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In trodu cción/Objetivos. La concentración  de
apolipoproteína (apo) A-I está directam ente
relacionada con  la concentración  de colesterol
ligado a HDL (cHDL) e inversam ente relacionada
con  el r iesgo de padecer enferm edad coronaria. E l
gen  de apo A-I form a parte de la agrupación  génica
A-I/C-III/A-IV, localizada en  el crom osom a 11. La
expresión  de la proteína se encuentra regulada por
una región  prom otora y una región  exaltadora,
situadas en  5’ de los genes de apo A-I y apo C-III,
respectivam ente. Se han  descrito varios sitios
polim órficos, que podrían  afectar  la  expresión  de
la proteína: g.(–78)G > A, en  5’ del gen  de apo A-I,
g.(–636)C > A, g.(–625)G > A, g.(–620)T > del,
g.(–479)C > T y g.(–452)T > C, en  5’ del gen  de apo
C-III; SstI, en  3’ de apo C-III.

Métodos. Hem os analizado el genotipo de los
polim orfism os y la presencia de nuevas m utaciones
en  las regiones reguladoras del gen  de apo A-I en
un  grupo de 66 su jetos españoles no relacionados
con  h ipoalfalipoproteinem ia (HALP) (cHDL < 35
m g/dl) prim aria.

Resu ltados. Las frecuencias alélicas observadas
para los polim orfism os fueron  sim ilares a las
descritas en  su jetos norm olipém icos. Solam ente se
observó una asociación  sign ificativa en tre el alelo
m enor del polim orfism o g.(–452)T > C con
concentraciones bajas de cLDL (p < 0,05). Los
polim orfism os situados en  5’ de apo C-III
presen taron  un  fuerte desequilibrio gam ético en tre
sí y, en  m enor m edida, con  el polim orfism o SstI en
la región  3’ del gen  de apo C-III. No se detectó

ninguna nueva m utación  en  las regiones
prom otora n i exaltadora de la expresión  de apo A-I.

Conclu siones. Nuestros resu ltados sugieren  que
la variabilidad genética del prom otor y exaltador
del gen  de apo A-I no justifica un  porcentaje
sign ificativo de casos de HALP en  población
española.
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ANALYSIS OF APO AI EXPRESSION
REGULATORY REGIONS IN
HYPOALPHALIPOPROTEINEMIA SUBJECTS

Backgrou nd. Plasm a apolipoprotein  (apo) A-I
levels are directly related to HDL-cholesterol
(cHDL) concentration , and inversely correlated to
coronary artery disease r isk. Apo A-I gene lies in
the A-I/C-III/A-IV gene cluster, located on
chrom osom e 11. Hepatic and in testinal expression
of apo A-I gene is transcriptionally regulated by
both  prom oter and enhancer sequences, located at
5’ regions of apo A-I and apo C-III genes,
respectively. Several polym orphism s have been
described, which  could m odify protein  expression :
g.(–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;
SstI, downstream  the apo C-III gene.

Material and m ethods. We have analysed the
genotype for these polym orphism s, as well as the
presence of non  described m utations in  these
regulatory regions in  a group of 66 Spanish
subjects with  prim ary hypoalphalipoproteinem ia
(HALP) (cHDL < 35 m g/dl).
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Resu lts. Allelic frecuencies of studied
polym orphism s were close to those reported for
norm olipidem ic subjects. The only sign ifican t
association  between  lipid levels and genotypes was
observed for the m inor allele of g.(–452)T > C
polym orphism , which  was associated with  low
cLDL levels (p < 0.05). The five polym orphic loci at
5’ of apo C-III exhibited a strong gam etic
disequilibrium , am ong them selves, and, in  a lesser
degree, with  the SstI polym orphism  in  the apo C-
III 3’ un translated region . We have not detected
any unknown m utation  in  the prom oter nor
enhancer regions of the apo A-I gene.

Conclu sions. Therefore, our resu lts suggest that
the variability at the prom oter and enhancer apo A-
I gene locus do not sign ifican tly contribu te to
HALP in  Spanish  population .

Key w ords:
Hypoalphalipoproteinem ia. Apolipoprotein  A-I. Prom oter.
Enhancer. Genetic polym orphism .

Introducción
Num erosos estudios epidem iológicos han  de-

m ostrado que la concentración  de colesterol ligado
a lipoproteínas de alta densidad (cHDL) presen ta
una fuerte correlación  inversa con  el desarrollo de
enferm edad coronaria 1.

La concentración  de cHDL está regulada por
factores genéticos, am bientales y horm onales. Di-
versos estudios de segregación  han  indicado que
no existe un  locu s m ayor que determ ine la variabi-
lidad de cHDL. En  cam bio, los factores genéticos
de carácter  poligénico determ inan  una fracción  im -
portan te (40-60%) de la variación  fenotípica 2,3.

E l térm ino h ipoalfalipoproteinem ia (HALP) de-
signa a un  grupo de dislipem ias de origen  y fenoti-
po clín ico y bioquím ico diversos, cuya característi-
ca com ún es la de presen tar concentraciones de
cHDL por debajo de 35 m g/dl4 o inferiores al per-
cen til 10, según  la edad, la  raza y el sexo5.

E l principal com ponente estructural y funcional
de las HDL es la apolipoproteína (apo) A-I. La con-
centración  de apo A-I en  plasm a está directam ente
relacionada con  la concentración  de cHDL e inver-
sam ente relacionada con  el r iesgo de padecer en-
ferm edad coronaria. E l gen  que codifica apo A-I se
localiza en  el crom osom a 11, y form a parte de la
agrupación  génica A-I/C-III/A-IV2.

La apo A-I se expresa principalm ente en  el h íga-
do y el in testino. La regulación  de la sín tesis de la
proteína se realiza fundam entalm ente de form a
transcripcional, a  través de m ecanism os com plejos,

específicos para cada uno de los tejidos y que se
conocen  m ejor en  el caso de la sín tesis hepática. La
transcripción  del gen  de apo A-I está controlada
por m últiples in teracciones ADN-proteína, estable-
cidas en  varias regiones a lo largo de la agrupación
génica apo A-I/C-III/A-IV3,6.

E l prom otor del gen  de apo A-I, necesario para
que se produzca la sín tesis hepática e in testinal de
la proteína, se localiza en  las 2 kilobases (Kb) en  5’
de apo A-I, siendo la región  m ás im portan te la
com prendida en tre los nucleótidos –256 y –413. Por
otro lado, la  transcripción  de apo A-I se regula por
la in teracción  de la región  prom otora con  una re-
gión  exaltadora de la expresión  de apo A-I, situada
en  la zona in tergénica en tre los genes de C-III y A-
IV, y que tam bién  in tensifica la transcripción  de di-
chos genes7. Esta región  ha sido acotada en tre los
nucleótidos –194 y –770 en  5’ de C-III6, si bien  algu-
nos au tores la sitúan  en tre los nucleótidos –520 y
–780, en  5’ de C-III8.

Se han  descrito varios polim orfism os en  las re-
giones reguladoras de la expresión  de apo A-I, cuyo
genotipo podría afectar  a la  eficiencia de la expre-
sión  de la proteína. Diversos au tores han  propuesto
que el alelo A del polim orfism o g.(–78)G > A, situa-
do en  el prom otor en  5’ del gen  de apo A-I, se aso-
cia con  concentraciones elevadas de la proteína 9-12,
aunque esta observación  no se ha confirm ado en
otros estudios13. Estudios in  vitro han com parado la
eficacia de transcripción del prom otor de apo A-I
portador de uno u  otro alelo, pero sus resultados
son contradictorios14,15. Aunque es probable que
este polim orfism o no afecte directam ente a la ex-
presión de la proteína, podría estar en  desequilibrio
gam ético con otros elem entos reguladores, respon-
sables de la asociación observada16.

En  la región  exaltadora localizada en  5’ del gen
de apo C-III se han  descrito 5 sitios polim órficos,
g.(–636)C > A, g.(–625)G > A, g.(–620)T > del,
g.(–479)C > T y g.(–452)T > C. Estos polim orfism os
se encuentran  en  fuerte desequilibrio gam ético en-
tre sí y con  el polim orfism o SstI, en  3’ del gen  de
apo C-III, y se asocian  sign ificativam ente con  h i-
pertr igliceridem ia (HPTG)17-19. Ginsburg et al20 de-
term inaron  que las velocidades de sín tesis de apo
A-I y apo A-IV en  el in testino y sus concentraciones
de ARNm  están  estrecham ente relacionadas en tre
sí y con  el genotipo de los polim orfism os en  5’ del
gen  de apo C-III. Naganawa et al21 analizaron  la in -
fluencia del genotipo de los polim orfism os –479 y
–452 sobre la expresión  in testinal de apo A-I. De-
m ostraron  que ésta no es constitu tiva y que presen-
ta una elevada variación  in terindividual, regulada,
al m enos parcialm ente, de form a transcripcional.
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Con el fin  de conocer la posible in fluencia de las
secuencias reguladoras de la expresión  de apo A-I
sobre el desarrollo de HALP, hem os analizado, en
un  grupo de su jetos españoles con  valores de cHDL
inferiores al percentil 10, el genotipo de los poli-
m orfism os citados, así com o la posible existencia de
otras m utaciones no descritas en dichas regiones.

Material y m étodos

Descripción  de la m u estra
El estudio se realizó sobre un  grupo de 66 su jetos (56 varo-

nes y 10 m ujeres) no relacionados en tre sí con  HALP prim aria
recurren te. Los su jetos fueron  seleccionados duran te los con -
troles m édicos anuales de una población  laboral en  Zaragoza.
La HALP se defin ió por  presen tar  una concen tración  de cHDL
inferior  al percen til 10, de acuerdo con  la  edad, el sexo y la
distr ibución  lipídica de esta  población 22,23, confirm ada en  al
m enos 4 ocasiones duran te un  período de segu im ien to de 5
años. Se consideró HALP prim aria  tras exclu ir  obesidad (índi-
ce de m asa corporal [IMC] < 30 kg/m 2), cáncer , diabetes m e-
llitus tipo 2, y enferm edades in flam atorias crón icas, renales y
hepáticas. Asim ism o, fueron  exclu idos los su jetos con  concen -
traciones de tr iglicér idos (TG) > 300 m g/dl. En tre los su jetos
estudiados había algunos que presen taban  HPTG m oderada
(TG > 177 m g/dl). Las caracter ísticas an tropom étr icas y las
concen traciones de lípidos plasm áticos m edias ± desviación
estándar  (DE) fueron  las sigu ien tes: edad, 46 ± 14,8 años;
IMC, 25 ± 3,1 kg/m 2; colesterol total (CT), 203 ± 42,5 m g/dl;
TG, 136 ± 50,4 m g/dl; colesterol en  lipoproteínas de baja  den -
sidad (cLDL), 130 ± 40,1 m g/dl; cHDL, 28 ± 7,2 m g/dl. Cinco
de las 10 m ujeres participan tes en  el estudio eran  posm eno-
páusicas. Quince de los su jetos presen taron  sín tom as clín icos
de enferm edad coronaria . Dado que la  región  de origen  de los
su jetos seleccionados no presen ta n inguna especificidad étn i-
ca, consideram os que este grupo es represen tativo de la  po-
blación  española.

El estudio fue aprobado por el Com ité de Ética del Hospital
Miguel Servet de Zaragoza, y todos los su jetos estudiados fir-
m aron  un  consentim iento in form ado.

Mu estras de plasm a y ADN
Se extrajeron 10 m l de sangre por punción venosa, entre las 8

y 10 de la m añana, tras 10-12 h de ayuno. La sangre se dispuso
en tubos que contenían 1 m g/dl de EDTA com o anticoagulante.
Se centrifugaron las m uestras a 3.500 rpm  durante 15 m in a 4
°C. El plasm a se alicuotó y se congeló inm ediatam ente a –70 °C.
Se extrajo ADN genóm ico a partir de las células sanguíneas.

Cu antificación  de lípidos y apolipoproteínas
La concentración  plasm ática de CT y TG se determ inó enzi-

m áticam ente (kit Boehringer Mannheim , Alem ania) con  un
autoanalizador Beckm an Synchron  CX7. El cHDL se cuantifi-
có tras la precipitación  con  Mg++fosfowolfram ato de las lipo-
proteínas que contienen  apo B (Boehringer Mannheim , Alem a-
nia). E l cLDL se estim ó u tilizando la fórm ula de Friedewald.
La concentración  de las apolipoproteínas A-I y B se determ inó
por inm unonefelom etría (Beckm an, Palo Alto, EE.UU.).

Análisis m olecu lar de la región 5’ del gen de apo C-III
Se am plificó por  PCR un  fragm ento de ADN situado en  5’

del gen  de apo C-III (–823, –158). La PCR se realizó con  Taq

DNA polim erasa (Gibco BRL), ADN genóm ico com o m olde, y
los oligonucleótidos indicados en  la  figura 1. Se am plificaron
por PCR an idada 3 fragm entos que solapaban  de 127-197 pa -
res de bases (pb), em pleando com o ADN m olde el producto
de PCR (–823, –158) y los oligonucleótidos indicados en  la  fi-
gura 1, m arcados en  el extrem o 5’ con  el fluoróforo Cy5TM.
Los fragm entos am plificados incluyeron  los sigu ien tes poli-
m orfism os: fragm ento 1: g.(–636)C > A, g.(–625)G > A y
g.(–620)T > del; fragm ento 2: g.(–479)C > T; fragm ento 3:
g.(–452)T > C; fragm ento 4: g.(–479)C > T y g.(–452)T > C. La
num eración  de los nucleótidos se realizó de acuerdo con  la
secuencia publicada para el prom otor  del gen  de apo C-III24.
Los fragm entos am plificados se analizaron  por  SSCP, com o
se describe a  con tinuación .

Análisis m olecu lar de la región  5’ del gen  de apo A-I
Se am plificó por PCR un  fragm ento de ADN situado en  5’

del gen  de apo A-I (–255, +3). La PCR se realizó con  Taq ADN
polim erasa (Gibco BRL), ADN genóm ico com o m olde, y los
oligonucleótidos (–255, –236) 5’CACCCGGGAGACCTGCAAGC3’

y (–18, +3) 5’TCTAAGCAGCCAGCTCTTGCA3’, m arcados en  el
extrem o 5’ con  el fluoróforo Cy5TM. La num eración  de los nu-
cleótidos se realizó de acuerdo con  la secuencia publicada
para el prom otor del gen  de apo A-I25. E l fragm ento am plifica-
do (fragm ento 5) incluyó el polim orfism o g.(–78)G > A y se
analizó por SSCP, com o se describe a continuación .

Análisis de SSCP
Se añadió tam pón de desnaturalización  (form am ida al 95%)

a una alícuota de los fragm entos am plificados por PCR. Las
m uestras se desnaturalizaron  a 95 °C durante 5 m in  y se en-
friaron  inm ediatam ente en  h ielo. Se realizó una electroforesis
a 1.050 V durante 15 h , en  tam pón TBE × 0,6, a 15 °C (frag-
m entos 2 y 5) o 20 °C (fragm entos 1, 3 y 4) en  geles de MDE
sin  glicerol, y a 22 °C (fragm entos 1 y 2) o 25 °C (fragm entos 3,
4 y 5) en  geles de MDE al 5% de glicerol, en  un  secuenciador
sem iautom ático equipado con  un  baño term ostático (ALF-Ex-
pressTM, Pharm acia). La tem peratura de análisis óptim a para
cada fragm ento se determ inó analizando 5 m uestras a am bas
tem peraturas.

Polim orfism o SstI en  3’ del gen  de apo C-III
El genotipo del polim orfism o SstI (g.3238 C > G), en la región

3’ no transcrita del gen de apo C-III26, se determ inó por am plifica-
ción por PCR y análisis de restricción con la enzim a SstI. Se am -
plificó un fragm ento de 923 pb em pleando los oligonucleótidos
5’CAGAAGGTGGATAGAGCG3’ y 5’TGACCGATGGCTTCAGTT3’.

Análisis estadístico
Los datos se expresan  com o la  m edia ± desviación  estándar

(DE). E l análisis estadístico de los datos se realizó con  el pro-
gram a Statistical Package for  the Social Sciences (SPSS Inc.)
versión  6.1.3. Se com probó que las frecuencias de los genoti-
pos observados no se desviaban  sign ificativam ente del equ ili-
br io de Hardy-Weinberg con  el análisis de la  χ2. Si el núm ero
de su jetos para cada genotipo fue in fer ior  a  5, se u tilizó el
program a Genetix versión  4.0 (Belkh ir  Biosoft) para confir -
m ar el equ ilibr io. Se an a lizaron  las posib les asociacion es en-
tre polim orfism os y parám etros lip íd icos por  ANOVA y test
de Sch effé. Las frecu en cias h aplotíp icas y la  sign ificación  de
los desequ ilibr ios gam éticos se estim aron  con  el p rogram a
3LOCUS.PAS versión  5.0, qu e resu elve el a lgor itm o de m axi-
m ización  de expecta tiva  (E -M) de Lon g para  sistem as de va-
r ios loci27. En  todos los análisis realizados se consideró un  n i-
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vel de sign ificación  global de α = 0,05. En  todos los polim or-
fism os analizados los alelos m ayor y m enor se designaron
com o 1 y 2, respectivam ente.

Resultados
En este trabajo, hem os realizado el análisis m o-

lecu lar de las regiones prom otora y exaltadora de
la expresión  de apo A-I en  un  grupo de 66 su jetos
con  HALP prim aria, con  el fin  de estudiar  su  posi-
ble contribución  al desarrollo de dicha dislipem ia.

En  el análisis por SSCP del fragm ento 1, en  5’
del gen  de apo C-III, se observaron  2 tipos de pa-
trones electroforéticos diferenciados, o bien  una
com binación  de am bos. Se com probó por análisis
de restr icción  que dichos patrones corresponden  a
los tres posibles genotipos del polim orfism o
g.(–636)C > A (C/C, A/A y C/A). No se detectó n in-

gún  patrón  electroforético diferen te de los tres cita-
dos. Dado que el fragm ento 1 contiene, asim ism o,
los polim orfism os g.(–625)G > A y g.(–620)T > del,
se asum ió que los tres polim orfism os se encuentran
en com pleto desequilibrio gam ético. Todos los aná-
lisis estadísticos correspondientes a los tres loci se
expresan en  relación al polim orfism o g.(–636)C > A.

Análogam ente, al analizar los fragm entos 2 y 3,
en  la región  exaltadora, y 5, en  la región  prom oto-
ra, se detectaron  2 tipos de patrones electroforéti-
cos diferenciados, o bien  una com binación  de am -
bos. Se com probó por análisis de restr icción  que
dichos patrones correspondían  a los genotipos de
los polim orfism os g.(–479)C > T, g.(–452)T > C y
g.(–78)G > A, respectivam ente.

Por últim o, el análisis del fragm ento 4 de la re-
gión exaltadora proporcionó el genotipo de los poli-
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1r 2r 3r

3’ 5’
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Fragmento 2

Fragmento 3

Fragmento 4

Fragmento Secuencia 5’ ≥ 3’ oligonucleótidos Posición

C-III d: CCTAGGAGACTGAGTCCACG (–823)-(–804)

C-III R: CCCAGGAAGGTGAACGAGAG

1d:CCAGAGGGCAAAATAGGGAGC

1r:CCCAGCACCTCCATCTCTGG

2d:GGTGAGCAGCACTCGCCTGC

2r:GGGGGCTGTTTGGAGTAAAG

3d:GAGCCACTGATGCCAGGTC

3r:CAGCCCCAAGCCCTGAACAC

2d:GGTGAGCAGCACTCGCCTGC

3r:CAGCCCCAAGCCCTGAACAC

Fragmento 1

Fragmento 2

Fragmento 3

Fragmento 4

(–177)-(–158)

(–729)-(–709)

(–551)-(–532)

(–583)-(–564)

(–466)-(–447)

(–493)-(–473)

(–385)-(–366)

(–583)-(–564)

(–385)-(–366)

Figura 1. Esquem a de los frag-
m entos en 5’ del gen de apo C-III
am plificados para su análisis por
SSCP. Las flechas horizontales
representan los cebadores em-
pleados para am plificar por PCR
los fragm entos de ADN a anali-
zar. La flechas verticales indican
la posición de los polim orfism os
situados en la región analizada.



m orfism os g.(–479)C > T y 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 com binaciones 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 polim orfism os, que se habían
determ inado previam ente (fragm entos 2 y 3).

No se detectó ningún patrón de SSCP diferente de
los originados por el genotipo de los polim orfism os
citados, en ninguno de los 5 fragm entos analizados.

Las frecuencias alélicas y genotípicas observadas
para los polim orfism os se recogen  en  la tabla 1.
Ninguno de los polim orfism os analizados presen tó
una distr ibución  de genotipos sign ificativam ente
diferen te de la distr ibución  de equilibrio de Hardy-
Weinberg.

Se analizó la posible asociación  de estos poli-
m orfism os con  la concentración  de diferen tes pa-
rám etros lipídicos (tabla 2). Se excluyeron  del aná-
lisis dos su jetos que presen taron  perfiles lipídicos
anóm alos. No se observó una asociación  sign ifica-
tiva en tre los genotipos de los polim orfism os
g.(–78)G > A, g.(–636)C > A, g.(–479)C > T y SstI y
los valores de lípidos en  estos su jetos. E l alelo m e-
nor del polim orfism o g.(–452)T > C se asoció sign i-
ficativam ente (p < 0,05) con  concentraciones bajas
de cLDL. El genotipo de este polim orfism o no pre-
sen tó asociaciones sign ificativas con  la concentra-
ción  de CT, TG ni cHDL, aunque los valores fueron
cercanos a la sign ificación  estadística en  los dos
prim eros parám etros. Asim ism o, el genotipo del
polim orfism o g.(–479)C > T presentó, con  respecto
a la concentración  de cHDL, una asociación  con
un valor de p cercano a la sign ificación  estadística.

La distr ibución  de frecuencias de la com bina-
ción  de los diferen tes genotipos de los polim orfis-
m os –636, –479 y –452, y las concentraciones lipídi-
cas asociadas a cada una de ellas se reflejan  en  la
tabla 3. Se observaron  8 de las 27 posibles com bi-
naciones. E l genotipo del polim orfism o g.(–636)C >

A coincidió con  el genotipo del polim orfism o
g.(–452)T > C en  62 de los 66 su jetos analizados. Al
añadir  el genotipo del polim orfism o SstI, se obtu-
vieron  11 de las 81 posibles com binaciones. La
com binación  m ás frecuente fue 11, 11, 11, 11.
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Figu ra 2. Resultados del análisis de SSCP del fragm ento 4
(–583,–366) en  5’ del gen  de apo C-III. E l patrón  A corresponde
a la com binación  de haplotipos de los polim orfism os
g.(–479)C > T y g.(–452)T >  C11/11; B, a la com binación  11/12;
C, a la com binación  11/22; D, a la com binación  12/21; E , a la
com binación  12/22; F, a la  com binación  22/22.

Tabla 1. Frecuencias genotípicas y alé licas de  los polim orfism os analizados

Polim orfism o
Frecuencias genotipos Frecuencias alélicas

1/1 1/2 2/2 1 2 DE

g.(–78)G > A 0,697 (46) 0,288 (19) 0,015 (1) 0,841 (111) 0,159 (21) ±0,0624
g.(–636)C > Aa 0,455 (30) 0,485 (32) 0,061 (4) 0,697 (92) 0,303 (40) ±0,0784
g.(–479)C > T 0,621 (41) 0,333 (22) 0,045 (3) 0,788 (104) 0,212 (28) ±0,0697
g.(–452)T > C 0,455 (30) 0,455 (30) 0,091 (6) 0,682 (90) 0,318 (42) ±0,0794
SstI 0,848 (56) 0,152 (10) 0,000 (0) 0,924 (122) 0,076 (10) ±0,0452

DE: desviación  estándar, con  in tervalo de confianza del 95%; los núm eros en tre parén tesis indican  el núm ero de su jetos con  cada genotipo o alelo;
aLos polim orfism os g.(–625)G > A y g.(–620)T > del se encuentran  en  com pleto desequilibrio gam ético con  g.(–636)C > A.



Se estim aron  las frecuencias haplotípicas de los
polim orfism os –636, –479 y –452 y se calcu laron
los correspondien tes desequ ilibr ios gam éticos. Las
frecuencias haplotípicas de los polim orfism os esti-
m adas con  el program a 3LOCUS.PAS fueron  m uy
diferen tes de las esperadas en  el equ ilibr io. E l sis-
tem a de tres loci presen tó desequ ilibr io gam ético
global (G = 150,11; p < 0,05). E l desequ ilibr io a
tres vías no fue estadísticam ente sign ificativo (G =
0,00; p > 0,05). Los polim orfism os (–479 fren te a
–452), (–636 fren te a  –452) y (–636 fren te a  –479)

dem ostraron  fuertes desequ ilibr ios gam éticos en -
tre sí (tabla  4).

Asim ism o, se analizó si los loci de la región  pro-
m otora del gen  de apo A-I, 3’ del gen  de apo C-III y
5’ del gen  de apo C-III se encontraban  en  desequili-
brio gam ético. E l polim orfism o SstI se encuentra
en  desequilibrio gam ético con  los cinco polim orfis-
m os en  5’ de apo C-III, aunque éste es m uy inferior
al que presen tan  dichos polim orfism os en tre sí. E l
polim orfism o g.(–78)G > A no presen ta desequili-
brio gam ético con  n inguno de los loci analizados.
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Tabla 2. Genotipo  de  cada polim orfism o estudiado y concentraciones de  lípidos y lipoprote ínas

Polim orfism o Genotipo N CT p a TG p a cLDL p a CHDL p b

(m g/dl) (m g/dl) (m g/dl) (m g/dl)

g.(–78)G > A 11 45 207 ± 35,2 0,975 133 ± 47,5 0,759 153 ± 36,9 0,868 28 ± 6,0 0,799
12 18 206 ± 37,8 143 ± 60,4 148 ± 35,6 29 ± 5,2
22 1 203 147 143 31

g.(–636)C > A 11 30 208 ± 36,7 0,163 140 ± 52,9 0,218 151 ± 33,8 0,115 28 ± 4,3 0,312
12 31 210 ± 33,8 127 ± 46,4 156 ± 37,3 29 ± 6,8
22 3 169 ± 22,3 177 ± 67,4 110 ± 25,7 23 ± 6,7

g.(–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 ± 22,3 20 ± 0,7

g.(–452)T > C 11 30 208 ± 36,6 0,082 142 ± 52,4 0,076 151 ± 33,8 0,033* 29 ± 4,5 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

SstI 11 54 209 ± 34,4 0,286 136 ± 52,0 0,926 153 ± 34,7 0,302 28 ± 5,7 0,959
12 10 196 ± 40,4 134 ± 39,8 141 ± 42,9 28 ± 6,2
22 0 – – – –

N: núm ero de su jetos; CT: colesterol total; TG: tr iglicéridos; cLDL: colesterol ligado a LDL; cHDL: colesterol ligado a HDL;
aSe consideró sign ificación  estadística a partir  de p < 0,05. *Valores estadísticam ente sign ificativos.

Tabla 3. Frecuencia y concentraciones lipídicas de  diferentes com binaciones de  genotipos
en los polim orfism os situados en las posiciones –636, –479 y –452

Polim orfism os Frecuencia CT TG cLDL cHDL
–636 –479 –452 (N = 64) (m g/dl) (m g/dl) (m g/dl) (m g/dl)

1/1 1/1 1/1 0,452 (29) 208 ± 37,2 142 ± 53,3 151 ± 34,4 28 ± 4,4
1/2 1/1 1/1 0,016 (1) 205 135 144 34
1/1 1/1 1/2 0,016 (1) 196 100 146 30
1/2 1/1 1/2 0,161 (10) 229 ± 33,2 103 ± 18,0 178 ± 37,3 30 ± 6,6
1/2 1/2 1/2 0,274 (18) 202 ± 32,2 136 ± 52,6 148 ± 34,3 27 ± 7,1
1/2 1/2 2/2 0,032 (2) 180 ± 18,4 171 ± 60,8 117 ± 1,6 28 ± 7,8
2/2 1/2 2/2 0,016 (1) 144 130 87 31
2/2 2/2 2/2 0,032 (2) 182 ± 7,8 200 ± 76,4 122 ± 22,3 20 ± 0,7

N: núm ero de su jetos; CT: colesterol total; TG: tr iglicéridos; cLDL: colesterol ligado a LDL; cHDL: colesterol ligado a HDL.

Tabla 4. Desequilibrio  gam ético  entre  polim orfism os de  la agrupación génica A-I/C-III/A-IV

g.(–78)G > A SstI g.(–636)C > A g.(–479)C > T g.(–452)T > C

g.(–78)G > A
SstI 3,62
g.(–636)C > A 0,41 6,78*
g.(–479)C > T 0,02 7,35* 58,44*
g.(–452)T > C 0,21 13,86* 89,19* 52,67*

Los valores de G señalados con  un  asterisco fueron  estadísticam ente sign ificativos (para p < 0,05 y 1 df; χ2 = 3,841).



Discusión
En un  grupo de 66 su jetos españoles con  HALP

prim aria hem os determ inado el genotipo de los
polim orfism os g.(–636)C > A, g.(–479)C > T y
g.(–452)T > C, en  5’ del gen  de apo C-III, SstI, en  3’
del gen  de apo C-III y g.(–78)G > A, en  5’ del gen
de apo A-I.

Las frecuencias alélicas de los polim orfism os en
5’ del gen  de apo C-III en  los su jetos con  HALP de
nuestro estudio fueron  sim ilares a las descritas en
trabajos realizados sobre grupos de su jetos norm o-
lipém icos. En  dichos estudios se observó una aso-
ciación  sign ificativa del alelo m enor de estos poli-
m orfism os con  la concentración  de TG, pero no
con  el resto de parám etros lipídicos17,18. Sin  em bar-
go, en  el grupo de su jetos con  HALP analizado en
este trabajo, ún icam ente se observó una asociación
significativa en tre el genotipo del polim orfism o
g.(–452)T > C y la concentración  de cLDL. Tal y
com o han  afirm ado Dam m erm an et al17 y Li et al28,
el alelo m enor de dicho polim orfism o se asocia a
una expresión  elevada de apo C-III. La apo C-III
presen ta un  efecto inh ibidor sobre la actividad de
lipoprotein  lipasa (LPL), responsable de la h idróli-
sis de TG de lipoproteínas r icas en  TG29. Por tan to,
el increm ento en  la expresión  de apo C-III podría
im pedir  o retardar la cascada lipolítica en  la que se
producen  partícu las LDL. De acuerdo con  esta h i-
pótesis, los su jetos que hem os estudiado con  geno-
tipo 2 para el polim orfism o g.(–452)T > C presen-
tan  un  valor de TG superior a los su jetos con
genotipo 1, si bien  esta diferencia no fue estadísti-
cam ente sign ificativa .

En el grupo de su jetos con  HALP estudiados, la
frecuencia alélica del alelo m enor (S2) del polim or-
fism o SstI fue del 7,6%, m uy sim ilar  a la descrita
en  su jetos caucasianos norm olipém icos17,30,31, y no
presentó una asociación  sign ificativa con  n inguno
de los parám etros lipídicos analizados. Algunos au-
tores han  propuesto que el alelo S2 se relaciona
con  valores bajos de cHDL, pero existen  datos con-
tradictorios en  este sen tido32,33. En  cam bio, la  aso-
ciación  del alelo m enor de SstI con  HPTG y enfer-
m edad coronaria se ha dem ostrado en  num erosos
trabajos23,30. La ausencia en  nuestro estudio de di-
cha asociación  podría deberse en  parte a que los
su jetos analizados fueron  seleccionados dentro de
un  rango de concentración  de TG lim itado ( < per-
cen til 95).

Las frecuencias a lélicas observadas para  el poli-
m orfism o g.(–78)G > A en  los su jetos con  HALP
analizados no presen taron  diferencias estadística -
m en te sign ifica tivas con  respecto a  las frecuencias
alélicas observadas previam en te en  60 su jetos del

m ism o or igen  geográfico, con  CT y TG por  debajo
del percen til 60 y cHDL > percen til 7534. Nuestros
resu ltados son , asim ism o, m uy sim ilares a  los
descr itos en  su jetos norm olipém icos, en  los que la
frecuencia  del a lelo A es aproxim adam en te de
0,15-0,2014.

La in terpretación  de los resu ltados relativos a  la
frecuencia alélica de un  polim orfism o ha de reali-
zarse con  precaución . En  prim er lugar, en  poli-
m orfism os con  con ten idos in form ativos (PIC) in -
term edios es necesario analizar  al m enos a  varios
cien tos de individuos para dem ostrar  la  asociación
de uno de los alelos con  un  determ inado rasgo. Si
el PIC es m enor, el núm ero de su jetos que debe-
m os analizar  se increm enta inversam ente35. Por
otro lado, si com param os las frecuencias alélicas y
los fenotipos de diferen tes grupos de su jetos, es
conven ien te que todos ellos tengan  el m ism o ori-
gen  geográfico y posición  socioeconóm ica. En  este
sen tido, los resu ltados con tradictor ios observados
en  num erosos estudios podrían  deberse a  que los
polim orfism os estudiados sean  específicos de cier -
tos grupos de población , o bien  a  que, a  pesar  de
no ser  funcionales, presen ten  una asociación  im -
perfecta  con  un  determ inado fenotipo debido a
que estén  en  desequ ilibr io gam ético con  otros po-
lim orfism os o m utaciones funcionales, cuya fre-
cuencia varíe en tre las distin tas poblaciones36. Asi-
m ism o, es preciso no olvidar  que las diferencias
am bien tales pueden  desem peñar  aún  un  papel im -
portan te en  las diferencias fenotípicas observadas,
a  juzgar  por  los valores de heredabilidad estim a-
dos por  diversos au tores para la  concen tración  de
cHDL. Debe recordarse que se en tiende por  facto-
res am bien tales todos aquellos efectos que no co-
rresponden  a la  acción  de los genes, ya sea aditiva,
de dom inancia o epistática.

Los desequilibrios gam éticos calcu lados a partir
de la estim ación  de los haplotipos indicaron  que
los polim orfism os g.(–479)C > T, g.(–452)T > C y
g.(–636)C > A se encuentran  en  desequilibrio gam é-
tico en tre sí, y, en  m enor m edida, con  el locu s SstI,
lo que está de acuerdo con  observaciones pre-
vias17,18. E l polim orfism o g.(–78)G > A no presen ta
desequilibrio gam ético con  los otros loci estudia-
dos. Dado que al analizar el fragm ento (–729, –532)
solam ente se observaron tres patrones de SSCP di-
ferentes, se asum ió que los polim orfism os g.(–636)C
> A, g.(–625)G > A y g.(–620)T > del se encontraban
en  com pleto desequilibrio gam ético. Dam m erm an
et al17 determ inaron  que los tres polim orfism os te-
n ían  el m ism o genotipo en  173 su jetos analizados,
m ientras que Surguchov et al18 obtuvieron  idéntico
resu ltado en  624 de 626 su jetos estudiados. E l ge-
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notipo del polim orfism o g.(–636)C > A coincidió
con  el genotipo del polim orfism o g.(–452)T > C en
el 94% de los su jetos analizados, proporción  ligera-
m ente in ferior a la observada por Dam m erm an
(98%).

Por tan to, los resu ltados observados en  el grupo
de su jetos con  HALP estudiados indican  que el ge-
notipo de los polim orfism os g.(–78)G > A, en  5’ del
gen  de apo A-I, g.(–636)C > A, g.(–625)G > A,
g.(–620)T > del, g.(–479)C > T y g.(–452)T > C, en
5’ el gen  de apo C-III, y SstI, en  3’ del gen  de apo
C-III, n o t ien e u n  efecto sign ifica tivo sobre la
con cen tración  de cH DL, por  lo qu e es probable
qu e tam poco sean  im por tan tes en  la  regu lación
de la  con cen tración  de apo A-I en  p lasm a. E s po-
sib le qu e existan  m ú ltip les factores, adem ás de la
expresión  h epática , qu e determ in en  la  con cen tra-
ción  p lasm ática  de apo A-I, com o las m odifica-
cion es postradu ccion a les, el ca tabolism o y la  se-
creción , sin  olvidar  los factores am bien ta les, en
el m ás am plio sen tido del térm in o (edad , sexo,
t ipo de vida , n ivel socioecon óm ico y cu ltu ra l,
etc.). E l an á lisis por  SSCP n o detectó n in gu n a
m u tación  n o descr ita  previam en te en  las region es
prom otora (–256,+3) en  5’ del gen  de apo A-I, n i
exaltadora (–729, –366) en  5’ del gen  de apo C-III.
Por  tan to, nuestros resu ltados sugieren  que las
m utaciones en  las regiones regu ladoras de la  ex-
presión  de apo A-I no justifican  un  porcen taje sig-
n ificativo de casos de HALP, si bien  para confir-
m ar este hecho ser ía  necesario estudiar  un
núm ero m ayor de su jetos que el analizado en  el
presen te trabajo. Fu tu ros estudios en  este sen tido
perm itirán  conocer  en  m ayor profundidad el sign i-
ficado biológico de las m utaciones en  regiones re-
gu ladoras de la  expresión  gén ica.
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