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RESUMEN

La apolipoproteina E (apo E) es una proteina plasmatica con un papel esencial en el movimiento
de lipidos entre las células y sirve como ligando para los receptores de las lipoproteinas de baja
densidad; participa en el transporte de triacilgliceroles desde el higado hasta los tejidos
periféricos. El gen de apo E codifica para tres alelos llamados E2, E3, y E4, los cuales difieren
por la sustitucién de un aminodacido en uno o dos de los sitios polimérficos (residuos 112 y 158).
Se encuentran 6 fenotipos de apo E que son: apo E2/2, E3/2, E3/3, E2/4, E3/4 y E4/4. Debido a
la influencia que tienen los diferentes genotipos de apoE en los niveles de lipidos y su relaciones
con enfermedades como la aterosclerosis, analizamos la distribucion de sus frecuencias en la
poblacién Mexicana. Con el propésito de conocer la frecuencia de la apo E en nuestra poblacion,

se estudiaron 83 md1v1duos Mestizos mexicanos y 75 individuos indigenas Mazatecos. Adémas,

para conocer l 1a de la apo E sobre los niveles de lipidos se analizaron 278 individuos

habltantes e México. Finalmente, para estudiar si existe una relacion cntre el

.~ polimorfist E: ‘con la susceptibilidad gcnetlca al desarrollo de la aterosclerosis, se

e ‘,mexxcanos' Ia frecuencxa de' APOE*3 fue 0.915 y de APOE*4 de 0.084. ngun individuo fue
f’homomgoto para el a]elo APOE*2. Al realizar el anilisis de los niveles de lipidos de acuerdo al
‘enotlpo se observo mcremento en C-HDL en las mujeres portadoras del genotipo £2/3 vs las
_portadoras del genotlpo E3/3 (53 J7£19.5 mg/dl vs 45.2+12.0 mg/dl) (p<0.032). Por otro lado,

amb_len se detecté’ mcrpm
(134.0431.7 mg/dl y 197,
genotipo E3/3 (117. Oi28
total, p<O0. 01) En los pac

enlC LDL y colesterol total en mujeres con el genotipo E3/4
lﬁ‘g/dl, respectivamente) al compararlas con las portadoras del
g/dl bpéra C-LDL p<0.05; y de 179.4+33.4 mg/dl para colesterol
‘con enfermedad arterial coronaria (EAC) solo se encontraron
diferencias estadlstxc'lmenle s:gﬁxﬁcatxvas en la poblacidn total en los valores de C-HDL en los

genotipos E3/4 vs E3/3 y E2/3 (p<0.05). En conclusion, la distribucién de los alelos de la apo E
6




~en-la poblacién Mestiza e indigena de México son muy semejantes entre ellos, pero, muestran
7 importantes diferencias al comparar con otros grupos etnicos. La frecuencia del alelo £E2 es de
~las mas bajas reportadas en la literatura y parece ser que esta isoforma no se encuentra presente
en las poblaciones indigenas Amerindias. El efecto del polimorfismo de la apo E en los niveles
de lipidos solo fue demostrado en las mujeres portadoras de los genotipos £2/3 y E3/4. En el
caso de los pacientes con EAC este efecto fue observado solo en los portadores del genotipo

E2/3 quienes presentaron niveles altos de C-HDL.



INTRODUCCION

CLASIFICACION Y COMPOSICION DE LAS LIPOPROTEINAS

El colesterol y sus ésteres, asi como los triacilgliceroles y fosfolipidos son practicamente
insolubles en agua. No obstante, estos lipidos se transportan desde el tejido de origen (higado,
donde son sintetizados o intestino, donde son absorbidos) hasta los tejidos donde son
almacenados o consumidos. Para transportar los lipidos en la sangre, estos son empaquetados en
macromoléculas de forma esférica conocidas como lipoproteinas, las cuales estan formadas por
un centro de caracteristicas hidréfobas en el cual estian contenidos los triacilgliceroles y el
colesterol esterificado, incluyen ademds una capa superficial mas hidréfila que contiene
colesterol no esterificado, fosfolipidos y proteinas especificas denominadas apolipoproteinas.
Estas apoliproteinas, ademads de tener funciones estructurales, pueden actuar como factores o
'gctivadbres de enzimas, participan en el reconocimiento de las lipoproteinas por sus receptores y

‘enla tranéferéncia de lipidos entre diferentes lipoproteinas ' (Figura 1).

-;«Las distintas lipoproteinas difieren entre si por la proporcién de colesterol,

nacnlghceroles y fosfolipidos que contienen, asi como por las distintas apolipoproteinas con las

uales se asocian. En la actualidad, las lipoproteinas plasmaticas han sido clasificadas de acuerdo
:.a su’densndad en: quilomicrones, lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL, del inglés very low
'd’e;vnsit’y ';l‘ipoproteins), lipoproteinas de densidad intermedia (IDL, intermediate density
liﬁoproteins), lipoproteinas de baja densidad (LDL, low density lipoproteins), y lipoproteinas de

: alta'dehsidad (HDL, high density lipoproteins)' (Tabla 1). Asi mismo, de acuerdo a su densidad




las HDL se han qlasiﬁcado en HDL;,, HDL;, y HDL3, y HDL 31 (densidad de 1.063-1.125 para
HDL, y 1.125-1.210 mg/dl para HDL;), aunque HDL;, y HDLyy, tienen la misma densidad, las
HDL,, tienen como principal apolipoproteina la A-I (apo A-I). En cuanto a las LDL, Se han
identificado 4 subclases (LDL LILIII y IV) mediante electroforesis de gradiente de concentracion
en gel de poliacrilamida.

Cada clase de lipoproteina tiene una funcién especifica, determinada por su sitio de
sintesis, composicion lipidica y contenido de apolipoproteinas. Los quilomicrones tienen la
funcién de transportar la grasa exogena desde el intestino hasta el higado, mientras el transporte
de los lipidos desde el higado hasta los tejidos periféricos y de aqui nuevamente hacia el higado,
se realiza a través de las VLDL, IDL, LDL y HDL que constituyen el denominado transporte de
los lipidos endégenos !

' Cada una de las apolipoproteinas, tiene una funcidon especifica en el complejo
] macromolecular Algunas de ellas inicamente son estructurales como la B-48, otras como la apo
A 1, la apo A-IV y la apo C-I activan la lecitina:colesterol aciltransferasa (LCAT), otras como la
apo C-II y C-IIl activan e inhiben, respectivamente, a la lipasa de lipoproteina (LPL). Finalmente,
algunas de ellas actiian uniéndose a receptores especificos como ocurre con la apo B-100 y la apo
E. Entre las lipoproteinas del plasma humano, existen por lo menos nueve apolipoproteinas
diferentes, las cuales se distinguen por su tamaiio, reacciones con anticuerpos especificos y
distribucién caracteristica en las distintas clases de lipoproteinas (Tabla 2). |

Una de estas apolipoproteinas, la apo E, es una proteina plasmética que sirve como
ligando para los receptores de lipoproteinas de baja densidad (receptor LDL) y a través de su
imeraccién c?on estos receptores , participa en el transporte de colesterol y otros lipidos entre las
- diferentes células del cuerpo. Esta proteina presenta tres isoformas principalmente, referidas

9



- como apo E—2 apo E- 3 y apo E-4, productos de tres alelos (€2, €3 y €4) en el locus del mismo

gen. El pollmorﬁsmo de la apo E se ha asociado con variaciones en los niveles de lipidos

plasmatxcos, a51 como en el riesgo de enfermedad arterial coronaria.
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Tabla 1. Clasificacion de las lipoproteinas.

Clase de Lipoproteina Densidad (g/mL) Mobilidad electroforética
Quilomicrones <0.94 Origen

VLDL 0.94-1.006 Pre-f

LDL 1.019-1.063 B

HDL 1.063-1.210 a

" VLDL = lipoproteina de muy baja densidad, LDL = lipoproteina de baja densidad
HDL = lipoproteina de alta densidad.

Tabla 2. Tipos de Apolipoproteinas plasmaticas.

Apolipoproteinas Lipoproteina asociada Funcién
ApoAl HDL y Quilomicrones Estructural y activa la LCAT
ApoAll HDL y Quilomicrones Estructural e inhibe la LCAT in vitro
ApoB48 Quilomicrones Estructural
ApoB100 VLDL, LDL Estructural y se fija al receptor LDL
= ApoCI _ VLDL, HDL, Quilomicrones Activala LCAT
e ApdCII » Quilomicrones, VLDL, HDL Activa la LPL
~ “ApoCIIl Quilomicrones, VLDL, HDL Inhibe la LPL
' ApoD ' HDL Proteina de transferencia de lipidos
ApoE Quilomicrones, VLDL,HDL Estructural y ligando para receptor apoB/E

LCAT: Lecitina colesterol acil transferasa; LPL: Lipasa.de lipoproteina
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CARACTERIZACION DE LA APOLIPOPROTEINA E

La apolipoproteina E (apo E) es una proteina plasmdtica identificada por primera vez en
humanos en 1973 2, Posteriormente fue identificada y caracterizada en otras especies de las
cuales se han derivado modelos para poder estudiar y caracterizar de manera extensa dicha
apolipoproteina. La apo E es una glicoproteina de 299 aminodcidos rica en arginina, con un peso
molecular de 34 200 D '. Se encuentra codificada en el cromosoma 19 y forma parte de la
estructura de diversas lipoproteinas como los quilomicrones circulantes, los remanentes de
quilomicrones, las lipoproteinas de muy baja densidad, las lipoproteinas de densidad intermedia
y las lipoproteinas de alta densidad . La apo E tienc un papel esencial en el movimiento de
lipidos entre los tejidos * y sirve como ligando para receptores de lipoproteinas de baja densidad;
fa lrévéé de su interaccién con estos receptores participa en el transporte de colesterol y otros
lipidos jd‘esde el higado hasta los tejidos periféricos. Por su presencia en las lipoproteinas de alta
densidad (HDL), participa en la redistribucidn del colesterol y de otros lipidos entre los tejidos y

también parece estar involucrada en la reparacién de tejidos dafiados '. Se piensa que el

complejo HDL-apo E también est4 involucrado en la liberacién de colesterol HDL mediado por
un receptor hacia el higado *, en la hidrélisis hepatica mediada por una lipasa de los fosfolipidos

67 en el metabolismo postprandial de

HDL *, en la esterificacién del colesterol plasmatico
triacilgliceroles 8 y en el reflujo de colesterol derivado de células >'°
Ot'ras‘ funciones en las cuales también parece intervenir la apo E incluyen la

inmunoregulacion y modulacién del crecimiento celular asi como la diferenciacion celular 3,

13



EXPRESION GENETICA DE LA APOE

A diferencia de otras lipoproteinas importantes, las cuales son sintetizadas principalmente
en el higado y en intestino delgado, la apo E es producida por varios tejidos, sugiriendo que esta
podria estar involucrada en otros procesos ademas del transporte de lipidos tradicional. Una gran
cantidad de ARN mensajero de apolipoproteina E es encontrada en tejido hepatico'!. Por otro
lado, los pacientes que han recibido transplantes de higado adquieren el fenotipo sérico de la apo
E del donador, sugiriendo que la mayoria de la apo E circulante es sintetizada en el higado. La
apolipoproteina E también es sintetizada en la gldndula suprarrenal y en rifion "2, La expresion
del gen de la apo E es regulada por multiples clementos positivos y negativos dentro de la region
del promotor.

El cerebro, después del higado, es el érgano con mayor concentracién de ARNm para laapo E '!.
Se hé observado que, cuando se lleva a cabo el transplante de higado, la apo E encontrada en el
, ﬂ,ui‘d(:)r cerebro-espinal no cambia, indicando que es sintetizada localmente 13, Otro tejido en el

- cual 'V‘también se ha reportado la sintesis de apo E es el bazo’.
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POLIMORFISMO DE LA APOLIPOPROTEINA E

El gen que codifica para la apo E estd localizado en el brazo largo del cromosoma 19 en una
familia de genes, donde estan incluidos los genes para apo C-I, C-I' (un pseudogen) y C II ",
Dicho gen incluye 4 exones y tiene un tamaiio de 3.7 Kb. El receptor de las LDL y de la apo CII
también esta localizado en este cromosoma '°. La secuencia promotora TATAATT se encuentra
aproximadamente a una distancia de 30 pares de bases arriba del sitio de inicio de la
transcripcion.

El gen de apo E codifica para tres alelos llamados E2, E3, y E4, los cuales difieren entre si por

una unidad de carga neta debido a la sustitucion de una base en dos codones en el cuarto ex6n del

gené '3'i6"7, Debldo que ‘estos alelos se heredan de forma mendeliana codominante, se
‘encuentran 6 fenotlpo’s de apo E que son: apoE2/2, E3/2, E3/3, E4/2, E4/3 y E4/4, los cuales
dlﬁeren por la sustltuclon de un aminoécido en uno o dos de los sitios polimérficos (residuos 1 12
y 158) 178 La apo E4 difiere de la apo E3 en la sustitucién de una arginina por una cisteina en el
re31duo 1]2 mlentras que la apoEZ difiere de la apoE£3 en la sustitucién de una cisteina por una

bargmma en e] re51duo 158 (Figura 2). Debido a la similitud en los efectos fisioldgicos de los

dlferentes alelos de esta proteina, éstos son comunmente agrupados en el alelo E2 (que incluye

- los genotxpo 2/4 2/3 ¥ 2/2), el grupo del alelo £3 (que incluye el fenotipo 3/3) y el grupo del

‘ cluye los fenotipos 4/4 y 4/3).

.15



- Iniciador F6 - i ‘ R
4 DNA taagcttG GCG CGG CTG TCC AAG GAG CTG CAG GCG GCG CAG GCC CGG CTGGGC 53

4prot¢ina, 'Leu Ser Lys ;-Glu Leu' Gln Ala Ala Gln Ala Arg Leu Gly :

GGC CGC CTG GTG CAG TAC CGC GGC GAG GTG CAG GCC ATG 113
1y vArg Leu Val Gln . Tyr Arg Gly Glu Val Gln Ala Met

F VGCG GAC ATG GAGVGAC GT(: CGC
4 Ala Asp Met Glu Asp Val
L 2
2

4. CTC GGC CAG AGC ACC GAG GAG CTG CGG GTG CGC CTC GCC TCC CAC CTG CGC AAG CTG CGT 173
i4 Leu Gly Gln Ser Thr Glu Glu Leu Arg Val Arg Leu “Ala Ser. HIS Leu Arg lys Leu’ Arg ‘ '
: G e . o ;1‘58’ ; .
| TGC
: : S CGC| - Iniciador F4
iq’ AAG CGG CTCCTC CGC GAT GCC GAT GAC CTG CAG AAG CGCICTG GCA GTG TAC CAG GCC GGG 233
-4 Lys Arg Leu Leu Arg Asp Ala Asp Asp Leu Gin' Lys Arg Leu Ala Val Tyr Gln Ala Giy

(43 L o : Arg
2 o ] ‘ | Cys
.4 GCganttetgt : , R e 244
A ' ' o
.~ APOE*2  APOE*3 APOE*4
Posicién 112 -~ Cisteina (TGC). - . - Cisteina (TGC) Arginina (CGC)
fPosiciénf 158 . Cist ,na“(sv':It‘GC)‘ " Arginina (CGC) Arginina (CGC)

' ':Flgura 2. Secue NA y de la proteina de la region amplificada de la apolipoproteina E.

A. En la parte uperlor‘ se indican las bases y en la inferior los aminodcidos, ambos
correspondlentes:para el alelo E4. En las posiciones 112 y 158 se indican los cambios en la
secuencia correspondlentes para E2 y E3. En negritas se indican los iniciadores (F4 y F6) B.
Muestra los cambios del aminoacido en ambas posiciones (112 y 158) para cada uno de los

alelos.
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VESTRUCTURA DE LA APOLIPOPROTEINA E.

La apo E sirve de ligando para varios receptores celulares y promueve el catabolismo de los
remanentes lipoproteicos que contienen apo E. Mutaciones en la apo E pueden alterar la unién de
las lipoproteinas que contienen apo E con el receptor de las LDL, las cuales pueden estar
asociadas con la aterosclerosis prematura. Por lo tanto, la estructura de la apo E es importante
para determinar la afinidad de unién con las lipoproteinas y como resultado, en los niveles de
lipidos. Una caracteristica en la estructura de todas las apolipoproteinas es la region o-hélice
anfipatica, caracterizada por una cara compuesta por residuos no polares y la otra por residuos

- polares, esta estructura es importante para la unién con lipidos''®* A través de estudios

fi ‘yi’c quimicos en la apolipoproteina E, se han identificado dos dominios estructurales

nde_:‘p"e'kndientes con diferentes funciones"'®. La regién amino-terminal (1-191) que contiene el
‘dbmiknri‘o‘f de unién al receptor y la regién carboxi-terminal que interactua con la superficie de las

liﬁq "’cétein'as"'g . El dominio de unién al receptor ha sido localizado y caracterizado por diversos

qsl‘w'zo Inicialmente, se estableci6 que el nimero de residuos de arginina y lisina en la apo

est d

é}"l_‘kla‘apo B) era esencial en la unidn con el receptor de LDL. Una modificacién
1va dqlos residuos de arginina o de lisina inhibian completamente la unién de la
r Ei)for de LDL in vitro '**°, Por otro lado, una modificacién en estos residuos de
,:Larrgiinir‘ié o‘-li':s“inaken'las lipoproteinas que contienen apo E, retrasan su remocién plasmatica,
i~j‘j’ndfcando la importancia de estos residuos en la apo E sobre el catabolismo lipoprotéico via el

receptor de las LDL. Los residuos de aminodcidos de la apo E involucrados en la unién con el

receptor han sido estudiados mediante diferentes métodos: 1) Identificando y secuenciando
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mutantes naturales de la apo E con defectos en la unién con el receptor. 2) Generando
fragmentos de apo E y estudiando su actividad de unién con el receptor. 3) Por la ubicacion del
epitope utilizando un anticuerpo monoclonal para apo E que bloquea la union de las lipoproteinas
que contienen apo E. 4) Produciendo formas mutantes de la apo E por mutagénesis dirigida.
Obviamente, la aparicién de las variantes con defectos en la unién con el receptor han sido muy
importantes para conocer su estructura. Casi todas las mutaciones de la apoliporoteina E
reportadas en personas con hiperliproteinemia tipo III presentan una unién anormal con el
receptor; e involucran residuos entre los sitios 136 al 146. Esta informacién ha ayudado a
localizar el dominio de unién con el receptor en la cercania de los residuos 140 al 160. A través

de estudios de cristalografia por rayos X, se determind la estructura tridimensional del dominio

aﬁiihb;teMinal de la apolipoproteina E (Figura 3). El dominio de unién al receptor fue
c_:riéqtﬁfado entre los residuos 136 al 160, en una parte de la hélice con un potencial electrostatico
e pééiti?o'g. Sin embargo, los aminoacidos que se encuentran mas alejados de los residuos 136 al
160 también tienen un papel importante en la unidn al receptor. La region de unién al receptor es
> abundante en aminoacidos neutros. La region entre los residuos 131 al 150 presenta una o-hélice,
: coﬁteniendo el sitio de unién al receptor. Los residuos 151 al 154 forman un sitio $-doblado,

v 'seguido por la forma PB-plegada entre los residuos 155 al 164. Se conoce que una variacion en la
posicion 158 reduce la afinidad de unién, por la alteracidn en la conformaciéon molecular de la
regfén.En estudios realizados por mutagénesis dirigida, se ha observado que el cambio de
aminoacidos bésicos a aminodcidos neutros disminuyen la afinidad de unién de un 10% al 50 %
‘de lo normal.- Debido a estos estudios, se conoce ahora que la isoforma APOE*2 tiene una

: aﬁni:(iéd"deiunién hacia el receptor del 1 al 2% menor que la isoforma APOE*3 y solo difiere de

E3 en una base en la posicién 158 '°. Estudios de variantes truncadas de la apo E sugieren que
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los residuos en la regién 171-a 183 son necesarios para la unién normal con el receptor 2!, Estos
aminoécidos pueden’ ontribuir a una estructura mas ordenada y estable o al alineamiento de los

e de unién al receptor 2!,
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Figura 3. A. Modelo conformacional del dominio N-terminal de la apo E3 inducido por la unién
con lipidos. El modelo.del lado izquierdo corresponde a las 4 helices globulares libres de lipidos,
estab]ecida por"éris't'alo:graf' ia por rayos X. La estructura conformacional abierta se muestra en el
“lado derecho, con las héllces 1 y 2 moviendose hacia el lado contrario de las hélices 3 y 4. Las
estructuras hellcmdales se mantienen en la conformacidén abierta. Se indican los residuos de

Tnptofano (W) y ctstema (C) sobre la proteina. B Localizacion del sitio de union de la

_ apollpoprotema E con el receptor. Los numeros indican los residuos de los aminoécidos de la apo

: : FE.:‘ Tomado de Weisgraber 1994,




ViIAS METABOLICAS QUE INVOLUCRAN A LA APOLIPOPROTEINA E

La apolipoproteina E es una de las principales proteinas involucradas en el catabolismo de
lipoproteinas ricas en triacilgliceroles (VLDL), las cuales tienen la funcion de transportar
triacilgliceroles desde el higado hacia los tejidos periféricos, mientras que las HDL participan en
la redistribucion de colesterol entre las células. La apo E esta presente en los quilomicrones
sintetizados en el intestino, quienes transportan los triacilgliceroles y el colesterol provenientes de
la dieta. El principal papel fisioldgico de la apo E en el metabolismo de las lipoproteinas es su
capacidad para mediar la unién de las lipoproteinas que contienen apo E con el receptor LDL,
también referido como receptor apo B/E. La apo E actua como ligando para dos tipos de
receptores: el receptor de “remanentes™ y el receptor a apo B/E.

Existen diferentes vias metabdlicas que involucran a la apo E en la regulacion de los niveles de

“las .cuales se pueden dividir en tres categorias. Dos de estas incluyen vias bien

;ter(i‘z‘adras que involucran el transporte de lipidos mediados por apo E, mientras que la tercera

Vié €s niﬁlcho mas especulativa y aparentemente involucra otros mecanismos ademas de la
7 funméndel transporte de lipidos. Para poder entender el papel de la apo E en la distribucion de
éc;ieéféfol y triécilgliceroles entre las células, es importante conocer las vias metabdlicas que
o éstéﬁ invplucradas en la distribucion de lipidos en los diferentes 6rganos. El primero de ellos es el
f'tr'anspprte de lipidos provenientes de la dieta desde el intestino hacia el higado y los tejidos
periféricos (via exdgena). El segundo es el transporte de los lipidos desde el higado hasta los
tejidos periféricos (via endogena) y el tercero, que es de los tejidos periféricos hacia el higado

(transporte reverso de colesterol).
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REDISTRIBUCION DE LIPIDOS ENTRE LAS CELULAS DE DIFERENTES ORGANOS.

1)} EL TRANSPORTE DE LIPIDOS DE LA DIETA DESDE EL INTESTINO HASTA
EL HIGADO Y TEJIDOS PERIFERICOS (VIA EXOGENA).

Las grasas contenidas en los alimentos que ingerimos, no pueden ser absorbidas directamente por
el intestino, al llegar al duodeno son catabolizadas por la enzima colesterol esterasa y por la
lipasa pancreatica, generandose acidos grasos y colesterol . Los dcidos grasos pasan a los

enterocitos del intestino delgado donde la enzima esterasa los une al glicerol formando los

o '~ﬁtrizi¢ilgliceroles, los cuales se ensamblan con pequeifias cantidades de colesterol, apolipoproteina

B-48, A-I;Ey;_fosfoh'pidos para formar los quilomicrones. Los quilomicrones sintetizados por el

- triacilgliceroles de'los: quilomicrones y los &cidos grasos generados, recapturados inicialmente
s, donde son almacenados en vesiculas de triacilgliceroles. Después de la
" hidrolisis de los triacilgliceroles, los quilomicrones se convierten en pequefias particulas las

cuales son enriquecidas con ésteres de colesterol que proviene de las HDL por accién de la

CETP, transformandolas en remanentes de quilomicrones. Los remanentes de quilomicrones son
rapidamente conducidos hacia el higado, en donde el colesterol es utilizado para formar parte de
las membranas o en la biosintesis lipoproteica o excretado como colesterol libre o acidos biliares.
La apolipoproteina E es responsable de mediar la recaptura de los remanentes de quilomicrones
la cual se une al receptor apo E o de remanentes de quilomicrones '+ 617,

La captura de remanentes de quilomicrones por el higado puede ser un proceso que involucre

varios pasos en la union de los remanentes de quilomicrones en el espacio de Disse y la recaptura
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por los hepatocitos.'® Adémas la hidrolisis de los lipidos y su transferencia dentro de los
" hepatocitos puede llevarse a cabo mientras las particulas se encuentran en el espacio de Disse.
Sin embargo, el mecanismo preciso en la captura de los quilomicrones remanentes requiere

mayor estudio, aunque se conoce que esta captura esta mediada por la apo E.

II) TRANSPORTE DE LIPIDOS DESDE EL HIGADO HACIA LOS TEJIDOS
PERIFERICOS (VIA ENDOGENA).

Las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) se sintetizan en el aparato de Golgi de los
hepatocitos a partir de dcidos grasos, glicerol y pequeiias cantidades de colesterol. En el plasma,

éstas actiian por la lipasa de lipoproteina que utiliza apo C-II, la cual cataliza la liberacion de

4cidos  grasos;: convirtiendola en una particula cada vez més pequefia y mas enriquecida con

el higado 'y eliminadas ‘e’l‘{p]‘asmé. a través del receptor apoB/E. Las LDL son captadas por el

Higa'ch:d‘ por lo nk‘e_n\ 08 périféficbs a través del receptor de LDL (Figura 4)
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III) TRANSPORTE DEL COLESTEROL DESDE LOS TEJIDOS PERIFERICOS
HACIA EL HIGADO (TRANSPORTE REVERSO DE COLESTEROL).

La eliminacién del colesterol del cuerpo se da inicialmente a través del higado, via formacion de
la bilis 2%, Por lo tanto, es esencial que el colesterol de los tejidos periféricos sea transportado
de regreso al higado. Este proceso es llamado “transporte reverso del colesterol”, el cual
~‘involucra a las HDL, como el principal transportador. Las HDL se sintetizan en el higado e

' .intestmo delgado y son secretadas a la circulacion en forma de HDL nacientes ¢ discoides??

i gi(Flgura 5). Ademas, estas pueden formarse como resultado de la interaccién de membranas

: .‘.,f\bpvlasmz’itlcas con apo-Al que es secretada junto con pequefias cantidades de fosfolipidos y

‘c017es't'éro'l. kL‘a enzima LCAT localizada en la superficie de la HDL naciente esterifica el colesterol
: proveniente de células periféricas que al incorporarse al niicleo de la particula la transforma en
E una HDL esferlca la HDL3 Una minoria de las HDL que conticnen apo-Al como dnica

apoprotema, son las prmclpales aceptoras de colesterol extracelular. Entre mas colesterol libre

sea estenﬁcado lecmna colesterol acil tranferasa (LCAT), la HDL; se va haciendo mas

224 Los ésteres de colesterol se

grande; - esférica’ 'y, madura, rica en ésteres de colesterol 2

‘inte;rcahibién or Ghde las lipoproteinas que contengan apo-B (quilomicrones, VLDL, IDL,
LDL), po ‘medio de\ la protema de transferencia de ésteres de colesterol (CETP) 2°. Este

HDLj3 en HDL; que por la actividad de fosfolipasa de la lipasa hepatica

Vpiévr‘dehfv_bsfolipidc)s os ésteres de colesterol son depositados en el hepatocito mediante el

kx'_é;:‘eplor‘;:}jérz"l'apofAv_‘I. _Asigia HDL; se transforma de nuevo en HDL;
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IV) APOLIPOPROTEINA E EN LA REDISTRIBUCION DE LIPIDOS ENTRE LAS
CELULAS DENTRO DE UN ORGANO O TEJIDO.

Las HDL con apo E o ¢l complejo de lipidos con apo E puede funcionar enviando colesterol a las
células en un medio ambiente local donde ellas son formadas. Asi, la apo E puede participar en la
redistribuciéon de colesterol de las células con exceso de colesterol a otras que requieren

' ,4colesterol. Las células que requieren colesterol pueden expresar niveles altos de receptores LDL

: y;,recaprturar las particulas que contienen apo E.

: Algunos modelos propuestos involucran el almacenaje coordinado y la redistribucion de
‘::c;okléétér;)l"é‘ntre células de nervios periféricos con dafio o proceso de regeneracion 3032 Después
delké?o’rt’e dél nérﬁ’o ciético de la rata, la produccién y acumulacion de la apo E aumenta de 100 a
200 veces mas que en un nervio sin dafio. La apo E extracelular puede alcanzar hasta un 5% del
total de la protema soluble en el segmento de la regeneracion. La produccion de apo E alcanza un
méxnmo en 7 a 10 dias después del dafio y disminuye lentamente a sus condiciones basales
después de 8 semanas, cuando la regeneracioén del nervio ciatico de la rata ha finalizado.

Las células responsables de la produccién de la apo E en esta situacién son los macréfagos*2,

Inmediatamente después del dafio, los macréfagos que estan en el nervio ciatico secretan apo E.

Ademés, como parte de la reaccién inflamatoria, los macréfagos llegan rapidamente al sitio de

G dano atraen a més macréfagos y empieza la produccion de apo E. La degeneracién del axén y la

destruccwn de la mlelma se llevan a cabo ripidamente. La mayoria del colesterol y otros lipidos

1mport‘mles son’ reten' os dentro del drea de degeneracién y acumulados en las células de

3 Schwann y en los macrof'lgos




Como la regeneracién del axén crece haciva el tubo neuronal, continua expresando altos niveles de
receptores LDL en la punta de crecimiento *2. Probablemente los receptores participan en la
recaptura de colesterol para su utilizacion en la biosintesis de la membrana. El colesterol puede
provenir de los macr6fagos locales que estan cargados con lipidos o de los desechos celulares.

Este modelo en nervio puede describir un proceso mas general que se da en mayor o menor grado
en varios tejidos en respuesta al dafio y la reparacion. Evolutivamente hablando, parece que la

naturaleza disefi6 un sistema para la captura y el almacenamiento del colesterol y posiblemente

“de btrds"lfpidos y la redistribucion en las células que requieren colesterol para su biosintesis. Asi,

- v*la‘ ap{o‘l_ipo'p‘rbteina E y el receptor de las LDL tiene un papel fundamental en este proceso.
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Figura 4. Esquema general del metabolismo de los Quilomicrones, VLDL ,IDL, LDL, HDL y

Remanentes de quilomicrones.
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Figura 5. Esquema del mecanismo del tranporte reverso de colesterol. Los aceptores primarios
(pre-B1 o HDL3) captan el colesterol de las células periféricas por A) contacto con la membrana
celular, o B) por medio del receptor SR-BI. La incorporacién y esterificacién de colesterol por
la LCAT, generan HDL3 y HDL2. El colesterol esterificado puede seguir dos rutas: 1) por accion
dela CETP es intercambiado por triacilgliceroles provenientes de lipoproteinas que contienen
apo B llegando al higado, gracias al receptor hépatico apo B/E o, 2) es eliminado directamente de
la lipoproteina por un mecanismo en que interviene el receptor hepatico SR-BI. La LH hidroliza
los triacilgliceroles de las HDL captados por la ruta 1). Esta hidr6lisis en asociacién con la
actividad PLTP, regenera los aceptores primarios. Tomado de Pérez-Méndez, 2000.
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POLIMORFISMOS DE LA APOLIPOPROTEINA E SOBRE LOS NIVELES DE
LiPIDOS Y LA ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

La enfermedad cardiovascular (ECV), la cual incluye la enfermedad ateromatosa
coronaria (EAC) es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en los paises
industrializados. Los principales factores de riesgo incluyen la edad, sexo, hipertension, diabetes,

.C-LDL elevado (2160 mg/dl 4 mmol/l), y disminucién de C-HDL (< 35 mg/dl, 0.9 mmoVl/l). Un
b‘lfactor adicional importante son los antecedentes familiares de dafio coronario prematuro >>*

»Dlversos estudios han asociado a los niveles de lipidos con la enfermedad cardiovascular.

" Algunas de las mutaciones comunes en la poblacién en general han incluido la participacién del

locus de la apo E. Estudios poblacionales han tratado de explicar esta variacién genética de la apo
E cdmo el principal modulador de colesterol total y C-LDL.

,Como ya se mencxoné la apo E tiene tres alelos comunes que codifican para tres isoformas E2,

combmacmn de estos tres alelos da por resultado los seis fenotipos, entre los que

B3y

. estAntres tos E2/2, E3/3 y E4/4 y tres heterocigotos E3/2, E4/3 y E4/2.

: 'jLa "pr'esencia‘de alguno de los alelos mencionados se han asociado con alteraciones en los niveles

de colesterol total y C LDL en la poblacién en general. Estudios a nivel poblacional, indican que
g blos mdxvnduos que presentan el alelo £2 muestran una deficiencia en la uni6n de las lipoproteinas

-con el receptor para apo E, esto se ha asociado con niveles bajos de colesterol total y el desarrollo==-

‘de hiperlipoproteinemia ***’. Por otro lado, los individuos que tienen el alelo £4 presentan una
mayor afinidad de unién de las lipoproteinas con el receptor para apo E, y se ha asociado con
concentraciones elevadas de colesterol total y de C-LDL en el plasma, lo que a su vez también

estd asociado con un incremento en el riesgo de dafio coronario®**2,
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Se ha refpo'rtado una alta frecuencia del alelo £4 en pacientes con enfermedad coronaria e infarto
al miocardio en algunas poblaciones estudiadas. De la misma manera, los individuos que
presentan este alelo tienen una frecuencia mayor de calcificacién adrtica que los que presentan
cualquiera de las otras dos variantes (£2 o E3)**, Por otro lado, la presencia de ciertos fenotipos
como E4/4 y E4/3 se asocia con incremento en los niveles de C-LDL, mientras que dichos niveles
estan disminuidos en individuos con los fenotipos £3/2 y E2/2. Finalmente, parece existir un
gradiente de asociaciéon de los fenotipos £3/4, E3/3 y E3/2 con la presencia de lesiones
aterosclerdticas en algunas poblaciones, siendo la mas fuerte con el fenotipo £3/4 3536

Se sugiere que la presencia del alelo £2 provoca la disminucién de C-LDL debido a una

disminucioén en la remocioén de remanentes de quilomicrones por el higado y un aumento en la




controversial ya que algunos estudios sugieren que el alelo £2 puede estar asociado con el riesgo
de ECV de manera dependiente del sexo y la edad, y puede también estar influenciado por
factores ambientales **%°. Algunos estudios han asociado al alelo E2 con lipemia posprandial
elevada, por lo que la influencia del alelo E2 sobre el riesgo de ECV puede ser debido a las altas
concentraciones de lipoproteinas ricas en triacilgliceroles las cuales son aterogénicas °'. Sin
embargo, esta asociacién solo se ha observado en hombres. Una posible explicacién a estos
hallazgos del potencial aterogénico asociado con las lipoproteinas ricas en triacilgliceroles
pueden ser expresadas debido a los bajos niveles de C-HDL encontrado en los hombres, mientras
que, en las mujeres, el efecto aterogénico de las lipoproteinas ricas en triacilgliceroles puede ser
contrarrestada por niveles elevados de C-HDL. Otro posible mecanismo que se postula es por la
relacidn entre la resistencia a la insulina, lipemia posprandial y los estrégenos. Se ha mostrado
que los estrogenos aumentan la expresion de los niveles de RNAm de la apo E. Este incremento
en la expresién de apo E, puede dar lugar a un aumento en la secrecién de apo E y por lo tanto,
una remocién de los remanentes més eficiente en las mujeres premenopausicas®’. Esta hipotesis
' " se apoya en estudios en conejos trigliceridemicos, donde los niveles elevados de apo £2 provocan
una hiperlipidemia y una aterosclerosis mas severa en machos con respecto a las hembras®®. Un
tratamiento con estrégenos en estos conejos transgénicos machos, normalizé el perfil lipidico.
“'Por otro lado, los conejos transgénicos hembras que se ovarioctemizaron incrementaron
: s_igniﬁcativamente los niveles de las lipoproteinas consideradas aterogénicas. Parece ser que, los
”',:‘eisrt;f{)g#nos son responsables en gran medida de las diferencias de los niveles de lipidos y
pirbiqe/sb‘ovs étefésc]eréticos dependiendo del género, observado en este modelo animal.

'lLélA“vari:ait)ilAidad en las asociaciones reportadas y el genotipo de la apo E con el riesgo de EAC

pUedén ser afectadas por diferentes factores que alteran la asociacién entre el genotipo de la apo
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E y los niveles de lipidos en plasma. Entre estos factores pueden estar involucrados la dieta y las
.teféi)ias farmacol6gicas %%, Estas interacciones pueden explicar los niveles elevados de C-LDL
-en una dieta alta en colesterol con el alelo E4. Efectos similares con la apo E se han reportado
para la presion arterial y en terapias dietéticas 6. Sin embargo, varios autores %% sugieren que
una dieta baja en grasas suprime el efecto deletéreo del alelo £4 en el pérfil lipidico. Estudios
llevados a cabo en dos poblaciones indigenas de México (Purepechas y Mayas) reportaron que no
encontraron una correlacion entre los genotipos £3/3 y E3/4 con la concentracion de C-LDL, lo
cual indica que posiblemente, pueda deberse al estilo de dieta tradicional de la region, la cual es
baja en grasas. Este estilo de vida puede interactuar con la susceptibilidad genética de la apo E y
asi determinar los niveles de lipidos en el plasma. Efectos similares entre el estilo de vida y los
69,70

niveles de lipidos han sido reportados para otras poblaciones

Por otro lado, a través de estudios epidemiolégicos se ha demostrado que la incidencia de dafio en

: arr“teri‘as':c\d‘f as ﬂét'sté" inversamente relacionado con la concentracién de lipoproteinas de alta

lasrr'rila'(HDL)'”'". Se piensa que las HDL inhiben la aterogénesis debido a que

promueven un exceso en el flujo de colesterol desde los macréfagos cargados de lipidos™ y

= ’medlante el transporte del exceso de colesterol desde el plasma hacia el higado por una excrecién

“eventual en la bilis (prqceso referido como transporte reverso de colesterol , Figura 5)’>7, Las

: HDL también intervienen en otras funciones anti-aterogénicas como es la remocién plasmatica de
lipoproteinas ricas en triacilgliceroles (TLR)®, inhibicién en la oxidacién de lipoproteinas de baja
densidad (LDL)™ y la inhibici6n en la expresion de células de adhesién endotclial.

El polimorfismo de la apo-E en la susceptibilidad a diversas enfermedades principalmente

el infarto al miocardio y enfermedades coronarias ha tomado gran relevancia y ha sido evaluada

- en'diversas poblaciones utilizando grupos control del mismo origen étnico (Tabla 3). Dichos
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datos muestran que el pprcentaje de pacientes ‘con problemas cardiovasculares que muestran el
t;enotipo E4/4 es igual o excede la proporcion observada en los sujetos control. Similarmente, el
fenotipo E3/4 es mas comin en los pacientes que en los controles. Sin embargo, no se han
-~ observado diferencias significativas en cuanto a la frecuencia de los fenotipos £2/2 o E2/3 al
comparar los pacientes con los sujetos control. Esto sugiere que el alelo E4 presenta una
asociacion con la ECV y algunos autores indican una mayor incidencia en los hombres, aunque
existe una disparidad entre los estudios*?. Estos resultados son controversiales dependiendo del
origen étnico de los sujetos de estudio, ademds como ya se menciond, la presencia de otros
factores de riesgo pueden influir en la enfermedad.
Finalmente, cabe mencionar que la apolipoproteina E, también se ha relacionado con otras
enfermedades como son las nefropatias y el Alzheimer. Este ultimo ha tomado gran importancia
ya que se ha observado una fuerte relacién entre la enfermedad de Alzheimer y el alelo £4.
: “'Va‘r‘ibs' mvestlgadores han planteado la hipétesis que el alelo £4 puede estar asociado con

episodios de pérdida de memoria en personas mayores, aunque los mecanismos de esta

.- asociacién ain no son claros **.
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Tabla 3. Distribucién de los Fenotipos de la Apo-E en Pacientes Masculinos con IM o EIC y

su Comparacién con Sujetos Control.

Referencia Enfermedad Casos n Fenotipos de la Apo-E %
Controles n E2/2 E2/3 E3/3 E3/4 E2/4 E4/4
Cumming 1984 ¢ IM 194 0 72 552 46 304 2.6
o 7 400* 0.5 127 583 27 248 1.0
~ Lenzen1986%  IM 470 02 89 632 1.8 239
ST 624 12 630 32 199
Eto1989% ' EIC 55 1.8 109527 - 0
e 576 03

156 13"
208* 05
206 0.5
412+ 05 -
574 05
680 0.9

© Yamamura 1990 * EIC

-~ Wilson 19943~ EIC 145 14
; : 889 0.6
’S‘tvgav}n_gar_d':]9j‘95\5‘5. EIC muerte 28 0
s e 269 0

' Stengard 1995 EIC muerte 43 0
B e 326 0

Fenbtipbéidé la épo E, EIC e IM en hombres. * El sexo de los sujetos control no fue especificado,
o y'él‘m‘i"smro grui)o control fue utilizado para la comparacion de EIC entre hombres y mujeres.

‘ ‘IM:-I‘nfarto al miocardio; EIC, Enfermedad isquémica coronaria.
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DISTRIBUCION DE LA APOLIPOPROTEINA E EN LAS DISTINTAS POBLACIONES

Debido a la influencia que tienen los diferentes fenotipos de apo E en los niveles de
lipidos y su relaciones con enfermedades como la aterosclerosis, se ha analizado la distribucién
de sus frecuencias en diversas poblaciones 67 ¢7788 1 o5 datos reportados a la fecha establecen
que el alelo mas frecuente en todas las poblaciones estudiadas es el E3 y por tanto el fenotipo
mads comiin es el £3/3; sin embargo, la frecuencia tanto del alelo como del fenotipo varia segun la
poblacién estudiada. Existe una mayor diferencia en las frecuencias de los alelos £2 y E4 asi
como en los fenotipos en los cuales estan incluidos dichos alelos, las cuales varian
importantemente en los distintos grupos étnicos estudiados. Los individuos caucdsicos en general
presentan una frc,c‘_vue_ncia mas alta de £2, mientras que las poblaciones africanas presentan una

: 'ﬁfec;‘lenéia 'zi]ta-dél-ﬁdlel'o E4. Por su parte, las poblaciones indigenas americanas estudiadas hasta

“la.fecha basicamente presentan las frecuencias més elevadas de E3 %% y algunas de ellas

‘- principalmente las sudamericanas presentan también frecuencia alta del alelo E4 788586 g alelo

‘E2 no existe en poblaciones aborigenes de Groenlandia y de Australia, mientras que se ha

‘reportado su alta frecuencia en poblaciones Chinas y en aborigenes de Malasia y Nueva

‘Guinea”®*®%, pPor su parte, la frecuencia del alelo £4 es alta en poblaciones de Groenlandia,

,"Fm‘;lkandia y en aborigenes de Malasia, Nueva Guinea y Australia. La frecuencia de E4 es baja en

poblaciones  Chinas, Turcas, Italianas, Espafiolas y Griegas 77885 En Europa, se ha

T port do un gradiente de la frecuencia del alelo E4 siendo alta en poblaciones del norte y baja en

: pobl éidﬁés del sur, sucediendo lo contrario con la frecuencia del alelo £3.

" Estos datos nos muestran una gran diversidad en las frecuencias tanto alélicas como

R génotipiéas de la apo E en la poblaciéon mundial. Esto nos indica la importancia de estudiar
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poblaciones con poco grado de mestizaje, para poder entender mejor la participacién de la apo E
sobre los niveles de lipidos y por lo tanto en el desarrollo de la aterosclerosis. Las poblaciones
indigenas de nuestro pais, son un buen modelo de estudio, debido al bajo grado de mestizaje que
presentan. Este grado de mestizaje esta corroborado por estudios realizados con algunos
marcadores genéticos como los del HLA, adémas de estudios realizados por el Instituto Nacional
Indigenista, el cual integra a estos grupos étnicos de acuerdo a su caracteristicas de lenguaje,
vestimenta y rasgos fisicos, entre otros. El conocimiento de estas frecuencias en la poblacion
indigena de México puede ayudarnos a conocer, por un lado, el grado de mestizaje en nuestra
poblacién, conocer la relacion con otros grupos indigenas amerindios. Por otra parte, permitiria,
tratar de correlacionar estas frecuencias genéticas de la apo E con la incidencia de enfermedad
aterosclerotica. Si existe una relacion. entonces se podria utilizar a la apo E como marcador

_genético de la enfermedad.
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JUSTIFICACION

En nuestra poblacién existe muy poca informacion acerca de los genes que participan en el
desarrollo de las enfermedades cardiovasculares. Como ya se ha mencionado la apolipoproteina
E tiene un papel fundamental en los niveles de lipidos, principalmente en el C-LDL y C-HDL los
Cuales participan activamente en la generacion de estas enfermedades. En nuestra poblacién son

r,v"_muy escasos Ios trabajos relacionados con el polimorfismo de genes que participan en la

‘suscept:blhdad a EAC y en particular con la apolipoproteina E y los niveles de lipidos. No existe

o szormacnon acerca de la mezcla genética de nuestra poblacién (tanto indigena como Mestiza) y

: poderlos utlllzar ‘como marcadores genéticos para la susceptibilidad de algunas enfermedades

cardlovasculares como la aterosclerosis.
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OBJETIVOS

Debido a la importancia que parecen tener los genotipos de apo E en la susceptibilidad a

desarrollar algunas enfermedades de cardiovasculares, los objetivos del presente trabajo fueron:

1) Estandarizar una técnica rapida y confiable para definir las variantes polimorficas de la
apolipoproteina E.

2) Determinar la frecuencia de las distintas variantes de la apolipoproteina E en la poblacién
mestiza e indigena Mexicana, especificamente en un grupo indigena de origen Mazateco

3) Una vez definidas estas frecuencias, compararlas con las de otras poblaciones previamente
estudiadas con el fin de conocer las diferencias y semejanzas.

4) Cuantificar los niveles de lipidos y observar su relacién con las distintas isoformas

presentadas en la poblacién mestiza.
5) Estudiar la participaciéon del polimorfismo de la apolipoproteina E en la susceptibilidad

genética al desarrollo de aterosclerosis.en la poblacién Mexicana.
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HIPOTESIS:

De acuerdo a lo reportado en otras poblaciones de origen Amerindio, esperamos encontrar en la
poblacidn indigena de Mazatecos, una frecuencia baja para el alelo £2 y E4 y una frecuencia alta
para el alelo E3; mientras que para la poblacion Mestiza, debido al mestizaje dado
principalmente durante la conquista en el siglo XVI, esperamos una frecuencia mas alta con

. respecto a los indigenas para los alelos £2 y E4, semejante a la de las poblaciones caucisicas.

Debido a que los alelos E2 y E4 se han relacionado con dislipidemias, se espera encontrar una
relacion entre el alelo E2 con niveles bajos de C-LDL y altos de C-HDL y de forma inversa, para

el alelo £4 niveles altos de C-LDL y bajos de C-HDL
o si el alelo de susceptibilidad a la enfermedad arterial coronaria es el apo E4, entonces se espera

. encontrar una frecuencia mayor de este alelo en los pacientes con enfermedad cardiovascular

- diagnosticada que en los individuos control
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METODOLOGIA:

El estudio se dividi6 en tres fases, por lo cual los sujetos de estudio variaron en cada una de ellas.

Sujetos de estudio (Ira fase): Se estudiaron 83 individuos Mestizos Mexicanos, habitantes de la

¥ 'C.ivu‘d_ad, de Méxlco (40 hombres y 43 mujeres): El criterio de inclusiéon fue que tanto ellos como

Mazateco, habitantes del pueblo de Huautla de Jiménez y San Mateo Yoloxochitl en el estado de

ncluidos en esta parte del estudio. Los pueblos fueron seleccionados después de

iévisaf lo del Instituto Nacional Indigenista (INI). El criterio de inclusion fue: ser hébitante
autoctono dela régién, asi como sus padres y abuelos tanto maternos como paternos.
Los;Ma,zatetCoS son habitantes del norte de Oaxaca y de algunas areas del estado de Veracruz,

l‘és"ifﬁcados lingiiisticamente dentro del grupo Olmeca-Otomi, subgrupe Otomiano-

Mlxteco, y la familia Popoloca %2, Actualmente, existen cerca de 100,000 individuos quienes
Fl"tc;ne;;:en a este grupo étnico, 66.25% son bilinglies y 33.75% son monolingiies (datos
obtemdos del Instituto Nacional Indigenista, México) **. A cada individuo se le tomé una muestra
4 de 's’zrl‘ng.re venosa periférica (10 ml) en tubos con EDTA (1mg/ml) y fueron almacenados a 4°C

*> hasta su utilizacion,
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de sangre venosa periférica (10 ﬁﬂ) en tubbé con EDTA (1mg/ml) y fueron almacenados a 4°C
hasta su utilizacion.

Sujetos de Estudio (2da. fase): Se estudiaron a 278 individuos (200 mujeres y 78
hombres) profesores de escuelas piiblicas y privadas de la Ciudad de México, quienes estuvieron
de acuerdo en participar en este estudio; tomados aleatoriamente, se les practicéd una historia
médica indicando su sexo, edad, lugar de nacimiento, antecedentes familiares y habitos
alimenticios. Ademds se les tomaron medidas antropométricas e indice de masa corporal y una
muestra sanguinea (10 ml) en tubos con EDTA (1mg/ml) (Tomados por el Departamento de
Endocrinologia del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”). A este grupo de

individuos se les determinaron los niveles de lipidos: colesterol total (CT), colesterol asociado a

llpoprotemas de alta densndad (C HDL), colesterol asocmdo a lipoproteinas de baja densidad (C-

Amp » f caczon de Ios ﬁ'agmemos polimorficos de la apo E: Se utilizaron los iniciadores
k 1‘4 (5’-ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACAC 3%)

. F6 (5’-TAAGCTTGGCACGGCTGTCCAAGGA 3%)
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descritos por Emi y colaboradores 8 El DNA obtenido de cada individuo se amplificé por el
método de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La mezcla de reaccidn incluyd: 1 ug de
DNA, 1 pmol/ul de cada iniciador, 20uM de cada deoxinucleotido trifosfatado (dANTP), 2 mM de
MgCl,, 10%. de dimetilsulféxi&o, 1X de soluciéon amortiguadora (buffer) de reaccion y una
: unidad de Taq polimerasa en un volumen total de 25ul. La amplificacién se llevo a cabo en un

i —;ter'xnoi_:,iclador (Perkin Elmer 9700) a 95°C-20 seg, 60°C-30 seg y 72°C-1:15 min. 30 ciclos.

1D‘evspru'és de la amplificacion, cada muestra se verifico en un gel de agarosa al 2%. (ver anexos)

: ‘;_"A’Fragmentos de restriccion polimorficos (RFLPs): 17ul de cada amplificado se digirieron
i utlllzando e 5 a 10 umdades de la enzima Hha I/Cfo I incubando durante toda la noche a 37 °C.

a’electrofores1s enun gel de poliacrilamida al 10% durante 6 horas a una

-marcados con fluorescencia y usados como terminadores de la cadena (Perkin Elmer, Foster City,

CA, USA). Los pér;iniétros de la PCR de secuenciacion fueron como sigue: desnaturalizacion a
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6°C durante 10 segundos; alineacién a 50°C durante 5 segundos y extension a 60°C durante 4

< mmutos (25 cnclos) Fmalmente, los productos amplificados fueron nuevamente purificados

,z'ados. El colesterol total y los triacilgliceroles fueron determinados por

1ﬁé_todos enzimdticos ~ estandarizados (Roche-Syntex/Boheringer Mannheinm) en un

’ "_‘cyltbrngiiachi 70S5. La concentracion de colesterol HDL se determiné después de

'breéipitar a las lipoproteinas que contenian apoB con fosfotugsnato- MgCl,. La determinacion de

llpoproteina‘srrdue baja densidad se estimé a través de la formula de Friedewald *. Todas las

reélizadas bajo estricto de control de calidad, mediante la participacion del

e,lipldos del Instituto Nacional de Cardiologia certificado por el programa “Lipid

' Standanzatlon‘Program, Center for Disease Control en Atlanta, GA USA”.

Analzszs estadtsttco Las frecuencias tanto alelicas como genotipicas de las variantes de

ki'fh apo -E fueron obtemdas por conteo directo. Ademads, el equilibrio de Hardy-Weinberg se

i .,obtuvo a traves de'u programa computacional ARLEQUIN. Para los datos de indice de masa

i corporal (IMC), HDL LDL, VLDL y triacilgliceroles asi como para el analisis de genotipos de la
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apo E sobre los lipidos y lipoproteinas, se realizé un andlisis de covarianza (ANCOVA) y t de
student no pareada para comparar los valores medioslz’y analisis de X°. Todos los analisis se_~
llevaron a cabo separadamente en hombres y mujeres. Todas las variables se expresaron como

media + DE. Cuando la probabilidad de que la diferencia, debida al azar, fuera menor de 5%

(p<0.05) se consideré significativa. El anélisis estadistico de los datos se realizé con el paquete

estadistico SPSS v. 9.0
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Figura 6 . En la parte superior se muestra un gel de poliacrilamida al 10% tefiido en nitrato de
plata. Se observan los fragmentos amplificados de DNA y cortados con la enzima Hhal. El carril
1 y 7 corresponden al marcador de peso molecular (phiX 174 DNA), carril 2: (apo E-3/3), carril
3: (apo E-4/4), carril 4: (apo E-2/3), carril 5: (apo E-2/4), carril 6: (apo E-4/3), carriles 8 al 12
corresponden al amplificado de las muestras (244pb). En la figura inferior, las flechas indican los

sitios de corte con. la.enzima Hhal y los niimeros corresponden al tamafio de la banda para cada

alelo.
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Figura 7: Se muestran tres secuencias para la apoE a través de un secuenciador automdtico. La
parte inferior muestra a un individuo con genotlpo E3/3 en la cual se observa un pico en la
posicién 112 que corresponde a “T” y un solo pico en la posicién 158 que corresponde a “C”, es
decir la combinacién T/C del alelo E3 en estado homocigoto. La parte media muestra la
secuencia de un individuo con genotipo 2/3 en el cual se observa un solo pico en la posicién 112
correspondiente a T y dos picos en la posicion 158 que corresponden a Ty a C. De tal forma que
la combinacién T/T corresponde al alelo 2 y la combinacién de T/C corresponde al alelo 3. La
parte superior muestra la secuencia de un individuo 3/4 con un doble pico en la posicion 112 que
corresponde a T y C con un solo pico en la posicién 158 lo que corresponde a C. Por lo que la
combinaci6én T/C es equivalente al alelo 3 y la combinacién C/C al alelo 4
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RESULTADOS

CAPITULO|

DISTRIBUCION DE LAS FRECUENCIAS ALELICAS Y GENOTIPICAS EN LA POBLACION DE
MAZATECOS Y MESTIZOS MEXICANOS.

El estudio se inicié con la obtencién de las frecuencias tanto alélicas como genotipicas de la
poblacién Mestizo Mexicana asi como de un grupo indigena Mexicano (Mazatecos), para
conocer la distribucién de estos alelos, como se observa en la Tabla 4. En ambas muestras la

"frecuencxa observada y la frecuencia esperada se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg.

'Solo se. detectaron dos alelos en ambas muestras (Tabla 4). Las frecuencias de los alelos de

'AROE enf 'los ‘Mazatecos y los Mestizos Mexicanos muestran diferencias importantes cuando se

comparan con otras poblaciones previamente reportadas Sin embargo, cuando se compararon

entre ambas poblaciones, no se encontraron diferencias en las frecuencias alélicas ni en otras
poblaciones indigenas como son los Mayas y Yanomami (Tabla 5) 6886,

' Los ‘Mvéza'tec'os‘ y los Mestizos mexicanos junto con los Mayas y los México-Americanos %, son
;{’poblaclones con las frecuencias mas altas del alelo APOE*3 (>90%). El andlisis estadistico
f'mostro un mcremento en las frecuencias de este alelo en ambas poblaciones de Mazatecos y
) Mestxzos Mexncanos cuando se compararon con poblaciones de Cayapas, Nuuk, Ammassalik y

o Caucasxcosn’“'“.
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Tabla 4. Distribucién de las Frecuencias Alélicas (fa) y Genotipicas (fg)

en las Poblaciones de Mazatecos y Mestizos Mexicanos.

Mazatecos Mestizos Mexicanos
(n=75) (n=83)

Alelo n . fa n fa
B2 0 ~0.000 0 0.000
| s 152 0.915
14 0.084

n fg
69 0.831
14 0.168
0 0.000

LaS :ﬁ'edﬁeh:‘iésalélicas y genotipicas fueron calculadas por conteo
~'d1recto Ademas el equilibrio de Hardy-Weinberg fue determinado
i utlllzando el programa ARLEQUIN

Por otro lado, el alelo APOE*4 mostré un decremento en la frecuencia en los Mestizos
Mexxcanos y en el grupo de indigenas Mazatecos cuando se compararon con las poblaciones

md;genas qe‘lqs Cayapas y Ammassalik (p<0.05) (Tabla 5).

: - reportes han relaclonado al alelo E4 con una mayor susceptibilidad al desarrollo de

enfermedades cardlovasculares 42-55 asi, el hecho de tener una baja frecuencia de este alelo
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-disminuye el riesgo de s‘usceptibilidad a este tipo de enfermedades. Por otro lado, el presentar

una baja frécuéhéizi‘ del alelo E2 o en el caso de los indigenas Amerindios quienes no presentan

B este alelo, puede confenr una proteccién contra la hiperlipidemia, la cual se ha asociado con este

; alelo 3,6 Estos datos indican que es de vital importancia realizar estudios en los cuales se

~,{correlac1onen los niveles de lipidos con el polimorfismo genético de la apoliporoteina E en estas

lpoblacmnes con el fin de establecer con mayor claridad si existe una relacion entre la apo E y la

!—SUSCCptlbllldad al desarrollo de enfermedades cardiovasculares.

i ] Para determmar si el genotipo de la apo E tiene un impacto sobre el perfil lipidico, como se ha
o propuesto para otras poblaciones, nos propusimos estudiar los niveles de lipidos en la poblacién

Mexicana y relacionarlos con el polimorfismo genético de la apo E.
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CAPITULO I

POLIMORFISMO DE LA APO-E Y SU RELACION CON LOS NIVELES DE LiPIDOS EN LA
POBLACION DE LA CIUDAD DE MEXICO

En la segunda parte del estudio, un total de 278 individuos (200 mujeres y 78 hombres)
habitantes de la Ciudad de México, tomados al azér, fueron analizados. Los datos clinicos de
esta poblacién de estudio se muestran en la tabla 6. El promedio de edad en hombres fue de
39.8+10.4 afios y de mujeres de 40.249.4, ¢l indice de masa corporal fue de 26.8+4.0 kg/m? en
los hombres y de 25.9£4.0 kg/m® en las mujeres. Los valores de presi6n arterial sistolica y

"diaStélica ~la -relacién de cintura-cadera, C-LDL, C-VLDL vy triacilgliceroles fueron

: sign cgtlya'mgpte mayores en los hombres que en las mujeres (p<0.05) (Tabla 6). Los niveles

' ‘d,e*C-QHDL fueron significativamente menores en hombres que en mujeres (p<0.05), mientras

de glucosa no presentaron diferencias significativas entre ambos sexos. Del total

que los

i dela poblacio de:éétﬁdio, el 17% presentaron hipertensién arterial, 4.3% presentaron diabetes

y 1.1% tuvieron infarto al miocardio.
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Tabla S. Frecuencias Alélicas de la Apo-E en Diferentes Poblaciones

Incluyendo a los Mazatecos y los Mestizos Mexicanos.

Frecuencias Alélicas
Poblacién n E2 E3 E4 Referencia
Mazatecos (México) 75 0.0 0.900* 0.100%* Nuestro estudio ®*
Mestizos (México) 83 0.0 0.915* 0.084** Nuestro estudio **
Mayas (México) B35 00 0911 0.089 Kamboh, 1991
México-Americanos (USA) 210~ ~+* 0023 " 0.904 0.071 Haffner, 1996 ¥/
Caucasicos (USA) 1070140 0740 0.120 Breslow,1982
Yanomami (Brasil) 9 0.0 0.843 0.156 Crews,1993 %
Cayapa (Ecuador) 91 0.0 0.720 0280 Scacchi, 19977
Nuuk (Groenlandia) 100 0.025 0.790 0.185 Gerdes, 1996 %
Ammassalik (Groenlandia) 78 0.0 0.769 0.231 Gerdes, 1996 ¥

La distribucion de las frecuencias alélicas obtenidas en nuestras poblaciones (Indigenas Mazatecos y
Mestizos Mexicanos) fueron comparadas otras poblaciones previamente descritas (Caucésicos™,
Indigenas Amerindios™* y poblaciones de Groenlandia®) utilizando la prueba de chi-cuadrada y el valor

de p fue corregido por el niimero de comparaciones (pC).

* Incremento en la frecuencia cuando se compard con las poblaciones de: Cayapa, Nuuk, Ammassalik y

Caucasicos (pC<0.05).

** Decremento en la frecuencia cuando se comparé con las poblaciones de Cayapa y Ammassalik

(pC<0.05).
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Tabla 6. Paramétros Clinicos y de Laboratorio de los Sujetos de Estudio de Ia

Ciudad de México
Poblacién Total Hombres Mujeres p
n=278 n=78 =200
Edad (afios) 40.1£9.64 39.8+10.4 40.219.4 ns
IMC (Kg{cm?) : 126.2+4.04 - 26.8i4.0 25.9+4.0 ns

Refc(om) ' © S5.7411.6 - 93.8+11.4 824499 <005

120£100 . 11164135 <0.05

f 752496 <0.05
182.6£34.0  ns

119£29.2 <0.05

108+63.3 <0.05

17.310.1 <0.05

>-HDL (m 5t 45.8+12.4 <0.05
c_mcgg;(ﬁgzqn < 9314197 88.8£35.05  ms

- Prueba t de studentIMC fndice de masa corporal; R c/c: Relacién cintura-cadera;

* TAS: Presién ;r‘té'ti‘iyaléi‘stélica; TAD:Presio6n arterial diastélica; CT: Colesterol total;

C;LDL:C_olésterbl-lipoproteina de baja densidad; TG: Triacilgliceroles; C-VLDL-:

-  Coieéterolflipoproteina de muy baja densidad; C-HDL: Colesterol-lipoproteina de alta
densidad. |

p<0.05 entre hombres y mujeres



Las frecuencias de los alelos de APOE*3 observadas en nuestro grupo de estudio fueron
comparadas con las frecuencias reportadas en otras poblaciones (Tabla 5). Las
frecuencias para APOE*2, APOE*3 y APOE*4 fueron 3.2%, 89.3% y 7.3%
respectivamente. No encontramos diferencias en las frecuencias entre los hombres y las
mujeres. En todas las poblaciones el alelo mas comun fue el APOE*3, al igual que en
nuestra poblacién de habitantes de la ciudad de México. Es importante mencionar que la
frecuencia del alelo E3 en las poblaciones Mexicanas es la mas alta para este alelo en la
literatura. En esta poblacién de habitantes de la ciudad de México, encontramos una
frecuencia de APOE*2 del 3.2%. Dicha frecuencia es baja comparada con lo observado
en otras poblaciones Caucasicas pero alta considerando que fue ausente en la poblacién
previamente analizada en este trabajo. Finalmente, la frecuencia de APOE*4 es de las
mas bajas reportadas hasta el momento en la literatura, solo comparable con la frecuencia

que presenta este alelo en poblaciones asidticas.

Tabla 7. Frecuencias Alélicas (fa) y Geneotipicas (fg) de la Apo-E en la
Poblacidn de la Ciudad de México.

Alelo n fa
E2 18 0.032
E3 497 0.893
E4 41 0.073
. Genotipo fg
-E2/3 14 0.050
E2/4 4 0.014
E3/3 224 0.805
E3/4 35 0.125
Ed4/4 l 0.003
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El impacto del 'génotirgqricnlé la apo E sobre el perfil de lipidos en el grupo total de individuos

estudi'ados se muestra en la Tabla 8. Los datos fueron ajustados por edad e indice de masa
corpora] (‘ C). No se encontraron diferencias significativas en la poblacion total estudiada

de habltantes de la ciudad de México en los niveles de lipidos entre los genotipos £2/3 y

| E3/4 cuando se compararon con el genotipo E£3/3. Por lo cual se decidio, realizar el andlisis
separadamente entre hombres y mujeres, pero debido al bajo nimero de hombres que
presentaron un genotipo diferente al E3/3, el analisis se muestra inicamente en mujeres
(Tabla 8). En este caso, se observé incremento en las concentraciones de C-HDL en las
mujeres con genotipo E2/3 cuando se compararon con las mujeres portadoras del genotipo

E3/3y. L‘3/4 ’Por otro’ lado las muJeres portadoras del genotipo E3/4 presentaron valores

, f751gmﬁcat1vamente mayores de’ C-LDL y de colesterol total con respecto a las mujeres con

diferencias fue estadisticamente significativa.
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Tabla 8. Perfil de Lipidos de Acuerdo al Genotipo

POBLACION TOTAL £

CT (mg/dL)
C-LDL (mg/dL)  126.6+7.5
TG (mg/dL)
C-HDL (mg/dL) ~ 49.4+3.1

MUJERES
E2/3 E3/3 E3/4 E2/3 E3/3 E3/4
14 224 36 11 168 26

197.05+8.9 183.6+2.3

43.9+0.8

187.4+5.7
121.1+1.9 126.3+4.8
132.3+18.2 117.7+4.6 110.8+11.7

43.4+1.99

196.3+29.0 179.4+33.4** 1197.5+:35.4

124.0+31.4 117.0+28.0* 134.0+31.7

117.1£51.4 108.5+67.5 108.0+44.8

63.7+19.5 45.2+12.0* 46.2+11.0

ANCOVA ¢ ajustados por IMC y edad. CT: Colesterol Total; C-LDL; Colesterol-
hpoprotema de ba_]a densidad; TG: Triacilgliceroles; C-HDL: Colesterol-lipoproteina de

alta densxdad

~*p. <0 05 vs E3/4 en C LDL y vs E2/3 en C-HDL

: **p<0 01'vs E3/4

TESIS CON
FALLA DF CRIGEN
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Tabla 9. Niveles de Lipidos (promediotDS.) por Genotipo en Individues con IMC

entre 20-25.

APOE-2/3 APOE-3/3 APO-E3/4
n= 6 89 10
CT (mg/dL) 172.40 + 12.16 177.09 + 3.16 179.96 +£ 9.46
C-LDL (mg/dL) 101.18 £ 8.95 113.99 +£2.32 118.61 + 6.96
TG (mg/dL) 81.73 + 30.65 97.51 £ 7.95 110.156 £ 23.85
C-VLDL (mg/dL) 13.08 +4.91 156.60 = 1.27 17.62 + 3.82
C-HDL (mg/dL) 58.15+5.71 47.70 £ 1.48 43.82 + 4.44

ANCOVA ajustada por IMC, sexo y edad. CT: Colesterol Total; C-LDL: Colesterol
Lipoprotefn'a de Baja Densidad; TG: Triacilgliceroles; C-VLDL: Colesterol-Lipoproteina

de Muy Baja Densidad; C-HDL: Colesterol-Lipoproteina de Alta Densidad.
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CAPITULO Il

APOE Y PERFIL LIPIDICO EN PACIENTES CON ENFERMEDAD ARTERIAL CORONARIA

Debido a que el polimorfismo de la apo E se ha relacionado fuertemente con enfermedades
cardiovasculares y de manera importante con la susceptibilidad a la aterosclerosis, se
decidié estudiar una poblacién de pacientes con enfermedad arterial coronaria
diagnosticada.
Se estudiaron un total de 197 pacientes (46 mujeres y 151 hombres). En la Tabla 10 se
muestran los datos clinicos de los pacientes estudiados. La edad media fue de 55.6+9.9 en
la poblacién total, (57.5+ 10.2 en mujeres y 55.1+ 9.8 en hombres) mientras que el indice
de masa corporal fue de 27.4+4.4, Los niveles de colesterol total y C-HDL se encontraron
~mads altos en las mﬁjeres éon respecto a los hombres, pero solo el C-HDL present6 una
difereﬁcia'signiﬁqati?a al compararse con los hombres (41.2£12.3 en mujeres y 35.6+9.2
en l1ombrés p<0.05). Los valores de triacilgliceroles se encontraron bajos en las mujeres
(185.8+82.5) en comparacién a los hombres (208.94125.3) sin embargo, no hubd
diferencias estadisticamente significativas.
Cuando se agruparon los pacientes con EAC de acuerdo al genotipo de apo E (Tabla 11), se
encontrd que los individuos con el genotipo £3/4, presentaron incremento en los niveles de
colesterol total, C-LDL y triacilgliceroles y una disminucién en los niveles de C-HDL, al
compararse con los individuos portadores de los genotipos £3/3 y E2/3. Sin embargo, solo
se cncontralfon diferencias estadisticamente significativas en los valores de C-HDL en los

genotipos £3/4 y E3/3 vs E2/3 (p<0.05).
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Es importante mencionar que no se encontré ningin individuo homocigoto para el alelo
APOE*2, y solo un individuo homocigoto para el alelo APOE*4. Estos datos corroboran lo
encontrado en la poblacién mestiza y habitantes de la ciudad de México, reportado

previamente en este trabajo.

Tabla 10. Parimetros Clinicos y de Laboratorio de los Sujetos de Estudio con EAC

Total Mujeres Hombres p
N=197 N=46 N=151
Edad (afios) 55.65+9.94 57.51+10.27 55.14+9.83 ns
IMC (Kg/m?) 27.48x4.45 26.93+4.64 27.624+4.40 ns
CT (mg/dL) 195.056+39.54 198.61+46.42 193.95+37.31 ns
’C-VLDL' (mg/dL) 126.60+40.41 126.09+48.26 126.76+37.87 ns
TG (mé/dL) 203.56x117.77 185.87+82.58 208.95+126.31 ns
A “C-HVDL (mg/dL) 36.97+10.33 41.26x12.39 35.66+9.27 <0.05

- IMC} Indice de Masa Corporal; CT: Colesterol Total; C-LDL: Colesterol-lipoproteina de
bajé ‘dehsi‘dad; TG: Triacilgliceroles; C-HDL: Colesterol-lipoproteina de alta densidad.

p <0.05 ~fmeba t de student (hombres vs mujeres)
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Finalmente para corroborar el grado de mestizaje de esta poblacién estudiada se calcularon
las frecuencias tanto alélicas como genotipicas de la APOE para el grupo total y dividida
por sexo.

Como se muestra en la Tabla 12, al igual que en las poblaciones que previamente hemos
descrito en este trabajo, el alelo APOE*3 (90.6%) y el genotipo E3/3 (81.2%) fueron los
mas frecuentes. Mientras que las frecuencias mas bajas fueron para el alelo APOE*4
(8.1%) y para APOE*2 (1.2%). Las frecuencias tanto alélicas como genotipicas en ambos
sexos fueron iguales. Debido a que solo se encontré un individuo con el genotipo E4/4, no

se tomé en cuenta para el analisis estadistico.

Tabla 11. Perfil de Lipidos de la Poblacién Total de Estudio con EAC de

Acuerdo al Genotipo.

APOE3/2 APOE3/3 APOE3/4 P

n=5 =160 n=32
CT(mg/dl) ~ 193.80%39.40 193.64+39.77 202.22:+38.89 ns
C-LDL (mg/dL) 122.80+33.78 125.08+36.57 134.78+56.81 ns
k. TG(mg/dL) 141.20+82.74 201.09+120.09  225.66+107.55  ns
'C-HDL (mg/dL)  48.80+14.31 36.53+10.30 37.34+8.96 <0.05

CT: Colesterol Total; C-LDL: Colesterol-lipoproteina de baja densidad; TG:
Triacilgliceroles; C-HDL: Colesterol-lipoproteina de alta densidad.

p<0.05 apo E3/2 vs apo E3/4
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Tabla 12. Distribucién de las Frecuencias Alélicas (fa) y Genotipicas (fg)

de la APO-E en la Poblaciéon Mexicana con Enfermedad Cardiovascular.

Alelo TOTAL MUJERES HOMBRES
n fa n fa n fa
E2 5 (0.012) 1(0.01) 4 (0.013)
E3 357 (0.906) 84 (0.913) 273 (0.903)
 E4 32 (0.081) 7 (0.07) 25 (0.08)
Génoﬁpo n fg n fg n fg
7{‘1‘33»/2 : 5 (0.025) 1 (0.021) 4 (0.025)
i f B33 160 (0.812) 38 (0.826) 122 (0.807)
E3/4 32(0.162) 7 (0.152) 25(0.165)
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- DISCUSION Y CONCLUSION.

1. POLIMORFISMO DE LA APOLIPOPROTEINA E EN LA POBLACION MESTIZA
E INDIGENA DE MEXICO:

En la distribucién de las frecuencias alélicas y genotipicas de las poblaciones estudiadas
inicialmente (Mestizos y Mazatecos Mexicanos) solo se detect6 la presencia de dos alelos,

APOE*3 y APOE*4 en ambas poblaciones (Tabla 4). El genotipo £3/3 fue el mas frecuente

"'Méstizos (0.831) como en los Mazatecos (0.813). Asi, las dos poblaciones

-presentaron frecuencias muy similares excepto en el genotipo £4/4 el cual fue ausente para
- la poblacién de Mestizos Mexicanos.
.+ Este reporte preliminar nos permite conocer la relacion entre las poblaciones indigenas y la

poblacidén Mestiza Mexicana. Para conocer la distribucion de las frecuencias de estos alelos

en otras poblaciones y su relacién con los otros grupos Mexicanos se realizd la
“~'comparacién_con datos de frecuencia reportados en poblaciones Caucdsicas, Amerindias y

~ Orientales (Tabla 5).

“diferencias importantes al realizar esta comparacién. En el caso del alelo E2, este se

te n las poblaciones Mexicanas estudiadas asi como en otras poblaciones

‘indigenas “pr

“(Ecuador).:Se encontré diferencia estadisticamente significativa cuando se compararon los

" Eslos datos nos muestran que las poblaciones Amerindias presentan una carga genética

distinta a las poblaciones Caucésicas y que probablemente la presencia del alelo E2 en
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algunas poblaciqneé puéda deberse a un grado de mestizaje con estas poblaciones, como el
que se observa en los México-Americanos.
En 1984, el Dr Craing Hanis defini6é algunos desordenes metabélicos en una poblacién de
México-Americanos, el cual describié como el sindrome del nuevo mundo®!. Este sindrome
incluye la obesidad central, la diabetes mellitus, desérdenes en el metabolismo de los
acidos biliares y carcinoma en la vesicula biliar. El riesgo para desarrollar el sindrome de
“el nuevo mundo” parece estar directamente relacionado con una alta carga genética
Amerindia. En el caso de las enfermedades cardiovasculares al parecer sucede lo contrario,
ya que el riesgo de desarrollar una enfermedad cardiovascular incluyendo la aterosclerosis,
es baja en los México—~Americanos, a pesar de que tanto nuestros datos asi como otros
reportes muestran concentraciones de triacilgliceroles ligeramente mayores con respecto a
la poblacién Caucasica®, Estos datos han llevado a algunos investigadores a postular que
los México-Americanos pueden estar relativamente protegidos co'ntra el desarrollo de
algunas enfermedades cardiovasculares por su genética. Parece existir una relacién
importante entre el polimorfismo de la apolipoproteina E y los niveles de lipidos,
sugiriendo que este gen puede ser parte de esa genética que le confieren proteccion a la
poblacién Mexicana.
Nuestros datos, los cuales son similares a los descritos para la poblacion de Mexico-
An_u:ricanos87 estin de acuerdo con esta hipdtesis. Cuando se compararon con las
: poblgciones Caucasicas, los indigenas Mexicanos y los Mestizos mostraron una
: disminucién en la frecuencia de APOE*2 y APOE*4, dos variantes que han sido asociadas
\qoxj‘atérdsf:]erpsis e hiperlipidemia, y consecuentemente con el riesgo de desarrollar
9

enfermedad arterial coronaria (EAC) en poblaciones caucasicas®®, La frecuencia de

APOE*4 en la poblacion Mexicana, se encuentra entre las mas bajas a nivel mundial,
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_seguida solo de la poblacién Asiatica ®°. Esta frecuencia puede estar correlacionada con la

baja frecuencia de enfermedades cardiovasculares en esta poblacién comparada con las

poblaciones Europeas®®. Los Chinos y los Japoneses, dos poblaciones con los valores mds
bajos de EAC, también muestran las frecuencias mas bajas de APOE*4 3%, Contrariamente,
los Finlandeses, presentan la frecuencia mas alta de este alelo, llevando a la especulacion de
que el alelo APOE*4 contribuye a aumentar la prevalencia de EAC en esta poblacién ¥’.
Este alelo es también frecuente en otras poblaciones como son los Africanos y aborigenes
de Oceania; sin embargo la prevalencia de EAC en estas poblaciones es desconocida.

Nuestros datos estan de acuerdo con reportes previos 86 que muestran la ausencia del alelo
APOE*2 en grupos Americanos Indigenas, lo cual sugiere que APOE*2 estaba ausente en
los habitantes del noreste de Asia quienes cruzaron el Artico y poblaron el continente

Americano®'. Estos datos preliminares hacen importante el estudio de los niveles de lipidos

en estas poblaciones y su correlacion con el polimorfismo genético de la apoliporoteina E.
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Il. POLIMORFISMO DE LA APOLIPOPROTEINA E Y SU RELACION CON LOS
NIVELES DE LIPIDOS:

Genética de Poblaciones: Para poder establecer la relaciéon que existe entre el
polimorfismo genético de la apo E con los niveles de lipidos, se realizé el estudio con 278
individuos tomados al azar habitantes de la ciudad de México. Con el fin de poder
establecer las diferencias genéticas encontradas en la primera fase de nuestro estudio, se
realizé la caractgriiacién tanto alélica como genotipica de la apo E en cada individuo y se
compardc'oﬁ: ,lbs"iblgai‘gg prgviameme mencionados.

L'Aé frécuéncﬂiaé};éléiiéa;s c;ncontradas en esta fase experimental fueron muy similares a las
mencionadas. para los bgrupos’ de Mestizos Mexicanos y de indigenas Mazatecos, sin
embargo, nucvamen(é'ée 'mpestran diferencias importantes al comparar estos grupos con
otras poblaciones, prmcxpalmente con los de origen Caucésico®™** (Tabla 7).

El porccntaje cncontr‘é‘drc:);fﬁ.ax:a el’-’j‘;'yi‘vlel‘o E2 (3.2%) en los sujetos estudiados de la ciudad de
México, puede dé’berSe:avf:ja mezcla con las poblaciones Caucdsicas, quienes muestran una
freguencia relgtirvément‘e:valté’ éé"éste alelo (14%) “°. Ademas en esta poblacién fue muy
semejante a la reportada anteriormente (Mestizos Mexicanos) con una alta frecuencia del
alélo APO*E3 (89.3%) e igualmente una de las frecuencias mas bajas reportadas para

APO*E4 (7.3%) en comparacién con otras poblaciones, principalmente de origen

Caucasico.

Polimorfismo de la APOE y los niveles de lipidos. Diversos reportes han mostrado
la relacién entre el genotipo de la apo E y los niveles de lipidos en diferentes poblaciones,

principalmente en los Caucdsicos. Tanto los individuos hombres como las mujeres
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1. POLIMORFISMO DE LA APOLIPOPROTEINA E Y SU RELACION CON LOS
NIVELES DE LIPIDOS:

Genédtica de Poblaciones: Para poder establecer la relacion que existe entre el
polimorfismo genético de la apo E con los niveles de lipidos, se realizé el estudio con 278
individuos tomados al azar habitantes de la ciudad de México. Con el fin de poder
establecer las diferencias genéticas encontradas en la primera fase de nuestro estudio, se
realizd la caracterizacion tanto alélica como genotipica de la apo E en cada individuo y se
comparé con los datos previamente mencionados.

Las frecuencias'alélicasencontradas en esta fase experimental fueron muy similares a las

mencionadas - para*lo grupos de Mestizos Mexicanos y de indigenas Mazatecos, sin

embargo, se: muestran diferencias importantes al comparar estos grupos con

: qlpalmente con los de origen Caucasico®®® (Tabla 7).

‘ E] porcenta_]e ¢hc<;;1t;';do para el alelo £2 (3.2%) en los sujetos estudiados de la ciudad de
Mé)zii:o’,“pﬁ;:de deberse a la mezcla con las poblaciones Caucdsicas, quienes muestran una
; ~ﬁe¥dencia relativamente alta de este alelo (14%) *°. Ademaés en esta poblacién fue muy
B sémejante a la reportada anteriormente (Mestizos Mexicanos) con una alta frecuencia del
alelo APO*E3 (89 3%) e igualmente una de las frecuencias méas bajas reportadas para
APO*E4 (7 3%) en comparaciéon con otras poblaciones, principalmente de origen

Caucaswo

Polimorfismo de la APOE y los niveles de lipidos. Diversos reportes han mostrado
la relacion entre el genotipo de la apo E y los niveles de lipidos en diferentes poblaciones,

principalmente en los Caucasicos. Tanto los individuos hombres como las mujeres
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portadores del alelo APO*E4 tienden a presentar niveles altos de colesterol total 9697 C-
LDL vy triacilgliceroles ’®, mientras que los individuos portadores del alelo APO*E2
presentan los niveles opuestos a los de APO*E4, esto es, una disminucién en los niveles de
C-LDL y colesterol total y un aumento en los niveles de C-HDL %, En nuestra poblacién de
estudio, encontramos incremento cn los niveles de colesterol LDL y colesterol total en las
mujeres portadoras del genotipo E3/4. Mientras que en el grupo total de estudio, pero
unicamente en los individuos con un indice de masa corporal entre 20 y 25 Kg/m? se
observq la misma tendencia en los niveles de lipidos de acuerdo al genotipo encontrado en
otras poblaciones, sin embargo, ninguna de estas diferencias fue estadisticamente
significativa, debido muy probablemente al escaso niimero de individuos encontrados con
un genotipo diferente a £3/3. Lo anterior sugiere que otros factores como es la obesidad
pueden alterar los niveles de los lipidos.

Varios reportes sugieren que el efecto del polimorfismo de la apo E sobre las
,chF(;er‘lqalciones de C-LDL puede ser mediado por el receptor de LDL . Esto esta de
- : acuerdocon el hecho de que los individuos portadores del alelo APOE*2 presentan baja
aﬁmdadde unién con su receptor y esto se ha asociado con la baja de colesterol del
ﬁ‘eéétdcigo y la sobre regulacion del receptor de LDL, el cual provoca una remocion

f’v,‘pvl'asrrﬂét’ica de LDL y en consecuencia, una disminucién de colesterol LDL plasmatico *5,
“"":“yi;(j)r,c‘)tro lado, el alelo E4, muestra los efectos metabdlicos opuestos al alelo E2, esta
L 1sofom1a presenta gran afinidad para las lipoproteinas ricas en triacilgliceroles e induce una
B 'r;éipida"captura del higado. Como consecuencia, hay un incremento en los niveles de
' qélresterol LDL en el plasma.

A Con respecto a la relacion entre el alelo £2 y el C-HDL los resultados encontrados

en la literatura son controversiales. Mientras que diversos investigadores no han podido
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encontrar una asociacién entre el alelo APOE*2 y los niveles bajos de C-HDL'?'%!, otros
han reportado un incremento en los sujetos portadores del alelo APOE*2 12, Dos estudios
previos 103,104 Jetectaron una asociacién tnicamente en mujeres portadoras del alelo E2 con
niveles altos, mientras que las portadoras del alelo £4 mostraron niveles bajos de colesterol
HDL al compararse con las mujeres portadoras del genotipo £3/3. En nuestra poblacion
estudiada para los habitantes de la ciudad de México, el efecto del polimorfismo de la apo
E y niveles de colesterol HDL solo se observo en las mujeres, en el caso de los hombres
este analisis no se realizé debido al bajo namero de individuos portadores de los genotipos
E2/3 y E3/4. Varios mecanismos han sido propuestos para explicar la relacion entre el
polimorfismo de la apo E y los niveles de colesterol HDL pero esta relacion no ha sido
aclarada. Recientemente se sugiri6 que la apo E jugaba un papel muy importante en la
regu]écién ‘de la proteina de transferencia de ésteres de colesterol (CETP), la cual tiene un
efecto directo sobre las concentraciones de colesterol HDL '%. Otra explicacion puede ser
la participacién de la apo E en el eflujo extracelular de colesterol ¥, el cual varia
~ dependiendo del genotipo de la apo E.

El genotipo de la apo E se asocia con niveles altos de C-HDL, mientras que los individuos
portadores del genotipo E3/4 presentan niveles altos de C-LDL y colesterol total. Nosotros
este fecto solo lo observamos en la poblacidn femenina. Estos datos sugieren la realizacién
de otros estudios con un mayor nimero de individuos para tratar de correlacionar el
polimorfismo de la apo E con el perfil de lipidos que pueda ayudar a establecer una

verdadera relacion de este polimorfismo en la poblacién Mexicana.
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IIl. POLIMORFISMO DE LA APO-E Y LA SUSCEPTIBILIDAD AL DESARROLLO
DE ATEROSCLEROSIS

Debido a que los factores de riesgo para el desarrollo de la aterosclerosis ain no estdn bien
definidos, se han realizado diversos estudios para tratar de encontrar nuevos factores que
puedan contribuir al desarrollo de la enfermedad. El estudio de las apolipoproteinas y en
particular la apolipoproteina E ha sido uno de los blancos de interés. Se conoce que la apo
E modula el transporte y metabolismo de las lipoproteinas y su polimorfismo puede
explicar el 7% de la variacién de colesterol a nivel poblacional'%, Algunos reportes
mencionan un fuerte impacto del polimorfismo de la apo E sobre la EAC, en donde cl

riesgo para la enfermedad se ha asociado fuertemente con la presencia del alelo £4 (apo

E£2/4, 3/4. y 4/4) *¢ de manera indistinta en hombres y mujeres. Al analizar los niveles de

.llpldOS en la poblaclén total (Tabla 10) encontramos un incremento de alto riesgo en los

lveles dé:, trlacﬂghceroles (203.56*+117.77) el cual fue mayor en los hombres
(20 .95;!:1,‘26.3 1). Asi mismo, encontramos los valores de IMC con sobrepeso. Al comparar
:“el perffl de lipidos entre hombres y mujeres no encontramos diferencias entre ambos
: ~’ excepto en los niveles de C-HDL, donde las mujeres presentaron, un valor mas alto

' ‘;f(p<o 05)

i Se conoce que las hpoprotemas asociadas a los triacilgliceroles tienen un efecto aterogénico
“que puede ser contrarrestado por los niveles elevados de C-HDL. En los sujetos estudiados
- ;"fc;on;EA‘C presentaron valores medios por arriba de 35 mg/dl. Sin embargo, hay que

: 'co;{éidefar que en ambos sexos el promedio de C-HDL fue mayor a 35 mg/dl.
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Se conoce que los sujetos que presentan niveles altos de HDL tienen menor riesgo de
enfermedad cardiovascular y se ha reportado este aumento en los niveles de colesterol HDL
principalmente en los individuos portadores del alelo £2 e inversamente, una disminucién
de los niveles de HDL en los individuos portadores del alelo £4. Por otro lado, en un meta-
analisis llevado a cabo por Dallongeville y colaboradores, mostraron que los sujetos con los
alelos £2 y E4 presentaban niveles de triacilgliceroles mayores a los sujetos portadores del
alelo E3 %, Esta relacién esta bien establecida como un factor de riesgo para la
aterosclerosis y las variaciones en el locus del gen pueden ser entonces, determinantes en el
riesgo de EAC en la poblacion.

Al analizar los niveles de lipidos de acuerdo al genotipo, encontramos gradiente en el

incremento deCT,' C-LDL y triacilgliceroles de acuerdo al genotipo; esto es, mayor en

E3/4, inte’mie'ai‘o’ E3/3 'y menor en £3/2 y de forma inversa en los niveles de C-HDL,

e_sto‘é ;. mayor, én:E3/2; intermedio en £3/3 y menor en E3/4. Este perfil de lipidos esta de

- acuerdo-a‘lo reportado en otras poblaciones, sin embargo solo se observé una diferencia

ehi ell colesterol HDL en los individuos portadores del genotipo £3/2 al

-compararsé'con los individuos portadores del genotipo £3/3 y E3/4 (p<0.05).

L ZE_»sta"s diferencias estin de acuerdo con otros reportes en donde se ha asociado el alelo £2

con l:livcles altos de C-HDL lo cual puede ser un factor protector contra el desarrollo de
aferbsclerosis y contrarrestar el efecto maligno que pudieran causar los niveles elevados de
.CT, ‘C-,LDL y triacilgliceroles.

.Hay que considerar que el niimero de individuos con enfermedad cardiovascular analizados
| bortaAdores del alelo diferente a £3 fue muy bajo. El porcentaje de individuos portadores del
aielo E4 fue del 8.1% (n=32), mientras que el porcentaje de individuos con el alelo £2 fue

apenas del 1.2% (n=5). Estas bajas frecuencias hacen dificil poder establecer una fuerte
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relacién entre el genotipo de la apo E con los niveles de lipidos y la enfermedad arterial
coronaria, como se ha realizado en otras poblaciones principalmente de origen Caucasico
en donde la frecuencia de los alelos £2 y E4 es mayor (12-15%).

En cuanto a la distribucién de las frecuencias tanto alélicas como genotipicas de la apo E en
los individuos con EAC, se observo una frecuencia muy similar a los habitantes de la
ciudad de México. Estos datos corroboran el bajo polimorfismo de la apo E en nuestra
poblaciodn,

Finalmente, hay que considerar que la variabilidad entre las asociaciones reportadas y el
genotipo de la apo E con el riesgo de la aterosclerosis pueden estar afectadas por diferentes
factores que pueden alterar la asociacién cntre el genotipo de la apo E y los niveles de
lipidos en el plasma. Entre estos pueden estar involucrados factores ambientales, dietéticos,
farmacol6gicos, ademas de otros genes que participan en la rcgulacion en los niveles de
lipidos plasmétic_os como son: la lipasa hepatica, la lipoproteina lipasa o la proteina
transportadora de ésteres de colesterol entre otros.

En conclusidn, la distribucién de los alelos de la apo E en la poblacién mestiza como
indigena de México son muy semejantes, la frecuencia del alelo £2 es de las mds bajas
reportadas en la literatura y parece ser que esta isoforma no se encuentra presente en las
poblaciones indigenas Amerindia, lo cual sugiere que este alelo proviene de las poblaciones
Caucdsicas. No encontramos una asociacién significativa entre el polimorfismo genético de
la apo E y los niveles de lipidos excepto en las mujeres que presentaron niveles altos de C-
HDL en el genotipo £2/3 vs E3/3 y de C-LDL y colesterol total en el genotipo E3/4 vs
E3/3‘: Al,rhacer el anilisis con pacientes con EAC solo encontramos un aumento en las C-

. 'HDL en las mujeres y en la poblacién total de estudio con el genotipo £2/3.
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Este trabajo muestra la importancia del estudio de los genes en diferentes poblaciones, pues
como aqui se muestra la carga genética que se encuentra en los diferentes grupos étnicos es
muy variada y por lo tanto conocer la genética de poblaciones lo hace importante para
encontrar estos genes de susceptibilidad y poder utilizarlos como marcadores genéticos de
la enfermedad.

Es necesario buscar en nuestra poblacién otros genes de susceptibilidad de la enfermedad,
principalmente de aquellos que intervienen en ¢l metabolismo de los lipidos asi como los
genes potencialmente involucrados en la iniciacién de la placa ateromatosa, ya que el

polimorfismo de la apo E en nuestra poblacion es muy bajo.
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ANEXOS

TECNICA DE EXTRACCION DE DNA POR EL METODO DE EXPULSION SALINA

1.

N

o v oW

10.

11.

Recolectar 8-10 ml de sangre total periférica con anticoagulante (EDTA).

En un tubo Falcon de 50 ml. Poner 40 ml de solucién de lisis (SLR 1X) y el vaciar toda
la sangre en el tubo. Mezclar vigorosamente la solucién.

Centrifugar la solucion a 1200 rpm/10 minutos

Quitar el sobrenadante con una pipeta con cuidado, sin tocar el precipitado

Agregar nuevamente sol. SLR 1X hasta 40ml. Y centrifugar a 1200 rpm/10 minutos

Quitar el sobrenadante , sin tocar el precipitado, hasta que el precipitado este limpio

(sin restos de eritricitos). En este paso se puede invertir el tubo y dejarlo escurrir.
Repetir el lavado las veces que sea necesario hasta que el paquete este limpio (color
blanco)

Agregar al tubo Falcon: 260 de agua estéril; 160l de buffer de proteinasa; 404 de
SDS al 20%, y 40ul de proteinasa K.

Resuspender el paquete con la solucidn y transferirlo a un tubo Eppendorf de 1.5 ml.
Prgviaiﬁente marcado. Mezclar vigorosamente

Ihcubar a 37°C toda la noche. o incubar a 55°C durante 3-4 horas (en este caso agregar
20;1.1 mds de proteinasa K)

Terminada la incubacién agregar 240ul de NaCl 5M. Mezclar vigorosamente y
centrifugar a 14000 rpm/10 minutos

Recuperar el sobrenadante en otro tubo Eppendorf previamente marcado sin tomar el

precipitado

. Centrifugar nuevamente a 14000 rpm/10 minutos y recuperar el sobrenadante. Repetir

este paso hasta que el sobrenadante no tenga sedimentos

. Agregar etanol frio al 95% e invertir el tubo hasta que aparezca un precipitado blanco

(DNA). (Se recomienda dejario en el congelador unos minutos)

. Centrifugar a 14000 rpm/10 minutos
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15, Se observa un botén blanco, se desecha el sobrenadante por decantacion y se agrega
etanol frio al 70%. ( Esto con el propésito de lavar el precipitado)

16.. Centrifugar nuevamente a 14000 rpm/5minutos
17. Se desecha el sobrenadante por decantacion y se deja escurrir el tubo boca abajo

N ;;18. Secar el tubo a 37°C 6 en el concentrador de DNA

19. Agregar de 50 a 100l de agua destilada estéril 6 en tris-EDTA (TE) y dejarlo a
temperatura ambiente durante 2 horas hasta que se resuspenda el DNA en el agua.
20. Medir la concentracion del DNA a 260 nm. La pureza se obtiene de medir el DNA a

260nm Yy las proteinas a 280nm, la relacion entre 260/280 nos da la pureza. Este valor

debe corresponder entre 1.7-1.8

PROCEDIMIENTO PARA AJUSTAR EL DNA

Absa 260nm X 50ng (indice de densidad 6ptica) x 100p! (volumen de dilucion) = [ng/ul ]
“[ng/ ]xYol ‘total del tubo= ng totales en el tubo

) o_‘gym dividir los ng totales entre 200 (concentracién deseada) y la

volumen que ya se tiene en el tubo. El resultado es la cantidad que hay

mi tubo para que quede ajustado el DNA a la concentracion deseada;

Abs zéo}i‘mf('of.’(’)‘fsyss,) x 50ng x100 (factor de dilucién)=282.5ng/ul
g 282.5 P4 90ul(volde1 fubo) =25425mg en 90 ul (concentracion total)
25425/200 [ébiﬁéeﬁtrak:ién que deseo]= 127.125ul — 90 (vol que ya tengo)= 37.125ul que

- necesito agregar a mi tubo para tenerlo todo ajustado a 200ng/ul.
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TECNICA DE PCR PARA APOLIPOPROTEINA E.

Mezcla que contiene todo lo necesario para realizar la amplificacion

DNTP’s (mezcla de deoxinucleotidos) 2 mM-----4l

Amortiguador de PCR 10X (Buffer)------------- 2.5ul
MgCl, (25mM) 1.5ul
Iniciador derecho (F4) 2.5ul
Iniciador izquierdo (F6) rmmmmmmmm oo 2.5ul
H,0 destilada-------- et 10.750)
Taq polimerasa - 1250

+» Se mezcla todo y se agrega 22.5ul a el tubo + 2.5ul de DNA=25ul Totales ¢n cada

tubo.
CONDICIONES PARA EL TERMOCICLADOR:
95°C | 95°C 72°C l 72°C
Smin l 020 \  60°C /1:15 l 10:00 4°C
R 0:30 R o
30 ciclos

% Desnaturahzacxon 95°C durante 20 segundos

0‘.'
.’.‘

>zlent0 60°C durante 1 minuto

: o Extens16n 72°C durante 1minuto 15 segundos.

\E?(t‘e‘nvsxon final 72°C durante 10 minutos

~-Todo el proceso se realiza durante 30 ciclos.

'Uﬁa Véz finalizado el proceso de amplificacion, verificar el amplificado en gel de
agarosa al 2%, agregando Sul de colorante naranja G + 5ul del amplificado. Esta

"mezcla se corre en un gel de agarosa a 70 volts durante 20 minutos. Las bandas son
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observadas en un trasiluminador y se compara el tamafio de las bandas con un marcador
de peso molecular conocido.

e Una vez verificada la amplificacion y corroborando el tamaiio del amplificado se
procede a digerir con una enzima de restriccion, en este caso se utilizé la Hhal o Cfol
agregando 2ul del buffer correspondiente + 1l de la enzima (Hhal o Cfol) + 17ul del
amplificado

e Incubar a 37°C durante 3 horas.

e Después de la incubacién la muestra se corre en un gel de acrilamida al 10%

e  Cargar 10ul de la mezcla de DNA (amplificado y digerido). Utilizar el marcador de
peso molecular phi X174/hinf 1

INICIADORES UTILIZADOS:

F4:5'- ACA GAA TTC GCC CCG GCC TGG TAC AC-3’
F6: 5’- TAA GCT TGG CAC GGC TGT CCA AGG GA-3°

MEZCLA DE dNTP'S (DEOXYNUCLEOSIDE TRIPHOSPHATE)

Los dNTP (Promega) estan a una concentracion original de 100 mM, cada uno( dTTP,

dGTP, dATP, dCTP.). Por lo tanto:

¢ Tomar 125 pul de cada uno (500ul final) y agregar 9.5 ml de agua grado biologia
molecular (volumen final 10 ml.)

¢ Laconcentracién final es: [1.25)JmM
PREPARACION DEL GEL DE ACRILAMIDA AL 10%

Se lavan los vidrios con Extran y se enjuagan con agua corriente, posteriormente se enjuaga
~con agua destilada y finalmente se limpian con alcohol al 96°.
Se arman los vidrios con los separadores laterales y el inferior y se sujetan con clips

rodeando todo el vidrio. Se prepara la solucion de acrilamida:
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% Acrilamida al 30% ----- -

< TBE 10X e eeimeenS ml
< Persulfato de amonio al 10%-emmmmmrmmimmnn 400ul
% Temed ‘ gopl
% Agua destilada 28ml.

Se mezcla y se vacia en el molde e inmediatamente se coloca el peine. Se deja polimerizar
(aproximadamente 20-30 minutos) y se monta ¢n la camara de electroforesis. Se llena la
cdmara con solucién amortiguadora TBE 1X.

Se corren las muestras durante 5 horas a 80 volts.

REVELADO DEL GEL DE ACRILAMIDA CON NITRATO DE PLATA

El gel de acrilamida al 10% se revela con una solucién de nitrato de plata:

1. Se lavan los recipientes para el revelado del gel con agua corriente y con agua destilada,
y después se enjuagan con la solucién fijadora.

2. Se desmonta el gel de acrilamida y se coloca en el recipiente con la solucion fijadora
(aproximadamente 100ml.) se deja embebido con agitacion suave durante 10 a 15
minutos.

3. Se desecha toda la solucién y se agrega la solucion de tincién (100ml) cuidando de que
al vaciar la solucion no caiga directamente sobre el gel. Se deja en agitacion leve

durante 5 minutos

4. Se desecha toda la solucién y se agregan unos 10 ml de solucién de revelado, cuidando
que no caiga directamente sobre el gel, se enjuaga el recipiente con la solucién y se
desecha. Se enjuaga con agua destilada 10 ml. Y se agrega 90 ml de solucién de
revelado, durante unos 10 minutos o hasta que se visualizen las bandas en el gel, este se
tornara de color amarillo.

5. Se para la reaccion con una solucién de acido aceético al 1.5 %, en un volumen de 100
ml.

6. Se coloca el gel de acrilamida al 10% en luz blanca (megatoscopio) y se interpretan las

bandas de acuerdo a su polimorfismo y se toma una foto en papel (polaroid).
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PREPARACION DEL GEL DE AGAROSA AL 2%

¢ Se pesa 2 gramos de agafosa LE (Promega, Wi. USA), se disuelve en 5ml de TBE 10X

y 95 ml de agua destilada. Para un volumen final de 100 ml..

Se calienta hasta que hierva y después se daja enfriar hasta 40° C aproximadamente.

¢ Agregar 1.5ul de bromuro de etidio. Mezclar perfectamente.

e Vaciar sobre la caja del gel y dejarlo secar cuando menos unos 25 minutos antes de

usarlo.

& Para correr el DNA mezclarlo con una solucién “gel loading” de rojo de cresol a razén

de 3:10ul
¢ Vaciar las muestras en el gel sumergido en TBE 1X
¢ Correr el gel a 80 mV durante 30 minutos aproximadamente

¢ Se visualiza el gel en una lampara dc luz ultravioleta.
PREPARACION DEL TBE 10X (para preparar 1000ml)

Pesar Tris base S4grs
Acido borico 27.5 grs
0.5M de EDTA (pH=8.0) 20ml
Aforar con agua desijonizada a pH 8.3

PREPARACION DE LA SOLUCION SLR 20X (Para preparar 1 litro)

Tris 2 M......... 12.12 grs
MgCl; 0.12M  24.8 grs
NaCl; . 5.8 grs

Para preparar a 1X tomar 50 ml de la solucién 20 X y aforar a 1 litro.
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PREPARACION DE LA ACRILAMIDA AL 30% (Para un volumen de 100 ml)

Pesar acrilamida (grado biologia molecular) 29grs
Pesar N'N"Methilenebisacrilamida 1 gr
Disolver en 100 ml de agua destilada. Filtrar en filtros de

celulosa de 0.45us de diametro.

Guardar en botellas ambar a temperatura ambiente.
PROTEINASA K

En la presentacién de [100 mg], agregar 10 ml de agua destilada y desionizada para obtener

una concentracion final de [10 mg/ml]}
PREPARACION DEL PERSULFATO DE AMONIO AL 10%
Pesar 10 grs de Persulfato de amonio en un volumen de 100 ml.

PREPARACION DE SOLUCIONES PARA TINCION EN PLATA DE GELES DE
ACRILAMIDA

SOLUCION FIJADORA DEL GEL (10-15 min)

Etanol al 10% agregar 30 ml de etanol al 96%.

Acido Acético al 0.5%----------- agregar 1.5 ml de dcido acético puro.

Aforar a 300 ml con agua destilada.

SOLUCION DE TINCION (5 min)

AgNO; 0.2%--------~ pesar 200mg

Aforar con la solucidn fijadora a 100ml y disolver.
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SOLUCION DE REVELADO (10min)

NaOH al 3% agregar 3grs.
FORMALDHEIDO agregar 300ul

Aforar a 100 ml.con agua destilada y disolver.

ACIDO ACETICO AL 1.5% PARA PARAR LA REACCION.

PERSULFATO DE AMONIO AL 10% --=------ 100mg/1ml.
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INTRODUCCION

1 colesterol y sus ésteres al igual que otros

triglicéridos y fosfolipidos son pricticamente in-
solubles en agua. No obstante estos lipidos se trans-
portan desde el tejido de origen (higado, donde son
sintetizados o intestino donde son absorbidos) hasta
los tejidos donde son almacenados o consumidos. Para
transportarlos lipidos en la sangre, ¢stos son empa-
quetados cn macromoléculas de forma esférica cono-
cidas como lipoproteinas, las cuales estin formadas
por un centro de caracteristicas hidréfobas en el cual
estan contenidos los triglicéridos y el colesterol
esterificado, incluyen ademas una capa superficial mas
hidréfila que contiene colesterol no esterificado,
fosfolipidos y proteinas especificas denominadas
apolipoproteinas. La porcidn protéica de las lipopro-
teinas la constituyen estas apoliproteinas que, ademas
de tener funciones estructurales pueden actuar como
factores o activadores de enzimas y participan en el
reconocimiento de las lipoproteinas por sus recepto-
res y en la transferencia de lipidos entre difercnles
lipoproteinas.!

Las distintas lipoproteinas difieren entre si por la
proporcion de colesterol, triglicéridos y fosfolipidos
que contienen, asi como por las distintas apolipopro-
teinas con las cuales se asocian. En la actualidad, las
lipoproteinas plasmaticas han sido clasificadas de
acuerdo a su densidad en: quilomicrones, lipoproteinas
de muy baja densidad (VLDL, clinglés very low density
lipoproteins), lipoproteinas de densidad intermedia
(IDL, intermediate density lipoproteins), lipoproteinas
de baja densidad (LDL, low density lipoproteins),
lipoproteinaay lipoproteinas dealta densidad (HDL,
high density lipoproteins).! Cada clase de lipoproteina

3

Lipoprotein. Apolipoprotein E. Genetic susceptibility.

tiene una funcién especifica, determinada por su sitio
de sintesis, composicién lipidica y contenido de
apolipoprotelnas. Los quilomicrones tienen la funcién
de transportar la grasa exégena desde el intestino hasta
el higado, mientras el transporte de los lipidos desde
el higado hastalos tejidos periféricos y de aqui nueva-
mente hacia el higado, se realizaa través de las VLDL,
IDL, LDLy HDL que constituyen el denominado trans-
porte deloslipidos enddgenos! (Figura 1).

Cada una de las apolipoproteinas que posee a su
vez la lipoproteina, tiene una funcion especifica en ¢l
complejo macromolecular. Algunas de ellas inicamen-
te son estructurales como la 348, otras como laapoAl,
la apoAlV y la apoClI activan la lecitincolesterol-
aciltransferasa, otras como la apoClIly ClI activan ¢
inhiben respectivamente a la lipoproteinlipasa; final-
mente, algunas de ellas actian uniéndose a recepto-
res especificos como ocurre con la apoB100 y la
apoLE. Entre las lipoproteinas del plasma humano,
existen por lo menos nueve apolipoproteinas dife-
rentes, las cuales se distinguen por su tamapo, reac-
ciones con anticuerpos especificos y distribucion ca-
racteristica en las distintas clases de lipoproteinas
(Tabla .

APOLIPOPROTEINAE

Laapolipoproteina E (apo E) es una proteina plasmatica
identificada por primera vez en humanos en 1973,
posteriormente fue identificada y caracterizada en
otras especies de las cuales se han derivado modelos
para poder estudiar y caracterizar de manera extensa
dicha apolipoproteina, La apo-E es una glicoproteina
de 299 aminoacidos rica en arginina, con un peso
molecular de 34 200 Da.2 Forma parte de la estructu-
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--Dieta (dcidos grasoé + colesterol)

b

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

R GAMBOA Y COLS.

. : LL
Intestino "~ —» Quilomicrones > Quilomicrones remanentes
Acidos biliares ) 7 . R T
y : _"Acidos grasos ]ibres :
Ac. grasos libres - 4 Tejido Adiposo S ~Tejidos periféricos

Ac. grasos libres

LL
Higado (receptores de LDL) —» VLDL
A

> LDL —» LDL

(con receptores LDL) e

HDL
A/LL

- |

Fis. 1: Esquema general del metabolismo de los quilomicrones, VLDL, IDL, LDL HDL y Quilomicrones remanentes. (LL, lipasa

lipoproteica).

Tabla I
Apolipoproteinas de las lipoproteinas plasmaticas

Apolipoproteinas

Lipoproteina asociada

Funcion

ApoAl Estructural y activa la LCAT
ApoAll Estructural y activa la LPL
Apo B48 Quilomicrones Estructural

ApoB100 VLDL, LDL Estructural y se fija al receptor LDL
ApoCl VLDL,HDL Activa la LCAT

ApoCll Quilomicrones, VLDL, HDL Activa la LPL

ApoClll Quilomicrones, VLDL, HDL Inhibe la LPL

ApoD

ApoE Quilomicrones, VLDL, HDL Ligando para receptor

Moatdificado de: Vance D.E, & Vance J.E. (1985) Biochemistry of Lipids and Membranes.

The Benjamin/Cummings Publishing Company, Menlo Park, CA.

Abreviaturas: LCAT: Lecitincolesterol-aciltransferasa; LPL: Lipoproteinlipasa.

ra de diversas lipoproteinas como los quilomicrones
circulantes, los quilomicrones remanentes, las
lipoproteinas de muy baja densidad, las lipoproteinas
de densidad intermedia y las lipoproteinas de alta den-
sidad. La apo E tiene un papel esencial en el movimien-
to de lipidos entre los tejidos® y sirve como ligando
para receptores de lipoproteinas de baja densidad; a
través de su interaceion con estos receptores partici-
pa en el transporte de triglicéridos desde el higado
hasta los tejidos periféricos. Por su presencia en las
lipoproteinas de alta densidad (HDL), participaen la
redistribucion del colesterol y de otros lipidos entre
los tejidos y también parcce estar involucrada en la
reparacion de tejidos danados.! Se piensa que el com-

ARCH INST CARDIOL. MEX

plejo HDL-apo E también esta involucrado en lalibera-
cién de colesterol HDL mediado por un receptor ha-
cia el higado,’ en la hidrélisis hepatica mediada por
una lipasa de los fosfolipidos HDL,% en la esterificacién
del colesterol plasmatico,’” en el metabolismo
postprandial de triglicéridos® y en el reflujo de
colesterol derivado de células.?*®

Otras funciones en las cuales tambicn parece inter-
venir laapo E incluyen la inmunoregulacién y modula-
cion del crecimiento celular asi como la diferenciacién
celular?

La apo E es sintetizada por diferentes organos, en-
tre ellos ¢l cerebro, el bazo y el rifion, aunque la via
principal de sintesis de apo E es el higado.3
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-APOLIPOPROTEINA E
VARIANTES POLIMORFICAS DE LAAPO E

El gen que codifica para la apo E estd localizado en el
brazo largo del cromosoma 19 en una familia de genes,
donde estan incluidos los genes para apo C-I, C-I' (un
pseudogen) y CIL " dicho gen incluye 4 exones y tiene
un tamaiio de 3.7 Kb. El receptor de las LDLy de la apo
CII también estd localizado en este cromosoma.’? La
secuencia promotora TATAATT se encuentra aproxi-
madamente a una distancia de 30 pares de bases arriba
del sitio de iniciacion transcripcional.

El gen de apo E codifica para tres alelos lamados
E2, E3y E4,los cuales difieren entre si por una unidad
de carga neta debido ala sustitucion de una base en
dos codones en el cuarto exén del gene.*** Debido a
que estos alelos se heredan de forma mendeliana
codominante, se encuentran 6 fenotipos de apo E que
son: apoE2/2, E3/2, E3/3, E4/2, E4/3 y E4/4, los
cuales difieren por la sustitucion de un aminodacido en
uno o dos de los sitios polimoérficos (residuos 112y
158).151% La apo E4 difiere de la apo E3 en la sustitu-
cion de una arginina por una cisteina en cl residuo 112,
mientras que la apoE2 difiere de 1a apoE3 en la susti-
tucién de una cisteina por una arginina en el residuo
158. Debido a la similitud en los efectos fisioldgicos de
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los diferentes alelos de esta proteina, éstos son co-
munmente agrupados en el alelo E2 (que incluye los
fenotipos 4/2,3/2 y 2/2), el grupo del alelo E3 (que
incluye el fenotipo 3/3) y el grupo del alelo E4
(que incluye los fenotipos 4/4 y 4/3).

DISTRIBUCION DE LAS VARIANTES DE
APOE EN DISTINTAS POBLACIONES

Debido a la influencia que tienen los diferentes
fenotipos de apoE en los niveles de lipidos y sus rela-
ciones con enfermedades como la aterosclerosis, se
ha analizado la distribucion de sus frecuencias en di-
versas poblaciones'? (Tablas Il y III). Los datos re-
portados a la fecha establecen que el alelo mds fre-
cuente en todas las poblaciones estudiadas es el E3 y
por tanto el fenotipo mas comtin es el E3/3; sin em-
bargo, la frecuencia tanto del alelo como del fenotipo
varia segtin la poblacion estudiada. Existe una mayor
diferencia en las frecuencias de los alelos E2 y E4 asi
como en los fenotipos en los cuales estin incluidos
dichos alelos los cuales varian importantemente en
los distintos grupos étnicos estudiados. Los individuos
cauciisicos en general presentan una frecuencia mas
alta de E2, mientras que las poblaciones africanas pre-

Tabla [l
Distribucion de los alelos de la apo E en diversas poblaciones
Alclos
Apo E2 ApoE3 Apo E4
Pais Poblacién N Referencias Frecuencia %
Mexico Indigenas n=75 Datos person. 0 90.0 10.0
Mazatecos
Mexico Mestizos n =89 Datos person. 0.5 91.0 8.4
México Indigenas n = 135 Kamboh, 1991 0 91.1 8.9
Mayas
U.S.A. Mex-Americ n =210 Haffner, 1996 23 90.4 7.1
Brasil Indigenas n =96 Crews, 1993 0 84.3 15.6
Yanomami s : )
Ecuador Indigenas n=91 Scacchi, 1997 0 72.0 .- 28.0
Cayapa . L . ., L -
Groenlandia Aborlg«]a(nes n =100 Gerdes, 1996 Sl 2.5 R 79.0 . 1185
Nuu R R . ST S .
Groenlandia Aborigenes n=78 Gerdes, 1996 0 76.9 ’ 23.1
Ammassalik .
Nueva Guinea* Abgrfgenes n =110 Kamboh, 1990 14.6 48.6 R 36.8
apun
UsA Caucisicos n =117 Mastana, 1998 140 74.0 12.0
Finlandia Caucisicos n =151 Hallman, 1991 4.3 79.1 16.5
Israel Caucdsicos n =27 Mastana, 1998 16.6 66.6 16.6
Grecia Caucasicos n = 335 Cariolou, 1995 5.3 87.6 7.0
Espana Caucdsicos n = 226 Gené, 1997 6.4 81.0 12.6
Italia* Caucdsicos n = 209 Corbo, 1995 6.2 86.7 7.2
China* Orientales n = 95 Hallman, 19491 5.3 88.3 6.4
Japén Ortentales n = 333 Hallman, 1991 4.2 86.3 9.4
Nigeria* Negroides n = 365 Hallman, 1991 2.7 67.7 29.6

* En estas poblaciones no se reportan los fenotipos
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Tabla I
Distribucién de los fenotipos de la apo E en diversas poblaciones
Fenolipos
Apoe 2/2  Apo 2/3  Apo 3/3 Apo /2 Apu 4/3 Apo 4/4
Pais Poblacién N Referencia Frecuencia %

México Indigenas n=75 Datos person. 0 0 81.3 0 17.3 1.3

Mazalecos
Meéxico Maestizos n=89 Datos person, 0 1.0 82.0 0 16.9 0
Meéxico Indigenas n = 135 Kamboh, 1991 0 0 82.2 0 17.7 V]

Mayas

U.S.A. Mex-Americ n =210 Haffner, 1996 0 4.7 819 0 12.3 0.9
Brasil Indigenas n =96 Crews, 1993 0 [} 68.7 0 31.2 0

Yanomami : R
Ecuador Indigenas n=91 Scacchi, 1997 0 0 49.4 0 45,0 . . 3

Cayapa e L
Groenlandia  Aborigenes n =100 Gerdes, 1996 0 4 62.0 11300000 .30
Nuuk Cos X K T

Groenlandia  Aborigenes n=78 Gerdes, 1996 0 0 576 . 0 38.4 3.8

Ammassalik TP LI
USA n =117 Mastana, 1998 2,0 21.0 '55.0-.. /3.0 18.0 1.4
Finlandia n =151 Hallman, 1991 0 7.2 62,2.. °.13 26.4 ‘2.6
Israel n =27 Mastana, 1998 0 33.3 37.0 0 25.9 3.7
Grecia n = 335 Cariolou, 1995 0.3 6.9 75.3 0.9 15.0 1.6
Espaiia Caucisicos n = 226 Gené, 1997 0.3 9.5 76.4 0.6 12.8 0.3

sentan una frecuencia alta del alelo E4. Por su parte,
las poblaciones indigenas americanas estudiadas has-
ta la fecha basicamente presentan las frecuencias mas
elevadas de E3 y algunas de ellas principalmente las
sudamericanas presentan tambicn frecuencia alta del
alelo E4. Los estudios en la poblacion mestiza e indi-
gena de México muestran frecuencias similares de
los alelos de apoE cuando se comparan entre cllas, sin
embargo, varian al compararse con grupos caucisicos
e indigenas de Sudameérica. De manera interesante,
todas las poblaciones indigenas americanas incluyen-
do las mexicanas no tienen el alelo E2. Dicho alelo
tampoco existe en poblaciones aborigenes de
Groenlandiay de Australia, mientras que se ha repor-
tado su alta frecuencia en poblaciones chinasy en abo-
rigenes de Malasia y Nueva Guinea. Por su parte la
frecuencia del alelo E4 es alta en poblaciones de
Groenlandia, Finlandia y en aborigenes de Malasia,
Nueva Guinea y Australia. Por otro lado, la frecuencia
de X4 es baja en indigenas mexicanos, asi como en
poblaciones Chinas, Turcas, ltalianas, Espaiolas y
Griegas. En Europa, se ha reportado un gradiente de
la frecuencia del alelo E4 al estudiar poblaciones del
norte y del sur, sucediendo lo contrario con Ia frecuen-
ciadelalelo E3.

IMPLICACIONES CLINICAS

La apolipoproteina Eticne un papel importante como
determinante de los niveles de lipidos en el plasmay

ARCH INST CARDIOL MEX

se ha relacionado con daiio al miocardio. Como ya se
metciond, tiene tres alelos comunes que codifican
para tres isoformas E2, E3 y E4. La combinacién de
eslos tres alelos da por resultado los seis fenotipos,
entre los que estin tres homocigotos E2/2, E3/3 y
E4/4 y tres heterocigotlos E3/2, E4/3 y E4/2,

La presencia de alguno de los alelos mencionados
se haasociado con alteraciones en los niveles de lipidos
y cit el riesgo de adquirir alguna enfermedad
cardiovascular. Por ejemplo, el alelo E2 muestradefi-
ciencia de union con su receptor y se asocia con nive-
les bajos de colesterol total y con el desarrollo de
hiperlipoproteinemia tipo HIL*® La presencia de di-
cho alelo conlleva disminucion de los niveles de
colesterol y betalipoproteina. Por otro lado, el alelo E4
si bien presenta union normal con su receplor, se aso-
ciatambién con concentracion elevada de colesterol
totaly de LDL en el plasma, lo que a su vez también
esta asociado con incremento en el riesgo de daio
coronario. "3 Se ha reportado una alta frecuencia
delalelo E4 en pacientes con enfermedad coronaria e
infarto al miocardio en algunas poblaciones estudia-
cas. De la misma manera, los individuos que presen-
tan este alelo tienen una frecuencia mayor de calcifica-
cion aodrtica que los que presentan cualquiera de las
otras dos variantes (E2 o E3).* Por otro lado, la pre-
sencia de ciertos fenotipos como E4/4 y E4/3 se aso-
cia con un incremento en los niveles de colesterol-
1L.DL, mientras que dichos niveles estan disminuidos
en individuos con los fenotipos E3/2 y E2/2. Final-
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mente. parece existir un gradiente de asociacién de
los fenotipos E3/4, E3/3 y E3/2 con la presencia
de lesiones aterosclerdticas en algunas poblaciones,
siendo la mas fuerte con ¢l fenotipo E3/4.293

Los individuos con fenotipus considerados del gru-
po E4 (E4/4 y E4/3) presentan una mayor eficacia en
la absorcion de colesterol y por tanto, disminuyen la
sintesis de colesterol y It remocion de LDL en apo-
B3 Debido a que existen diferencias importantes
en la afinidad de union de apo-E4 (alta afinidad) y apo-
E2 (baja afinidad) hacia los receptores LDL," la fre-
cuencia en el aclaramiento postprandial de las
lipoproteinas remanentes ¢s baja en sujetos con el
fenotipo apoE2/2 y altas en sujetos con fenotipo
apoE4/4.'% Ademas, los sujetos con fenotipo E4 fre-
cuentemente responden mejor a las modificaciones
enladietia con colesteroly contenidos grasos que los
individuos con fenotipo E2.4°4 Lo anterior sugiere que la
apo E también esta involucrada en modificaciones me-
tabdlicas y hemodinamicas relacionadas con la dieta.

Atraveés de estudios epidemiologicos se ha demos-
trado que la incidencia de dafo en arterias coronarias
esta inversamente relacionado con la concentracion
de lipoproteinas de alta densidad en el plasma
(HDL).%4% Se piensa que las HDL inhiben la
aterogénesis debido a que promueven un exceso en
el flujo de colesterol desde los macréfagos cargados
de lipidos" y mediante el transporte del exceso de
colesterol desde el plasma hacia el higado por una
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excrecion eventual en la bilis (proceso referido como
transporie de colesterol inverso).*# Las HDL tam-
bién intervienen en otras funciones anti-aterogénicas
como es el aclaramiento plasmatico de lipoproteinas
ricas en triglicéridos (TLR),* inhibicion en la oxida-
cion de lipoproteinas de baja densidad (LDL)® y la
inhibicion en la expresion de células de adhesion
endotelial,

La participacion delos fenotipos de apoE en la sus-
ceptibilidad a diversas enfermedades como el infarto
al miocardio y enfermedades coronarias ha sido eva-
luada en diversas poblaciones utilizando grupos con-
trol del mismo origen étnico™ ™ (Tublas IVy V), Di-
chos datos muestran que el porcentaje de pacientes
con problemas cardiovasculares que muestran el
fenolipo E4/4 esigual o excede la proporcién obser-
vada en los sujetos control. Similarmente, el fenotipo
[£3/4 es mis comin en los pacientes que en los con-
troles. Sin embargo, no se han observado diferencias
significativas en cuanto ala frecuencia de los fenotipos
E2/2 0 E2/3 al comparar los pacientes con los sujetos
control.

CONCLUSIONES

Los estudios en diversas poblaciones establecen que
{a frecuencia tanto de los alelos como de los fenotipos
de apoE varia considerablemente, principalmente en
lo que se refiere a los alelos E2 y 124. Ambos parecen

Tabla IV
Distribucidén de los fenotipos de apo-E en pacientes masculinos con IM o EIC y
su comparaciéon con sujetos control

. Casosn Fenotipo apoE, %
Referencia Enfermedad controles n apo2/2  apo2/3 apo3/3 apo3/d apo2/4 apod/4
Cumming 1984 IM 194 0 7.2 55.2 4.6 30.4 2.6
S 400* 0.5 12.7 58.3 2.7 24.8 1.0
Lenzen’ 1986 ™M 470 0.2 8.9 63.2 1.8 23.9 2.1
S 624 1.2 10.7 63 3.2 19.9 2.1
Eto 1989 EiC 55 1.8 10.9 52.7 0 30.9 3.6
ERC R L) 576+ 0.3 6.1 71.9 0.7 19.3 1.7
" Yanmamura 1990 EIC 156 1.3 7.7 70.5 0.6 15.4 4.5
SE i s S 208+ 0.5 11.6 68.3 1.0 17.8 1.0
: Eichner 1993 o EIC Muerte 206 0.5 11.7 534 1.9 29.6 2.9
: R ~oIM 412+ 0.5 8.5 67.0 1.0 20.6 2.4
Luc 1994 : - IM 574 0.5 9.4 61.3 2.4 23.2 3.1
. G680 0.9 13.5 62.9 2.1 18.5 2.1
‘Wllson 1994 145 1.4 15.2 52.4 2.8 23.4 4.8
2 . ; o - 889 0.6 13.5 62.2 2.1 19.0 2.6
Steng‘ud 19‘)5 -EIC Muerte : -28 0 3.6 57.1 7.1 28.6 3.6
S e 269 [ 5.6 69.5 1.5 22.7 0.7
,Sleng.lrd 1995 . EIC Muerte 43 0 2.3 418 7.0 48.8 0
. S 326 0 8.9 58.9 4.0 28.2 0

Fenotipos de la npolli{ EIC ¢ IM en hombres. * El sexo de los sujetos control no fue especificado, y ¢l mismo grupo control fue
utilizado para la comparacion’ (ie EIC enire hombres y mujeres. IN: Infarto al miocardio, EIC: Enfermedad isquémica coronaria.
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TablaV
Distribucién de los fenotipos de la apo-E en pacientes femeninos con IM o EIC, y
su comparaciéon con sujetos de control
Referencia Enfermedad Casosn Fenotipo  apo E, %
controles n apo2/2  apo2/3 apo3/3 apo3/4 apo2/4 apod/4
Utermann 1984 M 523 1.3 13.0 63.7 2.1 17.6 2.3
- E 1031 1.0 12.0 59.8 1.5 22.9 2.8
Cumming 1984 M 45 0.0 8.9 46.7 2.2 40.0 2.2
S - 400 0.4 12,7 58.4 2.7 24.7 1.1
Elo'1989 Tk EIC 54 1.9 13.0 55.6 1.9 27.8 0.0
: : FRR 576 0.3 G.1 71.9 0.7 19.3 1.7
Yamamura 1990 : - EIC 38 0.0 0.0 63.2 2.6 26.2 7.9
st e e : 208 0.5 11.5 68.3 1.0 17.8 1.0
Wilson 1994 .. EIC 44 0.0 1.4 56.8 0.0 27.3 4.5
DR 872 0.3 13.9 63.5 1.1 18.1 3.0
Fenolipos de la apo-E, EIC ¢ IM en mujeres y en donde el sexo no fue especificado. IM: Infarto al miocardio

EIC: Enfermedad isquémica corenaria.

ser los mis importantes en cuanto a la asociacién con
los niveles de lipidos y su asociacion con el riesgo de
enfermedades cardiovasculares. Los sujetos portado-
res del alelo E4 tienen mayor riesgo para desarrollar
enfermedad coronaria y también enfermedad de
Alzheimer, mientras que el fenotipo E2/2 se asocia
con hiperlipidemia tipo III. En varios paises, la presen-
cia delalelo E4 sigue un gradiente geogrifico de acuer-
do ala frecuencia de enfermedades cardiovasculares,
tal es el caso del continente europeo donde la mayor
frecuencia de la enfermedad en el norte correlaciona
con la alta frecuencia del alelo 154, sucediendo lo con-
trario en las poblaciones mediterrdneas. Las poblacio-
nes chinay japonesa tradicionalmente presentan baja
prevalencia de enfermedades coronarias lo cual pare-
ce correlacionar con la baja frecuencia del alelo E4
qtie presentan. Por lo contrario, los reportes de alta
frecuencia de dicho alelo en la poblacion de Finlandia
sugieren que este alelo podria estar contribuyendo a
la alta prevalencia de enfermedacdes coronarias en esta
poblacion. Los datos reportados en poblaciones mes-
tizas e indigenas de México (Mayas y Mazatecos) es-
tablecen también una baja frecuencia del alelo E4 con
frecuencias similares a las reportadas en poblaciones
orientales. Esta baja frecuencia podria correlacionar
con la baja prevalencia de enfermedades coronarias

en eslas poblaciones comparadas con las poblaciones
europeas. El mecanismo por el cual el alelo E4 puede
incrementar el riesgo de enfermedad coronaria no esta
bien definido, sin embargo, en el modelo experimen-
tal de ratones transgénicos con deficiencia de apoE,
éstos tienden a desarrollar niveles altos de
lipoproteinas remancates vy lesiones arteriales. Por
otro lado, cepas murinas con sobreexpresion de apoE
muestran incremento en ¢l aclaramiento de particulas
que contienc apoB, ademis de reducidos niveles de
colesterol y triglicéridos en plasma. Algunos estudios
clinicos han mostrado que los niveles de apoE tienden
aser mas altos en individuos con el alelo E2, interme-
dios en aquéllos con E3 y bajos en aquéllos con E4.
Todas estas variaciones por tanto pueden de alguna
forma condicionar el desarrollo de enfermedad
cardiovascular en los portadores de alguno de los
alelos descritos. Debido ala importancia que tienen
las variantes de apoE en la susceptibilidad al desa-
rrollo de enfermedades y puesto que las frecuen-
cias de dicha apolipoproteina varian de una pobla-
cion a otra, es importante estudiar dicho
polimorfismo en la poblacion mexicana con el fin de
relacionar la frecuencia de apoE con ciertas enfer-
medades, principalmente cardiovasculares que ocu-
rren en nuestra poblacién,
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Apolipoprotein E Polymorphism in the Indian and Mestizo
Populations of Mexico

RICARDO GAMBOS.' GUADALUPE HERNANDEZ-PACHECO.' RAMIRO HESIQUIO,
JOAQUIN ZUNIGA,” FELIPE MASSO," LUIS FELIPE MONTARO, MANUEL RAMOS-

KURL” JAVIER ESTRADA.” JULIO GRANADOS.” AND GILBERTO VARGAS-
ALARCON

Abstract  Apolipoprotein E (APOE) genotypes were determined in 75
Mazatecan Indians and 83 Mexican mestizos. APOE allele and genotype
frequencies in Mazatecans and mestizos were similar, with high frequen-
cies of the APOE*3 allele (0.900 and 0.915, respectively) and the E3/3
genotype (0.813 and 0.831, respectively) and an absence in both samples
of the APOE*2 allele. Our data are similar to those previously described
for Mexican-American and Mayan populations, which show the highest
frequency worldwide of the APOE*3 allele and the £3/3 genotype. Ma-
zatecans and mestizos also show a decreased frequency of the APOE*4
allele when compared to other Amerindian groups. The absence of the
APOE* allele has also been reported in other Amerindian groups such
as Mayans and Cayapa, whereas in Caucasians the average frequency of
this allele is about 8%. Our data are in agreement with previous reports
showing absence of the APOE*2 allele in Native American groups. These
findings suggest that the APOE*2 allele was absent in humans from

northern Asia who settled in the Arctic and populated the American
continent.

The genetic variation at the APOE locus in human populations is an important
determinant of plasma lipid levels and relative risk for atherosclerosis. On
average, individuals with genotypes E4/4 or 4/3 have higher total serum and
LDL-cholesterol concentrations (Dallongeville et al. 1992), than those with
APOE 3/3, 372, or 2/2 genotypes (Ehnholm et al. 1986). Several studies have
shown that individuals with APOE*{ allele are at high risk for developing
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coronary heart disease (CHD) (Tiret et al. 1994) and Alzheimer’s disease
(Poirier et al. 1993). The latter data suggest an important relationship between
APOE alleles and the genelic susceptibility to develop cardiovascular disease.
In order to prove this relationship, it is important to know the distribution of
these alleles in different populations. In an effort to define genetic admixture
in Mexican mestizos, this ethnic group has been characterized by using ge-
netic markers from several chromosomes. Results from these studies have
shown a proportion of 56% Indian genes, 40% Caucasian genes, and 4% black
genes (Lisker et al. 1990). The aim of the present work was to study the
distribution of APOE alleles in the Mexican population.

Materials and Methods

A panel of 83 unrelated Mexican mestizo individuals living in Mexico
City were studied (40 men and 43 women, 20 to 50 years of age). None of these
individuals was known to sufferany disease. Individuals were asked about their
birthplace as well as that of their parents and maternal and paterna! grandpar-
ents. We considered as Mexican mestizos only those who for two generations,
including their own, had been born in Mexico. A Mexican mestizo is defined
as someone born in Mexico who is a descendant of the original autochthonous
inhabitants of the region and of individuals, mainly Spaniards of Caucasian
and/or black origin, who came to America during the 16th century.

For comparison, a sample of 75 unrelated individuals (35 men and 40
women, 17 to 60 years of age) from the Mazatecan ethnic group, living in
Huautla de Jimenez and San Mateo Yoloxochitl villages in the Mexican state
of Qaxaca, was included in the study. Individuals were asked about their
birthplace as well as that of their parents and maternal and paternal grand-
parents. The Mazatecans, who inhabit the north of Oaxaca and some areas of
the state of Veracruz, are linguistically classified within the Olmeca-
Otomangue group, Otomiano-Mixteco subgroup, and Popoloca family (Swa-
desh 1959). Currently, there are 100,000 individuals who belong to this ethnic
group; 66.25% are bilingual and 33.75% are monolingual (data obtained from
the Instituto Nacional Indigenista, México).

In order to obtain the sequence that includes the two polymorphic sites
(112 and 158 residues), primers F4: 5'-ACAGAATTCGCCCCGGCC
TGGTACAC-3' and F6: 5'-TAAGCTTGGCACGGCTGTCCAAGGA-3'
(described by Emi et al. 1988) were used to amplify genomic DNA by using
polymerase chain reaction (PCR). PCR-amplified products were cleaved with
Hhal (GIBCO-BRL), using 1 unit of enzyme for 17 pL of the amplified
product and were incubated for 3 hours at 37°C. The fragments obtained were
detected by electrophoresis in an 8% polyacrylamide nondenaturing gel and
stained with ethidium bromide.

qq |
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Table 1. Distribution of APOE Allele and Genotype Frequencies in the Mazatecan and

" Mexican Mestizo Populations

Mazarecan Mexican Mestizo
S {n=175) {n=83)

APOE Allele_ ., - n Allele Frequency n Allele Frequency

*2 0 0.000 0 0.000

PR I - SO 138 0500 152 0915

"3 15 0.100 4 0.084

APOE Genotype . n Genorype Frequency n Genotype Frequency

E33R ‘61 0813 69 0.831

E43: 000 13 0.173 14 ’ 0.168

Edd L. 0.013 0 0.000

Note: Allele and genotype frequencies of APOE variants were obtained by direct counting. Hardy-
Weinberg equilibrium was tested using the Arlequin software program.

Results and Discussion

The distribution of APOE allele and genotype frequencies is shown in
Table 1. In both samples the observed and expected frequencies are in Hardy-
Weinberg equilibrium. Only two alleles, APOE*3 and APGE*4, were de-
tected in both samples. For Mazatecans the frequency of APOE*3 was 0,900
and of APOE*4 it was 0.100; for Mexican mestizos the frequency of APOE*3
was 0.915 and of APOE*{ it was 0.084. Genotype E3/3 was the one found
most frequently in both samples studied, with frequencies of 0.813 and 0.831
in Mazatecans and mestizos, respectively. Frequencies of the other genotypes
were £4/3 = 0.173 and E4/4 = 0.013 in Mazatecans, and E4/3 = 0.168 in
Mexican mestizos. The two samples thus bear similar frequencies, except for
the E4/4 genotype, which is absent in Mexican mestizos.

APOE allele frequencies in Mazatecans and Mexican mestizos show
important differences when compared to those reported in other populations,
but not when compared to the Mexican-American population (Table 2). The
APOE*2 allele is absent in both Mexican samples, as it is in other Indian
ethnic groups such as Mayans, Yanomami, and Cayapa. This difference is
statistically significant when comparing Mexican mestizos or Mazatecans to
2 Caucasian population (p < 0.05). Mazatecans and Mexican mestizos, to-
gether with Mayans and Mexican-Americans, are the populations with the
highest frequency of allele APOE*3 (>90%). Statistical analysis showed an
increased frequency of this allele in both Mazatecan and Mexican mestizos
when compared to Cayapa, Nuuk, Ammassalik, and Caucasian populations
{(p < 0.05). On the other hand, allele APOE*4 showed a decreased frequency
in Mazatecans and Mexican mestizos when compared to that in Cayapa and
Ammassalik populations (p < 0.05).
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Table2. APOE Allele Frequencies in Various Populations Including the Mazatecan and
the Mexican Mestizo :

Allele Frequencies
Population” n 2 3 4 Reference
Mazatecans (Mexico) % 00 0900°  0.100°  Present study
Mestizos (Mexico) g3 00 0915 0084  Present study
Mayans (Mexico) 135 0.0 0911 0.089 Kamboh et al. {991
Mexican-Americans (USA) 210 0.023 0.904 0071 Haffner et al. 1996
Caucasians (USA) 117 0.130 0.740 0.120 Breslow et al. 1982
Yanomami (Brazil) 96 00 0843 0.156 Crews et al. 1993
Cayapa (Ecuador) 91 0.0 0.720 0.280 Scacchi et al. 1997
Nuuk (Greenland) : 100 0.025 0.790 0.185 Gerdes et al. 1996
Ammassalik (Greenland) 78 0.0 0.769 0231 Gerdes et al. 1996
Nore: The distributions of allele frequenci ined in our populations (Mazatecan Indians and

Mexican mestizos) were compared to those previously described in other populations (Cau-
casian, American Indians, and Greenland groups) using the chi-square test; the p-values were
) corrected for the number of comparisons performed (pC).
a. Decreased frequency when compared to C: ian population (C<0.05).
b. 1 d frequency when d to Cayapa, Nuuk, Ammassalik, and Caucasian populations
(pC<005).
c. Decreased frequency when compared to Cayapa and Ammassalik populations (pC<0.05).

In several populations, polymorphism in the APOE genotype is asso-
ciated with an increase in cardiovascular risk and in serum lipid and lipopro-
tein values. Thus, the APOE*4 allele is associated with increased levels of
total cholesterol and betalipoprotein (Boerwinkle et al. 1989), whereas most
patients with type Il hyperlipoproteinemia are £2 homozygous (Breslow et
al. 1982). These associations are well known in Caucasian populations in
which high frequencies of £2 and E4 variants associated with the disease are
shown (Mastana et al. 1998). Data on these variants in other populations such
as Indians and mestizos are unknown.

Results of the present study show that the two Mexican populations
have similar allele and genotype frequency distributions, with high frequen-
cies of the APOE*3 and E3/3 genotype (Table 1). However, they show im-
portant differences when compared to other populations, mainly with those
of Caucasian origin (Table 2).

In 1984, Dr. Craig Hanis and his colleagues defined a constellation of
metabolic disorders in Mexican-Americans, which they described as the New
World Syndrome (Weiss et al. 1984). This syndrome includes central obesity,
diabetes mellitus, disordered bile acid metabolism, cholesterol gall stones,
and gall bladder carcinoma. The risk for developing New World Syndrome
appears to be directly related to the percentage of Amerindian genes carried
by the individual. However, the risk for developing cardiovascular disease,

APOE Polymorphism in Mexico ! 979

including atherosclerosis, is lower in Mexican-Americans, in spite of data
that show serum triglyceride concentrations to be slightly higher in this popu-
lation than in Caucasians at any age (Mitchell et al. 1990). These data have
led some investigators to postulate that Mexican-Americans may be relatively
protected against developing cardiovascular diseases due to their genetic
background. The important relationship between the APOE polymorphism
and plasma lipid levels and LDL-cholesterol concentrations suggests that this
gene could be part of the genetic background conferring protection to Mex-
ican populations.

Our data, which are similar to those previously described in Mexican-
American populations (Haffner et al. 1996), agree with this hypothesis. When
compared to Caucasian populations, Mexican Indians and mestizos show a
decreased frequency of APOE*2 and APOE*4, two variants that have been
associated with atherosclerosis and hyperlipidemia, and consequent risk of
developing CHD, in Caucasian populations (Tiret et al. 1994: Breslow et al.
1982). The frequency of the APOE*4 variant in Mexican populations is
among the lowest, next only to that in Asian populations (Hallman et al.
1991), a frequency that may be correlated with a less frequent occurrence of
cardiovascular disease in these populations as compared to that in Europeans
(Utermann 1987). The Chinese and Japanese, two populations with low rates
of CHD, have been shown to have the lowest frequency of APOE*4 (Hallman
etal. 1991). Conversely, the Finns have a high frequency of this allele, leading
to speculation that APOE*4 contributes to the increased prevalence of CHD
in this population (Sing et al. 1989). This allele is also frequent in other
populations such as sub-Saharan Africans and Aborigines from Oceania:
however, the prevalence of CHD in these populations is unknown.

Our data are in agreement with previous reports (Crews et al. 1993)
showing an absence of APOE*2 in Native American groups, which suggests
that APOE*2 was absent in humans from northern Asia who settled in the
Arctic and populated the Americas (Cavalli-Sforza et al. 1994). The low fre-
quency of the APOE*{ allele, together with the absence of the APOE*2 ailele
in the Amerindian populations, could be part of the genetic background that
conferred protection to these populations against developing cardiovascular
disease. Additional studies attempting to correlate APOE polymorphism with
plasma lipid profiles in a large number of individuals would be helpful in
establishing the true significance of this polymorphism in the Mexicun
population.
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Influence of the Apolipuprotein £ Polymorphism on Plasma
Lipoproteins in a Mexican Population

RICARDO GAMBOA."* GILBERTO VARGAS-ALARCON,'* AIDA MEDINA-URRUT1A 2
GUHLERMO CARDOSO-SALDANA. GUADALUPE HERNANDEZ-PACHECO.?
JOSE ZAMORAGONZALEZ? AND CARLOS FOSADAS-ROMERO*

~

Abstract The influence of apolipuprotcin E (APOE) genotypes an plas-
wia Jipid levels was determined in 278 Mexican individuals. The must fre-
quent genotype was E3/3 (RO.S%) Tollowed hy K34 (12.5%), £2/3 (5.0%),
E2M (LA%), and E4/4 (0.3%). Our data are similar to those previously de- |
sctibed Tor Mexican-American and American udian populations, which
show the highest frequency worldwide of the APOE®S and the E3/3 geno-
type. Compared to female cartiers of the E3/3 genotype, women with the
L34 peaotype presented increased low-density lipoprotein cholesteral (117
2 280 mpAllL vs, 1340 £ 307 mp/dl p < 0050, and 1otal cholesterol (179.4
2 1A mphdl, vs. 197.5 £ 354 mphll, p2 < 0.01). Also. we detected incrcased
high-density fipapratein concenteations in women with the £2/3 genulype
(3.7 £19.5 mg/dl.) when compared 1o women with the £./3 penotype (45.2

2 120 mg/dL) (p < 00323, Our slata suggest that genetic variation f the
APOE Tocus in the Mexican population is a genetic factor that influences
plasma lipid fevels. This eflect was alwerved anly i the female population,
Additional studies attenipting to conrefate APOE polymonphism with plasma
lipidd profite in a large numbee of individuals would be helpful in establishing
the true significance of this polymerphism in the Mexican population,

Apulipaprotein E (APOE, protcin; APOE, gene) is a normal constituent of very
low-density lipoprotein (VLDL) and high-density lipoprotein (HIDL) (Mahaley ot
al. 198R). The encoding, gene for APOE has three conunon alleles (Rall et al,
1982), APOLE*2, APOE3, and APOE*S. These alleles, inherited codominantly,
give nise to six common genotypes (APQE 272, 3/3, 4/4, 2/3, 24, and 3/4) (Uter-
mann et al, 1977). Studics in several populations have shown that APOE allcle
distribution can differ among groups (Mastana ct al. 1998), and that the polymor-
phism nity have an important effect on plasmia lipid levels in these populations
(Dart etal, 1997). Isolorms of APOE and related genotypes differ in terms of their
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inflecnce on eelb sl seceptor (APOE and APO W receplors) I!‘imlml': '.u.nl ot
taholism of APOR-containing lipoproteins and intestinal ‘.nhxurp-mm of }'Iclilr}'
cholesterol, mechanisms that lkely govern variations in serum 'l]’("[)l'ﬂll-‘lll con
centrations (Lason et al, 200000 i the popilation a I;u'gc.. irrc.\p!:cllvcul )!L‘lll'll!.:
background and enviromment, the APOE2 allele is :|.\‘.\ocu|.lul wuh.lu\vcr andd the
APOE allele with higher wtal cholesterol, low-density lipoprotem (LDI:) cho-
Testerol, amd APOR Tevels than is the APOEY3 allele (Boer et al. 1997). l'll.rlllcr.
buth APOE*2 and APOE alleles are found 1o be associated with high wiglye-
cride levels in sone but not all siidies (Dallongeville et al, 1992; Boudreau ctal.
19993, As much s 165 of the genetic variance of LDL cholesterol (8% of total
vatianee) can be aceonted for by the APOF Tocus, a contiibution unsuspassed by
any other gene in the general population (Earson L‘l‘il|. 20000, o

APOEY 3 i the most commen APOE allele with a plu:unlyp.c prcv:nlcm'c «.:I
077 W0 8§70 (Nt eLal. 99R). The APOE ] allele Breguency Is :ll)()lll. 1% in
US non-Hispanie Cancasians and 1009 in U8 Hispanies, but it s cnufulcmhl):
higher in Alrican Americans (259 (Mastamae ot al. 1998). !u (illlC:l.\lilllS.. the
APOE?2 aliele is observed in 8% to LG ol the population; in Nm.'lh {\nwnc:m
Indians it is present in 16% and in Meso and Souh American Amerindians, .~.ucl.|
as Mayans (Kaniboh ¢t al. 1991). Mazatecans (Gambea et al. 2000), Yanomann
(Crews etal, 19933 amd Cavapa (Seacchi et al, 1997), it is cnmpl?lcly '.|h.\'}'|1l.

Because of the signiticant impact of the APOE pulyunurplufuu on l}popm
tein ipid fevels aml its heterogencons distribution among pnrmlz.\lmux.'ﬂm .\ll.uly
sought fu determine gene heguencies for APOE alleles and their possible effect
on the dipid profile in a sample of Mexico City's population.

Materials and Mecthods

Study Subjects.  Samples were obtained from the personnel ol public and pri-
vate schouls in Mexico City, A total of 278 imdividuals (200 women and 78 men)
who agread to paticipate in the sty were inclided for nnznlysis. .V&fllml.\‘ h!(fml
wats collected after subjects lund fasted overnightand had been in asitting position
for 15 10 20 min, llci].;hl. weight, waist, and hip circumlerences were measured,
and body smass index tweight in Kilograms divided by height in meters squared)
wits caleulated,

Laboratory Analysis.  “Total cholesteral (1C) and triglycerides (TG) weie
anatysed by eozyaatic methods (Roche-Syntex/Boheringer Mannheim). High-

density Tipoprotein: cholesterol (HDE-C) was measured after precipitation of

bow- and very low density Tipoproteing by phosphonmgstate/Mg™ (Roche-Syn-
tex/Bochtinger Mangheim), and LD0-cholesterol (LDL-C) and VLDL-chales-
terol (VLDLL O were estimated by the equation of Frivdewald o al. (1972) td-
tlied by De Long (198%0). AH assays were under s external quality control
scheme hipid Standantization Program, Centers for Disease Control, Atlanta,
GAL Intra-assay coetficients of variation (CV) for TC, TG, and HDL-C were
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L%, 0.6, ind i.l_’)f-: inter-:
and 3.9%, respeetively. -

PCR :\lﬂpliﬁé; y 1t

polynirphic sites (1 il‘ilq{d“l previously described primers

Fd: 8- ACAC IAATTCGCCCCGG ;CC\'I‘GG"I'A(.‘AC—J
1 S TAAGCTTGGCACGGCTGTCCAAGGALY,

(B et al. 1988), were used w amplily genomic DNA hy‘u'sing "l‘hé}”polyincrnsé i
chain reaction (PCR). PCR amplification was performed an 0.25 g of genomic -

DNA using 1 unit of Tig DNA polymerise (Promega, Madison, WI, USA), 200 .

A each ANTT, 2 mAf MgCL, 1X PCR bufler, and 25 pmwles of cach primer in a
25 P volume. Amplifications were carried out in a Perkin Elmer 9710 thermocy-
cler tFoster City, CALUSA) with 30 cycles of Y5°C for 20 see, 60°C for 30 see,
and 72°C for 1,15 min,

Restriction of Amplified Products with /hal, PCR-amplitied products were
cleaved with Hhal (GIBCO-BRL.). using 1 unit of enzyme for 17 pL of the am-
plitic product, and were incubated for 3 hours at 37°C. The (ragments oblained
were electrophoresed inin 8% polyacrylamide nondenaturing gel and visualized
by silver staining. The sizes of Hhal fragments were estimated by comparison
with previously known size markers (AMspl-digested pUCIE DNA).

Statistical Analysis,  Allele and genotype frequencics of APOE variants were
obtained by dircet counting. Also, Hardy-Weinberg cquilibrium was tested using
the ARLEQUIN program. The unpaired Student £ test was used to compare mean
vitlues between men and wonien. Covariance analysis (ANCOVA) was used to
evaluate the effect of APOE phenotypes on lipid and fipoprotcins. Only four sub-
jeets b APOE 472 and only one had 44; thus, they were excluded from this
analysis. Analysis was carricd out separately for females and males: p values less
than 005 were considered signiticant. ANl statistical amlyses were performed
with SPSS version 10.0(SPSS Inc. Chicago, IL).

Results

Atotal of 78 men amd 200 women living in Mexico City were analyzed.
Releviant clinical information on the population studied is shown in Table 1. The
e age for men was 398 £ 10.4 years and Tor women was 0.2 £94 years.
Pendy mrass inckex was 26.8 4.0 kphn® in men and 25.9 4.0 n women. Diastolic
Al systolic blood pressure, waist o hip ratio, LDL, cholesteral, VLOL choles-
teral, ik mriglyeerides were significantly higher in males than in females ( p<
(00011 The HIDL cholesterol fevel was signiticanly Jower in males than in fo-
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“Tinical Pacameters of the Sty Subjects
Table 8. Laborstory amd Clinival Parameters of y

wtal Population Men Womten .
i ”xl,: I.’7-\'J =75 (=200} . P
LURNR K RAFI LT 402z ').;l, . ::
e W2ediM oKedh) 285914 o
Iml‘lll( ;‘:I ER{N YiKks i1d I):f? :‘::)s . d,.l""
N 15 ' Wy 2 L3S X
P ”7: ‘l:: ‘IO‘;‘ KI(L! : 0 75.2£9.0 dl.:l):)ﬂl
o m‘“’ t Ih L 190.2£41.3 182.6 £ 34.0 o
h 3300 1272 335 19292 -
'Zl-:*-_p" 143 2 87.7 R £633 <ﬂ()(mI
° I II:‘-! : lrh LYz 17.32 10 ::‘::n"
“ L ¢ 1202 sz inn 45K+ 124 . .
. l ;ull_l t \;.;- AES LN KRH £ 1505 n

ass indey; W winst-da-hup v, Averlas: averape pressine systol ic; Averlad; aver-
ly mias III;‘I\" -'”I(: st Jiip cati; Averl'as: ave -Fl. rc..m'c. stolic: oo
age pressure dustolic: 10 1o esivol -C: Tow-density lipopratein chulc\lcmlt TG: .

} e T ttal cholestesol, LIOL-C: y I\
triglyce ; w2 VLDLAC: very fowdensity lipoprotein cinlesterol: 1IDL-C: high-density lipoprotein
riglycerides: VLDL-C: C [

chlesierol.
*Unpaired Stenlent 7 et

i ad diabétes. and 1.1% hil

males. OF the subjects, 17% had hypertension, 4.3% had diabetes, and 1.1%
cardial infarct, o PN
mymj{‘l'l)l-’ allele frequency distribution data for this .\ludy. :m’;f ?(1):3"2 l:\;»{)r*z
" ) jons are s able 2. 02,
that repotted previously in ather pupul:ﬂmu.\ are s_l‘mwn ";7 ;% aotiely
APOE* 3, and APOEM [requencics were 3.2')?:7 §9.3%, and ] “;m) e

there -wcn: no ditferences hetween men qnd waoinen {data not shown).

i cies in Various SPapulations
Tahle 2. APOE Allele Frequencies in V.lnuqsquuf oo

Mele Frequemey

3 : l
pdetion n Reterence A A APOES
Fopulation AlOE?2 APOE*}

: : k] 13
jc N “This stily 32 89.] -
::::::‘::: L Gambwg 2000 - :: : :i'll_S -

' 75 Ciambwia 200 . : o "
Moy s RKamubuls, 9] | 7,".7 e
Ih'::{‘:::h.l\ ) 12 Apuilar 1'"0) 3.: m';' o
Mexican-Amecricany 2 Wallawr 190 -2 w1 e

¥ i : “h Crews 193 [i] .
ol -m Scacchi 1997 0 7 ;x .
o 1i1] Gerdes 1996 5 rL] Iz..
N'“"l i 117 Mavtana 1'% 4 4 o
(.a'w;“m"‘ 20 Giame I'M7 [iX} Xl ;.4
.;".‘::'Ill"\‘t ;\\ Ialtoun (94 4.2 263 X

apanese /

density Tipoprsten chalesteral.

APOE and Lipid Levels in Mc\'ifans{ 839

Trequent renotype was APOE 173 (80.5%, followed by E3 (12.5%), E2/3
(S.0%). E224 (1.4%), and E4p (0.3%). All populations showed 3 high APOE*3
allele frequency: hawever, our population, together with other previously report-
ed Mexican populations, showed the highest Trequency for this alicle, We detect-
edafow APOL) frequency in vur population (3.2%), which is comparable with
data reported on other Mexican populations, Finally, APOFE*4 [requency is the
lowest reported thus far, comparable only with frequencies for this allele in Asian
popalations, N
“The impact on the lipid profile of the APOE
shown in Table 3. Afier adjustiments for ge, sex,
cant differences between £/ and L34
genotype. This analysis was carried our separately for women and men, but as a
sesuft of the low numiber of mafe suhjects with genoiypes ditferent than £3/3, we
show oty the dat on women (Table 3), In this ease, we detected increased HDL
voneentetions in women with 1241 genatype (53.7 £ 19.5 ng/dL} when com-
Pared to women with £3/3 genotype (45.2 £ 12.0 mgrdL) ( P <0.032). On the oth-
er hand, women with the 7214 genotype had significantly higher LDL cholestero}
(L340 £ 307 mghiL) and 1ot cholesteral (197.5 £ 35.4 mghlL) levels than wo-
men with the £i/3 genotype (17 £ 2.0 mg/dl. for LDL cholesterol, p < 0.05 and

1794 2 334 mp/d, for total cholesteral, P <0.01). Also, a moderate increase in

LDL cholesterol and tora) cholesterol way found in women with the £2/2 geno-

type: however, when compared 1o women with the £3/3 genotype, the difference
was wot statistically significant,

gcnolype on the total group is
and BML. there were nio signifi-
genatypes when compared to the £3/3

Bevause aher genetic and envisonmengal factors modified he influence of
the APOE polymorphism on lipid Jevels, we analyzed this effect in the total group
ol individuals (women ang men), but considered only those subjects with a BMI
hetween 20 and 25 kgn® (data not shown), In so duing, we observed that caricrs
of the Fin genotype had higher ievels of fora] cholesteral, LDL, cholesterol,

Fable 3, Lipid Profile according o Phenotype

Total Papulution® Wennen®

APO-EY APO-ENS APO-Eirg APO-E3
tn=14) (n=224) {n=46) tn=11)

APO-EVI Apo.E34
(n = 158} (n=26)

I LRy Uy W4T 19032390 1Tmgz g 19752 35 400

WLE 166078 1200810 120 1gan 1240204 170220 13402 3170

G PRALIX2 H77240 X217 170514 H8S £67.5 1080+ 448
ILC ey gy tOR

ddrim say 195 (4521 1200 ™h2110 - -
aljintcd by M1, e and age.
"Doe 1 how number of tmale s

data Adpasted hy HMIand age.
T toral Chaleteral; L NC, o

ubjects with #entype ditterent than £/, we show waly the female

w-density lpoprotein chlesterol; TG: wiglycerides; HDL-C high-
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1. cholesterul, aubiccts with the £2/3 genotype
<l VEDL cholesterol, whereas the subjects with the ‘I.J.: :;;,;.:Z:[y
15 of DL, cholesteral, None of these dilferen W.ls”\ :

" triglycerid
had higher leve
significint.

Discussion

ies i e e similar

APOE allele frequencies in the present slln;ly are | |‘|.:"m

. f fan dtizer populations

those previonsly seporied by our group for the lmll.ml.md Mestize (lp;l,lu““c "
o those A . T arrapgops on cmnp:m: e

it cy i dillerences whe

Mexico, However, they show tmporta . tecampared 1o hose 1
B , ainly with those of Caucasian origin (Mastana ¢t

o *+2 allele has beenob-

Population Genetics.

sarted in other populitions, n : cuf sl

Ill)t))()('l'nhlc 21 The absence o h\Wll’L’tlllt‘lllLy.()' the Ai.()“l“ly el i 30
i NS previos R

H e Illlll.lll ])0[“! t! ! ‘ .

-y ayapas, Nuuk. amd Ammassalik (Kamboh et

al. 1993: Scacchi ctab. 1997: Gerdes et al.

absent in hunins

served inosever iz
Mayans, Mazatecans, Yanongmi. €
al. i‘)‘)l‘.(;:llll“ﬂ:l et al, 000 Crews et g was
19961, This slsence or low frequeney su;:pj:&h lll-l Il,l.].“,;d e (Canll
in who settled in the Arctie and popul c !

. thern Asia who settled in tic and poputl : e
‘Sr:,:‘rl,':‘:: Al 190 ). These data are interesting, for they support the p‘;;\\lzlr(‘ul -
0 e ) N M y e Y AN Uy

lele is ahsent in Mexican Indians, and that its 3% luquultlyll. el i o
oy po , i ith Canreasis ations, 5

‘ Iy population is the st of @ misture with € -m-:.m.m popu ‘I 1 v
ety of this allele (4% (Davignon ctal. 19RR). Ine e
' [ fes [ s APOEYR allele
ighest frequencies for the Al By
o I with other

aehatively high ficqueney R
i(;:“'(l" "‘Pt““:“:" ‘:nlf lll‘l‘kll;::l\\‘l“\l: l':’tr III:: APOE allele (7.3%) compared hothe
i aucasians. where high APOEY and low Al’()l; “l‘\:’
sncies e shown (1205 ;|;nl %l'/- espeetively). This Tow I‘rc(!ucnq:ol ,M.t{,}!:m.
|I“u“.“."l\)ll-"-l amd high frequency of APOES allele ce witly frulmnut.()‘)l'
. AI' ';'I -x;c'm Indians such as Mayans and Mill;llct’nl\ﬂ(K:IH.“-\Y)h el :|I..| |
l(‘""t‘;“‘:'ll :‘I L|l £ll(lll). One Mexican Indian group that ﬂmw(ctl.dlm,:mi:, ‘l:lt :I|:
\';’lll)l'.' ‘mlvm;uphi\m wan the Purépechas (Apmlu'r et :\I: l)))).l w !;t]..p"n: N
;nigh l'u'lqux"ncv ol APOES Q' T.7%) and presence of AI‘()ll;'Z (2.5 %l'l)‘.ml :twd " |l v
s five in the state of Michoacin, Mésico, ind .\p?'uk a language unrel
:vllll:l‘:rl::;:::ingui.slic tranks describied for Mexico (Swadesh 1959),

populations. mostly with ¢

) TVCRSe 10| ¢ show it 2
APOE Polymorphism amd ('Imk.-s(c.rul l.l‘Vl‘lS.‘ ll):vq;l‘:\ullx:‘?;:'t:t}l\ul; .\l“ o
relationship between apolipaprotein B ;%L‘nnlypc .\m' .\ur_( ‘:, c“p“ e e
several populations, principally Caucasians. For nlu.:rﬁs w'||,‘..' et
wals with Tiph APOE allele frequency tend (o pn.:\uu [ (. e

srod (Clifton e al. 1990; Savolainen ¢t al, 1991, high l:l)l.- -l g <
‘l'_“' p ""'"“\.‘h-‘ i et al. 1997). Individuals with APOEY2 preseit with oppesite
o h'“ \'('.'; '“:Irn i\' ;Il'\'ll'il\ctl 1.1, C and total cholesten] tevels ;uul. n
e I‘Il lll‘);l (\'.lc\:\‘l\ (i arson el al. 20001, Several studies suggest that carnicrs,
Crease . R

. X e vel .
foth men and wonen, of the APOE*2 allele have low LDL cholesternl levels
W E .

i iate Tevels, & se with the
thone with the APOE /3 genotype have intennediate Tevels, and those

o g allele have the highest feveis wir population S i e of
APOIE allele have the lll].lk.l levels. In o I |l|l.||l n .lllll) an nere
I : !

APOL and Lipid Levels in Mexicans 1 841

LDL cholesterof and total cholesteral was detected for wonien carricrs of the E3/4
Eenatype. This effect was also abserved for the total group, but only when we
considered subjects with a BMI between 20 and 25 kg/m’. Several feports sug-
gest that the effect of the APOE polymrphism on LD cholesteral concentra-
tions is mediated by the LDI. receptor (Htermann et al, 1995). This finding is in
accordance with the Tact that the APOE*2 allcle presents Tow afinity to its recep-
tor and is associated with low hepatocyte-contained cholesterol and an LDL re-
cepror overtegulaion, which causes a plismia LD clearance and, in conse-
yuence, @ plastma LDL cholesterol diminishment (Larson ot al. 20000. On the
other hand, the APOE*S aliele shows mel

abolic effects opposite to those of
APCOE 2 or this isolurm preseuts grea

atfinity for tiglyceride-rich lipoprotcins
aned inchuces a quick liver recaplure. As a consequence, hepatoeyte-comained cho-
festerol increases and 101, receptors diminish, resulting in a plasma LOL choles-
terob level increase.

With regard to the relationship between 1DI, cholesterol and the APOE*2
allele, the lieraare reponts conllicting resufts. Whereas several investigators
ailed to show an association between the APOE*? allcle and HDL cholesterol

fevels tHredie ot al. 19906; Muos and Rewdrigues-Ferrer 1996), others report in-
creased fevels in subjects carrying the APOE*? allele (Kamboh et al. 1993). Two
previous stidies (Hegele e al. 1994 Barter of al, 1990) could deteet an associa-
tion unly in the female population, where women carrying the APOE*2 allele had
higher TIDL choleaterol levels and thise careying the APOE® allele had Tower
levels when compared 1o women with E3/8 genotype, In our study of a Mexican
popudation the effect of the APOF polymarphism on HDL chulesterol levels was
neted only in women, but in this case the analysis of men was omitted because of
the low number of subjects with 2274 and 44 genatypes. A study with a larger
numher of male subyects could help w define the ole of the APOE polymorphism
on HDL cholesterol Tevels in this population, Several mechanisms have been pro-
posed in order to explain the relation hetween the APOS: polymorphism and HDL
chalesteral levels, but this refation rentiting to be clarified. Recently. reports sug-
gested that APOE plags an importaat role in the regulation of cholesteryl ester .
tansfer protein (CETP). which has a dircet effect on the HDL cholesterol con-
centrations (Martin ¢t al. 1993), Another expliation may be the participation of
APOE in the extracellular efflux of cholesterol (Halfner et al, 1996), which could
vary depending on the APOF renotype.

Our datay suggest that genetic variation at the APOIE locus in the Mexican
pepulation is a genetic factor that influences the plasni lipid levels, The APOE
8 pewiype was iclated 1o bigh Tevels of TIDL cholesteral, whereas the E3/4
renotype find high levets of LDE and otal cholesterol, ‘This ellect was abserved
only in the fende popalation, Additional studies attempting to corrclate APOE
potymionphism with plasma Tipidd proliles i a karpe number of individuals would
be belptal in establishing the e sigmiticance of this polymorphism in the Mexi-
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