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Variacion e identidad del gen APOE en cinco etnias mexicanas (Mixes, Coras, Otomies)

RESUMEN

El gen APOFE participa en el transporte sanguineo de colesterol y triglicéridos y en los seres
humanos presenta dos mutaciones puntuales que producen tres variantes alélicas predominantes
(APOE2, APOE3 Y APOE4). En este trabajo se determinaron las frecuencias de estas variantes
en tres poblaciones indigenas mexicanas (Mixes, Coras y Otomies) y se compararon con valores
reportados para otros grupos humanos. Se encontraron diferencias importantes en la frecuencia de
APOE4 que separa a Coras de Otomies y Mixes y sugiere la existencia de un gradiente en
Norteamérica en el que la frecuencia de APOE4 se incrementa conforme aumenta la distancia al
ecuador. No se encontr6 APOE2 en ninguna de las poblaciones examinadas. Las frecuencias
alélicas observadas pueden ser el resultado de diferencias en los procesos demogréficos, en el

flujo genético y/o en la interaccion entre deriva génica y seleccion natural a través de la historia.

ABSTRACT

The APOE gene plays an important role in the transport of cholesterol and triglycerides in the
blood showing three predominant alleles (APOE2, APOE3 and APOE4) in humans, produced by
two point mutations. We determined the allelic frequencies in three Mexican indigenous
populations (Mixes, Coras and Otomies) and compared them with reported frequencies from
other human groups. Important differences in the APOE4 frequency were observed separating
Coras from Otomies and Mixes and suggesting the existence of a gradient along northern
America in which APOE4 frequency increases away from the equator. The APOE2 variant was
not found in the examined populations. The observed allele frequencies may result from
differences in demographic processes, gene flow and/or the interaction between genetic drift and

natural selection throughout history.



INTRODUCCION

Los lipidos son transportados en el torrente sanguineo agregados en complejos solubles de
lipoproteinas (Mahley e Innerarity, 1983). Las apolipoproteinas son el componente proteico de
dichos complejos, y se caracterizan por presentar hélices anfipaticas que solubilizan moléculas
lipofilicas (Segrest et al., 1992; Mahley, 2000). La principal funcion de la apolipoproteina E
(apoE) es el transporte y remocion de colesterol y triglicéridos (Mahley et al., 2000). La apoE es
un ligando del receptor para lipoproteinas de baja densidad (LDLr) que estimula la endocitosis
de lipoproteinas sanguineas (Mahley e Innerarity, 1983; Rudenko y Deisenhofer, 2003; Hauser et
al., 2011), via por la cual el colesterol y otros lipidos son removidos de la circulacion por el
higado (Ishibashi ef al. 1994). En Mus musculus, la sobreexpresion de APOE protege contra la
aterosclerosis inducida por la dieta (Shimano et al, 1992) mientras que ratones knockout
presentan niveles altos de colesterol y una mayor susceptibilidad a la aterosclerosis (Zhang et al.,
1992). Algunos estudios han demostrado que ratones deficientes en apoE son mas susceptibles a
la neurodegeneracion (Walker et al., 1997; Robertson et al., 1997) ya que dicha proteina es,
dentro del sistema nervioso central, el transportador mas importante de colesterol, un compuesto

esencial para el desarrollo y regeneracion neuronal (Hauser et al. 2011).

El gen APOE se encuentra en el brazo largo del cromosoma 19, tiene una longitud de 3.6
Kb, tiene tres intrones de 760, 1092 y 582 pb y cuatro exones de 44, 66, 193 y 860 pb (Paik et al.,
1985). Se expresa en el higado, macrdéfagos, cerebro y piel (Mahley y Rall, 2000) y en menor
medida, en la médula d6sea, pulmones, glandulas adrenales, ovarios y rifiones lo que sugiere su
participacion en procesos no relacionados con el transporte de lipidos sanguineos (Mahley, 1988;
Hauser et al., 2011). Existen tres variantes alélicas del gen APOE, €4, €3 y €2, que resultan de dos
transiciones (C***7 ->T y C*” ->T) en el cuarto exon (Nickerson et al., 2000). Los productos de
cada alelo difieren en el residuo 112 (apoE4 presenta arginina mientras que apoE3 y apoE2
presentan cisteina) y 158 (apoE3 y apoE4 tienen arginina y apoE2 cisteina). Esto modifica
funcionalmente a las tres isoformas ya que apoE3 y apoE4 se unen in vitro al receptor de LDL
con una afinidad equivalente mientras que apoE2 presenta s6lo el 2% de dicha capacidad;
adicionalmente, apoE3 y apoE2 presentan mayor afinidad por lipoproteinas de alta densidad

(HDL) ricas en fosfolipidos mientras que apoE4 se une preferentemente a las lipoproteinas de
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muy baja densidad (VLDL), ricas en triglicéridos, y a los remanentes de quilomicrones (Gregg et
al., 1986, Weisgraber, 1990; Dong et al., 1994; Mahley y Rall, 2000). Como resultado, los
niveles de triglicéridos y colesterol de los portadores de uno u otro alelo son distintos; €3 es el
alelo mas comin y con €l se definen los valores estandar de triglicéridos, colesterol, apoE y apoB
sanguineos. La variante €2 estd asociada con concentraciones elevadas de triglicéridos y apoE
plasmaticos asi como con niveles bajos de colesterol y apoB (Nickerson et al., 2000). Por otro
lado, €4 se ha relacionado con concentraciones bajas de apoE sanguineo y con niveles altos de
apoB y colesterol plasmaticos (Davignon et al., 1988; Wilson, 1995). En consecuencia, &4
aumenta el riesgo de padecer enfermedad cardiovascular (Mahley y Rall, 2000) al tiempo que €2

lo disminuye (Assmann et al., 1984; Bennet et al., 2007).

Existen diferencias geograficas y étnicas en las frecuencias alélicas de APOE (Mahley y
Rall, 2000) ya que sus alelos se distribuyen a lo largo del planeta en un patréon no aleatorio. En
todas las poblaciones estudiadas hasta la fecha, €3 es el alelo prevalente con una frecuencia en el
intervalo 0.50 - 0.90; la poblacion maya presenta una de las frecuencias mas elevadas de €3 en el
mundo (0.9) (Corbo y Scacchi, 1999). La frecuencia de €2 oscila entre 0.01 y 0.15 lo que hace de
€2 el alelo més raro (Mahley y Rall, 2000). Sub-Saharianos, Malayos y Papuas tienen valores
particularmente elevados de este alelo (Singh et al, 2006) mientras que los Inuits,
Sudamericanos, Siberianos y Mongoles lo presentan en frecuencias bajas o carecen
completamente de ¢l (Corbo y Scacchi, 1999). La prevalencia de €4 varia considerablemente
entre poblaciones con valores entre 0.05 y 0.35. Pigmeos, Tutsi y Khoi San de Africa Central,
Paptias y Aborigenes de Oceania asi como Sami del Artico, presentan los valores més altos
(Corbo y Scacchi, 1999) mientras que frecuencias muy bajas se encuentran en grupos
mediterraneos y asiaticos (Egert et al., 2011). La presencia de apoE4 aumenta junto con la latitud
en Eurasia y Norteamérica pero disminuye latitudinalmente en Africa (Gerdes ef al., 1992; Corbo

y Scacchi, 1999; Singh et al., 2006; Borinskaya et al., 2007; Egert et al., 2011; Hu et al., 2011).

El analisis de la secuencia de APOE indica que €4 es la condicion ancestral de la cual
derivo €3 y a partir del cual habria surgido €2 (Hanlon y Rubinsztein, 1995; Fullerton et al.,
2000). La region flanqueante a la mutacion puntual C***” ->T que diferencia €3 de €4, presenta
una variacion menor a otras regiones del gen que se ha interpretado como evidencia de un barrido
selectivo a favor de €3 en la poblaciéon humana (Fullerton et al., 2000). Esto ha llevado a pensar
que €3 presenta ventajas selectivas sobre €4 aunque aun no es claro en qué aspecto (Hanlon y

Rubinsztein, 1995). Por otro lado, los efectos amplios y deletéreos de apoE4 han provocado
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preguntas acerca de su alta presencia en algunas poblaciones asi como acerca de los procesos

evolutivos adaptativos que explican su distribucion (Eisenberg et al., 2010).

El aumento en la longevidad de las poblaciones humanas aumenta la frecuencia de
enfermedades cardiovasculares y este fendmeno mas fuerte en poblaciones con altas frecuencias
de €4 (Corbo y Scacchi, 1999). Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de
mortalidad (17.2%) en la poblacion mexicana (SINAVE/DGE/SALUD, 2012) pero no en la
poblacion indigena (alrededor de 8.7 millones de personas en mas de 60 etnias), pero su
incidencia va en aumento (INEGI, 2004). El analisis de la composicion alélica de APOE en las
poblaciones es 1til no soélo para obtener indicios acerca de la historia evolutiva de las mismas
sino como herramienta para conocer la emergencia de enfermedades cardiovasculares y para
disenar politicas de salud publica adecuadas para las diferentes etnias que forman parte de
nuestro pais y para la poblaciéon mexicana en general cuya herencia indigena esta distribuida en
todo el pais aleatoriamente (Gonzalez-Sobrino et al., En preparacion). Dada la importancia de
APOE en la historia evolutiva de las poblaciones humanas asi como su relacion con la incidencia
de enfermedades cardiovasculares, en esta tesis estudio la distribucion de las frecuencias alélicas
de este gen en tres poblaciones indigenas de México (Mixes, Coras y Otomies) que tienen
diferentes historias, modos de vida y grados de similitud genética evaluados con marcadores
moleculares neutrales como el DNA mitocondrial (mtDNA) y el cromosoma Y (Gonzilez-
Sobrino et al., En preparacion). Asimismo, comparo la variacion del gen 4POE de estas tres
etnias mexicanas con varias poblaciones en el mundo que incluyen a los Nahuas, Mazatecos,

Tarahumaras y Huicholes que son también etnias mexicanas.

ANTECEDENTES

Bioquimica de APOE

ApoE es un componente de las VLDLs secretadas por el higado, y se incorpora a los
quilomicrones poco después de la secrecion de éstos por el intestino delgado (Mahley y Rall,
2000). La mayor parte de la ApoE plasmatica, que tiene una concentracion de 20-60 mg/L
(Minihane et al., 2007), se produce en el higado y los macrofagos, pero APOE se expresa



también en el cerebro, la médula, los pulmones, las gldndulas adrenales, los ovarios y los rifiones
(Mahley, 1988; Hauser et al., 2011). Su funcién principal es transportar y remover del torrente
sanguineo colesterol en lipoproteinas de baja densidad (LDL-C), colesterol lipoproteico de alta
densidad (HDL-C), colesterol lipoproteico de muy baja densidad (VLDL-C) y triglicéridos
(Mahley et al., 2000). Para ello, actia como ligando de alta afinidad para distintos receptores
membranales, entre ellos la proteina 1 relacionada con el receptor de LDL (LRP1), el receptor 2
de apoE (apoER?2), el receptor de VLDL (VLDLYr) y el receptor LDL apoB-E (LDLr) (Hauser et
al., 2011; Kuhlmann et al., 2010). Entre ellos, el mas importante es LDLr que es una proteina
integral de membrana (839 aminoacidos) que participa en la endocitosis - mediada por clatrinas -
de lipoproteinas sanguineas (Mahley e Innerarity, 1983; Rudenko y Deisenhofer, 2003; Hauser et
al., 2011), via mediante la cual el colesterol y otros lipidos son removidos de la circulacion
(Ishibashi ef al. 1994). La Proteina relacionada con el receptor LDL (LDL receptor related-
protein, LRP) es un receptor alternativo de apoE. Es una molécula de 600 000 Da, miembro de la
familia de receptores de LDL, y participa en el metabolismo de remanentes de quilomicrones en
el higado (Mahley y Ji, 1999). Cuando éstos entran al espacio de Disse, una alta concentracion de
sulfato de heparano (HSPG) en los hepatocitos los atrapa para ser posteriormente procesados por
la lipasa hepatica (HL) y la lipoproteinlipasa (LPL) previo a su transferencia hacia LRP, que al
activarse promueve la endocitosis (Mahley y Rall, 2000; Mahley y Ji, 1999).

La acumulacion de apoE en la superficie de las lipoproteinas disminuye la tasa de lip6lisis
sobre éstas (Huang et al., 1998; Rensen y van Berkel, 1996) y el aumento en la sintesis y
secrecion de apoE hepatica se asocia con una mayor sintesis y secrecion hepatica de VLDLs
(Huang et al., 1998). Adicionalmente, al tener una mayor afinidad por LDLr que apoB, apoE
evita la remocion de la primer especie junto con sus lipidos asociados (Mahley e Innerarity, 1983;
Mahley y Ji, 1999). Mediante estos mecanismos apoE influye en los niveles de lipidos de forma

alternativa a su papel en la endocitosis.

En el raton (Mus musculus) la sobreexpresion de APOE protege contra la aterosclerosis
inducida por la dieta (Shimano et al., 1992) al tiempo que ratones knockout presentan mayor
susceptibilidad (Zhang et al., 1992). Algunos estudios han demostrado que ratones deficientes en
apoE son proclives a la neurodegeneracion (Walker et al., 1997; Robertson et al., 1997) ya que
dicha proteina es, dentro del sistema nervioso central, el transportador mas importante de
colesterol, un compuesto esencial para el desarrollo y regeneracion neuronal (Hauser et al.,

2011). Su expresion aumenta en zonas dafiadas del sistema nervioso periférico, y APOE ha sido
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identificado como uno de los genes que modifican la probabilidad de desarrollar enfermedad de

Alzheimer (Mahley y Rall, 2000).

El precursor de apoE es una sola cadena (Mahley y Rall, 2000) formada por 317
aminodacidos; los primeros 18 son parte de una secuencia sefial que se separa para producir el
producto maduro que es una glicoproteina de 299 aminodcidos (masa molecular de 34 KDa)
ordenada en dos dominios separados por una “bisagra” (residuos 167-205) (Wetterau et al., 1988;
Aggerbeck et al., 1988, Chen et al., 2011). El dominio del extremo amino terminal (residuos 1-
167) es rico en aminoécidos alcalinos y se organiza en cuatro hélices (residuos 24-42, 54-81, 87-
122, 130-164) ordenadas de forma antiparalela, con las hélices 1 y 2 unidas por una pequena
hélice adicional (residuos 44-53). En la cuarta hélice se localiza el sitio de interaccion con
heparina y LDLr. (Wilson ef al, 1999). El dominio carboxilo terminal (residuos 206-299)
contiene la region de union a lipidos (Chen ef al., 2011) cuya estructura no ha sido descrita con
alta resolucion (Hauser et al., 2011) pero en la que estudios in silico predicen alfa hélices

anfipaticas formadas por los residuos 210-266 y 268-289 (Segrest et al., 1992).

La configuracion de apoE en estado libre intercala las hélices del dominio carboxilo entre
las hélices del dominio amino, lo que obstruye el sitio de reconocimiento para LDLr (Segrest et
al., 1992; Chen et al., 2011) y expone los residuos hidrofobicos permitiendo la interacciéon con
lipidos. La unién con estos compuestos provoca un cambio conformacional en el que los
dominios carboxilo y amino se alejan, y las superficies hidrofobicas giran hacia las moléculas de
lipidos mientras que las superficies hidrofilicas lo hacen hacia la solucion, activando la funcioén
de ligando de apoE y estabilizando el complejo apoE-lipido (Chen ef al., 2011) que se agregan en
una bicapa discoidal, con las apolipoproteinas circunscritas en la periferia (Innenarity et al.,

1979; Pitas et al., 1980; Sparrow et al., 1985).

Genética de APOE

El gen APOE se encuentra en un cimulo de 45 Kb que también contiene los genes de APOCI,
CII, CIV y el pseudogen CI (Allan et al., 1995). La region 5 al sitio de inicio de la transcripcion
presenta la secuencia TATAATT (homdloga a la caja TATA) en la posicion -33. Dos secuencias
palindromas con alto contenido de GC se localizan en las posiciones -76 a -46 y -144 a-108.

Cuatro elementos de la familia Alu han sido identificados, dos de los cuales se sittan en el



segundo intrén, uno en la region flanqueante 5° y un ultimo en la region flanqueante 3’ (Paik et

al., 1985).

La combinacion de dos transiciones (C*7->T y C*”->T) permite la existencia de cuatro
haplotipos; T***’-T*" define al alelo €2, T**7-C*" genera la variante €3 y C***’-C*” corresponde
al alelo €4 (Nickerson et al., 2000). La Gltima combinacion es C***’-T*”, que produce al alelo
€3r, que ha sido encontrado s6lo en cuatro individuos y que se origina por mutaciones puntuales a
partir de €3 6 €4 (Seripa et al., 2007). El producto de cada alelo es distinto: ApoE3 (a partir de €3)
presenta un residuo de cisteina en la posicion 112 y uno de arginina en 158; apoE4 (codificado
por €4) presenta arginina en las dos posiciones y apoE2 (€2) tiene cisteina en ambas (Weisgraber
et al., 1981; Utermann, 1987). El cambio de arginina por cisteina en la posicion 158 (apoE2)
modifica las interacciones electrostaticas entre los residuos de la hélice 4 y entre la hélice 4 y la
hélice 3, lo que reduce el potencial idnico de los residuos 140-150 (parte del sitio de union con
LDLr). La sustitucion de cisteina por arginina en apoE4 genera una nueva interaccion
electrostatica entre las posiciones 109 y 112, lo que modifica la orientacion de residuos de la
cadena (Wilson et al., 1991). Las diferencias entre alelos impactan los niveles sanguineos de
colesterol: €3 define los valores “normales” de triglicéridos, colesterol, apoE y apoB sanguineos,
€2 esta asociado con concentraciones elevadas de triglicéridos y apoE plasmaticos; asi como
niveles bajos de colesterol y apoB (Nickerson et al., 2000) y €4 ha sido relacionado con
concentraciones bajas de apoE sanguineo y con niveles altos de apoB y colesterol plasmaticos
(Davignon, et al., 1988; Wilson, 1995). Se ha propuesto que los seis genotipos posibles de APOE
son responsables del 10% de la variacion total de la concentracion de colesterol sanguineo en la
poblacion mundial (Mahley y Rall, 2000). Consecuentemente, los portadores de €4 presentan un
mayor riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares (CVD), debido a los altos niveles de
colesterol sanguineo asociados y a mecanismos adicionales como diferencias en el estado
oxidaivo y la inflamacion crénica pueden contribuir al riesgo de desarrollar CVD (Jofre-Monseny

et al., 2008).

Evolucion de APOE

La relacion filogenética entre los tres alelos se resolvid al comparar con APOE de primates no
humanos. La forma ancestral es €4, de la cual derivd €3, y a partir del cual habria surgido €2

(Hanlon y Rubinsztein, 1995; Fullerton et al., 2000).
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Hélice 1 Hélice 2 Hélice 1 Hélice 2
P

Figura 1. Estructura tridimensional de las regiones de apoE, resaltando las diferencias entre
isoformas. (A) Cambio de los puentes salinos en la hélice 4 de apoE2 que reduce la afinidad por
LDLr, con el sitio de reconocimiento sefialado en el recuadro (Tomado de Mabhley et al., 2009).
(B) Region de las cuatro hélices donde se aprecia la modificacion estérica en las hélices 2 y 3 de

apoE4. (Tomado de Mahley y Huang, 1999).

Otros primates no presentan polimorfismo, y su secuencia corresponde a €4, lo que sugiere que
€3 apareci6 posterior a la divergencia entre humanos y chimpancés (Hanlon y Rubinsztein, 1995).
Cuando se examina a nivel de secuencia nucleotidica, APOE es uno de los genes humanos menos

variables, (1=0.0005) y tiene evidencias de seleccion positiva a favor de €3 (Fullerton et al.,

2000).
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La baja frecuencia o ausencia de €2 en grupos americanos, siberianos y mongoles (Corbo
y Scacchi, 1999) ha llevado a proponer que los grupos del norte de Asia que cruzaron hacia
América no tenian dicho alelo (Cavalli-Sforza et al., 1994), ya sea por efectos de deriva génica o
debido a que su aparicion fue posterior a la dispersion del hombre hacia América (Fullerton et al.,
2000). La frecuencia de apoE2 en los distintos grupos humanos fluctia sin ninguna tendencia
aparente y sus propiedades no parecen ofrecer ninguna ventaja selectiva en ningun ambiente
(Corbo y Scacchi, 1999), ya que la proteccion hacia la enfermedad cardiovascular se manifiesta
en edades post-reproductivas. La presencia de €2 en algunos nativos americanos se ha atribuido a
eventos de migracion, aunque algunos autores proponen que dicho alelo se encuentra
naturalmente en dichas poblaciones y sugieren la existencia de un gradiente latitudinal en
Sudamérica (Demarchi et al., 2005), aunque es necesario recopilar mas evidencia para corroborar

dicha hipotesis.

En el hemisferio norte, la frecuencia de ¢4 disminuye del ecuador a los 35 °N y aumenta
con la latitud a partir de los 35 °N (Eisenberg et al., 2010). Las poblaciones africanas tienen de
dos a tres veces la frecuencia encontrada en poblaciones de Europa Central, y alrededor del 34%
de los nativos de Africa portan al menos una copia de €4 (Sandholzer et al., 1995). La proporcion
observada en aborigenes australianos es el doble de la registrada en poblaciones australianas con
ascendencia europea (Kamboh et al., 1991). En la poblacion mexicana, la frecuencia de &4
depende del grado de urbanizacion asi como del impacto del flujo genético europeo; en
Guadalajara la frecuencia es baja (0.08) pero aumenta hasta 0.28 en los huicholes de Nayarit
(Aceves et al., 2006). La estructura de la poblaciéon humana (a nivel global) no explica las
diferencias en la prevalencia de apoE4 entre grupos humanos (Eisenberg ef al., 2010) por lo que
se ha propuesto que la seleccion natural ha tenido un papel importante (Fullerton et al., 2000;

Eisenberg et al., 2010).

Se ha especulado mucho acerca de los procesos evolutivos que explican la distribucion
alélica de APOE (Sing y Davignon, 1985; Corbo y Scacchi, 1999; Martin, 1999; Allen et al.,
2005; Prentice et al., 2005; Singh et al., 2006; Borinskaya et al., 2007; Reser, 2009; Eisenberg et
al., 2010). El gen presenta signos de seleccion positiva en humanos cuando se compara con
chimpancés (Pan troglodytes) (Vamathevan et al., 2008), lo que sugiere la existencia de
presiones selectivas filogenéticamente recientes (Eisenberg et al., 2010); ademas, el andlisis de la
variacion molecular sugiere un reemplazo de €4 por €3 en la poblacién humana (Fullerton ef al.,

2000). Esto, como ya se menciond, ha llevado a pensar que €3 presenta ventajas selectivas sobre
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€4, aunque aun no es claro en qué aspecto, ya que la predisposicion de €4 hacia la enfermedad
cardiovascular no funciona como explicaciéon debido a que dichos padecimientos, de haber
existido en tiempos anteriores a la sociedad humana moderna, aparecen en etapa
postreproductiva, de manera que escaparian al mecanismo selectivo (Hanlon y Rubinsztein,
1995). Algunos estudios plantean que tanto €3 como e2 son adaptaciones a la ingesta de carne y a
la extension de la longevidad (Finch y Stanford, 2004; Allen et al., 2005). Por otro lado, los
efectos amplios y deletéreos de apoE4 han provocado preguntas acerca de su alta presencia en
algunas poblaciones, asi como acerca de los procesos evolutivos adaptativos que explican su
distribucion (Eisenberg et al., 2010). Los grupos con valores mds extremos de €4 y €3 parecen ser
los mas aislados, geografica o culturalmente (Mahley y Rall, 2000), por lo que la deriva génica
parece tener un papel importante. Las frecuencias mas altas de €4 pertenecen a poblaciones
indigenas Africanas que presentan un estilo de vida de cazadores-recolectores, mientras que las
frecuencias mas bajas aparecen alrededor de los centros agricolas histéricos, como Medio
Oriente, sur de Europa, sureste de Asia, y Centroamérica (Gerdes, 2003; Mahley y Rall, 2000), lo
que sugiere que existe una relacion entre las frecuencias alélicas de APOE y la historia

alimentaria de cada poblacion (Corbo y Scacchi, 1999).

Alternativamente se ha sefialado al clima como el factor que explica la distribucion alélica
de APOE. Borinskaya y colegas (2007) sugieren que el gradiente en las frecuencias de €3 y €4
indica seleccion positiva hacia una mayor absorcion de colesterol en latitudes altas, como
respuesta a un mayor gasto energético y tasa metabdlica (Lovegrove, 2003; Froehle y
Schoeninger, 2006). El colesterol tiene un papel importante en la proliferacion celular (Cuthbert
and Lipsky, 1987) y el crecimiento de tejidos (Edison et al., 2007; Pond et al., 2008), asi que
tasas metabolicas altas provocarian una mayor demanda de este lipido (Hulbert y Else, 2004).
Entre nativos Siberianos, cuyas tasas metabolicas basales (BMR) estan por encima del estandar,

el valor de la BMR se relaciona inversamente con niveles de LDL-C (Leonard et al., 2008).

Una alta demanda de colesterol podria favoreceria la presencia de €4 (Eisenberg et al.,
2010) ya que en adicion a su papel como componente en las membranas celulares es precursor de
hormonas esteroideas (Dietschy y Turley, 2001; Vance et al., 2005), y ayuda a mantener
respuestas inmunes robustas (Jacobs e Iribarren, 2000). Bajos niveles de colesterol producen
desarrollo cerebral alterado (Schoknecht et al., 1994; Pond et al., 2008), decremento en la
inteligencia (Benton, 1995; Elias et al., 2005) y memoria empobrecida (Henderson et al., 2003);

deprimen la funcion reproductora en bovidos (Anand y Prakasj, 2008) y disminuyen la tasa de
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supervivencia de neonatos en mujeres (Edison er al., 2007). La hipocolesterolemia también
aumenta la agresividad, suicidio y la mortandad por motivos no arterosclerdticos, al tiempo que
disminuye la conducta de afiliaciones (Kaplan et al., 1997; Song et al., 2000; Lester, 2002;
Civelek et al., 2007; Lavolic et al., 2007). En el cerdo (Sus scrofa), una elevada ingesta de
colesterol provocan una mayor ganancia de peso (Schoknecht et al., 1994). Las poblaciones
actuales que subsisten gracias a la caza y la recoleccion tienen niveles mas bajos de colesterol
comparados con poblaciones que consumen dietas occidentales o altas en grasas (Miller et al.,
1968; Mancilha-Carvalho y Crews, 1990; Kesteloot et al., 1997), lo que sugiere que las
poblaciones humanas antiguas (que subsistian similarmente) podrian haber mostrado niveles de
colesterol menores a los de las sociedades occidentales (Eisenberg et al., 2010). Dados los efectos
perjudiciales de la hipocolesterolemia, las condiciones climaticas que imponen una demanda
especialmente alta de colesterol pudieron haber favorecido a los portadores de €4, aumentando la
frecuencia de este alelo en esas poblaciones (Eisenberg et al., 2010). No obstante, no se han
encontrado evidencias de seleccion contra €2 en dichas poblaciones, lo que ha llevado a proponer
que las causas de la variacion en la frecuencia de €2 son distintas a las que explican la variacion

en €4 (Eisenberg et al., 2010).

El desorden en el metabolismo de lipidos conocido como hiperlipoproteinemia tipo III
(HLP III) se caracteriza por niveles muy elevados de colesterol y triglicéridos sanguineos (>300
mg/dl) agrupados en lipoproteinas anormales, denominadas B-VLDL, las cuales estan
enriquecidas en colesterol y apoE, y son de origen hepatico e intestinal. Casi la totalidad de los
pacientes con HLP III son homocigotos para el alelo €2; sin embargo, la intervencion de factores
ambientales es esencial para el desarrollo de este cuadro, ya que sélo una pequena fraccion de
individuos €2/e2 desarrollan HLP III (Weisgraber et al.,, 1982). La mayoria de los portadores de
€2 que no padecen HLP III, tienen niveles sanguineos bajos de LDL-colesterol y de apoB, y altas
concentraciones de apoE plasmatico (Assmann et al., 1984; Bennet et al, 2007), con la

consecuente disminucion del riesgo de enfermedad cardiovascular.

En contraste, ¢4 aumenta el riesgo de padecer enfermedad cardiovascular (Mahley y Rall,
2000) ya que sus portadores tienen un nivel de colesterol alto producto del efecto negativo que la
afinidad preferencial de apoE4 por VLDLs y remanentes de quilomicrones tiene sobre la
concentracion de LDLr (Gregg et al., 1986), aunado a otras diferencias en el estado oxidativo y la
inflamacién croénica, que también contribuyen a desarrollar CVD (Jofre-Monseny et al., 2008).

Consecuentemente, la frecuencia alélica de €4 es inusualmente alta en poblaciones de pacientes
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hiperlipidémicos y con enfermedad cardiovascular (Davignon ef al., 1988; Stengard et al., 1995).
En algunos estudios se liga a apoE4 con una mayor absorcion de colesterol (Kesaniemi et al.,
1987; Sehayek et al., 2000; Tammi et al., 2000), no asi en otros (Woollett et al., 1995; von
Bergmann et al., 2003); parece que individuos con e4 responden mejor a aumentos en la ingesta
de grasas (Masson et al., 2003). Por otro lado, varios trabajos relacionan a este alelo con una
mejor salud y una menor tasa de mortandad en neonatos (Nagy et al., 1998; Wang et al., 2000;
Zetterberg et al., 2002; Wright et al., 2003; Becher ef al., 2006; Gaynor et al., 2007), hecho que
podria explicar su persistencia en la poblacion humana a pesar de los efectos negativos que
ocasiona en edades avanzadas (Eisenber ef al., 2010) al ser un factor de riesgo para desarrollar
angiopatia cerebral amiloide, tauopatias, demencia, enfermedad de Parkinson, esclerosis multiple,
y enfermedad de Alzheimer (Corder et al., 1993; Hauser et al. 2011). Aun se debate la relacion

entre apoE4 y la hipertrigliceridemia (Mahley y Rall, 2000).

El polimorfismo de apoE afecta indirectamente al metabolismo de compuestos
transportados dentro de las LDLs, como las vitaminas E y D. Portadores €4 tienen menor
concentracion de vitamina E extrahepatica, probablemente porque los tejidos periféricos
presentan una menor retencion (Lodge et al., 2004; Egert et al. 2011). En ratones, apoE4 se
asocia con niveles altos de vitamina D en la sangre (Huebbe et al., 2011). Estas podrian ser las
razones por las cuales apoE4 se mantiene en frecuencias altas en poblaciones donde hay escasez

de alimento o irregularidad en su obtencion (Singh et al., 2006).

Existe evidencia de que el genotipo de APOE modula la susceptibilidad a ciertas
infecciones virales. La proteina apoE4 incrementa la tasa de fusion y entrada celular del virus de
la inmunodeficiencia humana (VIH), lo que acelera la progresion de la enfermedad (Burt et al.,
2008). El riesgo de infeccion y neuroinvasion por el virus del Herpes Simple 1 (HSV1) es mayor
en individuos portadores de €4 (Burgos et al., 2003, Itzhaki y Wosniak, 2006). En contraste,
ApoE4 protege contra el dafio hepatico producido por Hepatitis C y disminuye el riesgo de
infeccion hepatica cronica (Wozniak et al., 2002; Price et al., 2006). Se ha sugerido que este alelo
reduce el riesgo de diarrea infantil y mejora el desenlace del padecimiento en nifios con menos de
2 anos de vida (Oria et al., 2010), aunque la evidencia de esta relacion aun es escasa. En adultos

mayores, €4 esta asociado a una mayor mortandad (Corder et al., 1996; Schichter ef al., 1994).
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PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

En consideracion a la relevancia de APOE en la historia de las poblaciones humanas asi como su
importancia en la ocurrencia de enfermedades cardiovasculares (CVD), se estudiaron las
frecuencias alélicas del gen APOE en una muestra geografica y cultural de poblaciones indigenas
mexicanas diferenciadas genéticamente (Coras, Mixes y Otomies), para obtener indicios acerca
de la microevolucion del alelo €3 ademas de aportar conocimiento sobre la estructuracion
genética de la poblacion mexicana en genes sujetos a seleccion dependiente del modo de vida.
Este andlisis busca obtener indicios acerca de la historia genética de los mexicanos, servir como
herramienta en el estudio de la epidemia de enfermedades cardiovasculares que presenta nuestro
pais (Reddy y Yusuf, 1999; Acosta-Cézares y Escobedo de la Pefia, 2010) y ser util en el disefio
de politicas de salud publica adecuadas para la poblaciéon mexicana. La occidentalizacion de
poblaciones con altas frecuencias de €4 conlleva a un aumento drastico de las enfermedades
cardiovasculares en dichos grupos humanos (Corbo y Scacchi, 1999) y la dieta, el estilo de vida 'y
la composicion genética juegan papeles importantes en el desarrollo de estos padecimientos

(Aceves et al., 2006).

OBJETIVOS

1) Determinar la composicion de alelos y genotipos del gen APOE en tres etnias mexicanas
(Coras, Otomies y Mixes) y compararla con la variaciéon de otras etnias mexicanas (Nahuas,
Mazatecos, Tarahumaras y Huicholes) y otras poblaciones en el mundo.

2) Examinar los efectos de las fuerzas evolutivas sobre las frecuencias de alelos y genotipos del
gen APOE en distintos grupos humanos.
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METODOS

Declaraciones éticas

Esta investigacion se desarrollé en el Laboratorio de Antropologia Genética del Instituto de
Investigaciones Antropologicas (ITA) de la UNAM que dirige la Dra. Blanca Zoila Gonzilez
Sobrino. La realizacion de esta tesis con la direccion del Dr. Luis Medrano Gonzalez del
Departamento de Biologia Evolutiva de la Facultad de Ciencias de la UNAM, forma parte del
programa de colaboracion entre ambos académicos. Este estudio fue aprobado por el Comité de
Bioética del ITA-UNAM. Todas las personas que proveyeron muestras fueron adecuadamente
informadas sobre el uso de su material bioloégico y cada uno dio un consentimiento firmado el
cual se explico y escribi6 en su idioma materno. Cartas de consentimiento también se obtuvieron
de los lideres de las comunidades indigenas.

Colecta de muestras

Analizamos 252 muestras del Laboratorio de Antropologia Genética del ITA-UNAM; 80
pertenecen a la poblacion de Coras de Nayarit, 92 a la poblacion de Mixes de Oaxaca y 80 a la
poblacion Otomi del Valle del Mezquital (una fraccion de la muestra otomi habia sido
previamente genotipificada por la M en C. Ana Itzel Juarez Marin). Integrantes de los proyectos
CONACYT 48481 y PAPIIT-UNAM IN402507 colectaron saliva de las tres poblaciones
utilizando el kit ORAgene®.

Extraccion de DNA

En el laboratorio, las muestras se incubaron por dos horas a 50 °C y se transfirieron a tubos
eppendorf de 1.5 mL. Se afiadieron 40 uL de purificador Oragene® a cada tubo, se incub6 por 10
minutos a 4 °C y se centrifugd por 5 min a 13 000 rpm. Se recuperd el sobrenadante y se le
agregd un volumen proporcional de etanol absoluto. La mezcla fue centrifugada por 2 min
a 13 000 rpm para recuperar el boton, mismo que se resuspendié en 100 pL de solucion
amortiguadora Tris-EDTA, pH=8. Las muestras se almacenaron en un ultracongelador a -80 °C.
La concentracion de DNA genomico se determind en un espectrofotometro Eppendorf®
Biophotometer.

Amplificacion de un fragmento de APOE

Un segmento de 227 pb del cuarto exon de APOE, que contiene los tripletes que codifican para

los aminoéacidos 112 y 158, fue amplificado mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
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(PCR) con el kit Top Taq Master Mix de Qiagen®. Utilizamos oligonucledtidos cebadores
comerciales (Oligosys, USA) con las secuencias S’TCCAAGGAGCTGCAGGCGGCGCA3’ y
5’ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACACTGCC3’. Las reacciones se llevaron a cabo en un
volumen de 25 pl, y para cada una se usaron 12.5 pL de amortiguador de reaccion Top Taq
Master Mix, 1.25 uL. de cada cebador (ambos en una concentracion final de 0.5 mmol/L), 1.5 pL
de dimetilsulfoxido (DMSO) y agua bidestilada. Para cada reaccion se utilizaron 150 ng de DNA

gendmico. El programa de temperaturas para la amplificacion fue el siguiente:
1. Desnaturalizacion a 95 °C por 5 min.
2. Alineacion y extension en 40 ciclos de 94 °C por 30 s, 65 °C por 30 sy 72 °C por 90 s.
3. Ultima extension a 72 °C por 10 min.
4. Temperatura final 4 °C.

La reaccion se realizo en un termociclador Eppendorf® modelo Mastercycler® Personal. De cada
amplificado se separaron 2 pL para ser separadas por electroforesis en gel de agarosa al 2% en
amortiguador Tris/Borato/EDTA (TBE) 1x, pH=8 a 90 V por 15 min. Los geles se tifieron en una
solucion de bromuro de etidio 0.2 mg/L. durante 10 min. Se analizdé con un transiluminador de
254 nm la presencia/ausencia de la banda de 227 pb para comprobar que la amplificacion se

habia llevado a cabo correctamente.

Digestion por Hhal

Digerimos 10 pL del producto de la amplificacion con el kit Hhal de New England Biolabs®.
Anadimos a cada tubo 0.18 pL de enzima de restriccion Hhal, 10 pL de amortiguador de reaccion
NEB 4 y 3.32 uL de agua bidestilada. Las mezclas se mantuvieron a 37 °C toda la noche en una
incubadora Barnslead modelo 120. El producto de la digestion se separd por electroforesis en gel
de poliacrilamida 15% durante 3 horas a 220 V. El gel fue tefiiddo con bromuro de etidio 0.2 mg/L
por 15 min para después ser inspeccionado con un transiluminador de 254nm luz ultravioleta y

fotografiado.
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Genotipificacion

Cada genotipo tiene una combinacioén especifica de fragmentos de restriccion: €2/€2 produce
fragmentos de 91 y 83 pb; los segmentos €3/e3 son de 91, 48 y 35 pares de bases, €4/e4 presenta
segmentos de 72, 48 y 35 pb. Los genotipos heterocigotos contienen la suma de los fragmentos

de ambos alelos (Figura 2; Hixson y Vernier, 1990).

Genotipos de APOE

M 2/2 3/3 4/4 2/3 2/4 314

110pb » §
89ph » §

67ph =

3d4ph -

E4
Ea B & 91 } | 48 | 35
E2 1| 91 } | 83

Figura 2. Separacion electroforética de los fragmentos de restriccion de APOE y mapa de
escision de Hhal. Las flechas verticales indican los sitios de corte comunes a los tres alelos,
mientras que las flechas verticales marcadas con “H” indican los sitios de corte que los

diferencian (Modificado de Hixson y Vernier, 1990).

Analisis de resultados

Revisamos en la literatura frecuencias genotipicas reportadas para APOE de 63 poblaciones
humanas a las que agregamos los datos de Mixes, Coras, y Otomies obtenidos en este estudio.

Mediante el programa Arlequin® ver. 3.5.1.2 calculamos los indices de diversidad molecular H,
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On y Ok asi como el parametro Fj. Examinamos la prueba exacta de equilibrio de Hardy-
Weinberg asi como la prueba de neutralidad Ewens-Watterson (Ewens, 1972). Para todas las
comparaciones entre poblaciones, determinamos el indice de diferenciacion Fy con la
linealizacion de Slatkin (Slatkin, 1995) asi como la prueba exacta de diferenciacion poblacional
(Raymond y Rousset, 1995). Utilizando el software SigmaPlot 10, graficamos los valores Oy
contra Ok y Heterocigosis observada contra Heterocigosis esperada. Dividimos a las poblaciones
en tres subgrupos: poblaciones con alta, media y baja frecuencia de APOE4, y graficamos los

valores correspondientes de Ony Fi.

A partir de los valores pareados de Fy realizamos un arbol de distancias genética con el
software STATISTICA® ver. 7.0 con el método del promedio ponderado de distancias entre pares
(weighted-pair average). Utilizando el mismo software y a partir de las frecuencias genotipicas de

cada poblacion elaboramos un dendograma utilizando distancias euclidianas.

Realizamos un analisis de componentes principales (PCA) con STATISTICA® ver. 7.0
para identificar cudles son los genotipos responsables de las diferencias interpoblacionales en las
frecuencias alélicas y genotipicas de APOE. Posteriormente ubicamos a cada poblacion en seis
regiones geogréaficas: Norteamérica, América del Sur, Europa, Africa, Asia Septentrional y Asia
Suroriental- India, y representamos estos subgrupos en el analisis de componentes principales de

frecuencias alélicas y en la comparacion entre Oy Fi.

Finalmente, elaboramos un mapa del continente Americano en el que representamos la

ubicacion y las frecuencias genotipicas de las poblaciones nativas de América.

RESULTADOS

Frecuencias genotipicas en cinco etnias mexicanas

Las cinco poblaciones estudiadas se caracterizan por la ausencia del alelo €2 y por la abundancia
del genotipo €3/€3; el segundo genotipo mas frecuente es €3/e4 mientras que el mas inusual es
g4/e4 (Tabla 1). Coras y Tarahumaras presentan una mayor proporcion de heterocigotos

comparados con las otras tres poblaciones.
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El alelo mas comun es €3, y en Otomies y Nahuas presenta valores mas elevados que en
Coras y Tarahumaras. En Coras y Tarahumaras la frecuencia alélica de €4 es mayor que en

Mixes, Otomies y Nahuas (Tabla 2).

Recopilacion de frecuencias genotipicas de APOE

Las frecuencias genotipicas que encontramos en la literatura se resumen en la Tabla 3. El
genotipo mas frecuente en todas las poblaciones es €3/e3, seguido por €3/e4 en algunas
poblaciones y €3/e2 en otras. Los genotipos €2/€2 y €2/e4 se encuentran en frecuencias muy
bajas. €2 aparece en ciertas poblaciones nativas del continente Americano, como en el
conglomerado Apache-Caddo-Comanche- Kiowa-Wichita (ApaCadCom en adelante), en grupos
Inuits (de Alaska, de Canadd y de Groenlandia), en los Sioux y en el conglomerado Pima-
Maricopa-Papago (PimMarPap en adelante). No obstante, dicha variante no aparece en ningln

grupo indigena Mexicano.

Las abreviaturas utilizadas en ésta y las subsecuentes tablas y figuras son como sigue: Afs
= Africanos subSaharianos, Afa=Afroamericanos, Ama= Amazonicos, Apa = ApaCadCom, Bel=
Belgas, Ben = Benineses, Brs = Britdnicos de East Midlands, Brn = Britanicos de
Notthinghamshire, Brw= Britanicos de West Midlands, Cay= Cayapa, Chb = Checos de Bohemia
Central, Chn = Checos del Norte de Bohemia, Chi = Chinos, Cor = Coras, Kor = Coreanos, Dan
= Daneses, Esc = Espafioles de Islas Canarias, Esm = Espafioles de Madrid, Eti = Etiopes, Eve =
Evenki, Fin = Finlandeses, Fra = Franceses, Gri = Griegos de Chipre, Hui = Huicholes, Hun =
Hungaros, Ink = Indios de Koch, Inm = Indios de Maria Gond, Inh = Indios de Punjabi de
tradicion Hindu, Inp = Indios de Punjabi de tradicion Sikh, Ins = Indios de Singapur, Nus = Inuits
de Alaska, Nua = Inuits de Ammassalik, Nuc = Inuits de Canada, Nuu = Inuits de Nuuk, Ira =
Iranies, Irl = Irlandeses, Isl = Islandicos, Ita = Italianos de Ancona, Itc = Italianos del centro, Its =
Italianos del sur, Jap = Japoneses, Kho = Khoi San, Mal = Malayos, Mar = Marroquies, Maz =
Mazatecos, = Mdf = Mexicanos del Distrito Federal, Mgu = Mexicanos de Guadalajara, Mja =
Mexicanos de Jalisco rural, Mma = Mexicanos de Maltrata, Msi = Mexicanos de Sinaloa, Mxe =
Mixes, Mon = Mongoles, Nah = Nahuas, Nig = Nigerianos, Oto = Otomies, Pig = Pigmeos, Pim
= PimMarPap, Sar = Sardefios, Sau = Saudies, Sio = Sioux, Sud = Sudaneses, Tar =

Tarahumaras, Tir = Tiroleses, Tur = Turcos, Yan = Yanomami.
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Tabla 1. Frecuencias genotipicas de APOE en cinco poblaciones indigenas mexicanas

Total g2/g2 g2/e3 g2/e4 €3/e3 e3/e4 ed/e4

Coras 80 - - - 52 25 3
Mixes 92 - - - 72 18 2
Otomies 80 - - - 68 10 2
Nahuas* 87 - - - 78 8 1
Tarahumaras** 62 - - - 38 22 2

*Tomado de Gonzalez-Sobrino y Ochoa, 2005.
**Tomado de Gonzalez-Sobrino y Pintado, 2012.

Tabla 2. Frecuencias alélicas de APOE en cinco poblaciones indigenas mexicanas

€2 €3 &4
Coras 0.0000 0.8062 0.1938
Mixes 0.0000 0.8804 0.1196
Otomies 0.0000 0.9125 0.0875
Nahuas 0.0000 0.9420 0.0570
Tarahumaras 0.0000 0.7900 0.2100

Analisis de las frecuencias genotipicas de APOE
Prueba de equilibrio de Hardy-Weinberg y prueba de neutralidad de Ewens-Watterson

So6lo nueve de las 66 poblaciones estudiadas se desvian del modelo de equilibrio de Hardy-
Weinberg (Tabla 4). El conglomerado ApaCadCom, los Espanoles de Madrid y la poblacion
Khoi San tienen un exceso de heterocigotos mientras que los grupos de Africa subSahariana,

Daneses, Espafioles de Islas Canarias, Finlandeses, Hungaros e Indios de Maria Gond tienen una
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deficiencia de heterocigotos. Todas las poblaciones Mexicanas se ajustan correctamente al

modelo de Hardy. Weinberg.

Tabla 3. Frecuencias genotipicas de APOE reportadas para distintas poblaciones

humanas.

Poblacion n n22 n23 n24 n33 n34 n44 Fuente
Afs 470 11 67 20 245 107 20 Zekraouietal., 1997
Afa 154 1 16 3 77 55 2 Tangetal, 1996
Ama 95 0 0 0 66 23 6 Asakawaeral, 1985
Apa 1527 0 73 16 1035 387 16 Kataoka etal., 1996
Bel 760 8 78 16 453 179 26 Braeckman et al., 1996
Ben 97 0 17 3 51 25 1 Corboetal, 1999
Brs 345 9 75 9 180 65 7 Singhetal, 2006
Brn 118 2 24 1 62 24 5 Singhetal, 2006
Brw 158 4 34 3 78 34 5 Singhetal, 2006
Cay 99 0 O O 45 41 5 Scacchietal, 1997
Chb 287 0 38 6 197 42 4 Hubacek et al., 2003
Chn 366 3 37 6 247 66 7 Hubaceketal, 2003
Chi 190 3 29 2 132 22 2 Hallmanetal, 1991
Kor 226 0 18 3 168 36 1 Kimetal, 1999
Dan 466 8 54 9 260 117 18 Gerdesetal., 1992
Esc 399 6 46 2 290 52 3 Murosy Rodriguez-Ferrer, 1996
Esm 614 2 92 2 431 80 7 GoOmez-Coronado,1999
Eti 159 0 9 1 106 41 2 Corboetal., 1999
Eve 124 0 0 1 9 29 4 Kambohetal, 1996
Fin 615 2 41 5 332 196 39 Ehnholm etal., 1986
Fra 161 0 18 4 110 26 3 Lambertetal., 1998
Gri 335 1 32 2 256 43 1 Carioulouetal., 1995
Hui 40 0 O O 20 17 3 Acevesetal, 2006
Hun 202 4 16 2 132 46 2 Hallmanetal, 1991
Ink 125 1 6 0 118 0 O Singhetal, 2006
Inm 149 4 17 3 119 6 0 Singhetal, 2006
Inh 114 1 11 1 83 17 1 Singhetal., 2006
Inp 109 0 10 1 8 13 1 Singhetal, 2006
Ins 142 1 10 1 97 31 2 Singhetal, 2006
Nus 127 0 4 1 82 32 8 Scheeretal, 1995
Nua 78 0 0 0 45 30 3 Gerdesetal, 1996
Nuc 187 0 2 0 148 34 3 Hegeleetal, 1997
Nuu 100 0 4 1 62 30 3 Gerdesetal, 1996
Ira 19 0 23 2 156 16 1 Bazrgar, 2008
Irl 183 2 17 4 102 49 9 Lucetal, 1995
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Tabla 3 (cont.). Frecuencias genotipicas de APOE reportadas para distintas poblaciones

humanas.

Poblacion n n22 n23 n24 n33 n34 n44 Fuente
Isl 185 0 19 6 111 43 6 Hallmaneral, 1991
Ita 365 3 43 4 257 51 7 Jamesetal., 1993
Itc 417 2 44 7 304 58 2 Corboetal, 1995
Its 366 2 31 6 274 51 2 Corboetal, 1995
Jap 319 2 44 3 230 36 4 Hallmaneral, 1991
Jav 197 0 21 4 114 54 4 Gajraetal, 1994
Kho 247 2 14 20 74 111 26 Sandholzer et al., 1995
Mal 118 3 20 1 71 19 4 Hallman etal., 1991
Mar 100 0 10 3 73 14 0 Valvenyetal, 1997
Maz 75 0 0 0 61 13 1 Gamboa etal, 2000
Mdf 83 0 0 0 69 14 0 Gamboaetal, 2000
Mgu 179 2 19 5 129 23 1 Acevesetal, 2006
Mja 1720 14 1 127 29 1 Acevesetal, 2006
Mma 95 0 0 O 77 18 0 Gonzélez-Sobrinoy Ochoa, 2005
Msi 101 1 6 4 64 24 2 Sanchez-Cuénetal., 2010
Mon 744 0 42 13 486 189 14 Svobodova et al., 2007
Nig 365 0 14 6 176 128 41 Sepehrniaetal., 1989
Pig 70 0 5 3 19 32 11 Zekraouietal, 1997
Pim 1499 0 13 2 1096 370 18 Kataoka etal., 1996
Sar 280 0 26 2 226 25 1 Corboetal, 1995
Sau 165 0 0 0 117 45 3 Al-Khedhairy, 2004
Sio 1515 2 39 6 1162 292 14 Kataoka et al., 1996
Sud 103 1 10 S5 41 37 9 Hallmaneral, 1991
Tir 469 6 62 10 300 81 10 Hallman efal., 1991
Tur 8 0 10 1 66 9 1 Bregaetal, 1998
Yan %% 0 0 0 66 30 O Crewsetal, 1993

La prueba de Ewens-Watterson no detectd rastros de seleccion en ninguna de las poblaciones. La

poblacion Khoi San es la més cercana a un valor significativo de P.
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Diferenciacion poblacional y variacion molecular

Seis poblaciones tienen valores significativos de diferenciacion poblacional (Africanos
subSaharianos, Belgas, Italianos de Ancona, Malayos, Nahuas y Tiroleses) (Tabla 5)

probablemente a causa de la falta de heterocigotos.

Arbol de distancias genéticas (Fst)

Las poblaciones que presentan las frecuencias mas altas de APOE4 se separan del resto de los
grupos estudiados (Figura 3). En éste se incluyen Huicholes, Nigerianos, Cayapa, Sudaneses,

Pigmeos y Khoi San.

Coras y Tarahumaras se agrupan con Inuits y Amazonicos debido a los valores
intermedios de APOE4. Este grupo se relaciona con Saudies, PimMarPap, Yanomami, Evenki,

ApaCadCom, Etiopes y Mongoles.

Nahuas y Mexicanos del Distrito Federal se agrupan debido a que tienen los valores mas
altos de APOE3 de toda la muestra. Junto a ellos se ubican Mixes y Otomies agrupados con
Mexicanos de Maltrata, Mazatecos, Inuits de Canada y Sioux. Todos ellos tienen valores

elevados de APOE3 y ausencia de APOE2.

El subgrupo més amplio incluye a la mayoria de las poblaciones mediterraneas y asiaticas.

La presencia de APOE2 y valores intermedios de APOE4 da cohesion a esta subdivision.

Arbol de distancias euclidianas

El arbol obtenido mediante distancias euclidianas tiene mayor resolucion que el elaborado
mediante los valores de Fst. Tarahumaras, Coras, Huicholes y otros gurpos (Khoi San, Cayapa,
Pigmeos, Finlandeses y Evenki, entre otros) se separan del resto de las poblaciones humanas
porque presentan una alta frecuencia de heterocigos €3/e4. Nahuas, Otomies, Mixes y Mazatecos
se agrupan por la alta frecuencia de €3/e3 con los Mexicanos de Maltrata, los Mexicanos del

Distrito Federal, Sioux e Inuits de Canada (Figura 4).
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Comparacion de Oy Ok

El pardmetro Oy se obtiene a partir de la heterocigosidad de la poblacién asumiendo que la
mutacion y la deriva génica se encuentran en equilibrio y haciendo una correccion dependiente
del numero de loci (Zouros, 1979). El pardmetro Ok se calcula a partir del nimero esperado de
alelos dado un tamafio de muestra y el valor © (Ewens, 1972). Existen estimadores para el
modelo de alelos infinitos y para el modelo paso a paso. La congruencia o incongruencia entre
ambos estimadores por lo tanto, es indicativa de desequilibrios entre la mutacion, la deriva génica
y la panmixia que puede ser afectada por la subdivision poblacional y variaciones de abundancia.
Tabla 4. Valores calculados para la prueba exacta de equilibrio de Hardy-

Weinberg y para la prueba de seleccion de Ewens-Watterson. (*) Indica
valores estadisticamente significativos.

.. Heterocigosis Heterocigosis Valor P Valor P

Poblacion observag;la espera(gla He-Ho (HW) (EW)
Afs 0.4127 0.4565 0.0437 0.0420*  0.213
Afa 0.4805 0.4225 -0.0579 0.0862 0.297
Ama 0.2421 0.3021 0.0600 0.0774 0.472
Apa 0.3117 0.2926 -0.0190 0.0074*  0.343
Bel 0.3592 0.3831 0.0239 0.0772 0.297
Ben 0.4639 0.4166 -0.0472 0.6959 0.342
Brs 0.4318 0.4374 0.0055 0.5348 0.251
Brn 0.4152 0.4335 0.0183 0.1099 0.294
Brw 0.4493 0.4565 0.0071 0.3098 0.240
Cay 0.4505 0.4056 -0.0449 0.4353 0.348
Chb 0.2996 0.3032 0.0035 0.3108 0.411
Chn 0.2978 0.3169 0.0191 0.3413 0.371
Chi 0.2789 0.2987 0.0197 0.3660 0.439
Cor 0.3125 0.3143 0.0018 1.0000 0.227
Kor 0.2522 0.2456 -0.0065 0.7970 0.506
Dan 0.3862 0.4133 0.0270 0.0303*  0.242
Esc 0.2506 0.2671 0.0165 0.0457*  0.412
Esm 0.2833 0.2787 -0.0046 0.0203*  0.401
Eti 0.3207 0.3002 -0.0205 0.7943 0.448
Eve 0.2419 0.2673 0.0254 0.0795 0.522
Fin 0.3935 0.4106 0.0171 0.0399*  0.248
Fra 0.2981 0.3116 0.0134 0.4551 0.420
Gri 0.2298 0.2249 -0.0049 1.0000 0.493
Hui 0.4250 0.4148 -0.0101 1.0000 0.436
Hun 0.3168 0.3289 0.0121 0.0136*  0.403
Ink 0.0480 0.0622 0.0142 0.1081 0.859
Inm 0.1745 0.2239 0.0494 0.0045*  0.570

26



Tabla 4 (cont.). Valores calculados para la prueba exacta de equilibrio de
Hardy-Weinberg y para la prueba de seleccion de Ewens-Watterson. (*)
Indica valores estadisticamente significativos.

.. Heterocigosis Heterocigosis Valor P Valor P

Poblacion observagda espera(gia He-Ho (HW) (EW)
Inh 0.2543 0.2657 0.0113 0.5479 0.503
Inp 0.2201 0.2254 0.0052 0.5561 0.594
Ins 0.2957 0.2981 0.0024 0.4681 0.454
Nus 0.2913 0.3437 0.0524 0.1811 0.417
Nua 0.3846 0.3573 -0.0273 0.7475 0.416
Nuc 0.1925 0.2010 0.0085 0.5587 0.546
Nuu 0.3500 0.3427 -0.0072 1.0000 0.442
Ira 0.2070 0.2083 0.0012 0.4002 0.548
Irl 0.3825 0.4146 0.0321 0.3196 0.324
Isl 0.3675 0.3801 0.0125 0.5533 0.359
Ita 0.2684 0.2925 0.0240 0.0997 0.402
Itc 0.2613 0.2643 0.0029 0.5634 0.430
Its 0.2404 0.2495 0.0090 0.2434 0.467
Jap 0.2601 0.2722 0.0120 0.2882 0.415
Jav 0.4010 0.3774 -0.0235 0.8934 0.333
Kho 0.5870 0.5525 -0.0344 0.0365*  0.055
Mal 0.3389 0.3862 0.0472 0.0623 0.365
Mar 0.2700 0.2673 -0.0026 0.2776 0.522
Maz 0.1733 0.1812 0.0078 0.5438 0.671
Mdf 0.1686 0.1553 -0.0132 1.0000 0.702
Mgu 0.2625 0.2854 0.0228 0.0982 0.452
Mja 0.2558 0.2447 -0.0110 1.0000 0.508
Mma 0.1894 0.1724 -0.0170 1.0000 0.649
Msi 0.3366 0.3613 0.0247 0.1023 0.437
Mxe 0.1956 0.2116 0.0160 0.6089 0.353
Mon 0.3279 0.3213 -0.0066 0.2910 0.331
Nah 0.0919 0.1089 0.0170 0.2416 0.776
Nig 0.4054 0.4543 0.0489 0.1252 0.218
Oto 0.1250 0.1606 0.0356 0.0987 0.410
Pig 0.5714 0.5478 -0.0235 0.9558 0.101
Pim 0.2568 0.2438 -0.0130 0.1130 0.399
Sar 0.1892 0.1883 -0.0009 0.7401 0.545
Sau 0.2727 0.2621 -0.0106 0.7668 0.512
Sio 0.2224 0.2204 -0.0020 0.0883 0.424
Sud 0.5048 0.5187 0.0138 0.8914 0.125

Tar 0.3548 0.3341 -0.0207 1.0000 0.465




Tabla 4 (cont.). Valores calculados para la prueba exacta de equilibrio de
Hardy-Weinberg y para la prueba de seleccion de Ewens-Watterson. (*)

Indica valores estadisticamente significativos.

Heterocigosis Heterocigosis He-Ho Valor P Valor P

Poblacion observada esperada (HW) (EW)
Tir 0.3262 0.3509 0.0246 0.2093 0.345
Tur 0.2298 0.2395 0.0096 0.5273 0.574
Yan 0.3125 0.2650 -0.0474 0.1190 0.544
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Tabla 5. Valores calculados de Fis , Oun y Ok (*) Indica

valores estadisticamente significativos.

Poblacion Fis P(Fi) Ou Ok
Afs 0.0959 0.0058* 0.6261 0.2844
Afa -0.1377 0.9912 0.5451 0.3417
Ama 0.1996 0.0626 0.3224 0.3750
Apa -0.0651 0.9990 0.3082 0.2421
Bel 0.0626 0.0175%* 0.4625 0.2654
Ben -0.1141 0.9609 0.5320 0.3734
Brs 0.0127 0.3998 0.5793 0.2982
Brn 0.0424 0.2923 0.5703 0.3592
Brw 0.0158 0.4154 0.6263 0.3401
Cay -0.1115 0.9042 0.5082 0.3783
Chb 0.0118 0.4350 0.3241 0.3071
Chn 0.0606 0.0909 0.3456 0.2954
Chi 0.0664 0.1544 0.3172 0.3291
Cor 0.0060 0.6276 0.3415 0.1859
Kor -0.0267 0.7400 0.2427 0.3195
Dan 0.0656 0.0518 0.5248 0.2847
Esc 0.0620 0.0684 0.2716 0.2915
Esm -0.0167 0.7204 0.2879 0.2735
Eti -0.0686 0.8817 0.3195 0.3398
Eve 0.0955 0.1427 0.2719 0.3558
Fin 0.0418 0.1398 0.5189 0.2734
Fra 0.0434 0.2766 0.3371 0.3390
Gri -0.0219 0.7478 0.2164 0.2996
Hui -0.0247 0.7009 0.5281 0.4559
Hun 0.0370 0.2933 0.3650 0.3257
Ink 0.2290 0.1202 0.0497 0.3553
Inm 0.2213 0.0019%* 0.2151 0.3438
Inh 0.0428 0.3245 0.2696 0.3617
Inp 0.0235 0.4282 0.2170 0.3648
Ins 0.0081 0.4936 0.3164 0.3469
Nus 0.1530 0.0557 0.3900 0.3542
Nua -0.0769 0.8319 0.4139 0.3906
Nuc 0.0426 0.3431 0.1877 0.3301
Nuu -0.0212 0.6598 0.3883 0.3711
Ira 0.0062 0.5181 0.1963 0.3268

Irl 0.0777 0.1134 0.5275 0.3313
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Tabla 5 (cont.). Valores calculados de Fis , On y Ok (*)
Indica valores estadisticamente significativos.

Poblacion Fis P(Fi) Ou Ok
Isl 0.0331 0.3148 0.4566 0.3307
Ita 0.0822 0.0371%* 0.3079 0.2956
Itc 0.0113 0.4330 0.2678 0.2896
Its 0.0365 0.2170 0.2478 0.2954
Jap 0.0443 0.2033 0.2787 0.3019
Jav -0.0626 0.8768 0.4514 0.3271

Kho -0.0625 0.9081 0.9248 0.3147
Mal 0.1229 0.0498* 0.4686 0.3592
Mar -0.0098 0.6002 0.2719 0.3711
Maz 0.0437 0.5367 0.1652 0.3939
Mdf -0.0861 1.0000 0.1374 0.3855
Mgu 0.0803 0.1056 0.2975 0.3326
Mja -0.0454 0.8348 0.2415 0.3350
Mma -0.0994 1.0000 0.1555 0.3750
Msi 0.0688 0.2395 0.4213 0.3704
Mxe 0.0761 0.3812 0.2003 0.1809
Mon -0.0206 0.7595 0.3526 0.2662
Nah 0.1569 0.2219 0.0914 0.3818
Nig 0.1078 0.0107* 0.6207 0.2956
Oto 0.2232 0.1036 0.1429 0.1859
Pig -0.0433 0.7077 0.9072 0.3998
Pim -0.0534 0.9824 0.2403 0.2427
Sar -0.0049 0.5885 0.1732 0.3083
Sau -0.0406 0.7889 0.2647 0.3375
Sio -0.0091 0.6833 0.2108 0.2423
Sud 0.0269 0.4282 0.8054 0.3689
Tar -0.0626 0.8084 0.3736 0.4107
Tir 0.0704 0.0371* 0.4025 0.2845
Tur 0.0405 0.3832 0.2348 0.3818
Yan -0.1801 1.0000 0.2687 0.3742
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Es contrastante la diferencia en los valores de O calculados para las cinco poblaciones. Nahuas y
Tarahumaras se ubican en los extremos altos (cercanos a 0.4), mientras que Otomies, Mixes y
Coras se ubican el extremo menor. Los Huicholes tienen el valor mas alto de este indicador

(Figura 5).

Los valores mas altos de Oy se encuentran en Khoi San y Pigmeos (0.9248 y 0.9072),
mientras que los mas bajos aparecen en Indios de Koch y Nahuas (0.0497 y 0.0914,
respectivamente). Coras y Tarahumaras (0.3415 y 0.3736, respectivamente) se ubican a la mitad
de la grafica, separados de Nahuas, Otomies (0.1429) y Mixes (0.2003) que presentan valores
menores a 0.25. Estos valores responden a la diversidad genética de las poblaciones, asi que

poblaciones con baja frecuencia de APOE4 Y APOE2 presentan valores pequefios de Oy

Heterocigosis observada contra Heterocigosis esperada

La mayoria de las poblaciones se ajustan a la heterocigosis esperada para el modelo de equilibrio
de Hardy-Weinberg ya que ninguna presenta una desviacion extrema de los valores predichos por
el modelo (Figura 6). Las poblaciones con mas diversidad son Khoi San, Pigemos y Sudaneses, y
las de menor diversidad son los Inuits de Ammassalik, Nahuas y Otomies. Los Mixes, Coras y

Tarahumaras se encuentran dentro de los valores promedio de diversidad.

Analisis de componentes principales (frecuencias alélicas)

En el eje horizontal se ordenan, de menor a mayor, las frecuencias de APOE3 y las frecuencias
de APOE4 de mayor a menor. El eje vertical ubica a las poblaciones que tienen APOE2 hacia los

cuadrantes positivos. Mixes, Otomies y Nahuas se localizan en el primer cuadrante (Figura 7).

Coras y Tarahumaras se encuentran en el segundo cuadrante. También ahi estan los inuits,
finlandeses, nigerianos, cayapas. Estdn muy alejados del “centro” en Y pero muy cerca del centro

en X. Mixes, Otomies y Nahuas se alejan de los dos centros (Figura 7).

32



1oe[qod

1 SQUO

7

N 9p seua3Ipu
abiloll.L LLLL] s L NEAENN HEN

7

*OJIX9

se[ olor uo uefeuss oS (FOJV 9p sodnous3) seuerprond seroueisip 9p [0q1y °“p BINSI

€€

2/22/32/4 3/3 3/4 4/4
afrisubsah

britanicoseas

britanicoswes

britanicosnot

malayos
indiosmar

afroamericanos
b

sandocs  —
javaneses

belgas

irlandeses

daneses
chinos

mexicanosgua
tiroleses
hungaros

mexicanossinaloa
b i

marroquies

checosnor
indiospunhin
italianosancona
italianoscen
italianossur
indiossingapur
coreanos

mexicanosjalrural :'_|
griegoschi
indiospunsik
sardenos
iranies
turcos

panolesmadrid
japoneses —
indioskoc
inuitscanada
mazatecos
mixes

sioux

mexicanosdf

mexicanosmaltrata

e E—
otomies

amazonicos

inuitsalaska

ApaCadcom

Ehopen —
mongoles

inuitsnuuk S —|
evenki
PimMarPap
saudies
yanomami
coras
inuitsamma
tarahumaras
finlandeses

cayapa _
huicholes _—
nigerianos
khoi san

pigmeos

0.0 0.5 1.0
Distancia euclidiana



0.5

04 -

0.3

Theta kK

02

0.1

0.0

Hui
Tar Pi
Ink Hﬂhh}%ﬂ ing B Ama ”""E‘Mm Ben Sud i
ré'r'!%rﬁ M e AR B Kho
= M : B i
+ U"n Tir i Pan rshhig
SiPifi Apa
G| Oto Mwe Cor
00 0.1 02 03 04 05 06 07 08 09

Theta H

Figura 5. ©4 y Ok de las poblaciones estudiadas. Se resaltan las

México.

Hobs

1.0

poblaciones indigenas de

0.6 7 Kho
Pig

05 i ud

Afa

Ben

Cay T

HuBnr'ls

04 = Jav in mfgs
Nua BN
T b“el
s Mal
i " Tir
0.3 e
E 37 hi
P
tsEve Ama
0.2 1 Mm
MgpMaz  Inm
Oto
0.1 1 Nah
Ink
00 T T T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 04 0.5
Hesp

0.6

Figura 6. Heterocigosis observada contra Heterocigosis esperada de las poblaciones estudiadas.
Se resaltan las poblaciones indigenas de México.

34



Andlisis de componentes principales (frecuencias genotipicas)

En las poblaciones que no presentan €2 las frecuencias de €4 y €3 se relacionan inversamente (las
cinco poblaciones objetivo de este estudio cumplen con esta caracteristica) y por ello dichas
poblaciones se alinean en los cuadrantes inferiores. La mayoria de las poblaciones americanas se
localizan en este grupo, con los Sioux y los conglomerados ApaCad Com y PimMarPap
separados porque tienen APOE2. Las poblaciones Pigmea, Khoi San y Sudanesa se encuentran

muy distanciados de las otras poblaciones estudiadas debido a la alta frecuencia de €4 (Figura 8).

Andlisis de componentes principales (frecuencias alélicas) por region geografica

Las poblaciones Europeas forman un grupo congruente al centro de la grafica. La mayoria de las
poblaciones Africanas se localizan en los cuadrantes negativos del factor 1, aunque se encuentran
muy alejadas entre ellas (Las poblaciones mas alejadas del centro son poblaciones Africanas) Los
grupos de Asia septentrional se ubican en un rango limitado del Factor 1, pero varian
ampliamente respecto al Factor 2. En general, se dispersan en la misma zona que las poblaciones
europeas. La mayoria de las poblaciones de América del Norte y América del Sur se ubican en
los cuadrantes negativos del Factor 2. No hay ninguna tendencia para los grupos de Asia

suroriental (Figura 9).

Los grupos indigenas de México se localizan junto con las poblaciones Americanas que

no presentan APOE2.
Theta H contra Fis

Comparamos Theta H y Fis para diferenciar las poblaciones segiin sus atributos de diversidad
genética, ya que Fis refleja el patron interno de apareamiento y Theta H el tamafio poblacional.
Nuevamente los grupos Europeos forman un grupo al centro de la grafica junto con las
poblaciones de Asia septentrional. Se observan dos tendencias en los grupos Africanos que
responden a la presencia de APOE4. Las poblaciones indigenas de México se dividen con
Tarahumaras y Huicholes en un extremo, Nahuas y Otomies en el otro, y Mazatecos, Mixes y
Coras como un grupo de transicion entre éstos (Figura 10). Los grupos con altos valores de

APOE4 presentan altos valores de Theta H.
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geografica. Af = Africa, Ai = Asia del Norte y Oriental, As= Asia del Sur, An = América del
Norte, Am = América del Sur, Cor = Coras, Eu = Europa, Hui = Huicholes, Maz = Mazatecos,
Mxe = Mixes, Nah = Nahuas, Oto = Otomies, Tar = Tarahumaras.

37



1.0

|
- A af |
|
0.8 — I Af
i |
|
Eu Af af
0.6 — |
I An Af . I § Eu
..(E ] o Hui | Eu EuEu
E As I Eu Eu As
0.4 S o
_ Af, %&sr” B B En Am
Am E”Af| Ee A Eu
ArAn Eu,
0.2 — B AE | A an Mxe fs
Ul
AT : Maz Oto
7] Nah
I As
0.0
1.0 |
_ ® . |
|
0.8 — : .
i |
| ® *
] | ®
L 06 .
E B ¢ .. Hui | e o6¢
§ ® | ® L] bl
0.4 — .Tar e I ‘ e
@ {:3 .. ®
] % o L) ®
® P ®|e & o ]
e © LY
0.2 — * .'IQ ¢ ® Mxe b
® . : Maz Oto
7] Nah
l o
00 L
-0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2
Fis
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Africa, Ai = Asia del Norte y Oriental, As= Asia del Sur, An = América del Norte, Am =
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Distribucion de los genotipos de APOE en poblaciones nativas de América

Situamos en un mapa del continente las poblaciones con registro de las frecuencias genotipicas
de APOE (Fig. 11).El genotipo 3/4 es muy comin en las poblaciones de Groenlandia y Alaska,
en la zona occidental y norte de México, y en los Cayapa (Ecuador). Las tres poblaciones de
Estados Unidos tienen valores intermedios, mientras que las frecuencias de estos genotipos son
muy bajas en el centro y sur de México. Estas observaciones corroboran la existencia de un
gradiente norte-sur en las frecuencias de APOE4 y APOE3 en Norteamérica. No hay datos
suficientes sobre poblaciones de América del Sur para postular algiin patrén geografico en esta

zona. Las tres poblaciones del centro de los Estados Unidos y algunos grupos Inuits tienen
APOE2.

DISCUSION

La variacién mundial de APOE distingue primariamente los grupos con alta y baja frecuencia del
alelo €4. Analizar las caracteristicas geograficas, historicas, nutricionales y culturales de las
poblaciones que se encuentran en la rama de alta frecuencia de €4, podria producir informacion
importante acerca del reemplazo por €3 a través de la historia y la geografia. Es necesario hacer
una comparacion de la variacion de marcadores neutrales en las mismas poblaciones, para poder
distinguir los efectos de variaciones demograficas y el flujo génico de los efectos de fuerzas

evolutivas como la seleccidon natural.

La presencia de APOE2 en las poblaciones Amerindias ha sido objeto de debate durante
las ultimas décadas. Una parte amplia de la literatura apoya la idea de que el alelo €2 no existe en
estos grupos (Gerdes et al., 1996; Corbo y Scacchi, 1999; Singh et al., 2006). Sin embargo,
Kataoka et al. (1996) encontraron este alelo en frecuencias bajas (<0.03) al estudiar grupos de
Norteamérica, mientras que Demarchi et al. (2005) lo registraron para ciertas poblaciones de
Sudamérica (<0.05) y Aguilar ef al. (1999) lo reportan para la poblacion Purépecha. Los nuevos
datos de este estudio apoyan la idea propuesta por Gerdes et al. (1996) ya que no encontramos

APOE2 en ninguna de las cinco poblaciones.
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Figura 11. Distribucion geografica de las frecuencias genotipicas de APOE en las poblaciones
nativas de América (rojo = 3/3, Azul =3/4, verde = 4/4, gris 3/2). Ama= Amazodnicos, Apa =
ApaCadCom, Cay= Cayapa, Cor = Coras, Hui = Huicholes, Nus = Inuits de Alaska, Nua = Inuits
de Ammassalik, Nuc = Inuits de Canada, Nuu = Inuits de Nuuk, Maz = Mazatecos, Mxe = Mixes,
Nah = Nahuas, Oto = Otomies, Pim = PimMarPap, Sio = Sioux, Tar = Tarahumaras, Yan =
Yanomami.
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Sin embargo, se debe considerar que los tamafos de muestra del estudio de Kataoka er al
(>1300), son considerablemente mas grandes comparados con los utilizados por otros trabajos
que se enfocan en poblaciones Amerindias (<500). Esto sugiere que la ausencia de €2 puede ser
la consecuencia de una frecuencia muy baja y un muestreo insuficiente. Sin embargo, Demarchi
et al. encontraron el alelo €2 en poblaciones sudamericanas (Wichi, Kaingang, Guarani y Aché¢)
utilizando tamafos de muestra muy pequenos (<50), lo que sugiere que las frecuencias obtenidas
en este trabajo son representativas aun si no son exactas. Lo anterior deja entonces abierta la
pregunta de si €2 existia originalmente en los grupos americanos y desapareci6 en la mayoria de
las poblaciones americanas o si éste fue adquirido recientemente por las poblaciones Sioux,

Apache, Pima, Wichi, Guarani y Aché debido al intercambio genético con poblaciones europeas.

APOE4 en los grupos humanos de Norteamérica tiende a variar con la latitud, fendmeno
que ha sido descrito para Europa, Asia y Africa (Gerdes et al., 1992; Corbo y Scacchi, 1999;
Singh et al., 2006; Borinskaya et al., 2007; Egert et al., 2011; Hu et al., 2011). Poblaciones de
latitudes altas tienen frecuencias mayores de €4, la cual disminuye paulatinamente hacia el centro
y sur de México, donde alcanza valores muy bajos (<0.01). La falta de datos sobre grupos de
Centroamérica y las escasas observaciones sobre grupos Sudamericanos impide que se pueda
establecer este gradiente en todo el continente pero grupos cercanos al ecuador, como los Cayapa,
también presentan valores elevados en la frecuencia de APOE4, observacion contraria al modelo
de variacion latitudinal propuesto por Egert ef al. (2011). Es necesario extender los estudios de
este tipo a una mayor cantidad de poblaciones nativas de Sur y Centroamérica con el propdsito de
definir si realmente existe una correlacion entre la frecuencia de APOE4 y la latitud geografica en
el continente Americano. La situacion geografica de México lo coloca como un sitio clave de la
transicion entre las caracteristicas genotipicas de grupos humanos de altas latitudes y grupos
humanos de latitudes tropicales ya que las poblaciones del norte del pais (Tarahumaras, Coras y
Huicholes) presentan frecuencias mas elevadas que los grupos del centro y sur (Nahuas, Otomies

y Mixes).

Casi todas las poblaciones examinadas mostraron equilibrio Hardy-Weinberg y las que no,
tuvieron desviaciones relativamente pequefias. Por este motivo, los analisis de clasificacion
utilizando genotipos son equivalentes a los andlisis utilizando alelos. Las frecuencias de alelos y
genotipos no muestran un patrén de congruencia geografica o cultural general. Ejemplo de ello es
la similitud entre el conglomerado Pima-Maricopa-Papago de Norteamérica con la poblacién

Saudi y el conglomerado Apache-Caddo-Comanche con la poblacion Etiope. Estas similitudes
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genéticas entre poblaciones geografica y culturalmente alejadas, sugieren el efecto de fuerzas
evolutivas en la composicion de alelos y genotipos distintas a la migracion, esto es posiblemente,
una combinacién de seleccion (;direccional?) y deriva génica (Egert et al., 2011; Eisenberg et al.

2010; Corbo y Sccachi, 1999; Singh et al. 2006).

Todos los andlisis realizados dividen a las poblaciones indigenas de México en dos grandes
grupos, observacion que concuerda con el andlisis de variacion de haplotipos mitocondriales
realizado por Juarez Marin en 2009: 1) Coras, Huicholes y Tarahumaras que se distinguen por
tener una frecuencia comparativamente alta del alelo €4 y 2) Nahuas, Otomies, Mixes y
Mazatecos que tienen una frecuencia mayor del alelo €3. Estas diferencias pueden interpretarse

de dos maneras:

a) El encuentro de las poblaciones indigenas con las poblaciones europeas provocod
importantes movimientos migratorios, sobre todo en el norte del pais. Es posible que durante
estos movimientos a las poblaciones Cora y Huichol se hayan incorporado grupos que tenian
altas frecuencias de APOE4, provocando un aumento en la frecuencia de esta variante. También
hubo una reduccion drastica del tamafio de las poblaciones indigenas en todo el pais, pero los
grupos del centro tenian una mayor densidad poblacional de manera que esta reduccion podria no
haber tenido efecto sobre la diversidad genética. En contraste, los grupos del norte estaban mas
fragmentados y tenian tamafos poblacionales menores, de manera que la reduccion permitié que
la deriva génica actuara provocado una diferenciacion entre poblaciones y un aumento de la
frecuencia de APOE4. La mayor frecuencia del alelo €4 por lo tanto, puede obedecer a deriva
génica. Hacen falta los perfiles de diversidad genética de las poblaciones prehispanicas para
interpretar los procesos que generaron la actual estructura genético poblacional de los indigenas

mexicanos.

b) Las diferencias en la frecuencia de APOE4 son resultado de un proceso de seleccion
anterior a la conquista espafiola. Los indigenas del norte de México tienen similitud en sus
frecuencias a otros grupos como los Khoi San y Pigmeos de Africa central. Es probable que en
estos grupos la seleccion no haya favorecido tan fuertemente a €3 debido al estilo de vida y

algunas caracteristicas alimentarias particulares de los indigenas del norte de México.

Son necesarios andlisis combinados de variacion genética, quimica sanguinea y nutricion
para determinar si APOE4 se asocia a niveles mayores de colesterol y triglicéridos sanguineos en

estas poblaciones ante su modo actual de vida, ya que 4POE no es el tinico gen involucrado en el
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transporte y metabolismo de lipidos. Aguilar ef al. (1999) aseguran que APOE4 no provoca un

perfil anormal de lipidos en poblaciones Purépechas que siguen un estilo de vida tradicional.
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