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Introduccion/Objetivos. La concentracidon de
apolipoproteina (apo) A-I estd directamente
relacionada con la concentracién de colesterol
ligado a HDL (cHDL) e inversamente relacionada
con el riesgo de padecer enfermedad coronaria. El
gen de apo A-I forma parte de la agrupacién génica
A-I/C-ITI/A-1V, localizada en el cromosoma 11. La
expresion de la proteina se encuentra regulada por
una region promotora y una region exaltadora,
situadas en 5’ de los genes de apo A-I y apo C-III,
respectivamente. Se han descrito varios sitios
polimérficos, que podrian afectar la expresion de
la proteina: g.(-78)G > A, en 5’ del gen de apo A-l,
g2.(-636)C > A, g.(-625)G > A, g.(-620)T > del,
g.(-479)C>Ty g.(452)T > C,en 5’ del gen de apo
C-III; Sstl, en 3’ de apo C-III.

Métodos. Hemos analizado el genotipo de los
polimorfismos y la presencia de nuevas mutaciones
en las regiones reguladoras del gen de apo A-I en
un grupo de 66 sujetos espafioles no relacionados
con hipoalfalipoproteinemia (HALP) (cHDL < 35
mg/dl) primaria.

Resultados. Las frecuencias alélicas observadas
para los polimorfismos fueron similares a las
descritas en sujetos normolipémicos. Solamente se
observé una asociacion significativa entre el alelo
menor del polimorfismo g.(—452)T > C con
concentraciones bajas de cLDL (p < 0,05). Los
polimorfismos situados en 5’ de apo C-II1
presentaron un fuerte desequilibrio gamético entre
siy, en menor medida, con el polimorfismo Sstl en
la region 3’ del gen de apo C-III. No se detectd
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ninguna nueva mutacién en las regiones
promotora ni exaltadora de la expresion de apo A-l.

Conclusiones. Nuestros resultados sugieren que
la variabilidad genética del promotor y exaltador
del gen de apo A-I no justifica un porcentaje
significativo de casos de HALP en poblacién
espafiola.

Palabras clave:
Hipoalfalipoproteinemia. Apolipoproteina A-I. Promotor.
Exaltador. Polimorfismos genéticos.

ANALYSIS OF APO Al EXPRESSION
REGULATORY REGIONS IN
HYPOALPHALIPOPROTEINEMIA SUBJECTS

Background. Plasma apolipoprotein (apo) A-I
levels are directly related to HDL-cholesterol
(cHDL) concentration, and inversely correlated to
coronary artery disease risk. Apo A-I gene lies in
the A-I/C-III/A-IV gene cluster, located on
chromosome 11. Hepatic and intestinal expression
of apo A-I gene is transcriptionally regulated by
both promoter and enhancer sequences, located at
5’regions of apo A-I and apo C-III genes,
respectively. Several polymorphisms have been
described, which could modify protein expression:
2.(-78)G > A, upstream the apo A-I gene, g.(-636)C
> A, g.(-625)G > A, g.(-620)T > del, g.(-479)C> T,
and g.(-452)T > C, upstream the apo C-III gene;
Sstl, downstream the apo C-III gene.

Material and methods. We have analysed the
genotype for these polymorphisms, as well as the
presence of non described mutations in these
regulatory regions in a group of 66 Spanish
subjects with primary hypoalphalipoproteinemia
(HALP) (cHDL < 35 mg/dl).
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Results. Allelic frecuencies of studied
polymorphisms were close to those reported for
normolipidemic subjects. The only significant
association between lipid levels and genotypes was
observed for the minor allele of g.(452)T > C
polymorphism, which was associated with low
cLDL levels (p < 0.05). The five polymorphic loci at
5’of apo C-III exhibited a strong gametic
disequilibrium, among themselves, and, in a lesser
degree, with the Sstl polymorphism in the apo C-
III 3’ untranslated region. We have not detected
any unknown mutation in the promoter nor
enhancer regions of the apo A-I gene.

Conclusions. Therefore, our results suggest that
the variability at the promoter and enhancer apo A-
[ gene locus do not significantly contribute to
HALP in Spanish population.

Key words:
Hypoalphalipoproteinemia. Apolipoprotein A-I. Promoter.
Enhancer. Genetic polymorphism.

Introduccién

Numerosos estudios epidemioldgicos han de-
mostrado que la concentracion de colesterol ligado
a lipoproteinas de alta densidad (cHDL) presenta
una fuerte correlacién inversa con el desarrollo de
enfermedad coronaria'.

La concentracién de cHDL estd regulada por
factores genéticos, ambientales y hormonales. Di-
versos estudios de segregacion han indicado que
no existe un locus mayor que determine la variabi-
lidad de cHDL. En cambio, los factores genéticos
de cardcter poligénico determinan una fraccidon im-
portante (40-60%) de la variacién fenotipica®’.

El término hipoalfalipoproteinemia (HALP) de-
signa a un grupo de dislipemias de origen y fenoti-
po clinico y bioquimico diversos, cuya caracteristi-
ca comun es la de presentar concentraciones de
cHDL por debajo de 35 mg/dl* o inferiores al per-
centil 10, segin la edad, la raza y el sexo’.

El principal componente estructural y funcional
de las HDL es la apolipoproteina (apo) A-I. La con-
centracion de apo A-I en plasma estd directamente
relacionada con la concentraciéon de cHDL e inver-
samente relacionada con el riesgo de padecer en-
fermedad coronaria. El gen que codifica apo A-I se
localiza en el cromosoma 11, y forma parte de la
agrupacién génica A-I/C-ITI/A-TV>.

La apo A-I se expresa principalmente en el higa-
do y el intestino. La regulacién de la sintesis de la
proteina se realiza fundamentalmente de forma
transcripcional, a través de mecanismos complejos,
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especificos para cada uno de los tejidos y que se
conocen mejor en el caso de la sintesis hepdtica. La
transcripcién del gen de apo A-I estd controlada
por miltiples interacciones ADN-proteina, estable-
cidas en varias regiones a lo largo de la agrupacién
génica apo A-I/C-IITI/A-TV?®.

El promotor del gen de apo A-I, necesario para
que se produzca la sintesis hepdtica e intestinal de
la proteina, se localiza en las 2 kilobases (Kb) en 5’
de apo A-l, siendo la regién mds importante la
comprendida entre los nucledtidos =256 y —41°. Por
otro lado, la transcripcién de apo A-I se regula por
la interaccidon de la regién promotora con una re-
gién exaltadora de la expresion de apo A-l, situada
en la zona intergénica entre los genes de C-III y A-
IV, y que también intensifica la transcripcién de di-
chos genes’. Esta region ha sido acotada entre los
nucledtidos —194 y =770 en 5’ de C-III¢, si bien algu-
nos autores la sitian entre los nucledtidos -520 y
-780, en 5’ de C-III®.

Se han descrito varios polimorfismos en las re-
giones reguladoras de la expresiéon de apo A-I, cuyo
genotipo podria afectar a la eficiencia de la expre-
sion de la proteina. Diversos autores han propuesto
que el alelo A del polimorfismo g.(-78)G > A, situa-
do en el promotor en 5’ del gen de apo A-l, se aso-
cia con concentraciones elevadas de la proteina’'?,
aunque esta observacién no se ha confirmado en
otros estudios'®. Estudios in vitro han comparado la
eficacia de transcripcion del promotor de apo A-I
portador de uno u otro alelo, pero sus resultados
son contradictorios'*!>. Aunque es probable que
este polimorfismo no afecte directamente a la ex-
presién de la proteina, podria estar en desequilibrio
gamético con otros elementos reguladores, respon-
sables de la asociacién observada's.

En la regién exaltadora localizada en 5 del gen
de apo C-III se han descrito 5 sitios polimdrficos,
g.(-636)C > A, g.(-625)G > A, g.(-620)T > del,
g.(-479)C > Ty g.(-452)T > C. Estos polimorfismos
se encuentran en fuerte desequilibrio gamético en-
tre s y con el polimorfismo Sstl, en 3’ del gen de
apo C-III, y se asocian significativamente con hi-
pertrigliceridemia (HPTG)""". Ginsburg et al* de-
terminaron que las velocidades de sintesis de apo
A-l'y apo A-IV en el intestino y sus concentraciones
de ARNm estdn estrechamente relacionadas entre
si y con el genotipo de los polimorfismos en 5’ del
gen de apo C-III. Naganawa et al*! analizaron la in-
fluencia del genotipo de los polimorfismos —479 y
—452 sobre la expresion intestinal de apo A-I. De-
mostraron que ésta no es constitutiva y que presen-
ta una elevada variacidn interindividual, regulada,
al menos parcialmente, de forma transcripcional.
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Con el fin de conocer la posible influencia de las
secuencias reguladoras de la expresion de apo A-I
sobre el desarrollo de HALP, hemos analizado, en
un grupo de sujetos espafioles con valores de cHDL
inferiores al percentil 10, el genotipo de los poli-
morfismos citados, asi como la posible existencia de
otras mutaciones no descritas en dichas regiones.

Material y métodos

Descripcion de la muestra

El estudio se realizé sobre un grupo de 66 sujetos (56 varo-
nes y 10 mujeres) no relacionados entre si con HALP primaria
recurrente. Los sujetos fueron seleccionados durante los con-
troles médicos anuales de una poblacién laboral en Zaragoza.
La HALP se definid por presentar una concentraciéon de cHDL
inferior al percentil 10, de acuerdo con la edad, el sexo y la
distribucién lipidica de esta poblacion?*?, confirmada en al
menos 4 ocasiones durante un periodo de seguimiento de 5
afios. Se consideré HALP primaria tras excluir obesidad (indi-
ce de masa corporal [IMC] < 30 kg/m?), cdncer, diabetes me-
llitus tipo 2, y enfermedades inflamatorias crénicas, renales y
hepdticas. Asimismo, fueron excluidos los sujetos con concen-
traciones de triglicéridos (TG) > 300 mg/dl. Entre los sujetos
estudiados habfa algunos que presentaban HPTG moderada
(TG > 177 mg/dl). Las caracteristicas antropométricas y las
concentraciones de lipidos plasmdticos medias + desviacién
estdndar (DE) fueron las siguientes: edad, 46 = 14,8 aflos;
IMC, 25 + 3,1 kg/m?; colesterol total (CT), 203 + 42,5 mg/dl;
TG, 136 = 50,4 mg/dl; colesterol en lipoproteinas de baja den-
sidad (cLDL), 130 £ 40,1 mg/dl; cHDL, 28 £ 7,2 mg/dl. Cinco
de las 10 mujeres participantes en el estudio eran posmeno-
pédusicas. Quince de los sujetos presentaron sintomas clinicos
de enfermedad coronaria. Dado que la regién de origen de los
sujetos seleccionados no presenta ninguna especificidad étni-
ca, consideramos que este grupo es representativo de la po-
blacion espaiiola. )

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital
Miguel Servet de Zaragoza, y todos los sujetos estudiados fir-
maron un consentimiento informado.

Muestras de plasma y ADN

Se extrajeron 10 ml de sangre por puncién venosa, entre las 8
y 10 de la mafiana, tras 10-12 h de ayuno. La sangre se dispuso
en tubos que contenfan 1 mg/dl de EDTA como anticoagulante.
Se centrifugaron las muestras a 3.500 rpm durante 15 min a 4
°C. El plasma se alicuotd y se congeld inmediatamente a =70 °C.
Se extrajo ADN gendmico a partir de las células sanguineas.

Cuantificacion de lipidos y apolipoproteinas

La concentracién plasmética de CT y TG se determiné enzi-
méticamente (kit Boehringer Mannheim, Alemania) con un
autoanalizador Beckman Synchron CX7. El cHDL se cuantifi-
c6 tras la precipitacién con Mg*fosfowolframato de las lipo-
proteinas que contienen apo B (Boehringer Mannheim, Alema-
nia). El cLDL se estim¢ utilizando la formula de Friedewald.
La concentracién de las apolipoproteinas A-I'y B se determind
por inmunonefelometria (Beckman, Palo Alto, EE.UU.).

Andlisis molecular de la region 5’ del gen de apo C-111
Se amplificd por PCR un fragmento de ADN situado en 5’
del gen de apo C-III (-823, -158). La PCR se realizé con Taq

19

DNA polimerasa (Gibco BRL), ADN genémico como molde, y
los oligonucledtidos indicados en la figura 1. Se amplificaron
por PCR anidada 3 fragmentos que solapaban de 127-197 pa-
res de bases (pb), empleando como ADN molde el producto
de PCR (-823, -158) y los oligonucledtidos indicados en la fi-
gura 1, marcados en el extremo 5’ con el fluoréforo Cy5™.
Los fragmentos amplificados incluyeron los siguientes poli-
morfismos: fragmento 1: g.(-636)C > A, g.(-625)G > Ay
2.(-620)T > del; fragmento 2: g.(479)C > T; fragmento 3:
2.(-452)T > C; fragmento 4: g.(-479)C> Ty g.(-452)T > C. La
numeraciéon de los nucleétidos se realizé de acuerdo con la
secuencia publicada para el promotor del gen de apo C-IIT*.
Los fragmentos amplificados se analizaron por SSCP, como
se describe a continuacién.

Andlisis molecular de la region 5’ del gen de apo A-1

Se amplificé por PCR un fragmento de ADN situado en 5’
del gen de apo A-I (=255, +3). La PCR se realizé con Tag ADN
polimerasa (Gibco BRL), ADN genémico como molde, y los
oligonucledtidos (255, -236) *CACCCGGGAGACCTGCAAGC*
y (-18, +3) “TCTAAGCAGCCAGCTCTTGCA?, marcados en el
extremo 5’ con el fluor6foro Cy5™. La numeracién de los nu-
cledtidos se realizé de acuerdo con la secuencia publicada
para el promotor del gen de apo A-I%. El fragmento amplifica-
do (fragmento 5) incluyé el polimorfismo g.(-78)G > Ay se
analiz6 por SSCP, como se describe a continuacion.

Andlisis de SSCP

Se afiadié tampo6n de desnaturalizacion (formamida al 95%)
a una alicuota de los fragmentos amplificados por PCR. Las
muestras se desnaturalizaron a 95 °C durante 5 min y se en-
friaron inmediatamente en hielo. Se realizé una electroforesis
a 1.050 V durante 15 h, en tampén TBE x 0,6, a 15 °C (frag-
mentos 2y 5) o 20 °C (fragmentos 1, 3 y 4) en geles de MDE
sin glicerol, y a 22 °C (fragmentos 1y 2) 0 25 °C (fragmentos 3,
4y 5)en geles de MDE al 5% de glicerol, en un secuenciador
semiautomdtico equipado con un bafo termostdtico (ALF-Ex-
press™, Pharmacia). La temperatura de andlisis 6ptima para
cada fragmento se determiné analizando 5 muestras a ambas
temperaturas.

Polimorfismo Sstl en 3’ del gen de apo C-111

El genotipo del polimorfismo SstI (2.3238 C > G), en la region
3’no transcrita del gen de apo C-III*, se determiné por amplifica-
cion por PCR y andlisis de restriccion con la enzima Sstl. Se am-
plificé un fragmento de 923 pb empleando los oligonucleétidos
SCAGAAGGTGGATAGAGCG?® y STGACCGATGGCTTCAGTT®.

Andlisis estadistico

Los datos se expresan como la media + desviacion estdndar
(DE). El andlisis estadistico de los datos se realizé con el pro-
grama Statistical Package for the Social Sciences (SPSS Inc.)
versién 6.1.3. Se comprobé que las frecuencias de los genoti-
pos observados no se desviaban significativamente del equili-
brio de Hardy-Weinberg con el andlisis de la %% Si el nimero
de sujetos para cada genotipo fue inferior a 5, se utilizé el
programa Genetix versiéon 4.0 (Belkhir Biosoft) para confir-
mar el equilibrio. Se analizaron las posibles asociaciones en-
tre polimorfismos y pardmetros lipidicos por ANOVA y test
de Scheffé. Las frecuencias haplotipicas y la significacion de
los desequilibrios gaméticos se estimaron con el programa
3LOCUS.PAS versién 5.0, que resuelve el algoritmo de maxi-
mizacion de expectativa (E-M) de Long para sistemas de va-
rios loci*. En todos los andlisis realizados se considerd un ni-

Clin Invest Arterioscl 2002;14(4):177-85 179



RECALDE D, ET AL. ANALISIS DE LAS REGIONES REGULADORAS DE LA EXPRESION DE APO A-I EN SUJETOS CON HIPOALFALIPOPROTEINEMIA

5 3 3 5 5 3
s ——T W (I I
A-l C-lll A-IV
» 4
C-ll d
>
5 < 3
(666PD) oy
—636-625—620 —479 —4+52
1d 2d 3d
A —»> > > A s
o
<+ <+ <+
1r 2r 3r
Fragmento 1
Fragmento 2
Fragmento 3
Fragmento 4
Fragmento Secuencia 5’ > 3’ oligonucleétidos Posicion
C-1Il d: CCTAGGAGACTGAGTCCACG (—823)-(—804)
C-lll R: CCCAGGAAGGTGAACGAGAG (-177)-(~158)
Fragmento 1 1d:CCAGAGGGCAAAATAGGGAGC (-729)-(-709) Figura 1. Esquema de los frag-
1r:CCCAGCACCTCCATCTCTGG (-551)-(-532) mentos en 5’ del gen de apo C-III
Fragmento2  2d:GGTGAGCAGCACTCGCCTGC (~583)-(~564) amplificados para su andlisis por
2r:GGGGGCTGTTTGGAGTAAAG (-466)-(—447) SSCP. Las flechas horizontales
Fragmento3  3d:GAGCCACTGATGCCAGGTC (-493)-(-473) relpfzsema“ los Ti},’"‘d"f o
3r:CAGCCCCAAGCCCTGAACAC (~385)-(~366) pieados para ampinicar por .t
_ los fragmentos de ADN a anali-
Fragmento 4  2d:GGTGAGCAGCACTCGCCTGC (~583)-(~564) sar. La flechas verticales indican
3r:CAGCCCCAAGCCCTGAACAC (—385)-(—366) la posicién de los polimorfismos
situados en la region analizada.

vel de significacién global de o = 0,05. En todos los polimor-
fismos analizados los alelos mayor y menor se designaron
como 1 y?2,respectivamente.

Resultados

En este trabajo, hemos realizado el andlisis mo-
lecular de las regiones promotora y exaltadora de
la expresiéon de apo A-I en un grupo de 66 sujetos
con HALP primaria, con el fin de estudiar su posi-
ble contribucion al desarrollo de dicha dislipemia.

En el andlisis por SSCP del fragmento 1, en 5’
del gen de apo C-III, se observaron 2 tipos de pa-
trones electroforéticos diferenciados, o bien una
combinacién de ambos. Se comprobd por andlisis
de restriccién que dichos patrones corresponden a
los tres posibles genotipos del polimorfismo
2.(-636)C > A (C/C, A/A'y C/A). No se detectd nin-
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glin patrdn electroforético diferente de los tres cita-
dos. Dado que el fragmento 1 contiene, asimismo,
los polimorfismos g.(-625)G > Ay g.(-620)T > del,
se asumiod que los tres polimorfismos se encuentran
en completo desequilibrio gamético. Todos los and-
lisis estadisticos correspondientes a los tres loci se
expresan en relacion al polimorfismo g.(-636)C > A.

Andlogamente, al analizar los fragmentos 2 y 3,
en la regién exaltadora, y 5, en la regiéon promoto-
ra, se detectaron 2 tipos de patrones electroforéti-
cos diferenciados, o bien una combinaciéon de am-
bos. Se comprobd por andlisis de restriccién que
dichos patrones correspondian a los genotipos de
los polimorfismos g.(-479)C > T, g.(452)T > Cy
g.(-78)G > A, respectivamente.

Por tltimo, el andlisis del fragmento 4 de la re-
gion exaltadora proporciond el genotipo de los poli-
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morfismos g.(479)C > Ty g.(-452)T > C en cada su-
jeto. Dado que existen 4 posibles haplotipos, se pue-
den encontrar hasta 10 patrones de SSCP diferentes,
correspondientes a las distintas combinaciones de
dos haplotipos. Se observaron 6 patrones de SSCP
diferentes (fig. 2). Se dedujeron los haplotipos co-
rrespondientes a cada uno de los patrones a partir
de los genotipos de los polimorfismos, que se habian
determinado previamente (fragmentos 2 y 3).

No se detecté ningtin patrén de SSCP diferente de
los originados por el genotipo de los polimorfismos
citados, en ninguno de los 5 fragmentos analizados.

Las frecuencias alélicas y genotipicas observadas
para los polimorfismos se recogen en la tabla 1.
Ninguno de los polimorfismos analizados presentd
una distribucién de genotipos significativamente
diferente de la distribucién de equilibrio de Hardy-
Weinberg.

Se analiz6é la posible asociacion de estos poli-
morfismos con la concentracién de diferentes pa-
rdmetros lipidicos (tabla 2). Se excluyeron del ana-
lisis dos sujetos que presentaron perfiles lipidicos
anémalos. No se observd una asociacién significa-
tiva entre los genotipos de los polimorfismos
g.(-78)G > A, g.(-636)C > A, g.(-479)C>Ty Sstl y
los valores de lipidos en estos sujetos. El alelo me-
nor del polimorfismo g.(-452)T > C se asoci6 signi-
ficativamente (p < 0,05) con concentraciones bajas
de cLDL. El genotipo de este polimorfismo no pre-
sentd asociaciones significativas con la concentra-
cién de CT, TG ni cHDL, aunque los valores fueron
cercanos a la significacién estadistica en los dos
primeros pardmetros. Asimismo, el genotipo del
polimorfismo g.(-479)C > T presentd, con respecto
a la concentracion de cHDL, una asociacion con
un valor de p cercano a la significacion estadistica.

La distribucién de frecuencias de la combina-
cion de los diferentes genotipos de los polimorfis-
mos -636, 479 y 452, y las concentraciones lipidi-
cas asociadas a cada una de ellas se reflejan en la
tabla 3. Se observaron 8 de las 27 posibles combi-
naciones. El genotipo del polimorfismo g.(-636)C >

Figura 2. Resultados del andlisis de SSCP del fragmento 4
(-583,-366) en 5’ del gen de apo C-III. El patrén A corresponde
a la combinacién de haplotipos de los polimorfismos
2.(479)C>Tyg.(452)T > C11/11; B, a la combinacién 11/12;
C, a la combinacion 11/22; D, a la combinacién 12/21; E, a la
combinacion 12/22; F, a la combinacion 22/22.

A coincidié con el genotipo del polimorfismo
2.(-452)T > Cen 62 de los 66 sujetos analizados. Al
afiadir el genotipo del polimorfismo Sstl, se obtu-
vieron 11 de las 81 posibles combinaciones. La
combinacién mas frecuente fue 11, 11, 11, 11.

Tabla 1. Frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos analizados

. . Frecuencias genotipos Frecuencias alélicas
Polimorfismo
1/1 172 1 2 DE
2.(-78)G> A 0,697 (46) 0,288 (19) 0,015 (1) 0,841 (111) 0,159 (21) +0,0624
2.(-636)C > A 0,455 (30) 0,485 (32) 0,061 (4) 0,697 (92) 0,303 (40) +0,0784
2.(-479)C>T 0,621 (41) 0,333 (22) 0,045 (3) 0,788 (104) 0,212 (28) +0,0697
2.(452)T>C 0,455 (30) 0,455 (30) 0,091 (6) 0,682 (90) 0,318 (42) +0,0794
Sstl 0,848 (56) 0,152 (10) 0,000 (0) 0,924 (122) 0,076 (10) +0,0452

DE: desviacién estdndar, con intervalo de confianza del 95%; los nimeros entre paréntesis indican el nimero de sujetos con cada genotipo o alelo;
“Los polimorfismos g.(-625)G > Ay g.(-620)T > del se encuentran en completo desequilibrio gamético con g.(-636)C > A.
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Tabla 2. Genotipo de cada polimorfismo estudiado y concentraciones de lipidos y lipoproteinas

. ) . CT . TG . cLDL . CHDL
Polimorfismo | Genotipo N (mg/dl) p* (mg/dl) p (mg/dl) p (mg/dl) p°
2.(-718)G> A 11 45 207 £35,2 0,975 133£475 | 0,759 |[153+36,9 | 0,868 [28+6,0 0,799

12 18 206 £ 37,8 143 £ 60,4 148 +35,6 20+£5,.2
22 1 203 147 143 31
g.(-636)C> A 11 30 208 £ 36,7 0,163 140£529 | 0,218 |[151£33,8 | 0,115 |28+43 0,312
12 31 210 £33,8 127 £46,4 156 £37,3 20+6,8
22 3 169£223 177 £ 67,4 110 £25,7 23+6,7
2.(-479)C>T 11 41 213 £ 36,2 0,158 131 £48,7 | 0,167 |[158+35,8 | 0,138 [29+5,0 0,059
12 21 197 £33,1 139 £51,5 142 £35,2 28+6,8
22 2 182 +7.8 200 + 76,4 122 £223 20£0,7
2.(-452)T>C 11 30 208 £ 36,6 0,082 142 +524 | 0,076 |151+33,8 |0,033* [29+45 0,504
12 29 211 £34,0 123 £45.2 158 £37,1 28+6,8
22 5 173 £19,2 174 £56,6 113 £18,6 25+6,7
Sstl 11 54 209 £344 0,286 136 £52,0 | 0,926 |[153+£347 | 0,302 |28+5,7 0,959
12 10 196 £40,4 134 £39,8 141 £429 28 £6,2
22 0 - - - -

N: nimero de sujetos; CT: colesterol total; TG: triglicéridos; cLDL: colesterol ligado a LDL; cHDL: colesterol ligado a HDL;
“Se considerd significacion estadistica a partir de p < 0,05. *Valores estadisticamente significativos.

Tabla 3. Frecuencia y concentraciones lipidicas de diferentes combinaciones de genotipos
en los polimorfismos situados en las posiciones 636, 479 y -452

Polimorfismos Frecuencia CT TG cLDL cHDL
-636 -479 -452 (N =64) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
1/1 1/1 1/1 0,452 (29) 208 £ 37,2 142 £53.3 151 £344 28+4.4
172 1/1 171 0,016 (1) 205 135 144 34
1/1 1/1 172 0,016 (1) 196 100 146 30
172 /1 12 0,161 (10) 229 +332 103 £ 18,0 178 £37,3 30+6,6
172 12 172 0,274 (18) 202 £32,2 136 £ 52,6 148 £343 27+7,1
172 12 22 0,032 (2) 180 £ 18,4 171 £ 60,8 117+1,6 28+7.8
22 12 22 0,016 (1) 144 130 87 31
22 22 22 0,032 (2) 182+£7,8 200+ 76,4 122 £223 20+0,7
N:nimero de sujetos; CT: colesterol total; TG: triglicéridos; cLDL: colesterol ligado a LDL; cHDL: colesterol ligado a HDL.
Tabla 4. Desequilibrio gamético entre polimorfismos de la agrupacion génica A-I/C-III/A-IV
2.(-78)G > A Sstl 2.(-636)C> A 2.(479C>T 2.(452)T>C
g.(-78)G > A
Sstl 3,62
g.(-636)C> A 0,41 6,78%
2.(-479)C>T 0,02 7,35% 58,44%
2.(-4529)T>C 0,21 13,86* 89,19* 52,67*

Los valores de G sefialados con un asterisco fueron estadisticamente significativos (para p < 0,05 y 1 df; x> = 3,841).

Se estimaron las frecuencias haplotipicas de los
polimorfismos —636, -479 y —-452 y se calcularon
los correspondientes desequilibrios gaméticos. Las
frecuencias haplotipicas de los polimorfismos esti-
madas con el programa 3LOCUS.PAS fueron muy
diferentes de las esperadas en el equilibrio. EI sis-
tema de tres loci presenté desequilibrio gamético
global (G = 150,11; p < 0,05). El desequilibrio a
tres vias no fue estadisticamente significativo (G =
0,00; p > 0,05). Los polimorfismos (479 frente a
-452), (636 frente a —452) y (-636 frente a —479)
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demostraron fuertes desequilibrios gaméticos en-
tre si (tabla 4).

Asimismo, se analiz6 si los loci de la regiéon pro-
motora del gen de apo A-I, 3’ del gen de apo C-IIl y
5’ del gen de apo C-III se encontraban en desequili-
brio gamético. EI polimorfismo Sstl se encuentra
en desequilibrio gamético con los cinco polimorfis-
mos en 5’ de apo C-III, aunque éste es muy inferior
al que presentan dichos polimorfismos entre si. El
polimorfismo g.(-78)G > A no presenta desequili-
brio gamético con ninguno de los loci analizados.
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Discusién

En un grupo de 66 sujetos espaiioles con HALP
primaria hemos determinado el genotipo de los
polimorfismos g.(-636)C > A, g.(479)C > T y
g.(-452)T > C, en 5’ del gen de apo C-III, Sstl, en 3’
del gen de apo C-IIT y g.(-78)G > A, en 5’ del gen
de apo A-L.

Las frecuencias alélicas de los polimorfismos en
5’ del gen de apo C-III en los sujetos con HALP de
nuestro estudio fueron similares a las descritas en
trabajos realizados sobre grupos de sujetos normo-
lipémicos. En dichos estudios se observd una aso-
ciacion significativa del alelo menor de estos poli-
morfismos con la concentracion de TG, pero no
con el resto de pardmetros lipidicos'”'®. Sin embar-
go, en el grupo de sujetos con HALP analizado en
este trabajo, inicamente se observé una asociacion
significativa entre el genotipo del polimorfismo
g.(-452)T > C y la concentracién de cLDL. Tal y
como han afirmado Dammerman et al'’ y Li et al*®,
el alelo menor de dicho polimorfismo se asocia a
una expresién elevada de apo C-III. La apo C-III
presenta un efecto inhibidor sobre la actividad de
lipoprotein lipasa (LPL), responsable de la hidréli-
sis de TG de lipoproteinas ricas en TG*. Por tanto,
el incremento en la expresién de apo C-III podria
impedir o retardar la cascada lipolitica en la que se
producen particulas LDL. De acuerdo con esta hi-
potesis, los sujetos que hemos estudiado con geno-
tipo 2 para el polimorfismo g.(-452)T > C presen-
tan un valor de TG superior a los sujetos con
genotipo 1, si bien esta diferencia no fue estad{sti-
camente significativa.

En el grupo de sujetos con HALP estudiados, la
frecuencia alélica del alelo menor (S2) del polimor-
fismo Sstl fue del 7,6%, muy similar a la descrita
en sujetos caucasianos normolipémicos'’*%3, y no
presenté una asociacién significativa con ninguno
de los pardmetros lipidicos analizados. Algunos au-
tores han propuesto que el alelo S2 se relaciona
con valores bajos de cHDL, pero existen datos con-
tradictorios en este sentido*>*. En cambio, la aso-
ciacion del alelo menor de Sstl con HPTG y enfer-
medad coronaria se ha demostrado en numerosos
trabajos?**’, La ausencia en nuestro estudio de di-
cha asociacién podria deberse en parte a que los
sujetos analizados fueron seleccionados dentro de
un rango de concentracién de TG limitado ( < per-
centil 99).

Las frecuencias alélicas observadas para el poli-
morfismo g.(-78)G > A en los sujetos con HALP
analizados no presentaron diferencias estadistica-
mente significativas con respecto a las frecuencias
alélicas observadas previamente en 60 sujetos del
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mismo origen geografico, con CT y TG por debajo
del percentil 60 y cHDL > percentil 75%. Nuestros
resultados son, asimismo, muy similares a los
descritos en sujetos normolipémicos, en los que la
frecuencia del alelo A es aproximadamente de
0,15-0,20™.

La interpretacion de los resultados relativos a la
frecuencia alélica de un polimorfismo ha de reali-
zarse con precaucion. En primer lugar, en poli-
morfismos con contenidos informativos (PIC) in-
termedios es necesario analizar al menos a varios
cientos de individuos para demostrar la asociacion
de uno de los alelos con un determinado rasgo. Si
el PIC es menor, el nimero de sujetos que debe-
mos analizar se incrementa inversamente®. Por
otro lado, si comparamos las frecuencias alélicas y
los fenotipos de diferentes grupos de sujetos, es
conveniente que todos ellos tengan el mismo ori-
gen geogrédfico y posicién socioecondmica. En este
sentido, los resultados contradictorios observados
en numerosos estudios podrian deberse a que los
polimorfismos estudiados sean especificos de cier-
tos grupos de poblacidn, o bien a que, a pesar de
no ser funcionales, presenten una asociacién im-
perfecta con un determinado fenotipo debido a
que estén en desequilibrio gamético con otros po-
limorfismos o mutaciones funcionales, cuya fre-
cuencia varfe entre las distintas poblaciones®®. Asi-
mismo, es preciso no olvidar que las diferencias
ambientales pueden desempefiar atin un papel im-
portante en las diferencias fenotipicas observadas,
a juzgar por los valores de heredabilidad estima-
dos por diversos autores para la concentracién de
cHDL. Debe recordarse que se entiende por facto-
res ambientales todos aquellos efectos que no co-
rresponden a la accidn de los genes, ya sea aditiva,
de dominancia o epistdtica.

Los desequilibrios gaméticos calculados a partir
de la estimacién de los haplotipos indicaron que
los polimorfismos g.(479)C > T, g.(-452)T > C y
2.(-636)C > A se encuentran en desequilibrio gamé-
tico entre si, y, en menor medida, con el locus Sstl,
lo que estd de acuerdo con observaciones pre-
vias'"3, El polimorfismo g.(-78)G > A no presenta
desequilibrio gamético con los otros loci estudia-
dos. Dado que al analizar el fragmento (-729, -532)
solamente se observaron tres patrones de SSCP di-
ferentes, se asumio que los polimorfismos g.(-636)C
> A g2.(-625)G > Ay g.(-620)T > del se encontraban
en completo desequilibrio gamético. Dammerman
et al'” determinaron que los tres polimorfismos te-
nian el mismo genotipo en 173 sujetos analizados,
mientras que Surguchov et al'® obtuvieron idéntico
resultado en 624 de 626 sujetos estudiados. EI ge-
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notipo del polimorfismo g.(-636)C > A coincidid
con el genotipo del polimorfismo g.(-452)T > C en
el 94% de los sujetos analizados, proporcidn ligera-
mente inferior a la observada por Dammerman
(98%).

Por tanto, los resultados observados en el grupo
de sujetos con HALP estudiados indican que el ge-
notipo de los polimorfismos g.(-78)G > A, en 5’ del
gen de apo A-l, g.(-636)C > A, g.(-625)G > A,
g.(-620)T > del, g.(479)C > Ty g.(-452)T > C, en
5’ el gen de apo C-III, y Sstl, en 3’ del gen de apo
C-1I1, no tiene un efecto significativo sobre la
concentracion de cHDL, por lo que es probable
que tampoco sean importantes en la regulacidn
de la concentracién de apo A-I en plasma. Es po-
sible que existan multiples factores, ademds de la
expresion hepdtica, que determinen la concentra-
cién plasmdtica de apo A-I, como las modifica-
ciones postraduccionales, el catabolismo y la se-
crecion, sin olvidar los factores ambientales, en
el mds amplio sentido del término (edad, sexo,
tipo de vida, nivel socioeconémico y cultural,
etc.). El andlisis por SSCP no detecté ninguna
mutacion no descrita previamente en las regiones
promotora (-256,+3) en 5’ del gen de apo A-l, ni
exaltadora (729, -366) en 5’ del gen de apo C-III.
Por tanto, nuestros resultados sugieren que las
mutaciones en las regiones reguladoras de la ex-
presion de apo A-I no justifican un porcentaje sig-
nificativo de casos de HALP, si bien para confir-
mar este hecho serfa necesario estudiar un
nimero mayor de sujetos que el analizado en el
presente trabajo. Futuros estudios en este sentido
permitirdn conocer en mayor profundidad el signi-
ficado bioldgico de las mutaciones en regiones re-
guladoras de la expresién génica.
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