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RESUMEN

POLIMORFISMO DEL GEN DE LA "APOLIPOPROTEINA E” EN DISTINTAS
POBLACIONES DE VENEZUELA.

Autor(a): Yehiroby Castro

Tutores: Dra. Zulay Layrisse y Dr. Jorge Vargas Arenas.

Asesor: Prof. Rosalina Gonzalez

Realizado en el Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas,
Laboratorio de Fisiopatologia, Caracas; en la Escuela de Bioanalisis y en la
Unidad de Genética Médica y Citogenética, Facultad de Ciencias de la Salud,
Universidad de Carabobo, VValencia.

Financiado por el Centro de Desarrollo Cientifico y Humanistico de la
Universidad de Carabobo (CDCH-UC), y el Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas (IVIC).

El Genotipo de la Apolipoproteina E fue investigado a través de la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa y Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de
Restriccion Enzimatica (PCR-RFLP) en cinco poblaciones de Venezuela,
comprendida por 32 Indigenas Yukpa, 41 Indigenas Bari, 87 individuos
Mestizos, 40 individuos de la Colonia Tovar y 40 individuos de Curiepe; con
el objetive de determinar su distribucién y las frecuencias alélizas de dicha
proteina. La frecuencia genotipica general obtenida fue la siguiente: E3/E3
(64,2%), E2/E3 (15,8%), E3/E4 (13,3%), E2/E4 (5%) y E4/E4 (1.7%). A partir
de los genotipos se determinaron las frecuencias alélicas para compararlas
posteriormente con aquellas frecuencias reportadas en otras poblaciones. Se
observé una distribucion de las frecuencias altamente heterogénea entre los
grupos estudiados; el alelo e3 fue el mas comun, con frecuencias que
variaron entre 0,922-0,713, seguido por el alelo e4 con frecuencias entre
0,150-0,078 y por ultimo el alelo e2 con frecuencias entre 0,189-0,038
obtenidas en la mayoria de las poblaciones excepto en las Indigenas:
comportamiento este muy similar al presentado en las etnias indigenas de
Centro y Suramérica, que presentan bajas frecuencias o ausencia de dicho
alelo. Los Mestizos Venezolanos presentaron frecuencias mayores para el
alelo e2 con respecto a las reportadas por grupos similares, conservando la
frecuencia del alelo e4; lo cual no ocurri6 en el grupo de los Negros de
Curiepe puesto que este alelo disminuyo considerablemente con respecto a
las frecuencias reportadas para Afroamericanos y las frecuencias de Ia
Colonia Tovar se mantuvieron relativamente parecidas a las reportadas en
individuos de origen aleman.

Palabras Claves: Polimorfismo, Apolipoproteina E, Mestizos Venezolanos,
Colonia Tovar, Curiepe, Indigenas Bari, Indigenas Yukpa.
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INTRODUCCION

Actualmente se han realizado multiples investigaciones acerca del
genotipo de la Apolipoproteinza E (Apo E). consecuencia de una posible
participacion de esta proteina en I3 fisiologia neural, por sus altas
concentraciones en diversas células del Sistema Nervioso Central vy
Periférico (Boyles,1985). Tambié¢n ha sido relacionada con la alteracién de
los lipidos plasmaticos debido i papel fundamental que juega dicha proteina
en su transporte y metabolismo (Howard 1998: Mahley,1988; Robitaille,1996
Saito.2002). Recientemente ura de sus variantes se considera un factor de
riesgo importante en diversos tipos de demencias. Entre esas demencias se
hace mucho hincapié en la Enfermedad de Alzheimer (EA) ya que una serie
de estudios revelan una fusrte asociacion entre la aparicion de la
enfermedad y la presencia de un alelo especifico del gen que codifica la

Apo E. (Caccuri,1998: De-Andrade,2000; Falcon,1998: Martinez,2001;
Molero,2001; Reich,1999).

El gen que codifica para la Apolipoproteina E (Apo E) se encuentra en
el cromosoma 19, dicho gen tiene 3,7 kilobases de longitud y es altamente
polimérfico presentando tres alelos comunes definidos como €2, 3, e4. Su
ARN-m es de 1163 pares de bases de longitud, el cual se traduce formando
un primer producto compuesto por 317 amino4cidos (a:a) y conformando
finalmente una proteina de 299 a:a con un peso molecular de 34000 daltons
(Caccuri,1998; Mahley,1988; Utermann,1980). La estructura secundaria de la
Apo E se basa en el modelo de Chou Fasma (Fig. 1), constituida por las
formas hélice o, lamina p, giro By estructuras al azar; con una proporcion
de 62%, 9%, 11% y 18% respectivamente de estas formas espaciales, Esta
caracteristica le permite unir lipidos, razén por la cual es denominada

proteina lipofilica y se encuentra formando parte de las lipoproteinas como
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por ejemplo' la  VLDL (Lipoproteina de muy baja densidad), la HDL
(Lipoproteina de alta densidad), y los Quih'ar'nicrones. bien sea formando
parte de su estructura o cumpliendo funciones biolégicas como la secrecién,
el proceso. la regulaciéon o el catabolismo de las mismas (Fig. 2). Por otro
lado, esta estructura permite la conformacién de dos dominios, entre los
residuos 140 al 160 aproximadamente, para la interaccién con el receptor de
las LDL (Lipoproteina de baja densidad) presente en la superficie de las
celulas hepaticas (Fig. 3). Sustituciones de los aminoacidos (z:a) nativos de
este dominio especificamente en los residuos 142, 145, 146 y 158, hace que

se modifique la interaccién receptor-dominio.

MODFLO
CHOU FASMA

BT
IERAAL RN

Fig. 1: Estructura Secundaria de la Apo E. (Mahley,1988)

Estas sustituciones se involucran directamente con la expresién final de
uno de los tres alelos comunes de la Apo E ya descritos, los cuales
finalmente producen alguna de las isoformas de esta proteina segln su
expresion; por ejemplo, cuando se expresa el alelo e2 |a isoforma que se
produce es la Apo E2, la codificacién de esta proteina varia en algunas
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bases nucleicas con respecto a las otras, trayendo esto como consecuencia

la sustitucién de a:a nativos que conforman dicha proteina; en este caso

estos a:a sustituidos se ubican a nivel del

dominio de la proteina,

produciéndose un cambio espacial en la conformacién del mismo por la

presencia de los nuevos a:a. Debido a que este dominio permite el

reconocimiento de las lipoproteinas por los receptores de las células

hepaticas para el catabolismo de los lipidos circulantes en sangre, al estar

modificada su estructura, no es reconocido por dichos receptores y por lo

tanto los lipidos contintian circulando en sangre. (Mahley, 1988).

<= Dieta Grasa + colesterol
Lipasa
=2 Quilomicrones
Intestino
/ AGL
Acidos Tejido
Biliares Ad?:so
&> AGL AGL
ﬁ.
~ VLDL Lipasa ﬂ?L

Quilomicrones

Remanentes

4

Tejidos
Periféricos

(Con recoptores LDL)

Lipasa LDL
|

Fig. 2: Esquema general del Metabolismo de Quilomicrones. VLOL, DL, LDL, y

Quilomicrones Remanentes (AGL:

acidos grasos

libres; LDLR: receptor de

lipoproteinas; RR: receptores de Remanentes). (Mahley 1988).
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La Apo' E es sintetizada por diversos 6rganos, su ARN mensajero
(ARN-m) ha sido encontrado en cantidade'-s' significativas en el higado,
cerebro, bazo, pulmén, glandulas suprarrenales, ovario, rifién y masculo. De
todos estos 6rganos es en el higado donde se ha encontrado la mayor
cantidad de este ARN-m, por lo cual es considerado la principal fuente de
Apo E, comprendiendo 2/3 o 3/4 partes de la concentracién en
plasma la cual es de 5 mg/dL; siendo las células del parénquima hepatico
las responsables de su produccion (Mahley,1988). La segunda
concentracién mayor de ARN-m de la Apo E se encuentra en el cerebro,

aproximadamente en una proporcién de 1/3 de la presente en el higado
(Boyles,1985).

Diagrama de los residuos de aminoacidos que
conforman eldominio para el receptor de LP

Fig.3: Diagrama de los residuos de Aminoacidos de la Apo E proximos al
dominio que se unira al receptor. Los Residuos involucrados en la posicion
140 a 160 constituyen el sitio responsable de la union de |a Apo E a los
receptores de las lipoproteinas. (Mahley, 1988).
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La preéencia de Apo E en las células de diversos tejidos indica la
importancia de ésta en el transporte de Ii.pidos y posiblemente en otros
papeles aun no identificados. En este sentido, recientemente se ha
descubierto que la produccién de Apo E puede estar modulada por el estado
de activacién de los macrofagos, por ejemplo ante una estimulacién marcada
por una endotoxina se produce una disminucion en la sintesis de Apo E. Por
lo tanto, ademéas del transporte de lipidos, la Apo E cumpliria un posible
papel como inmunoregulador. Probablemente el ARN-m de la Apo E que se
ha observado en pulmén y bazo sea responsabilidad de los macréfagos
presentes en estos tejidos, sin embargo no puede excluirse la sintesis de
Apo E en estos tejidos. También se cree que los macréfagos, involucrados
aparentemente en la regeneracion del tejido nervioso periférico, son los
encargados de la participacion de la Apo E en la fisiologfa neural. Esta teoria
surge debido a la asociacién de los altos niveles de la Apo E producidos por
estas células en la region distal de los nervios ciaticos (Fig. 4). Se ha
postulado la posibilidad de que la Apo E podria ser un factor neurotrépico
envuelto en uno de los eventos requeridos para la sobrevida y reparacién
del nervio, sin embargo estas son teorias que aun siguen en estudio
(Mahley,1988).

Debido al significado clinico que representa la Apo E, es muy
importante conocer la distribucion de los alelos en las poblaciones de
diversos grupos étnicos, para asi determinar si el polimorfismo de la Apo E
tiene un efecto universal sobre las patologias a las que se relaciona o si este
efecto es modulado por una interaccién entre el gen y el ambiente. Esto ha
desencadenado una serie de estudios de la variabilidad genética de la Apo E
que intentan obtener una informacion completa sobre las frecuencias de los

alelos del gen en poblaciones alrededor del mundo.

I —— TSR AP ———— T ——
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Participacion en Sistema Nervioso

MonocitoMacrofago Degeneracion

Liberacion ae lipidos
Astrocitos >
Gotas de Lipidos J

Almacén de
Lipidos

Complejo Apo £ /lipidos

Macrofago Regeneracion

Complejo Apo E/ lipido

‘ Remie linizacion

5
i T

Rt
l Célula de Schwann

Fig. 4: Rol de la Apo E en la redistribucién de los lipidos a las distintas células involucradas
en lesiones de los nervics. Después de ura lesion, los maciréfagos y monocitos entran en el
nervio y provocan la degeneracion. Los lipidos (especialmente el Colesterol) son
almacenados dentro de los macréfagos. Varias formas de este Colesterol son derivadas de
la degeneracién de los tejidos y podria ser entregado a2 Io§ macrofagos por la via de
captacion mediada por Apo E. En cuanto a la regeneracion se piensa que aparece
rapidamente en presencia de macréfagos vy lipidos !lpresl_ 11uego que la célula ha expresado
receptores LDL. Posteriormente ocurre la Remielinizacicn del Axon regenerado por las
células de Schwann; las cuales también expresan rece:ptores LDL durante la fase de
Regeneracion. El complejo lipidos-Apo = o HDL-Apo E aparentemente participa en la
redistribucion del Colesterol a las células de Schwann y las neuronas regeneradas. (Mahley,

1988)
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En este sentido Gerdes (1992), realiz6 un estudio comparativo para
determinar el polimorfismo de la Apo E en' 466 hombres de origen Danés
de aproximadamente 40 afios de edad; la frecuencia alélica obtenida fue de
0,085 para el e2, 0,741 para el e3 y 0,174 para el e4. Dicho estudio fue de
suma importancia puesto que logro reunir la frecuencia reportada en 45
poblaciones previamente estudiadas alrededor del mundo, y se determina de
esta manera que la frecuencia del e4 parece ser mas alta en regiones nor-

europeas que en las sur-europeas.

De igual manera Evans (1993), analiz6 el polimorfismo de la Apo E en
un grupo de individuos sanos de Taiwadn pero con la finalidad de
relacionarlos con los niveles de lipidos en el plasma debido a la asociacién
de los alelos e2 y e4 con el incremento y el descenso de la VLDL vy el
colesterol plasmatico respectivamente. Las frecuencias alélicas obtenidas

fueron similares a las reportadas por otras poblaciones Asiaticas, e2: 0,074,
e3: 0,844 ye4: 0,082.

Retornando a las poblaciones Europeas, Corbo (1995), estudi6 este
polimorfismo pero en las poblaciones del centro y sur de ltalia. Las
frecuencias observadas para los alelos e2, e3 y e4 fueron similares entre los
dos grupos: 0,066, 0,851, 0,083 y 0,056, 0,858, 0,085 respectivamente. En la
poblacion de Cerdefia se observé que las frecuencias del gen de la Apo E,
e2 (0,050), e3 (0,898) y e4 (0,052), eran significativamente diferentes de
aquéllas del resto de ltalia, siendo la frecuencia de e4 una de las mas bajas
entre las poblaciones Caucasicas. Las frecuencias se compararon con
aquellas encontradas en otras poblaciones europeas, observandose un claro
descenso de las frecuencias del alelo e4 del Norte al Sur y una tendencia
opuesta para las frecuencias de e2 y e3,
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Guerreré (1995), determiné el genotipo Apo E en 100 individuos de la
poblacién mestiza mexicana sana obteniendo‘ 80% para E3/3, 13% para
E3/4, 6 % para E2/3 y 1 % para E2/4. Las frecuencias alélicas
correspondientes fueron e3 0,895, e4 0,070 y e2 0,035, es decir que el
genotipo de mayor frecuencia es el E3/3 y el de menor frecuencia E2/2, en
cuanto a los alelos destaca que el e3 presento resultados similares a los
encontrados en otras poblaciones. Entre las conclusiones méas importantes
subraya que es importante que estos estudios se realicen también en
pacientes con EA para asi establecer comparaciones con las frecuencias en
la poblacién sana y poder determinar si la variacion genética en el locus de la
Apo E en las poblaciones humanas representa o no un factor de riesgo de

padecer esta enfermedad.

También Cariolou (1995), investigé el polimorfismo del gen de la Apo
E en 355 Chipriotas griegos no relacionados. Los genotipos obtenidos a
través de PCR y la enzima de Restriccién Hhal, siguié el modelo de los
Caucasicos Europeos que poseen altas frecuencias del genotipo E3/3,
seguido por E3/4 y E2/3. Sin embargo la frecuencia del genotipo E3/4 ha
sido la mas baja reportada en Europa. El hecho mas destacado fue que las
frecuencias relativas de los alelos e2 y e4 en esta poblacién se encuentran
entre las mas bajas (después de la de Cerdefia) 0,053 y 0,070
respectivamente,  siendo este comportamiento muy similar en las

poblaciones del sur de Europa y Japén que tienen frecuencias bajas para e2

y ed.

Robitaille (1996), estudi6 la poblacién de Québec cuyos habitantes son
descendientes de Canadienses y Franceses. Este estudio comprendi,
ademas del polimorfismo de la Apo E, los efectos que pudiera tener éste
sobre los niveles de lipidos y lipoproteinas de la sangre, por lo que se
consideraron variables como edad, altura, peso y estado pre y post
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menopausico en mujeres. La frecuencia alélica fue 0,137, 0.749 y 0,114 para
los alelos e2, e3 y ed4, respectivamente. Los; sujetos con e2 presentaron
bajos niveles de colesterol total y LDL, en cambio las mujeres
postmenopausicas y hombres con ed4 en algunos de sus haplotipos
presentaron niveles altos de estos mismos lipidos. Aunque el impacto del
polimorfismo de la Apo E en los niveles de lipidos y lipoproteinas en la
sangre en esta poblacién es similar a lo reportado en otras poblaciones
caucasicas, la frecuencia del alelo e2 es una de las méas altas hasta ahora
reportada. Este hallazgo aun se discute y se le atribuye al sfecto  fundador
que caracteriza a la poblacion de Québec.

Uno de los estudios méas grandes y que ha aportado datos importantes
a este tema fue el realizado por Farrer y col. (1997), quienes examinaron los
efectos de la edad, sexo y etnia en la asociacién entre el genotipo de la Apo
E y la Enfermedad de Alzheimer. Este estudio comprendié poblaciones de
varias denominaciones étnicas y raciales tales como Caucéasicos,
Afroamericanos, Hispanos y Japoneses, entre otros; para un total de 8607
individuos sanos o controles y 5930 pacientes diagnosticados con EA. Se
determinaron las frecuencias de los alelos e2, e3 y e4 y los 6 genotipos
correspondientes de la Apo E. En el caso de los controles, la frecuencia del
alelo €3 en las cuatro poblaciones estuvo entre 0,727 y 0,859, mientras que
la frecuencia de los alelos e2 y e4 varié segun el grupo, siendo la mas baja
la reportada en los japoneses (e2: 0,042 y ed: 0,089), con respecto a la
reportada en Caucasicos y Afroamericanos (e2: 0,083-0,084 y e4: 0,137-
0,190, respectivamente). En el grupo control de los Hispanos se observé una
frecuencia intermedia de e2 (0,067) y e4 (0,110). En cuanto a los resultados
de los genotipos, la frecuencia reportada fue comparable a la presentada por
los alelos. La influencia de las variables sexo, edad y etnia en la enfermedad
se evalu6 por medio de métodos estadisticos; obteniéndose las siguientes
conclusiones; el alelo e4 representa un factor de riesgo para la EA en todos
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los grupos étnicos estudiados, principalmente en las edades comprendidas
entre los 40 y 90 afos, tanto en hombres como en muijeres. La asociacién
entre el alelo e4 y la EA en los Afroamericanos requiere una clarificzcion, y el

efecto claro de e4 en Hispanos debe ser investigado.

De igual manera Howard (1998), realiz6 un amplio estudio comparativo
formado por 3405 sujetos jévenes de origen distinto, Afroamericanos y
Blancos, que residian en Estados Unidos, con el fin de investigar el
polimorfismo de la Apo E. Los resultados mostraron frecuencias elevadas de
los alelos e2 y e4 (0,131 y 0,201 respectivamente) en hombres y mujeres
Afroamericanos con respecto a la observada en los Blancos, (e2: 0.076; e4:
0,121); por el contrario las frecuencias de €3 en Blancos fue mayor, (0,800)

con respecto a los Afroamericanos (0,668).

Recientemente se han realizado diversos estudios en Latinoamérica
para evaluar como se distribuye la frecuencia de los alelos de la Apo E en las
distintas poblaciones en estos paises, entre ellos resaltan Brasil y México. De
Andrade (2000), estudié las frecuencias del gen de la Apo E en 186
individuos de seis tribus Indigenas de Sudamérica, en las cuales se observé
la presencia de los tres alelos comunes de la Apo E €2, e3 y e4 con una
distribucion heterogéneamente elevada, especificamente la frecuencia del
alelo e4 (0,47) reportada en las tribus Wai Wai. Como en otras poblaciones el
alelo e3 es el mas comun, 0,51-0,88, seguido por e4, 0,02-0.47. Ambas
isoformas fueron determinadas en todas las tribus, pero el alelo e2 sélo se
observé en las tribus Wai Wai, 0,02, y Mataco, 0,04. En otro estudio De
Andrade (2000) retorné a investigar el polimorfismo de la Apo E, pero con el
fin de determinar si existia alguna asociacion con los lipidos del plasma vy la
Enfermedad de Alzheimer en una poblacién de Porto Alegre al sur de Brasil,
La muestra consisti6 de 446 individuos, entre ellos 100 Caucasicos y 100

Afro-brasileros, no relacionados cuyos genes se analizaron por medio de

Escaneado con CamScanner



PCR vy digestién con la enzima de restriccion Hhal. Las frecuencias de los
alelos e2, €3 y e4 fueron de 0,075, 0,810 y 0,115 en Caucasicos y 0,075,
0,700 y 0,225 en los Afro-brasileros, respectivamente.

Continuando con los estudios realizados en este continente, Gamboa
(2001), investigé la influencia del polimorfismo de la Apo E en las
lipoproteinas del plasma de 278 individuos Mexicanos. La frecuencia mas
elevada fue para el genotipo e3/3 (80,5%) seguida por e3/4 (12,5%), e2/3
(%) y e3/4 (1,4%). En cuanto a las frecuencias alélicas para el e2,e3yed
fueron de 0,032, 0,893 y 0.073 respectivamente. Estos datos fueron similares
a los descritos previamente en la poblaciones Mexicoamericanas y en Indios

Americanos; mostrando altas frecuencias del alelo e3 y del genotipo e3/3
descrita mundialmente.

En Venezuela solo Molero (2001) ha analizado y reportado hasta ahora
las frecuencias alélicas del gen de la Apo E en tres grupos de individuos de
la poblacion de Maracaibo: pacientes con Alzheimer, pacientes con
Demencia Vascular y un grupo de individuos de esa regién sanos de origen

mestizo, las frecuencia obtenidas en el grupo control fueron e2, 0,05: e3,
0.84;yed, 0,11.

No obstante, en este pals no se han realizado investigaciones
exhaustivas considerando las distintas etnias que conforman esta poblacién,
ya que solo refiriéndonos a las etnias indigenas, de los 30 grupos que
aproximadamente existen, la mayoria se encuentran distribuidos en las
regiones fronterizas del pais como por ejemplo, los Bari o los Yukpa
ubicados en la frontera del Zulia distribuidos en varios sitios de la Sierra de
Perija, los Yanomami y Makiritare en el estado Amazonas, los Warao en el
Delta del Orinoco, etc. (Arends, 1992; Diaz, 1976)). Ademéas Venezuela se
caracteriza por la presencia de poblaciones y/o colonias extranjeras de
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diferentes origenes étnicos, por ejemplo la Colonia Tovar en el estado
Aragua habitado principalmente por individuos de origen Aleman, y Curiepe
en el estado Miranda donde predomina la mezcla con descendientes de
_Africanos (Chacon,1979;Guedez,1991). En ambos tipos de poblaciones el
nivel endogamico es variable por lo que nos parecié interesante plantear un
estudio de la expresién de sus genes y compararlo con estudios en
poblaciones similares, permitiendo esto una investigacién desde puntos de
vista distintos. De igual manera estudiar la poblacién mestiza aportaria
importantes datos puesto que zproximadamente mas del 80% de la

poblacion Venezolana esta comprendida por este grupo.

Ante tal situacién se formulan las siguientes interrogantes: ;Cuél es la
distribucién de los genotipos de la Apo E presentes en individuos sanos de
Venezuela? ;Existiran variaciones en el gen de la Apo E entre los individuos
pertenecientes a las distintas denominaciones étnicas encontradas en
nuestro pais? ,;Cual es el alelo dal gen de la Apo E mas frecuente en las
poblaciones Venezolanas, principalmente en la poblacién mestiza que
constituye aproximadamente el 85% de la poblacién? ;Como se comportan

estas frecuencias con respecto a las reportadas en otras poblaciones?.

Debido a la importancia que tiene conocer las frecuencias alélicas del
gen de la Apo E en individuos sanos de distintas poblaciones y determinar la
variabilidad de estas al compararlo con las frecuencias reportadas alrededor
del mundo, el laboratorio de Fisiopatologia del Centro de Medicina
Experimental del IVIC, se ha planteado esta linea de investigacién, siendo el
presente estudio el primer aporte a este tema en dicho laboratorio, cuyo
propésito a largo plazo es establecer las frecuencias genotipicas en el pais
tanto en las etnias mas importantes como en pacientes que sufren

demencias.
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Inicialmente esta investigacién comprende el anélisis de algunas etnias
de la poblacién Venezolana: entre ellas dos p'o'blaciones indigenas, Yukpa y
Barl; dos poblaciones que se caracterizan por origenes étnicos particutares
como lo son la poblacién de Curiepe, constituida por individuos de origen
negroide, y la poblacién de la Colonia Tovar, constituida por individucs de
origen Aleman; y un grupo heterogéneo de individuos Mestizos del pals: con
el fin de determinar las frecuencias alélicas del gen de la Apo E en estos
individuos obteniendo datos que permitan identificar el comportamiento de

este polimorfismo y compararlo con los datos reportados en otras
poblaciones.
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Objetivo General
Determinar la frecuencia genotipica y alélica de Iz Apo E en individuos
sanos de las poblaciones Yukpa, Bari, Curiepe, Colcnia Tovar y un grupo
heterogéneo de Mestizos Venezolanos, para ccmpararlas con las

frecuencias reportadas en otras poblaciones.

Objetivos Especificos

« Estudiar el gen de la Apo E a través de la Reaccidon en Cadena de la
Polimerasa y Polimorfismo de Longitud de Restriccion Enzimatica para
obtener de esta manera el genotipo para cada individuo.

 Determinar las frecuencias genotipicas y alélicas de iz Apo E.

+ Determinar la proporcién general del genotipo de Iz Apo E obtenido para
las cinco poblaciones en estudio.

+ |dentificar si existe variacién en las frecuencias encontradas en los

individuos en estudio segun el grupo étnico al que pertenecen.

o Comparar  las frecuencias alélicas obtenidas con las frecuencias
reportadas en otras poblaciones para definir su comportamiento.

S —————— e L R
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MARCO METODOLO_GICO

Tipo de Investigacion

Para este estudio se seleccionaron 240 muestras de ADN provenientes
de individuos de cinco poblaciones presentes en Venezuela; posteriormente
a cada una de dichas muestras se les determiné el genotipo del gen Apo E
por la Reaccion en Cadena de la Polimerasa y Polimorfismo de Longitud de
Fragmentos de Restriccion Enzimatica (PCR-RFLP) para obtener las
frecuencias genotipicas y alélicas de dicho gen en cada poblacién, con la

finalidad de compararlas con las reportadas por otras poblaciones y definir su
comportamiento.

Poblacion y Muestra

Se trabaj6é con muestras de poblaciones que han sido utilizadas
anteriormente en otros estudios de la linea de investigacién que se lleva a
cabo en el Laboratorio de Fisiopatologia del IVIC. Las poblaciones
seleccionadas quedaron conformadas de varios grupos de individuos no

relacionados, aparentemente sanos, con edades comprendidas entre 9 a 70
afios, pertenecientes a:

Dos Poblaciones Indigenas, 32 del grupo Yukpa y 41 del grupo Bari,
ubicados ambos en la Sierra de Perija en el Estado Zulia, (Arends,1979:
Diaz,1976).

Dos grupos de 40 individuos cada uno pertenecientes a dos
poblaciones también presentes en Venezuela. La poblacién de Curiepe,
ubicada al norte del pals en el estado Miranda, formada por habitantes de
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origen Negroi'de, (Chacén,1979); y la poblacion de la Colonia Tovar,
ubicada en el estado Aragua, conformada por habitantes de origen Aleman.
(Arias, 1974),

Un grupo heterogéneo de 87 individuos mestizos pertenecientes a
varios estados del pais, constituidos por 33 individuos de San Carlos, 17 de
Carabobo, 15 de Caracas, 7 de Miranda, 3 de Mérida y Sucre, 2 de Barinas

y Nva. Esparta y 1 de Aragua, Zulia, Téachira, Bolivar vy Lara
respectivamente.

Procedimiento Metodoldgico

Purificacion del ADN

La toma de muestra fue realizada hace algunos afos por diversos
colaboradores del laboratorio de Fisiopatologia del IVIC; la de los Indigenas
se obtuvieron entre 1992 y 1994, las de Curiepe y Colonia Tovar se tomaron
en el afio 1995 y la de los mestizos son las mas recientes entre los afos

2001 y 2002 en la Ciudad Hospitalaria Enrique Tejera (CHET), Carabobo: y
en el Hospital Vargas, Caracas.

De cada individuo se tomé6 una muestra de 10 ml de sangre periférica
utilizando EDTA, luego se centrifugd por 10 minutos a 2000 rpm, se separé
la capa de leucocitos para extraer el ADN por el método Salting out (Miller,
1988), y finalmente el ADN extraido se ajusté a una concentracién de

200pg/mi.
El ADN purificado de dichas muestras ha permanecido congelado en el

Laboratorio de Fisiopatologia del Centro de Medicina Experimental del IVIC,
distribuido en tubos Eppendoff de 1,5 ml. Para su uso en esta investigacion,
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los ADN se trasladaron desde los Revcos donde se encontraban congelados
hacia las neveras, para ir adaptandolos a la feinperatura ambiente (maximo
25°C) evitando de esta forma dafar dichas soluciones. Luego de su
descongelacion se realizaron electroforesis junto con un ADN Standard de
200ug/ml (fago %), para confirmar la concentracion vy el estado de las

soluciones de ADN.
Amplificacion de ADN por PCR

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es un método “In Vitro”
para la sintesis enzimatica de secuencias especificas de ADN, que emplea
iniciadores sintéticos (Primers), complementarios a secuencias que flaquean
el fragmento de interés en el ADN. Cada ciclo de reaccion comprende
desnaturalizacién del ADN, hibridacién del iniciador y extensién del mismo
por la ADN polimerasa. Después de la repeticion de estos ciclos se acumula

el fragmento especifico cuyos extremos estan definidos por los iniciadores,
(Burckhart,1994).

El ADN genémico se amplificé para un segmento dado del gen que
codifica la Apo E, en el cual se encuentran los dos sitios polimérficos
(residuos aminos 112 y 158) que distinguen cada alelo. Para esto fue
necesario usar los cebadores o iniciadores oligonucleotidicos F4 y F6
descritos por Emi (1988) que permiten obtener un amplimero de 244 pb
(pares de bases) aproximadamente. La secuencia F4y F6 es la siguiente:

F4= 5'- ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACAC - 3'(nuclestidos 3908-3892).
F6=5'- TAAGCTTGGCACGGCTGTCCAAGGA - 3'(nuclettidos 3681 -3699).
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Estos Primers fueron reconstituidos en 1 ml de buffer TE 1X para
ajustarlos a la concentracion deseada y 'su estado se confirmé al
visualizarlos sobre gel de Agarosa Sigma al 0.65%. (Fig. 5).

Fig. §: Ajuste de Primers F4 y F6 sobre
gel de Agarosa al 0,65%.

Tanto la amplificacién como la restriccion (descrita mas adelante) se
realizaron siguiendo el “Protocolo para el Genotipo Apo E" descrito por
Geschwind (1998), con ligeras modificaciones. Para
preparé la mezcla de reaccién, que contiene:

la amplificacién se

e PCR Buffer1X

¢ Solucién Q 1X (Solucién Q 5X = MgCl, 7.5 mM + Dimetil Sulféxido 5%)
e dNTPs 0,4 mM

e PrimerF4 0,6 uM
e PrimerF6 0,6 uM

e 0,04 U/l de Taq ADN polimerasa (Aquaticus Thermus o Taq).

El volumen total de la mezcla para cada muestra a amplificar fue de
23 pl, que se dispensaron en 2 ul de ADN genémico (20 ng/ul) servidos

previamente en tubos de PCR, para un Volumen de Reaccion de 25 . Toda

S L T ———
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reaccion inclﬁyo un control negativo (sin ADN) para detectar la posible
contaminacién de los reactivos. |

La reacci6n se realizé6 en un Termociclador Perkin Elmer. Cada ciclo de
la reaccion comprendié desnaturalizacién del ADN a 94°C por 5 min.,
seguida por 35 ciclos de desnaturalizacién a 95°C por 0,5 min., hibridacién
de los cebadores a 60°C por 0,5 min. y extensién de los mismos a 70°C por 1
min. Finalmente se realizé un ciclo de amplificacién de 70°C por 10 min. Los
amplimeros obtenidos fueron visualizados sobre gel de Agarosa Sigma al

1,5% junto con un marcador de peso molecular de 200 pb (Fago ¢x174).
(Fig.6).

Fig. 6. Electroforesis de los productos amplificados para la regién que codifica el
gen de la Apo E. El Amplimero obtenido para las muestras C1 y Bm15 fue de
aproximadamente 244 pb con un mejor producto utilizando DMSO en la PCR.

Restriccion de los Isotipos del Genotipo de la Apo E

Se realizé utilizando la enzima de restriccion Hhal, la cual se diluyé a
una concentraciéon de 1 U/ml con el buffer de reaccién que contiene 50 mM
Tris-HCI (pH 8), 10 mM MgCI2, 50 mM NaCl. Esta enzima reconoce la
secuencia GCGC en la posicién 112 Arg (e4) y 158 Arg (e3, e4), pero no
reconoce la secuencia GTGC en la posicién 112 Cys (e2, e3) y 158 Cys (e2),
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(Hixson,1990'). Después del reconocimiento de la secuencia la enzima corta
fragmentos de 91 pb (E3), 83 pb (E2), 72’p'b (E4), 48 pb y 35 pb, que
corresponden a los genotipos que determinan las isoformas de la Apo E, los
cuales se separan por electroforesis en gel. (Fig.7).

el

e2 l | 21 [ 83

Fig. 7: Fragmentos obtenidos luego que la enzima Hhal reconoce la secuencia
GCGC sobre el gen de la Apo E y que determinan los genotipos de esta proteina.

Para la restriccion se mezclé 10 ml del producto de PCR con 1 ml
de solucion de la enzima 1 U/ml y se incub6 por 3 horas a 37°C. Luego
se agregé esta mezcla en un Gel de Agarosa-1000 Ultra Pure al 4% (11 x
14 centimetros) junto a un marcador de peso molecular de 10 pb (M10) y se
corri6 . a 120V por 1 hora usando una camara de geles sumergidos (Life-
Technologies). El Gel se tiié en una solucion de Bromuro de Etidio 0,2
mg/L), y se visualizaron los fragmentos en forma de bandas de ADN en un
transiluminador UV, (Fig. 8). Las electroforesis se realizaron en un buffer TBE
1X y los geles ya solidificados, antes de su uso, se guardaron en nevera 20

minutos para aumentar su resolucién.
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Fig. 8: Electroforesis en gel de Agarosa al 4 % de productos obtenidos,
después del corte con la enzima Hhal, junto con un marcador de peso
molecular de 10 pb. El Genotipo E2/E3 presenta 4 bandas de 91, 83, 48 y 35
pb; al igual que E3/E4 con bandas de 91, 72, 48, 35 pb, E3/E3 solo muestra 3

bandas de 91, 48 y 35 Pb y E2/E4 presenta 5 bandas de 91, 83,72,48y35 pb
respectivamente.

Analisis de los Datos

Luego de someter las muestras a la metodologia descrita, se obtuvo de
forma directa los genotipos de la Apo E de cada individuo; por consiguiente
la frecuencia alélica se determiné para todos los individuos por contaje

directo y dividiéndolo entre el numero total de alelos presentes.

Posteriormente estos datos fueron tabulados por tipo de poblacién segun la

frecuencia genotipica y frecuencia alélica obtenida Para la elaboracion de los
analisis estadisticos.

Se utiliz6 un programa estadistico especializado para el estudio
genético poblacional llamado ARLEQUIN el cual realiza multiples calculos de
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forma automé'tica. De interés para este estudio fue la Prueba del Equilibrio
Hardy-Weinberg que permite analizar si la poblécibn estudiada esta o0 no en
equilibrio segun el principio Hardy-Weinberg; el cual explica que en un locus
con dos o mas alelos (en este caso son 3), las frecuencias corresponden al
desarrollo de (p+q+1)’ = p2+ g + 2+ 2pq+ 2pr+ 2qr y dicho equilibrio se da si
se mantienen las condiciones en un gran de numero de individuos de
panmixia (cruzamientos al azar) y ausencia de seleccién, conservandose
tanto las frecuencias alélicas como las genotipicas indefinidamente en el
tiempo. Ahora bien, numéricamente este principio se puede definir cuando al
comparar las frecuencias genotipicas o alélicas obtenidas con las que se
esperan obtener, se obtiene un valor de P mayor a 0.05.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Luego de analizar las cinco poblaciones con la metodologia descrita, se
recogieron los datos en tablas para su mejor compresion y estudio, las

cuales arrojan los siguientes resultados:

Tabla 1: Genotipos de la Apo E de 32 individuos de la
Poblacién Indigena Yukpa, asignados tras visualizacion de las

bandas del ADN (PCR-RFLP) sobre gel de Agarosa al 4% con
Bromuro de Etidio a través de luz UV.

PCR Corte Enzimatico -
Muestra - o0opb |91pb 83pb 72pb 48pb  35pb Genotipo
3000 ' 0+ + + + E3/E3
3003 1. + + + E3/E3
3004 + + + = E3/=3
3008 + + + + + E3/=4
3009 + + + + E3/=3
3010 + + + + + E3/c4
3011 + + + + E3/E3
3015 + + + + E3/=3
3016 + + + + | E3/=3
3022 + + + + | E3/=3
3024 + + + + ’ E3/=3
3025 + + + + E3/E3
2001 + + + + E3/E3
2005 + + + + E3/E3
2006 . + + + + + E3/E4
2035 | ¢ : + + + E3/E4
2037 | + + + + E3/E3
2040 |, + + + + E3/E3
2054 | + + + + E3/E3
2063 + + + + E3/E3
2500 + + + + E3/E3
2503 + + + + E3/E3
2506 + + + + E3/E3
2509 + + + + E3/E3
2517 + + + + E3/E3
2518 + + + + E3/E3
2519 + g + + + E3/E4
2520 + + + + E3/E3
2522 + + + + E3/E3
2524 + + + + E3/E3
2525 * * + + E3/E3
2529 + + + + E3VE3

Positivo (+) = visualizacion de banda de ADN de “N" pb.
Fuente: Datos obtenidos en el presente Estudio
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Tabla 2: Genotipos de la Apo E de 41 individuos de la
Poblacion Indigena Bari, asignados ftras visualizacion de las
bandas del ADN (PCR-RFLP) sobre gel de Agarosa al 4% con
Bromuro de Etidio a traves de luz UV.

PCR Corte Enzimatico ! ,
MUeSra | oo pb | 91pb 83pb 72pb 48pb  35pp  oemefipe
0001 + + + + E3/E3
0013 + + + + E3/E3
0014 + |+ + + E3/E3
0017 + | + + + + E3/E4
0018 + |+ + + E3/E3
0021 + + + + + E3/E4
Q032 ¥ 1 &t + + E3/E3
0038 i + + + E3/E4
0039 + [ "+ + + E3/E3
0046 + |+ + + + E3/E4
0058 + + + + E3/E3
0059 + + + + E3/E3
0073 + + + + E3/E3
0074 + | + + + E3/E3
0077 + L+ + 4 E3/E3
0116 s + + E3/E3
0127 + o+ + + E3/E3
0128 + . + + + E3/E4
0173 S I + - E3/E3
0174 + s + + E3/E3
193 5 + + + E3/E3
0236 t + + + E3/E3
0237 3 * + + E3/E3
0245 + + + + E3/E3
0250 + + + + E3/E3
0251 x ad + + + E3/E4
0238 5 + + + E3/E3
0271 * + + + E3/E3
0279 + + + + + i E3/E4
0298 + + + + -+ E3’E4
0306 t t + + E3/E3
0376 + + + + + E31E4
0388 + + + + E3/E3
0431 3 14 + + E3/E3
0412 & N + + E3/E3
0460 b5 = + + E3/E3
0475 + + + + + l E3/E4
0476 + + + + E3IE3
0544 + + + + E3IE3
0572 + + + + ES/ES
0575 + + + + ESIES

Positivo (+) = visualizacién de banda de ADN de "N” pb.
Fuente: Datos obtenidos en el presente Estudio.
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Tabla 3: Genotipos de la Apo E de 40 individuos de la
Poblacién de Curiepe, asignados tras visualizacion de las
bandas del ADN (PCR-RFLP) sobre gel de Agarosa al 4% con
Bromuro de Etidio a través de luz UV.

PCR Corte Enzimatico 5
Muestra 200 91 83 72 48 25 pb Genotipo
ph: o) sphl. " BBy, bl BB Tl

2 + + + + E3/E3
4 + + + + + E2/E3
5 + + + + + + E2/E4
6 + + + + + + E2/E4
8 + |+ + + + E2/E3
[ R SR + + E3/E3
11 | A Pk - + E3/E3
12 SR i + - + E2/E4
3 ta it + + + + E2/E4
14 + | + + + E3/E3
15 + + + + + E2/E3
16 + + + + E3/E3
17 + + + + + E2/E3
18 + s + + E3/E3
20 + l + + + + E2/E3

21 13 + + E3/E3
22 + o+ + + + + E2/E4
23 + 4 + + E3/E3
25 + li + + + E3/E3
31 + + + + E3/E3
32 + + + + E3/E3
33 + + + + + E2/E3
34 + + + + + E3/E4
36 + + + + + E2/E3
37 + + + + E3/E3
38 + + + + + E3/E4
39 + + + + + E2/E3
40 + + + + E3/E3
42 * + + + E3/E3
43 + + + + E3/E3
48 + + + + E3/E3
49 + + + + E3/E3
50 + + + + E3/E3
51 + + + + E3/E3
53 + + + + E3E3
54 + + + + E3/E3
62 + + + + E3/E3
63 + + + + E3/E3
65 + + + + E3 fE3
68 + + + + E3/E3

Positivo (+) = visualizacién de banda de ADN de “N" pb.
Fuente: Datos obtenidos en el presente Estudio.
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Tabla 4: Genotipos de la Apo E de 40 individuos de la
Poblacion de la Colonia Tovar, asignados tras visualizacion de
las bandas del ADN (PCR-RFLP) sobre gel de Agarosa al 4%
con Bromuro de Etidio a través de luz UV.

PCR Corte Enzimatico .
(Muestr@ | 200pb | 81pb 83pb 72pb 48pb 35 pb Qenotipe
9 [ + ¥ & + + + E3/E4 T
13 + + + + + E2/E3
15 ‘ + + + + + E2/E3
21 o + + + E3/E3
32 ¢ 1o+ - + E3/E3
36 o il R + + E3/E3
38 *- g 3 + + E3/E3
29 s + N + E3/E4
41 + L4 + + E3/E3
42 #- 41 4+ + - + E2/E3
43 + o+ + + E3/E3
44 + o+ + + + E3/E4
5 | + | + + E3/E3
56 + + + + E3/E3
57 1« + + + E3/E3
60 { + + + + E3/E3
62 ¢ s + + + E3/E4
63 £ + + + E3/E4
68 + 4 + + E3/E3
69 + % + + + E3/E3
70 |+ + + + E3/E3
71 + } + + + E3/E3
72 o + + + E4/E4
74 + + - + E3E2
75 [ R S + + E3/E3
78 I+ + + + E3/E3
04k * + + E3E3
80 o+ + + + + E3/E4
82 [ + + + + E3/E4
83 + + + + E3/E3
85 + + + + E3/E3
86 + + + + E3/E3
87 + + + + E3/E3
a8 + + + + E3/E3
90 + + + + + E3/E4
91 + + + + + E3/E4
92 + + + + E3/E3
93 M L + + E3/E3
94 + ‘ + + + E3/E3
a9 + + + + + E3/E4

Positivo (+) = visualizacién de banda de ADN de “N" pb.
Fuente: Datos obtenidos en el presente Estudio.
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Tabla 5: Genotipos de la Apo E de 87 individuos de la
Poblacion Mestiza, asignados tras visualizacion de las bandas
del ADN (PCR-RFLP) sobre gel de Agarosa al 4% con Bromuro
de Etidio a través de luz UV.

PCR Corte Enzimatico p
Muestra | 200pb | 81pb 83pb 72pb 48pb 3spb |  Senetipe

C1 + + + + + E2E3
c3 + + + E3/E3
Cc9 + + + + E3/E3
C13 + + + + E3/E3
C16 + + + + E3/E3
c19 + + + + + E2/E3
C20 + + + + E3/E3
c21 + + + - E3/E3
c22 + + + - E3IE3
Cc23 + + + + E3/E3
Cc28 + + + + E3/E3
C32 + + + + E3/E3
C34 + + + + + E2/E3
C35 + + + + E3/E3
C39 + + + + + E3/E4
C41 + + + + + E2/E3
C42 + + + + - E2/E3
C43 + + + + E3/E3
C44 + + + + E3/E3
C45b + * + + E3/E3
C46 + + + + + E2/E3
C47 + + + + E3/E3
C48 + + + + E3/E3
C49 + + + + E4/E4
C50 + + + + + + E2/E4
C52 + + + + E3/E3
C53 + + + + + E2/E3
C54 + + + + E3/E3
Ch5 + + + + + E2/E3
C56 + + + + E3ES3
C57 + + + + + E2/E3
cs8 + + + + + E2/E3
C59 + + + + E3/E3
C60 + + + + E3/E3
Ccé61 + + + + E3/E3
ce2 + + + + + + E2/E4
Cc63 + + + + E3/E3
c64 + * + + E3/E3
Cc6e5 + + + + + + E2/E4A
C67 + + + + E3/E3
C68 + + + + + E2/E3
C70 + + + + + E2/E3
C72 + + + G 5 + E2/E3
C73 + + + + + E2/E3
C75 + + + + + E2/ER

Positivo (+) = visualizacién de banda de ADN de "N" pb.
Fuente: Datos obtenidos en el presente Estudio.

Escaneado con CamScanner



28

Tabla 5: Genotipos de la Apo E de 40 individuos de la
Poblacion de la Colonia Tovar, asignados tras visualizacion de
las bandas del ADN (PCR-RFLP) sobre gel de Agarosa al 4%
con Bromuro de Etidio a través de luz UV, (Continuacion).

i PCR Corte Enzimatico | 2
Muest 500 pbiVo1lb= 83 pht 72 pbPcawpbitiasiphls| FsSonotipo
A N T A 3T + [ E2E:
ci7 + |+ + + + + | E2/EL
C7¢& + o+ + + + f E2/E3
C79 S0 ety + + + ' E2E3
C80 T ) + + + E2E3
P1 Foro) Oy + + E3/E2
P2 ol d + + + ' E2/E:
B3 = Ay + + + E2/E?
4 + 4+ + + + E3EL
P35 + + + + - E3/E23
P6_ ., _+ + + + | E3/E2
P10 + + + + + | E2/E2
P11 .+ + + + + E2/E2
| it a3 + + + E3/E2
P13 + + + + E3/E2
P14 !« + + + E3/E2
P1& + + + + E3/E2
P1e ! molg + R E3/E3
P17 ) e + + 1 E3/E2
P18 i b + + A E2E2
PICE . + o+ + + + | E2ES3
P20+ ! + + + i ! E2/E2
F2i e | * + + E3/E>
FZZ + + + + E3/E:
P23 |+ | * + + | E4/E4
P28 ¢+ | s + $i 6 E3/E3
P25 + + + + + ! E3/Es
P28 + + + + + j E2/E2
P27 ¢+ + + + ‘ E3/E4
P2 '+ + + + E3/E3
p2s 1.+ + + + E3/E3
P30 + + + + + E3/E4
P31 l + + + + E3/E3
P32 + + + + + E2/E3
P36 \ + + + + E3/E3
P37 | + + + + E4/E4
P38 | 4+ + + + E3/E3
P39 | + + + + E3/E3
P40 | + + + + E3E3
P41 | o+ + + + E3/E3
P4z |+ + + + E3/E3
P4 |+ + + + + I E2E3

Poﬁivd (+) = visualizacion de banda de ADN de "N" pb.

Fuente: Datos obtenidos en el presente Estudio.
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Las Tablas 1,2, 3, 4 y 5 presentadas anteriormente exponen la
distribucién de los genotipos obtenidos a través de la visualizacion directa de
las electroforesis en gel de Agarosa al 4% con Bromuro de Etidio sobre un
Transiluminador UV para cada poblacién estudiada. Estas electroforesis
fueron realizadas inmediatamente después de la digestién con la enzima
Hhal, ultimo paso del procesamiento para la obtencién del genotipo, la cual
corté el amplimero de aproximadamente 200 pb, resultante de la PCR, en
varios fragmentos de 35, 48, 72, 83 y 91 pb, reconocidas en forma de
bandas en el gel. Dependiendo del genotipo de cada individuo se formaron
varias bandas correspondientes al mismo, las cuales se asignaron de la
siguiente manera: el genotipo E2/E3 presento 4 bandas de 35, 48, 83 y 91
pb respectivamente; E2/E4 fue es el mas fragmentado con 5 bandas de 35,
48, 72, 83 y 91 pb; E3/E3 presento solo tres bandas de 91, 48 y 35 pb;
E3/E4 presento estas mismas, 91, 48 y 35 pb mas lade 72 pby E4/E4
presento también tres bandas de 72, 48 y 35pb. Las bandas en comun son
las de 48 y 35 pb que se presentan en todas las muestras, pero las

determinantes para cada alelo son la de 72 pb (alelo €2), 83 pb (alelo ed) y
91 pb (alelo €3).

Tabla 6: Frecuencias genotipicas y alélicas de la Apo E en 32
individuos Indigenas Yukpa.

Genotipo N° de Individuos Frecuencia
E3/E3 27 0,844
E3/E4 5 0,156
Alelo N° de Alelos Frecuencia

el 59 0,922
ed S 0,078

Fuente: Datos Obtenidos en el Presente Estudio.

La Tabla 6 presenta las frecuencias genotipicas y alélicas de forma

paralela para los 32 indigenas Yukpa, se necesitaron los datos del genotipo
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para estimar‘las frecuencias alélicas. Esta poblacion present6é solo dos
genotipos, el E3/E3, que es el mas comin en Iés poblaciones alrededor del
mundo sobre todo en las poblaciones indigenas, este genotipo estuvo
presente en 27 individuos de los 32 estudiados es decir una frecuencia de
0,844 (resultado de la division 32/27); y el E3/E4, que es una variante del
genotipo en el cual se expresa el alelo ed4, solo estuvo presente en S
individuos con una frecuencia de 0,156. Las frecuencias alélicas
presentadas en el segundo plano se obtuvieron al dividir el nimero total de
cada alelo presente en los genotipos entre el numero total de alelos.

Légicamente solo existen dos alelos, con frecuencias de 0,922 para e3 y
0,078 para e4.

Tabla 7: Frecuencias genotipicas y alélicas de la Apo E en 41
individuos Indigenas Bari.

i Genotipo N° de Individuos Frecuencia
E3/E3 31 0,756
E3/E4 10 0,244
Alelo N° de Alelos Frecuencia

el 72 0,878
ed 10 0,122

Fuente: Datos Obtenidos en el Presente Estudio.

La Tabla 7 presenta las frecuencias genotipicas y alélicas para los 41
indigenas Barl. Esta poblacién present6 al igual que los indigenas Yukpa dos
genotipos, el E3/E3 que estuvo presente en 31 individuos y el E3/E4 en 10
individuos para una frecuencia genotipica de 0,756 y 0,244 respectivamente.
El alelo e3 presento una frecuencia de 0,878 y el alelo e4 una frecuencia de
0,122.
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Tabla 8: Frecuencias genotipicas y alélicas de la Apo E en 40
individuos de la poblacidn de Curiepe. *

Genotipo N° de Individuos Frecuencia
ST EYEYT: O 8 2R 0.200
E2/E4 5 0,125
E3/E3 25 0,625
E3/E4 2 0,050
Alelo N° de Alelos Frecuencia
e2 {37 ot 0,162
e3 60 0,750
e4 7 0,088

Fuente: Datos Obtenidos en el Presente Estudio.

La Tabla 8 muestra las frecuencias genotipicas y alélicas para los 40
individuos de la poblacién de Curiepe; esta poblacion presento ademas de los
genotipos encontrados en los indigenas las isoformas E2/E3 y E2/E4, es
decir la variante e2. Las frecuencias genotipicas obtenidas en orden
decreciente fueron las siguientes E3/E3 0,625: E2/E3 0,200: E2/E4 0,125 y
E3/E4 0,050. El alelo e3 fue el mas frecuente (0,750) seguido por el alelo €2

(0,162) y una minima expresién para el alelo e4 con frecuencia de 0,088.

Tabla 9: Frecuencias genotipicas y alélicas de |a Apo E en 40
individuos de la poblacion de la Colonia Tovar.

Genotipo N° de Individuos Frecuencia
E2/E3 3 0.075
E3/E3 26 0,650
E3/E4 10 0,250
E4/E4 1 0,025
Alelo N° de Alelos Frecuencia

e2 3 0,038
e3 65 0,812
e4 12 0,150

Fuente: Datos Obtenidos en el Presente Estudio.
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La Tabl'a 9 muestra las frecuencias genotipicas y alélicas para los 40
individuos de la Colonia Tovar. Esta poblacibh presento los dos genotipos
comunes en los grupos analizados hasta ahora, E3/E3 y E3/E4 con
frecuencias de 0,650 y 0,250 respectivamente siendo ambos los mas
comunes en los individuos, seguidos por el genotipo E2/E3 y la isoforma
homocigota del alelo e4, E4/E4 con 0,025. Las frecuencias alélicas obtenidas

fueron las siguiente e2 0,038; €3 0,812 y e4 0,150.

Tabla 10: Frecuencias genotipicas y alélicas de la Apo E en 87
individuos Mestizos de varios estados de Venezuela.

Genotipo N° de Individuos Frecuencia )

E2/E3 27 0,310

E2/E4 6 0,069

E3/E3 46 0,529

E3/E4 5 0,057

E4/E4 3 0,035

Alelo N° de Alelos Frecuencia
e2 33 0,189 B
e3 124 0,713
ed 17

0,098

Fuente: Datos Obtenidos en el Presente Estudio.

El dltimo grupo estudiado, la poblacién mestiza comprendida por 87

individuos, presento cinco de las seis isoformas de la Apo E con frecuencias
decrecientes de 0,529 para el genotipo E3/E3, 0,310 para E2/E3, 0,069 para
E3/E4, 0,057 para E3/E4 y 0,035 para el genotipo E4/E4. Se nota un

aumento del alelo e2 con respecto a los grupos anteriores con una

frecuencia de 0,189 y de los alelos e3 y e4 con frecuencias de 0,713 y

0,098 respectivamente.

Las cinco poblaciones estudiadas mantuvieron altas frecuencias para
el alelo e3 y la forma homocigota E3/E3, tipica caracteristica de la poblacién

mundial puesto que el alelo €3 es el mas comun de los tres alelos del gen de
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la Apo E, mi'entras las variantes e2 y e4 n:luestran menor frecuencia. El
genotipo E3/E4 estuvo presente en todos los g}upos. con frecuencias bajas,
igual ocurrié con el genotipo E2/E3. excepto en la poblacion meestiza donde
existe una frecuencia considerable. Aunque en las tres ultimas poblaciones
hubo presencia del alelo €2, no se encontré ningun individuo con genotipo
E2/E2: y el genotipo E4/E4 presento frecuencias muy bajas. La frecuencia
alélica que es la que permite medir \ariacion, susceptibilidad y comparacion
con otras poblaciones, se presento e la forma esperada, con ausencia del

alelo e2 en los indigenas y alta variabilidad en el resto de las poblaciones.

Tabla 11: Distribucion Porcentual General del
Genotipo obtenido para las poblaciones Yukpa, Bari,
Curiepe, Colonia Tovar y Mestizos de Venezuela.

Genotipo N° Individuos Porcentaje (%)
E2/E3 38 158
E2/E4 12 5
E3/E3 154 64.2
E3/E4 32 133
E4/E4 4 17

Total 240 100

Fuente: Datos Obtenidos en el Presente Estudio.

La tabla 11 expone la distribucién porcentual de los genotipos en las
cinco poblaciones estudiadas para establecer asi valores de frecuencia
genotipica general. Aunque estos datos no pueden extrapolarse a la
poblacién Venezolana, se reportan de esta manera solo con el fin de que
sirvan de referencia para futuros estudios. Como se ha venido
mencionando, cerca de 65 % de la poblacion presenté el genotipo E3/ES3, el
génotipo E2/E3 y E3/E4 se distribuyen casi uniformemente con 155% vy
13.3%, el genotipo E2/E4 que esta conformado por la dos variantes alélicas

e e g T A T T R e T S T T T r—
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del gen pres'ent() frecuencias de 5%, y el minimo porcentaje fue para el
homocigoto E4/E4. |
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Grafico N°1: Distribucion Porcentual General de los Genotipos
obtenidos para el conjunto de las cinco poblaciones en estudio
Yukpa, Bari, Curiepe, Colonia Tovar y Mestizos de Venezuela.
Fuente: Datos Obtenidos en el Presente Estudio.

Normalmente en toda investigacién donde se trabaje con poblaciones
mendelianas se debe calcular el equilibrio Hardy-Weinberg con el fin de,
dependiendo de su variabilidad, poder determinar las caracteristicas de esta
poblacién. Si en el momento de la conformacién del locus el individuo estuvo
bajo condiciones de panmixia, ausencia de seleccion y migracion, se puede

estimar que sus frecuencias alélicas y genotipicas permaneceran con la

evolucién.

S — e e .
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Tabla 12: Relacién entre la presencia de los genotipos observados y
esperados en los individuos en estudio' de acuerdo al principio de
Hardy-Weinberg en las poblaciones Yukpa, Bari, Curiepe, Colonia Tovar
y Mestizos de Venezuela.

Poblacién o olfBos  Observades Esperatos T UF
éari 41 0,243390 - 0,59952 1,00000 0,00000
Curiepe 40 0,37500 0,40854 0,00552 0,00023
Colcnia Tovar 40 0,32500 0.31994 1,00000 0,00000
Mestizos 87 0,43678 0,44921 0,00046 0.00006

Fuente: Datos Obtenidos en el Presente Estudio.

La Tabla 12 muestra todas las poblaciones estudiadas con el numero
de genotipos observados en relacién con los genotipos esperados segun el
equilibrio Hardy-Weinberg obtenida por el programa estadistico ARLEQUIN,
de esta manera se puede saber si la poblacién en estudio se encuentra en
estado de equilibrio segtin un valor de P>0.05,

Ahora, en este caso se observa que tanto la poblacién indigena Bari
como la poblacién de la Colonia Tovar se encuentran en equilibrio
presentando un valor de P=1,00000; pero en el caso de los Negros de
Curiepe y los individuos Mestizos, existe una variacién considerable que se
resume en un valor de P<0.05 que determina que esta poblacién aun no ha
alcanzado un equilibrio posiblemente debido a su constante mezcla de

genes.
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La tabla; 13 es una recopilacién de todas las frecuencias alélicas y
genotipicas obtenidas en cada pob!acién.' 'El objetivo es evaluar el
comportamiento de estas frecuencias en cada poblacion y estimar la
variacién en las mismas, ya que cada grupo estudiado es de origen étnico
distinto. Para esto se construyé también un grafico que permite visualizar de

una mejor forma esta variabilidad segun la presencia de los alelos.
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0,300

0,200

0,100
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Grafico N°2: Variacion de las Frecuencias alélicas obtenidas
~en las poblaciones Yukpa, Bari, Curiepe, Colonia Tovar y
Mestizos.

Fuente: Datos Obtenidos en el Presente Estudio.
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La gran. heterogeneidad de los resultados y las diferencias alélicas
entre las cinco poblaciones muestra la inﬂuer'uiia que pueda representar el
origen étnico sobre la expresién de un determinado alelo. Se pudo observar
que las etnias mas puras o menos mezcladas, como las indigenas y la
Colonia Tovar presentan ausencia o baja frecuencia del alelo e2 y en
contraste la mas mezcladas presentaron los valores de frecuencias mas
altas de este alelo. Esta variacién del alelo e2 pareciera estar compensada
con los valores de la frecuencia del alelo ed, puesto que aqui sucede el
efecto contrario, de tal forma que el alelo e4 presenta las frecuencias mas
altas en las etnias puras, y bajas frecuencias en los individuos mezclados. El
alelo e3 fue el mas frecuente de los alelos en las cinco poblaciones y se
observo que las frecuencias mas altas de este alelo se encontraron en las
etnias  indigenas como era de esperar mientras disminuyo

considerablemente en los mestizos.

Tabla 14: Comparacion de las frecuencias alélicas obtenidas con las
frecuencias reportadas por poblaciones similares.

o N° Frecuencia Alélica .
Poblacion InaIARo8 62 e3 o Referencia
*Mestizos 87 0,189 0,713 0,098 Este estudio
Maracaibo 1665 0,050 0,840 0,100 Moleroy col. 2001
Mexicanos 963 0,039 0,859 0,102 Hannisy col. 1991

*Curiepe 40 0,162 0,750 0,088 Este estudio
Sudan 103 0,083 0,626 0,291 Hallmany col. 1991
Afroamericanos 240 0,084 0,726 0,190 Farrerycol. 1997
*Colonia Tovar 40 0,038 0,812 0,150 Este Estudio
Alemanes 1031 0,077 0,773 0,150 Utermanny col.1984
*Yukpa 32 0,000 0,922 0,078 Este estudio.
*Bari 41 0,000 0,878 0,122 Este estudio.
~ Xavante 31 0,000 0,980 0,020 DeAndrade col.2000
Yanomami 96 0,000 0,844 0,156 Crewsy col. 1993
Mazatecas 75 0,000 0,900 0,100 Gamboay col. 2000
Surui 24 0,000 0,830 0,170 DeAndrade col.2000
Mayas 135 0,000 0,911 0,089 Kambohy col. 1991

Fuente: Datos Obtenidos en el Presente Estudio, Gerdes y col 1995,
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Finalmerllte, se compararon todos los datos obtenidos en las
poblaciones estudiadas con los datos reportadbs en poblaciones similares.
En este sentido, se tabularon los datos mas importantes en conjunto para
comparar las frecuencias alélicas para cada grupo. Los datos de los
Mestizos se compararon con los reportados en Venezuela por Molero y col.
(2001), quienes estudiaron Mestizos de Maracaibo y con los datos
reportados para Mestizos Mexicanos. Las frecuencias del alelo e4 fueron
similares en las tres poblaciones, pero la poblacion Mestiza Venezolana en
este estudio presenté frecuencias altas para e2 a expensas del alelo €3 con

su consecuente disminucién, sin embargo estas diferencias no son
significativas.

En el caso de la poblacién de Curiepe, sus datos fueron comparados

con los reportados para Negros de Sudan y para Afroamericanos, aqui se

observo similitud en la frecuencia del alelo e3 entre Curiepe vy

Afroamericanos y ligera diferencia con Negros de Sudan, pero extensa

variacion en las frecuencias de alelos €2 y e4 en las cuales las frecuencias
fueron inversa.

Los datos reportados para alemanes, son muy parecidos a los

reportados para la Colonia Tovar donde la mayor variacién que se dio fue a
nivel del alelo e2.

Por ultimo, los grupos indigenas, fueron comparados con las
frecuencias reportadas para indigenas del Brasil (Xavante, Yanomami, Surui
y Mazatecas) y México (Mayas). Se observ6 ausencia del alelo e2 como se

esperaba y elevadas frecuencias de e3 con diferencias marcadas para el
alelo e4.
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Tabla 15: Frecuencias alélicas del gen dt_e la Apo E determinadas por
PCR-RFLP en las Poblaciones Mundiales. ' -

__ Fcolaciones Estudiadas e2 e3 €4 __ Referencias
CAUCASICOS EUROPEOS
Finla~dia (cinco regicnes) 0,039 0,767 0,194 Lentmakietal.,, 1990
Finla~dia (Helsinki) 0,041 0733 0,227 Ehnrolmetal.,, 1986
Sweczn (Linkopin) 0,119 0,675 0,206 vecn Schenck et al.,, 1990
Norwzy (several regicnes) 0,090 0,795 0,115 Percersen & Berg, 1990
Norwzy (Oslo) 0,083 0,760 0,157 Percersen & Berg, 1989
Icele~d (several regions) 0,068 0,768 0,165 Heimanetal, 1991
Oenr-zrk (Aarhus) 0,085 0,741 0,174 This study

Escoca (Grampain reigions) 0,083 0,770 0,143 Cumming, 1984

Nla

Nethzriands (tres reguones) 0,082 0,750 0,167 Smietal, 1988

Alerrznia (Munster) 0,082 0,782 0,135 Assmannetal K 1984
Alemznia (Marburg &Giessen) 0,077 0,773 0,150 Uszrmann et al., 1984
Alerr znia (Marburg) 0141 0,750 0,108 Steinmetz et al, 1989a
Tyrol \not specified) 0,090 0,792 0,118 Hailman et al., 1991
Hungzry (not specifie:d) 0,064 0,807 0,122 Hz!manetal., 1991
Suzc 2 {Genava) 0,072 0,821 0,107 Jamesetal, 1987
Franziz (Nancy) 0,120 0,764 0,113 Gueguenetal., 198¢
Franc a (Paris) 0,062 0797 0,137 Fumeronetal., 1988
lializ Padova) 0,044 0,857 0,093 aceilieyal, 1990
Espz3a (Barcelona) 0,043 0855 0,130 Fiol-Castano et al.,, 1988
OTROS CAUCASICOS

Canzda (Montreal) 0,065 0,806 0,129 Xhignesse et al., 1991
Canzda (Vancouver) 0,086 0,761 0,153 Hila Prichard, 1990
Canzda (Ottwa) 0,078 0,770 0,152 Sing & Davignon, 1985
USA (Framingham) 0,072 0,786 0,140 Ordovas et al., 1987
USA (Pittsburg) 0,059 0,819 0,122 Eichneretal. 1990
USA (Rochester) 0073 0,784 0,143 Kambooh etal 1988
USA (Massachussets) 0,130 0,750 0,120 Zannis & Breslow 1984
New Zeland (Christchurch) 0120 0,739 0,141 Wardell et al,, 19é2
o esiing CHINOS

in (Beijing 0,124 0,806 0,074 Bao-Sheng et al., 1988
Chineses (Singapore) 0,097 0,829 0,070 IS
Chinsses (Montreal) hokman gt al. 1961

0114 0,822 0,064 Davinon et
Fuente: Gerdes, 1995 =223 Lavinon et al,, 1988
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Tabla 15: Frecuencias alélicas del gen de la Apo E determinadas pot
PCR-RFLP en las Poblaciones Mundiales. Continu:acion.

Poblaciones Estudiadas ~~  e2 €3 e4 Referencias
JAPONESES
Jap6n(Asahikawa) 0,037 0846 0,117 Etoetal,K 1986
Japén(Kyushu & Fukoka) 0,081 0849 0,067 Hallmanetal, 1991
Japodn(Osaka) 0,067 0829 0,103 Yamamuraetal.,, 1990
Japén(Tokio) 0,038 0,843 0,112 Tsuchiyaetal, 1985
Japén(Kuamoto) 0,035 0,72 0,093 Koborietal,K 1988
Japon(Niigata) 0,093 0,787 0,120 Mida, 1990
Japén(Hirichima & Nagasz=) 0,023 0,891 0,086 Asakawaetal, 1985
Japén(Sendai) 0,061 0822 0,117 Sanoetal, 1988
NEGROS
Nigeria (Benin) 0,027 0667 0,297 Sepehmiaetal., 1988
USA blacks (3 regiones) 0,034 0,706 0,260 Kambohetal, 1989
Sudan (Khartoum) 0,083 0,626 0,291 Hallmanetal, 1921
OTRAS RAZAS

Mexicans (Texas, USA) 0,039 2,859 0,102 Hannisetal,K 1991
Indias (Singapore) 0,046 2827 0,127 Hallmanetal, 1991
Mayans (Yucatén, México! 0,000 2,911 0,089 Kamboh et al,, 1991
Malaysians (Singapore) 0114 35767 0,119 Hallmanetal., 1991
rlew Guinezans 014 2486 0368 Kamboheta! 1990
Dinamarca 0,085 0,741 0,174 Gerdes et a!.. 1992
Taiwan (Asiaticas) 0,074 0,844 0,082 Evans 1993
Italia (Centro) 0,066 0,851 0,083 Corboetal, 1995
Italia (Sur) 0,056 0,858 0,085 Corboetal,K 1995
Iltalia (Cerdena) 0,050 0898 0,052 Corboetal., 1995
Grecia (Isla Chipre) 0,053 0,877 0,070 Cariolou et al., 1995
Québec 0,137 0,749 0,114 Robitaille et al., 1995
USA (Oregon) 0,100 0,780 0,120 Payamietal., 1995
USA (Pértland) 0,100 0,780 0,120 Payamietal. 1995
Maruecos 0,041 0,855 0,104 Valvanyetal, 1997
Espafia 0,041 0,855 0,104 Valvanyetal K 1997
Japoneses 0,042 0,869 0,089 Farreretal, 1997
Afroamericanos 0,084 0,726 0,190 Farreretal, 1997
Hispanos 0,067 0,823 0,110 Farrer et al., 1997
Caucasicos 0,083 0,780 0,137 Farreretal. 1997
USA (Afroamericanos) 0,131 0,668 0,201 Howard etal. 1998
USA (Blancos) 0,076 0,803 0,121 Howard etal 1998
Portugal 0,044 0,882 0,074 Seixas et al 1998
Brasil (Wai Wai) 0,020 0,510 0,470 De Andrade et al., 2000
Brasil (Mataco) 0,040 0,880 0,080 De Andrade et al. 2000
Brasil (Caucasicos) 0,075 0,810 0,115 Larrandabury, 2000
Brasil (Afroamericano) 0,075 0,700 0,225 Larrandaburu, 2000

Fuente: Gerdes, 1995.
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CONCLUSIONES

Se investigo el Polimorfismo de la Apo E en cinco poblaciones

Venezolanas de distinto origen étnico lograndose los siguientes aportes:

e El genotipo de la Apo E para las poblaciones Yukpa, Bari, Curiepe.
Colonia Tovar y Mestizos en conjunto esta conformado por E3/E3 64.2%,
E2/E3 155%, E3/E4 13.3%, E2/E4 5% y E4/E4 1,7%, con ausencia de
Genotipo E2/E2 en todas las poblaciones e Isoformas del alelo e2 en lzs
poblaciones Indigenas.

e El alelo mas frecuente en los Individuos Venezolanos es el €3 con
frecuencias comprendidas entre 0,922 y 0,713, seguido por el alelo e4 con
frecuencia entre 0,150 y 0,078, y el alelo menos frecuente es el e2 que se

encuentra ausente en los indigenas y sus frecuencias en Blancos, Negros v
Mestizos varia de $,:12% a £,088.

e Las frecuencias genotipicas y alélicas varfan ampliamente segun el
origen étnico de los individuos, pero la proporcién de los alelos y genotipos

se mantiene igual en cada poblacién para el caso de e3 y e4.

e Las frecuencias alélicas de las poblaciones Indigenas Venezolanas
Bari y Yukpa, muestran el mismo comportamiento de las poblaciones
indigenas de otros paises como México y Brasil las cuales presentan
elevadas frecuencias del alelo e3, bajas frecuencias de e4 y ausencia del
alelo e2.

e La Poblacién de la Colonia Tovar presenté frecuencias alélicas
similares a las reportadas para individuos alemanes, lo que se explica por el

aislamiento de la poblacién.
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e Las frecuencias alélicas para los Negros de Curiepe se asemejaron
mas a las frecuencias reportadas para Afroamericanos habitantes en Brasil

que a la de la poblacion del Sudan.

e Las frecuencias alélicas en los Mestizos Venezolanos presentaron
altos valores para el alelo e2 a expensas del alelo e3, rasgo que es casi

frecuente en las poblaciones mestizas de otros paises.

e De ser ciettas las suposiciones establecidas hasta ahora que
relacionan el alelo e2 con trastornos lipidicos y e4 con Enfermedad de
Alzheimer, se puede inferir segun estos resultados que la poblacién de la
Colonia Tovar presenta mayor riesgo y podria ser susceptible a padecer EA
(e4 0,150 y E4'E4 0,025) y la poblacion Mestiza tiene tendencia a sufrir
Dislipidemias (e2 0,189 E2/E3 0,310).
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RECOMENDACIONES

« En un principio se plante6 como objetivo estudiar la distribucion del
genotipo de ia Apo E asociado a los variables sexo y edad. En el transcurso
del trabajo, se observo que en lo que se refiere a la edad no se contaba con
suficientes individuos para estratificarlos segun esta clase, ademas que las
edades entre una y otra poblacién eran totalmente distintas; por ejemplo, las
muestras de la Colonia Tovar son todas de jovenes de 12 a 19 afios y los
Mestizos comprenden edades entre 7 a 69 afios pero solo dos ancianos, y un
nifo, etc. Al intentar hacer los cuadros no se observo diferencia alguna, por
lo que se decidi6 eliminar dicho objetivo. Se sugiere trabajar con grupos mas
grandes y con criterios de selecciéon para poder manejar estas variables, para
identificar e! comportamiento de dicho genotipo de individuos sanos ante

estas variables.

« En pro de seguir aportando datos a este interesante tema, cuya
importancia clinica es relevante, puesto que involucra finalmente la
demostracién o no de un indicador biolégico para detectar una patologia, se
propone continuar con esta investigacién, sobre todo estudiando el
Polimorfismo de la Apo E en pacientes con Enfermedad de Alzheimer y

Trastornos Lipidicos de los distintos estados Venezolanos.
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