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a hipercolesterolemia es un factor de riesgo 
para el desarrollo de enfermedad cardio-
vascular. Se han descrito alteraciones en los 

genes codifi cantes del receptor de lipoproteínas de baja 
densidad (LDLR) y de su ligando, la apolipoproteína B-100 
(APOB-100) asociadas al fenotipo hipercolesterolémico. 
El objetivo de este estudio fue investigar  mutaciones en 
el exón 26 del gen APOB-100 para contribuir al diagnós-
tico de Apolipoproteína B defectuosa familiar (FDB). La 
mutación fue investigada por PCR-SSCP y secuenciación 
de una región de 345 pb del exón 26 del gen ApoB-100 
en 322 pacientes hipercolesterolémicos. Se detectó una 
mutación heterocigota Arg3480Pro en un paciente, sin 
embargo esta variante se asoció a una hipercolesterole-
mia moderada, mientras que una mutación silente fue 
identifi cada en el codón 3517 de tres individuos. El fe-
notipo hipercolesterolemico podría estar modulado por 
interacción con versiones alélicas del gen ApoE identifi -
cadas. El diagnóstico molecular de FDB puede contribuir 
al desarrollo de terapias individualizadas y nuevos esque-
mas terapéuticos para disminuir el riesgo cardiovascular 
en los individuos afectados.

Palabras clave: hipercolesterolemia, ApoB-100, Apolipo-
proteína B defectuosa familiar, mutación Arg3480Pro  

ypercholesterolemia is a risk factor for 
cardiovascular disease. Alterations in the 
genes encoding low density lipoprotein re-

ceptor (LDLR) and its ligand, apolipoprotein B-100 (ApoB-
100) are associated with hypercholesterolemic phenotype. 
The aim of this study was to investigate mutations in exon 
26 of ApoB-100 gene to contribute to the diagnosis of 
familial defective apolipoprotein B (FDB). The mutation 
was investigated by PCR-SSCP and sequencing of a re-
gion of 345 bp of exon 26 of ApoB-100 gene in 322 hy-
percholesterolemic patients. A Arg3480Pro heterozygous 
mutation was detected in a patient, however this vari-
ant was associated with moderate hypercholesterolemia, 
whereas a silent mutation in codon 3517 of three indi-
viduals was identifi ed. Hypercholesterolemic phenotype 
could be modulated by interaction with alleles versions 
of the APOE gene identifi ed. The molecular diagnosis of 
FDB can contribute to the development of individualized 
therapies and new therapies to reduce cardiovascular risk 
in affected individuals.

Keywords: Hypercholesterolemia, ApoB-100, familial de-
fective apolipoprotein B, Arg3480Pro  mutation
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as enfermedades cardiovasculares (ECV) ocu-
pan el primer lugar entre las causas de mor-
bilidad y mortalidad a nivel mundial1,2. La hi-

percolesterolemia es una de las dislipidemias más frecuen-
tes asociadas a riesgo cardiovascular3,4.  El incremento 
en la concentración de colesterol y lipoproteínas de baja 
densidad (LDL-Col) podría ser el resultado de transporte 
inefi ciente  de LDL-Col, debido a alteraciones en el gen 
codifi cante del receptor de LDL-Col (LDLR), un desorden 
genético autosómico dominante, conocido como hiper-
colesterolemia familiar (FH), caracterizado por niveles ele-
vados de colesterol, presencia de xantomas tendinosos y 
enfermedad cardíaca coronaria   o el ligando, la apopro-
teina B-1005-7.

Otro defecto genético que altera el transporte de coleste-
rol es la apoproteina B defectuosa familiar (FDB), una en-
fermedad autosómica codominante, debida a mutaciones 
en el gen de la apoproteina B-1008-11. La mayoría de las 
mutaciones en ApoB-100, se localizan en una región del 
exón 26  que codifi ca el dominio de unión de ApoB-100 al 
receptor de LDL9-12. Estas mutaciones afectan el transporte 
de LDL al interior celular, conduciendo al incremento de la 
concentración de LDL circulante. El defecto más común 
en el gen ApoB-100 es un cambio CGC a CAG en el co-
dón 3500 (Arg3500®Gln), mutación que  disminuye la 
afi nidad de unión de ApoB-100 a LDLR (8,10,11), aunque 
también  se han descrito  mutaciones Arg3500®Trp12-14 y 
Arg3531®Cys15,16.

La incidencia de mutaciones heterocigotas FDB, en des-
cendientes europeos, norteamericanos y la mayoría de 
las poblaciones estudiadas se ha estimado en 1:500 a 
1:7009-12. En vista de la asociación entre la mutación en 
regiones de unión del ligando de ApoB-100 con riesgo 
cardiovascular,  la investigación de estas mutaciones es 
de gran valor para determinar el riesgo potencial de ate-
roesclerosis prematura.

El objetivo de este trabajo fue investigar mutaciones en 
la región codifi cante del dominio de unión del gen de la 
apolipoproteina B-100 para contribuir al diagnóstico de 
Apolipoproteína B defectuosa familiar (FDB).

Población y Muestra
Se evaluaron 322 pacientes hipercolesterolémicos (coles-
terol total mayor de 240 mg/dl) en edades comprendidas 
entre 25-70 años que asistieron a consulta en el Centro 
de Investigaciones Endocrino-Metabólicas “Dr. Félix Gó-
mez” de la Universidad del Zulia (Estado Zulia,Venezuela). 
El grupo control consistió en 120  participantes volun-
tarios de la comunidad con valores de colesterol total 
≤200 mg/dl. El protocolo de investigación fue aprobado 
por el Comité de Bioética del Fondo Nacional de Cien-
cia, tecnología e Innovación (FONACIT) del Ministerio del 
poder popular para la Ciencia, Tecnología e Industrias In-
termedias. Los participantes fi rmaron un documento de 
consentimiento de participación, previa información de la 
naturaleza del estudio. 

Evaluación de laboratorio 
Se determinaron valores de colesterol y triglicéridos por 
métodos enzimáticos utilizando reactivos comerciales Hu-
man GmbH (Alemania) y equipo Smart Lab. Cualquier al-
teración en los niveles lipídicos se confi rmó, al menos una 
vez, con otra determinación en un período de dos sema-
nas siguiendo recomendaciones de la Asociación America-
na del Corazón y Colegio Americano de Cardiología (AHA 
y ACC)3. Para hipercolesterolemia de etiología genética se 
consideraron valores de colesterol total ≥ 240 mg/dL.   

Análisis SSCP 
(Single Strand Conformation Polymorphism)
El ADN genómico fue preparado por el método de sal-
ting-out17. Se amplifi có por PCR una región de 345 pb del 
exón 26 del gen ApoB-100, correspondiente a nucleóti-
dos 10551-10895, utilizando oligonucleótidos iniciado-
res y condiciones de amplifi cación descritas previamen-
te12. Se utilizó termociclador MJ Research PTC-100. Los 
oligonucleótidos fueron sintetizados por Maxim Biotech, 
INC, USA.

2 µl (250-350 ng) del producto de PCR  se mezcló con 
igual volumen de buffer formamida (950 ml/L formami-
da, 10 mM EDTA, 1g/L bromophenol blue, 1  g/L xylene 
cyanol), se desnaturalizó a 95ºC por 10 minutos y se co-
locó sobre hielo. Las muestras fueron cargadas en geles 
de poliacrilamida GeneGel SSCP (Amersham Biosciences) 
y corridos a 200 V en equipo GenePhor electrophoresis 
Unit (Amersham  Biosciences) a 4ºC por 2 horas. Los geles 
fueron teñidos con nitrato de plata y visualizados en lám-
para de luz blanca.

Análisis de mutación Arg3531Cys
La mutación Arg3500Cys fue investigada por análisis de 
restricción del producto de PCR de 345 pb. La sustitución 
de nucleótidos CGC (Arg) por TGC (Cys) introduce un sitio 
de restricción para la enzima en el nucleótido 1079915.  Se 
utilizó la enzima NsiI (Promega) y los productos de diges-
tión se analizaron en geles de agarosa al 2%. 
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Secuenciación  
Los productos con alteraciones en el patrón de migración 
fueron purifi cados  con kit de purifi cación para produc-
tos de PCR (Promega), siguiendo instrucciones de la casa 
manufacturera. La secuenciaciación se  llevó a cabo en se-
cuenciador automatizado ABI Prism  310 (Applied Byosis-
tems), utilizando kit de secuenciación BigDye v3.0 (Applied 
Byosistems). Las secuencias obtenidas se compararon con 
secuencias de las bases de datos, utilizando el algoritmo 
Blast (disponible en http://www.ncbi.nlm.nih.gov)18.

Genotipo del gen ApoE
Se determinaron genotipos de ApoE, debido a que las iso-
formas de la apoproteina E también podría ejercer algun 
efecto sobre posibles fenotipos de FDB. El genotipo de 
ApoE se llevó a cabo por análisis de restricción con la en-
zima HhaI19.

n este estudio se investigaron mutaciones 
en una región del exón 26 involucrada en la 
unión al receptor de LDL-col del gen codifi -

cante para la apoproteína B-100 en  310 pacientes hiper-
colesterolémicos que asistieron a consulta en el Centro de 
Investigaciones Endocrino-Metabólicas de la Facultad de 
Medicina de la universidad del Zulia durante el periodo  
Marzo 2007 hasta septiembre 2009. El grupo incluyó pa-
cientes no relacionados, con valores promedio de coleste-
rol total  de 240 ± 24,3 mg/dl y triacilglicéridos de 162 ± 
35,6 mg/dl.

A través de un análisis SSCP de la región que comprende 
los nucléotidos 10551 a 10895 (codones 3448 a 3561) del 
exón 26 del gen apoB-100, se selecciomaron fragmentos 
de ADN que exhibieron patrones de migración alterado 
para se sometidos a secuenciación. En uno de los pacien-
tes, (paciente 223) se detectó una transición G a C en 
el codon 3480 (CGG 3480 CCG), lo cual se traduce en 
una sustitución del aminoácido arginina por prolina (Ar-
g3480Pro) (Figura 1). 

En los fragmentos de los otros tres pacientes (205, 243 y 
297) se detectó una transversión T a G en el tercer nucleó-
tido del codón 3517 (CTT 3517 CTG), sin embargo este 
cambio no afecta la traducción de la proteina, al tratarse 
de una degeneración del codón para la leucina. 

Debido a que  las isoformas del gen ApoE también han 
sido asociadas en la concentración de lípidos séricos, en 
este estudio se incluyó la genotipifi cación de ApoE para 
evaluar posible contribución de otros productos génicos al 
fenotipo hipercolesterolémico en presencia o ausencia de 
alterciones en el gen ApoB-100.  

En la tabla 1 se  especifi can las concentraciones de lípidos 
séricos, la edad de los pacientes y el genotipo de ApoE. El 
paciente con la mutación Arg3480Val y uno de los pacien-
tes con la variante silente Leu3517resultaron heterocigo-
tos para el alelo ε4 (pacientes 223 y 243). 

   

Considerando la posibilidad de que las condiciones del  
análisis SSCP utilizadas en este trabajo, estandarizadas 
inicialmente para el análisis de mutaciones en el codon  
350012, fallaran en detectar ApoB-100 Arg3531®Cys,  esta 
mutación fue investigada por análisis de restricción con la 
enzima  NsiI,  debido  a que la sustitución de nucleótidos 
CGC (Arg) por  TGC (Cys) introduce un sitio de restricción 
para la enzima en el nucleótido 1079915. Esta mutación no 
fue encontrada en ninguno de los pacientes. 

Todas las alteraciones descritas  exhibieron carácter hete-
rocigoto. Las mismas alteraciones en la región del exon 
26 de ApoB-100 fueron investigadas en 120 pacientes 
normolipidémicos, los cuales fueron incluidos en el estu-
dio para validar posibles asociaciones entre variaciones de 
secuencias y alteraciones de lípidos séricos. No se encon-
traron las alteraciones antes descritas. 
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Figura 1

Resultados de alineamiento de secuencia del exon 26 del gen ApoB con la Base de 
datos, utilizando algoritmo Blast. La secuencia superior (Query) corresponde al exon 26 
del gen ApoB del paciente y la secuencia inferior (sbjct) es la secuencia de referencia de 
la base de datos utilizada para la comparación. Se muestran  solo 180 nucleótidos del 
fragmento evaluado y se destaca el cambio Arg3480Pro.

Tabla 1. Niveles de lípidos séricos y genotipos de ApoE de individuos 
con sustituciones de nucleótidos
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205 M 41 Leu3517 Leu 123 245 182 26 ε3ε3

223 F 74 Arg3480Pro 126 268 167 36 ε3ε4

243 F 48 Leu3517 Leu 84 293 169 38 ε3ε4

297 M 59 Leu3517 Leu 134 247 87 35 ε3ε3
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l fragmento de 345 pb utilizado en e análisis 
SSCP incluye los nucleótidos 10551 a 10895 
del exón 26 del gen apoB-100 (codones 3448 

a 3561), una región involucrada en la unión al receptor de 
LDL-col donde  mapean  la mayoría de  mutaciones aso-
ciadas a FDB. 

La mutación ApoB R3500Q es una transición G a A en el 
nucleótido 10708, descrita en la mayoría de las poblacio-
nes caucásicas8-11,16,20,21. La mutación R3500W resulta de 
una transición C a T en el nucleótido 10707 y parece ser la 
alteración predominante  asociada a FDB en poblaciones 
asiáticas12-14,22. Se ha demostrado que estas mutaciones  
disminuyen la afi nidad de unión de LDL-col al receptor de 
LDL8,12,13,15,22.

La mutación Arg3531Cys descrita posteriormente es 
menos frecuente y aunque en cultivos de fi broblatos se 
ha señalado una disminución en la afi nidad de unión de 
ApoB-100  al receptor15,16, otros estudios señalan que esta 
variante alélica no debería ser considerada como causante 
de FDB23.

En este estudio se detectó una mutación CGG®CCG en el 
codón 3480, que causa un cambio Arg3480Pro, sin em-
bargo esta mutación se asoció a una hipercolestrolemia 
moderada. La mutación ha sido reportada previamente en 
individuos Daneses24, pero  no ha sido bien caracterizada 
y no se ha evaluado la afi nidad de la partícula de LDL-col 
con esta versión alélica al receptor de LDL-col. Adicional-
mente se debe resaltar  que la presencia del alelo ε4  del 
gen ApoE, el cual se ha asociado a niveles elevados de 
colesterol sérico en nuestro medio19, podría estar contri-
buyendo al fenotipo hipercolesterolémico en este pacien-
te de manera individual o en interacción con  la versión 
mutada de la proteína ApoB-100 identifi cada.

Se ha señalado que el codón de arginina CGG, incluye el 
dinucleótido hipermutable que se asocia a mutaciones en 
varios genes14, sugiriendo que pudieran existir otras muta-
ciones en otros residuos de arginina en el gen APOB.

Las transversión T a G en el tercer nucleótido del codón 
3517 (Leu 3517) detectada en tres pacientes, ha sido re-
portada previamente13, sin embargo esta alteración en la 
secuencia constituye una mutación silente que no cambia 
la secuencia de aminoácidos de la proteína y no se ha de-
mostrado que este polimorfi smo modifi que la expresion 
del gen, por lo cual su relevancia clínica en cuanto a su 
asociación con FDB es incierta. La elevada concentración 
de colesterol en el paciente 243, podría estar relacionada 
con la presencia del alelo 4  del gen ApoE. 

Los métodos para detectar solo mutaciones específi cas, 
tale como R3500Q por hibridización alelo específi ca pue-
den fallar en detectar otras variantes que pudieran resultar 
de interés clínico en  poblaciones particulares. Es impor-
tante extender  el estudio a  un mayor número de indivi-
duos y sus familiares  para  incrementar la sensibilidad de 
detección, debidos a que las frecuencias reportadas para 
las mutaciones  en diversas poblaciones se encuentran en 
el rango de 1:500 a 1:700. En este estudio fue detectada  
una mutación  en 312 individuos (1:300), no descartándo-
se la presencia de otras mutaciones en el codon 3500 en 
la población evaluada. La evaluación de un mayor número 
de pacientes está en progreso.

Esta investigación representa el primer estudio realizado 
en la población para la caracterización molecular de de-
fectos genéticos en el gen ApoB en pacientes hipercoles-
terolémicos. La importancia de la caracterización molecu-
lar de  alteraciones genéticas asociadas a hipercolesterole-
mia ha sido resaltada por diversos autores25, debido a que 
puede contribuir al desarrollo de terapias individualizadas 
y nuevos esquemas terapéuticos para disminuir el riesgo 
cardiovascular asociado a niveles elevados de colesterol, lo 
cual ha sido resaltado por diversos . 
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