escasos El alelo e4 es util en
estas regiones por su asociacién con el incremento de los miveles de colesterot en la
sangre

Estudios en diversas poblactones han demostrado que los portadores del alelo g4 tienen
niveles mayores de LDL-colesterol (LDL C) y apoB en suero con respecto a los
individuos que presentan el alelo €3 y niveles aun més bajos de colesterol
triaciighceroles y LDL-Colesterol s1 presentan el alelo €2 También se ha establecido que
los individuos que presentan la isoforma €2 en homocigosis ienen mayor probabilidad de

presentar hiperhpoproteinemma Tipo Il (Zannis et al 1981 Weisgraber 1982) Por otro
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lado Ferrewra et al (2010) y Williams et al (2010) propusieron que este alelo puede
actuar como protector de ciertas enfermedades en algunas poblaciones

Esta informacién es importante tomando en cuenta que la poblacién mestiza panamefia
presenta el alelo £2 en una frecuencia de 0 6% Sera de interés determinar el efecto que
tiene este alelo en la poblacién panamefia, ya que los trabajos publicados por regién

indican resultados contradictonos

Estudios han reportado que los portadores del alelo &4 presentan una mayor frecuencia en
el padecimiento de enfermedades cardiovasculares y de demencia, como la enfermedad
de Alzheimer y a mds temprana edad (Wilhams et al 2010 Moreno et al 2005 y
Corder 1993) El alelo €4 se observé también con mayor frecuencia en la poblacién
mestiza, indicando una mayor predisposicién genética de padecer estas enfermedades Es
importante resaltar que la presencia del alelo €4 no es el unico factor involucrado en la
aparnicién de la enfermedad de Alzhetmer Otro factor de riesgo es la raza en promedio
los afroamericanos tienen de dos a tres veces mayor probabilidad de padecer detenoro
cognitivo si se comparan con blancos o hispanos (Williams 2010) La edad es otro factor
importante presentando mayor frecuencia de la enfermedad de Alzheimer en personas de
mds de 85 afios de edad aunque los sintomas i1nician desde los 65 afios El Alzheimer es
méas frecuente en las mujeres que en los hombres con una proporcitn de 1 6 1 (Reitz et
al 2013 Teruel etal 2011y Ward et al 2012) A pesar de que apoE4 es considerado

un marcador genético para el Alzheimer se han postulado otros genes involucrados
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