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GLOSARIO

Alelos. Genes que ocupan cl mismo lugar (Zocwus) en los cromosomas homélogos.
B-Amiloide. Proteina que se acumula en las células y constituye las marafias
neurofibrilares y las placas neuriticas, encontradas cn cerebros de pacientes con
Enfermecdad de Alzheimer,

Amplificaciin de DIVA. Termino que se aplica a la sintesis o polimerizacién de una regién
determinada de DNA. Procedimiento de laboratorio que consiste en llevar a cabo una
Reaccion en Cadena de la Polimerasa o PCR.

Anfipdtico. Nombramiento que reciben Ias léculas que son parte hidréfobas, o
insolubles en agua y parte hidrofilas o solubles en agua.

Apolipoproreinas. Proteinas unidas a lipidos, responsables del transporte de triglicéridos,
fosfolipidos, colesterol y ésteres de colesterilo entre los érganos. Se designan “apo™
cuando estin en su forma libre de lipidos. Se combinan con varias clases de lipidos para
formar varias clases de lipoproteinas.

Apoprofeinas. Una o mas proteinas o polipéptidos que, por su presencia, caracterizan a
las lipoproteinas. También son llamadas apolipoprotcinas.

Clona. Numero grande de células o moléculas que son idénticas y provienen de una sola
c¢élula o molécula precursora.

Clonar. Producir clonas.

Codificar. Transformar, mediante un codigo contenido en ¢l DNA, la formulacion de un
mensaje 0o mRNA.

Coddn. Conjunto de tres nucleétidos encontrados en el DNA, organizados en palabras
clave.

Cromosoma, Cuerpo discreto de origen nuclear formado por la compactacion y
superenrrollamicnto de la cromatina. En humanos existen 23 pares de cromosomas, Cada
cromosoma consiste de dos cromatidas unidas por una pequeiia estructura, llamada
centrémero.

Digestion _de DNA. Procedimiento através del cual sc obticnen fragmentos de DNA
amplificado por accion de una enzima de restriccion.

DNA blanco. Region de DNA genomico que se pretende amplificar mediante PCR.

DNA gendmico. Es el DNA total de origen nuclear.

eDNA. Molécula de DNA detira sencilla que es complementaria de¢ una molécula de
mRNA y es sintctizada por Ia accion de la transcriptasa inversa.

Endocitosis. Funcién celular en que la célula introduce particulas o moléculas a su
interior, envueltas en una vesicula formada con su propia membrana celular llamada
endosoma.

Endonucleasa _de restriccion. Enzima que rompe enlaces internos en el DNA o el RNA
cortando las dos tiras de la molécula en sitios altamente especificos dictados por la
secuencia de bases.




Endosoma. Vesicula formada por membrana plasmitica que contiene la particula o
molécula endocitada por la célula.

Escisidn. Proceso por el cual los intrones son removidos del RNA precursor y por el que
los exones son enlazados juntos.

Estructura _al agar. Denominada también como enrollamiento al azar. Las regiones
protéicas que no sc¢ identifican por organizaciones como hélices u hojas plegadas, se dice
que existen en esta conformacion.

Estructura primaria. Es cl orden de los aminoacidos en la cadena o cadenas
polipeptidicas y la ubicacién de los enlaces disulfuro, si estin presentes.

Exocitosis. Funcion celular en que se efectiia el contacto de dos membranas intemas para
liberar extracitoplasmicamente ¢l contenido de la vesicula.

Exon. Secuencia de un gen que es expresada como mRNA.

Fenotipo, Caracteres fisicos de un individuo que son el resultado de las caracteristicas
estructurales y metabolicas expresadas por los genes.

Gen. Porcion de una molécula de DNA codificada para la sintesis de una determinada
cadena polipeptidica. Unidad fundamental de la herencia.

Genotipo. Conjunto de los genes de un sujeto.

Haplotipo. Término usado para indicar la composicion genética haploide de un locus
complejo.

a-Hélice. Conformacién alamente ordenada, mantenida por puentes de hidrégeno
formados entre residuos peptidicos.

Heterocigoro. Individuo que tiene dos alelos diferentes en un determinado locus de un par
de cromosomas homoélogos.

Hidrofébico. Que no ticne afinidad por el agua, como las moléculas no polares o las
regiones no polares de las moléculas grandes.

Hipercolesternlemia. Aumento de colesterol plasmaitico total.

Hiperlipidemia. Aumento de lipidos totales en plasma.

Hiperlipoproteinemia. Aumento de quilomicrones y lipoproteinas de muy baja densidad
en plasma.

Hipertrigliceridemia. Aumento de triglicéridos de VLDL totales en plasma.

Hipocampo. Region cerebral involucrada en el sistema limbico. Se ubica en la parte
central inferior de la masa cerebral.

Hipocolesterolemia. Disminucion de colesterol total en plasma.

Homocigoto. Individuo que posee un par de alelos idénticos en un determinado locus de
un par de cromosomas homélogos.

Indice de flotaciin. La velocidad a la cual cada lipoproteina flota en una soluciéon de NaCl
(peso especifico 1.063) puede expresarse en unidades Svedberg (Sr) de flotacion. Una
unidad S¢es igual a 107" crv/seg/dina/g a 26 °C.

Intrén. Porcion del DNA que se transcribe a RNA pero que es eliminada enzimaticamente
de ésta molécula antes de que el mRNA pase al citoplasma y se traduzca.

Isoforma. Término empleado para indicar que una proteina ¢s semejante a otra y sélo
difiere en algun residuo aminoacido (apo E 2, 3, 4).

Ligando. Proteina o porcion de proteina que se une especifi casur ptor.




Lipofilicidad. Afinidad por los lipidos.
Lipoproteinas. Conjunto de lipidos y proteinas que son constituyentes celulares
importantes que se¢ encuentran cn la membrana celular y en las mitocondrias y sirven

también como medios para transpontar lipidos en la sangre.
Lisosoma. Organelo celular membranoso en ¢l cual se encuentran enzimas hidroliticas.

Mararias neurofibrilares. Depositos proteinaceos anonnales formados basicamente por Ia

proteina 3-amiloide.
Mutanre. Gen alterado o modificado. Individuo portador de éste gen.
Nor; lipidemia. Con racion plasmitica normal de quilomicrones y VLDL.

s de aproxi d e 20 pb,

Oligonucledridos. Secuencias cortas de DNA con ta
que sirven como iniciadores en el PCR. Estos DNAs, conocidos también como “primers”
flanquean la regidn de interés que se desea amplificar.

Qligos. Ver oligonucleotidos.
Placas neuriticas. Masas amorfas formadas por aglomeracidn de terminaciones nerviosas

y proteina 3-amiloide.
Hoja plegada /2 1.a cadena polipeptidica esta casi completamente extendida.

Polimorfismo. Es la existencia de dos o mas genotipos alternativos en una poblacion,
determinados por factores genéticos y que presentan frecuencias demasiado elevadas para

que puedan ser mantenidas solo por la mutacion.
Proteoglicanos. Proteoglucanos.Compuestos formados por glucosaminoglucanos
(mucopolisacaridos) constituidos, a su vez, por cadenas de carbohidratos complejos que

se caracterizan por su contenido en aminoazicares y acidos uronicos unidos a la proteina.
Pseudogen. Scgmento inactivo de DNA que surge por mutacién de un gen activo

precursor.
Transgénico. Describe la introduccion de DNA nuevo en las células germinales por su

inyeccion en el nucleo del huevo.
Recepror. Proteina ubicada en la membrana celular con capacidad de unién especifica para
un ligando, y cuya activaciéon desencadena una seriec de procesos mctabélicos que

conducen a la respuesta celular.
Recombinacicon. Formacion de nuevas combinaciones de gencs ligados por fendmenos de

entrecruzamiento entre sus loci.

Region intergénica. fraccion de DNA localizada entre dos genes.

Remanentes. Particulas de quilomicrones y VLDL resultantes de su hidrélisis por la
lipoprotein lipasa.

Tdndem. Término usado para descnbir las copias multiples de la misma secuencia (por
ejemplo, DNA) que son advacentes.

Secuenciacion. Reaccion de amplificacién empleada para determinar la secuencia de pares
de bases de un DNA detcrminado.

Secuencia promotera. Region de DNA involucrada en la union de la RNA polimerasa al
iniciar la transcripcion.

Sialilacion post-traduccional. Agregacion de residuos de dcido sidlico a la proteina recien

sintetizada.



Sinusoide. Regién hepitica en forma de canal por la que circulan las lipoproteinas
plasmiticas y demds moléculas, y que desemboca en la arteria hepitica.

Sulfato_de hepardn. El sulfato de heparin esti presente en toda la extensidon de las
superficies celulares como proteoglucanos y es extracelular.

Tag DNA _polimerasa, DNA polimerasa obtenida de Thermophilus aquaticus, 1a cual es
resistente a altas temperaturas y se emplea en las reacciones de PCR.

Tau. Proteina asociada a los microtabulos cuya funcién normal es promover y estabilizar
el ensamblaje de los microtibulos.

Xantoma. Acuamulo de colesterol y dcidos grasos sobre 1a piel.



ABREVIATURAS

ACD Anticoagulante acido citrico-dextrosa.
apo A-I Apolipoproteina tipo A-I.

apo A-II Apolipoproteina tipo A-I1.

apo A-IV Apolipoproteina tipo A-IV.

apo B-48 Apolipoproteina tipo B-48,

apo B-100 Apolipoproteina tipo B-100.

apo C-Y Apolipoproteina tipo C-1.

apo C-1I Apolipoproteina tipo C-I1.

apo D Apolipoproteina tipo D.

apo E Apolipoproteina tipo E.

APO E Gen de la apolipoproteina E.

APO E-e4 Alelo 4 del gen de la apolipoproteina E.
apo-VLDL, Apolipoproteina unida a lipoproteina de muy baja densidad.
APP Proteina precursora del amiloide (del inglés amyloid

precursor protein).

Sustitucion de un aminoacido arginina por una cisteina
en el residuo 142.

Sustitucion de un aminoicido arginina por una cisteina
en el residuo 145,

Protcina transportadora de ésteres de colesterilo.

Arg 1425Cys
Arg 145—5Cys

CETP

dATP Desoxi-adenosin-trifosfato.

dCTP Desoxi-citidin-trifosfato.

dGTP Desoxi-guanosin-trifosfato.

dTTP Desonxi-timidin-trifosfato.

DNA Acido desoxirribonucléico.

cDNA Acido desoxirriba léico compl ario.

DNTPs Desoxi-nucleotido-trifostatos.

E-2/2 Genotipo homocigoto para el alelo £2 de la apolipoproteina E.

E-3/2 Genotipo heterocigoto que involucra los alelos e3 ye2Z de la
apolipoproteina E.

E-3/3 Genotipo homocigoto para el alelo £3 de la apolipoproteina E.

E-4/3 Genotipo hetcrocigoto que involucra los alelos €4 y €3 de la
apolipoproteina E.

E-4/4 Genotipo homocigoto para ¢l alelo €4 de la apolipoproteina E.

E-4/2 Genotipo heterocigoto que involucra los alclos 4 y €2 de la
apolipoproteina E.

EA Enfermedad de Alzheimer.

EAE Enfermedad de Alzheimer esporadica.

vii



EAF
F4

F6
HDL
a-HDL
HDL;
HDL;
Hep G2
Hha ¥

HSPG
IDL
kb
kDa
LCAT
LCR
LDL
LPL
LRP

Lys 146-—>Glu

mA

M,

M1

M2

ng/ul

PAM

pb

PCR

PHFs

PPA
pre-B-HDL
RNA
mRNA
mRNA apo E
Se

SNC

U/pl

uv

VLDL
B-VLDL

Enfermedad de Alzheimer famiiar.

Ol;; leotido que flang al gen APO E en direccién 5°—»3"
Oligonncledtido que flanquea al gen APO E en direccién 5°—3°

Lipoproteina de alta densidad.

Lipoproteina de alta densidad con movilidad electroforética ct.

Particula grande de lipoproteina de alta densidad.

Particula pequerfia de lipoproteina de alta densidad.

Linca celular de carcinoma hepatico. .3
Endonucleasa de restriccion extraida de Haemophilus -
haemolyticus.

Proteoglicanos de heparan sulfato.

Lipoproteina de densidad intermedia.

kilobases. -
kilo Daltones.

Lecitin:colesterol acil transferasa.

Liquido cefalorraquideo.

Lipoproteina de baja densidad.

Lipoprotein lipasa.

Proteina relacionada a las lipoproteinas, o Proteina relacionada

al receptor de lipoproteinas de baja densidad.

Sustitucion de un aminoacido lisina por acido glutimico

en el residuo 146.

Miliampers.

Masa molecular relativa expresada en Daltons.

Marcador de peso molecular namero 1.

Marcador de peso molecular namero 2. :
Nanogramos por microlitro.

Proteina asociada a los microtiibulos. :
Pares de bases.

Reaccion en cadena de la polimerasa.

Parcs de filamentos helicoidales.

Proteina precursora del amiloide.

Lipoproteina de alta densidad con movilidad pre-f3.

Acido ribonucléico.

Acido ribonucléico mensajero.

Acido ribonucléico mensajero de apolipoproteina E.

Indice de flotacién. Unidades Svedberg de flotacién.

Sistema Nervioso Central.

Unidades por microlitro.

Luz ultravioleta.

Lipoproteinas de muy baja densidad.

Lipoproteinas de muy baja densidad con movilidad 8, o bien,
Particulas remanentes de quilomicrones y lipoproteinas de muy
baja densidad.

1
{
§



RESUMEN

La apolipoproteina E es una proteina constituyente de las lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL) y de los quilomicrones, que son lipoproteinas sintetizadas en
higado e intestino delgado respectivamente, para transportar el colesterol y los
triglicéridos a todas las células de los tejidos.

La apolipoproteina E (apo E) es codificada por el gen APO E que se encuentra
l lizado en el cr 19q13.2 y es altamente polimorfico. Consta de 3.7 kb y esta
ligado a los genes apo C-1, C-I1' (pseudogery) y C-II, e incluye 4 exones.

El gen APO E tiene 3 alelos diferentes denominados €2, £3 y &4, que codifican
para tres isoformas refenda.s como E2, E3 y EY4, que difierert entre si por la séla

1 de un do, que le confiere a cada isqforma caracteristicas
especificas.

La apo E imterviene acts en el bol, de r enres de

quilomicrones y VLDL ya que estas lipoproteinas son bolizadas por las células de

diferentes tejidos, via interaccion de la apo E con los receptores LDL y receptores para
apo B-100.

Una isgforma mutante de apo E (E-2/2) estc dir rel da con
HIpEI'IIPOpI‘OIel"Zn"ﬂ tipo lf, la cual tiene como caracteristicas principales: la
hipercol hipertriglicerid ;incr en la permanencia de pB-VLDL

debido a que la apo E2 mutante interacciona poco o nada con su receptor.

Ademas de ser el mediador emtre lipoproteinas v receptores, la apo E tiene un
papel importante en la regeneracion del tejido nerviaso, principalmente cuando existe
dario del tejido; se le atribuye también cierta participacion en la resp yen
algunas alteraciones cardiacas como la ateroesclerosis.

Recientemente se ha descubterto que la apo E esta relacionada con la
enfermedad de Aizheimer y la proreina f-amiloide, que es la proteina presente en las
placas neuriticas observadas en cerebros de pacientes esrudiados post-mortemn:.

Se han realizado varios estudios en diferentes pobi del de
encontrarndo que para la mayoria de las pobl tes estudiade la frecuencia del alelo
£3 es mucho mayor que la frecuencia de los alelos 4 y £2.

Como el alelo £+ de la apo E se ha considerado como un factor de riesgo para la
enfer dad de Alzhei , y como no se conoce la frecuencia de los haplotipos en la
poblacion mexicana, se determinaron las frecuencias alélicas v genotipicas de la apo E
en la poblacion mexicana normal para establecer los pairones normales de la apo E en
nuestra poblacion.

El alelo £3 resulto ser el mas frecuente en la poblacion mexicana, predominando
el haplotipo E-3/3, do similar a lo reportado para otras poblaciones, nuentras que el
alelo 4 es el menos frecuente.

Este trabajo es parte de un provecto de mvestigacion sobre la enfermedad de
Alzheimer, por lo que los resultados obterudos seran de gran utilidad para compararios
con las frecuencias genotipicas de los p cornt Alzh Vv poder establecer la
relacion de la apo E con esta enfermedad en la poblacion mexicana.




I. INTRODUCCION



Ll. 4ntecedentes.

Después de los esfuerzos por aislar las proteinas del plasma humano durante la
Segunda Guerra Mundial, fueron claramente identificadas las lipoproteinas de baja
densidad (L.DL) con movilidad electroforética B y separadas de las lipoproteinas de alta
densidad (HDL) con movilidad a (Havel y Kane, 1995).

En la siguiente dédada, se demostré que las determinantes antigénicas de las

Estudios de su comportamiento hidrodinimico

lipoproteinas a y f3 son distintas.
demostraron la existencia de las grandes y poco densas lipoproteinas de muy baja densidad

(VLDL) y las lipoproteinas de densidad intermedia (IDL); con esto sc establecié que una
proteina fuertemente antigénica es comuin para cstas lipoproteinas y las LDL (Havel y

Kane, 1995).

La alteracion lipoproteica conocida como hiperlipoproteinemia tipo 11 se describid
en 1950, y originalmente se¢ le nombré “‘xantoma tuberosum’™, debido a la presencia de
lesiones xantomatosas de la piel sobre los tendones extensores y xantomas planos en el
dorso de las manos; ademas, se caracterizé por altas concentraciones de lipoproteinas

VLDL, IDL, y LLDL (Mahley y Rall, 1995).

Fredrickson y cols. en 1967, mediante la combinaciéon de ultracentrifugacion y
electroforesis en papel, encontraron que un grupo de pacientes tenia una fraccion VLDL
con movilidad 3, menor que la movilidad normal pre-B; éstas lipoproteinas fueron
.referidas como B-VLDL (Fredrickson, 1967).

Shore y Shore fucron los primeros en identificar a la apolipoproteina E,
inicialmente lUamada *“‘apoproteina rica en arginina®™, como una proteina constituyente de

las VLLDL (Shore, 1973).

En 1973 Havel y Kane demostraron que los sujetos con hiperlipoproteinemia tipo
IIl tienen aumento absoluto en los niveles plasmaticos de apo E, (apoproteina rica en
arginina), una de las varias proteinas componentes de B-VLDL ricas en apo-E2 y ciertas

subclases de HDL (Havel, 1973; Mahley, 1988).

En 1975, Utermann y cols. demostraron, por isoclectroenfoque, que una isofornu
particular de apo E estuvo ausente invariablemente en sujetos con hiperlipoproteineniia
tipo III. Estas observaciones sugirieron que el defecto genético primario en
hiperlipoproteinemia tipo III cra homocigosidad para una isoforma mutante de apo E
(Utermann v Vogelberg. 1979; Utermann y Pruin, 1979).

La genética y el modo de herencia de apo E, descritos primero por Utermann y

fileron Jas bases para entender el

cols. y referidos después por Zannis y DBreslow,
polimorfismo de apo E y establecer la asociaciéon de la apo E mutante con la

hiperlipoproteinemia tipo III (Zannis y Breslow, 1981; Zannis y Just, 1981).



En 1985 los estudios de Mahley y cols. establ on las difer ias estructurales
en las ias de inoacidos entre varias isoformas de apo E y definieron, a nivel
molecular, el papel de la forma mutante apo E en el desarrollo de hiperlipoproteinemia
tipo III (Weisgraber, 1981; Rall, Weisgraber e Innerarity, 1982; Rall, Weisgraber y
Mahley, 1982; Mahley, 1991).

Zannis y Breslow, usando una técnica electroforética bidimensional, hicieron dos
observaciones importantes que ayudaron a clarificar el polimorfismo de apo E.
Encontraron dos tipos de polimorfismo de apo E, uno determinado genéticamente y otro
no. El iiltimo resulté ser el producto de una sialilacién post-traduccional del polipéptido
de apo E, originando una o varias isoformas icidas (Zannis y Breslow, 1981; Zannis y
Just, 1981).

Las bases moleculares del polimorfismo de apo E fueron establecidas por Mahley y
cols., quienes determinaron la estructura primaria de apo E y encontraron que las
isoformas E4, E3, y E2, dificren entre si por la séla sustituciéon de un aminoacido en dos
sitios de la proteina (Weisgraber, 1981; Rall, Weisgraber ¢ Innerarity, 1982; Rall,
Weisgraber y Mahley, 1982; Mahley, 1991).

En 1988 se llevdé a cabo el descubrimiento del gen APO E, que se encuentra
localizado en el cromosoma 19q13.2 y es altamente polimorfico (Mahley, 1988).

En ese aiio, Sing y Davignon hallaron quc los alelos g4 y £2 tienen efectos
significantes en varios parametros de lipidos y lipoproteinas. Mientras que ¢l alelo €3 no
muestra desviaciones para la poblacién (Sing, 1985).

En 1993 Fazio y cols. demostraron que un ratdén transgénico expresé una forma
mutante de apo E (Arg 142 ~ Cys) que se une a su receptor defectuosamente, ademas de
tener marcada hiperlipidemia y acumulacion de 3-VLDL en plasma (Fazio, 1993).

Herz y cols. clonaron un cDNA para una proteina de 600 kDa, el LRP, quc ticne
marcada homologia estructural con el receptor LDL (Herz, 1988).

En 1993 Strittmatter y cols., demostraron la asociacion del alelo APOE-€4 y la
enfermedad de Alzheimer de inicio tardio (Strittmatter, 1993).

La produccion y el acimulo de apo E an significativamente en alteraciones
del Sistemna Nervioso Central (SNC) y los nervios periféricos dafiados (Mahley, 1995;
Mahley, 1988).

Kontula y cols. en 1990, describieron una técnica simplificada para el estudio del
DNA que requiere de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCIY) para la amplificacién

del DNA en la region del gen apo E y digestion con una endonucleasa de restriccion
(Kontula, 1990).



Hixson y Vemnier, emplearon los oligonucledtidos F4 y F6 para amplificar el gen
APO E y el producto amplificado fué digerido con la enzima de restriccion Hha I que
identifica una secuencia de 4 pares de bases (GCGC), generando un patrén de bandas
especifico para cada isoforma de apo E (£4, €3, y £2) (Hixson y Vernier, 1990).

te de Acidos Grasos.

L.2. D ion, Movili. idn y Transp

Las células que derivan su energia de la oxidacion de los acidos grasos, pueden
obtener los acidos grasos de tres fuentes: las grasas de la dieta, las grasas almacenadas en
ias células como gotas lipidicas y (en animales) las grasas recién sintetizadas en un 6rgano
para ser exportadas a otro 6rgano (Lehninger, 1993).

Los triacilgliceroles proveen mas de la mitad de la cnergia requerida por algunos
érganos, panticularmente el higado, corazén y masculo esquelético (Lehninger, 1993).

Antes de que los triglicéridos ingeridos puedan ser absorbidos através de la pared
intestinal, deben ser convertidos a particulas grasas macroscépicas insolubles que se
dispersan al interior en micelas microscopicas. Las sales biliares, tales como el icido
taurocélico, son sintetizadas a partir de colesterol en ¢l higado, almacenados en la vesicula
biliar, y liberados al intestino delgado después de la ingesta de grasas. Estos compuestos
actiian como detergentes biologicos, convirtiendo las grasas de la dicta en micelas mixtas
de sales biliares y triacilgliceroles (Figura 1, paso !). La formacién de micelas aumenta
enormemente la fraccion de moléculas lipidicas accesibles para la accién de las lipasas
hidrosolubles en el intestino, y la accion de la lipasa convierte a los triacilgliceroles en
monoacilgliceroles y diacilgliceroles, acidos grasos libres y glicerol (paso 2). Estos
productos difunden en las células epitcliales del intestino (mucosa intestinal) (paso 3),

donde son reconvertidos a triacilgliceroles v empaquetados con el colesterol de la dicta y
protcinas especificas en agregados lipoprotéicos llamados quilomicrones (paso <)

(Lehninger, 1993).
Las apolipoproteinas son proteinas unidas a lipidos, responsables del transporte de

triglicéridos, fosfolipidos, colesterol y ésteres de colesterilo entre los orgpanos. lLas
apolipoproteinas (designadas “apo™ cuando estian en su forma libre de lipidos) sc
combinan con varios lipidos para formar varias clases de lipoproteinas. Las proteinas de
las lipoproteinas actitan como puntos de reconocimiento especifico para receptores en la
superficie celular. En la captacion de lipidos por el intestino (figura 1). los quilomicrones,
quc contienen apoproteina C-II (apo C-II). s¢ mueven de la mucosa intestinal al interior
del sistema linfiatico, atravds del cual entran a la sangre y son transportados hacia cl
musculo y tejido adiposo (paso 5) (Lehninger, 1993). En los capilares de esos tegjidos, Ia
enzima extracelular lipoprotein lipasa es activada por apo C-II. Esta enzima hidroliza los
triacilgliceroles a acidos grasos y glicerol (paso 6), quec son captados por las células en los
tejidos blanco (paso 7). En muasculo. los acidos grasos son oxidados para obtener energia:
en el tejido adiposo, son reesterificados para almacenarlos como triglicéridos (paso 8)

{Lehninger, 1993).
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Figura 1. D:gesxmn de las grasas, absorcién de los idcidos grasos en el i i delgado y porte de
lipidos hacia y tendo (Lehni 1993).

13. Lipoproteinas.

1.3.1. Composicion y aspectos estructurales de las lipoproteinas.

Las lipoproteinas plasmaiticas son complejos multicomponentes de proteinas y
lipidos que forman agregados moleculares distintos entre si (Lehninger, 1993; Devlin,
1993); warian ext e en t fi pero  virtualmente todas parecen  ser
microemulsiones (Lehninger, 1993). Son particulas esféricas con un centro a base de
lipidos no polares (principalmente triglicéridos y ésteres de colesterilo) y una superficie de
lipidos polares en monocapa (principalmente fosfolipidos) y apoproteinas. El colesterol no
esterificado también esta presente en la superficie, pero en particulas mis grandes que se
distribuyen progresivamente al interior, (figura 2) (Havel y Kane, 1995).

Muchas proteinas componentes de la superficie, como los fosfolipidos, tienen
propiedades anfipaticas. Estas propiedades son proporcionadas por regiones que
conticnen residuos aminodcidos tanto polares como no polares, que son distribuidos en
lados opuestos de una a-hélice (Havel y Kane, 1995).




iacién de los lipidos polares y proteinas con lipoproteinas es mediada por
fuerzas hidrofébicas con lo cual las cadenas de acil grasos y los lados aminodcidos no

polares de las cadenas son excluidos del medio acuoso (Havel y Kane, 1995).

Apo B

Esteres de Colesterol libre

colesterilo [no esterificado}
Apo C
Apo E
Capa de
/ Fosfolipidas
Triacligliceroles Apo A
(G Quilomicré
Quitomicrén: Apo 8-48 hutdoigigs " Apo B-48
Apo A-(LILIV] Apo C-ll y It
Apo E (2.3 0 4)
VLDL: Apo B-100 §» VLDLC Apo B-100
A:: E gl Apo C-ly 1
Apa A
Apo E
Figura 2. Estructura de una li i Los y VLDL nactentes adqucren las
apoproteinas C-II, C-1lI ¥ E al convertirse en los 5

I.3.2. Clasificacion de las lipoproteinas.

Las lipoproteinas pueden clasificarse con base en su densidad (como se determiné
por ultracentrifugacion); pueden identificarse ademis por electroforésis (Lehninger, 1993;
Devlin, 1993).

La densidad de las lipoproteinas esta inversamente relacionada a su tamaifio.
Basados en la densidad y en ciertas propiedades composicionales y funcionales, las
lipoproteinas son usualmente separadas en seis clases (Tabla 1). Dos grandes clases
contienen principalmente triglicéridos en sus nicleos. Estos son: los quilomicrones,
secretados por los enterocitos, en que la apoproteina B es principalmente o
exclusivamente apo B-48 y las VLDL, secretadas por los hepatocitos, que contienen apo




B-100. Las clases pequeiias de lipoproteinas, LDL, HDL; y HDL,;, contienen
principalmente ésteres de colesterilo en sus niicleos ( Havel y Kane, 1995).

‘Tabla 1. Propiedades fisicas de las di clases de lipop! i del

Clase Densidad  (g/mi) A} idi nforeéti Did (nm) Peso Molecular
Quilomicrones a93 Permunecen o <l origm. 73-1200 50-1000 x 1
VLDL 0.93-1.006 Pre-p-lipapraceinas 30-80 10-80 x 10*

DL 1.006-1.019 Pre-f-lipapruteina laota 25-35 5-10x10*
LDL 1.019-1.063 B-lipoprexcinas 18-25 2,300,000
HDL, 1.063-1.123 a-lipoproteinas 912 360,000
HDL, 1125-1.210 a-lipaprotcinas 59 175,000
Lo(a) 1.040-1.090 Pre-p-lipoprotema lenta 25-30 ~ 2.800.000

Fuente: Havel y Kane, 1995.

Las formas maduras de estas particulas no son secretadas dlrectamcnle por las
células, pero si se producen através de procesos metabdli en el p Las
LDL son los productos finales del metabolismo de las VLDL. Los componemcs de HDL
son secretados con los quilomicrones y los VLDL, y también como precursores de HDL
independientemente. La sexta clase, IDL, que contienc cantidades apreciables de
triglicéridos y ésteres de colesterilo en sus nucleos, se produce durante la conversion de
VLDL a LDL. Una séptima clase, la lipoproteina Lp(a), esta presente en cantidades
variables en el plasma. Estid compuesta de una particula de LDL unida via un grupo
disulfuro a una gran glicoproteina polimorfica, apo (a) ( Havel y Kane, 1995).

En ciertos estados patologicos, se han encontrado lipoproteinas con estructura
diferente, denominadas lipoproteinas laminares. Estas particulas tienen un centro no polar
¥y estan compuestas de una bicapa de lipidos y proteinas, como una membrana celular.

La composicion de las principales clases de lipoprotcinas se resume en la tabla 2.




Tabla 2. C ica de 1as lipop Ati en

Componentes de superficie Centro lipidico
fpi i T Hater de colemerilo
Quilomicrones 2 7 2 86 . 3
VLDL 7 18 8 55 12
L 9 19 19 23 29
LDL 8 22 22 6 42
HDL, 5 33 40 5 17
HDLy 4 3s 35 3 13

Fuente: Havel y Kane, 1995.

1.3.3. Genética de las apolipoproteinas.

Muchas de las apolipoproteinas poseen muchas regiones helicoidales anfipaiticas
repetidas (apoproteinas A-1, A-II, A-TV, C-], C-II, C-III y E). Estas proteinas pertenccen
a una familia multigénica en que las regiones codificantes estin compuestas de repetidos
en tandem de 11 codones, indicando que csos genes se desarrollan  por medio de
duplicaciones de un gen primordial. Algunas de las proteinas, sin embargo, no pertenecen
a esta familia y contienen pocas hélices anfipaticas.

Las apoproteinas B (B-100 y B-48), que son las apolipoproteinas mas grandes v
son ¢l producto de un sdlo gen, evidentemente derivan su lipofilicidad en gran parte por
extensos residuos aminoacidos hidrofdbicos y estructura anfipatica B ( Havel v Kane,
1995).

Las LDL poseen una apolipoproteina unica rica en acido glutamico: en HDL. sus
principales proteinas también ticnen acido glutamico; y en VLDL, existen cantidades
mayores de dcido glutimico en sus apolipoproteinas. Esta observacion da soporte quimico
al concepto de que una proteina es capaz de diferenciar a las lipoproteinas entre si.

Esta proteina fué denominada ‘“apolipoprotcina (apo) B™, y es el constituyente
comin de LDL, que se distingue de 1a proteina HDL (apo A-I y bajas concentraciones de
apo A-1I, apo A-IV y apo D): y de la encontrada en las VLDL (apo C) e IDL (Lchninger,
1993).

Con cxcepceion de las apoproteinas B, las apoproteinas junto con el colesterol no
esterificado, ticnen apreciable solubilidad en agua y pueden intercambiarse rapidamente
entre particulas lipoprotéicas o con otras superficies lipidicas. Los fosfolipidos y los
lipidos no polares tienen un potencial de intercambio pequeiio, pero pueden ser
transferidos entre lipoproteinas por proteinas de transferencia especifica. El fracaso de apo
B para transferirse entre las lipoproteinas se relaciona con el gran nimero de aminoacidos
no polares en las cadenas que penetran en la superficie de la monocapa lipidica ( Havel y
Kane, 1995).




1.3.4. Caracteristicas de las apolipoproteinas y su relacién con las lipoproteinas.

Algunas propiedades de las apolipoproteinas, asi como su origen y distribucién en
las lipoproteinas del plasma se resumen en la tabla 3.

Se observa que las apolipoproteinas A se
de las cuales la apo A-I sc encuentra en mayor concentracion en plasma e interviene en la
activaciéon de la lecitin:colesterol acil transferasa (LCAT). Las tres formas de apo A
poséen un peso molecular intermedio, siendo apo A-II la de menor peso y es sintetizada
por higado e intestino.

Las apolipoproteinas de mayor peso molecular son las apo B-48 y B-100,
sintetizadas por intestino e higado respectivamente y asociadas de la misma manera a
quilomicrones y VLDL. La apo B-100 es la mayor apolipoproteina y estd asociada
exclusivamente a LDL. La interaccion de las lipoproteinas con el receptor LDL es dirigida

tran predomi e en HDL,

por apo B-100.

i a en normales.

Tabla 3. Caracteristicas de las

Asociacién con

Concentracidn en
Apolipoproteinas  plasma (mg/d) Peso Molecular lipoproteinas Fuente Funcidon
Apa Al 130 28,331 HDL Activacion de
LCAT
Apo A-ll 40 17.380 HDL Higado e
intestino
Apa AV 44,465 Q, HDL
Apo B-48 <1 2:41.000 Intestino
Apo B-100 80 513,000 VLDL, LDL, Higado Unién al
IDL receptor LDL
Apo C-1 6 7,000 VLDL, HDL, .
mL
Apo C-11 3 8.900 Q. VLDL. HDL, Higado Activacion de
mL LPL
Apo C-T 12 8,800 Q. VLDL, HDL, Inhibicién deo
LDL, IDL LPL
Apo D 10 19.000 L Varios
Apo E-IT Dispara Iz
captacién celular
Apo E-Il1 s 34,145 Q,VLDL.HDL, Higado de VLDL y
LDL, IDL quilomicrones
Apo E-IV remanentes
Q: Quilomicrén: VLDL: Li ina de muy baja i HDL: Li ina de alta idad; LDL:Li
de baja i IDL: Lj ina de ds idad i ia; LCAT: Leciti ! acil LPL:

Lipoprotein lipasa.




Las apolipoproteinas C-1I y C-III se unen tanto a quilomicrones como a VLDL, y
estin relacionadas directamente con la actividad de la lipoprotein lipasa (LPL), apo C-II
activa a LPL micotras que apo C-I1I la inhibe.

Las tres isoformas de apolipoproteina E, unidas a quilomicrones y VLDL
remanentes, son los mediadores de la interaccion de las lipoproteinas con las células de los
diferentes tejidos involucrados en la captacidon de remanentes. Existen variaciones
metabdlicas relacionadas a estas apolipoproteinas y el papel que desempeiian en el
metabolismo de los lipidos, las que se explican mas adelante.

L.3.5. Principales enzimas que participan en ¢l transporte de lipidos por las
lipoproteinas.

Existen 3 enzimas muy importantes en ¢l transporte de lipidos: lipoprotein lipasa,
lipasa hepatica y lecitin:colesterol acil transferasa (LCAT) (Tabla 4). La lipoprotein lipasa
y la lipasa hepitica son miembros de una familia multigénica que incluye la lipasa
pancredtica. La lipoprotein lipasa se sintetiza en varios tejidos, pero principalmente en
tejido adiposo y musculo estriado. La enzima es sintetizada en las células del tejido
parenquimal, es secretada y transportada al endotelio de los vasos sanguincos. donde se
une al sulfato de heparan. La lipoprotein lipasa se requiere para la hidrolisis eficiente de
triglicéridos en quilomicrones y muchas particulas VI.LDL. Su accion requierc la presencia
de una proteina activadora, apo C-1I (Utermann y Vogclberg, 1979), sobre la superficie de
la lipoproteina. En tejido adiposo, la actividad de la enzima es inducida por la insulina y
aumenta en condiciones anabdélicas. En musculo, particularmente misculo esquelético y
musculo cardiaco, la actividad permanece alta o se incrementa bajo condiciones
catabolicas (Lchninger, 1993).

Tabla 4, Enzimas clave del transporte de lipidos en plasma.

Endma Peso Molecular Mayor tejido productor Substratos
Lipoprotein bipasa 50394 Tejido adipowo Trgliceridos y idos de
Musculo eznado quilomicrones y grandes VLDL
Lipasa hepitica s3azz igado Triglicén y de
VLDL pequedos, IDL, y
grandes HDL.
Lecitin:colest erol 47,090 _ Higado Coleserol y foufatidilcolina de
aciltramsferasa empocicn HDL.

Fuente: Havel y Kane, 1995.



La lipasa hepauca se parece a la lipoprotein lipasa en que actian en las superficies

es, pr e uniénd al heparan sulfato. Es sintetizada por los hepatocitos
y transportada a las células del endotelio hepatico y probablemente a las células
endoteliales en tejido adrenal y gonadal (Doolittle, 1987). Su funcidon no es tan conocida
como la de la lipoprotein lipasa pero parece que participa en la lipélisis de las VLDL ¢
IDL durante los subsecuentes estados de formacién de LDL y en la hidrélisis de
fosfolipidos y triglicéridos en HDL. Su actividad aumenta con los andrégenos y disminuye
con los estrégenos.

LCAT es responsable de la sintesis de muchos ésteres de colesterilo en las
lipoprotcinas del plasma. LCAT es sintctizado por los hepatocitos y secretado a la sangre,
donde actita sobre especics de HDL para producir colesterol estenificado con residuos de
acil grasos de fosfatidilcolina (lecitina) (Havel y Kane, 1995).

L3.6. Receptores de lipoproteinas.

El catabolismo terminal de las lipoproteinas que contienen apolipoproteina B se
lleva a cabo por endocitosis mediada por un receptor. El meccanismo del catabolismo
terminal de HDL esta poco entendido. El receptor mejor estudiado es el receptor LDL.,
que es una proteina transmembranal que media Iz endocitosis de particulas que contienen
apo B-100 (VLDL, IDL, y LDL parcial e catabolizados). Las lipoproteinas se unen al
receptor via apo B-100 o apo E (Mahley, 1983) y son endocitados por invaginacion de la
membrana plasmuitica (Havel y Kane, 1995). Una vez que la particula se une al receptor
LDL sobre la membrana plasmatica, en sitios que contienen cavidades cubiertas con una
proteina llamada clatrina; las lipoproteinas cargadas de colesterol son endocitadas en
forma de vesiculas cubiertas de clatrina. Intracelularmente, la vesicula cubienta pierde su
clatrina y se convierte en un endosoma. El siguiente paso involucra la fusion del endosoma
con un lisosoma que conticne numerosas enzimas hidroliticas, incluyendo proteasas v
colesterol esterasas (Lehninger, 1993). Dentro del lisosoma el éster de colesterol
componente de LDL es hidrolizado por la colesterol esterasa lisosomal para producir
colesterol libre y una molécula de idcido graso de cadena larga (Lehninger, 1993). El
receptor se separa del compartimento prelisosomal y es reciclado a la superficie
membranal para otro evento de endocitosis. El receptor esti presente principalmente en
células endoteliales y en macrofagos que participan en ¢l metabolismo normal de las
lipoproteinas plasmiticas (Havel y Kane, 1995).




L.3.7. Metabolismo de las lipoproteinas.
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. (Havel y Kane, 1995).

La apo E participa en las 3 vias involucradas en el metabolismo de las lipoproteinas
(Mahlecy, 1983) (figura 3): transporte de los lipidos de la dicta desde ¢l intestino hasta el
higado (via exogena) (Havel y Kane, 1995; Walden, 1994), transporte de lipidos desde el
higado hasta las células extrahepaticas (via enddgena) (Havel y Kane, 1995; Walden,
1994), y transporte de colesterol desde las células extrahepaticas hasta el higado
(transporte de colesterol inverso) (Havel y Kane, 1995). El quilomicréon es el principal
protagonista de la via O del metaboli de las lipoproteinas, asi como las VLDL
lo son en la via endégena del metabolismo.

Las HDL sirven de vehiculo para transportar ¢l colesterol en exceso de los tejidos
extrahepiticos al higado por medio del transporte de colesterol inverso.
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L3.7.1. Biosi is y boli. de lipoproteinas que contienen
apolipoproteina B.

Los quilomicrones y VLDL son sintetizados y ensamblados en el reticulo
endoplasmico de los enterocitos y hepatocitos respectivamente, son transportados al
aparato de Golgi, donde las lipoproteinas nacientes son empaquetadas en vesiculas
secretoras y liberadas en el espacio extracelular por exocitdsis (Fainaru, 1982).

Los quilomicrones atravicsan las vellosidades intestinales y las VLDL pasan
atraves de la ventana del endotelio sinusoidal hepatico a la sangre (Havel y Kane, 1995).

Los il icrones ientes contienen acidos grasos recientemente absorbidos
como tngllcendos Sus proteinas constituyentes, sintetizadas en los enterocitos, incluyen
apo B-48 y las apoproteinas A (A-I, A-II, y A-IV). Después de la secrecion, adquieren
apoproteinas C y apo E por transferencia de las HDL (Figura 2). Los quilomicrones,
liberados via ducto toricico en la sangre, se unen a la lipoprotein lipasa en la superficie de
las células del endotelio capilar, donde muchos de los triglicéridos son rapidamente
hidrolizados junto con algunos glicerofosfatidos de superficie. Concomitantemente,
algunos fosfolipidos y las apoproteinas A son transferidos a HDL. Con estos cambios, las
particulas pierden gradualmente su afinidad para apolipoproteinas C, que también son
transferidas a HDL: la particula residual ahora llamada “quilomicrén remanente”, ha
perdido de un 80 a 90% de sus triglicéridos liberados a la sangre (Figuras 3 y 4). Los
remanentes se¢ unen a los receptores en los hepatocitos incluyendo receptores LDL
(Borensztajn, 1988) donde, luego de la endocitosis, todos los componentes de la particula
son hidrolizados por los lisosomas. Durante el primer paso del metabolismo del
quilomicron en el tejido extrahepatico muchos de los triglicéridos entran a los adipocitos
para alm iento de las células de otros tejidos para su oxidacion. Ademas, algunos de
los icidos grasos liberados se unen a la albimina plasmitica y son transportados a varios
tejidos, incluyendo el higado. Durante el segundo paso del metabolismo del quilomicrén,
los triglicéridos residuales y virtualmente todo el colesterol de la dieta son liberados a los
hepatocitos. El colesterol que liberan los lisosomas en los hepatocitos puede entrar a rutas
de sintesis de acidos biliares, ser secretado en la bilis como tal, ser incorporado a
hpoprotemas nnclemcs, o ser esterificado con urma larga cadena de acido graso y

ado en gotas lipidi dentro de la célula (Havel y Kane. 1995; Lehninger, 1993).

Las VLDL provcen una ruta de exportaciéon para los hepatocitos de los
triglicéridos en que pueden ser ados en las células. Cuando entran en la
sangre, los VLDL nacientes contienen apo B-100 recién sintetizada y pequeiias cantidades
de apo E y apo C. Cantidades adicionales de las tltimas proteinas son agregadas después
de la secrecién, como en el caso de los quilomicrones nacientes (Figura 5). Después, la
fase inicial del metabolismo es igual a la de los quilomicrones: hidrolisis por la lipoprotein
lipasa y la formacion de VLDL remanentes. La razén de hidrolisis de los triglicéridos de
VLDL s mis lenta que los triglicéridos de los quilomicrones (Havel y Kane, 1995).
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Las VLDL remanentes interactuan con los receptores LDL sobre los hepatocitos
via apo E (Mahley, 1983). La presencia de varias moléculas de apo E sobre las particulas
remanentes da como resultado una elevada afinidad de unién al receptor y la remocion
rapida de los remanentes en la sangre. Este es ¢l caso de las grandes VLDL, que tienden a
producir grandes remanentes. Las particulas VLDL pequeiias producen pequeiios
remanentes con pocas moléculas de apo E, estas tienen baja afinidad por los receptores
LDL hepiticos y permanecen mis tiempo en la sangre. Los remanentes pequeilos incluyen
particulas que son aisladas como IDL. Muchas de estas particulas son procesadas
posteriormente por la lipasa hepatica, a formas LDL. Las LDL contienen poco o nada de
apo E, pero pueden unirse al receptor LDL monovalentemente via apo B-100 (Figura 5).

La endocitosis de los quilomicrones remancntes en el hepatocito también es
mediada por apo E (Borensztajn,1988), como en el caso de las VLDL nacientes, la
exposicion del dominio de unidn de apo E requiere de lipolisis, acompaitada por la pérdida
de las apoproteinas C. En contraste a la situacion con VLDL, las particulas con carencia
de apo E (equivalentes a LDL) no s¢ forman durante la lipélisis de los quilomicrones
remanentes (Borensztajn,1988). Ademis, 1a proteina B-48 de los quilomicrénes carece del
dominio de unidn al receptor presente en apo B-100 y consecuentemente no participa en la
toma de remanentes en el higado (Havel y Kane, 1995).
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1.3.7.2. Formacion de HDL y Transporte de Colesterol en Plasma.

Las apoproteinas A (apo A-I. A-II, y A-IV) son los mayores componentes
protéicos de las HDL del plasma. En el intestino, estas proteinas son secrctadas
primeramente como componentes de los quilomicrones nacientes. Similarmente, también
son secretadas por ¢l higado como componentes de las VLDL nacientes (Figura 3).
Algunas apoproteinas de HDL pueden también ser secretadas en formas pobres en lipidos,
pero las HDL como tales son en bladas extracelularmente como componentes de
superficie de lipoproteinas ricas en triglicéridos, incluyendo fosfolipidos y colesterol, v
ciertas apoproteinas que se disocian durante la lipolisis. Estos componentes son
transferidos a HDL preexistentes, donde el colesterol puede ser esterificado por la enzima
Lecitin:colesterol actl transferasa (LCAT) para producir lisolecitina y éster de colesterilo.

La lisolecitina producida por LCAT e¢s transferida a la albimina y removida en la
sangre, mientras que el éster de colesterilo es transferido via proreina transportadora de
ésteres de colesterilo (CETP) entre particulas HDL o de estas a LDL o a lipoproteinas
ricas en triglicéridos (Havel y Kane, 1995).




El tamaiio de las particulas HDL aumenta segiin aumente el aciimulo de esteres de
colesterilo derivados de LCAT; las lipoproteinas ricas en triglicéridos y las LDL pueden
enriquecerse en ésteres de colesterilo transferidos de HDL. Los triglicéridos se transfieren
reciprocamente de lipoproteinas que contienen apo B a HDL, en que son gradualmente
hidrolizados por la lipasa hepatica (Figura 3) (Havel y Kane, 1995).

La transferencia de ésteres de colesterilo fuera de las HDL por CETP y Ia
hidrélisis de los triglicéridos de HDL por la lipasa hepatica reduce el tamaiio de HDL. Las
grandes particulas HDL se nombran HDL. ; las particulas pequeiias de HDL se llaman
HDL\ (Havel y Kane, 1995).

El colesterol, como substrato de LCAT, s¢ deriva no sélo de la superficie de las
lipoproteinas del plasma, sino también de las membranas plasmaiticas de las células. A
diferencia del colesterol del plasma, el colesterol celular e¢s transferido principalmente a
especies de HDL. pobre en lipidos que contiencn solamente apo A-I (pre-B-HDL). La
transferencia puede ocurrir por difusion pasiva del colesterol en plasma. pero puede ser
facilitada por la interaccion de apo A-I con la membrana celular (Figura 6) (Havel y Kane,
1995).

La pre-B-HDL sc asocia con LCAT y CETP y es un substrato eficiente para la
accion de LCAT. Los ésteres de colesterilo producidos son transferidos a especies a-HDL
y otras lipoproteinas (Figura 6).

La esterificacion de colesterol por LCAT crea un descenso de lipoproteinas y
colesterol celular por ser atrapado en los nicleos de las lipoproteinas. El colesterol celular
es removido de estas lipoproteinas por el higado y completa una ruta de fransporre de
colesterol inverso por medio del cual el colesterol en las células extrahepaticas es liberado
en la bilis (Figura 6) (Havel y Kane, 1995).

La hidrolisis de los fosfolipidos de HDL por la lipasa hepéitica, por aumento del
potencial quimico del colesterol, puede promover la transferencia neta de colesterol de la
superficic de HDL al higado. La actividad de la lipasa hepatica es inversamente
proporcional a la concentracion de HDL en plasma, y esto sugiere que la hidrélisis de
fosfatidilcolina de HDL sobre la superficie de las células hepaticas promueve la utilizacién
de los ésteres de colesterilo tales como colesterol y lisofosfatidilcolina en el higado.
Finalmente, la pequeiia fraccion de particulas HDL que contiene apo E puede ser tomada
de los hepatocitos via receptores que reconocen esta proteina. Esta claro que apo E tiene
un papel impornante en la redistribucion de lipidos entre varios tcjidos en ¢l cuerpo desde
sus sitios de sintesis hasta sus sitios de utilizacion y excrecion (Havel y Kane, 1995;
Fredrickson, 1967).
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14, Apolipoproteina E.

L4.1. Papel dela Apo E en Hiperlipoproteinemia Tipo IL

La alteracién lipoprotéica conocida como hiperlipoproteinemia tipo III fué descrita
en los afios 50°’s y originalmente fué llamada ‘“xantoma tuberosum® basindose en la
presencia de xantomas en la piel sobre los tendones extensores y xantomas planos en el
dorso de las manos. Los pacientes afectados muestran un perfil lipoprotéico anormal
determinado por ultracentrifugacion caracterizado por un aumento en la conceantracion de
lipoproteinas con indice de flotacion de S, = 12 a 20 (VLDL pequeiias ademas de IDL) y
Sy= 0 a 12 (especialmeate LDL) (Mahley, 1995; Mishkel, 1975).

Los pacientes con hiperlipoproteinemia tipo III tienen concentraciones elevadas de
colesterol y triglicéridos en plasma (Mahley, 1988; Utermana y Vogelberg, 1979; Mahley,
1991). Una caracteristica bioquimica de la alteracién es la presencia de VLDL de
migracién 3 (B-VLDL) (Ut:rmann y Vogelberg, 1979) (como lo determiné Fredrickson y
cols. en 1967 pl do una 1 de ultracentrifugacion y electroforésis en papel)
(Fredrickson, 1967) que son remanentes ricos en colesterol de quilomicrones intestinales y

VLDL hepiticos (Mishkel, 1975) (figura 7).
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Las B-VLDL ricas en colesterol fueron el sello distintivo en el diagnéstico de la
hiperlipoproteinemia tipo I durante algunos afios. En 1973 Havel y Kane demostraron
que los sujetos con hiperlipoproteinemia tipo III tienen aumento absoluto en los niveles
plasmidticos de apo E. La apo E es una de varias proteinas presentes normalmente en
VLDL, quilomicrones, y ciertas subclases de HDL (Havel, 1973; Mahley, 1988). Los
factores clinicos de la enfermedad son variados. Muchos sujetos con hiperlipoproteinemia
tipo IIl tienen xantomas cutdncos, particularmente de dos tipos: tubecroeruptivos o
Xxantomas tuberosos y xantomas de los pliegues palmares (xantoma striata palmaris); el
ultimo no ha sido identificado en alguna otra alteracion. Estos pacientes tienen una alta
incidencia de ateroesclerosis coronaria prematura y (especialmente) periférica (Mabhley,

1991).

Utermann y cols. (Utermann y Vogelberg, 1979; Utermann y Pruin, 1979),
demostraron por isoelectroenfoque (figura 8), que una isoforma particular de apo E estd
ausente invariablemente en sujetos con hiperlipoproteinemia tipo IIl. Estas observaciones
sugirieron que el defecto genético primario en la hiperlipoproteinemia tipo III era la
homocigosidad para una isoforma mutante de apo E (referida como apo E-2 para

distinguirla de la forma normal apo E-3).



La genética y el modo de herencia de apo E, como lo describié primero Utermann
y cols. y referidas después por Zannis y Breslow, permiten entender la asociacién de la
apo E mutante con la hiperlipoproteinemia tipo IIl (Zannis y Breslow, 1981; Zannis y Just,
1981).
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Figura 8. lsoeleclrocnfoque dc npo-VLDL que muestra los tres fenotipos homocigotos de apo E. También
se observan las con las diferencias de carga entre las isoformas
(Mahley, 1983).

El catabolismo normal de hpoprotcmas remanentes, que estd dirigido por apo E, se
encuentra alterado en este pad o. La pr ia de la apo E defectuosa da por
resultado el acimulo plasmitico de quilomicrones y VLDL remanentes (B-VLDL), que
pueden ser tomados por los macréfagos en tejidos periféricos. Como un resultado del
depésito masivo del colesterol, estos macréfagos se convierten en células espumosas que
pueden ser los progenitores de células cargadas de colesterol en la lesion ateroesclerdtica
(Fainaru, 1982).
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En la forma reccsiva de la alteracién, el desasrollo de hiperlipidemia declarada
requiere la herencia de dos alelos para apo E mutante [E-2 (Arg 158 — Cys)]. La
presencia de los alelos defectuosos es necesaria pero no usualmente suficiente para inducir
la hiperlipoproteinemia tipo III (Mahley, 1995; Mahley, 1988). Muchos sujetos E-2/2 son
normolipidémicos o hipocolesterolémicos (Utermann y Pruin, 1979). Asi, cl desarrollo de

la forma recesiva de la hiperlipidemia involucra otros aspectos genéticos, hormonales y/o
bi ion con la unién defectuosa al receptor de apo E, precipitan

bientales que, en co
el desarrollo de la hipertrigliceridemia ¢ hipercolesterolemia (Walden, 1994). Los factores
secundarios incluyen hipotiroidismo, condiciones bajas de estrogenos, obesidad, diabetes,

y la edad (Mahlcy, 1995).
En la forma dominante de la alteracion, los individuos poséen un sdlo alelo
presumiblemente  al

defectuoso de apo E que dispara la hiperlipidemia declarada,
nacimiento. Esas son algunas variantes raras que involucran una séla sustituciéon de
aminoicidos [ (Arg 142 — Cys), (Arg 145 — Cys), (Lys 146 — Glu) ] o una insercion de
sicte aminodcidos (residuos 121 a 127 repetidos en tandem). Los factores gendticos,

hormonales, y ambientales secundarios no son requeridos para participar en el acuamulo de
lipoproteinas r cs en ¢l pl , ¥ la presencia de la unién defectuosa al receptor de
apo E es suficiente para causar la hiperlipoproteinemia tipo 111 (Mahley, 1995).

I.4.2, Caracterizacion Bioquimica de la Apolipoproteina E.

L4.2.1.  Estrucrura y Localizacion del Gen APO E.

El gen apo E se localiza en el cromosoma 19q13.2 (Hixson y Vemier, 1990;
Lehninger, 1993) y cs altamente polimérfico (Utermann y Vogelberg, 1979). Este gen
tiene una loagitud de 3.7 kb y contienc cuatro exouncs (Das, 1985; Paik, 1985). Esta
integrado a un gen familiar (figura 9) que contiene los genes para apo C-I, C-I’
{pscudogen) y C-II (Mahley, 1983; Jackson, 1984; Yu, 1994). Estudios recientes indican
que el gen apo C-II sc encuentra aproximadamente a 50 pb del gen apo E en el extremo 3°
(Houlston, 1989). La comparacion de la estructura del gen apo E con otras seis
apolipoproteinas (apo A-1, apo A-II. apo A-IV, apo C-1, apo C-II, y apo C-III) revela una
localizacion notablemente similar de los intrones y sugiere unt origen ancestral comun para
esta familia de genes (Elshourbagy, 1987).

La secuencia promotora TATAATT se encuentra aproximadamente 30 pb hacia
arriba del sitio de iniciacién transcripcional (Mahley, 1988; Paik, 1985). También se¢ han
identificado otros promotores y clementos potenciadores importantes en la regulacion de
Ia biosintesis de apo E (Mahley, 1988).

El gen APO E tienc tres alelos comunes €4, €3, v €2, y estos codifican para tres
isoformas principales de apolipoproteina E, que sc designan E4, E3, y E2 (Mabhley, 1988;

Zannis y Breslow, 1982).



Este gen codifica para un mRNA de 1163 nucledtidos (Mahley y Rall, 1995; Das,
1985). El producto de traduccién primaria comprende 317 aminoicidos, y en el N-
terminal 18 aminoidcidos que fi como un péptido de sefial (Zannis y McPherson,
1984). Asi, la apo E madura es secretada como una proteina de 299 aminoicidos con
masa relativa (M,) de 34,200 (Mabhley, 1988; Das, 1985).

El receptor LDL también ha sido mapeado en el cromosoma 19, pero no parecc
estar ligado a apo E (Francke, 1984).

Difercntes elementos reguladores controlan la expresién del gen apo E en varios
tejidos. Simonet y colaboradores han mapeado los elementos reguladores especificos de
tejido dec 1a region 5° y 3' del gen apo E, incluyendo los elementos que zparecen hacia
abajo en la regidn intergénica apo E-C-1. Estan separados en testiculo y rifion, en la regién
5' del gen apo E, y en 3’ en cerebro, piel v testiculo pero hacia arriba del gen apo C-1. El1
elemento de control en higado esta aproximadamente a 15 kb en el extremo 3° del gen apo
E en la regién entre el gen apo C-1y el pseudogen apo C-I' (Simonet, 1991).

La estructura secundana de apo E se muestra en la figura 10. La a-hélice, la 3-
plegada, y los giros-3 y estructura al azar ocupan un 62%, 9%, 1195 y 18% de la proteina,
respectivamente. Un aspecto interesante de la estructura de todas las apolipoproteinas
es la a-hélice anfipdtica, caracterizada por una cara compuesta de residuos apolares y la
otra de residuos polares (Mahley, 1988). La marcada consistencia de los estudios
realizados sobre la estructura de apo E indican que los aminoicidos basicos arginina y
lisina (e histidina) en vecindad a los residuos 140 y 160 son importantes en la
mediacién de la union de apo E con ¢l receptor LDL (Mahley, 1988).

L4.2.2.  Estructuray Funcion de la Apolipoproteina E.

El principal papel fisiolégico de apo E es mediar la interaccion de las lipoproteinas
con los receptores de lipoproteinas, incluyendo el receptor LDL y uno postulado como
remanente dec quilomicrones o receptor apo E. El receptor de remanentes aparece ahora
como protceina relacionada a los receptores LDL (LRP) (Beisicgel, 1989).

Se ha demostrado que apo E tiene dos dominios estructurales que difieren en su
funcion. El N-terminal es el scgundo tercio de apo E (residuos —1 a 165 aa) v el C-
terminal es el primer tercio (residuos ~200 a 299 aa) son conectados por una region (165
a 200 ga) de estructura al azar que sirve como una bisagra entre esos dos dominios
altamente estructurales (Figura 10) (Rall, Weisgraber y Mahley, 1982; Weisgraber, 1990).
El dominio del C-terminal contiene una fuerte regiéon amfipatica o-hélice que estd
postulada para representar al dominio de mayor unién lipidica (Mahley. 1988). El dominio
del N-terminal contiene la region de apo E responsable de la interaccidén con el receptor
LDL y con la heparina (proteoglicano de sulfato de heparan). Como se discute abajo, el
sitio de unién a la heparina y al receptor LDL reside en la vecindad de los aminodcidos
130 a 150, una region rica en aminoicidos basicos (arginina y lisina) (Figura 11) (Wilson,

1991; Mabhley, 1979).
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El dominio de union al receptor de Ia molécula de apo E ha sido mapeado
(Mahley, 1984) d seis acer ientos experimentales complementarios: (1)
Modificaciones quimicas sclectivas de varios aminoacidos estableciendo que un nimero
limitado de residuos arginina y lisina dentro de apo E son criticos en la mediacion de la
unién al receptor. (2) Identifi i iacion de mutantes de apo E naturales que se
unen defectuosamente al receptor (a los residuos 136, 142, 145, y 146) estableciendo que
la region 136-150 contiene varios residuos arginina y lisina criticos para la unién. (3)
Generacion de frapmentos de apo E y pruebas de su unién al receptor localizando el
dominio de unidén a la mitad de la molécula. (4) Mapeco del epitope de un anticuerpo
monoclonal de apo E que bloquea la interaccion de apo E con el receptor LLDL
demostrando que la region 140-150 esta involucrada. (5) Los analisis de la actividad de
unién al receptor de formas mutantes de apo E producidos por mutagénesis sitio-dirigida
revelaron que los residuos basicos en la region 136-150, incluyendo lisina 143 y arginina
150, son importantes. (6) El uso de cristalografia de rayos X localiza ¢l dominio de unién
al receptor a un residuo basico sobre la superficic de la molécula de apo E-3 acomparfiado
de los residuos 136 a 150 (figura 10) (Mahley, 1988; Wilson, 1991).

La apo E parece estar unida al receptor LDL mediante interacciones idnicas entre
los aminoacidos basicos claves de la region 136 a 150 y los aminoacidos acidos del
receptor LDL. El receptor LDL posée sicte segmentos repetidos en el N-terminal que
representan ¢l sitio ligpando y contiencn los aminoicidos acidos esenciales aspartato y
glutamato. Las propiedades estructurales de apo E también afectan la distribucion de las
diferentes isoformas entre las lipoproteinas diferentes del plasma, ya que Apo E-3 y apo E-
2 sc asocian preferencialmente a HDL, mientras que apo E-4 se asocia preferencialmente
con VLLDL. Ademis, el residuo 112 de apo E-+4 difiere de apo E-3 y apo E-2 por tener una
arginina en esta posicién, mientras que apo E-3 y apo E-2 tienen una cisteina (figura 8).

1.4.2.3. Sitios de Sintesis de la Apolipoproteina E.

La apolipoproteina E es producida en varios oérganos a través del cuerpo. En
diferentes especies se han detectado cantidades de mRNA apo E en higado, cerebro, bazo,
pulmén, glindulas suprarrenales, ovarios, rifiones y miisculo (Blue, 1983; Elshourbagy,
1985; Reyland, 1991).

La participacion de varios tipos de células en la produccion extensa de apo E
indica la importancia de ésta proteina en el transporte de lipidos y posiblemente en
funciones no relacionadas al transporte de lipidos (Mahley, 1988). El carcinoma hepatico
Hep G2 también sintetiza y secreta apo E (Malley, 1988). Los macrdfagos derivados de la
cavidad peritoneal de ratém o de monocitos de humano también producen grandes
cantidades de apo E (Mahley, 1988; Elshourbagy, 1985).



Dominia da unkén con of receptor

Figura 11, Secuencia de aminodicidos de Apo E en una regién :nu:a para la umon al receptor. Se indican
los sitios donde los aminocacidos ncutros son ituidos por en la unién al receptor
defectuosa de apo E para sujetos con hiperlipoproteinemia tipo 111 (Mahley y Rall, 1995).

La produccion de apo E puede ser modulada por el estado de activacién de los
macréfagos. Por ejemplo, la endotoxina estimula marcadamente el descenso de la
produccién de apo E (Mahley, 1988).

Ademads de su papel en el transporte lipidico, la apo E sintetizada y secretada por
macréfagos puede cambiar el estado de activacién o inactivacién de los macréfagos a
otras células dentro dcl medio ambicate local. Lste concepto puede emplearse para
coansiderar un posible papel inmunorregulador de apo E. Es posible que los macrofagos
sean responsables del mRNA que sc¢ ha visto en bazo y pulmones (Mahley, 1988).

La apo E no se ha encontrado en el ¢pitelio intestinal aunque éste sea el mayor
sitio de biosintesis de las lipoproteinas. La mayor cantidad dc mRNA ha sido encontrada
en el hipado y es sintetizada por las células del parénquima (Elshourbagy, 1985). La
segunda gran cantidad dc mRNA apo E se ha encontrado en el cerebro. Los astrocitos son
los principales responsables de la produccidon de apo E en el sistema nervioso central,
Estas células llevan a cabo varias funciones en el cerebro, proveen una coraza estructural
que regula las concentraciones de iones y metabolitos (Elshourbagy, 1985). A esto se debe
que apo E sca la mayor apolipoproteina en el liquido cefalorraquideo (LCR) en humanos y
perros. La apo E existe en LCR como pequeiias lipoproteinas discoidales y esféricas que
transportan colesterol y fosfolipidos (Mahley, 1988).
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En otros 6rganos, los macrofagos son los que se encargan de la produccion de apo
E. Los macréfagos en cultivo i1 siti pueden producir grandes cantidades de esta proteina
y liberarla al medio o al fluido intersticial en altas ¢ raci Otras célul
de producir apo E son las células del muisculo liso (Mahley, 1988).

Ademas, apo E csta presente en concentraciones substanciales en el plasma vy el
fluido intersticial y esta disponible para asociarse con varias lipoproteinas. Apo E juega el
papel principal en la redistribucion del colesterol de las células que conticnen un exceso de
colesterol hacia las células que requieren colesterol diante pr metaboli
incluyendo la biosintesis de las membranas nuevas para la proliferacién celular o su
reparaciéon. Los complejos apo E-lipidos son tomados via receptores LDL expresados en
las células deficientes de colesterol. Esta funcién parece ocurrir durante el dafio a los
tejidos y su reparacion apo E tienc un papel clave en la regeneracion del sistema nervioso
periférico (Mahley, 1988).

1.4.3. Bases Moleculares del Polimorfismo dc la Apolipoproteina E.

La naturaleza polimérfica de apo E fué apreciada primero en los estudios de
Utermann y cols. (Utermann y Vogelberg, 1979; Utermann y Pruin, 1979), quienes
demostraron el polimorfismo por isoelectroenfoque. Sus estudios establecen claramente la
naturaleza familiar del polimorfismo de apo E. Sugieren que esta isoforma ausente fué la
apo E normal y que la hiperlipoproteinemia de tipo 111 resulta por la herencia de dos alelos
anormales de apo E.

Subsecuentemente. Zannis y Breslow, por medio de electroforésis bidimensional,
hicieron dos importantes observaciones que ayudaron a clarificar el polimorfismo de apo
E. Encontraron dos tipos de apo E polimérfica, uno determinado genéticamente y ¢l otro
no. Este ultimo es ¢l resuitado de una sialilacion post-traduccional del polipéptido apo E,
dindole una o varias isoformas icidas (Zannis y Breslow, 1981, Zannis y Just, 1981;
Snowden, 1991).

Estas isoformas pueden distinguirse en un gel bidimensional por su peso molccular
aparentemente alto causado por la adicion de acido sialico. Cuando la apo E fué tratada
con neuraminidasa (una enzima que corta los residuos de acido siilico), las formas de alto
peso molecular dcsaparecicron y comigraron como la isoforma mayor de apo E
gencticamente determinada (Zannis vy Breslow, 1981; Zannis y Just, 1981; Snowden,
1991).

La apreciacion de la complejidad de los patrones de las isoformas de apo E
(formas sialiladas maltiples y no sialiladas) permite un mayor entendimiento del
polimorfismo genéticamente determinado (Utermann y Vogelberg, 1979; Utermann y
Pruin, 1979; Zannis y Breslow, 1982). Esto establecio que las tres isoformas mayores de
apo E fueron los productos de un mismo gen y que la genética de apo E puede explicarse
por la existencia dc tres alelos tipicos para un sélo gen. Como resultado, son posibles seis
fenotipos, tres homocigotos y tres heterocigotos (Wardell, 1982).



En 1982 se establecié un sistema de nomenclatura para el polimorfismo y la
genética de apo E (Zannis y Breslow, 1982). En este sistema, las tres isoformas
geneticamente determinadas son E-4, E-3, y E-2, siendo E-4 diferente por su pI = 6.1 que
es mas basico. Los alelos correspondientes para estos tres productos génicos se
denominan €4, €3, y €2. Los seis fenotipos comunes son E-4/4, E-3/3 y E-2/2
(homocigotos) y E-4/3, E-3/2 y E-4/2 (heterocigotos) (Wardell, 1982). Las menores
isoformas sialil * (gli iladas) son desi das con un subindice s, por ejemplo, E-4,, E-
3., depcndxcndo de la isoforma que haya sido modificada. El fenotipo E-2/2 de apo E esta
asociado mis cominmente con la hiperlipoproteinemia tipo IIL. El genotipo mas comiin
entre las poblaciones estudiadas es el E-3/3 y el alelo mis comtin es el €3; asi mismo, E-3
es considerada como la forma normal de la proteina y, apo E4 y E2 las variantes (Mahley,
1995; Mahley, 1988; Zannis y Breslow, 1982; Zannis y McPherson, 1984). La apo E4 se
une normalmente al receptor LDL pero se asocia con niveles altos de colesterol y LDL en
plasma (Mahley, 1988), asi como un aumento cn la susceptibilidad de enfermedades
cardiacas (Cumming, 1984).

Las bases moleculares del polimorfismo de apo E fucron establecidas por Mahley y
colaboradores (Weisgraber, 1981; Rall, Weisgraber e Innerarity, 1982; Rall, Weisgraber y
Mahley, 1982; Mahley, 1991). Ellos determinaron la estructura primaria de apo E y
hallaron que las isoformas E-4, E-3 y E-2 difieren entre una y otra por una séla
substitucién de aminoacidos en dos sitios de la proteina. La apo Ed difiere de la forma E3
en que la arginina de apo E4 es sustituida por cisteina, presente normalmente en el residuo
112 (Figura 12).

La forma mas comin de apo E2 difiere de apo E3 en el residuo 158, donde la
cisteina es sustituida por arginina presente normalmente. La existencia de una sola
sustitucién aminoicida confirma que E-4, E-3 y E-2 se presentan para alclos separados de
un solo gen. Estas sustituciones también explican las diferencias en unidad de carga simple
entre las tres isoformas, ya que involucran la sustitucion del aminoidcido cisteina neutro
por el aminoacido arginina basico (figura 8). Las bases moleculares también han sido
determinadas por el segundo tipo de polimorfismo de apo E conferido por glicosilacién
post-traduccional. Las isoformas glicosiladas (sialiladas) de apo E aparentes en plasma
resultan del ataque de una cadena de carbohidrato a un sdlo sitio con residuo de treonina
194 en apo E (Wemette-Hammond, 1989).

1.4.4. Impacto detl locus de apo E en las lipoproteinas y lipidos del plasma.

El polimorfismo de apo E es uno de los factores génicos comunes responsables de
las diferencias interindividuales en los niveles de lipidos y lipoproteinas. Mientras que el
alelo €3 no muestra desviaciones en la poblacién, Sing y Davignon encontraron que los
alelos €4 y £2 tienen efectos significantes sobre varios parametros de lipidos y
lipoproteinas (Sing, 1985). El alelo £2 ha demostrado estar asociado a niveles bajos de
colesterol en plasma, colesterol en LDL, y apo B, al ser comparado con los niveles en
individuos con el alelo £3.
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Inversamente, el alelo €4 esti asociado con niveles altos de colestcrol total y
colesterol en LDL (figura 13 ). Utermann y cols. reportaron que apo E2 se encuentra
significativamente mas frecuente en sujctos hipertrigliceridémicos, mientras que apo E4 se
observa con mayor frecuencia en sujetos hipercolesterolémicos (Utermann y Vogelberg,
1979; Utermann y Pruin, 1979).

En un trabajo sc evaluaron los datos de siete estudios diferentes que incluyen
poblaciones Caucasicas y Asiiticas y demostraron un patréon marcadamente consistente:
los individuos con fenotipo E-2/2 tienen bajo nivel de colesterol en plasma, mientras que
los que tienen fenotipo E-4/4 tiencn altos niveles de colesterol en plasma (Mahley, 1995).

1.4.5. Papeldela apo E en el Metabolismo Normal de Remanentes.

Apo E es importante en la mediacion del catabolismo de lipoproteinas remanentes.
Esto ha sido establecido por numerosos estudios in vitro e in vivo, y confirmados por el
papel de apo E en hiperlipoproteinemia tipo III. En pacicntes deficientes de apo E o con
apo E defectuosa, es caracteristico encontrar hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia
por acimulo marcado de quilomicrones remanentes y VLDL  remanentes. Tales
pacientes tienen receptores para lipoproteinas estructuralmente normales y lipasas
normales; el defecto critico e€s una apo E estructuralmente anormal o ausente (Mahley,
1995; Rall, Weisgraber ¢ Innerarity, 1982; Mahley, 1991). Por otra parte, el impacto de
apo E en el ratén por recombinacién homéloga resulta en una hipercolesterolemia
caracterizada por acumulo de remanentes (Mahley, 1995).

Fazio y colaboradores demostraron que el ratén transgénico expresa una forma
mutante d¢ apo E [Arg 142 — Cys] defectuosa en su unioén al receptor que también
conduce a una marcada hiperlipidemia y acumuio de B-VLDL's en plasma (Fazio, 1993).

Varios pasos parecen estar involucrados en la captacion de los quilomicrones y
VLDL remanentes por el hepatocito. Los quilomicrones y VLDL remanentes pasan
através de la capa de células endoteliales del sinusoide hepitico en el espacio de Disse. El
espacio de Disse es un drea linfitica que contiene los protecoglicanos y las proyecciones
microvellosas de los hepatocitos (Hamilton, 1990).

Las moléculas que entran al higado ¥y que son secrctadas por los hepatocitos
atraviesan éste espacio (Figura 14). Los pasos involucrados en ¢l metabolismo de
remanentes son secuestracion, procesado. ¢ internalizacion.

Secuestracién. Un paso inicial importante en la liberaciéon de remanentes del plasma puede
ser la secuestracion de las particulas en el espacio de Disse. Esto ha sido postulado como
la construccién de particulas lipoproteinas con los proteoglicanos en el espacio de Disse
(Hamilton, 1990). Se sabe que apo E se une dvidamente a la heparina (Mahley, 1984;
Mahley, 1979) y especificamente al haparan sulfato de origen hepitico.
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Por i quimica con micr pia electrénica, se ha visto que el espacio de
Disse posée ab fantes proteogli de sulfato de haparin (HSPG), formando una capa
continua sobre las microvellosidades de los hepatocitos. Estos HSPG pueden ser los
responsables de la liberacién inicial de los remanentes por el plasma. Ademis, se ha
demostrado que apo E se acumula en el espacio de Disse (Hamilton, 1990), donde puede
adherirse a los proteoglicanos o a receptores de lipoproteinas, tales como LRP (Beisiegel,

1989).

Pr. do. Un do paso puede involucrar el procesamiento de los quilomicrones

T por lip en las células del endotelio sinusoidal o dentro del espacio de
Disse. Se sabc que Ia lipasa hepatica esta unida a la heparina producida por cl higado
(Doolittle, 1987) ¢ involucrada en el procesamiento final de los remanentes. Ademas, el
papel directo de la lipoprotein lipasa (LPL) es mediar la toma celular de remanentes y
otras lipoproteinas (Beisiegel, 1991). La LPL, que normalmente reside en la superficie del
endotelio extrahepatico ataca a los proteoglicanos de la superficie celular, atacando asi al
quilomicrén que es transportado dentro del higado, donde se aumenta la union de los

remanentes al LRP (Beisiegel, 1991).
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Internalizacion. La toma de los remanentes por los hepatocitos esta mediada por
receptores. Se ha visto que el quilomicrén remancnte se une a los receptores LDL in vitro,
por lo que el receptor LDL tiene un papel importante en el catabolismo de remanentes
(Figura 14).

Herz y cols. (Herz, 1988), clonaron un cDNA que codifica para una proteina de
600 kD, la proteina relacionada a las lipoproteinas (LRP), que presenta marcada
homologia estructural con el recceptor LDL (Beisiegel, 1989). La LRP contienc 31
repetidos ricos en cisteina homoélogos al dominio de unién al ligando del receptor LDL y
funcionan como receptor. Por comparacion, ¢l receptor LDL poséc siete de esos dominios
de unién al ligando. A diferencia del receptor LDL, para el que apo B-100 ¥ apo E actian
como ligandos, apo E es la iinica apolipoproteina ligando para el receptor LRP (Beisicgel,
1989). Kowal y cols. demostraron que los B-VLDL ricos en apo E interactian con los

LRP (Kowal, 1989).
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e
Lipoproteinas

Remanentes
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h an son los de la unidn inicial de los

Figura 15. Los proteoglicanos de sulfato de
remanentes ricos en apo E (Mahley, 1995).



Parece que LRP es resp ble de la intemnali ion de los r ricos en apo
E, pero que la unién inicial requiere la participacion de HSPG sobre la superficie celular
(Mahley, 1995). Varios estudios cstablecen la importancia de HSPG en la unién de los
remancutes ricos en apo E y sugicren que el LRP soélo, en ausencia de HSPG, es
insuficiente para mediar la unién a la superficie celular. Como se ilustra en la figura 15, el
HSPG y el LRP forman un i lucrado en la diacién del metaboli de los
remanentes: HSPG es rcsponsable de la unién inicial y LRP es responsable de la
intemnalizacion (Mahley, 1995; Beisiegel, 1989).

1.4.6. Depositos de B-VLDL en Macrofagos.

Los B-VLDL son propensos a ser captados por los macréfagos y causan el
actimulo masivo de colesterol (como ésteres de colesterilo) en estas células (Mahley,
1984; Mahley, 1983). La primer demostracion de esto s¢ observé en macréfagos
penloncales de ratén, pero tamblcn se ha c-ncomrado en mncro!ngos—monocuos de

Las célul en al, ater leréticas
derivan, en gran parte, dc los macrofagos (Mahley 1995: Mahlecy, 1988).

La captaciéon de B-VLDL por los macrofagos es un evento mediado por
receptores, y algunos estudios sugieren que hay receptores especificos para B-VLDL en
estas células. El receptor LDL es responsable de la captaciéon de remanentes en los
monocitos-macrofagos en humanos. El ligando para el macréfago que intemaliza los f3-
VLDL es apo E, como se demostrd en animales alimentados con dietas ricas en colesterol
(Mahley, 1983).

La apo E tienc un papel en la movilizacién de colesterol para las células periféricas,
mcluycndo los mucrofagos Se ha visto que el acumulo de colesterol en los macrofagos

la la prod i6n de apo E. La apo E secretada por cstas células forma
caomplegjos lipidos-apo E o cs incorporada a parniculas HDL (Mahley, 1988). Estos
complejos o particulas pueden adquirir el colesterol de las células cargadas de colesterol y
redistribuirlo a las células que lo requieren (Mahley, 1983).

Las HDL ricas en apo E actian como removedores de colesterol en células
periféricas y lo transportan a otras células que lo requicran o al higado, doudc ¢l colesterol
puede ser excretado por el cuerpo en la bilis como sales biliares o colesterol libre (Mahley,
1983). Estos pr de redistribucion de colesterol son referidos como una forma de
transporte de colesterol inverso.
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E4.7. Apolipoproteina E y Sistema Nervioso Central.

El cerebro contiene un alto nivel de mRNA Apo E pero es menor a los niveles
hepaticos (Elshourbagy, 1985). La concentraciéon de apo E en el LCR es mucho mayor
que cn la barrera hematoencefilica, lo que sugiere que la apo E es sintetizada y sceretada
principalmente por astrocitos locales y oligodendrocitos (Mahley, 1988). La produccion y
el acamulo de apo E aumentan considerabl e en padecimicntos del Sistema Nervioso
Central (SNC) (Tsai, 1994).

La apo E juega un papel importante en la degeneracion y regeneracion del tejido
nervioso (Schellenberg, 1995),

Un modelo interesante involucra el almacenaje coordinado y la redistribucion de
colesterol entre las células de nervios periféricos dafiados y regenerados. Se ha observado
que después de una ruptura o un corte al nervio ciatico de rata, la apo E es producida y
acumulada 100 a 200 veces mas que en nervios no dafados. La apo E extracelular puede
alcanzar niveles que representan el 5% del total de la proteina soluble en el segmento
nervioso en regeneracion. La produccion pico de apo E es de 7 a 10 dias después del daiio
neural y retorna lentamente a su nivel normal luego de 8 semanas, cuando la regeneracion
del nervio cidtico de rata se completa (Mahley, 1988).

La célula responsable de la producciéon de apo E en esta situacion es el macrofago.
Inmediatamente despuds del daino, los macréfagos residentes en ¢l nervio ciatico inician la
secrecion de apo E. Ademas, como parte de la reaccion inflamatoria, los monocitos se
agregan rapidamente a la region afectada, convirtiéndose en macréfagos, y produciendo
también apo E. La degeneracion del axén y la destruccion de la mielina proceden
rapidamente. Mucho del colesterol, ¥y posiblemente otros lipidos clave, son retenidos
dentro del area de depeneracion y acumulados dentro de las células de Schwann y los
macrofagos. En 1 o 2 dias se inicia la regeneracion, para lo cual se expresa gran cantidad
de receptores LDL. Es muy posible que la apo E unida a los lipidos en ¢l fluido intersticial
libere colesterol a las neuritas via receptores LDL (Mahley, 1988).

Dentro de 1 a 2 se 1a remielinizacion del axdn por las células de Schwann se
lleva a cabo. Los lipidos almacenados en las células de Schwann son descargados, v estas
mismas células expresan receptores LDL, presumiblemente para mediar la captacion de
colesterol para la formacion de miclina. Es probable que el colesterol del macréofago sea
liberado hacia los complejos apo E-lipidos o a las HDL en cl fluido intersticial y que la apo
E medie la captura de colesterol via receptores LDL sobre las células de Schwann
(Mahlecy, 1988).
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1.4.8. Enfermedad de Alzheimer, proteina B-amiloide y Apo E.

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es un padecimiento degenerativo del SNC
caracterizado por pérdida de memoria y deterioro de las funciones cognoscitivas (Alonso,
1994; Holtzman, 1991). Es una forma de demencia progresiva que afecta principalmente a
personas mayores de 60 aiios de edad (Saunders, 1993).

Hay dos tipos de EA: La forma familiar y la esporadica. En el 10 % los casos de
enfermedad de Alzheimer familiar (EAF), la alteracion es segregada entre familias de
generacion en generacion, siguiendo un patréon de herencia autosémico dominante
(Schellenberg, 1995; Kamboh, 1995).

Debido a la variacion de edades al inicio de la enfermedad, EAF sc ha categorizado
en inicio temprano (</= a 65 aiios) e inicio tardio (=/> a 65 aiios). En la EA esporadica
(EAE) no existen antecedentes familiares de la enfermedad y se ha categorizado en forma
de inicio temprano (</= a 65 aiios) ¢ inicio tardio (=/> a 65 afios) (Kamboh, 1995).

En cecrebros de pacientes con Enfermedad de Alzheimer se han encontrado
concentraciones altas de apo E, por lo que se piensa que esta proteina puede ser un factor
de riesgo para desarrollar la enfermedad (Strittmatter, 1993; Tsai, 1993).

En pacientes estudiados postmortem se han encontrado alteraciones como muerte
neuronal seclectiva, presencia de depositos proteinaceos anormales (marafias
neurofibrilares) (Saunders, 1993) y aglomeraciones de terminaciones nerviosas en la
corteza cerebral (placas neuriticas) (Schellenberg, 1995, Holtzman, 1991).

Las placas neuriticas estin formadas por neuritas, células gliales y una sustancia
amiloide cuyo componente principal es un péptido de $40-42 aminoiacidos denominado G-
amiloide (Schellenberg, 1995; Alonso, 1994; Holtzman. 1991; Saunders, 1993; Kamboh,
1995; Dewji, 1996). Se ha postulado que el acimulo de la proteina B-amiloide dispara Ia
degeneraciéon de las neuronas, causando la pérdida de la memoria v otros sintomas de la
enfermedad de Alzheimer (Marx, 1991; Wirak, 1991).

La proteina P-amiloide (4 kD) sc sintetisa como parte de una gran proteina,
llamada Proteina Precursora del Amiloide (PPA) (Marx, 1991) que es una glicoproteina
integral de membrana codificada cn el cromosoma 21q21.1. (Walden, 1994; Schellenberg,
1995; Wirak, 1991; Goate. 1991) (Figura 16). Ei gen APP sufre una escision alternativa
{eliminacién de intrones) que genecra varias formas protéicas que son designadas por un
numero total de aminoacido: en cada una. La forma de APP mas comiin es de 770 aa; las
otras formas incluyen 751, 714, 695, 677, 563 o 365 aa (Kamino, 1992). Con cxcepcion
de las 2 Gltimas, todas las formas de APP contienen la secuencia de la proteina B-amiloide
(Schellenberg, 1995; Holtzman, 199]; Kamboh. 1995).

Se¢ han desarrollado modelos animales que permitan entender el papel de la
proteina B-amiloide en las “‘placas™ que se forman cn cerebros de pacientes con EA
consistentes de terminales nerviosas degeneradas circundando a un acumulo de fibrillas de
pB-amiloide (Wirak, 1991).
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Figura 16, Proteina Precursora del Amiloide. E1 iloide esta i d
plasmatica de las célutas nerviosas.

Wirak y sus colegas produjeron varias lincas de ratém transgénico, cada uno
portando una construccion génica diferente de PPA (PPA con un inhibidor insertado; C-
terminal PPA de 104 aminoacidos: y B-amiloide) en los cuales encontraron depdsitos de
amiloide solo en cerebros de animales que recibieron la construccion simple, que codifica
s6lo para el B-amiloide de PPA (Schellenberg, 1995; Marx, 1991; Wirak, 1991). Las fibras
encontradas tiencn la misma apariencia que las placas tipicas de la EA. Los depdsitos se
encontraron en la corteza cerebral. y principalmente en el hipocampo, region cerebral
importante para la memoria y ¢l aprendizaje, y una de las principales arcas afectadas en la
enfermedad de Alzheimer (Schellenberg, 1995; Marx, 1991; Wirak. 1991; Van
Broeckhoven, 1987).
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L4.8.1. Asociacion patogénica.

Existen evidencias de que apo E tiene un papel causal en la patogénesis de la EA.
La apo E sc 1 lizé inmunoquimi e en lesi patolégicas definidas de EA,
incluyendo las placas scniles extracclulares y las marafias neurofibrilares intracelulares
(Strittmatter, 1993; Kamboh, 1995). El péptido B-amiloide es el mayor componente de los
depdsitos amiloides; una proteina conocida como fau esta asociada con la formacién de
las maraiias neurofibrilares (Sherrington, 1995). La apo E se une con la proteina amiloide
Yy con tau, y asi participa directamente en la neuropatologia de EA (Schellenberg, 1995).
El acimulo del B-amiloide es considerado como neurotéxico y puede conducir al dafio
neural, esto produce un aumento en la concentracion de apo E en el sitio afectado y
promueve el hallazgo de apo E con el B-amiloide en las placas seniles. La union de apo E
con el péptido B-amiloide s¢ ha confirmado en estudios 172 virro (Strittmatter, 1993).
Aunque Ia forma comun (apo E3) y 1a forma variante (apo E-1) se unen al B-amiloide, la
union de apo E4 con éste péptido es mucho mas riapida y fuerte que la unidn de apo E3
con el B-amiloide (Kamboh, 1995), pero apo E4 no es tan efectiva como apo E3 para
suprimir la neurotoxicidad del! B-amiloide; de ésta manera es como se asocia con el
aumento de las placas amiloides (Kamboh, 1995).

Las maradas ncurofibrilares s¢ componen de pares de filamentos helicoidales
(PFHs) (Kamino, 1992), que estin compucstos por tau, una proteina altamente fosforilada
(Kamboh, 1995). Tau es una proteina asociada a los microtabulos (PAM) cuya funcion
normal es promover y cstabilizar ¢l ensamblaje de los microtiibulos. en otras palabras,
organizar la estructura intracelular en el citoplasma asi como al transporte de moléculas
entre los componentes celulares y las terminales nerviosas. Sin embargo, la fosforilacion
de tau reduce su efecto estabilizante. Tau en estado normal y en EA tiene un solo sitio de
fosforilacion en su porcion C-terminal, mientras que PFHs asociados a tau son fosforilados
anormalmente en mas de sicte sitios a lo largo de la molécula. En consecuencia la tau
hiperfosforilada no unec ni estabiliza los microtibulos, conduciendo a la formacion de
maraiias y causando que los microtubulos desestabilizados finalmente se colapsen en los
cerebros de los pacientes con EA (Kamboh, 1995). La participacion de apo E en la
patologia de las marafias ncurofibrilares se confirmo con las observaciones de que apo E
fué¢ inmunolocalizada ¢n las neuronas y cn las maraiias neurofibrilares unida a tau. Sin
embargo, la union de apo E a tau ¢s isoformoespecifica: tau se une a apo E3 y E2 pero no
a apo Ed4. Esto sigrifica que 1a EA puede deberse mas a la ausencia de apo E3 o apo E2
que a la presencia de apo E< (Figura 17) (Kamboh, 1995).

Dec acuerdo con ¢sta hipétesis representada en la fig.17, la union de apo E3, y
posiblemente apo E2, con Tau tiene efecto protector para la hiperfosforilacion, asi la
formacion de marafias neurofibrilares se lleva a cabo lentamente. De otra manera, la
incapacidad de apo E+ para unirse con Tau conduce a una fosforilacion anormal de Tau, y
eventualmente se forman las maraiias (Kamboh, 1995).
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Figura 17. Unidn isoformo-especifica de apo E con tau. Aunque las isoformas apoE2 y apoE3 se unen a
tau y confieren efecto protector contra la hiperfosforilacion, la isoforma apoE<4 no se une a tau y ésto
provoca que tau sea hiperfosforilada, conduciendo a 1a formacion de las marafias neurofibrilares.

Se ha observado que en diferentes poblaciones el genotipo 4/4 es mas frecuente en
los pacientes con EA, lo que hace suponer que la apolipoproteina E de tipo E4 (APOE £4)
es un factor de riesgo para la EA familiar de inicio tardio (Saunders, 1993), ya que existe
gran afinidad entre el péptido B-amiloide v la proteina apo E (Corder, 1993). Esto no
implica que todos los individuos con EA son homocigotos para el alelo E4, asi como no
todos los individuos homocigotos para este alelo desarrollan EA (Kamboh, 1995).
Simplemente, 1a presencia de un alelo E4, conjuntamente relacionado con otros factores
genéticos o ambientales, aumenta significativamente el riesgo de desarrollar EA (Kamboh,
1995). Los individuos con dos copias del alclo E4 tienen riesgo mucho mayor de
desarrollar la enfermedad; mientras que otros estudios sugieren que la presencia de un
alelo E2 le confiere al individuo un efecto protector para la EA (Kamboh, 1995; Corder,
1994).
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II. OBJETIVOS



IL1. Objetivo General. .

Determinar las frecuencias alélicas del gen de la apolipoproteina E en una muestra
de la poblacion mexicana normal, con el fin de estimar la frecuencia con la que aparecen
normalmente los alelos £2, €3 y €4 en personas de origen mexicano y puedan ser
comparadas en estudios posteriores con las frecuencias alélicas determinadas en pacientes
con Enfermedad de Alzheimer.

IN.2. Objetivos Particulares.

1.- Determinar la frecuencia de los alelos del gen de la apolipoproteina E, por
medio de la isotipificacion con la enzima de restriccion Hha 1, para establecer los valores
normales en una muestra de la poblacion mexicana.

2.- Determinar la estructura génica de ia poblacién mexicana respecto al gen APO
E, através de los diferentes patrones de bandas generados del DNA restringido, para
comparar los resultados con los reportados para otras poblaciones.

3.- Investigar si la frecuencia del alclo €4 del gen APO E es alta o baja en nuestra
poblacién, comparando la frecuencia de este alelo con las reportadas para otras
poblaciones, con el fin de que, en estudios posteriores, se puedan evaluar estadisticamente
las frecuencias caiculadas en pacientes con Enfermedad de Alzheimer y nuestros
resultados, y se determine si el alelo €4 es un factor de riesgo para desarrollar la
enfermedad de Alzheimer en poblacion mexicana.
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IoII. MATERIAL Y METODOS



Imi.1. Material.

Ini.1.1. Quimico.

Acido citrico-dextrosa (ACD). TRISMA base.

MgCl2 NacCl

Acido etilendiamintetracético (EDTA). Dudecilsulfato de sodio (SDS).
Cloroformo.

Fenol saturado.
Alcohol isoamilico.
Isopropanol.

Bromuro de etidio.
N-N’-metilen-bis-acrilamida.
TEMED.

Agua deionizada.

Etanol absoluto.
Agarosa (grado electroforético).
Acrilamida (grado electroforético).
Persulfato de amonio.

Acido bérico.

1IX.1.2. Bioldgico.

Este trabajo se realizdé estudiando una muestra de 186 individuos normales de la
poblacién mexicana (93 mujeres v 93 hombres); algunos fueron captados en asilos y
grupos de jubilados que asisten a centros recreativos de la Ciudad de México; otros son
familiares de los pacientes que acuden al Departamento de Genética del Instituto Nacional
de Neurologia y Neurocirugia “*Manuel Velasco Suarez’™, con un rango de edad de 52 a 94
afios; y algunos mas que acuden al mismo Instituto en calidad de donadores de sangre, con
un rango de edad de 20 a 40 afios. A todas las personas mayores de 60 aiios s¢ les realizé
una evaluacién del estado mental mediante la Prueba cornta del estado mental de Folstein
(Bleecker, 1988), que consiste en un examen psicologico con el que se explora el estado
mental y los aspectos cognoscitivos de cada individuo. En todos los individuos analizados
en este estudio la prueba de Folstein resulté normal. Todos los individuos fueron hijos y

nietos de mexicanos o tenian un abuelo espariol.

1I1.1.3. Equipo.

Microcentrifugas SORVALL MC 12V.
Espectrofotometro DU-40 BECKMAN.
Centrifuga GS-6R BECKMAN.
Balanza analitica SHIMADZU.
Termociclador 9600 PERKIN ELMER.

Bomba de vacio.
Centrifuga 5415C Eppendorf.

Camara de electroforesis horizontal.
Baifio maria con agitacién Cole Parmer.
pH metro BECKMAN.
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e Ciamara de clectroforesis vertical. e Ultracentrifuga SORVALL RC 28S.

e Fuente de poder 500 BRL. » Transiluminador de luz UV Cole Parmer.
« Equipo fotogrifico POLAROID DS 34 e Negatoscopio.
METODOLOGIA

TOMA DE MUESTRA

PRUEBA DE FOLSTEIN

EXTRACCION DNA

CUANTIFICACION DNA

GEL DE AGAROSA ESPECTROFOTOMETRIA

AMPLIFICACION DNA

DIGESTION DNA

ELECTROFORESIS

| ocios W oroorar
ANALISIS HAPLOTIPOS

Figura 18, Diagrama de flujo que rep: a

rasgos ia
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2. Mérodos.

TIL.2.1. Obtencion de la muestra.

A cada individuo se lc tomé una muestra de 20 ml de sangre periférica con
anticoagulante ACD, a partir de la cual se extrajo DNA genémico de leucocitos separados
por centrifugacion a 5000 rpm/4°C/10 min lisando los eritrocitos con “buffer de lisis de
células rojas™ (solucién salina) hasta obtener el botdn de leucocitos.

T11.2.2. Extraccion de DNA.

Se extrajo el DNA genomico empleando el micrométodo de extraccion de DNA
con sales y fenol-cloroformo. Con esta técnica se altera la permeabilidad de la membrana
celular; la fuerza mecanica empleada para mezclar el contenido de cada tubo
(leucocitos/reactivos) ayuda a romper las branas celulares, dejando libre al DNA que
es purificado con extracciones de fenol saturado (elimina proteinas y restos celulares),
fenol-cloroformo (elimina residuos de fenol saturado) y cloroformo-alcohol isoamilico
(elimina residuos de fenol-cloroformo). El DNA es precipitado con isopropanol y disuelto
en agua esteril.

IIL.2.3. Cuantificacion de DNAL

El DNA gendomico fué cuantificado por espectrofotometria ¥ en gel de agarosa.

Loa acidos nucléicos absorben Jluz ultravioleta (absorbancia: 260 nm) en un
espectro diferente al de las proteinas (absorbancia: 280 nm), asi que se aprovecha ésta
propiedad para cuantificar tanto DNA como proteinas ¢n la muestra y poder hacer una
estimacion de la calidad del DNA. La concentracion de DNA se calcula en ng/ul.

El gel de agarosa se cmpled para observar la integridad del DNA. mismo que se
resuelve en forma paralela a un marcador de pesos moleculares (A Hind III). Este
marcador posée un patrén de bandas con peso especifico, el cual sirve para tener una
perspectiva de la cantidad de DNA existente en la muestra.
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HL2.4. Amplificacién de DNA.

Una vez conocida la concentraciéon en ng/i! de DNA, se rcalizé la amplificacién
del gen APO E mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). La
reaccion en cadena de la polimerasa, un método de amplificacion de DNA in vitro, se lleva
a cabo mediante ciclos repetitivos de 3 eventos: desnaturalizaciéon, extension y
polimerizacién de DNA a diferentes temperaturas (Damel, 1993). Con este método se
pueden amplificar fragmentos de DNA y producir cantidades suficientes para el analisis de
muestras muy pequeiias, incluyendo sccciones de tejido en parafina, frotis citolégicos,
cabello, orina y células simples. Los reactivos requeridos son 1) el DNA blanco
(usualmente DNA gendémico leucocitario); 2) dos secuencias cortas de DNA de cadena
sencilla llamados oligonucledtidos (primers) con secuencias complementarias a las areas
que flanquean la region a ser amplificada; 3) los 4 desoxirribonucledtido trifosfatos
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP). y 4) una DNA polimerasa (Walden, 1994; Maniatis, 1989;
McPherson, 1993).

Los ciclos de PCR consisten de 1) desnaturalizacion del DNA blanco de doble
cadena a dos cadenas sencillas a 94 °C; 2) ali ion de los oligc leatidos a cada una de
las cadenas sencillas de DNA blanco a una temperatura especifica, usualmente cerca de los
60 °C; y 3) extension de los oligonucleotidos en ambas direcciones (5° y 37) através del
DNA blanco, tipicamente a 72 °C (Figura 19) (Maniatis, 1989). Los ciclos se repiten 30
veces o un poco mis. Los fragmentos recién sintetizados, a su vez, sirven como DNA
blanco para una ‘‘reaccion en cadena” que resulta en la amplificacion exponencial de la
secuencia en estudio, produciendo millones de copias. Los fragmentos de DNA con
tamaiios de 40 o mas de 2000 pb pueden ser amplificados en tan sélo unas horas (Walden,
1994; Wenham, 1991; McPherson, 1993),

Las condiciones de reaccion para la amplificacidon del gen APO E fueron
modificadas en base a las planteadas por Hixson y Vemier, quienes emplearon los
oligonucledtidos especificos para el gen, F4 (5°- ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTAC
AC -3") ¥y F6 (5-TAAGCTTGGCACGGCTGTCCAAGGA -3') (Hixson y Vemier,
1990). Cada mezcla dc reaccion de PCR contiene DNA genémico (500 ng/ul); oligos F4 y
F6 (200 ng/ul): buffer adicionado con MgCl: (15mM); Dimetil sulféxido (10 2); DNTP's
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (100 ng/ul); Taq DNA polimerasa (4.0 U/uitl); a un voliumen
de reaccion de 30 pl. Las reacciones se llevaron a cabo e¢n un termociclador bajo los
siguicntes eventos: 1) desnaturalizacion a 94 °C/S min; 2) 40 ciclos de 3 pasos cada uno:
desnaturalizacion a 94 °C/0.5 min; alineacion de oligos a 65 °C/0.5 min, y extensién a 70
°C/1.5 min; 3) Extension a 70 °C/10 mia, y 4) Fin de la reaccion a 4 °C.

42



Figura 19. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
blanco; 2) Dy i ion del DNA dmica; 3) Ali

. 1) La mezcla de reaccion contiene al DNA
i6n de ol o

e F4 y F6 a las cadenas
por 1a Taq polimerasa (McPherson, 1991).

sencillas de DNA blanco, 1) en ambas di

IIL2.5. Digestion de DNA,

Los productos de amplificacién fueron digeridos con 4.0 U de la enzima de
restriccién Hha I (10 U/ul) a 37 °C durante 4 horas (Hixson y Vemier, 1990), previa
cinética enzimitica donde sc analizé la cantidad de enzima necesaria para la digestion

completa del DNA (pruebas de 1, 2, 5 y 10 U de Hha I). L.a enzima reconoce la secuencia
GCGC.

NI.2.6. Electroforesis.

Las secuencias APO E amplificadas y digeridas fucron resueltas en un gel de
poliacrilamida no desnaturalizantc al 8 % (rango de separacion: 60 a 400 pb), durante 2.5
horas a 45 mA (Hixson y Vemier, 1990). El gel fu€ tefiido con bromuro de etidio, que es
un colorante que se intercala entre los pares de bases del DNA, el cual fluoresce con luz
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UV y revela la localizacion del DNA en el gel. El tamaiio de las bandas correspondientes a
los patrones generados por la enzima Hha I fué estimado por comparaciéon con las bandas
de los marcadores de peso molecular: pBR 322 DNA - Fae III (M1) y pUC BM 21 DNA
= Hpa II + pUC BM 21 DNA » Dra I + Hind IIl (M2). De cada gel de clectroforésis se
tomoé una fotografia para ¢l posterior anilisis de los haplotipos correspondicntes a cada

individuo.

IIX.2.7. Analisis de genotipos.

La figura 20 muestra los genotipos resultantes de todas lns combmacxones posibles

de las tres isoformas de apo E y el pntron de bandas corresp es a cada genotipo;
éstos patrones se diferencian entre si por la presencia o ausencia de ciertas bandas cuyo

peso molecular se encuentra en la columna de la derecha.

E-4/4 E-4/3 E-4/2 E-3/3 E-3/2 E-2/2 pb

A NN SN T s o1

] SN s 83

NN N 72

HEE MR NN EE 48
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Flgurn 20. Haplotipos de apo E. D de bandas correspondientes a cada uno de los

de apo E, con la d= restriccion Hha I

E
;
b




Algunos estudios realizados en diferentes poblaciones reportan la presencia de los
seis genotipos en la poblacidon estudiada; también existen trabajos en los que sc reporta la
ausencia de uno o dos genotipos cn determinadas poblaciones. En nuestra poblacion se
esperaba obtener los seis genotipos, lo cual no fué posible ya que no existe la presencia de
dos genotipos representados en la figura anterior. Esto se aprecia mejor en la figura 21
correspondiente a la ion de resultados.
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IV. RESULTADOS



w.i1. 06 idn de la tre

El nnucougulnme ACD conserva en buen estado las muestras para su tratamiento
posterior (aproxi ¢ una )- De al personas no fué posible obtener los
20 ml de sangre, por lo que solo se les extrajo un volumen de 10 ml 0 menos, sin embargo
no hubo problema alguno en el tratamiento de Ia muestra.

1V.2. Extraccion de DNA.

Implica un proceso muy laborioso el extraer DNA libre de impureczas, y el tiempo
invertido en la realizacién de la técnica es bastante largo (en lo personal: 6 horas para 15
muestras). Por lo anterior se recomienda un adiestramicnto previo en extraccion de DNA
para adquirir las habilidades necesarias, y que no se pierdan las muestras de interés cuando
sean procesadas por este método; una mala extraccion produce DNA de mala calidad, ya
sea porque esté degradado o porque contenga muchas proteinas que lo contaminan

IV.3. Cuantificacién de DNA.

1V.3.1, Espectrofotometria.

La mayoria de los DNAs cuantificados presentaron concentraciones que van de
500 a 1200 ng/pl en el espectro de luz UV a 260 nm de absorbancia, y sdlo algunos
pr aron aciones bajas (200 a 400 ng/pl). Algunas muestras dieron lecturas
altas de contenido de proteinas, sin cmbargo este dato carece de importancia debido a que
dichas muestras presentaron lecturas elevadas de contenido de DNA.

TV.3.2. En gel de agarosa.

Al realizar la electroforesis en gel de agarosa, aproximadamente la mitad del
namero de muestras presentd una banda de DNA integro (—2000 pb) con algunos residuos
de sales: el resto dec las muestras presentaron (algunas) DNA integro y DNA degradado, y
otras revelaron la existencia de DNA degradado en mayor cantidad que ¢l DNA integro;
sin embargo, todas las muestras reaccionaron de manera efectiva al realizar el PCR.
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IV.4. Amplificacién de DNA.

La amplificacion de DNA por medio de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa es
una tecmca que solo lmphca un ticmpo de 30 a 60 minutos para realizar todo el
prc di o diendo del nimero de muestras que se deseen amplificar.
Una vez dispuestas todas Ias mezclas de reaccién para el PCR, el termociclador se encarga
del resto. De modo que el anico problema que implica esta técnica existe cuando no se
trabaja adecuadamente para evitar que se contaminen nuestras reacciones; es por eso que
se recomienda colocar un tubo blanco que soélo contiene los oligonucleétidos como unicas
secuencias de DNA. En la electroforesis se observa el producto del PCR: si el blanco
presenta alguna otra banda ademias dec las correspondientes a los oligonucleédtidos,
significa que hubo contaminacion; si ¢l blanco sélo presenta las bandas respectivas a los
oligos, significa que el trabajo esta bien hecho pues no hay contaminacién y, por lo tanto,
nuestras muestras exhibiran unicamente las bandas de DNA amplificado.

IV.S. Electroforesis en gel de acrilamida.

Esta técnica es ampliamente utilizada para separar los fragmentos de DNA
generados por la enzima de restriccion. El inico inconveniente de un gel de poliacrilamida
radica en el calculo inadecuado de las cantidades de los reactivos involucrados, mismo que
se ve reflgjado en la polimerizacién de la acrilamida y la resolucién de las muestras a lo
largo del gel. Si no hay polimerizacion, es decir, si el gel no se ha formado o si no esta
completamente gelificado, es muy probable que la concentracion de acrilamida sea
inapropiada o la cantidad y calidad de algan otro reactivo estin mal indicadas.

Algunas veces, al observar el gel en luz ultravioleta. se cuenta un determinado
nimero de bandas de DNA, y al tomar la fotografia del gel observamos que las bandas
mas ténues no fueron captadas en el papel, ya sea por falta de tiempo de exposicién de la
pelicula o que el tiempo de tincion con bromuro de ctidio fué muy poco, o bien, que el gel
conticne demasiado bromuro de etidio y eso impide que resalten a la vista las bandas mis
pequeiias. De modo que algunos geles tuvieron que ser interpretados directamente bajo
luz UV y los demis se conservan en fotografias.

A continuacion sc presentan los genotipos represetativos de nuestra poblacion
através de la fotografia de un gel de electroforésis (figura 21) y el analisis correspondiente
de la fotografia, lo que se complementa en la siguiente seccién referente a frecuencias
genotipicas y alélicas.

48




GENOTIPOS DEL GEN DE I.A APOLIPOPROTEINA E
EN POBLACION MEXICANA

Figura 21. Gel de poliacrilamida con los genotipos de apo E caracteristicos de la poblacién tnexicana, en
cl que se presentan 5 muestras de DNA (1,2,3,4,5), los carnles marcados con signo (+). corresponden al
DNA digendo con Hha I, y los carriles marcados con signo (-), corresponden al DNA sin digerir, M1 y
M2 son los marcaderes de peso molecular (descritos en la metodologia), ¥ en el extremo 1zquierdo se
los Gtidos F+ y F6

encuentra ¢l blanco (B) que

En la figura 21 se muestran los genotipos del gen APO E representativos de la
poblacion mexicana (E-3/3, E-4/3, E-3/2 y E-4/2). Esta fotografia corresponde a un gel de
clectroforésis en poliacrilamida no desnaturalizante que contiene 5 muestras de DNA
genoémico leucocitario flanqueadas por dos marcadores de peso molecular M1 y M2
(descritos anteriormente en Ja seccion de material y métodos), que permiten determinar el
tamaiio de las bandas del DNA amplificado generadas por cortes GCG'C con la enzima de
restriccion Hha I y que se localizan en los carriles marcados con signo (+), mientras el
DNA amplificado sin digerir esti marcado con signo (-). El DNA sin digerir presenta 3
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bandas sélamente: 1a primera que tiene un peso molecular aproximado de 200 pb, y las dos

restantes que correspond a los oli leotidos F4 y F6, mientras que los DNA’s
digeridos presentan un patrdn de bandas que va de 6 a 8 bandas; de éstos, el DNA con 6
bandas posée pesos moleculares de 91, 48, 37, 35, 19 y 15 pb y pertenece al genotipo E-
3/3 representado por los carriles 1+ y 5+; enseguida se muestran dos patrones con 7
bandas cada uno, y solo difieren en la segunda banda que es mas pesada, ya que el
genotipo E-4/3 (carril 4+) posée bandas de 91, 72, 48, 37, 35, 19 y 15 pb, mientras que el

- genotipo E-3/2 (carril 3+) muestra bandas de 91, 83, 48, 37,35, 19 y 15 pb; cl ultimo
genotipo cs el E-4/2 (carril 2+), que presenta las bandas de 91, 83, 72, 48, 37, 35,19y 15
pb. Nétese que los cuatro genotipos comparten las bandas de 15 a 48 pb y la de 91 pb; de
éstas, las de 35 y 37 pb corresponden a los oligonucledtidos F4 y F6 del blanco,
empleados c¢n la amplificacion del DNA, mismos que sufren hibridaciones entre ellos
mismos. v que se obscrvan también en los carriles con DNA gendmico no digerido. Las
bandas intermedias (72 y 83 pb) son las que marcan la diferencia entre los genotipos, ya
sea, por su ausencia (en el caso de E-3/3), por presencia de alguna de las dos bandas (72
pb para E-4/3 y 83 pb para E-3/2), o la presencia de las dos bandas (E-4/2). La figura 20
muestra todas las combinaciones de los tres alelos (€2, €3 y £4) del gen APO E, mientras
que la fotografia de la figura 21 solo contienc los patrones de bandas que dan origen a
cada uno de los genotipos de apo E en nuestra poblacién.

IV.6. Andlisis de genotipos.

Los resultados fueron tabulados para determinar las frecucncias genotipicas (tabla
5) y alélicas (1abla 6) del gen APO E y, posteriormente, aplicar la prueba de chi cuadrada
(x*) para comparar las frecuencias genotipicas y alélicas mas representativas entre
hombres y mujeres mediante tablas de contingencia 2 X 2 (tabla 7). De acuerdo con los
resultados de la tabla 5, se observa que el genotipo E-3/3 es el mas frecuente en poblacion
mexicana, siendo su valor de 82.3 95; éste es mas comun en hombres (85.0 %) que cn
mujeres (79.6 %), sin embargo. no existe diferencia significativa (p= 0.05, tabla 7).

Tabla 5. Frecuencias genotipicas del gen APOE en poblacién mexicana,

Genotipo S Poblacién toral
n (%)
10¢10.8) 24129

79 (85.0) 153 (82.3)
S(L3) 8(¢4.3)
o 1(0.5)
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El segundo genotipo de mayor fr ia en la p es el E-4/3 con un valor
de 12.9 %, del cual el 15 % corresponde a individuos de sexo femenino y 10.8 % de sexo
masculino; nuevamente, la diferencia cntre ambos sexos no es estadisticamente
significativa (p= 0.05, tabla 7). El siguiente genotipo es el E-3/2, con una frecuencia de
4.3 % en la poblacidn, siendo el 4.3 % en mujeres y 4.3 % en hombres; se observa que
estas frecuencias entre hombres y mujerecs son iguales, no asi ¢l genotipo E-4/2 que sdlo
tiene una frecuencia de 0.5 % cn toda la poblacién, estando sélo presente en el grupo
femenino.

‘Tabla 6. Frecuencias alélicas del gen APOE en poblacién mexicana.

373 153 4 306 o
/3 24 [ 24 24
32 8 8 8 o
472 1 1 o 1
Total 136 14 338 25 372
Frecuencias 0.023 0.909 02.067
Mijeres 923 0.027 0.893 0.081
Hombres 923 0.022 0.926 0.059

£+=, representa la sumatoria de los totales para cada alelo.

En la tabla 6 sc observan las frecuencias alélicas que indican qué tan
frecuentemente se halla presente uno de los tres alelos en la poblacién, ¥ se encontrd que
el alelo £3 tiene una frecuencia del 90.9 °5 en la poblacion; estos datos son muy similares
en hombres y en mujeres, sin embargo, ¢l alelo €4, que tiene una frecuencia general de 6.7
%, se presenta mas frecuente en mujeres (8.1 20), mientras que en hombres esta frecuencia
se ve disminuida a 5.4 %. Esta diferencia entre sexos respecto al alelo £4 podria indicar
que el alelo €4 es mas frecuente en mujeres que en hombres, sin cmbargo, el anailisis
estadistico demucstra que no existe diferencia significativa entre hombres y mujeres
respecto al alelo €4 del gen APO E (tabla 7). El alelo €2 es el menos frecuente en nuestra
poblacién con un valor de 2.4 5. y se presenta con la frecuencias similares en hombres y
mujeres.
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Tabla 7. Analisis istico de las di ias entre ias
ipi y aléli mas repr ivas entre 1j yh
de la pablacion mexicana.

Genotipos Alelo

S
Mujeres 14 (15.0) 74 (79.6) 15 (8.1)
(n=93)

Hombres 10 (10.8) 79 (85.0) 10 (5.9
(n=93)
x

0.785 0.933 1.20

Valores de x* : p= 0.05



V. DISCUSION




V.i. Comparacion con otros estudios

En todo ¢l mundo se han desarrollado investigaci sobre las fr ins alélicas
del gen de la apo E, ¥ sc han encontrado variaciones interesantes entre los diferentes
grupos raciales (Tabla 8). En la mayoria de las poblaciones que se han estudiado, el
genolipo E-3/3 ha sido el mas comiin y la frecuencia con la que aparece oscila en un rango
de 50 o (Nueva Zchmdn) (Mahley y Rall, 1995) a 80 26 (en nuestra mucstra) de Ia

on, con on de los Sud. cn quicnes la frecuencia del genotipo E-3/3 es
muy baja (39.8 %) (Mnhley y Rall, 1995). El segundo genotipo mis frccucntc cs el E-4/3
con una frecuencia de ~15 % (Caucasicos) (Tang, 1996) a ~25 2 (Nuecva Zclanda)
(Mahley y Rall, 1995); del cual nuestra muestra presenta una frecuencia de 12.9 % y los
Chinos un valor similar (11.6 %); también, cn las poblaci de Sudan, Finlandia (Mahley
¥y Rall, 1995; Hallman, 1991; Ehnholm, 1986), y los Africo-Americanos (Tang, 1996)
residentes en Nueva York, sc obscrva éste genotipo como el segundo de mayor frecuencia
(35.9 %, 35 5 %%y 35.7 % respectivamente), solo que estos valores rebasan en mucho a las
£ nor e radas, debido a que ¢l alelo €4 tiene una frecuencia alta en
éstas poblaciones (Sudan: &4, 29.1 %; £3, 61.9 %,; £2, 8.1 %, Africo-Americanos: &4, 20.0
%; £3, 73.0 %; £2, 7.0 %; Finlandia: &4, 234.4 %; &3, 69.5 26, £2. 6.2 %) (Mahlcy y Rall,
1995; Tang, 1996 Hallman, 1991). EI tercer genotipo mas frecuente es el E-3/2, para
todas las pobl estudiad, o en Jay Chinos y Malayos donde fué el
segundo mias comin (Hallman, 1991) (ver tabla 8), de las cuales, nucstra poblacién tiene
hasta el momento el valor mis bajo (4.3 %%). El genotipo de mas baja frecuencia en nuestra
poblaciéon es el E-4/2, cuyo valor (0.5 23) coincide con las frecuencias determinadas en
otras poblaciones, como ios Malayos, Indics, Japoneses y Caucasicos, salvo en la
poblacién de Sudan donde la frecuencia de E-4/2 es de 4.9 %5 por su clevada frecuencia
del alelo €4 (Mahley y Rall, 1995). Por otra parte, la poblacion Hispana de la ciudad de
Nueva York no presenta éste genotipo (Schellenberg, 1995; Tang, 1996).

En la mayoria de las poblaciones se ha encontrado que las frecuencias de los alelos
£4 y £2 son muy bajas. por lo que los genotipos E-4/4, E-4/2 y E-2/2 son muy raros, y la
poblacién mexicana no es la excepcion ya que cr nuestra poblacién no se han encontrado
individuos homocigotos para los alclos €3 y €2; lo mismo sucede con los resultados
obtenidos por Tang y cols. (Tang, 1996). al estudiar las frecuencias de apo E en
Cauciasicos, puesto que no reportaron la custcncm de genotipos E-4/3 y E-2/2; mientras
que. Hallman y cols. reportaron la de b igotos para cl alelo €2 en la

ion de Islandia (Halt: 1991). Hong y cols. (Hong, 1996), realizaron otro estudio
en poblacion China y cncontraron que no hay homocigotos de €4 y €2. Nuestros hallazgos
son congrueates con éstas observaciones, y aun con las reportadas por Mak y cols. (Mak,
1996), (tabla 8) en donde se puede ver que hay baja frecuencia de éstos genotipos (E-4/3

y E-2/2).
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Kamboh y cols. (Kamboh, 1995), pararon los genotipos de dos grupos
culturales de Papaa Nueva Guinea: los Huli y los Pawaia. Los Huli son caracterizados por
una frecuencin de £4 extremadamente alta, aproximadamente 7 veces mis que en nuestra
poblacién; y baja fr ia del alelo €3, 2.5 veces menos que en nuestra poblacién (3,
35.6 %; €4, 49.0 %; €2, 15.4 %). Los Pawaia tiencn genotipo muy diferente al anterior
pero similar a los negros (€3, 60.3 %6; £4, 25.9 %; €2, 13.8 %).

Tabla 8. Frecuencias genotipicas y alélicas en diferentes poblaciones. Comparacion
con las frecuencias determinadas er poblacion mexicana.

Poblacion Frecuencias geno Frecuencias alélicas
UsA4 3.0 14.0 58.0 22.0 1.3 2.0 11.0 76.0 13.0
Canadd 3.9 20.6 61.8 2.8 2.0 2.0 15.2 77.0 7.8
Alemania 2.8 22.9 59.8 12.0 1.0 1.5 15.0 77.3 77
Escocia 1.0 24.8 58.3 12.8 0.5 2.8 15.0 77.0 8.0
Nueva 0.9 25.1 514 20.0 1.4 .2 14.1 73.9 2.0
Zelanda

Suddn 8.7 35.9 39.8 2.7 1.0 4.9 29.7 61.9 a1
Africo- 1.3 35.7 s50.0 10.4 0.6 1.9 20.0 73.0 70
Americanos

(Nueva York)

Caucdsicos (4 17.0 69.6 2.5 o 0.9 9.0 84.0 7.0
(Nueva York)

Hispanos 1.4 17.4 67.6 13.2 1.5 o

(Nueva York)

Istandia 3.2 23.2 60.0 10.3 o 3.2

Finlandia 5.9 35.5 46.8 9.9 - 0.5 1.5

Hungria 1.0 22.8 65.3 7.9 20 Lo

China* 1.1 11.6 69.5 15.3 1.6 11

China** o 14.0 71.9 1.8. o (1.8

Japon 1.3 11.3 72.1. . 13.8 0.6 - 09

Indiies 1.4 218 68.3 7.0 0.7 0.7

(Singapur) X | . R

Malayos 3.4 16.1 60.2 . 169 2.5 0.8 -

(Singapur) B ol

Tyroleanos 2.1 17.3 64.0 13.2 1.3 20X

(Austria) . Tty

Méxicot o 12.9 82.3 4.3 o . 0.5 -

* Mak, 1996. i

== Hong, 1996.

§ Muestra de 186 indivi dela
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En un estudio similar se an las poblaci

abori de Australia y
América, que se caracterizan por la ausencia del alelo €2, mientras que las poblaciones de
Africa y Oceania se caracterizan por una fr ia relativ. e alta del alelo 4
(Kamboh, 1995).

La frecuencia del gen apo E en muchas poblaciones Europeas y Norte Americanas
es muy homogénca (3, 76-79 %; €4, 11-15 %; €2, 6-10 %) (Roses, 1995), con la
excepcién de la poblacién Finlandesa donde el alelo €4 es rmucho mis prevalente (Mahley
y Rall, 1995; Ehnholm, 1986), y en nuestra poblacidén la frecuencia del alelo &3 es
extremadamente alta (90.9 96), mientras que los alelos €4 y €2 tienen frecuencias bajas
(6.7 % y 2.4 % respectivamente), tal y como lo reportaron Relkin y cols. al estudiar los
fenotipos de apo E en una poblaciéon Maya (£3: 91.1 %, &4: 8.9 % y £2: 0.0 %) (Relkin,
1996).

Los Asiaticos (especificamente Chinos y Japoneses) ticnen frecuencias
relativamente altas de £3 (83-85 %), igual que los Mexicanos de nuestra poblacién y los
Mayas estudiados por Relkin y cols. En contraste, los Africanos de Sudian y Nigeria
{Mahley y Rall, 1995) tienen bajo nivel de €3 (~61 2%) y alto nivel de £4 (~30 %). Un
estudio comparativo de los genotipos de apo E en negros y blancos en Estados Unidos
revela que los negros se asemejan a los Sudanescs y Nigerianos (&3, 80.3 % en blancos vs.
65.5 % en negros; &4, 11.9 % en blancos vs. 23.2 % en negros; £2, 7.7 % en blancos vs.
11.5 % en negros) (Mahley y Rall, 1995). Las frecuencias halladas en blancos sc parecen a
las Européas y Norte Americanas, pero también difieren de nuestra poblacion mexicana.

Se ha visto que la frecuencia de APO E-€4 declina con la edad en los Caucisicos, y
se atribuye a la alta mortalidad por enfermedades cardiacas, debido a los altos niveles de
colesterol relacionados con el alelo €4 de la apo E (Cumming, 1984; Tsai, 1994; Tang,
1996). En contraste, la APO E-£4 no predice niveles altos de colesterol y triglicéridos en
nifios y adultos de origen Africano (Tang, 1996). En nuestra poblacion no existe diferencia
significativa entre los individuos mayores de 60 afios de edad y los que son menores de 60
afios, respecto al alelo £4 del gen APO E. Con ésto se rechaza la sospecha de que no hay
muchos individuos mayores de 60 aiios portadores del alelo €4 debido, ¢al vez, a que
mueren por enfermedades cardidcas, por acumulo de colesterol, antes de alcanzar ésta
edad. Y como los individuos menores de 60 afios también presentan baja frecuencia del
alelo €4, significa que ¢l alelo £4 esta distribuido en forma homogénea en nuestra
poblacion.

La frecuencia del alelo €4 en esta muestra de la poblacién mexicana es la mas baja
que se ha encontrado hasta cl momento, sin embargo, ya se ha reportado la misma
frecuencia (&4: 6.7 %6) en una poblacion Japonesa (Relkin, 1996).

Aunque el alelo £4 es mas frecuente en Africanos, los casos con EA de origen
Caucidsico ticnen en mayor frecuencia el alelo €3 que los Africanos ¢ Hispanos. Por el
contrario, los Africanos tisnen alto nivel de €2 pero no los Caucasicos ¢ Hispanos en
quienes la frecuencia de €4 es significativamente mis alta en los casos con EA que entre
los controles. Los casos con EA de origen Africano no tienen dosis elevada de e4.
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Se considera la posibilidad de que existan factores genéticos o ambientales no
identificados que reducen el riesgo de EA entre los Africo-Americanos heterocigotos para
APOE-£4 (Tang, 1996).

Como ya se ha visto, las frecuencias de APO E varian en diferentes poblaciones, y
en Asiiticos, la frecuencia de £4 es baja entre controles, principalmente en los Chinos y los
Jap lo cual coincide con nuestros datos. Por otro lado, se¢ ha reportado que la
frecuencia de APOE-e4 es mis alta en mujeres que en hombres de origen Chino (Mak,
1996). Esto es muy importante ya que puede ser indicativo de que las poblaciones China y
Mexicana tengan ancestros que probablemente compartian los mismos patrones genéticos
para la apolipoproteina E, y que por alguna causa se dividieron en dos poblaciones
completamente distintas. También es notable la semej de la fr ia aparentemente
mas alta del alelo £4 en mujeres mexicanas que en hombres; aunque, estadisticamente no
existe diferencia significativa entre hombres y mujeres (tabla 7). tal vez si se realiza el
estudio en una poblacion mayor pudiera existir diferencia significativa entre ambos scxos.
De ser asi, se obtendria un punto mis a favor del argumento de que los Mexicanos nos
parecemos a los Chinos respecto al gen APO E.

No solo existe semejanza de nuestra poblacion mexicana con los Chinos en cuanto
al alelo &4, también las frecuencias del alelo €3 se parecen segun lo reportan Hong y cols.
(Hong, 1996), pues existe una frecuencia de 85.1 % para el alelo €3 en Chinos, mientras
que en Mexicanos la frecuencia de €3 es de 90.9 %. Ademas de las semejanzas entre las
frecuencias alélicas, de una y otra poblaciéon (China y Mexicana), como ya sc¢ menciond
Hong y cols. repontaron que no hay individuos homocigotos para los alelos g4 y €2 en
China, y lo mismo hemos encontrado en ésta muestra de la poblacién mexicana pues los
genotipos E-4/4 y E-2/2 no estan presentes en ella. Quizas la semejanza genética entre
Chinos y Mexicanos sea mayor, tal vez las frecuencias de otros genes también resultan ser
comunes para ambas poblaciones. Estos datos pueden ser de interés para todos aquellos
interesados en la Antropologia v el origen comun de los hombres, y ¢l por qué de la
diversidad de razas: ya que existe una fuerte teadencia a pensar que ¢l continente
Americano fué colonizado por pobladores de Asia, hace muchos miles de afios, quienes
cruzaron el Estrecho de Bering v se dispersaron por todo el continente (Cavalli-Sforza,
1991). Segin afirman, las poblaciones Asiaticas ¥ las Americanas son comunes ¢n su
origen, y nuestros resultados pueden contribuir con ¢stas investigaciones: ademas,
nuestros datos permiten conocer mejor la estructura genética de la poblacién mexicana en
lo que se refiere al gen APO E.. Lo cierto ¢s que éstos resultados seran de utilidad para
comparar la frecuencia del alelo £+ en poblaciéon mexicana que sufre de 1a Enfermedad de
Alzheimer y poder establecer si este alelo es un factor de riesgo para desarrollar la EA en

nuestra poblacion.
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VI. CONCLUSIONES




El gen de la apolipoproteina E esta presente en sus tres isoformas en la poblacién
mexicana estudiada, de las cuales el alelo £3 es el mas comin (90.9 2%), el alelo £4 es el
segundo mais frecuente (6.7 25) ¥ el alelo £2 es el menos frecuente con un valor de 2.4

%.

Esta muestra de la poblacion mexicana presenta solamente cuatro genotipos del gen
APO E: un genotipo homocigoto para el alelo £3 (E-3/3) con frecuencia de 82.3 %, y
los genotipos heterocigotos E-4/3, E-3/2 y E-4/2 con frecuencias de 12.9 %, 4.3 % y

0.5 % respectivamente.

La muestra de la poblacion mexicana estudiada resulté ser muy similar a las
poblaciones Asiaticas, en particular a los Chinos, debido a la elevada frecuencia del
genotipo E-3/3; los valores de frecuencia para los genotipos E-4/53, E-3/2 y E-4/2 son
muy similares y ademas, hay ausencia de los genotipos E-4/4 y E-2/2,

La frecuencia del alelo €4 esta distribuida en forma homogénea en ambos sexos, y es la
mas baja reportada hasta la fecha en personas de origen mexicano. Para saber si el alelo
£4 es un factor de riesgo para desarrollar la Enfermedad de Alzhcimer en nuestra
poblacion, habrian que analizarse los genotipos de personas que padezcan la
enfermedad y comparar sus frecuencias alélicas con las reportadas en este trabajo.
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