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Abstract

The polymorphism of Apolipoprotein E (ApoE) has shown to be a factor involved in the
ethiology of cardiovascular and neurodegenerative pathologies. Different isoforms are encoded by
three common alleles, E2, E3 and E4. E4 is the main risk factor for the sporadic or late onset type of
Alzheimer disease. Because ethnic and racial origins have shown to be determinants for its genotype
and considering the Amerindian, Afrodescendent and European contributions to populations in the
Valle del Cauca, the purpose of this research was to establish the allelic distribution and genotype
frequencies for ApoE gene in Valle del Cauca populations and compare our results with those from
other Colombian populations. For this purpose, 183 unrelated mestizo individuals from Valle of
Cauca were analysed by PCR-SSP. We observed the following allele frequencies: E2 = 3.0%, E3 =
84.7% and E4 = 12.3 and the genotype frequencies: E3E3 = 71.0%, E3E4 = 21.9%, E2E3 = 5.5%,
E2E4=0.5%, E4E4 = 1.1% and E2E2 = 0%. The studied population showed significantly different
frequencies from those reported for Afrodescendent populations from Colombia, while in the most of
Amerindian populations studied these frequencies were similar. Moreover, no significant differences
were observed with the population from Bogoté or that from the Central-Eastern region of Colombia.
In contrast, significant differences were found whit the Quindio’s population. In conclusion, the
population genetic structure and composition associated with microevolutionary processes seem to
be determinant factors in the distribution of ApoE polymorphisms in Colombia. These results open
perspectives to analyse wider ranges of allelic distribution to confirm whether the increase of the E4
allele could be an indicative of population risk for developing diseases such as Alzheimer’s and the
rare presence of E2 allele in the population and indicative of a lower risk.

Keywords: Apolypoprotein E, ApoE polymorphism, ApoE gene allelic and genotypic frequencies,
Alzheimer disease

Frecuencias polimoérficas del gen de Apolipoproteina E
en el Valle del Cauca, Colombia

Resumen

El polimorfismo del gen de la Apolipoproteina E (ApoE) ha mostrado ser un factor implicado en la
etiologia de patologias cardiovasculares y neurodegenerativas; sus distintas isoformas son codificadas
por tres alelos comunes, E2, E3 y E4, siendo este ultimo el principal factor de riesgo para llegar a
sufrir la enfermedad de Alzheimer tipo esporddico o de inicio tardio. Considerando que el origen
étnico y poblacional han mostrado ser factores determinantes del genotipo de este gen, y teniendo
en cuenta la contribucién amerindia, afrodescendiente y europea a la poblacién del Valle del Cauca,
se definié como objetivo de esta investigacion conocer la distribucién de las frecuencias alélicas y
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genotipicas para el gen ApoE en este Departamento y comparar estos resultados con los reportados
para otras poblaciones de Colombia. Para lograrlo se analizaron 183 individuos mestizos sanos del
Valle del Cauca mediante SSP-PCR. Fueron observadas las siguientes frecuencias alélicas: E2=3.0%,
E3=84.7% y E4=12.3% y genotipicas: E3E3=71.0%, E3E4=21.9%, E2E3=5.5%, E2E4=0.5%,
E4E4=1.1% y E2E2=0%. La poblacion en estudio mostr frecuencias significativamente diferentes
a las reportadas para poblaciones afrodescendientes de Colombia, mientras que para la mayoria
de poblaciones amerindias analizadas estas fueron muy parecidas. Por otra parte, no se reportaron
diferencias significativas con la poblacién de Bogotd ni con la regién del centro-oriente de Colombia,
caso contrario ocurri con la poblacion del Quindio. En conclusién, la estructura y composicion
genética poblacional asociadas a procesos microevolutivos parecen ser factores determinantes en
la distribucién de polimorfismos de ApoE en Colombia. Los resultados de este trabajo sobre las
frecuencias ApoE para el Valle del Cauca abren perspectivas orientadas a analizar mayores rangos
de distribucién alélica para confirmar si el incremento de alelos E4 podria ser un estimativo de riesgo
en la poblacion para desarrollo de patologias como el Alzheimer, y a su vez, si la baja presencia del
alelo E2 puede ser un indicativo de ausencia de riesgo.

Palabras clave: Apolipoproteina E, polimorfismo APOE, frecuencias alélicas y genotipicas gen
APOE, enfermedad de Alzheimer.

1 Introduccion

La Apolipoproteina E (ApoE) es una glicoproteina de 3,4 kD sintetizada principalmente
en el higado y el cerebro (en astrocitos y microglias). Participa en diversos procesos
bioldgicos entre los que se incluyen el transporte y metabolismo de lipidos, la utilizacién
intracelular del colesterol, el crecimiento celular, la inmunoregulacion, y en el crecimiento,
plasticidad, mantenimiento y reparacion neuronal [1]. Esta proteina se compone de 299
aminodcidos plegados en dos dominios estructurales con funciones distintas; un dominio
de interaccion con el receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDL por sus siglas en
inglés) (residuos 1 al 191), y un dominio responsable de la interaccién de ApoE con lipidos
y lipoproteinas de baja densidad (residuos 216 al 299) [2].

Existen tres isoformas comunes de ApoE, conocidas como ApoE2, ApoE3 y ApoE4,
codificadas por los alelos E2, E3 y E4 del gen ApoE (19q13.2). Las diferencias alélicas se
deben a uno o dos SNPs en el cuarto exén del gen, ocasionando el cambio de los codones para
cisteina (CGC) y arginina (TGC) en las posiciones 112y 158 de la proteina respectivamente
[3,4,5]. ApoE3 presenta cisteina en la posicion 112 y arginina en la posicion 158, mientras
que ApoE2 tiene cisteinas en ambas posiciones y ApoE4 argininas en las mismas [3, 5].
Estas isoformas son metabdlicamente distintas y difieren en su afinidad por lipoproteinas,
y también en la capacidad con la cual se unen a los receptores LDL [6].

La ApoE3 es considerada tanto metabdlica como fisiologicamente la isoforma normal
de la proteina mientras que sus formas alternas son asociadas a una variedad de desérdenes
patolégicos [21]. ApoE2 tiene una baja afinidad a los receptores LDL y estd asociada con
hiperlipoproteinemia tipo III; mientras que ApoE4 lo estd con niveles elevados de LDL
y colesterol en plasma, y es considerada un factor de predisposicién a enfermedades
cardiovasculares y desordenes neurodegenerativos como el Alzheimer [1].

Como consecuencia de su importancia biologica se han realizado estudios determinando
las frecuencias alélicas del gen ApoE en diversas regiones del mundo, las cuales varian
segun la estructura genética poblacional. En Latinoamérica, cuya poblacidn es étnicamente
heterogénea, los resultados obtenidos en paises como Argentina y Chile no son comparables
con la poblacién colombiana [7], sugiriéndose inclusive la existencia de variabilidad en
las frecuencias alélicas y genotipicas del gen APOE entre grupos étnicos o poblaciones
dentro del mismo pais [8].
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En este trabajo se determind la frecuencia de las diferentes variantes polimorficas del
gen ApoE en una muestra representativa de la poblacion mestiza del Valle del Cauca y se
compar0 con las reportadas para otras regiones de Colombia. Estos resultados serviran de
base en futuros estudios de diversidad genética del gen ApoE en Colombia y permitirdn en
la préctica clinica tener una valoracion mds precisa del riesgo de Alzheimer en la poblacion
del Valle del Cauca.

2 Metodologia

El presente estudio contd con la participacion de 183 individuos mestizos sanos
(62 mujeres y 121 hombres) con edades entre 30 y 50 afios sin parentescos familiares
y pertenecientes a la poblacion del Valle del Cauca. Los participantes en este estudio
fueron reclutados entre grupos de trabajadores y empleados de diferentes instituciones.
Los potenciales participantes fueron informados, grupal o individualmente, sobre el
propésito del estudio y lo que se requeria de ellos para su participacion. Los individuos que
aceptaron participar asistieron a una entrevista semiestructurada (realizada por el Grupo
de Investigacion Clinica en Psicologia, Neuropsicologia y Neuropsiquiatria, Instituto de
Psicologia, Universidad del Valle) para determinar la presencia o ausencia de enfermedad
mental, neuroldgica o sistémica con implicaciones cognitivas y determinar la inclusion
o exclusion en el estudio. A aquellos individuos que pasaron el filtro de la entrevista y
firmaron el consentimiento de participacidn voluntaria en esta investigacion se les tomo
una muestra de sangre para determinar su genotipo ApoE.

El método de “Salting-Out” de Miller et al. 1988 [9] se empled para la extraccion del
ADN de cada una de las muestras. La identificacién de los genotipos E3E3, E2E2, E4E4,
E3E2, E3E4, E2E4 del gen ApoE se llevé a cabo mediante la técnica “Sequence Specific
Primer (SSP)-PCR”, descrito por Pantelidis et al. [10].

La reacciéon de SSP-PCR se llevd a cabo en un volumen de 15ul, conteniendo
ADN gendémico (50 ng), Tag ADN polimerasa (0,3 U), dNTPs (0,03 mM de cada uno),
cebador alélico E2, E3 o E4 (0,67 uM), cebador control (0,33 uM), MgCI2 (4 mM) y una
concentracion final de Buffer 1X de reaccién de PCR.

La reaccion de amplificacion se realizé en un equipo Veriti® 96-Well Thermal Cycle
usando un protocolo de PCR touchdown con temperaturas de anillamiento altas para
asegurar la especificidad en la amplificacion como esta descrito por Pantelidis ez al. [10].
Los fragmentos generados por la PCR fueron visualizados en geles de poliacrilamida al
6% tefiido con nitrato de plata.

La determinacion de las frecuencias de ApoE se realizé mediante conteo directo de los
diferentes alelos (fragmentos) generados en la PCR. Los intervalos de confianza (I.C.) para
las frecuencias alélicas fueron determinados segtin la formula propuesta por Nielsen ez al.
1976, citado por Gerdes 2002 [11] con a = 0.05. Mediante el programa Arlequin version
3.5 se evalud Equilibrio Hardy-Weinberg para este /ocus. Para evidenciar la existencia
de diferencias significativas entre las frecuencias encontradas en otras poblaciones de
Colombia y las frecuencias encontradas para el Valle del Cauca se realiz6 la prueba exacta
de diferenciacion poblacional de Raymond & Rousset [12], mediante el programa Arlequin
version 3.5 [13].
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Las diferencias en las frecuencias de ApoE entre todas las poblaciones comparadas
fueron calculadas con el estadistico Fst mediante el programa GenAlEx6.2 [13]. Estas
relaciones de similitud fueron representadas griaficamente (dendrograma) mediante el
método UPGMA con el programa Phylip® (Phylogeny Inference Package) version 3.69
(Felsenstein 1989) y TreeView® version 1.6.6 [14].

3 Resultados

Las frecuencias genotipicas y alélicas del gen ApoE en la poblacion del Valle del Cauca
se presentan en las tablas 1 y 2. El genotipo E3/E3 fue el mas frecuente (71.04%), seguido
por los genotipos E3/E4 (21,86%), E2/E3 (5,46%), E4/E4 (1,09%) y E2/E4 (0,55%). El
genotipo E2/E2 no fue observado (Tabla 1). El alelo E3 fue el mas frecuente (84,70%),
seguido por E4 (12,30%) y E2 (3,00%), el menos frecuente (Tabla 2). Las frecuencias
genotipicas observadas fueron similares a las esperadas bajo equilibrio Hardy-Weinberg (P =
1,000 +0,000), indicando que efectos como la endogamia o exogamia no estan influenciando
significativamente la distribucién de ApoE en esta poblacién (f =-0.043) (Tabla 1).

Tabla 1. Frecuencias genotipicas de ApoE en una muestra poblacional de mestizos
del Valle del Cauca.

Frecuencias observadas Frecuencias esperadas
Genotipo Eq. H-W
Fr. Absoluta % Fr. Absoluta %
E3E3 130 71,04 131,28 71,74 P = 1,000 = 0,000
E3E4 40 21,86 38,11 20,83 f=-0,043
E2E3 10 5,46 9,32 5,09
E2E2 0 0,00 0,17 0,09
E2E4 1 0,55 1,35 0,74
E4E4 2 1,09 2,77 1,51
Total 183 100,00 183,00 100,00

Tabla 2. Frecuencias alélicas de ApoE en poblacion mestiza del Valle del Cauca.

Alelos Fr. Absoluta (I1.C.) % (1.C.)
E2 11 (5,063-20,750) 3,005 (1,383-5,670)
E3 310 (294,271-322,997) 84,699 (80,402-88,250)
E4 45 (33,252-59,726) 12,295 (9,085-16,319)
Total 366 100,000

No se observaron diferencias significativas entre las frecuencias de ApoE encontradas
para esta poblacion y las poblaciones mestizas de Bogotd y el centro-oriente de Colombia,
como si ocurrié con la poblacion mestiza de Quindio (Tabla 3). Las poblaciones afro-
descendientes de Nuqui y San Basilio de Palenque no presentaron diferencias significativas,
mientras que Providencia, Cauca, Bahia Solano y Choc¢ si (Tabla 3). Por otra parte, la
mayoria de las poblaciones amerindias no presentaron diferencias significativas respecto
al Valle del Cauca (Emberd, Waunana, Tule, Ijka, Guahibo, Butaregua y Kogi), y solo
las frecuencias de ApoE de Nukak, Coreguaje y Yuco fueron estadisticamente diferentes
(Tabla 3).
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Tabla 3. Comparacion de distribucion de alelos de ApoE entre distintas poblaciones
de Colombia y poblacion mestiza del Valle del Cauca.

Alelos (%)

Ref. Regién N ) - = P

A Providencia! 29 8,62 70,71 20,69 0018 u 0002 *
A San Basilio! 30 5,00 76,67 1833 0,239 u 0,006

A Cauca! 25 20,00 60,00 20,00 0,000 u 0,000 *
A Nuqui! 30 6,67 7333 20,00 0,065 u 0,006

A Bahia Solano! 23 434 69,58 26,09 0,029 u 0,002 *
A Choché ! 25 20,00 66,00 14,00 0,000 u 0,000 *
A Embera? 25 0,00 86,00 1400 0,545 u 0,006

A Waunana? 30 0,00 91,67 833 0312 u 0,005

A Tule? 30 1,67 91,67 6,67 0316 u 0,005

A IjkaZ 30 1,67 80,00 1833 0400 u 0,006

A Nukak? 20 0,00 62,50 3750 0000 x 0000 *
A Guahibo? 26 0,00 80,77 1923 0,253 u 0,007

A Kogi? 30 0,00 90,00 10,00 0497 u 0,007

A Coreguaje? 28 0,00 58,95 4105 0,000 u 0,000 *
A Butaregua? 21 0,00 90,48 9,52 0,729 pu 0,004

A Yuco? 30 0,00 100,00 0,00 0001 ux 0000 *
B Bogoti 13 538 4774 86,15 9,11 0,099 p 0010

A Bogot4 23 100 6,50 82,50 11,00 0,157 u 0,008

C Quindio3 500 2,90 95,40 1,70 0000 ux 0000 *+
D Bogotd 33 150 533 81,33 13,33 0,263 u 0,006

E Centro-Oriente? 691 449 86,83 8,68 0,063 u 0,007

- Valle del Cauca* 183 3,00 84,70 12,30 Presente estudio

* Diferencias significativas respecto a poblacion Valle del Cauca (P < 0.05).
- Sin diferencias significativas respecto a poblacion Valle del Cauca (P > 0.05).
! Poblacion afio-descendiente; > Poblacion amerindia, ° Poblacién mestiza; *Presente estudio.

RefA: [18]; B: [21] ; C: [22]; D: [18]; E: [23] .

Las diferencias y similitudes entre las distintas poblaciones colombianas respecto a
las frecuencias del locus ApoE son ilustradas en la figura 1. Se puede observar que las
poblaciones mds similares a la poblacion mestiza del Valle del Cauca son las poblaciones
mestizas de Bogotd y el centro-oriente de Colombia, junto con las etnias amerindias
Butaregua y Embera, seguido de un cluster conformado por tres poblaciones indigenas
(Waunana, Kogi, y Tule). Quindio a pesar de ser una poblacién mestiza se encontré en
un cluster separado del resto de poblaciones de Colombia, junto a Yuco. Otro cluster
comprendio la mayoria de poblaciones afro-descendientes analizadas (Providencia, Nuqui,
San Basilio de Palenque y Bahia Solano) y las poblaciones amerindias de Ijka y Guahibo.
Las agrupaciones de Choc6 - Cauca y Nukak — Coreguaje mostraron ser las més distintas
del resto de poblaciones.
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Figura 1. Dendrograma por UPGMA a partir de distancia genéticas F  de 22 poblaciones de
Colombia respecto al locus ApoE.

4 Discusion

Es conocido que a partir de los siglos XV y XVI se da una importante inmigracién
espafiola y africana a Colombia, sin embargo, actualmente, las poblaciones de Colombia son
relativamente estables [7]. Nuestro estudio confirmé la estabilidad poblacional colombiana
por la existencia de equilibrio Hardy-Weinberg para el locus ApoE en una muestra
poblacional del Valle del Cauca. Asi mismo, el indice de fijacion (f) obtenido presentd un
valor muy cercano a cero, indicando la ocurrencia de panmixia en esta poblacién respecto
al locus ApoE.

En genes asociados a patologias es comun encontrar desviaciones del equilibrio H-W,
debido al efecto de los alelos patoldgicos sobre la supervivencia y/o la reproduccion de
la especie [15]. Sin embargo, en el caso de ApoE no se aprecia este comportamiento,
observandose equilibro para este /ocus en la mayoria de poblaciones que hasta el momento
han sido analizadas.

La alta frecuencia del alelo E3 en esta poblacion fue similar a las reportadas previamente
para otras poblaciones de Colombia, principalmente las poblaciones mestizas del centro
(Bogota) y centro-oriente de Colombia (Cundinamarca, Boyacd, Meta, Santander y Norte
de Santander). Lo anterior pudo deberse al gran flujo génico existente entre poblaciones
del centro y sur-occidente colombiano como lo muestran Rondén et al. (2008) sugiriendo
la posibilidad que estas comunidades conformen un mismo grupo poblacional [16].
La poblacién del Quindio por su parte presentd diferencias significativas con relacion a la
poblacion mestiza del Valle del Cauca. Posiblemente el flujo génico en esta poblacion no
ha sido suficiente como para homogenizar las frecuencias ApoE con el resto de poblaciones
de esta regidn, y en consecuencia sus diferencias sean el resultado de la mezcla diferencial
de etnias y/o de procesos microevolutivos una vez se dio el proceso de colonizacion.
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La baja frecuencia del alelo E2 en las poblaciones mestizas de Colombia puede ser
el resultado de su componente genético nativo americano. Segin Wang et al. (2008)
en promedio las poblaciones mestizas de Colombia tienen un componente genético
principalmente amerindio (49.45%) y europeo (46.18%), y en menor proporcion africano
(4.43%) [17]. Esto podria explicar porque la mayoria de poblaciones nativas americanas
comparadas no presentaron diferencias significativas con la del Valle del Cauca.
Sin embargo, algunas de estas poblaciones fueron agrupadas en cliisteres lejanos al resto de
poblaciones amerindias y mestizas, posiblemente ocasionado por procesos microevolutivos
que llevaron a que sus frecuencias fuesen méds similares a otros grupos poblacionales, como
por ejemplo las poblaciones de Nukak y Coreguaje que pueden ser influenciadas por el
aislamiento genético, cuellos de botella y ventajas selectivas de su genotipo y el tipo de
dieta [18].

Con relacion a los alelos ApoE la mayoria de las poblaciones afrodescendientes
presentaron diferencias significativas cuando comparadas con la poblacién mestiza del Valle
del Cauca. Esta observacion puede ser explicada si consideramos: 1. La alta frecuencia
del alelo E4 en la poblacién afrodescendiente en comparacién a la poblacién del Valle
del Cauca, y, 2. El aumento del alelo E2 en dos de estas poblaciones afrodescendientes
(Cauca y Choco). Esta etnia, originaria del continente africano, fue traida a América como
esclavos principalmente entre los siglos XVI y XIX [16]. Por lo tanto, las frecuencias en
estas poblaciones se asemejan mds a las del continente africano que las que presentan
otras poblaciones americanas incluyendo las colombianas. No obstante, procesos de
miscegenacion pueden contribuir a la disminucién de diferencias en las frecuencias de
ApoE en estas poblaciones, razon por la cual San Basilio de Palenque y Nuqui no fueron
estadisticamente distintas al Valle del Cauca, como también puede ser el resultado de un
artefacto del muestreo o el bajo tamafio muestral.

Finalmente, el determinar como se encuentran distribuidos los distintos polimorfismos
de ApoE en una poblacidén es de especial importancia en términos de su asociacién con
diversas patologias, entre estas, enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas
como el Alzheimer [19]. El alelo E4 es conocido como un importante factor genético de
susceptibilidad para el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer de tipo tardio, el cual
en interaccion con otros factores bioldgicos, genéticos y ambientales pueden determinar
su aparicion y desarrollo [20], mientras que el alelo E2 presenta un efecto contrario [19].

Aunque se tiene evidencia que no siempre es necesario ser portador del alelo E4
para desarrollar la enfermedad de Alzheimer, los individuos heterocigotos y homocigotos
presentan un riesgo mas alto de desarrollarla (OD = 7.4 y 19.6 respectivamente [8, 7]). En
esta poblacion una cantidad importante de individuos fueron portadores de al menos un
alelo E4 (12,3%) y muy pocos portadores de alelos E2 (3,0%), lo que sefiala al gen ApoE
como un factor genético potencialmente importante para el desarrollo de esta patologia en
los individuos de esta poblacion.

5 Conclusion
A pesar de que las enfermedades multifactoriales como el Alzheimer son el resultado
de complejas interacciones entre genes y factores medioambientales, el analisis de alelos

de importancia clinica como ApoE proporciona informacion valiosa para la comprension
del desarrollo de esta patologia en una determinada poblacion.
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Los resultados obtendios indican que la estructura y composicion genética poblacional
asociados a procesos microevolutivos parecen ser factores determinantes en la distribucidon
de polimorfismos de ApoE en Colombia y proporcionan datos para una mejor comprension
de la variacion geografica, étnica y poblacional del gen ApoE en nuestro pais.
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