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POLIMORFISMO GENETICO DE LA APOLIPOPROTEINA E
EN UNA POBLACION PERUANA

Victoria Marca'?, Oscar Acosta?®, Mario Cornejo-Olivas'3¢, Olimpio Ortega'?, Doris Huerta?*9,
Pilar Mazzetti'+¢

RESUMEN

Objetivos. Determinar las frecuencias genotipicas y alélicas del gen APOE en una muestra poblacional peruana.
Materiales y métodos. Estudio transversal analitico en 189 trabajadores voluntarios, aparentemente sanos, del
Instituto Nacional de Ciencias Neurolodgicas en Lima, Peru, divididos en cinco grupos segun departamento de origen
y ascendencia en dos generaciones. EI ADN gendmico fue amplificado mediante PCR-RFLP. Se realizé la deteccion
de los fragmentos resultantes por electroforesis en gel de poliacrilamida al 12 %. Resultados. El alelo €3 es el mas
frecuente en todos los grupos (93,9 %), con bajas frecuencias de los alelos €4 (5 %) y €2 (1,1 %). El analisis de
heterocigosidad (H) en cada grupo muestra una diversidad intermedia entre 10 y 20 %. Las diversidades genéticas
poblacional (Ht) e intrapoblacional (Hs), son 14,4 y 14,3 % respectivamente, sugiriendo proximidad genética entre
los grupos estudiados para el polimorfismo ApoE. Conclusiones. Las frecuencias alélicas del gen ApoE encontradas
muestra que el alelo €3 tiene una de las frecuencias mas altas vy, el alelo €4, una de las mas bajas respecto a
otros grupos poblacionales del mundo, con posibles implicancias en el riesgo para enfermedades neuroldgicas,
cardiovasculares y otras en nuestro pais.

Palabras clave: Alelos; Apolipoproteinas E; Frecuencia de los genes (fuente: DeCS BIREME).

GENETIC POLYMORPHISM OF APOLIPOPROTEIN E IN
A PERUVIAN POPULATION

ABSTRACT

Objectives. To determine the allelic and genotypic frequencies of the APOE gene in a sample of a population group
in Peru. Materials and methods. Cross-sectional analytic study in 189 apparently healthy volunteers, workers of the
Instituto Nacional de Ciencias Neuroldgicas in Lima, Peru, divided into 5 groups by birth department and two generations
ancestry. Genomic DNA was amplified using PCR-RFLP. The resulting fragments were detected by 12 % polyacrylamide
gel electrophoresis. Results. The £3 allele is the most frequent in all the groups (93.9 %), with low &4 (5 %) and &2
(1.1 %) allele frequencies. The analysis of heterozygosity (H) for each group displays intermediate diversity between 10
and 20%. Population genetic diversity (Ht) and diversity within populations (Hs) are 14.43 % and 14.31% respectively,
suggesting genetic proximity between the studied groups for the ApoE polymorphism. Conclusions. Allele frequencies
of the ApoE gene found show that allele €3 has one of the highest frequencies and &4 allele one of the lowest compared
to other population groups in the world, with possible implications in the risk of neurological, cardiovascular and other
diseases in our country.

Key words: Alleles; Apolipoproteins E; Gene frequency (source: MeSH NLM).

ARTICULO ORIGINAL

INTRODUCCION

La apolipoproteina E (ApoE) es una glicoproteina de
34 kDa y 229 aminoacidos que se encuentra formando
parte de los quilomicrones, lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL) vy lipoproteinas de alta densidad
(HDL), participa en el transporte y el metabolismo
de lipidos plasmaticos al actuar como ligando de
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las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y de los
receptores de ApoE (2. El gen de la apolipoproteina
E en el humano esta localizado en el cromosoma 19
y la variacion genética en este locus esta determinada
por tres alelos: €2, €3 y €4, cuya combinacién genera
seis genotipos, siendo el alelo €3 el mas frecuente en
todas las poblaciones mientras que el &4 es el alelo
considerado ancestral, presente en primates como
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homocigotos E4/E4 y en seres humanos en los que
por mutacién aparecen posteriormente los alelos E2 y
E3 @4, Las diferencias en los residuos 112 y 158 de la
secuencia aminoacidica -determinada por la transicion
citosina/timina en la secuencia del gen y el consiguiente
intercambio entre una arginina y la cisteina- son la base
para la formacion de las tres isoformas proteicas: €2
(Cys112, Cys158), €3 (Cys112, Arg158) y €4 (Arg112,
Arg158) ®).

Diversos estudios clinicos y epidemioldogicos han
aportado evidencias sobre la relacion entre los alelos
y los genotipos de la ApoE con diferentes condiciones
patolégicas, principalmente del metabolismo de los
lipidos, enfermedades cardiovasculares y neuroldgicas,
entre otras 9. La presencia de, por lo menos, un alelo
&4 se considera un factor de riesgo para la enfermedad
de Alzheimer y otras demencias .

El locus ApoE es polimoérfico y muestra una variacion
alélica que va del 0 al 20 % para el E2; 60 al 90 % para el
E3 (el mas frecuente) y 10 al 20 % para el E4 en diferentes
poblaciones humanas, con algunas excepciones 9,
Dado que la poblacion peruana es de origen multiétnico
y presenta un alto grado de mestizaje, y que no existe
informacion sobre la prevalencia de polimorfismos de
ApoE en esta poblacion, se realizd un estudio para
determinar las frecuencias genotipicas y alélicas del gen
APOE en una muestra poblacional peruana.

MATERIALES Y METODOS

Se realizd un estudio transversal analitico. Se calculod
el tamafio de muestra para proporciones con una
frecuencia esperada de 7,4 % (mestizos mexicanos)
para el alelo E4 ® y un 13 % por posibles pérdidas o
fallas técnicas. Para el analisis molecular se incluyeron
189 muestras de ADN de individuos voluntarios,
aparentemente sanos, residentes en Lima, de un total
de 750 trabajadores del Instituto Nacional de Ciencias
Neuroldgicas que siguen evaluaciones médicas de rutina
por ser trabajadores de salud; todos ellos sin relacion
de parentesco, con informacién de su origen segun
departamento y ascendencia hasta dos generaciones
(tanto el participante como sus padres y cuatro abuelos
eran nacidos en el departamento considerado de origen).
Todos los participantes firmaron el consentimiento
informado aprobado por el Comité de Etica Institucional.

Para la evaluacion genética, el ADN gendmico fue
extraido de muestras de epitelio bucal, utilizando buffer
de lisis y shock térmico (100 °C) y ulterior resuspension
en Tris EDTA. Se determinaron los diferentes
genotipos del ApoE mediante la técnica PCR-RFLP
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amplificandose una secuencia de 227 pb, empleando
cebadores (primers) especificos que flanquean al
gen: 5° TCCAAGGAGCTGCAGGCGGCGCA 3 y 5
ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACACTGCCA 3’ con
las siguientes condiciones: 94 °C por 3 min, 30 ciclos
(94 °C por 30 min para la denaturacion, 65 °C por 30
min para el alineamiento y 70 °C por 1,5 min para la
extension) vy, finalmente, 70 °C por 10 min ©. Los
productos amplificados fueron digeridos con la enzima
Hhal por cuatro horas, sometidos a electroforesis en
geles de poliacrilamida al 12 % y tefiidos con nitrato de
plata, generandose bandas caracteristicas para cada
genotipo: €2/€2 (91, 83, y 35 pb), £3/€3 (91, 48 y 35 bp),
€4/€4 (72, 48 y 35 bp), €2/€3 (91, 83, 48 y 35 pb), €2/
€4 (91,83,72,48 y 35 pb) y £3/€4 (91, 72, 48 y 35 pb).

Las frecuencias genotipicas y alélicas fueron obtenidas
por conteo directo. Se aplico el test exacto (' para evaluar
las frecuencias observadas segun lo esperado bajo la
hipétesis del equilibrio de Hardy-Weinberg. Se realizd
un analisis de diversidad genética: H (heterocigosidad
para cada grupo poblacional), Ht (diversidad genética
en la poblacién total), Hs (diversidad genética promedio
intrapoblacional) y Gst (diferenciacion genética entre
poblaciones respecto a la diversidad genética total)
segun lo descrito por Nei et al. (™.

Para comparar las frecuencias alélicas de la ApoE
en nuestra poblacién (n=189) con las informadas en
otras poblaciones del mundo, se usé la prueba X? o
el test exacto de Fisher segun corresponda (a = 0,05)
considerando las categorias presencia y ausencia del
alelo €4. Para el analisis estadistico se usoé el paquete
SPSS versién 15.0 y el programa de libre acceso
Arlequin v3.11 para genética poblacional (cmpg.unibe.
ch/software/ arlequin3/) 2.

RESULTADOS

El grupo estudiado esta constituido por 66 varones
(34,9 %) y 123 mujeres (65,1 %), con edades entre 18 'y
80 afios (43,2 £ 13,1), diez personas (5,3 %) tuvieron 60
0 mas afios. Los participantes fueron categorizados en
grupos segun origen por departamento de nacimiento
y ascendencia en las dos Ultimas generaciones; se
encuentran  representados cinco departamentos
de nuestro pais de las tres areas geograficas: 121
personas de la costa (Lima y La Libertad), 58 de la
sierra (Ayacucho y Junin) y diez de la selva (Loreto). La
distribucion de las frecuencias genotipicas y alélicas del
gen APOE encontrada en los cinco grupos se describen
en Tabla 1.

Las distribuciones genotipicas observadas en los grupos,
son concordantes con lo esperado bajo la hipdtesis de
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Tabla 1. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo ApoE en los grupos peruanos.

Frecuencias genotipicas®

Equilibrio

Hardy-Weinberg® Frecuencias alélicas®

Grupos N
£2/e3 £3/€3 £3/e4 £4/e4 p £ DE €2 €3 &4
Ayacucho 37 0,027 0,865 0,108 - 1 0,014 0,932 0,054
Junin 21 - 0,905 0,095 - 1 0,000 0,952 0,048
La Libertad 24 0,042 0,792 0,166 - 1 0,021 0,896 0,083
Lima 97 0,021 0,918 0,052 0,010 0,190 + 0,001 0,031 0,933 0,036
Loreto 10 - 0,800 0,200 - 1 0,000 0,900 0,100
TOTAL 189 0,021 0,884 0,090 0,005 - 0,011 0,939 0,050

@ No se encontraron genotipos £2/€2 o £2/&4.

b Las distribuciones genotipicas observadas en los grupos son concordantes con lo esperado bajo la hipétesis de equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0,05)

o

La comparacion de las frecuencias alélicas -considerando las categorias presencia y ausencia del alelo £€4- entre todos los posibles pares de grupos,

no muestran diferencias significativas (p > 0,05,segtin X? o test exacto de Fisher).

DE: Desviacién estandar.

equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0,05), segun test
exacto de Guo y Thompson. El genotipo £3/€3 es el mas
frecuente en todos los grupos, representando el 88,4 %
del total. Los genotipos €2/€2 y £€2/€4 no se encontraron
en ninguno de los grupos, y el genotipo €4/€4 alcanza
solo un 0,5 % de total de individuos estudiados. El alelo
€3 es el mas frecuente en todos los grupos (93,9 %),
seguido del &4 (5 %) y del €2 (1,1 %), sin diferencias
significativas (p>0,05) al comparar las frecuencias
alélicas entre pares de grupos.

La evaluacion de la diversidad genética en cada grupo
(heterocigosidad H) nos muestra que el grupo de La Liber-
tad es el mas diverso (19,4 %) para el polimorfismo ApoE,
siendo el grupo de Junin el menos diverso (9,3 %). To-
mados los cinco grupos como una poblacion Unica para
evaluar su diversidad genética (Ht), el valor es 14,4 %,
muy similar a la diversidad genética promedio intrapo-
blacional (HS=14,3 %). La diferenciacion genética entre

Tabla 2. Andlisis de la diversidad genética del
polimorfismo ApoE en los grupos peruanos.

Diversidad genética

Procedencia N (Heterocigosidad, H)

Provincias

Ayacucho 37 0,129
Junin 21 0,093
La Libertad 24 0,194
Lima 97 0,128
Loreto 10 0,189
Total

Ht 0,144
Hs 0,143
Gst (%) 0,810

@ Ht: diversidad genética en la poblacion total.
b Hs: diversidad genética promedio intrapoblacional.
¢ Gst ( %): porcentaje de diferenciacién genética entre grupos.

los cinco grupos (Gst) es menor al 1 %, lo que indica
similitud entre ellos, como se ve en la Tabla 2. En
la Tabla 3 se comparan las frecuencias alélicas del gen
ApoE en la poblacion de estudio con las descritas para
otras poblaciones del mundo, encontrandose diferen-
cias significativas (p < 0,05) con la mayoria de poblacio-
nes al comparar el alelo &4.

DISCUSION

El gen ApoE ha sido estudiado en muchas poblaciones,
pues la presencia de al menos un alelo €4 esta considerado
como factor asociado o de riesgo en enfermedades
neurodegenerativas y cardiovasculares, entre otras
enfermedades (9, La composicion étnica de la
poblacién peruana es compleja, con importante mestizaje,
conformada por poblaciones originarias diversas con
componente ulterior europeo, africano y asiatico. No
hemos encontrado trabajos previos de la distribucion del
polimorfismo de este gen en nuestro medio.

Respecto a la distribucion de genotipos en los cinco
grupos, el £3/E3 es el mas frecuente; encontramos una
baja frecuencia de €4/€4, solo presente en Lima y no
encontramos €2/€2 y €2/€4 en ninguno de los grupos.
Estos resultados concuerdan con lo observado en
otras poblaciones amerindias nativas y mestizas (11 y
sigue la tendencia observada para la distribucion de los
genotipos ApoE en el mundo, es decir: £€3/€3 > £3/&4 >
£2/€3 ©18),

Respecto a la distribucion de alelos, el €3 es el mas fre-
cuente en los cinco grupos (93,9 %), siendo una de las
frecuencias mas altas en el mundo mientras que el alelo
€2 es el menos frecuente (1,1 %) (Tabla 3). Consideran-
do la alta frecuencia de &3 y la baja frecuencia de €2 en
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Tabla 3. Comparacion de las frecuencias alélicas del gen ApoE en una poblacién peruana (n=189) con otras poblaciones.

Frecuencias alélicas

Poblacién N -
£2 £3 &4 p? Referencia
América
Peru, 5 grupos 189 0,011 0,939 0,050 - Este estudio
Brasil, Wai Wai 58 0,020 0,510 0,470 <0,001 (@)
Brasil, Xavante 62 0,000 0,980 0,020 0,191 (16)
Brasil, San José 58 0,040 0,840 0,120 0,013 ®
Chile, Santiago 187 0,070 0,740 0,190 <0,001 (20)
Colombia, Bogota 44 0,080 0,852 0,068 0,514 @)
Ecuador, Cayapas 91 0,000 0,720 0,280 <0,001 @3)
México, mestizos 278 0,032 0,894 0,074 0,145 @)
Cuba 506 0,070 0,800 0,130 <0,001 ®)
Costa Rica 420 0,030 0,910 0,060 0,514 ®
USA, Pennsylvania 886 0,070 0,820 0,110 <0,001 @4
Africa
Benin, Bariba 50 0,110 0,750 0,140 0,003 ®
Marruecos, Rabat 168 0,050 0,840 0,110 0,003 ®)
Nigeria, nativos 781 0,064 0,684 0,252 <0,001 ®)
Sudéafrica, Wentworth 110 0,190 0,540 0,270 <0,001 ®
Uganda, nativos 70 0,157 0,593 0,250 <0,001 ®
Europa
Dinamarca, centenarios 177 0,127 0,774 0,099 0,011 ®)
Finlandia 970 0,057 0,770 0,180 <0,001 @5)
Francia, Paris 478 0,085 0,800 0,110 <0,001 @5)
Alemania, Munster 182 0,096 0,805 0,099 0,010 ®)
Hungria 102 0,064 0,838 0,098 0,033 ®
Irlanda, nativos 672 0,052 0,790 0,150 <0,001 @)
Noruega 798 0,058 0,744 0,198 <0,001 ®)
Polonia 170 0,076 0,818 0,106 0,005 ®
Portugal, Lisboa 232 0,073 0,830 0,090 0,030 5
Espafia, Barcelona 478 0,071 0,820 0,100 0,003 ()
Suiza, Ginebra 1888 0,070 0,820 0,110 <0,001 ®)
R, Unido, Nottinghamshire 118 0,123 0,729 0,148 <0,001 ®
Asia
China 3679 0,076 0,855 0,069 0,140 =)
India, Koch 125 0,032 0,968 0,000 <0,001 ®
Japon, Shibata 1126 0,046 0,849 0,105 <0,001 ®
Corea, Chonju 50 0,040 0,910 0,050 0,991 ®
Taiwan 286 0,075 0,846 0,079 0,082 ®
Irén, sur 198 0,063 0,886 0,051 0,988 @n
Oceania
Australia, nativos 64 0,000 0,740 0,260 <0,001 ®)
Australia, Tasmania 51 0,147 0,735 0,118 0,022 )

@ Valor de significancia después de comparar las frecuencias alélicas, considerando presencia y ausencia del alelo €4- de una poblacién peruana con
otras poblaciones del mundo.

nuestra muestra, al igual que en nativos de Sudamérica,
ello podria orientar a una historia evolutiva en comun
tal y como han propuesto otros investigadores ©16:18.19),
Encontramos una frecuencia de 5 % para el alelo €4,
similar a poblaciones de Asia y la India; aunque mucho
menor si la comparamos con poblaciones de Africa y
Oceania 9, Ello probablemente este en relacion con
la ancestralidad del alelo &€4. Los alelos €2 y €3 se en-
cuentran cada vez mas representados en las diferentes
poblaciones humanas en la medida en que acceden
a alimentacién de mejor calidad y constantemente
disponible “#),
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La diversidad genética en esta poblacion peruana (Ht),
y la diversidad genética promedio intrapoblacional
(Hs) son 14,43 % y 14,31 % respectivamente, valores
menores a los descritos en poblaciones de Africa
(47 y 44 %), Europa (35 y 34 %), Asia (27 y 26 %),
Norteamérica (30 y 29 %), Sudamérica (37 y 34 %)y
Oceania (49 y 44 %) ®; todo ello sugiere una diversidad
relativamente baja en esta poblacién peruana para el
polimorfismo ApoE. La diferenciacion genética entre los
cinco grupos (Gst) es tan solo del 0,81 %, considerada
baja comparado con las poblaciones sudamericanas y
de Oceania (7,9 y 9,1 % respectivamente) e inclusive por
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debajo de poblaciones africanas, europeas, asiaticas,
norteamericanas y de la India con valores entre 1,2 y
4,6 % ®, lo cual sugiere similitud o proximidad genética
entre los grupos estudiados.

Las frecuencias alélicas del gen ApoE encontradas en
nuestro estudio, siguen la tendencia observada en otras
poblaciones y paises, es decir: €3 > &4 > £2 @18 | a
frecuencia del alelo €3 es de 93,9 %, una de las mas altas
descritas; solo los xavante en el Brasil (98 %) y la region
de Koch en la India (96,8 %) tienen una frecuencia algo
mayor @10,

Al analizar la frecuencia del alelo €4 por categorias y
Su presencia y ausencia en esta poblacién peruana,
comparada con las del continente americano, no
encontramos diferencias con los xavante de Brasil, una
poblacion colombiana y mestizos de México y Costa Rica.
Por el contrario, encontramos diferencias (p < 0,05) con
los nativos wai wai y mestizos de Brasil, una poblacion
chilena, nativos cayapa de Ecuador, una poblacion
cubana y norteamericanos de Pensilvania @ 16.20-22),

Cuando se compara la presencia del alelo €4 en esta
poblacién peruana con la de otros continentes (Tabla
3), se observan diferencias con poblaciones de Africa,
Europa y Oceania 27, Con respecto a las poblaciones
asiaticas, las frecuencias alélicas son diferentes a la de
India y Japén; no encontramos diferencias con China,
Corea, Taiwan e Iran.

Elalelo &4 tiene una de las frecuencias mas bajas respecto
alareportadas en otras regiones del mundo, lo cual puede
tener implicancias en el riesgo de enfermedades como
el Alzheimer, que es el tipo de demencia mas frecuente
en nuestro pais ?. Las diferencias étnicas observadas
significan que cada grupo poblacional debe conocer
sus propias caracteristicas genéticas para respaldar las
decisiones de salud publica.

Un estudio aleman sobre extraccion de ADN en tejido
6seo de cinco momias de la costa peruana, que analiza
el gen APOE, encontro los tres alelos representados,
aunque por el tamafio de la muestra no se puede inferir
distribucion de frecuencias 9.

El grupo estudiado es relativamente pequeno y no incluye
personas de todas las etnias que forman parte de nuestro
pais, limitando la representatividad de la muestra para la
poblacion peruana, pues solo se ha incluido a personas
de cinco departamentos de las tres regiones del pais, sin
relacién de parentesco y con permanencia familiar en el
lugar de origen por dos generaciones. Si bien faltan incluir
personas de otros lugares, los indices de diversidad
genética indican similaridad para el polimorfismo ApoE

estudiado. Otra limitante es la ausencia de descarte
sistematica de deterioro cognitivo u otras condiciones
neuroldgicas asociadas al alelo 4 de ApoE en las
evaluaciones de salud de rutina. En futuros trabajos se
requiere una muestra mucho mayor, que incluya todos los
departamentos y grupos étnicos del pais.

En conclusion, el genotipo £3/€3 y el alelo €3 son los mas
frecuentes, y los alelos E4 y E2 son poco frecuentes en
la poblacion estudiada. Esta caracteristica se observa
también en cada uno de los cinco grupos determinados
por el lugar de nacimiento. En comparacion a otras
regiones del mundo el alelo E3 tiene una de las
frecuencias mas altas y el alelo E4 una de las mas
bajas. Los resultados de esta muestra poblacional
peruana contribuyen a un mejor conocimiento de la
variabilidad geografica y étnica del gen APOE en el
mundo @30, Este estudio nos aproxima a la distribucién
del polimorfismo del gen APOE en poblacion peruana,
y puede aportar informacién atil para estudios de
asociaciéon genética con diversas enfermedades, su
interaccion con otros genes y factores ambientales en
nuestro medio.
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