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Resumen 

-:__.:.---_:.:;_:_.._· . .!.í.:!J.J ! 
RESUMEN ·-·----' 

La hipercolesterolemia familiar heterocigota (HF) es una de las enfermedades 

hereditarias más frecuentes, se caracteriza por la elevación de los niveles en plasma de 

las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y el desarrollo prematuro de la enfermedad 

arterial coronaria (EAC). En este trabajo estudiamos una familia con hipercolesterolemia 

familiar ligada al cromosoma 1 banda p32. lnteresantemente, algunos de los miembros 

afectados con HF no mostraban evidencia de enfermedad ateroesclerótica a edades 

avanzadas, lo que correlacionaba con la presencia de nive,les elevados de la lipoprotelna 

de alta densidad (HDL) o hiperalfalipoproteinemia (HA) en estos individuos. Por el 

contrario, la enfermedad arterial prematura era evidente en aquellos miembros con 

hipercolesterolemia familiar sin la presencia de hiperalfalipoproteinemia. El estudio de 

esta familia permitió establecer que el rasgo de· hiperalfalípoproteinemia que protege 

contra el desarrollo de fa EAC, presentaba también una forma de herencia autosómica 

dominante, con un patrón de segregación independiente de la hipercolesterolemia 

familiar. A través del escrutinio del genoma, identificamos un locus en la banda p12.13-

q13 del cromosoma 6 ligado a niveles elevados de HDL (HA) en esta familia. El análisis 

de Jos haplotipos de esta región del cromosoma 6, definió Ja localización del gen a un 

intervalo de 7.32 cM (73-80 cM de pter). flanqueado por los marcadores 0651280 y 

0651275. A través del análisis de ligamiento paramétrico de dos-puntos y el análisis de 

múltiples puntos se obtuvo un LOO score máximo de 3.05 y 3.17, respectivamente. Este 

hallazgo fue confirmado a través de un análisis de ligamiento no-paramétrico de múltiples 

puntos. con un score máximo de 3.78 (P=0.0009). Por lo tanto, proponemos que este 

locus (6p12.3-q13) ligado a niveles elevados de HDL. confiere protección contra el 

desarrollo de la EAC prematura en un fondo aterogénico de hipercolesterolemia familiar. 
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ABSTRACT 

Heterozygous familial hypercholesterolemia (FH) is ene of the most frequent 

hereditary diSorders, is characterized by an isolated elevation of LDL particles that 

leads to premature coronaÍy heart d.isease (CHD), usually befare age 60. We· studied . . 

an extended multigenerational kin'dred ~ith FH linked to chíoill~SCnTI·e:._.Jp32 :in which 

atherosclerotic compfications we;;\~~ii'h'.~~/:~~'11ye~t! ~~,'.'.,,~~~~~~;~-~ .· ií(; irldi~Íd~·als with 

elevated high-density -· _1¡p~~r~i~'i~ :::1:~-~: i~~-í·~~-~~-i~-,--:_>; ,:";i~~~¡·s_·./· ;<~-.d-ú:n:.~C) ar 

hyperalphalipoproteinemia CHA). · P~.~µ~iJ;;.¡iH:o·/~i-:~¡;~~z;.<(íf1~~·1rÍclividua1s 
without HA. The study of this famlly._established-that"thé"HA'_trail'in the .family also 

:- _-- --~ '. _-_: 1 .:-~,.~~~'. .:---~::.':~-"-~- ,_,,, <~·- •• _.,:~;"-·:::. _:-'.:::-)-}:.;; __ -::_ :-~:. ·- - ::.:~:-··· -_ - :-_" -

followed an autosomal domi~a~-\-~-~-~ .. ~--~--~f :: ¡~~-~~-~~-~~-~~ > ~~~-~-/~-.. --~~tte~r:i: · ~'~: ~~~-~~~-~tión 

::~~:",::::sf:::> ~~:~~ :;:i;:~"i~if Jé}:;jj:~Jctf~iI;.~1G~E~,~1~::!º?-,t':v:::: 
cM interval (73-80 cM frÓm j:íterlf;1aik.;;~; iJJs~arkers ; ~s~1-2~i>: a'l"ld ·.• oss 1275 . 

. - é~--'.r::_': _, ... ---~'---·<" ~ ·;._;_·- , ,,_:-:.' .·. : .-.__:_.:..:_-;-~·" 

Parametric two-point and nÍ~l!ip~;-~i ~°".a1~~~~~~ií~~c¡~-~a~~".'ú3- LO~ seores of 3.05 

and 3.17. respectively. _·ThiS~ ___ fin·d~ri9··-~~-~:::·~~-~~~n1-~~\with"._3 ~.':1ó'~-~á-~~m-~tric m~ltipoint 

score of 3.78 (P=0.0009). VÍte_propose uíát this locus ·csp12.3-qfa}; linked io elevated 

HDL-C Jevels confer.S pr~t-~ctiO.n·ágainst p~em3ture· Ct-:1i;' wi~~_in ~ FH context. 
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Introducción 

l. INTRODUCCIÓN 

1. Lipidos y lipoproteinas plasmáticas 

1.1. Generalidades 

Los lipidos son componentes fundamentales en la estructura de tas 

membranas celulares, y representan para la célula la mayor fuente de energía 

metabólica. Además, algunos de ellos sirven como reserva energética (Ej. los 

triacilgliceroles), como precursores de hormonas esteroideas y ácidos biliares (Ej. 

el colesterol), y como mensajeros intracelulares y extracelulares (Ej. 

prosta9landinas y fosfatidilinositol) {Yea9le 1985; Russell et al. 1999). 

Los lipidos plasmáticos más importantes clinicamente son el colesterol y los 

triacilgliceroles (TG), ambos insolubles en agua, por lo que son transportados en la 

sangre unidos a protelnas (apolipoproteinas). formando macromoléculas llamadas 

lipoproteinas {He9ele 2001). 

1.2. Apolipoproteinas 

Las apolipoproteinas son un grupo de protelnas anfip.áticas. (¡ue s~ asocian -

a algunos pasos bioquimicos del metabolismo de los.~1fP~d-~S.<·L~s masaS 

moleculares de las apolipoproteinas abarcan un intervalo.de men?s. de.7 koa·(apo 

C-1) a mas de 500 kDa {apo B-100 y apo [a]). 

La mayoría de las apolipolipoproteinas son solubles y s9, unen fácilmente a 

las estructuras lipídicas. tanto in vítro como in vivo. por I~··· q~·e. é~·-~~un ~j.n_ici~ s~ 
sugirió que eran únicamente vehículos para la solubilización·y el.~ransporte de los 

lípidos en el plasma. Evidencias recientes. sugieren que .. las .a·polipoProteinas 

también tienen funciones activas en el metabolismo de las lipoproletli~~.":actüando 
como ligandos para receptores de lipoproteinas. asi como· ·.cO~factoÍ~s para 

enzimas lipoliticas y proteinrts transferidoras de lfpidos (Kwiterovich ·2ao2a). 
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Introducctón 

1.3. Lipoproteinas 

En el hlgado Y. en el intestino se "empaquetan" los llpidos provenientes de la 

dieta o sintetizados en dichos tejidos. formando particulas lipoproteicas 

(lipoproteinas). Las lipoproteinas plasmáticas son macromoléculas esféricas 

formadas de llpidos y protelnas (apolipoproteinas). Con excepción del colesterol 

libre, los lipidos transportados por las lipoproteinas son casi siempre complejos. 

incluyendo ésteres de colesterol. triacilgliceroles y fosfolipidos. Las lipoproteinas 

presentan un núcleo lipfdico no·polar con una cubierta hidrofilica constituida por 

colesterol libre, fosfollpidos y apolipoprotelnas (Kwiterovich 2002a). 

El transporte de los Jipidos en sangre se realiza a través de diferentes 

lipoproteinas. Los triacilgliceroles son transportados principalmente por los 

quilomicrones (QM) y las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL, very low 

density lipoproteins). El colesterol a su vez. es transportado por las lipoproteinas 

de baja densidad (LDL, low density lipoproteins) y por las lipoprotelnas de alta 

densidad (HDL, high density lipoproteins). 

Las lipoproteinas son clasificadas con base en su tamano_Y ~~f!SJdSd.~.entre _ 
otras caracteristicas (Tabla 1). En orden decreciente a su d_~-~s:i~ad·--~'é~:_l!bican 
inicialmente las HDL. LDL. VLDL y los QM. 

El metabolismo de las lipoproteinas es una red corTI~lej.~ _·éf~~--p~oCesos 

bioqulmicos, incluyendo el ensamblaje, la secreción y el catabolismo.'. (Hegele 

2001). 

Las alteraciones en las concentraciones de estas macromoléculas 

(lipoprotelnas) se denominan dislipidemias. Su importancia· i:linica· radica en ta 

demostrada relación entre las dislipidemias, principalmente. la hipercolesterolemia 

familiar (HF). y el desarroilo prematuro de la ateroesclerosis (Gotto 1998; · Castelli 

1984; Grundy et al., 1999). 
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Tnbln t. Alj.!unns características hioquimicas de lus lipoprolcinas 

Llpoproteinas Densidad Lipldos Apollpoprotelnas Movilidad 

principales (glmL) principales electroforétlca 

Ouilomicrones < 0.95 triglicéridos apo 8-48, apo A·I, Permanecen en el 

apo A·ll, apo C·I. sitio de origen 

apo C-11, apo E 

Remanentes de < 0.95 lriglicéridos apo 8-48. apo E 11 
quilomicrones 

VLDL 0.95·1.006 triglicéridos apo s-100, pre·P o «2 

apo C-1, apo C·ll, 

apo C-111, apo E 

IDL 1.006·1.019 triglicéridos, apo 8·100, pre-P lenta 

colesterol apo C·I, apo C·ll, 

apo C·llf. apo E 

LDL 1.01e.1.063 colesterol apo B-100 p 
Lp(a) 1.040.1.090 colesterol Apo (a). pre·tl lenta 

Apo B-100 

HDL2 1 .063--1.125 Fosfollpidos, Apo A-1, apo A-11. 

colesterol Apo C-1. apo C·ll, 

Apo C-111. apo E 

HD'-3 1.125-1.210 Fosfolipidos, Apo A-1, apo A·ll, 

colesterol Apo C-1, apo C·ll, 

Apo C-111, apo E 

Apo= apolipoprotcinas ,\/odiflcuJa di! K·witl!ro\-·ich :?OO:?a. 

2. Hipercolesterolemla familiar 

2.1 Aspectos históricos de la hipercolesterolemia familiar (HF). 

La presencia simultánea de xantomas e:n t~-"~c:>.!"1~5·~··y -~e ateromas· fue 

descrita en repetidas ocasiones antes de 1900: (F.agge. 1873; Fox· 1879). En el 

siglo XVII. Frans Hals fue probable~ente ·el~:. ~·~i~.~-r-¡;··!~.·e:.;-,:::·~~~~~~r xanto~as 
tendinosos, lo cual quedó plasmado en su pintur.¡· P~rtrait of an Elderly.Lady, en la 

que se muestra una mujer de 60 anos con lesiones en el dorso de las manos 

parecidas a lo que hoy conocemos como xantomas. por lo que pudiera ser el 
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primer caso de hipercolesterolemia familiar (HF) que se tenga registro (Erkelens y 

Sherwood 1989). A finales de los años 30's, Müller y Thannhauser describieron 

una eÍ"lfermedad hereditaria con presencia de colesterol plasmático elevado. 

acumulación de colesterol en los tendones y enfermedad coronaria a edades 

tempranas (Müller 1938,1939, Thannhauser y Magendantz 1938). En 1954, 

Gofman y colaboradores demostraron que la hipercolesterolemia se debla al 

aumento selectivo de las partlculas LDL. Estudios cllnicos realizados por 

Khachadurian en los años 60's confirmaron la herencia autosómica dominante de 

la HF y permitieron establecer las bases clínicas que diferencian las formas 

heterocigotas y homocigotas de la enfermedad (Khachadurian 1964). Todos estos 

hallazgos fueron las bases para los estudios realizados por Brown y Goldstein 

sobre el receptor LDL (RLDL), que permitieron posteriormente conocer la función 

principal de este receptor en la regulación del metabolismo de las LDL (Goldstein y 

Brown 1974, Brown y Goldstein 1976, Brown et al. 1981). 

En 1985, Brown y Goldstein elucidaron la ruta del receptor LDL (Figura 1): 

Después de la slntesis de la protelna precursora del RLDL de 120 kDa, este es 

transportado del reticulo endoplásmico al aparato de Golgi con un aumento en el 

peso molecular de la proteína (160 kDa) debido a un proceso de glucosilación. Del 

aparato de Golgi, Ja proteina madura es transportada a la superficie celular dónde 

migra a regiones especializadas de la membrana plasmática llamadas vesiculas 

cubiertas (coated pits). Una vez en estas envolturas, el receptor se une a la 

membrana plasmática. funcionando como un dímero (van Driel et al. 1987. Patel et 

al. 1993). Posteriormente, reconoce a su ligando (apolipaproteina 8-100) y entra a 

la célula por medio de endocitosis mediada por el receptor. En las endosomas, el 

receptor se disocia de la particula LDL y es reciclado a Ja superficie celular, 

pudiendo participar de nuevo en el proceso de endocitosis. Las LDL liberadas son 

degradadas en los lisosomas. 

La síntesis del RLDL es regulada a través de la enzima 3-hidroxi-3-

metilglutaril coenzima A reductasa (HMG CoA Reductasa), la cual representa el 

paso limitante en Ja biosfntesis endógena del colesterol (Brown y Goldstein 

1974a). 
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FiJ.:Un.a l. n.utu del receptor LDL en célulus tic mamíferos (modificada de Brown y Goldstcin 
1985). . . ' . . 

Los estudios pioneros de Brown y G01dste;~_::;~=-¿r~~ .. reSiizados en 

fibroblastos aislados de biopsias de piel de sujetos con fo'rOi'aS .. hOmoCiQotas de la 

hipercolesterolemia familiar (HF). Estos estudios per~·iti~r~~-·;_~~t~-bl~'cer que los 

heterocigotos para la hipercolesterolemia familiar (un'ci -c~Pia' de1 9e-n ·n~rmal y Otra 

defectuosa) expresan solamente la mitad de los niv~les_nO~rr1818s del ~eceptor LDL 

sobre la supeñicie de sus células, mientras que los.homocigOtos (las _dos- copias 

del gen defectuosas) expresan poco o nulo receptores en.la superficie celular. El 

número reducido de receptores LDL en estos pacientes. provoca una disminución 

de las LDL transportadas del plasma hacia el hfgado, lo cual explica los altos 

niveles de LDL-colesterol encontrados en los individuos con hipercolesterolemia 

familiar (Brown y Goldstein 1974b). Por la gran importancia de estos 
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conocimientos, Brown y Goldstein fueron galardonados con el premia Nobel en 

fisiologla en el año 1985. 

2.2. Aspectc>s cliniCOs de la hipercolesterolemia familiar (HF) 

Al~u.r:i~~'-~-~t·~·d.i_~S:_:~n re~rospectiva, han permitido caracterizar cltnicamente a 
la hipercolesterolemia familiar (HF), mostrando dos formas de presentación para la 

enfermed.;cÍ:, het~rocigotC>s' y homocigotos (Jensen et al. 1967; Christe~sen y 

H0rder 197·1·; Sch¡ott et.al' ·1972; Heiberg y. Berg 1976; Beaumont et al. 1976; 

Sprecher et al. 1984; Miettine'n y Gylling 1988). 

2 .. 2.1. Heterocigotos para la hiperco/esterolemia familiar (HF) 

En heterocigotos, la hipercoleste~olemia es menos grave y está presente en 

casi todos los sujetos desde su nacimiento (Kwiterovich et al. 1973; 1974). La 

frecuencia de la HF es elevada en la población general (de forma aproximada uno 

de cada 500 sujetos la padecen). Los niveles de colesterol total y LDL-colesterol 

incrementan al doble o triple de los niveles normales (300-400 mg/dL y >250 

mg/dL, respectivamente). La aparición de xantomas en et tendón de Aquiles y 

tendones extensores de las manos son específicos de la enfermedad, aunque 

solamente el 30°/o de los pacientes heterocigotos han desarrollado xantomas en la 

tercera década de su vida. Otras características como el arco corneal y el 

xantelasma son comunes pero no especificas de la enfermedad (Gofman et al. 

1954). Pacientes con hipercolesterolemia familiar pueden presentar tendinitis o 

poliartritis localizada predominantemente en tobillos, rodillas, muñecas e 

inteñalángicas proximales. Los triacilgliceroles en heterocigotos se encuentran 

discretamente elevados: en un tercio de ellos existe elevación de triacilgliceroles 

por cúmulo de remanentes de quilomicrones o lipoproteinas de densidad 

intermedia (IDL). 

En diversos estudios se ha observado que los pacientes heterocigotos para 

la hipercolesterolemia familiar, muestran una tasa alta de mortalidad por 

enfermedad arterial coronaria. La presencia de sfntomas coronarios se observa en 

los hombres en un 45% a los 50 años, 75% a los 60 años y más del 80% a los 70 
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años. Los porcentajes correspondientes en las mujeres son 20. 45 y 75 °/o para las 

respectivas edades (Goldstein et al. 1995). Comparando estos datos con la 

población general, la mortalidad coronaria en pacientes con hipercolesterole~ia 

es 90 veces més alta (Smilde et al. 2001). 

2.2.2. Homocigotos para la hipercolesterolemia familiar (HF) 

La hipercolesterolemia familiar homocigota es extrerii'adaín~nte rara (1 en 1 

000 000), se caracteriza por niveles de colesterol por arriba de 500 mgfdL, 

presencia de arco corneal y de xantomas tendinosos y.'tuberosos.· Esta forma de 

HF se asocia fuertemente a cardiopatia isquérnica 'en ·la primera década de vida 

(Khachadurian y Uthman 1973; Mabushi et al. 1978; Séftel et al. 1980). 

2.3. Aspectos genético-moleculares de la hipercolesterolemia familiar (HF) 

La hipercolesterotemia familiar presenta heterogeneidad genética, ya que 

alteraciones en 2 genes diferentes (RLDL y apo B) ocasionan un fenotipo muy 

similar. difícilmente distinguible clinica o bioquimicamente. 

El gen del receptor LDL (RLDL) se encuentra en la porción distal del brazo 

corto del cromosoma 19 (p13.1-13.3), está constituido de 18 exones y 17 intrones 

altamente conservados a través de la evolución (Mehta et al. 1996). Este gen 

comprende 45 kb, se transcribe y procesa en un RNAm (ácido ribonucleico

mensajero) de 5.3 kb y se traduce en una proteina de 860 aminoácidos. En el 

RNAm, casi la mitad (2.Skb) constituye la región 3' no traducida que contiene una 

y media copias de DNA (ácido desoxirribonucleico) repetitivos de la familia Alu. En 

la Figura 2. se presenta la correlación de los exones del gen del receptor LDL con 

los cinco dominios funcionales de la protelna madura. El exón 1 codifica para una 

porción pequeña de la región 5' no traducida del RLDL, y para los 21 aminoácidos 

hidrofóbicos de la secuencia set"lal para el transporte del receptor LDL al reticulo 

endoplásmico, esta región es cortada de la protelna durante su translocaci6n en el 

reticulo endoplásmico. Los exones del 2-6 codifican para siete repetidos ricos en 

cisteinas con 40 aminoácidos cada uno. comprendiendo en total 292 aminoácidos 

que corresponden al sitio de unión a los ligandos Apo B-100 y ApoE. Estos 
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repetidos contienen una formación octahédrica con un sitio de unión a Ca2 •, el 

cual está formado por cuatro residuos acidicos conservados (Fass et al. 1997). 

Los exones 7-14 codifican para un dominio de aproximadamente 400 

aminoácidos, homólogo a una porción del precursor del factor del crecimiento 

epidermal, que incluye a tres secuencias repetidas constituidas por 40 

aminoácidos, principalmente cisteinas. Esta reg1on es requerida para la 

disociación ácido-dependiente del receptor LDL y su ligado (LDL-colesterol 

principalmente) (Davis et al. 1987). El exón 15 codifica para 58 aminoácidos. 

principalmente serinas y treoninas. Esta región sirve como sitio de enlace para las 

cadenas de carbohidratos ligados en posición O. La función de estas cadenas de 

azucares no está bien establecida aún, pero la eliminación de dos nucleótidos en 

este exón provoca una disfunción en la internalización del receptor (Tashiro et al. 

1998). El exón 16 codifica para la mitad del dominio membrana!. La otra mitad del 

dominio membrana!, mayormente citoplasmática, es codificada por el exón 17. El 

dominio citoplasmático comprende 50 aminoácidos del carboxilo terminal, 

incluyendo dos señales discretas, una para la localización del receptor en 

vesículas de clatrina y otra para su ubicación en la superficie basotateral de 

hepatocitos polarizados (Bes et al. 1995). Finalmente, el exón 18 codifica para 

los 12 aminoácidos últimos del dominio citoptasmático y contiene una región 

grande 3'-no traducida de 2.5 kB. 
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FiJ:uru ::?. t:structurn del receptor LUL hutnuno y su rclucilin con rc:iopccto u lu o~uni7.nciún 
tJc los c:\.oncs del ~en. (modificado de l-lobbs et al. 1990). 

2.4. Regulación de la expresión del gen del receptor LDL (RLDL) 

La regulación de la expresión del gen del RLDL es un proceso complejo. su 

transcripción está regulada por mecanismos de retro-alimentación que funcionan 

para estabilizar la composición de los lipidos en las membranas celulares (Südhof 

et al. 1gB7). La región 5º del gen del receptor LDL contiene la mayorla o.casi 

todas las secuencias que regulan la expresión del receptor LDL a tra".'és de 

esteroles. A 200pb del codón de inicio (metionina) se encuentran 3 repetidos de 

16 pb cada uno, dos secuencias con alta proporción de AfT (caja TATA) Y_ ai~" sitio 

de iniciación para la slntesis del RNAm (Smith et al. 1990; Briggs et aL 1993); 

A través de diferentes estrategias para el análisis de promolor~s. se 

demostró que dos de los repetidos (repetidos 1 y 3) de 16pb interactúán ~on el 

factor de transcripción Sp1 para promover la transcripción basal del RLDL (Sudhof 
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et al. 1987). Una mayor eficiencia en la transcripción es observada con la 

participación del.repetido 2. el cual contiene un elemento regulatorio positivo para 

esteroles (SER-1r Este elemento regulatorio (SER-1). es el sitio de unión para 

una familia de factores transcripcionales llamados protelnas de unión a elementos 

regulatorios de esteroles (SREBPs) (Dawson et al. 1988; Sánchez et al. 1995). La 

forma activa de estos SREBPs es regulada por la presencia de esteroles. 

La transcripción del RLDL no es solamente regulada por caleste~01. Sino 
también por otros mediadores no esteroles como son: hormonas .. factores -de 

crecimiento y citocinas (Rudling et al. 1992; Stopeck et al. 1993; Pak .;t·aL1·9·96; 

Streicher et al. 1996). Un elemento regulatorio actuando en cis_en 1~· .. reQió~·-~17 a 

-1 del promotor, es responsable de la regulación independiente d~ e.~_teÍoles· para 

la transcripción del gen del RLDL (Liu et al. 2000). 

\-~~-; .i· 
2.5. Mutaciones en gen del receptor LDL .,, .· ._· :" '..·~_-., 

Al rededor de 900 mutaciones han sido descrit;;!s •en' et: gen 'del· RLDL. 

incluyendo 69 eliminacion~s _mayc;>~é-~ (al ·":'e~_Os U:~ .~X~~~--~-~-~.8 :~r_·l~-~-~~i~.~~-~ -ri'a-~~res 
(al menos un exón) y 840. mutacion~s p~u.;tu~le;.' (61"óf;;u;;ti;uci611-.;;;·: 121 

eliminaciones pequenas y 53 ins.;,rciones o du~ll~acio~;;,5·¡;0~¡;·e;;{~'s ), (Villéger et 
' '. '~ - • -c--,-. 

~·<>/~-~-:~·;:_:·::::-~ -·-al. 2002). 

Las mutaciones en el gén ·del· RLDL haÓ 'Sido ·:"ci~~ifi~~-d~s en cinco 

categorías de acuerdo a las consecuen~ias fÜrÍciO~al~~.-q~~ o~~si;;~~n (Hobbs. et 

al. 1990): 

Clase 1 (Alelos nulos). Estas mutacion.es impiden la slntt?sis de. RLDL·e incluye 

eliminaciones en el promotor, mutaciones sin ·senti~o y, defec_tos relacionados a 

corte y empalme del RNAm (alelos nulos), por lo 'qUe. provocan una.falla completa . . 

para producir receptor inmunopre«?ipita~le por_ cualquiera . de_ ·1os métodos 

inmunológicos. Se asocia a cuadros clinicos m-uy se-Vero~. se;!" l_~s muta_cion0s que 

reducen en mayor medida el número de receptÓreS LD_L funcioiiales. 

Clase 2 (Defecto en el transporte). Representa casi el 50% de las mutaciones 

asociadas al fenotipo de hipercolesterolemia familiar. El defecto radica en el 
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transporte del receptor de las LDL del retlculo endoplásmico hacia el aparato de 

Gotgi para su glucosilación. En esta clase existen dos subtipos, la variedad 2A 

donde se produce una protetna que no puede ser transportada fuera del reticulo 

endoplásmico. por lo que no se detecta la forma madura del receptor LDL (160 

kDa) y la variedad 28 en la que existe un defecto en la estructura y plegamiento 

del receptor maduro. el cual a pesar de que llega a la superficie celular, no es 

capaz de reconocer a las lipoprotelnas que contienen apo B-100 y apo E (IDL y 

LDL). La mayoria de las mutaciones que condicionan a esta clase de defectos se 

ubican en los exones codificantes para et dominio de unión al ligando y en el 

dominio homólogo al precursor del factor de crecimiento epidermal. 

Clase 3 (Defecto de unión al ligando). En esta clase de mutaciones.·e1 RLDL es 

transportado normalmente a la superficie celular, pero el problema estriba en_que 

une cantidades menores de LDL. Los defectos se encuentran en las i-epeticiones 

que comprometen el dominio de unión al ligando (exones 2-6) o defectos en tas 

repeticiones del dominio homólogo al precursor del factor de crecifniento 

epidermal, es decir en los exones 7-14. 

Clase 4 (Defecto de internalización). Este tipo de mutación se traduce en un 

defecto en la internalización del receptor. Parecido a la clase 2. ta clase 4 es 

clasificada en dos subtipos. El subtipo 4A involucra mutaciones en el dominio 

citoplasmático del receptor y afecta las secuencias indispensables para la 

migración del complejo receptor-lipoproteina hacia vesicutas cubiertas y el subtipo 

48 en el cual las alteraciones se encuentran en los dominios del receptor que 

facilitan la unión a la membrana celular, como consecuencia de estas mutaciones 

los receptores muestran una menor adherencia a la supeñicie celular, por lo que 

no pueden internalizar las particulas LDL. 

Clase 5 (Defecto en el reciclamiento). Este es un defecto en la disociación 

ácido dependiente entre el receptor y el ligando. Este proceso se realiza en el 

endosoma y es esencial en el reciclaje del receptor. Las alteraciones se 

encuentran en las repeticiones homólogas al precursor del factor de crecimiento 

epidérmico. 
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Recientemente, se han caracterizado mutaciones en el RLDL con defectos 

funcionales diferentes a los descritos anteriormente. 

Una nueva clase de mutación: Alelo Turku (defecto en la ubicación basolateral) 

La mutación Turku (G823D) se ubica en la región carboxilo terminal (dominio 

citoplasmático) del receptor LDL, la cual es muy importante para determinar la 

ubicación del receptor LDL en las células polarizadas. Esta mutación provoca que 

el receptor de las LOL sea transportado a la supeñicie apical (membranas 

colindantes) de las células hepáticas, por lo que no puede unirse a las partlculas 

LDL. Una caracteristica única de este alelo mutado es que solamente modifica la 

región del péptido señal que permite la ubicación basolateral del receptor LOL en 

las células hepáticas, por lo que el funcionamiento del receptor LDL:. es normal en 

células no polarizadas (Koivisto et al. 2001). 

3. Defecto Familiar en la apolipoproteina B (DFB) 

Un segundo grupo d0 defectos - moléCulares causantes de 

3.1 Estructura del gen apo B, 

El único componente proteico de las LDL es la apo B-100, la cual sirve 

como ligando para el receptor LDL (Goldstein et al. 1995). 

En 1 g55, cuatro 'grupos reportaron la secuencia completa del DNA 

complementario (ONAc) para el gen apo B, asi como la secuencia deducida ·de 

aminoácidos (Knott et al. 1986; Law et al. 1986; Chen et al. 1986; Clad,aras et al. 

1986). El gen apo B se encuentra localizado en el brazo corto del cromosonia 2 en 

la región p23 y está constituido aproximadamente por 29 exones y 28 intrones: El 

ONAc (ácido desoxirribonucleico complementario) es de 14,121 ..;'uclé,;ilda's .C:.:;n 

regiones no traducidas en los extremos 5' y 3' de 128 pb y ·:fo4 'pb, 

respectivamente. El ONAc codifica para una protelna maC:iUra :.' dé:<4,S36 

aminoácidos. Cada partícula de VLDL, IDL y LDL contiene una mol,écul,:;, d~ ,:;po B-, 

100, la cual no es intercambiada (Young 1990). El sitio de unión al receptor LDL 

está localizado en la porción carboxilo terminal de la molécula (Chen et al. 1 g88). 
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Con el uso de anticuerpos monoclonales, Milne y colaboradores (1989), 

determinaron que la región de unión al receptor se encontraba entre los 

aminoácidos 2,980-3,780. Una región con aminoitcidos cargados positivamente se 

localizó entre los aminoácidos 3,359-3369. Esta región corresponde a una 

secuencia homóloga. al sitio de unión de la apolipoprotelna E con el receptor LDL 

(Knott et al. 1986). Sin embargo, se ha sugerido que la unión de apo B-100 al 

receptor LDL. no depende solamente, de la secuencia de la proteina, sino también 

de su conformación (Goldstein et al. 1985, Borén et al. 2001 ). 

3.2. Características clínicas de los pacientes con defecto familiar en apo B 

Los pacientes con defectos homocigotos para apo B-100, presentan 

concentraciones de colesterol similar a la de los heterocigotos para RLDL (Marz et 

al. 1993). Estudios realizados en homocigotos para la mutación R3500Q han 

mostrado que la sintesis de LDL-apo B-100 se encuentra reducida en estos 

pacientes. Sin embargo, la hipercolesterolemia es ocasionada por la disminución 

en el catabolismo de las mismas (Schaefer et al. 1997). Un pro~eso similar· ocurre 

en los heterocigotos para mutaciones en apo 6100 (Pietzsch et al. 1996). Resulta 

interesante, que los pacientes homocigotos para mutaciOnés en apo B-100, 

presentan un incremento en la producción y en el catabolismo de apo Al, a 

diferencia de la disminución en la sintesis de esta apolipoprotel.na,c que·presentan 

los pacientes con mutaciones en el gen del receptor LDL (Schaefer et al. 1992; 

2000). Estos hallazgos sugieren. que la menor aterogenicidad de la 

hipercolesterolemia observada en pacientes con mutaciones en el gen apo B, con 

respecto a los pacientes con alteraciones en el gen RLDL, podria deberse a una 

disminución en los niveles de LDL o a un aumento en los niveles de apo A-1 y por 

lo tanto de HDL, los cuales son asociados con una disminución del riesgo 

cardiovascular . 

3.3. Mutaciones en el gen apo B 

Vega y Grundy (1986) demostraron que pacientes con hipercolesterolemia 

moderada presentaban un menor catabolismo de las LDL. Estudios adicionales 
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permitieron sugerir un posible defecto en las LDL, ya que los receptores LDL 

normales mostraban menor afinidad por estas lipoproteinas. Estudios realizados 

en las familias de estos pacientes, indicaban que el probando y los familiares 

afectados eran heterocigotos para un defecto transmitido de forma autosómica 

dominante. La enfermedad fue llamada defecto de apolipoproteina B familiar 

(lnnerarity et al. 1987). Hasta la fecha, solamente se han descrita tres mutaciones 

en el gen apo B que afectan la unión al receptor LDL. Soria y colaboradores 

(1989), describieron un cambio de Adenina (A) por Guanina (G) en el nucleótido 

10,708 (exón 26) en sujetos con hipercolesterolemia familiar. Esta mutación 

causa una sustitución de arginina por glutamina en el aminoácido 3500 del gen de 

apo B (R35000). La segregación de esta mutación fue confirmada en diferentes 

familias con hipercolesterolemia familiar (lnnerarity et al. 1990). Arnold y 

colaboradores (1994). separaron las LDL con apo B-100 defectuosa (R35000) de 

las LDL normales. usando un anticuerpo monoclonal para apo B-100 (MB19), 

demostrando que el receptor LDL normal tiene solamente el 10º/o de afinidad por 

esta forma defectuosa de apo B-100. La frecuencia para esta mutación ha sido 

estimada en 0.4% en población Suiza y 0.08% en el norte de Europa y en Estados 

Unidos (Tybjaerg-Hansen et al. 1998; Hansen et al. 1994). En un estudio reciente 

realizado a un grupo de 30 pacientes mexicanas con hipercolesterolemia familiar. 

se identificó solamente una familia con la mutación R35000. lo que sugiere una 

frecuencia baja de mutaciones en este gen en nuestra población (Robles-Osario et 

al. 2003). 

En 1995, Pullinger y colaboradores describieron otra mutación asociada al 

fenotipo de hipercolesterolemia familiar. Esta mutación origina el cambio de 

arginina por cisteina en la posición 3531 (R3531C). En heterocigotos para esta 

mutación se observó un 70°/o de afinidad del receptor LDL por esta variante. Hasta 

la fecha, se han identificado 27 probandos con esta mutación. ~odos _ellos de 

población caucásica (Pullinger et al. 1995). Sin embargo, reCienteineñte se 

describió una familia en la que esta misma variante no parece ser la causa 

principal que ocasiona la hipercolesterolemia en la familia (Rabés JP et al. 2000). 
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Finalmente. una tercera mutación fue descrita por Gaffney y colaboradores 

(1995) en el codón 3500 (una sustitución Arginina por triptofano, R3500W) en 

individuos de dos familias provinentes de Escocia. Estudios para esta mutación 

mostraron que el receptor LDL presenta una afinidad similar a la que mostrada por 

la variante con la mutación R35000. Esta mutación fue también encontrada en 12 

probandos de origen Asiático (Choong et al. 1997; Tai et al. 1996). 

Otras mutaciones en el gen apo B (T34921 y R3460W), han sido descritas 

en casos únicos asociados a hipercolesterolemia (Bednarska-Makaruk et al. 2001; 

Boren J et al. 2001 ). 

Todas las mutaciones mencionadas modifican la estructura secundaria de 

las LDL, disminuyendo la afinidad del receptor LDL por estas lipoprótelnas; En un 

inicio, se atribuyó el incremento de las LOL a la interferencia que podriá 'Ocasionar 

el cambio de un aminoácido cargado en el dominio de unión de la_._a:pa··a~1-.QQ con 

el receptor. Sin embargo. estudios recientes demostraron que ~I ef~clo ob~0ivado. 
es realizado a distancia, cambiando la estructura secundaÍia d0 ia· a·-po.-:·9~1-0o .. -, La 

conformación secundaria requerida para una afinidad normal -d0_1a 'apO- ef..:.1 oo pOr 

el RLDL. esta dada en parte, por la interacción entre el ami~~·ácid-0-~·35~0-~ con el 

triptofano 4369 (Borén et al. 1996; 2001). 

4. Otros loci asociados al fenotipo de hipercolesterolemia familiar 

(dominante y recesiva) 

Desde hace alQunos años, .se h,a sugerido que el fenotipo clinico expresado 

en la hipercolesterolemia famil_iar ~c:>di_a,s~r.causado solamente por.mutat::iones -~n 

dos genes distintos: el gen del.receptor .. LDL en el cromosoma 19 (Francke et al. 

1964) y el gen de la apo Ben.el cromoso.ma 2 (Law et al. 1965). Sin embargo, 

actualmente existen reportes de famili~~ 'e~~· hiper~oleste~Olemia familiar. para las 

cuales, ninguno de estos genes (receptor LDL. o apo B) están afectados, lo que 

sugiere la existencia de otros genes que pudieran estar implicados en el desarrollo 

de esta patologla (Haddad et al.199g; Khoo et al. 2000). Recientemente, Varret y 
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colaboradores (1999). identificaron un tercer locus en el cromosoma 1 en la región 

p32 en una familia francesa con hipercolesterolemia familiar. Esta misma región 

mostró ligamiento positivo para 3 familias de origen español. Posteriormente, Hunt 

y colaboradores (2000), describieron una familia de Utha, EUA, con 

hipercolesterolemia familiar ligada también a esta misma región cromosómica 

(1 p32), confirmando una heterogeneidad genética mayor a la sugerida para este 

padecimiento. 

En este contexto, es apropiado mencionar una forma rara de 

hipercolesterolemia familiar con un patrón de herencia autosómico recesivo. Las 

caracteristicas clinicas asociadas a esta forma recesiva·'de_ hipercolesterolemia 

familiar son muy parecidas a las presentadas por los _hamocigotos para las formas 

dominantes. Los pacientes con hipercolesterolemiá fammá·r r.;~·esiv.a no presen~an 
mutaciones en el gen del receptor LDL, ni en el gen de,la apo B (Zuliani et al. 

1995, 1 ggg; Schmidt et al. 19g5, Norman et al. 199g). Dos loci nuevos han sido 

descritos para esta forma recesiva de hipercolesterole.mia familiar. uno en el 

cromosoma 15 en la región q25-q26 (Ciccarese et al. 2000) y otro en el 

cromosoma 1 en la región p35-p36 (Eden et al. 2001 ). El gen responsable de la 

hipercolesterolemia recesiva mapeado en el cromosoma 1 fue clonado 

recientemente. Este gen codifica para una posible proteina adaptadora del 

receptor LDL. Seis mutaciones distintas han sido identificadas a la fecha. Esta 

proteína adaptadora contiene un dominio de unión a fosfotirosina (PTB). el cual en 

otras protelnas similares se une motivos NPxY del tallo citoplasmático de los 

receptores de superficie celular, incluyendo el receptor LDL (Margolis et al. 199g). 

Ademas, esta protelna parece tener una función tejido especifica. ya que es 

requerida para el funcionamiento normal del receptor LDL en el higado, pero no en 

fibroblastos (Garcia et al. 2001; Wilund et al. 2002). 
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s. Ateroesclerosis 

Las enfermedades crónico degenerativas se han constituido como uno de 

los principales problemas de salud pública en México, siendo la enfermedad 

arterial coronaria (EAC) la principal causa de muerte (Secretaria de Salud, 2001). 

La ateroesclerosis al igual que otras enfermedades complejas (diabetes. 

hipertensión, obesidad, etc.) tiene entre sus componentes etiológicos, factores 

genéticos y ambientales. La susceptibilidad genética tiene un papel primario en el 

desarrollo de este padecimiento, contribuyendo no sólo al desarrollo de la 

enfermedad arterial coronaria sino al de otras patologias asociadas, tales como 

diabetes e hipertensión (Marenberg et al. 1994). Adicionalmente, factores 

ambientales como el tabaquismo, la dieta o la inactividad fisica pueden influenciar 

la expresión de este padecimiento (Hegele 2001 ). La enfermedad arterial 

coronaria. es un sindrome que presenta como mecanismo fisiopatológico común el 

daño crónico al endotelio vascular. La ateroesclerosis puede ser considerada 

como un proceso de inflamación crónica. resultado de la interacción de 

lipoprotelnas modificadas, macrófagos derivados de monocitos. linfocitos y 

elementos celulares normales de la pared arterial. todos ellos condicionantes para 

el desarrollo de lesiones y la formación de la placa de ateroma. La ruptura de la 

placa y la trombosis resulta frecuentemente en infarto al miocardio e insuficiencia 

vascular cerebral (Ross 1999; Lusis 2000). 

Debido. a que la ateroesclerosis se presenta en la mayoria de ios casos por 

la interacción de diversos factores genéticos y ambientales. se le considera una 

entidad compleja. en la cual no es posible reconoce~_ un pat~ón ·de. herencia 

mendeliano, que sugiera la participación de un único gen .e~· 1a_ mayoria de las 

familias afectadas (Lusis 2000). Es por ello, que las dislipidémias ~au',;adas por la 

alteración de un sólo gen (formas monogénica~ o· ~~~d~liana~f;; có~stitu~en un 

modelo de estudio menos complejo para la identificación ·de loS genes que 

pudieran modular el desarrollo de la enfermedad arterial coronaria •. tal es el caso 

de la hipercolesterolemia familiar. 
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El estudio de familias con hipercolesterolemia familiar. ha permitido el 

reconocimiento de distintos genes (RLDL y apo B) implicados en el metabolismo 

de lipidos. ayudando a entender los distintos mecanismos que condicionan el 

desarrollo. de 18 · Stero.esclerosis. Asimismo. el entendimiento de la regulación de 

los niveles d~ Ll:?_L...:colesterol, hizo posible el descubrimiento de fármacos como las 

estatinas, usados hasta la fecha en el control de las dislipidemias (Knopp 1999). 

5.1. Desarrollo de las lesiones ateroescleróticas 

Estudios anatomopatológicos han demostrado claram~nte la existencia de 

lesiones arteriales desde edades tempranas en paciente con hipercolesterolemia 

familiar (Fuster et al. 1992; Zaman et al. 2000). 

Entre las diferentes teorfas postuladas sobre el origen y desarrollo de la 

ateroesclerosis. las de mayor aceptación son: la teoria trombogénica y la teoria 

lipidica, las cuales pueden ser englobadas en una teoria multifactorial. que apunta 

a un proceso critico y común como es la disfunción del endotelio vascular. De 

hecho, se considera la disfunción endotelial como el primer paso en el proceso 

patológico de la enfermedad arterial coronaria {Zaman et al. 2000). 

El endotelio vascular es la capa monocelular que recubre la supeñicie 

luminal de toda nuestra red vascular. separando la pared de la sangre circulante. 

Esta capa celular participa en una serie de procesos bioquímicos y moleculares. 

como son la permeabilidad vascular a las lipoproteinas plasmáticas, expresión de 

proteínas adhesivas. reclutamiento de monocitos, liberación de agentes con 

actividad pro y anti-trombótica, factores de crecimiento y sustancias vasoactivas. 

De ahl, la importancia que tiene la disfunción endotelíal en varios procesos 

patológicos como son la ateroesclerosis. la trombosis. entre otros. (Bonetti et al. 

2003) 
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6. Factores genéticos que modifican el riesgo cardiovascular en pacientes 

con hipercolesterolemia familiar. 

Estudios realizados en pacientes con hipercolesterolemia familiar que 

presentan una misma mutación y niveles similares de LDL y colesterol total en 

plasma, muestran diferencias importantes en el desarrollo de la enfermedad 

arterial coronaria, lo que hace evidente la existencia de factores genéticos y 

ambientales capaces de modular el riesgo al desarrollo de ateroesclerosis en 

estos pacientes (Wittekoek et al. 1998; 1999; Smilde et al. 2001 ). 

Los factores que parecen modificar de manera importante el riesgo al 

desarrollo de enfermedad arterial coronaria en pacientes con hipercolesterolemia 

familiar son: 1) Los niveles plasmáticos de las HDL, 2) Los niveles elevados de 

lipoproteina (a) [Lp(a)], considerado como un factor de riesgo independiente para 

la enfermedad arterial coronaria, 3) La hiperhomocisteinemia, reconocida como un 

factor de riesgo independiente para la trombosis y la ateroescleíosis-. 4) La 

inflamación inferida a través de marcadores como la protetna. C reactiva y el 

fibrinógeno, entre otros (Jacobs et al. 1990; Lingenhel et al. 1998; Rubba et al. 

1994; Ridker et al. 1998; Hopkins et al. 2001; Umans-Eckenhausen et al. 2002). 

De esta variedad de factores. se ha considerado a los niveles plasmáticos de HDL, 

como uno de Jos más importantes en la modificación del riesgo cardiovascular, con 

base en diferentes estudios epidemiológicos (Gordon 1998). 

6.1. Metabolismo de las HDL 

Las HDL se originan principalmente en el htgado y en el intestino. de donde 

son secretadas como particulas nacientes de farm~: disco~~~.'· c~mpuesta_s 

fundamentalmente de fosfolipidos y de apolipoprotelnas .A-1 y A~ll, con muy bajo 

contenido de colesterol. Una vez en el torrente sangutneo~ las HDL tienen un 

papel esencial en el transporte del colesterol del tejido perité.rico hacia el htgada 

(transporte reverso del colesterol, TRC) (Fielding et al. 1995; Tall 1998; Angelín et 

al. 2002; Nofer et al. 2002). 
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6.2. Efecto de las HDL en la modulación del riesgo cardiovascular 

6.2.1. Análisis c/lnico y genético de la variación de los niveles de HDL 

Estudios clfnicos y epidemiológicos han demostrado que los niveles bajos 

de HDL (hipoalfalipoproteinemia) es uno de los principales factores de riesgo para 

enfermedad arterial coronaria, aún con niveles normales de colesterol total 

(Gordon et al. 1989; von Eckardstein et al. 2001). Es importante mencionar que 

más del 40% de los pacientes con infarto al miocardio, presentan niveles bajos de 

HDL (Genes! et al. 1991). 

En contraparte, niveles elevados de HDL (hiperalfalipoproteinemia, HA). 

han sido asociados a Ja disminución y al retardo de la formación de las lesiones 

ateroescleróticas en humanos (Genes! et al. 1999; Stein et al. 1999). 

La hiperalfalipoproteinemia se caracteriza por niveles elevados de HOL 

(>60 mg/dl) y longevidad (Luoma 1997). En la mayorla de los casos se sugiere 

una forma de herencia poligénica y multifactorial para esta condición. Sin 

embargo. existen reportes de familias con un patrón aparente de herencia 

autosómico dominante (Kuusi et al. 1989; Yamashita et al. 1991). 

Para confirmar el efecto protector de las HDL, se han realizado estudios en 

animales transgénicos que sobre-expresan apo A-1 (la apolipoproteina principal de 

las HDL). en un fondo genético aterogénico. Estos estudios han mostrado una 

fuerte inhibición en la progresión de la ateroesclerosis, apoyando la hipótesis del 

efecto protector de las HDL (Rubín et al. 1991; Duverger et al. 1996; Benoit et al. 

1999). 

6.2.2. Mecanismos de acción de las HDL 

El mecanismo por el cual las HDL reducen el riesgo de enfermedad .arterial 

coronaria, aún no ha sido completamente d
0

il.::;cidad~.,-.EI efe~to pr~t~~to~·:·d·e las 

HDL pudiera estar mediado principa!mente: ~c;r ~ 4 :_-~e-~~~·¡~!11º~.- ; ,:~1_) -,~I >~a':'s~orte 
reverso del colesterol de tejido periférico hacia· el hlgado (Gloniset ·et al. .1980; Ho 

et al. 1980; Hara et al. 1991); 2) la inhibición de la oxidación de las LDL (Mackness 

et al. 1998); 3) la inhibición de la expresión de las moléculas de adhesión 
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inducidas por citocinas en células endoteliales (Cockerill et al. 1995) y; 4) la 

activación de la sintasa endotelial de óxido nltrico (Yuhanna et al. 2001 ). 

6.2.3. Clasificación de las HDL 

Se han descrito diferentes subclases de HDL basándose en ciertas 

caracterlsticas fisicoqufmicas y funcionales (Tabla 1 ). Una clasificación con base 

en su densidad de flotación (r), las distingue en HDL2 (1.063-1.125 glmL) Y.en 

HDL3 (1.125-1.21 g/mL). Otros métodos de separación como la ele.ctroforesis en 

gradiente o filtración en gel, se han utilizado para afinar la clasificació·n de las HDL 

(Williams et al. 1993). 

Las HDL son las lipoprotelnas con mayor proporción proteica (55~60% de 

masa seca), siendo la apo A-1 su apolipoprotelna más abundante. La· pÚrificación 

de las HDL de sujetos normolipémicos, permitió identificar :diferentes 

apolipoprotelnas constituyentes de las HDL, como son apo A-1, A~ll, A-IV. En 

ausencia de apo A-1. apo E es requerida para un metabolismo normal -·de las 

lipoproteinas con un porcentaje alto de triacilgliceroles (Duriez et -~l. 1 ~gg; Breslow 

2001). 

6.2.4. Estudios genéticos para la identificación de /os loci asociados a la 

variación de los niveles de HDL en humanos 

Estudios realizados en gemelos, sugieren que entre el 50-70º/o de la 

variación en los niveles de las HDL en humanos está determinada genéticamente 

(Whitfield et al. 1983; Heller et al. 1993). Es por ello, que algunos esfuerzos han 

sido orientados a tratar de identificar las variantes genéticas que determinan las 

concentraciones de HDL en el humano. Pero. debido a que en la mayoria de las 

familias, esta condición no parece ce-segregar de forma mendeliana. sino como 

un rasgo complejo, la identificación de los genes involucrados en el metabolismo 

de las HDL se ha complicado, por lo que se conoce poco de las causas 

moleculares que lo condicionan (Hasstedt et al. 1984; Moll et al. 1986). A través 

del escrutinio del genoma, mediante un análisis de ligamiento genético. se han 

identificado al menos 22 loci diferentes, que modulan como un rasgo cuantitativo 
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(quantitative trait loci, QTL) los niveles de HDL. Sin embargo, los genes 

responsables ubicados en estas regiones. no han sido identificados aún (Mahaney 

et al. 1 g95; Peacock et al. 2001; Soro et al. 2002; Wang et al. 2002). 

Adicionalmente, se han aplicado estrategias nuevas para la identificación de 

genes asociados a la variación de los niveles de HDL en la población general, tal 

es el caso del análisis de polimoñismos de un sólo nucleótido (single nucleotide 

polymorphisms, SNPs), para genes candidatos como el de la protelna 

transferidora de ésteres del colesterol (CETP), la lecitina:colesterol aciltransferasa 

(LCAT), entre otros, involucrados principalmente en el transporte reverso del 

colesterol (Knoblauch et al. 2002). 

7. Transporte reverso del colesterol (TRC) 

Uno de los mecanismos por medio del cual las HDL evitarian la formación 

de la placa ateromatosa, es el transporte reverso del colesterol, el cual se define 

como el regreso de colesterol proveniente de las células periféricas hacia el 

higado para su excreción o reciclaje. 

La identificación del gen del transportador transmembran~I ~BCA1 como el 

responsable de la hipoalfalipoproteinemia familiar (enfermedad de Tangier). asl 

como de factores genéticos que regulan el metabolismo de las HOL y el transporte 

reverso del colesterol, han impulsado el interés en las HOL como posible blanco 

para estrategias terapéuticas nuevas contra el desarrollo de la ateroesclerosis 

(Young et al. 1 gg9; Tall y Wang 2000). 

El transporte reverso del colesterol, inicia con la interacción del 

transportador transmembranal ABCA1 y las HDL nacientes, promoviendo el eflujo 

de colesterol y fosfollpidos de las células hacia las HDL. El colesterol captado por 

las HDL es enseguida esterificado por la lecitina:colesterol aciltransferasa {LCAT). 

Esta esterificación provoca que el colesterol pieÍda su carácter anfipático, 

transformándose en una molécula hidrofóbica. En consecuencia, los ésteres de 
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colesterol abandonan la superficie de la lipoproteina para situarse en el interior de 

la particula, aumentando el tamaño de la misma. El colesterol esterificado puede 

ser intercambiado por triacilgliceroles provenientes de las lipoproteinas que 

contienen apo B-100, principalmente VLDL e IDL. El intercambio de llpidos 

hidrofóbicos está facilitado por la protetna transferidora de ésteres de colesterol 

(CETP). Este transporte tiene como paso final, la unión de tas HDL al receptor 

basurero B-1 (SR-BI), el cual . reconoce a las HDL maduras para su selectiva 

utilización en el higado (Tall y Wang 2000) (figura 3). 
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FiJ:uru 3. •:squcnut del mccunisrno dt.• lransportt.• n .... ,,.crso del colesterol (TH.C). La incorporación 
en tos accptorcs primarios de colesterol (panícula~ pn:-bl , ... llDL nadcntcs) y la cstcrificación de 
Jos mismos por la LCAT. dan origen a aumentos progn;sivos del tamallo de la llDL. El colesterol 
cstcrificado puede seguir dos rutas: 1) ser eliminado dir-cctmm:ntc de las l IDL. a través de un 
mecanismo en el que interviene el receptor hepático Sll-131 o :?) por acción de la CETP ser 
intercambiado po.- triglicCridos provenientes de las lipoprotcinas que cotllicncn apo B. llegando asi 
al higado par.;:1 su reciclamiento o excreción. Lipoproteinas de muy baja den,.idad (VLDL), lipoproteinas 
de dcn:!>idild imcm1cdia (IDL), hpoprolcifla:!> de baja dcnsido1<l (LDL). lipoprotclnas de alta densidad (llDL). 
lipasa lipoprotcica (LPL). receptor basurero B-1 (SR-B 1 ). proteína transferidora de ésteres de colesterol 
tCETP). transpon•1<lor transmernbranal (l\BC 1 ), lccitina:colcsterol aciltransfcrnsa. lipasa hepñtica (l IL), 
parau:\.onasa l(t•ONA). 

7.1. Proteínas que promueven la producción de las HDL maduras 

Para que el proceso complejo que significa el transporte reverso del 

colesterol se realice. es necesaria la participación de una gran variedad de 

protelnas. La función de estas protefnas, las mutaciones más importantes y/o 
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frecuentes y su relación con el desarrollo de la ateroesclerosis en humanos y en 

modelos animales se describe a continuación. 

7.1.1. Apo/ipoproreína A-1 (apo A-1) 

A través de estudios inmunológicos. se demostró a princ1p1os de los años 

80's, que la principal proteina estructural de las HDL es la apolipoproteina·AI (apo 

A-1), presentando una correlación directa con los niveles de HDL. Apo A-1, es una 

proteina de 28 KDa, encontrada en una concentración promedio de 125 mg/dL en 

plasma humano. Esta proteína es sintetizada principalmente en hfgado e intestino 

delgado y es el principal activador de la enzima lecitina:colesterol aciltransferasa 

(LCAT) (Brewer et al. 1978). El gen apo A·I se ubica en el cromosoma 11 como 

parte de un grupo de genes (apo Al-Clll·AIV) (Tall 1996). La regulación de la 

síntesis de esta proteina se realiza fundamentalmente de forma transcripcional. a 

través de mecanismos complejos tejido especifico (Ginsburg et al. 1995). El factor 

nuclear de hepatocitos 4 alfa (HNF4a.). es un regulador transcripcional de efecto 

positivo sobre el gen apo A-1 (Fuernkranz et al. 1994). 

Existen reportes de al menos 12 mutaciones diferentes en el gen apo A-1 

(Sviridov et al. 2002). algunas de las mas interesantes debido al fenotipo 

acasionado son: la mutación milano (R173C) identificada en una familia Italiana, 

asociada con longevidad y con incremento en el catabolismo de HDL sin aumento 

en el riesgo de la enfermedad arterial coronaria. La incongruencia de este estado 

metabólico, se trató de explicar argumentando que esta mutación, da origen a una 

proteina mas eficaz en cuanto al eflujo de colesterol (Franceschini et al. 1980; Li et 

al 1999). Otro tipo de mutación muy similar a la milano es la mutación paris 

(R151 C). El perfil lipídico y el bajo riesgo de ateroesclerosis observado en los 

pacientes, es similar al presentado con la mutación milano (Bielicki et al. 2002). 

Finalmente, otra mutación interesante es la mutación pisa {L 141 R). la .cual a 

diferencia de las otras dos mutaciones mencionadas, está asociada con niveles 

bajos de HDL. opacidad corneal y enfermedad arterial coronaria (Miccoli et·· al. 

1996). Estos hallazgos sugieren que existe variabilidad en el desarrollo de 

29 



FAL~8t~s cc?tiGEN 1 
~--------------Introducción 

ateroesclerosis dependiendo de la mutación presentada en el gen apo A-1 

(Breslow 2001). 

Estudios en modelos animales, sugieren que la modulación de los niveles 

de HDL y apo A-1 representan un posible blanco terapéutico contra el desarrollo de 

ateroescleroris. Por ejemplo, se ha observado que el modelo de ratón aterogénico 

por deficiencia de apo E presenta inhibición en la progresión de la ateroesclerosis, 

debido a la infusión repetida de HDL o apo A-1 de forma directa en la arteria. De 

igual forma, la sobre-expresión de apo A-1 en este mismo modelo, inhibe el 

desarrollo de ateroesclerosis (Paszty et al. 1994; Plump et al. 1994). 

En vista del papel protector de la apo A-1, se podria predecir la formación 

prematura de ateromas en ausencia total de esta proteina. No obstante, en un 

estudio realizado en ratones a los cuales se les eliminó el gen apo A-1, no 

desarrollaron lesiones ateroescleróticas mayores, ni más tempranas que el grupo 

de ratones control (Li et al. 1993). Para reconciliar las observaciones hechas en 

los ratones que no expresan la apo A-1. algunos investigadores han argumentado 

que otras apotipoproteinas. particularmente la apo E, podrlan desempeñar la 

función de captar el colesterol de los tejidos periféricos para su eliminación (Huang 

et al. 1994). 

7.1.2. Transportador ABCA1 

La proteína ABCA1 forma parte- --de un grupa de transportadores 

transmembranales altamente conservados (Santamarina-Fojo et al. 2000), 

presenta dos regiones de unión a ATP, y dos dominios transmembranales~ En 

forma análoga a las proteinas de resistencia a múltiples drogas. se ha sugerido 

que los dominios transmembranales forman un canal en la membrana plasmática 

a través del cual los fosfolipidos y colesterol son transferidos al exterior de la 

membrana (Hamon et al. 2000). ABCA 1, se expresa en la mayorla de los órganos, 

pero su expresión mas alta es en tejido fetal, placenta, pulmón. glándulas 

suprarrenales e hígado (Langmann et al. 1999). teniendo en este último, una 

función clave en la homeostasis del colesterol (Basso et al. 2003). 
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La enfermedad de Tangier, es un padecimiento recesivo asociado con la 

acumulación de colesterol en el sistema retículo endotelial y una marcada 

reducción de HDL (<10 mg/dl) (hipoalfalipoproteinemia familiar) y Apo A-1, como 

resultado de un. catabolismo acelerado de las mismas (Assman et al. 2001 ). 

Recientemente, a través de análisis de ligamiento y clonación posicional, tres 

grupos de investigación identificaron de manera independiente al gen hun:10no 

ABCA1, como responsable del fenotipo de la enfermedad de. Tangier, 

demostrando la importancia fisiológica de ABCA1 en el mante,:;imiento de la 

integridad metabólica de las HDL (Brooks-Wilson et al. 1999; Bodzioch et:al..' 199g; 

Rust et al. 1999). 

El gen ABCA1 está localizado en el cromosoma 9. en. la regiónq31 y 

comprende 50 exones (Santamarina-Fojo et al. 2000). El transcrito d-e -este g;.n es 

de 6, 789 pb (Pullinger et al. 2001) y se traduce en una protelná de 2,261 

aminoácidos (Santamarina-Fojo et al. 2000; Pullinger et al. 2001 ), 60 aminoácidos 

más de lo originalmente reportado (Assmann et al. 2001). 

De manera interesante. individuos heterocigotos para m·':l_taci<?_':le_~ en:_f'.::!_gen 
ABCA1 también presentan niveles reducidos de HDL y apo A-1. En heterocigotos 

obligados se ha observado un riesgo aumentado de enfermedad arterial coronaria. 

Estas caracteristicas sugieren un efecto dependiente de dosis génica para la 

expresión del fenotipo ocasionado por las alteraciones en el gen ABCA1 (Young et 

al. 19gg; Tall y Wang 2000). La contribución de ASCA 1 en la variación en los 

niveles de HDL en la población general no ha sido claramente establecida aún. 

Estudios recientes, han sugerido que distintas SNPs ubicados en regiones no 

cadificantes del gen ABCA1 regulan la expresión del mismo, y éstos pudieran 

estar asociadas al desarrolla de ateroesclerasis, ya sea modificando a no los 

niveles de las lipopropteinas (Lutucuta et al. 2001; Zwarts et al. 2002). 

La relación de ABCA1 con el aumenta al riesgo de ateroesclerosis, ha sida 

sugerida en ratones deficientes de Abc1 (-/-), debido a que éstos presentan 

niveles bajos de HDL y acumulación de llpidos en macrófagos, dándoles la 

apariencia de células espumosas, lo que mimetiza el inicia del proceso 

ateroesclerótico en humanos (McNeish et al. 2000). De forma interesante, cuando 
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el ratón deficiente de Abc1 fue reconstituido con células de médula ósea normal 

(incluyendo macrófagos), los niveles de HDL y apo A-1 incrementaron sólo 

ligeramente (Haghpassand et·al. 2001). Por lo que, aunque los macrófagos son las 

células más afectadas por la deficiencia de Abc1, se cree que éstos contribuyen 

poco en la regulación de los niveles de apo A-1 y HDL en plasma (Abisman et al. 

2001). 

Estudios posteriores, han mostrado que la deficiencia total de Abc1 no está 

asociada a la ateroesclerosis en ratones deficientes del receptor LDL o apo E (van 

Eck et al. 2002). Sin embargo, Ja deficiencia selectiva de Abc1 en macrófagos, 

incrementó de manera significativa la ateroesclerosis en estos mismos modelos 

animales (van Eck et al. 2002; Aiello et al. 2002). 

El conocimiento de la función de los transportadores ABC y la naturaleza de 

sus sustratos translocados es todavia insipiente, por lo que se espera que trabajos 

futuros nos permitan evaluar la importancia de estos transporta~ores en la 

patogénesis de padecimientos poligénicos como lo es la ateroesclerosis. 

7 .. 1.3. Receptores activados por proliferadores peroxisoma/es (~PARs) 

Los PPARs son factores de transcripción dependientes de ligando que 

forman una subfamilia de la superfamilia de los receptores nucleares hormor\ales, 

los cuales regulan el metabolismo de los lipidos y la glucosa, además de estar 

involucrados en la diferenciación celular (Pineda-Torra et al. 1999). 

Tres isoformas de PPARs han sido identificadas (PPARa, PPARJHo y 

PPARy) cada una de ellas codificada por un gen diferente. Dos de estas isotermas 

(u y y) han sido asociadas al desarrollo o inhibición de la ateroesclerosis. 

PPARa es expresado en concentraciones altas en el hígado. músculo 

cardiaco. riñón y células de la pared arterial. Por su parte, PPARy es expresado en 

concentraciones altas principalmente en el tejido adiposo blanco. Los receptores 

PPARn y PPARy han sido detectados también en casi el 60% de las placas 

ateroescleróticas presentes en arterias coronarias y carótidas humanas (Fruchart 

et al. 1999; Duval et al. 2002). 

32 



TESTS CON 
FALLA IS :~,_-UGEN Introducción 

Recientemente, se reportó que la activación de PPARa y PPARy induce la 

expresión del gen que codifica para el transportador ABCA1. Este transportador 

controla la salida de colesterol mediada por apoA-1 en macrófagos, a través de un 

mecanismo de inducción del receptor LXRcx. (Liver X receptor a). Resulta 

interesante que la activación de estos PPARs incrementa la salida de colesterol 

mediada por apo A-1 en macrófagos normales, pero no en macrófagos aislados de 

pacientes con la enfermedad de Tangier, dejando de manifiesto la importancia del 

transportador ABCA1 en este proceso. Estos hallazgos sugieren que los PPARs 

tienen una función importante en el primer paso del transporte reverso del 

colesterol, a través de la activación de la salida de colesterol mediado por el 

transportador ABCA 1 (Chinetti et al. 2001; Meare et al. 2001 ). 

Se han identificado diversos polimorfismos en el gen PPARn (L 162V, alelo 

C en intrón 7 ) asociados a variaciones en los niveles de lipidos plasmáticos y a la 

progresión de la ateroesclerosis en el humano (Flavell et al. 2002). Sin embargo, 

estos datos contrastan con los obtenidos en estudios en modelos animales. en los 

que se sugiere que la ausencia de PPARa en ratones con disrupción del gen apo 

E, puede proteger contra el desarrollo de ateroesclerosis (Tordjman et al. 2001). 

Por otra parte. los estudios iniciales con activadores de la expresión de 

PPARy en macrófagos. proporcionaron resultados contradictorios acerca del papel 

de este receptor en el desarrollo de la ateroesclerosis. Algunos de estos estudios, 

proponen un sistema de retro-alimentación positivo que promueve la formación de 

células espumosas a través de la activación de PPARy (Ricote et al. 1998; Jiang 

et al. 1998). Sin embargo, este modelo contrasta con los resultados obtenidos con 

activadores de PPARy. en modelos animales con un fondo genético aterogénico y 

en macrófagos humanos. en los que la incidencia de ateroesclerosis no sólo no 

aumentaba, sino que se reduce (U et al. 2000; Claudel et al. 2001). 

Recientemente. se han obtenido datos nuevos que parecen relacionar las 

acciones anti-aterogénicas de las HDL con el mecanismo de acción del PPARy. 

Para tratar de explicar esta relación, se ha propuesto que las HDL inducen la 
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expresión y translocación al núcleo. asi como la fosforilacián del PPARy, dando 

como resultado, la inhibición de la expresión de genes diana de este gen. Uno de 

los genes afectados es el receptor basurero CD36. Este receptor se ha asociado a 

la formación de células espumosas, por lo que su inhibición, podria explicar la 

disminución en el desarrollo de ateroesclerosis (Chinetti et al. 2001). 

En humanos, un polimorfismo frecuente (Pro12Ala) de PPARy ha sido 

asociado con diferentes patologlas, como son la diabetes mellitus tipo 2 (confiere 

resistencia), la obesidad y recientemente con un riesgo reducido a infarto al 

miocardio (Altshuler et al. 2000; Ek et al. 1999; Hamann et al. 1999; Ridker et al. 

2003). 

En resumen, los Pf'.'~Rs dE'.!sempeñan un papel importante en muchos de 

Jos procesos celulares y moleculares implicados en la ateroesclerosis. La 

modulación farmacológica de la actividad de estos receptores, podria ayudar a 

prevenir o tratar la enfermedad arterial coronaria, por lo que representan un futuro 

prometedor en ra: prevención y tratamiento de la ateroesclerosis. 

7 .. 2 .. Proteínas asociadas al metabolismo y transporte de las HDL 

7.2.1. Lecitina: colesterol aci/transferasa (LCAT) 

La LCAT fue propuesta en los años 60's como una 0.nzima· irJ.iportante para 

el metabolismo intravascular de las HDL (Glomset et al. .1966), Er gen de la 

Jecitina:colesterol aciltransferasa fue mapeado en la banda q22 .del cromosoma 16 

(Teisberg et al. 1974). Esta enzima (LCAT) es sintetizada principalmente por 

hepatocitos y se propone que su función es la de transfe.rir un grupo acilo .. de la 

posición sn2 de una fosfatidilcolina hacia un grupo hidroxilc::>.· .. d01 ~olesterol, 

resultando en la formación de un éster de colest_erol hidrof~_bi~o qu:~·~e d~.s~laza 
hacia el núcleo de las HDL, contribuyendo a la formación de· las HDL esféricas 

(Albers et al. 1981). La sobre-expresión de la lecitina:colesterol aciltransferasa en 

ratones y conejos resulta en niveles incrementados tanto de HDL como de apo A-1, 

aumentado de igual manera la velocidad del transporte reverso del colesterol 
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(Hoeg et al. 1996; Berard et al. 1997). La deficiencia de lecitina:colesterol 

aciltransferasa en ratones y en humanos se manifiesta en una marcada 

disminución en la formación de ésteres de colesterol en las HDL y niveles 

reducidos tanto HDL y Apo A-1, aunado a un incremento en el catabolismo de Apo 

A-11 (Ng et al. 1997; Kuivenhoven et al. 1997). La sobre-expresión de la 

lecitina:colesterol aciltransferasa parece estar asociada a la disminución del 

desarrollo de la ateroesclerosis. ya que conejos y ratones deficientes del RLDL o 

apo E con sobre-expresión de la LCAT presentan protección al desarrollo de 

ateroesclerosis (Hoeg et al. 1996; Ng et al. 2002; ll(lertens et al. 2003).-

Estudios realizados en pacientes homocigotos para la deficiencia familiar de 

la lecitina:colesterol aciltransferasa, muestran un riesgo alto de isquemia 

coronaria. Sin embargo, la enfermedad del ojo de pescado (deficiencia de LCAT) 

es una excepción. Esta enfermedad presenta una fon:na de herencia recesiva y se 

caracteriza clínicamente por el depósito progresivo de colesterol-alrededor de la 

cornea. dándole un aspecto singular del que deriva el nombre de la enfermedad. 

Los sujetos con esta patología presentan hipoalfalipoproteinemia grave asociada a 

hipertrigliceridemia moderada. pero no tienen un riego elevado de ateroesclerosis, 

particularmente las mujeres (Elkhalil et al. 1997; Kuivenhoven et al. 1997). 

Estos antecedentes sugieren que la sobre-expresión de la lecitina:colesterol 

aciltransferasa en humanos provocaría un aumento en los .niveles de HDL y Apo 

A-1, pero no es claro si este aumento podrla proteger contra el desarrollo de 

enfermedad arterial coronaria. 

7.2.2. Lipasa lipoproteica (LPL) 

La lipasa liporpoteica pertenece a una familia de genes .-que, incluye a la 

lipasa hepática (LH), lipasa pancreática y la. recientemente descrita lipasa 

endotelial (LE). Todos los miemtiros de. esta 'familia' present¡¡.n un ·;;.tia catalltico 

similar de serina activa (Goldberg et .al. 1996). Estudios de. ligamiento genético, 

han permitido localizar al gen de la lipasa lipoproteiCa en el cromosoma 8 en la 

banda p22 (Emi et al. 1993). La lipasa lipoproteica es sintetizada principalmente 
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en el músculo esquelético, el músculo cardiaco y en los adipocitos. 

Posteriormente, es transportada y unida al endotelio capilar a través de los 

proteoglicanos sulfato de heparina. La función de la lipasa lipoproteica es la de 

hidrolizar los triacilgliceroles contenidos en los quilomicrones y las VLDL. Algunos 

estudios sugieren que los fosfolipidos y apolipoproteinas que son disociados de 

estas lipoprotelnas son adquiridos por las HDL (Merkel et al. 2002). La actividad 

de la lipasa lipoproteica es regulada por procesos intracelulares, siendo inactiva 

cuando no está glucosilada y activa cuando forma un homodimero. Para la 

dimerización de la lipasa lipoproteica se ha comprobado que no se requiere la 

participación de los proteoglicanos de sulfato de heparina (Berryman et al. 1995). 

La activación máxima de la lípasa lipoproteica requiere la presencia de la apo C-11 

contenida tanto por lipoproteinas ricas en triglicéridos como por las HDL (Havel et 

al. 1973; Shen et al. 2002). 

Estudios realizados en ratones transgénicos que sobre-expresan la lipasa 

lipoproteica. han mostrado que no existe una asociación consistente con los 

niveles elevados de HDL (Clee SM 1997). La sobre-expresión tejido-especifica de 

la lipasa lipoproteica en el músculo esquelético provoca niveles normales de 

triacilgliceroles y niveles bajos de HDL {Levak-Frank et al. 1997). En contraparte, 

cuando la lipasa lipoproteica es sobre-expresada en músculo cardiaco se 

presentan valores normales tanto de triglicéridos como de HDL (Levak-Frank et al. 

199g¡, lo que pudiera sugerir, un proceso de expresión regulado tejido especifico, 

que afecta de manera diferencial los niveles de HDL. 

La sobre-expresión de la lipasa lipoproteica en ratones deficientes de 

receptor LDL. ha sido asociada con niveles reducidos de colesterol en plasma y 

bajo riesgo de ateroesclerosis (Shimada et al. 1996). En ratones homocigotos 

para la deficiencia de la lipasa lipoproteica se ha observado una quilomicronemia 

drástica. disminución en los niveles de HDL y muerte neonatal después de 1-2 

días de vida (Weinstock et al. 1995; Coleman et al. 1995). Ratones heterocigotos 

para la deficiencia de la lipasa lipoproteica, presentan hipertrigliceridemia 

intermedia y problemas para el catabolismo de las VLDL (Weinstock et al. 1995). 
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En humanos, se han descrito cerca de 100 mutaciones en el gen de la 

lipasa lipoprateica, la mayoria de las cuales son mutaciones sin sentido 

localizadas principalmente en los exones 5 y 6 (Merkel et al. 2002). Estas 

mutaciones se encuentran en pacientes con deficiencia de lipasa lipoproteica, ya 

sea en forma homocigota o heterocigota compuesta, causando un sindrome 

conocido como quilomicronemia familiar. Sin embargo, se han reportado 

mutaciones heterocigotas en pacientes con niveles elevados de triglicéridos, 

niveles bajos de HDL e hiperlipidemia combinada. Todas estas patologías 

asociadas comúnmente al desarrollo de enfermedad arterial coronaria (Brunzell y 

Deeb 2001). Existen algunas mutaciones frecuentes en el gen de la lipasa 

lipoproteica. por ejemplo, 09N y N291S. Estas mutaciones ocurren en el 4-5º/o de 

la población general y en el 10º/o en los pacientes con hipercolesterolemia familiar. 

resultando en niveles bajos de HOL y niveles elevados de triglicéridos. 

condicionando a estos pacientes a un riesgo incrementado al desarrollo de 

enfermedad arterial coronaria (Wittekoek et al. 1998). Sin embargo, también existe 

una mutante (Ser477Paro) asociada con niveles elevados de HOL y riesgo 

reducido de enfermedad arterial coronaria (Groenemeijer et al. 1997; Hokanson 

1999;), lo que sugiere que algunas alteraciones en el gen de la lipasa lipoproteica 

en humanos, pueden disminuir el riesgo al desarrollo de ateroesclerosis. 

7.2.3. Lipasa hepática (LH) 

La lipasa hepática es una enzima lipolitica que se expresa principalmente 

en el hígado. Esta enzima se encuentra unida al endotelio vascular del higado. 

ovarios y glándulas suprarrenales, a través de los proteoglicanos sulfato de 

heparina (Brunzell y Deeb 2001; Perret et al. 2002). El gen de la lipasa hepática se 

ubica en la banda q21-23 del cromosoma 15 (Sparkes et al. 1g87). La iipasa 

hepática tiene como función hidrolizar triglicéridos y fosfolipidos presentes 

principalmente en remanentes de quilomicrones, IDL y HDL. Esta enzima tiene un 

papel importante en el metabolismo de las HDL in vivo, ya que transforma las HDL 

largas (HDL2) en HDL pequeñas (HDL3) (Santamarina-Fojo et al. 1998; Weng et 

al. 1999; Zambon et al. 2003). La lipasa hepática sirve de ca-factor para el 
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metabolismo selectivo del colesterol de las HDL mediado por el receptor SR-BI 

(Lambert et al. 1999). La actividad de la lipasa hepática se ve suprimida por el 

estradiol e incrementada por la testosterona, sugiriendo uno de los mecanismos a 

través del cual. las hormonas afectan los niveles de HDL. (Brinton et al. 1996; Tan 

et al. 1998). 

Estudios en modelos animales (ratones y conejos) que sobre-expresan la 

lipasa hepática han mostrado niveles bajos de HDL, pero sin evidencias claras de 

ateroesclerosis, mientras que los ratones con deficiencia de lipasa hepática 

presentan un ligero aumento en los niveles de HDL, con efectos tanto pro- como 

anti-aterogénico (Busch et al. 1994; Fan et al. 1994). En ratones que presentan 

inhibición de la actividad de la lipasa hepática por sobre-expresión de apo A-11, se 

observa un aumento en los niveles de HDL. pero con presencia de ateroesclerosis 

(Hedrick et al. 2001). En otro modelo murino deficiente de apo E (fondo 

aterogénico), la deficiencia de lipasa hepática disminuye el tamaño de las placas 

ateroescleróticas en la aorta (Mezdour et al. 1997). Estos datos controversiales, 

demuestran lo complejo que puede ser interpretar los efectos de tos niveles de 

HDL en el desarrollo de la ateroesclerosis. 

En humanos. la actividad alta de la lipasa hepática está asociada con 

niveles bajos de HDL. mientras que la deficiencia de lipasa hepática está asociada 

con un modesto aumenta de las HDL grandes. Existen reportes de polimorfismos 

en el locus de la lipasa hepática asociados a riesgo aumentado de enfermedad 

arterial coronaria, pero estos son inconsistentes en diferentes estudios (Cohen et 

al. 1999). 

En conclusión. la inhibición de la actividad de la lipasa hepática podrla 

aumentar modestamente los niveles de HDL, pero dificilmente se podría 

pronosticar el efecto del aumento de las HDL sobre la ateroesclerosis. 

7.2.4. Lipasa endoteliat (/..E) 

La lipasa endotelial fue caracterizada funcionalmente como un miembro de 

la familia de las lipasas, es sintetizada en las células endoteliales. El gen de la 

lipasa endotelial se encuentra ubicado en la banda q21 del cromosoma 18. La 
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lipasa endotelial presenta sitios de unión a liporoteinas y heparina, altamente 

conservados en las otras lipasas. Esta lipasa utiliza como sustrato principal a los 

fosfolipidos, los cuales al ser hidrolizados de las HDL, provocan la liberación de 

ácidos grasos y la generación de HDL pequeñas (Jayne et al 1999; Hirata et al. 

1999). Las sobre-expresión de la lipasa endotelial en ratones produce niveles 

bajos tanto de HDL y Apo A-1 (Jayne et al. 1999). Estudios recientes han 

evidenciado la participación de la lipasa endotelial como un determinante principal 

en la variación de los niveles de HDL (lshida et al. 2003; Ma et al. 2003). 

En el humano, se han identificado seis variantes génicas asociadas a 

niveles elevados de HDL, pero se desconoce si estas variantes afectan el riesgo a 

enfermedad arterial coronaria (deLemos et al. 2002). 

7.2.5. Proteína transferidora de ésteres de colesterol (CETP) 

La proteina transferidora de ésteres de colesterol es una glucoprotefna 

hidrofóbica sintetizada en hlgado, intestino delgado, bazo, tejido adiposo, 

glándulas suprarrenales, riñón, corazón y músculo esquelético (Lagrost _et al. 

1994; Tall 1993). La CETP realiza la transferencia de ésteres de colesterol 

contenidos en las HDL por triglicéridos de las lipoproteinas IDL y VLDL (Tall 1990). 

Individuos homocigotos para la deficiencia de CETP han sido reportados en 

población japonesa. Estos sujetos presentan un incremento marcado en los 

niveles de las HDL y apo A-1, además de una disminución significativa en el 

catabolismo de apo A-1 (lnazu et al. 1990; lkewaki et al. 1993). La deficiencia de 

CETP en estos pacientes es ocasionada principalmente por dos mutaciones·. una 

en el sitio de corte y empalme del intrón 14 y otra en el exón 15 (Hirano et al. 

1993; Sakai et al. 1995). En población general, una de las variaciones genéticas 

más estudiadas es el polimorfismo TaqlB en el intrón 1, cuya variante alélica 

TaqlB, ha sido asociada con la disminución en la actividad de la p·roteina 

transferidora de ésteres de colesterol, así como a niveles incrementados de HDL y 

disminución del riesgo de enfermedad arterial coronaria (Boekholdt et al. 2003; 

Ritsch y Patsch 2003). La deficiencia de CETP fuera de la población japonesa es 

poco frecuente, sin embargo, se han . descrito individuos con 
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hiperalfalipoproteinemia (HA) (niveles elevados de HDL) por deficiencia de CETP 

en población caucásica (Teh et al. 1998). 

El efecto de la protelna transferidora de ésteres de colesterol sobre el 

desarrollo de la ateroesclerosis en modelos animales no ha sido totalmente 

dilucidado aún, ya que existen reportes en modelos murinos que sugieren un 

aumento en el riesgo al desarrollo de ateroesclerosis, debido a la sobre-expresión 

de CETP. Mientras que otros estudios indican ateroesclerosis reducida en ratones 

con hipertrigliceridemia por la sobre-expresión de CETP (Plump et al. 1999; Hayek 

et al. 1995). Esto sugiere, que el efecto de la sobre-expresión de CETP sobre la 

ateroesclerosis pudiera estar modulado por el metabolismo de las LDL y VLDL 

(Ritsch y Patsch 2003), y que en estos modelos animales la sobre-expresión de 

CETP es pro-aterogénica en casos de hipercolesterolemia o hiperlipidemia 

combinada pero podria ser anti-aterogénica en combinación con 

hipertrigliceridemia o hiperalfalipoproteinemia (Barter et al. 2003). 

Por otro lado, existen reportes de individuos identificadas con 

hiperalfalipoproteinemia debido a la deficiencia de CETP, con un aparente efecto 

anti-aterogénico (Moriyama et al. 1998). Para tratar de entender el impacto de la 

deficiencia de CETP sobre el desarrollo de la enfermedad arterial coronaria en 

humanos. se realizó un amplio estudio epidemiológico con individuos 

heterocigotos para la deficiencia de CETP, que presentan una modesta elevación 

en los niveles de HDL. Este estudio sugiere asociación con un riesgo 

incrementado de enfermedad arterial coronaria (Zhong et al. 1996). 

Lo ambiguo de la relación de CETP con la ateroesclerosis puede ser 

explicado por dos lineas diferentes: a) efecto aterogénico; cuando la variaCi~n 

genética en CETP está acompañada de diferentes alteraciones en el metabolismo 

de llpidos (hipercolesterolemia, hipertrigliceridema, etc.); y b) CETP 'puede tener 

más de una función, por lo que dichas funciones pueden ser afe<?tada~ de formas 

diferentes por variantes genéticas distintas. explicando asi el efecto -pro- o anti

aterogénico observado en diversos estudios. 
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7.3.1. Receptor Basurero tipo B clase/ (SR-BI) 

Introducción 

En 1996, Acton y colaboradores identificaron a SR-81, un receptor que 

forma parte de la familia de protelnas relacionadas a CD36. El receptor SR-BI es 

una protelna palmitoilada de superficie, que fija lipoprotelnas como HDL y LDL, 

asl como colesterol libre no asociado a lipoproteinas (Stangl et al. 1998). Esta 

protelna, ha sido considerada como el primer receptor activo de las HDL, siendo 

capaz de facilitar la captación selectiva de HDL, sin mediar su endocitosis ni 

degradación (Acton et al. 1996; Landschulz et al. 1996). El mecanismo de 

captación celular del colesterol de las HDL. es diferente al proceso de endacitosis 

de las lipoproteinas mediado por receptores de superficie celular. Por el contrario, 

las HDL se unen de manera saturable y con alta afinidad a la supeñicie celular. El 

colesterol de las HDL es transferido selectivamente al interior de las células. Las 

partículas de HDL sin colesterol se disocian de las células retornando al medio 

extracelular. Los mecanismos celulares y moleculares especificas, por medio de 

los cuales se lleva a cabo la captación selectiva del colesterol de las HDL, se 

desconocen aún (Trigatti et al. 2000; Siver y Tall 2001 ). 

A través de estudios de inmunodetección, se analizó la distribución tisular 

del receptor SR-81 en ratones. encontrándose que este receptor se expresa 

principalmente en los tejidos más importantes para el metabolismo de las HDL, 

como son: hígado, glándulas suprarrenales y ovario (Kozarsky et al. 1997). 

Estudios realizados en ratones con sobre-expresión hepática del receptor 

SR-81, mostraron una disminución significativa de tos valores plasmáticos de las 

HDL (Rogotti et al. 1997. Wang et al. 1998; Ueda et al. 1999). El proceso a través 

del cual disminuyen los niveles plasmáticos de HDL en este modelo murino se 

desconoce aún (Acton et al 1996; Kozarsky et al. 1997). 

En un modelo de ratón deficiente del receptor SR-BI. se evidenció un 

aumento del 120°/o del colesterol total plasmático, lo que pudiera ser explicado por 

el aumento del colesterol de las HDL. pero sin cambio evidente en los niveles de 

apo A-1 (Varban et al. 1998). Ademas, este modelo permitió demostrar una 

disminución en la depuración selectiva del colesterol de las HDL, haciendo patente 
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Introducción 

la relevancia del receptor SR-BI en la etapa final del transporte reverso del 

colesterol. 

En conjun~o. estos estudios sugieren un efecto anti-aterogénico asociado a 

la sobre-expresi.ón del receptor SR-BI en ratón, a pesar de los niveles reducidos 

de HDL (Krieger y Kozarsky 1999). 

En un estudio reciente realizado por Tai y colaboradores (2003), en 77 

pacientes con hipercolesterolemia familiar heterocigota. se identificaron 2 

polimoñismos en el gen del receptor SR-BI asociados con la variación de 

triglicéridos y lipoprotelnas (VLDL y LDL) en plasma, confirmando la importancia 

del receptor SR-BI en el metabolismo de estas lipoproteinas en humanos. 

De confirmarse la relevancia fisiológica del receptor SR-BI en el 

metabolismo de las HDL en humanos. podria considerarse como un objetivo 

nuevo para la prevención y tratamiento de la ateroesclerosis. 

7.4 Otras proteínas asociadas a las HDL 

7.4.1. Paraoxonasa-1 (PON1) 

La paraoxonasa-1 es una proteína de 354 aminoácidos con una masa 

molecular relativa de 43 kDa (Primo-Parmo et al. 1996; Mackness et al. 1996). El 

gen de Ja paraoxonasa-1 está ubicado en el brazo largo del cromosoma 7 (q21.3-

q22.1) (Hegele RA 1999). En plasma, la paraoxonasa-1 se encuentra casi 

exclusivamente localizada en las HDL. Esta proteina ha sido considerada como el 

componente mas probable de las HDL. que explica la habilidad de éstas para 

metabolizar peróxidos de lipidos y proteger contra la oxidación a las LDL (LDL 

oxidadas) (Mackness et al. 1991; 1993). Estudios realizados con ratones 

deficientes de paraoxonasa-1 mostraron que las HOL carecian de efecto protector 

contra la oxidación de las LDL (Shih et al. 1998). Resultados similares fueron 

obtenidos con inhibidores de la paraoxonasa-1. sugiriendo la participación de esta 

proteina en el efecto anti-oxidante de las HDL (Aviram et al. 1998). 

Estudios realizados en pacientes con enfermedad de Tangier (deficiencia 

del transportador ASCA 1) y con enfermedad del ojo de pescado (deficiencia de 
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LCAT). mostraron niveles bajos de paraoxonasa-1 en plasma (Mackness et al. 

1987; 1989). Numerosos estudios en humanos. han permitido identificar dos 

polimorfismos en el gen de la paraoxonasa-1 (MSSL y R192Q) que afectan la 

actividad anti-oxidativa de las HDL. Homocigotos para estas variantes 

(homocigotos 92R y homocigotos SSL) muestran un riesgo aumentado de 

enfermedad arterial coronaria (Ruiz et al. 1995; Serrato et al. 1995; Sanghera et al. 

1998; Salonen et al. 1999). 
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11. Planteamiento del problema 

nntcamiento del problema. 

Se identificó una familia que presenta de manera conjunta dos alteraciones 

genéticas, hipercolesterolemia familiar (HF) e hiperalfalipoproteinemia (HA, niveles 

> 60mg/dL de HDL). ambas condiciones segregan de manera independiente y 

cada una de ellas muestra un patrón sugerente de herencia autosómica 

dominante. Resulta interesante que en los individuas de esta familia que 

presentan ambos rasgos (hipercolesterolemia familiar e hiperalfalipoproteinemia) 

se observa un efecto protector contra el desarrollo de enfermedad arterial 

coronaria prematura. En los individuos de la familia con hipercolesterolemia 

familiar sin hiperalfalipoproteinemia, la aterogenicidad del padecimiento se hizo 

evidente. Por lo que esta familia, constituye un modelo valioso para el estudio 

bioquimico y molecular de los defectos genéticos que condicionan a la 

enfermedad arterial coronaria o bien la protección contra el desarrollo de 

ateroesclerosis. 

En este trabajo se planteó identificar el locus responsable de la 

hipercolesterolemia familiar, asi como el locus condicionante para el fenotipo de 

hiperalfalipoproteinemia. La estrategia propuesta consistió en evaluar la posible 

participación de genes candidatos a través de ligamiento genético. tanto para la 

hipercolesterolemia familiar, como para genes que participan en la regulación de 

los niveles de HDL. En caso de no encontrar ligamiento genético para ninguno de 

los genes candidatos conocidos, habria de realizarse un escrutinio del genoma, 

utilizando marcadores genéticos del tipo microsatélites distribuidos de manera 

uniforme en todos los autosomas. 

La identificación del locus responsable de la hipercolesterolemia familiar en 

esta familia, contribuirá al conocimiento del mecanismo fisiopatológico asociado a 

la presencia de hipercolesterolemia y su efecto en el desarrollo de la enfermedad 

arterial coronaria. Asimismo, la identificación del locus para la 

hiperalfalipoproteinemia, proporcionará elementos nuevos para elucidar algunas 

de las alteraciones en los mecanismos fisiológicos~ que originan niveles 

plasmáticos elevados de HDL y su posible efecto cardioprotector. 
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111. HIPÓTESIS 

Debido a la estructura genealógica de la familia en estudio. y la información 

clinica y bioquimica con la que se cuenta. es posible, a través de ligamiento 

genético la identificación tanto del locus causante de la hipercolesterolemia 

familiar. como del locus responsable de la hiperalfalipoproteinemia asociada al 

efecto protector anti-aterogénico que presentan los individuos diagnoSticados con 

hipercolesterolemia familiar en esta familia. 
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IV. OBJETIVOS 

1. OBJETIVO GENERAL 

Identificar el locus responsable de la hipercolesterolemia familiar. asi como el 

locus condicionante para el fenotipo de hiperalfalipoproteinemia en la familia en 

estudio. 

2. Objetivos Espééificos 
Evaluar'-. la-·· Pa.rti~i-PaCió~« . de~ ~:Posib-1e~·_::· ~1~ries). cand.id~lt~s para la 

hipercolesterC>1erniáta,,'.,¡¡¡;.r,7omo son el g.;,n•~el i~ceptor LD~.Y el gen de 
ra· apo 's .. : .. a· - traVés .. :d~-.:·;:·üg·a~-¡~-~~~:;:,g·e·.:u~Úc~;~-,:~üH~~,~da:· mB·~~adores 

microsatélites ligáciof _ª ~~ci.i,J,;C>~; ~;Jº."A~.n~~-~~- • '·:L; • e. 

Analizar los nivé1e-~·-:de-- 'P:~ot·~·¡;,-·a-_d~i-:i~6¿J\~;;Loc~:'.:,~~f: "CO~'cl»: el" P~oée~o de 

endocitosis del misrii~· ~-;.; ·j~di·~·iduc;-s ·::a~n:'hip-~;~~-1~s~·J;o1~;;:;ia···ra·~iü'ar de la 

familia. "~ ,, ,.,,,,:' 
-o<,.=- - ": • ''"°-., . . ,__:¡ ,~. ~,: <<·º·::>: •' .... 

Evaluar la. p;.rtici~,a~ió'n····,·.'.n •. c .. ·ldu· .. e .. Y•_··.e·.·.·.·•.·n'.Pd,60:,;.'.;.~1e"Z ge~~s ~;.;.;~iCJatb~ .· para 
hiperalfalipopr~teine.~)'á·>.=. . " p~_(~:~~~~-¡~-~~-l~--~~i· !~·;:~i:'g~~~~ , de 
proteinas involuérada·s.en'·e1 _tr'arlsp_oi-te'.reV6rs~O'"del Co1este'~61.·,, ,. 

·' 

la 

las 

En caso de que' fli~gÍir16~~-~: 10~/ genes·-can'didatos:s"~-a-~e1 re~Pónsable de las 

alteraciones\_ ·uPrdic.as: "':\;;~ --~~ ·estudi6 ··(hi~~~'col~st~~éiJ~~,fa :.: fafnmar, e 

hiperalfalipopr_o~~ine~ia), ~~~Úzar .... -~--~. ~~~,r~_ti~_¡~·:.::C¡;-~·p·!·e;t~ :·_,d.;1·:,.,·genoma 

(autosomas); 
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V. SUJETOS Y MÉTODOS 

1 .. Familia en estudio 

1.1. Características clínicas 

Sujetos y Métodos 

Hipercolesterolemia familiar heterocigota (HF) e hiperalfalipoproteinemia (HA). 

Se estudió una familia con hipercolesterolemia familiar (familia CGZ) 

originaria de Mazatlán, Sinaloa, a partir de la identificación del caso indice, una 

mujer de 94 años de edad, cuya primer evaluación se le practicó a los 88 años. La 

propósito fue remitida al Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición 

"Salvador Zubirán", donde fue diagnosticada con gastritis e hipertensión arterial. 

La paciente refirió habitas de fumar de los 15-30 atlas. A la edad de 91 atlas sufrió 

episodios isquémicos transitorios. Un ultrasónido Doppler de las arterias carótidas 

mostró placas múltiples sobre ambos lados, especialmente sobre la arteria 

carótida izquierda. La lesión más grande causó un 50°/o de obstrucción de la luz 

arterial. Los síntomas desaparecieron después del tratamiento con dipiridamol. Se 

le diagnosticó hipercolesterolemia (425 mg/dL) y la paciente fue referida a la 

Clínica de Lipidos. Un examen físico mostró: un indice de masa corporal de 24.6 y 

una presión sanguínea de 140/80 mm Hg. Se detectaron, asimismo, xantomas en 

los tendones de Aquiles y arcus corneal simétrico, estos hallazgos fueron 

confirmados por ultrasonido. Los niveles de hormona estimulante de la tiroides en 

la paciente fueron normales. Un perfil de lipidos completo mostró los resultados 

siguientes: colesterol total de 395 m9/dL, LDL-C 220 mg/dL, HDL-C 98 mg/dL. 

apoA-1 190 mg/dL y triglicéridos 110 mg/dL. Se detectaron también niveles 

elevados de Lp(a) (136 mg/dL). 

La paciente siguió de forma irregular en tratamiento con lovastatina (20 a 40 

mg/dia) y una dieta baja en grasas. Análisis de lipidos posteriores, mostraron los 

resultados siguientes: CT 281±21 mg/dL. LDL-C 179±18 mg/dL. HDL-C 90±8 

mg/dL y TG 131±29 mg/dL. 

La historia familiar fue compatible con el diagnóstico de hipercolesterolemia 

familiar heterocigota (HF). El hermano de la probando (113) presentó xantomas 

47 



Sujetos y Métodos 

tendinosos y un perfil de llpidos similar (Tabla 2). El probando (112) tiene 3 hijos, su 

hijo mayor (1111) murió a los 52 años de edad debido a infarto al miocardio y su 

perfil de lipidos fue compatible con HF. Su segundo hijo (1113) y su hija (1114) están 

también afectados, de acuerdo a su peñil de Hpidos y la presencia de xantomas. 

Se estudiaron treinta y seis miembros de lél familia (Tabla 2). Doce de ellos 

se consideraron como afectados con hipercolesterolemia familiar con base en los 

criterios propuestos por Kwiterovich (Kwiterovich et al. 1g93). Todos los individuos 

afectados presentaron niveles de LDL-C > a la percentila 90 de acuerdo a "edad y 

género en la población mexicana (Aguilar-Salinas et al. 2001). 

El protocolo para la investigación co.n pacientes con hipercolesterolemia 

familiar y sus familiares fue aprobado por la Comisión de Ética del Instituto 

Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición .. Salvador Zubirán". Antes de efectuar 

este estudio se ·obtuvo el consentimiento informado de los pacientes .Y familiares 

por medio de una carta de consentimiento (Anexo 1 ). 

TESIS CON 
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Tnhla 2 .. Caructcristicas clinicns de los n1icmhros de la familia 

ID 
112 
113 
115 

1111 
1112 
1113 
1114 
1116 

1118 
1119 

11110 
11111 
11112 
11113 

111 IS 
11116 
11118 
11120 
IVI 
JV2 
IV3 
IV4 
l\'5 
IV6 
IV7 
IV8 
(VQ 

l\'10 

1v11 
JVI~ 

IVIJ 
1\/14 
l\.'15 

1\.'16 
VI 

Edad Géni:ro H F 

9-t F 
84 M 

48 
52 
57 

50 
43 
45 
49 
52 
45 
41 
31 
49 
49 
42 

33 
30 
28 
16 
20 
18 
16 

21 
18 
17 

20 
17 
24 

13 
18 
9 

8 

M 
M 

M 
F 
F 
F 
M 
F 

M 
F 
F 
F 
F 

F 
F 
F 
F 
F 
M 
M 
F 

F 
M 
M 
M 
F 

M 
M 
M 
M 
F 
F 

o 
1 
1 

o 
o 
o 

o 
o 
o 
o 
o 
1 

o 

o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
1 

o 

MA 

o 
o 
o 
1 

o 
o 
o 
1 
o 
1 

o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 

o 
o 
o 
o 
o 

EAC 

49 

CT 
289 

323 

168 

305 
284 

215 
186 
193 
2-16 
217 
216 
251 
184 
247 
274 
266 
268 
244 

216 
226 

158 
175 

178 
178 

210 
195 
186 

173 
172 
183 
163 

203 
158 

LDL 
220 
185 

103 
207 
185 
135 

105 
120 
185 
127 
134 
129 
97 
172 
214 
189 

196 
165 
148 
132 

98 
101 

95 
104 

134 
121 
100 
108 
114 
119 
131 

103 

TG HDL apoA-1 
94 84 :no 
170 77 199 

160 
147 
110 
136 
80 

17 
185 
303 
80 

394 
57 
105 
86 

79 
85 
110 
225 
276 

90 
124 
192 
258 

460 

88 
62 
64 
102 
33 
60 
144 
164 

33 
48 
77 
52 
65 

39 
57 
29 
66 
43 
75 
69 

62 
56 
55 
57 
28 
40 

42 
49 

44 
22 
30 
43 
52 
60 
44 
46 

32 
43 
22 

156 

166 

165 
218 

139 

104 

96 

141 
ISO 

113 
136 

Lp(u) 

136 

5.8 

50.l 
82.8 

13 
72.3 

J..J.5 

20.4 
16 

98.3 
595 

Sujetos y Métodos 

npoE XANT 
3/3 
313 

3/4 
3/4 
313 
314 
313 
313 
nd 
nd 
3/4 
nd 
nd 
3/4 

nd 
3/3 
313 
3/3 
3/3 
2/3 
3/4 
313 
3/3 

3/3 
3/4 
3/3 
314 
3/4 

3/3 
3/3 
nd 
nd 
3/3 
313 

Comentarios 
l lipcrtensión 

Falleció (75 anos) 

Niveles más recientes del perfil de lipidos (mg/dL) previos a medicación para bajar los 
niveles de lípidos. Abreviaciones: HF. hipcrcolcstcrolc111ia familiar: HA. 
J-lipcralfalipoprotcincmia; CT. colesterol total; LDL .. LDL colesterol: TG. triglicé-ridos; 
HDL. 1-IDL colcstcrol; Xant. Xantomas tendinosos. 
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Sujetos y Métodos 

Como se muestra en la figura 4, esta familia presenta dos rasgos 

fenotipicos distintos. como son la hipercolesterolemia familiar y la 

hiperalfalipoproteinemia, ambos segregando de manera independiente. Existen 

miembros con hipercolesterolemia familiar, con hiperalfalipoproteinemia o con 

ambas condiciones. Además del probando, otros 3 individuos (113, 84 años; 1114, 

57 años y el 11118, 49 años) exhibieron niveles elevados de colesterol total y LDL

C, pero sin evidencias de ateroesclerosis prematura. El individuo 115 (hermano de 

la probando), murió de causa natural a los 75 años. De su progenie, una de sus 

hijas (11116) mostró el fenotipo de hiperalfalipoproteinemia, la otra (11120) presentó 

un fenotipo de hipercolesterolemia familiar y su hijo (11118) mostró ambos 

fenotipos. lo cual sugiere que este individuo (115) también portaba ambos rasgos. 

Nueve miembros de la familia (incluyendo los 5 anteriormente mencionados) 

presentaron elevación de HDL. El criterio de hiperalfalipoproteinemia fue 

considerado para niveles de HDL >60mg/dL, ya que estos niveles han sido 

establecidos como capaces de conferir un efecto protector contra el desarrollo de 

enfermedad arterial coronaria (NCEP 1993; 1998; Wilson et al. 1998). Estos 

valores corresponden a una percentila > 90 de acuerdo a edad y género en la 

población mexicana (Aguilar-Salinas et al. 2001 ). El diagnóstico o estatus 

asignado a cada uno de los miembros de la familia fue cuidadosamente 

establecido. Los individuos con una sola medición de llpidos o niveles limitrofes de 

los mismos. fueron considerados con un estatus .. desconocido" para el análisis de 

ligamiento genético. 

50 



~ 

11 

111 

IV 

V 

Q Mujo• 

a HcmtJ<o 

'Cll'iondce 

Or1oarec1ooos 
111 Alectaoos HF 

I! Aloctooos HA 

l!IAlectoOOsHFyHA 

l!IEstotusdeSC()"()COO 

Figura 4. Arbol genealógico de la familia en estudio (CGZ) moslrando el frnolipo de hipmolrslerolrmia familiar (llF) e 
hiperalfalipoproleinemia (HA). 

------------·--------··---~·---------------------------·-

'"""J 

~~ 
;l">·H 

Cll 
t:1 ü:l 
t"':I 
--~C.} 
~ .. o 
~::.~ ~ 
1:,.:i 
1:-=J 
z 



1.2. Determinaciones bioquímicas 

TESIS 
FALLA DE 

Las mediciones de laboratorio se realizaron en el Departamento de 

Endocrinologla y Metabolismo de Llpidos del Instituto de Ciencias Médicas y 

Nutrición Salvador Zubirán. El peñil de llpidos y la qulmica sangulnea fueron 

realizados para los 33 muestras de individuos disponibles. Los análisis de 

laboratorio se realizaron a través de pruebas totalmente automatizadas con 

reactivas comerciales. Los niveles de CT y TG fueron determinados a través de 

métodos enzimáticos (Boehringer-Mannheim). Las partlculas de LDL y HDL fueron 

caracterizadas por método de ultacentrifugación de gradiente de densidad {Martini 

et al. 1984). La concentración de apo A-1 fue medida por inmunofelometria 

(Anderson et al. 1987). Los niveles de sitosterol fueron determinados por 

cromatografla capilar de gas-liquido (Beaty et al. 1986). 

La distribución de las subclases de lipoprotelnas de baja y alta densidad fue 

evaluada por medio de ultracentrifugación en gradientes de_densidad (Lossow WJ. 

1966). 

2. Aislamiento de DNA genómico 

La obtención de DNA genómico se realizó a partir de los leucocitos-sanguineos 

provenientes de enfermos y familiares de la familia CGZ, siguféndo Un método 

previamente descrito (Kempter. 1992). además de un paso 'adici~nal- con fenol. 

Las muestras de sangre se centrifugaron a 3,500 rpm/15 min. Para-separar las 

células blancas de la interfase se utilizó una pipeta Pasteur, loS eritrocitos 

ren1anentes se eliminaron a través de lavados con un amortiguador' para lisis de 

eritrocitos (TRIS 10mM pH 7.6, MgCl2 5mM y NaCI 10mM), se resuspendió 

vigorosamente y se centrifugó en las condiciones mencionadas previamente. La 

pastilla de células blancas resultante fue resuspendida en 2µ1 de NaCI 5mM y se le 

adicionaron 92µ1 de SOS al 1 Oº/o para lisar las células. Esta mezcla se agitó por 5 

min. Para precipitar las proteinas se le adicionaron 616µ1 de una solución 

saturada de NaCI y se centrifugó a 15,000 rpm/30 min. Se aisló el sobrenadante y 

se le realizaron extracciones fenólicas (Maniatis et al. 1989). El sobrenadante se 

transfirió a un tubo estéril y se le adicionaron dos volúmenes de etanol absoluto 
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frie (-20ºC). El DNA se separó de la solución alcohólica y se lavó en un volumen 

de 800fli de solución TE (10mM TRIS pH 8.0, 1mM EDTA pH 8.0). La muestra se 

conservó para su análisis a -20 ºC. A todas las muestras obtenidas se les realizó 

un análisis espectrofotométrico, mediante lecturas a 260 y 280 nm. La 

concentración de DNA se calculó con la siguiente fórmula: 

[DNA], (µg/µl)=(A2oo) (dilución") (0.05 flQlfli) 

sabiendo que 0.05 µg/µI de DNA= 1 O.O. 260 

La relación 260/280 indica la pureza del DNA obtenido. Se considera que 

las relaciones comprendidas entre 1.8 y 2.0 unidades de º·º·260 son las.óptimas. 

Para determinar la calidad de las muestras de DNA obténidas sé/reklizaron 

electroforesis en geles de agarosa al 1% teñidos con bromuro de etidio [0.Sµg/µ1]. 

3. Marcadores microsatélites 

La secuenciación del genoma humano han revelado la existencia de 

secuencias repetidas en tándem en muchos sitios a lo largo de todos los 

cromosomas. Estas secuencias varían dependiendo del número de veces que la 

unidad de repetición está presente (Jeffreys et al. 1985; Nakamura et al. 1987; 

Tautz et al. 1989; Weber JL 1989; 1990). Cuando la unidad repetitiva del marcador 

genético es corta, de 2 a 5 nucleótidos, se les denomina microsatélites. o STRs 

(por sus siglas en inglés, short tandem repeats), mientras que si la secuencia 

repetida es de 9 a 64 nucleótidos se les denomina minisatélites, también llamados 

VNTR (por sus siglas en inglés, variable number tandem repeat). En el genoma 

nuclear se han descrito miles de microsatélites multialélicos con un alto grado de 

heterocigocidad (>70°/o), para la mayoria de las poblaciones estudiadas (Edwards 

et al. 1991). Actualmente, se han identificado más de 10,000 marcadores 

microsatélites en el genoma humano, cuya localización precisa se conoce. Con 

una bateria de entre 200-400 marcadores es posible tamizar todo el genoma con 

una distancia promedio de 15-25cM entre un marcador y otro. Sin embargo, es 

importante mencionar que para la mayoría de estos marcadores. se desconoce su 

frecuencia alélica en la población mexicana. 

53 



TESIS CON 
FALLA DE CFJGEN 

Sujetos y Métodos 

Los primeros mapas completos del genoma humano se elaboraron con base 

en marcadores dinucleótidos del consorcio francés GENETHON, con una 

resolución menor de ScM (Weissenbach et al. 1992; Gyapay et al. 1994). 

Posteriormente. un mapa genético conteniendo 363 marcadores, principalmente 

tri- y teranucleótidos (47 y 63% respectivamente), con una heterocigocidad de 

79%, fue elaborado en el Centro de Genética Médica de la Fundación Marshfield 

para la Investigación Médica (Dubovsky et al. 1995). Estos hallazgos permiten 

en principio, el mapeo de cualquier gen causante de enfermedades heredidarias 

monogénicas o complejas (Armour et al. 198g). 

A través de ligamiento genético. dos estrategias principales pueden ser 

utilizadas para la identificación de un gen (enfermedad manogénica) o los genes 

(poligénica) implicados en el desarrollo de una enfermedad: 

1) Análisis de genes candidatos. En esta estrategia se evalúa la posible 

participación de genes cuya función se conoce. 

2) Escrutinio del genoma. En esta estrategia se contempla la identificación de 

un locus que no ha sido previamente asociado al fenotipo de interés. En 

este estudio. se analiza el genoma completo utilizando marcadores 

genéticos distribuidos de manera uniforme en todos los cromosomas. 

3.1. Análisis de marcadores radiactivos para genes candidatos 

La posible participación de los diferentes genes candidatos tanto para 

hipercolesterolemia familiar, asi como para la hiperalfalipoproteinemia, fue 

evaluada usando marcadores genéticos ligados a los diferentes genes candidatos 

de interés. Para Ja hipercolesterolemia familiar se analizaron los siguientes genes: 

el RLDL y ApoB; y para la hiperalfalipoproteinemia: apoA-1, apoA-ll/ApoC-111/apoA

IV, apoC-11, ApoE, ABCA1, PPARy, SR-BI, HNF4a, CETP, LCAT, LH, LPL y Pon1. 

Las secuencias de los oligonucleótidos para la amplificación de los distintos 

marcadores microsatélites utilizados, fueron obtenidas de diferentes bases de 

datos (Genome data base, http://www.qdb.org; Genethon, http://www.genethon fr; 

Centro de Genética Médica Marshfield; http://research.marshfieldclinic.org). 
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El análisis de marcadores microsatélites fue realizado a través de la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR). En un volumen final de 15 µI se 

mezclaron 50-100 ng de DNA genómico, 1.5 ~11 de solución amortiguadora 10X, 

1.2 µI de la solución de dNTPs 2.5 mM, 1.5 ~il de una solución de dCTP 0.2mM, 15 

pmoles de cada oligonucleótido, 0.2 µI de [a-32P]dCTP (2~1Ci) y 1 unidad de Taq 

Gold (Perkin Elmer). 

Las condiciones de amplificación fueron: una temperatura de 

desnaturalización inicial de 94 ºC, 10 min, 35 ciclos de desnaturalización (94 ºC, 

45 seg), alineamiento (55 •e, 30 seg), extensión (72 •e, 1 min.) y una extensión 

final de 5 min. a 65 ºC. 

De los productos de la amplificación se tomó una alicuota de 5 µI y se 

mezcló con medio volumen de buffer de corrida (98% de formamida, 1 OmM EOTA, 

0.1 º/o de azul de bromofenol y 0.1 º/a de cinol xileno), la mezcla se calentó a 90ºC 

durante 3 min y se sometió a electroforesis en geles desnaturalizantes de 

poliacrilamida-urea al 6º/o. El gel se secó y se expuso a una placa 

autorradiográfica, la cual se reveló y se analizó el patrón de bandas observadas en 

ella. 

3.2. Escrutinio del genoma (marcadores fluorescentes) 

Se utilizaron 238 marcadores del set Weber Versión 6 del Centro cooperativo para 

el ligamiento humano (CHLC, Cooperative Human Linkage Center). Este grupo de 

marcadores esta constituido en su mayoría por marcadores microsatélites con 

repetidos de tri- o tetranucleótidos (93°/o), con un promedio de heterocigocidad del 

78°/o. Los productos de la PCR fueron analizados en un secuenciador automatice 

ABl377 (Applied Biosystem). El número asignado a cada alelo se determinó 

internamente y no corresponde necesariamente, a los números asignados en las 

distintas bases de datos. 
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4. Análisis de ligamiento genético 

4.1. Simulación de ligamiento genético 

Antes de iniciar un estudio de ligamiento es importante considerar si los 

árboles genealógicos disponibles para el estudio de ligamiento genético propuesto 

tienen posibilidades de dar suficiente información para demostrar ligamiento 

genético (Ploughman et al. 1989). La utilidad que puede tener cada árbol 

genealógico para el estudio de ligamiento se evalúa por medio de simulaciones, 

en las que se generan réplicas de cada árbol genealógico con genotipos de un 

marcador asignados al azar. La asignación se hace con las probabilidades dadas 

por la estructura de los árboles genealógicos estudiados, los fenotipos conocidos y 

datos del marcador y enfermedad (frecuencia de ambos, fracciones de 

recombinación y penetrancia de la enfermedad). Para obtener resultados 

significativos. el análisis de simulación requiere un número alto de réplicas (500 o 

más réplicas). Se utilizó el programa SLINK para las simulaciones y el programa 

MSIM para el análisis de éstas (Ott 1989). 

4.2. Estudio de ligamiento genético 

El anélisis de ligamiento genético consiste en determinar la segregación de 

marcadores genéticos polimórficos con relación a un fenotipo clinico determinado. 

La probabilidad de ce-segregación entre el fenotipo y un alelo determinado de un 

marcador se expresa como LOO score (logarithm of the odds}, valores de LOO 

scare ~ 3 se consideran significativos de ligamiento y valores de LOO score s 2, se 

consideran de exclusión de ligamiento. 

El estudio de ligamiento genética puede utilizarse para definir la posible 

participación de distintos genes de forma independiente, sin necesidad de estudiar 

la estructura (secuencia) completa de cada gen. Para ello, se utilizan marca-dores 

intragénicos o cercanos a cada uno de los genes que se _quiere : analizar. 

Alternativamente, el estudio de ligamiento puede utilizarse ·para definir_ la 

participación de una determinada región cromosómica o bien tamizar el genoma 

completo en busca del lacus o loci implicados en un determinado padecimiento. 
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Los resultados de genotipificación obtenidos para cada marcador en los 

miembros de la familia se integraron a los paquetes de análisis de ligamiento 

genético LINKAGE y FASTLINK (Ott et al. 1991; Schaffer et al. 1994), para 

determinar ligamiento de dos puntos. asumiendo un patrón de herencia 

autosómico dominante y una frecuencia del gen de 0.001. Debido a que la 

penetrancia completa puede dar falsas exclusiones y que se ha reportado 

penetrancia incompleta para estas etiologias, se asumió una penetrancia del 90º/o 

para los portadores del alelo mutado. Para el análisis de múltiples puntos 

(segregación de haplotipos), se utilizó el programa GENHUNTER-PLUS (Kong et 

al. 1997). este programa calcula un LOO score semi-paramétrico. que permite la 

identificación del locus más probable donde se encuentra el gen responsable. Este 

mismo programa de ligamiento, fue utilizado para realizar un análisis de múltiples 

puntos no-paramétrico (NPL), necesario cuando se tiene una forma de herencia 

incierta, como podrfa ser el caso de la HA, ya que estudios previos sugieren 

diferentes formas de herencia. Por lo que, los datos fueron analizados con un 

modelo libre a través de un método de alelos compartidos. 

Para cada uno de los marcadores microsatélites empleados en la 

genatipificación de los miembros de esta familia, se determinaron sus frecuencias 

alélicas en una muestra de individuos sanos no relacionadas de la población 

mexicana o bien en los miembros no relacionados de la familia. 

5. Prueba para la identificación de las mutaciones más frecuentes en apo B-

100 

Tres miembros de la familia CGZ (11-3, 11-3 y 111-21) fueron analizados para 

el análisis de las mutaciones más frecuentes en apo B-100 (R3500Q, W3500R y 

R3531C). utilizando ensayos de restricción previamente descritos (Mamatte et al. 

1993; Hansen PS. 19ga). 

6. Haplotipos de ApoE 

Los genotipos de Apo E se determinaron por PCR-RFLP, utilizando 

oliganucleótidos que amplifican la secuencia que codifica para los aminoácidos de 
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las posiciones 112 y 158. El producto obtenido se digirió con la enzima Hhal 

(Tsukamoto et al. 1993). 

7. Transformación de lineas celulares 

Para la inmortalización de linfocitos con el virus de Epstein-Barr (VEB). se 

tomó una muestra de 20 mi de sangre la cual se diluyó volumen/volumen 1:1 con 

una solución amortiguadora de fosfatos (PBS). Posteriormente. se realizó un 

gradiente con Ficoll-Hipaque (densidad 1.077). centrifugando la muestra a 1800 

rpm durante 25 minutos y se recuperó el anillo de linfocitos. Los linfocitos 

obtenidos se lavaron 2 veces en solución PBS y posteriormente se les realizó un 

segundo gradiente con Ficoll bajo las misma condiciones de centrifugación y de 

lavado. Los linfocitos se contaron utilizando una cámara de Nuvauer, y una 

muestra de 1-1.5 millones de linfocitos fueron adicionados por pozo en una caja de 

cultivo celular de 24 pozos junto con 300-500 ¡il de VEB. El volumen faltante para 

1 mi. fue alcanzado con medio RPMI sin suero fetal bovino (SFB). La caja se 

incubó a 37°C en una cámara de incubación con So/o de C02, por toda la noche. El 

paso siguiente consistió en eliminar la mitad del medio y adicionar RPMI con SFB, 

el cual se mantuvo hasta la aparición de cúmulos. un hecho indicativo del éxito de 

la inmortalización debido a la pérdida de la inhibición por contacto. Los linfoblastos 

fueron almacenados a -70°C hasta su uso (Reedman et al. 1973; Pattengale et al. 

1973; Rosen et al. 1977; Crawford et al. 1 g86). 

8. Determinación de los niveles del receptor LDL en linfoblastos de pacientes 

con hipercolesterolemia familiar a través de hibridación tipo Western. 

Los linfocitos transformados de los pacientes 11-2 y 111-21 y de dos individuos 

normolipémicos se preincubaron de 16-18 horas en . __ medio RPMI con suero 

deficiente de lipoproteinas (FDM) 10o/a VN o con medio.suplementado con suero 

de ternera (rico en lipoproteinas) (FMN). Los extractcis.ccelulares se fraccionaron 

sobre PAGE-SDS no reducido (50¡1g de protelna celular/por carril) y se 

transfirieron a membranas de nitrocelulosa. La membrana se incubó con un 

58 



F ALB:S~"S Cr?:iGEN \ 
Sujetos y Métodos 

anticuerpo de ratón conjugado con biotina (Research Diagnostics, lnc.) contra el 

receptor LDL humano ( Norman et al.1999). 

9. Citometria de flujo en linfoblastos de pacientes de la familia CGZ con 

hipercolesterolemia familiar 

El análisis de citometria de flujo para la unión de las LDL a su receptor se 

realizó en los linfoblastos transformados de los pacientes 112 y 11121. Los 

linfoblastos fueron preincubados de 16-18 horas en un medio con suero deficiente 

de lipoproteinas (SOL) 10% VN (FDM) o con medio suplementado con suero de 

ternera (rico en lipoprotelnas) (FMN). Posteriormente. los linfoblastos fueron 

lavados 2 veces con una solución de Puck (CaCl2 0.5 mM y BSA 0.5 (PN)) y 

resuspendidos en esta misma solución. Aproximadamente. 1X106 células fueron 

incubadas por 30 minutos con el complejo BODY-FL LDL (20 µg/mL Molecular 

Probes lnc.) en presencia o ausencia de un exceso de LDL humanas no marcadas 

(500 pg/mL). Después de dos lavados con la solución de Puck fria, las células se 

fijaron con una solución con paraformatdehldo al 2º/o (PN). Las lecturas se 

realizaron en un citómetro de flujo (Becton Oickinson), tomándose para cada 

análisis un promedio 10, 000 eventos. El análisis fue realizado ·con el programa 

CellQuest (Becton Dickinson). 

10. Sccuenciación del gen de la IL-17 e IL-17F 

Para el análisis de secuenciación automatizada. se realizaron los siguen pasos: 1) 

una primera amplificación por PCR de las muestras de 112 y 113, portadores del 

fenotipo de HA (la secuencia de los oligonucleótidos y las condiciones de 

amplificación utilizados se describen en el anexo 2), 2) Los productos obtenidos de 

la amplificación fueron purificados a través de columnas Oiagen (OIAquick PCR 

purification kit). 3) El producto obtenido se utilizó para una segunda PCR, en la 

cual se incorporaron nucleótidos fluorescentes del tipo Big Oye (Big Oye 

terminators v3.0. Applied Biosystem), las condiciones de amplificación utilizadas 

fueron las recomendadas por el fabricante. 4) Se realizó una segunda purificación 

en columnas CentriSep (Applied Biosystems) y posteriormente, el producto se 
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VI. RESULTADOS 

1. Hipercolesterolemia familiar heterocigota (HF) 

1.1. Resultados clínicos y de laboratorio (Realizado por el personal del 

laboratorio de Hpidos del INCMNSZ) 

csultndos 

Los resultados clínicos y de laboratorio obtenidos en la familia en estudio 

(CGZ). confirman el diagnóstico de hipercolesterolemia familiar. Esto datos 

incluyen: niveles elevados de colesterol total y LDL, xantomas tendinosos, arco 

corneal, enfermedad arterial coronaria prematura y un patrón sugerente ~e 

herencia autosómico dominante. La posibilidad de sitosterolemia fue excluida 

debido a los niveles normales de sitosterol en la propósito (112). 

Para excluir la posibilidad de hiperlipidemia tipo lib. 111 o IV en esta familia. 

se realizó en varias ocasiones la medición del perfil de lfpidos en la mayoria de 

sus miembros y se determinaron asi mismo, los genotipos de apo E, presentando 

la mayorla de los individuos analizados un genotipo 3/3, el cual no ·ha sido 

asociado a variaciones en los niveles de lipidos (Tabla 2). 

En el caso indice (112), el fenotipo de hipercolesterolemia con niveles 

elevados de LDL, fue ocasionado por el aumento de la subclase LDL2, las cuales 

se caracterizan por ser pequeñas y densas (densidad (o) 1.035-1.063]. 

1.2. Análisis de genes candidatos 

Debido a que no todas las estructuras familiares presentan 3 generaciones 

de individuos disponibles que permitan obtener resultadas significativos de 

ligamiento genético, se realizó un análisis de simulación de ligamiento genético 

para el fenotipo de hipercolesteralemia familiar en esta familia, mostrando un LOO 

scare máximo esperado (Zmax) de 5.9 (el promedio de Zmax en 1000 réplicas fue 

de 2.1. con 57% >3.00). lo cual establece la utilidad de esta familia para estudios 

de ligamiento genético. 
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Se seleccionaron marcadores genéticos altamente polimórficos (tipo 

microsatélite) completamente ligados ( menos de 1 cM o intragénicos) a los 2 

genes conocidos como responsables de fenotipo de hipercolesterolemia familiar 

en humanos, lo que permitió evaluar a través de ligamiento genético la posible 

participación de los genes del receptor LDL y apo B como responsables de la 

hipercolesterolemia familiar en esta familia, obteniéndose resultados de ligamiento 

negativo concluyentes para cada uno de estos genes (Tabla 3). 

Adicionalmente, en el caso indice (112) y su hermano afectado (113) se 

realizó la búsqueda de las tres mutaciones descritas para el gen apo B (R3500Q 

W3500R y R3531C), sin detectar ninguna de ellas. 

T:.hht 3. Rcsultudos dt.'I nn~ílisis de liJ,?.nn1icnto de :?-puntos pnru ~enes cnnc.lidatos pura 111-"" 

LOO scon.! " dili:rcntcs o 

Gen Marcador 0.00 0.01 O.OS 0.10 0.20 0.30 0.40 Zmax Omax 
apoB Apo B -267 -1.86 -1.11 -0.73 -0.33 -0.12 -0.02 -0.02 0.40 
RLDL 0195394 -5.51 -4 12 -2.26 -1.28 -0.37 -0.06 -o.os -O.OS 0.40 

D19SS86 -5 98 -4 09 -2.67 -1.68 -0.68 -0.26 -0.11 -0.11 0.40 
O. Fracción <le n.:co111bin:u:ión. l IF. hipcrcolcstcrolcmia fa1niliar. 

1.3. Escrutinio completo del genoma 

Debido a los resultados negativos de ligamiento obtenidos para los genes 

candidatos para la HF (receptor LDL y apo B), se realizó un escrutinio del genoma 

(los 22 autosomas). para lo cual se genotipificaron ·doscientos treinta y ocho 

marcadores microsatélites altamente informativos. que generan un mapa genético 

con una resolución aproximada de 25 cM. Los resultados del análisis de 

ligamiento de dos puntos para esta bateria de marcadores mostraron una sola 

región con ligamiento positivo en la banda p32 del cromosoma 1, ligada al fenotipo 

de hipercolesterolemia familiar. En esta región el LOO score máximo obtenido fue 

de 2.94 (0=0.05) para el marcador 015197. El análisis de marcadores adicionales 

en la región (015386, 0151661, 015417, 015200 y 0152867) cercanos a 

015197. permitió identificar resultados adicionales de ligamiento positivo a 

fracciones de recombinación de cero (Tabla 4). 

6:? 



TESIS CON 
FALLA :oE e·· :GEN Resultndos 

Tnhht 4. l~csultudos del análisis de H~unticnto de 2-puntns pura.• nutrcadorcs en el 
cromosoma 1 bandu p32 (Fumiliu complct;1). 

LOO Scorc u diferentes O 

Locus Distancia• o 00 0.01 0.05 0.10 0.20 0.30 0.40 Zmax Omax 
0153721 72.59 -5.27 -4.26 -2.92 -2.00 -0.93 -0.3S -0.06 0.00 0.49 
0152134 75.66 -1.21 -0.27 0.51 o.as 0.99 0.79 0.38 1.00 0.18 
015197 76.27 -1.59 2.SS 2.94 2.77 2 21 1.41 O.S7 2.94 o.os 
D1S386 77.18 0.80 0.88 1.09 1.18 1.07 0.74 0.32 1.18 0.10 
0151661 78.2S 1.82 1.79 1.66 1.50 1.16 0.79 0.41 1.82 0.00 
015417 79.80 -1.41 -1.19 -0.63 -0.23 0.09 o 14 o.os 0.14 0.30 
01s200 82.41 -2.99 -1.17 -O 17 0.30 o S9 o.so 0.24 0.60 0.22 
0152867 85 68 -7.91 -3.71 -1.41 -0.54 o 02 0.12 0.07 0.12 0.30 

• Di~tancia en Kosounbi ccntif\.1organ~ (cf\1) de ptcr. O. Fracc1on de rcco1nbinación. 

Debido a que el resultado de LOO score mSximo se obtuvo a una fracción 

de recombinación mayor a cero (0=0.05), se realizó un analisis de ligamiento de 2 

puntos incluyendo solamente a los individuos afectados. Este análisis mostró 

resultados de LOO score positivos mayores a 1 a una fracción de recombinación 

de cero (O=O). para 4 marcadores adyacentes (015197, 015386, 0151661, 

D1S417) (Tabla 5). Estos resultados sugieren una penetrancia incompleta cercana 

al 85º/o para el fenotipo de hipercolesterolemia familiar en esta familia. 

Tuhlu 5. l~c~ultudo~ del :.uuili~b de ligu1nicnlo de 2-punto!'> p;1ru n1urcudorcs en el 
cron1o!'>on1u 1 hnnd;a 1132 (Sólo afectados). 

LOO Scon.: a dil'Crcntcs O 

Locus 01stanc1a· o 00 0.01 o.os 0.10 0.20 0.30 0.40 Zmax 
0153721 72 59 -1.56 -O 78 -0.18 0.04 0.19 0.20 o 13 0.21 
0152134 75.66 0.2S 0.98 1.44 1.SO 1.29 0.90 0.42 1.SO 
015197 76 27 1.68 1.6S 1.SO 1.32 0.94 O.S6 0.23 1.68 
015386 77 18 2.41 2.37 2.18 1.94 1.42 0.87 0.34 2.41 
0151661 78 25 1.60 1.57 1.46 1.31 0.99 0.66 0.33 1.60 
01$417 79 80 1.90 1.86 1.69 1.47 1.02 0.S9 0.23 1.90 
015200 8241 -0.23 0.7S 1.23 1.28 1.05 0.68 0.29 1.28 
01$2867 85.68 -1.00 -0.38 0.09 0.22 0.23 0.16 0.07 0.24 

'"llis1ancia en Ko~ambi ccmiMurgan~ (cf\.1) de: plt:r. O. Fracción de rc:combinación 

Omax 
0.26 
0.10 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.10 
0.15 
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Asimismo, el análisis de ligamiento de múltiples puntos confirmó la 

evidencia de ligamiento previamente.obten.ida en.esta región del cromosoma 1 con 

un LOO score maximo de 3.29 (Figura 5). Este mismo analisis permitió establecer 

los haplotipos de la región 1p32 eO" ,;;~ miembr.os ·de la familia, definiendo un 

intervalo de 6.75 cM entre los marcadC:.res' 0152134 y 015200 (75.6 a 82.4 cM de 

pter). 

TESIS cm~:--
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Figurn 5. Atuílisi~ de múltiples puntos del crotnosnmn 1 (banda p32). El eje de las X 
representa la dist::mcia relativa en ccntiMorgans (cM) y el eje de la Y representa el LOO score 
paran1étrico del análisis de ligamiento de múltiples puntos. Los marcadores están indicados 
nhujo del eje de las X. 

El intervalo critico en la región fue definido por dos eventos de 

recombinación (Figura 6): 1) Limite centrómerico, fue definido por la 

recombinación entre los marcadores 015417 y 015200 ocurriendo en el 

individuo 1114, y 2) Limite telomérico, se definió por un evento de recombinación 

entre los marcadores 015197 y 0152134 en el individuo 113. Los 12 individuos 
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afectados comparten un haplotipo común entre los marcadóres D1S197 y 

015417. Esta misma región fue compartida por 5 individuos (asinto1T1áticos) con 

niveles normales _de cole,si~~ol_~ t~~a1_·_y: Ll?L:. Y.~~º~ -2 7_indh~id~_~S p_o':'·.est~_tus 
desconocido (con sólo una mecjiclón d.e.UpidC)S)'.: El análisis de los 21 autosonias 

restantes no mostró valores de· LOO scóre · · 0.5 (Anexo 3). 

TESIS CP.!'.f~.~_rt~.~-· ! FAl.LJ\ f'" ~ i • ----------- -
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1.4. Resultados preliminares de ensayos funcionales en linfoblastos de 

pacientes con hipercolesterolemia familiar de la familia CGZ 

Para obtener evidencia de la posible función del gen causante de la 

hipercolesterolemia familiar en esta familia (FH3), se analizó a través de 

hibridación tipo Western la expresión del receptor LDL en células (linfocitos 

transformados) de dos pacientes (11-2 y 111-21) y dos controles normolipémicos. 

Como se muestra en la figura 7, los niveles de protelna madura del RLDL 

son semejantes entre los individuos afectados y los controles, sugiriendo que la 

alteración que está condicionando el desarrollo de la hipercolesterolemia familiar. 

no afecta la expresión del gen del receptor LDL 

160 "ºª - H.cccptor LDL 

H7 Kl>a 

FiJ!urn 7. Dctccciím de In prnteinn del rcccr•tor LDL IH•r hihrid11ciú11 tipo ''\'estcrn en 
linfohlastus de ¡mcienlcs. Células de individuos normolipémicos (C 1 y C:?). el cnso índice de la 
familia CGZ (P 11-::?.) y una sobrina afectada (P 111-::? l ). Las posiciones del marcador de peso 
molecular se presentan u la izquierda y la posición de la proteína del receptor LDL maduro se 
presenta a la derecha. 
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A través de citometria de flujo, se analizaron los niveles de receptor LDL en 

la membrana plasmática de dos pacientes con hipercolesterolemia familiar (112 y 

11121). Los linfoblastos de los pacientes (112 y 11121) y un control normolipémico 

fueron incubado_s con LDL-BODIPY a 4 ºC en presencia ·y ausencia de LDL 

humanas no marcadas. Las células de los pacientes (112 y 11121) presentaron una 

disminución del 30 y 18°/o en la fluorescencia relativa. respectivamente, 

comparadas con el control normolipémico (Figura 8). 
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3.5 O CONTROL 

~ 
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~ 1.0 [[} OJ ::i 0.5 

"' o o.o 
~ -0.5 FNM FOM FDM+C 

-1.0 

Fii:un1 H. Atuili"i" de l;a L'~h·rm1lintciún ,. uniún del rL•ccptnr LI>l ... u su li~n111lo L'U liníohluslos de 

1,.u:icnlcs. Lo" linfoblaMo~ de dos p;1cicnte~ con l IF (pm:icntc 1 (caso indice 112) y paciente :::?. 
(individuo 111:! 1 )] y de un c,111tn"ll lhutnolipémi..::1._1 fueron incuhados en un medio rico en lipoprotcinas 
(Ff\tN). en un medio deficiente de fip1._1pnJtcinas (F()i'vt) y en un medio con suero deficiente de 
lipoprotcinas m¡l,s LDL hunmnas fria" (no nmrcadas). Todas fueron incubmJas con LDL rnurc<1das con 
BODIPY-FL . El anoilisis de citomctrfo <le tlujo se detalla cn los métodos. 
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TESIS 

2. Hlperalfalipoproteinemia (HA) 

2.1. Datos clínicos y de laboratorio (Trabajo realizado por el personal del 

laboratorio de lipidos del INCMNSZ) 

A través de Ja evaluación clfnica y de laboratorio. tanto del caso indice 

como del resto de la familia, se identificaron 10 individuos con niveles elevados de 

HDL-C (HA). Para el caso Indice (112), el fenotipo de hiperalfalipoproteinemia 

estuvo condicionado por el aumento en los. niveles ~e la· subclase HDL2 [densidad 

(o) 1.063-1.125]. principalmente. 

El estudio del árbol genealógico de la familia, sugiere un patrón de herencia 

autosómico dominante para este rasgo (hiperalfalipoprateinemia) y una 

segregación independiente a la hipercolesterolemia familiar observada en la 

familia (Figura 4). 

2.2. Análisis de genes candidatos 

El análisis de simulación para la hiperalfamipiproteinemia en esta familia, mostró 

un Zmax de 3.56 (el promedio de Zmax en 500 réplicas fue de 2.59, con 21% 

>3.00), lo que confirma la utilidad de esta familia para el mapeo del locus 

responsable de la elevación de las HDL. 

Se seleccionaron marcadores microsatélites altamente polimórficos ligados 

a cada uno de los 13 genes candidatos. que codifican para proteinas implicadas 

directa o indirectamente en la regulación del metabolismo de las HDL: a) el gen de 

la proteina apoA-1. la principal proteina estructural de las HDL y el gen HNF4cr. (un 

regulador transcripcional positivo de apo A-1), b) genes que codifican para 

proteinas que intervienen en el transporte reverso del colesterol [el transportador 

ABCA1. la lecitina:colesterol aciltransferasa (LCAT), la protelna transferidora de 

ésteres del colesterol (CETP) y el receptor SR-81). c) genes de las. enzimas 

involucradas en el metabolismo de las HDL como. la lipasa hepática (LH) y la 

lipasa lipoproteica (LPL), asl como algunos de los reguladores de la actividad de 

esta última (apo C-11. apo C-111 y apo A-IV). d) y finalmente, se incluyó el gen del 
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receptor PPARy, que participa en el metabolismo de las HDL y el gen de la 

paraoxonasa-1 (PON1). que codifica para una enzima involucrada en la 

disminución de la oxidación de las LDL y en el aumento de la vida media de las 

HDL. 

El estudio de ligamiento de dos puntos para estos 13 genes candidatos, 

mostró resultados negativos de ligamiento (Tabla 6). Estos datos indican que la 

hiperalfalipoproteinemia en esta familia, no se debe a alteraciones en ninguno de 

Jos genes mencionados. 
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Tabla 6. l~csultados del nnálisis de li~an1icn10 de 2-11untos pura genes candidatos para llA. 

LOO seo re a diferentes o 
Genes ca1ndidatos 

Localización Marcadores o.o 0.1 0.2 0.3 
cromosomal 

ApoA-l/C-111/A-IV l 1q23 01151374 -7.01 -~.12 -0.97 -0.386 
011529 -7.73 -1.40 -0.73 -0.352 

HNF4a 20q 12-q 13.1 0205471 -6.19 -2.12 -1.00 -0.44 

Apo Cll 19ql3.2 Intragénico -5.96 -0.39 -0.07 0.16 
0195178 -7.8 -0.17 0.30 0.33 

Apo Ali lq21-q23 015104 -7.78 -1.95 -0.84 -0.32 
0151653 -13.12 -1.24 -0.27 0.03 

ApoE 19q13.2 0195223 -6.34 -2.16 -0.99 -0.41 
0195178 -7.8 -0.17 0.30 0.33 

SR-BI 12 0125342 -5.40 -1.40 -0.56 -0.16 
0125395 -0.77 -0.54 -0.37' -0.22 

CETP/LCAT 16q21 0165496 -4.41 -0.98 -0.39 -0.13 
01653253 -6.98 -1.62 -0.71 -0.28 

LH 15q21-q23 0155998 -7.38 -1.21 -0.31 -0.008 
0155643 -7.32 -2.11 -0.94 -0.37 

LPL 8p22 lntragénico -8.99 -1.03 -0.30 -0.08 

ABCAI 9q22-q31 095930 -3.19 -0.54 -0.12 0.03 

PPARa. 22q12-ql3.I 0225689 -4.17 -1.23 -0.59 -0.25 

PON 7q21.3 075479 -7.49 -3.06 -1.59 -0.77 
075820 -4.67 -0.40 0.01 O.IO 

o. Fracción de rt!combinación r-
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2.3. Escrutinio completo del genoma 

Los datos de los 238 marcadores. g.eno~ipifica~os ·'en .el escrutinio del 

genoma, se utilizaron para el análisis de ligamiento genético en relación al fenotipo 

hiperalfalipoproteinemia. El análisis de lig,;;;,,i:;,,:;to de múltiples puntos mostró u;, 

sólo locus con resultados estadfst'i~ar:nent~· .~~Q~'¡ficatiVos. Esta región ubicada en 

el cromosoma 6 (p12.3-q13) presentó'.un· Zmax de 3.17 y un score máximo no

paramétrico (NPL) de 3.78 (P=O.ooog¡ entre los marcadores 0681280 y 0681275 

(Figura 9). 
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Fii:,urc 9. ,,\mtlisis de li¡:n1nicnlo de ntúlliplcs punlos pura el fcno1ipo de HA con murcndores sobre 

d cromo!'nnta 6 en In bundu p12.13-qt3. El eje de las X representa la distancia relativa en 

centil\.1or!!ans (cl\1) y el eje de In Y representa el LOO score (linea continua) y el NPL (linea punteada) 

del análisis de ligamiento de múltiples puntos paramétrico y no-paramétrico. respectivamente. Los 

marcadores anali7.ados paru la región de imcrés se indican abajo del eje de las X. 
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El LOO score y el NPL máximo obtenido para el análisis de 2-puntos en 

esta región fue de 3.05 y 3.08 (P=0.004) respectivamente, para el marcador 

D6S1662 (Tabla 7 ). 

Tnhlu 7. An:ílisis de li~amicnto de 2 puntos pnru nuarcntlurcs en el cron1osonu1 6 
(lmndn p12 • .7'-c113) en rclncilín ni fenotipo de hipcralfnlipnprotcincn1ia. 

LOD seo re n di fcrcntcs O 

Locus Distancia· 0.00 0.01 0.05 0.10 0.20 0.30 0.40 Zmax 
0651280 73.13 -0.55 068 1.63 1.92 1.83 1.36 065 1.95 
0652410 73.13 1 53 1.52 1.45 1.32 0.97 0.54 0.14 1.53 
0651956 75.45 1.58 1.54 1.40 1.19 0.86 0.49 0.17 1.58 
0651960 76.62 1.50 1.78 2.15 2.21 1.92 1.34 0.60 2.21 
0651662 77.78 3.05 3.03 2.89 2.67 2.09 1.39 0.60 3.05 
0651276 78.85 2.20 2.21 2.16 2.02 1.60 1.05 0.43 2.21 
0651053 80.45 1.92 1.88 1.71 1.50 1.06 0.61 0.21 1.92 
0651275 80 45 -1.86 -0.74 0.12 0.47 0.60 0.45 0.17 0.61 
0651031 88.63 -7 35 -3 11 -1.25 -0.43 0.14 0.23 0.12 0.23 
• D1s1anc1a en 1-.:u~ambi ccnti~1urgans (c!\1) de pter. O. Frncción de recombinación. 

omax 
0.13 
0.00 
0.00 
0.10 
0.00 
0.01 
o.oc 
0.18 
0.30 

Se obtuvo un haplotipo compartido entre los marcadores 0652410 y 

0651053 entre los 10 individuos con el fenotipo de hiperalfalipoproteinemia. El 

limite centromérico de este intervalo fue definido por un evento de recombinación 

entre los marcadores D6S1053 y 0651275 en el individuo 112 y el llmite telomérico 

está definido por un evento de recombinación entre los marcadores 0651280 y 

0652410 en el individuo 113 (figura 10). Estas recombinaciones. permitieron definir 

un intervalo de 7 .32 cM localizado entre 73.1 y 80.4 cM de pter, coma la región 

más probable donde se ubica el gen responsable de la hiperalfalipoproteinemia en 

la familia. El análisis de los 21 autosomas restantes no mostró valores de LOO 

score > 0.5 (Anexo_.9).'-\ '"'> 
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2.4.. Genes candidatos para la hiperalfalipoproteinemia ubicados en el 

cromosoma 6p12.3-q13 

En Ja región de interés existen aproximadamente 70 genes. aunque ninguno 

de ellos es un candidato obvio vinculado directamente en el metabolismo de las 

HDL. Sin embargo, en dicha región están ubicados dos genes de citocinas pro

inflamatorias: la interleucina 17 (IL-17) y la interleucina 17F (IL-17F). Estudios 

previos han sugerido que citocinas pro-inflamatorias pudieran estar implicadas en 

Ja regulación de las concentraciones plasmática de las HDL en humanos 

(Khovidhunkit et al. 2001a: 2001b; Hardardottir et al. 1gg5¡. 

El análisis de Ja secuencia de todos los exones (2 exones para IL-17 y 3 

exones para IL-17F) incluyendo las regiones de unión exón-intrón y 1 Kb de la 

región promotora de cada uno de estos genes. permitió identificar 2 polimorfismos 

en la región promotora del gen de la IL-17 (-742C/T y -152G/A) y un polimoñismo 

en el exón 3 (E126G) de IL-17F. Sin embargo. ninguno de estos cambios de 

nucleótido ca-segrega con el fenotipo de HDL elevadas observado en la familia 

(Figura 11 ). 
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Fii:,ura 11. Electroft.!ro~n1mas de los cambios de nucll..-ótidos encontrados en los genes de hu IL-
17 e IL-17F. A) Polimorfismo en Ja región promotora del gen de la IL-17 (-742crn identificado en 
el indhdduo afectado 113. pero no en el caso indice. B) Polimorfismo en Ja región promotora del gen 
de la JL-17 (·152G/A) identificado en el caso indice (112). no asi en el individuo 113 con el mismo 
fenotipo. C) Polimorfismo en el exón 3 del gen de la IL-t 7F que provoca cambio de aminoácido 
(E126G) en el individuo afectado 113. pero no en la probando. 
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VII. DISCUSIÓN 

Discusión 

La enfermedad arterial coronaria constituye una de las principales causas 

de morbi-mortalidad en la mayoria de las poblaciones, independientemente de su 

origen étnico (Murray et al. 1gg?). Uno de los principales factores de riesgo 

cardiovascular es la modificación de los niveles de lipidos plasmáticos. los cuales 

en su mayoría son transportados por tres familias de lipoprotelnas: VLDL, LDL y 

HDL. Las dos primeras lipoproteínas (VLDL y LDL) son potencialmente 

aterogénicas y en consecuencia están implicadas en el desarrollo de la 

enfermedad arterial coronaria. Mientras que para la tercera (HDL), existen 

evidencias cada vez mayores de que ejerce un papel protector frente a la 

formación de la placa ateroesclerótica (Kwiterovich et al. 2002b; Hegele et al. 

2001). 

La ateroesclerosís es una enfermedad multifactorial en la que intervienen 

una gran variedad de factores genéticos y ambientales (Lusis 2000). En el primer 

rubro se encuentran desórdenes en el metabolismo de llpidos asociados al riesgo 

incrementado de la enfermedad arterial coronaria. Algunos de los ejemplos mejor 

estudiados son la hipercolesterolemia familiar, ocasionada por alteraciones en los 

genes del receptor LDL y apo B, y caracterizada por un incremento pronunciado 

en los niveles de LDL (Goldstein et al. 1995). Otro ejemplo, es la 

hipoalfalipoproteinemia familiar (enfermedad de Tangier). caracterizada por una 

disminución casi total de los niveles de HDL, debido a mutaciones en el gen del 

transportador ABCA1 (Myant 1993; Lawn et al. 1999). Existen asimismo, estudios 

realizados en gemelos monocigóticos que sustentan la importancia de los factores 

genéticos en los procesos que conllevan al desarrollo de ateroesclerosis 

(Scheuner et al. 2001; Austin et al. 1gg5; Koskenvuo et al. 19g2). En el segundo 

rubro (factores ambientales), es bien conocido el papel de la dieta, el tabaquismo. 

la vida sedentaria, entre otros factores exógenos capaces de influenciar la 

expresión de esta patología (Hegele et al. 2001). Además, diversos estudios 

sugieren un riesgo mayor de enfermedad arterial coronaria dependiendo de la 

edad y el género del paciente (Grundy et al. 2002). 
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1. Evidencias clínicas y de laboratorio de la resistencia al desarrollo de 

ateroesclerosis en la familia CGZ 

En este trabajo se describió una familia con hipercolesterolemia familiar, 

cuyo diagnóstico. fue realizado de acuerdo a criterios clinicos ya establecidos 

(Williams et al. 1993), como son: concentraciones elevadas de LDL en los 

pacientes (>240 mg/dL), la presentación familiar con un patrón de herencia 

autosómico dominante y Ja presencia de xantomas tendinosos. 

La hipercolesterolemia presentada por el caso indice de esta familia fue 

condicionada principalmente por el aumento de las LDL. en particular las 

pequeñas y densas (LDL,). Existen estudios epidemiológicos que sugieren que la 

predominancia de las partfculas LDL pequeñas y densas está asociada a un 

riesgo incrementado de enfermedad arterial coronaria (Austin et al. 1988; St-Pierre 

et al. 2001: Kwiterovich et al. 2002). El efecto aterogénico aumentado de las LDL2 • 

podria deberse a un mayor tiempo de residencia de estas lipoproteinas en plasma, 

debido a un menor reconocimiento por el receptor LDL (Millar et al. 1998; Packard 

et al. 2000: Galeano et al. 1994). Ademas, esta subclase de LDL parece ser mas 

susceptible a oxidación, ya sea por su residencia prolongada en plasma como se 

mencionó anteriormente. y/o al contenido disminuido de antioxidantes. como son 

la vitamina E y el ubiquinol-10 (de Graaf et al. 1991; Dejager et al. 1993; Goulinet 

et al. 1997; Tribble et al. 2001 ). Por lo anterior, se ha sugerido que los niveles de 

la subclase LDL2 pequeñas y densas, son un buen indicador para el desarrollo de 

la ateroesclerosis en pacientes con hipercolesterolemia familiar (Hulthe et al. 2000; 

Liu et al. 2002). 

Algunos miembros de la familia presentaron otros factores de riesgo 

cardiovascular (niveles elevados de Lp(a) y/o triacilgliceroles e hipertensión). 

ademas de la hipercolesterolemia (Tabla 2). Sin embargo, a pesar de la presencia 

de estos factores de riesgo altamente aterogénicos, el caso Indice (112) y su 

hermano afectado (113), no presentaron evidencias claras de desarrollo de 

ateroesclerosis. Por lo que sugerimos. que el desarrollo de ateroesclerosis 

asociado comúnmente a la hipercolesterolemia familiar, parece estar modulado 
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por la interacción de un segundo rasgo genético (niveles elevados de HDL, HA), 

transmitido de forma independiente en la familia estudiada. 

La elevación de las HDL en el caso indice se debió principalmente al 

incrementa de la subclase HDL2. El efecto anti-aterogénico de esta subclase de 

HDL, ha sido evidenciado a través de diferentes estudios caso-control, en los 

cuales se ha sugerido un riesgo disminuido para el desarrollo de enfermedad 

arterial coronaria, cuando la relación de la subfracción HDL2 aumenta con 

respecto a las subfraciones HDL30 y HDL,c. (Wilson et al. 1990; Johansson et al. 

1991; Cheung et al. 1991). Estos datos sugieren, que el efecto protector de las 

HDL podría estar dado por subfracciones especificas de esta lipoprotelna, lo que 

explicaría por qué !1Q en todos los casos, los niveles elevados de HDL protegen 

contra el desarrollo de ateraesclerosis. 

lnteresantemente, los pacientes con Hipercolesterolemia familiar de la 

familia analizada, en los cuales ca-existe la condición de concentraciones altas de 

HDL no presentan complicaciones vasculares. De hecho, el caso Indice (112) y su 

hermano afectado (113) alcanzaron edades avanzadas (94 y 84 años, 

respectivamente). La ausencia de síntomas de la enfermedad arterial coronaria en 

estos individuos es totalmente atípica. Algunos estudios muestran que la edad 

promedio de fallecimiento por enfermedad arterial coronaria en hombres y mujeres 

con hipercolesterolemia familiar heterocigota oscila entre los 55 y 64 años, 

respectivamente (Wilson et al. 1998; Goldstein et al. 1995). 

En contraparte. en nuestra familia los individuos con hipercolesterolemía 

familiar y niveles de HDL normales o bajos, la aterogenicidad de la enfermedad se 

hizo evidente, tal es el caso del individuo 1111 (hijo mayor del caso indice), el cual 

falleció a los 52 años por un infarto al miocardio. El diagnóstico de 

hipercolesterolemia familiar para este individuo se confirmó por su expediente 

clínico y la transmisión del padecimiento en dos generaciones sucesivas. Estos 

datos confirman la aterogenicidad de la hipercolesterolemia familiar en esta 

familia, cuando no se está en presencia del factor de protección anti-aterogénico 

que es la hiperalfalipoproteinemia. 
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Existen en la literatura, reportes de individuos con hipercolesterolemia 

familiar (no relacionados o de una misma familia) que presentan una misma 

mutación en el receptor LDL, pero interesantemente, en algunos de ellos no se 

observaron sintomas cllnicos de la enfermedad arterial coronaria, a pesar de su 

edad avanzada. Estos hallazgos sugirieren, que existen factores que atenúan el 

desarrollo de ateroesclerosis aún en un fondo genético altamente aterogénico. 

caracterizado por niveles elevados de LDL (Kotze et al. 1993; Murano et al. 1993). 

En estos pacientes no se estableció la participación de ningún factor genético o 

ambiental, que pudiera modular la expresión del fenotipo de la hipercolesterolemia 

familiar. Por lo que la familia estudiada en este trabajo, representa el primer 

modelo humano descrito, en el cual de manera natural se tiene un proceso 

aterogénico (generado por la hipercolesterolemia familiar) y un evidente efecto 

protector anti-aterogénico relacionado a la elevación de las HDL. 

La mayoria de los estudios epidemiológicos han confirmado una fuerte 

asociación entre los niveles elevados de HDL y protección contra el desarrollo de 

ateroesclerosis (Gordon et al. 1977; Gordon et a. 1989; Mahaney et al. 1995). En 

el estudio de Framingham, se mostró que los individuos con concentraciones de 

HDL de 1 .5mmol/L (60 mg/dL) o más elevadas están protegidos contra el 

desarrollo de EAC. aún en presencia de niveles elevados de LDL, uno de los 

principales factores de riesgo para el desarrollo de ateroesclerosis (Wilson et al. 

1988). En el estudio de PROCAM. se mostró que el incremento particular de la 

subclase HDL2 (<45°/o) está asociado con una frecuencia disminuida de eventos 

ateroescleróticas (Assman et al. 1992). Un meta-análisis de cuatro estudios 

(Framin9ham Herat Study, Lipid Research Clinic, Prevalence Mortality Follow-up 

Study, Coronary Primary Prevention Trial Control Group) demostró que por cada 

mg/dL de incremento en los valores de HDL existla una reducción del 2-3o/o de 

riesgo cardiovascular en hombres y mujeres. respectivamente (Gordon et al. 

1989). 

Asimismo, estudios en modelos animales han reafirmado la función 

cardioprotectora de las HDL. En el modelo de conejo Watanabe con 

hipercolesterolemia natural heredable, la sobre-expresión apo A-1 humana (la 
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principal proteina estructural de las HDL) se asocia a la reducción en la formación 

de las placas ateroescleróticas (Duverger et al. 1996). En el modelo de ratón 

C57BU6 con una dieta alta en grasas, la sobre-expresión de apo A-1 humana 

incrementa los niveles de HDL >150 mg/dL y reduce en un g5% las placas 

ateroescleróticas (Rubin et al. 1gg4¡. Otra evidencia del efecto protector de las 

HDL. es Ja movilización del material lipldico acumulado en las lesiones arteriales 

en ratones deficientes de apo E. a través de la administración de cantidades 

elevadas de la variante proteica apo A-1 Milano recombinante (Shah et al. 2001). 

Recientemente, se ha descrito un efecto anti-:aterogénico ocasionado por la 

administración oral de un péptido-mimético de apo A-1, en ratones deficientes de 

apo E (Navab et al. 2002). 

2. Ligamiento al cromosoma 1 banda p32 para la hip.~rcolest_er~le!!'ia ~amiliar 

(locus FH3) 

Para establecer la alteración genética que. condiciona. al desarrollo de la 

hipercolesterolemia familiar en la familia en estudio, se evaluó a tr~vés de 

ligamiento genético la participación del gen del receptor LDL y del gen que codifica 

para apo B-100. La información obtenida de este análisis nos permitió excluir de 

manera inequívoca la participación de estos genes como responsables del 

fenotipo de la hipercolesterolemia familiar en la familia. Estos resultados sugerfan 

la participación de un tercer locus para la hipercolesterolemia familiar (FH3), no 

descrito en el inicio experimental de este trabajo. 

Estudios de simulación de ligamiento genético permitieron reconocer a esta 

familia como una entidad útil para el escrutinio completo del genoma. Por lo que a 

través del escrutinio de los 22 autosomas (por tratarse de una enfermedad 

autosómica). se identificó la ubicación del gen para la hipercolesterolemia familiar 

en el cromosoma 1 en la banda p32, una región previamente ligada al fenotipo de 

Ja hipercolesterolemia familiar en 2 estudios separados que· incluían familias de 

origen francés, espanol y caucásico (Utha, EUA) (Varret et al. 1999; Hunt et al. 

2001). 
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El escrutinio del genoma en nuestra familia mostró ligamiento a una región 

que comprendia un intervalo inicial de 16.g cM, entre los marcadores 0152134 y 

01515g5 con un Zmax de 1.12, para el análisis de ligamiento de múltiples puntos. 

A través del mapeo fino con marcadores adicionales en la región, el intervalo 

critico fue delimitado a 6.75 cM entre los marcadores 0152134 y 015200 con un 

Zmax de 3.2g, para el análisis ligamiento de múltiples puntos. Nuestra región 

ligada al fenotipo de HF fue definida por dos eventos de recombinación en dos 

individuos afectados (113 y 1114) (Figura 6). 

En la familia estudiada, se observó que además de los 12 individuos 

afectados que comparten un haplotipo común de 4 marcadores, 7 individuos 

aparentemente asintomáticos para el fenotipo de hipercolesterolemia familiar 

comparten la misma región. De estos. 5 son individuos con niveles normales de 

colesterol total y LDL, y 2 son individuos con niveles limitrofes para estos lipidos, 

sugiriendo una penetrancia incompleta de casi 80o/o. 

El análisis de ligamiento de 2-puntos utilizando solo-afectados mostró 4 

marcadores consecutivos con valores de LOO score máximo a una fracción de 

recombinación de cero (O=O) (Tabla 5), a diferencia de lo observado al analizar la 

familia completa, donde se obtuvieron valores de LOO score máximo para la 

mayoria de estos marcadores a fracciones de recombinación mayores de cero 

(O>O), Jo que es consistente con la penetrancia incompleta observada en la familia. 

Estos resultados podrían explicar por qué no se alcanzó el Zmax esperado (LOO 

score 5.3). de acuerdo al análisis de simulación de ligamiento realizado. 

Penetrancia incompleta para este locus (FH3), ha sido previamente 

reportada para una familia francesa y en familias espanolas (Varret et al. 19gg). 

aunque en nuestra familia la penetrancia es más baja. Este hallazgo podría ser 

explicado por la participación de loci adicionales modulando el fenotipo de 

hipercolesterolemia. Existen evidencias de diferentes polimorfismos en los genes 

del transportador ASCA 1, de la lipasa lipoproteica (LPL) y de la protelna 

transferidora de triglicéridos microsomales (MTP) (Wittekoek et al. 1 gga: Lundahl 

et al. 2000; Cenarro et al. 2003). 
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La integración de los marcadores y recombinantes genéticas obtenidas en 

nuestro estudio. asi como los datos de los dos reportes previos para esta región 

(Varret et al. 1999; Hunt et al. 2000). permitió obtener un mapa genético con un 

intervalo común de aproximadamente 0.61 cM, flanqueado por los marcadores 

0152134 y 015197 (figura 12). El limite telomérico de esta región sugerido por el 

estudio de Varret y col. (1999). fue definido por una recombinante entre el 

marcador 0152722 y 015197 en un individuo aparentemente afectado, con un 

perfil de Hpidos discordante al presentado por otros miembros de la familia can HF. 

Por Jo que es posible, que el intervalo delimitado en el presente trabajo, entre los 

marcadores 0152134 y 015200 que comprende 6.75 cM, corresponde a la región 

con mayor probabilidad de ubicación del gen FH3 causante de la HF (Figura 12). 

Este intervalo. representa en el mapa físico una región de 7.7 Megabases (Mb). 

En esta región, se encuentran 85 genes conocidos en función de los criterios de 

diferentes bases de datos (Swiss-prot. TrEMBL, mRNA y Ref5eq). cuya 

información ha sido concentrada por diferentes instituciones. tal es el caso del 

Instituto Sanger (http://www.ensernbl.org/Homo sapiens/) y la de la Universidad 

de Calífornia, Santa Cruz (http://www.genome.ucsc.edu). De los genes conocidos 

ubicados en Ja región de interés. 8 codifican para proteínas interesantes de 

acuerdo a su participación metabolismo de lípidos: EPS15 (sustrato de la ruta del 

receptor del factor de crecimiento epidermal-15), implicado en la ruta de 

endocitosis mediada por receptor (Wong et al. 1994); OSBPL9 (proteina de unión 

a oxisterol-9). es un miembro de la familia de proteínas OSBP de receptores de 

lipidos intracelulares (Lehto et al. 2001); OHCR24 (dihidrocolesterol reductasa-24). 

esta enzima participa en la biosíntesis de colesterol (Waterham et al. 2001); SCP2 

(proteina transportadora de esteroles-2), participa en el trasporte de lipidos, 

principalmente colesterol y fosfollpidos (Ohba et al. 1994); PRKAA2 ( protelna 

cinasa activada por AMP, subunidad catalitica a2), esta protelna tiene una función 

importante en la regulación de los ácidos grasos y el metabolismo del colesterol 

(5teinberg 2003); OAB1 (proteina adaptadora-1). contiene un dominio de unión a 

fosfotirocinas (PTB) que le permite interactuar con diferentes miembros de la 

familia de receptores LOL, incluyendo al receptor LOL (Trommsdorff et al. 1998) y 
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RAB3B (protelna asociada a RAS 3b), algunos miembros de la familia RAB están 

involucrados en el transporte y homeostasis del colesterol (Holtta-Vuori et al. 

2002). 

Recientemente. el gen responsable de la hipercolesterolemia familiar 

ubicado en el cromosoma 1 banda p32 fue identificado por el grupo francés de 

Abifalel y colaboradores (2003), primero en reportar ligamiento para esta región 

(Varret et al. 1999). Este grupo de investigación identificó 2 mutaciones en el gen 

PCSK9 (por sus siglas en inglés, proprotein convertase subtilisin/kexin type 9) en 3 

familias con hipercolesterolemia familiar ligadas a la región 1 p32. Este gen codifica 

para una proteina convertasa (NARC-1, por sus siglas en inglés, neural apoptosis 

regulated convertase 1 ), perteneciente a la familia de las subtilasas, las cuales 

tienen una función clave en la homeostasis del colesterol a través del 

procesamiento de proteinas de unión de elementos de respuesta a esteroles 

(SREBPs) (Brown y Goldstein 1999). Aunque la participación de NARC-1 en la 

homeostasis del colesterol se desconoce aún, se cree que tiene una función 

importante. ya que en humanos las alteraciones en este gen provocan el fenotipo 

de hipercolesterolemia familiar. 
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JO'"ii:,uru 12. H.ccomhimantcs de la n.•i:.iún p32 del cromo!'>onrn 1 conteniendo el l.:f..'n Fll3 (PCSK'J). 
Se realizó uno1 comparación de los tres diferentes estudios (incluyendo el nuestro). parn los cuales la 
hipercolcstcrolcmia familiar cstü ligada al cromosoma 1 p3:?. En la figurn se indica la ubicación del 
gen PCSK9. cM. ccnti:'l.1or¡;ans. 

Para tratar de identificar alguna mutación en el gen PCSK9 en nuestra 

familia. se ha establecido una colaboración con el grupo del Dr. Boileau y Dr. 

Rabés. en Francia. En una primera etapa, se realizará la búsqueda de alguna 

alteración puntual en los 12 exones que constituyen la región codificante del gen. 

asi como posibles rearreglos mayores (eliminaciones o duplicaciones) a través de 

hibridación tipo Southerm. De igual forma, se analizara la región promotora de 

este gen. ya que la familia estudiada presenta una penetrancia baja para el 

fenotipo de hipercolesterolemia familiar. lo que podrla ser explicado por alguna 

variación en esta región. 

3. Efecto funcional del locus FH3 en pacientes de la familia CGZ 

Aún cuando el gen FH3 (PCSK9) ya fue identificado, se desconoce el 

mecanismo molecular que condiciona al desarrollo de la enfermedad. por lo que 

en este trabajo. se trató de identificar algún posible defecto en fa regulación de la 

expresión del receptor LDL, asf como en el transporte del mismo. De acuerdo a 
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nuestros datos preliminares, la expresión del gen del receptor LDL no se ve 

alterada en células linfoblásticas de 2 pacientes con hipercolesterolemia familiar, 

con respecto a los controles normolipémicos. Por lo que es poco probable. que el 

defecto causante de la hipercolesterolemia familiar en esta familia. se deba a la 

alteración en la expresión del receptor LDL. Por otro lado. los resultados iniciales 

del estudio de citometria de flujo muestran una disminución de los niveles de 

receptor LOL en la membrana plasmática de los pacientes analizados (112 y 11121), 

lo que pudiera sugerir un posible defecto en el transporte del receptor, 

particularmente en su externalización. Estos hallazgos no nos permiten concluir 

aún, sobre un posible defecto en el transporte del RLDL, ya que es necesario un 

número mayor de ensayos de citometrfa de flujo, para tener elementos suficientes 

que nos permitan sugerir de forma más confiable, si es existe un defecto en el 

transporte de las LDL en nuestra familia. 

4 .. Ligamiento al cromosoma 6 para hiperalfalipoproteinemia 

A través de ligamiento genético se excluyeron los principales genes 

implicados en el transporte reverso del colesterol, así como algunos genes que 

regulan Ja expresión de las diferentes protefnas involucradas en este mismo 

proceso (Tabla 6). Estos resultados sugerian la participación de un locus no 

descrito para Ja modulación de los niveles de HDL en humanos. 

A través del escrutinio de los 22 autosomas, identificamos el locus para la 

hiperalfalipoproteinemia en el cromosoma 6 banda p12.3-q12, en un intervalo 

inicial de 15.5 cM entre los marcadores 0651280 y 0651031 con un Zmax de 1.9 

para el análisis de múltiples puntos. A través del análisis de mapeo fino en la 

región utilizando marcadores adicionales. se delimitó el intervalo critico a 7.32 cM 

entre los marcadores 0651280 y 0651275, con un Zmax de 3.17. Nuestra región 

ligada al fenotipo de hiperalfalipoproteinemia fue definida por dos eventos de 

recombinación en los individuos afectados con HA (112 y 113). 
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Un haplotipo común de 6 marcadores fue compartido por todos los 

individuos con hiperalfalipoproteinemia y por 1 individuo (11113) con niveles 

normales de HDL (Figura 1 O). implicando una penetrancia alta pero incompleta del 

90º/o para el rasgo de hiperalfalipoproteinemia en la familia. 

Nuestra región en el cromosoma 6 en la banda p12.3-q12 (73.13 a 80.45 

cM de pter). traslapa otras regiones previamente identificadas asociadas con la 

variación de Jos niveles de lipidos en humanos. tal es el caso de la región descrita 

por Knoblauch y colaboradores (2000), que influencia los niveles de LOL en una 

familia árabe con HF y en una muestra de gemelos monocigóticos y dicigóticos 

caucásicos alemanes. Esta misma región también ha sido asociada a la variación 

de la relación TG/HOL en un estudio de población caucásica de EUA (Klos et al. 

2001). Asimismo. se identificó una región muy cercana a nuestro intervalo critico 

asociada a la variación de los niveles de triacilgliceroles (LOO score 1.73 en el 

71.3 cM) en familias afro-americanas (estudio de HyperGen) (Coon et al. 2001). 

Estos datos sugieren que el locus mapeado en el cromosoma 6 

responsable de fenotipo de la hiperalfalipoproteinemia y del efecto protector anti

aterogénico en nuestra familia, podria también modificar las concentraciones de 

diversos lipidos y lipoproteinas (TG, LDL y HOL) en otras poblaciones. 

El intervalo critico definido en la familia, comprendido entre los marcadores 

0651280 y 0651275 corresponde en el mapa fisico a 18.57 Mb. En este intervalo 

se encuentran aproximadamente 70 genes conocidos, con base en los criterios de 

diferentes bases de datos (5wiss-prot. TrEMBL. mRNA y Ref5eq) obtenidas del 

Instituto Sanger (http://www.ensembl.org/Hama sapiens/) y de la Universidad de 

California, Santa Cruz (http://www.genome.ucsc.edu). 

4.1. lnterleucinas 17 y 17F, genes candidatos para la HA 

De los genes conocidos ubicados en este intervalo critico, ninguno es un 

gen candidato obvio de acuerdo a su función. Aunque, antecedentes recientes 

permiten proponer a dos citocinas (interleucina 17 e interleucina 17F) como genes 

candidatos interesantes. Diversas estudios, muestran que algunos de los genes 

participantes en el metabolismo de las HOL, como el gen del receptor SR-BI 
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(principal receptor de las HDL) y el gen de la LCAT (enzima importante en el 

transporte reverso del colesterol), presentan elementos de respuesta especificas 

para diferentes rutas de señalización de citocinas (interleucina-6, interleucina-113, 

entre otras) (Hullinger et al. 2001; Feister et al. 2002). 

La IL 17 e IL 17F son citocinas pro-inflamatorias producidas principalmente 

por linfocitos T activados, a la cuales se les han atribuido distintas funciones, entre 

ellas, regular la proliferación de otras citocinas como IL6, IL 12, TFGP y la proteina 

quimioatrayente de monocitas en las células endoteliales (Starnes et al. 2001; 

Aggarwal et al. 2002). 

El análisis de la secuencia de estos genes (IL 17eIL17F) incluyendo 1Kb de 

su región promotora, no mostró evidencia alguna de su participación en el 

fenotipo de HA en la familia. Los polimoñismos identificados (-472C7T, -152G/A y 

E126G) en los genes de la IL 17 e IL 17F, no presentan ce-segregación con el 

fenotipo de HA. por lo que ninguno de estos 2 genes parece ser el responsable de 

los niveles elevados de HDL y del efecto protector anti-aterogénico observado en 

la familia. 

lnteresantemente. el análisis de estos 3 polimorfismos de un sólo nucleótido 

(SNPs) como un haplotipo en nuestra familia, permitió delimitar la región critica en 

el mapa fisico de 18.57 a 13.36 Mb. Por lo que, la identificación de SNPs 

informativos en los diferentes genes ubicados en la región, constituye una 

estrategia de mapeo aún más fino que el reali_zad_o con marcadores microsatélites, 

permitiendo además de reducir el intervalo critico, excluir si es el caso el gen 

analizado. 

La eventual identificación del gen responsable de la hiperalfalipoproteinemia 

y del efecto protector contra el .. desarrollo de la ateroescterosis en esta familia, 

permitirá tener un mejor conocimie.nto de los factores genéticos capaces de 

regular los niveles de HOL. asf como la identificación de posibles blancos 

terapéuticos contra la enfermedad arterial coronaria, que sigue constituyendo la 

principal causa de morbi-mortilidad en diferentes poblaciones, incluyendo la 

nuestra. 
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VIII. CONCLUSIONES 

A) Se identificó una familia multigeneracional en la cual co-existen dos 

alteraciones, una altamente aterogénica como es la hipercolesterolemia familiar 

(HF) y otra condicionada por niveles elevados de HDL (hiperalfalipoproteinemia, 

HA). Esta última confiriendo un efecto protector contra el desarrollo de 

ateroesclerosis en la familia. Por lo que, esta familia constituye el primer modelo 

descrito en humanos, en el cual se _evidencia un efecto anti-aterogénico, con una 

aparente forma de herencia autoSómica dominante. 

B) Este estudio representa el primer esfuerzo en México, para determinar a través 

de ligamiento genético las causas moleculares que condicionan el desarrollo de la 

hipercolesterolemia familiar. Este análisis_ permitió excluir los genes del receptor 

LDL y apo B, como responsables del fenotipo de hipercolesterolemia familiar en la 

familia estudiada. Por lo que a través de un escrutinio completo del genoma se 

evidenció la participación de un locus nuevo en el cromosoma 1 p32 (FH3), 

confirmando una mayor heterogeneidad genética a la sugerida para esta 

enfermedad. 

C) Un gen nuevo para la hipercolesterolemia familiar ligada al .cromosoma e 1 p32 

fue recientemente descrito. Este gen (PCSK9) codifica. para .. una protelna 

convertasa (NARC-1), perteneciente a una familia de canvertas-~s i~vol~'~rad·~~ en 

Ja homeostasis del colesterol. Aunque ya se conoce la alteración.- gé·nética 

causante del fenotipo de HF ligada a 1p32, se desconoce. aún el mecanismo 

bioquimico y molecular que pudiera estar afectado. Nuestros estudios preliminares 

realizados en linfoblastos de dos pacientes con hipercolesterolemia pertenecientes 

a la familia analizada, parecen sugerir que el defecto metabólico podría involucrar 

el transporte del receptor de las LDL. 
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D) Jnteresantemente, esta familia presentó un efecto protector (niveles elevados 

de HDL) contra el desarrollo de ateroesclerosis prematura. A través de ligamiento 

genético se excluyó la posible participación de una gran variedad de genes 

candidatos involucrados principalmente en el transporte reverso del colesterol, 

como responsables de la hiperalfalipoproteinemia en esta familia. Para identificar 

el gen responsable de esta condición (HA), se realizó un escrutinio completo del 

genoma (22 autosomas), el análisis de ligamiento genético evidenció un locus en 

el cromosoma 6 en la banda p12.3-q13, como la región más probable donde se 

ubica el gen que confiere el efecto anti-aterogénico en esta familia. 

E) A través de la secuenciación directa de los genes de la interleucina-17 e 

interleucina-17F. se descartó su participación como responsables del fenotipo de 

hiperalfalipoproteinemia en la familia estudiada. 

F) La eventual identificación del gen responSable de la .hiperalfalipoprOteir;~mia- en 

la familia analizada. contribuirá al entendimiento de.--meta'bolism~ d~·:1a~~-~0L."y 
permitirá en un futuro. la posible aplicaci~n de estos __ conocimientos en el 

desarrollo de posibles blancos terapéuticos. 
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IX. PERSPECTIVAS 

Con base en las .evidencias presentadas en esta tesis, el trabajo realizado permite 

sugerir una serie de perspectivas: 

La caracterización molecular de este gen nuevo (PCSK9) asociado a la 

hipercolesterolemia familiar, en una muestra de población mexicana. Para 

lo cual se está realizando una búsqueda de familias con hipercolesterolemia 

familiar ligadas al cromosoma 1p32. habiendo identificado hasta el 

momento 2 familias en las que no se pudo excluir el ligamiento a esta 

región, por lo que estas familias son candidatas para la identificación.de 

nuevas mutaciones en el gen PCSK9. De igual forma, es de gran interés 

evaluar la participación de este gen en formas poligénicas de' 

hipercolesterolemia, las cuales representan la mayor proporción de las-

hipercolesterolemias observadas en las distintas poblaciones. 

Los datos obtenidos de los ensayos funcionales en linfoblastos. de dos 

pacientes con hipercolesterolemia familiar, sugieren un posible defecio en 

el transporte del receptor LDL como el mecanismo responsable - de la 

hipercolesterolemia familiar. Para confirmar estos resultados será necesario 

realizar ensayos adicionales tanto en el linfoblastos de pacientes_ con 

hipercolesterolemia pertenecientes a la familia analizada, como en 

pacientes de otras familias también ligada al cromosoma 1p32. El 

conocimiento de las alteraciones bioquimicas y moleculares que 

condicionan al fenotipo de la hipercolesterolemia familiar, permitirá 

identificar posibles blancos regulables, capaces de reducir Jos niveles de 

colesterol, y por lo tanto, disminuir el desarrollo de ateroesclerosis, una de 

las principales complicaciones derivadas de esta dislipidemia. 
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Para la identificación del gen responsable de la hiperalfalipoproteinemia, 

que confiere un efecto anti·aterogénico se plantea evaluar alrededor de 70 

genes candidatos posicionales ubicados en la región de interés. a través de 

haplotipos constituidos de polimorfismos de un sólo nucleótido (SNPs). 

La importancia del locus identificado en el cromosoma 6 asociado a 

hiperalfalipoproteinemia en la regulación de los niveles de HDL en la 

población mexicana, será establecida a través de ligamiento genético en 

familias que presenten variaciones en los niveles de HDLi ya seS >·.a la 

percentila 90 ó < a la percentila 1 O. 

La identificación del gen asociado a la hiperalfalipoprot~i~·~~·i~~~; permit-i.~á 
como ya se comentó, contribuir en el conocimiento d71, rri'~~~~c;l·i,~·~o de :ras 
HDL, asi como en el desarrollo de posibles ·estrategias ,nU~yas para el 

tratamiento y prevención contra la ateroescleiosis. 
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Anexos 

XI.ANEXOS 

ANEXO t. 

CONSIDERACIONES ETICAS Y CARTA DE CONSENTIMIENTO. 
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO 

PROYECTO: Búsqueda de los genes involucrados en el desarrollo de Ja enfermedad 
cardiovascular en familias con hipercolesterolemia familiar. 

La siguiente información describe el protocolo y su papel como participante. 

PROPÓSITO DEL ESTUDIO: El propósito del estudio es identificar los defectos genéticos 
asociados al desarrollo de ateroesclerosis en pacientes con hipercolesterolemia familiar. 
PROCEDIMIENTOS A SEGUIR: 
Su participación requiere de la toma de una muestra de sangre (40 mi) y del llenado de un 
cuestionario para evaluar su historia médica. 
Deberé asistir en una ocasión en ayunas (por la mañana), al Departamento de 
Endocrinología y Metabolismo del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición 
·salvador Zubiri3n" La cantidad total de sangre obtenida no implica riesgos para su salud. 
Los exámenes no tendri3n ningún costo para usted. 
CONFIDENCIALIDAD Los datos obtenidos de su persona son absolutamente 
conf1denc1ales. no pueden ser ut1hzados con otro fin. Usted será informado de cualquier 
hallazgo obtenido en esta investigación. 
PARTICIPACIÓN VOLUNTARIA: 
Yo declaro libre y 
voluntariamente que acepto participar en este estudio y es de mi conocimiento que puedo 
retirarme de éste en cualquier momento si asl lo deseo. También puedo solicitar 
información adicional acerca de los riesgos y beneficios de mi participación en el estudio. 
En caso de que dec1d1era retirarme, la atención que recibo como paciente no se verá 
afectada Recibiré. s1 así lo sohc1to. los resultados de mi participación. Debo informar, tan 
pronto como sea posible. a los investigadores, de cualquier cambio importante que ocurra 
en m1 estado de salud. incluyendo el consumo de medicamentos, suspensión o inicio de 
algún habito (eJ. tabaquismo) o cambio de domicilio. Las muestras obtenidas sólo podrán 
ser ut1hzadas para los fines de este estudio. 
He comprendido el contenido de esta carta de consentimiento, mis dudas han sido 
resueltas y voluntariamente acepto participar en este estudio. 

Firma del investigador y fecha Firma del paciente y fecha 

Firma del testigo. parentesco y fecha 
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Anexos 

ANEXO 2 .. OliJ,.tonuclei,tillos para In umplificacii1n lle los genes lle las IL17 e ILI 7F 

lnlcrlcucina 17 (IL17) 
Promotor S-TCCTCCAA TrcccrrTTGGC 
parte 3 A-GA TGGAGAAAAGGGGGGC ACi 
Promotor S-CAGAGAAAAGAACCGCTAACTCC 
oarte 2 A-Ti\·1-1-rATGAi\CATATGTACAGCTGCC 
Promotor S-GAA·1-rGTCTCC ACAACACC''l"<..fGC 
nartc 1 A-AGCG·1-rrCATGCCCACGGTC 
Exón 1 S-TCA<..'Ccc·1·c.rAACCCAC"J"(_f('(j 

A-GCiATC .. J"CCA.l"AGTCAGAACC'CAGL' 
Exón 2 S-TCC.'AACCTC"l"CTCTCC"l"l"·rccc.· 

Exón 3 
A-TGGAGATTCCAAGGTGAGGTGCJ 
S-T'l"CC.'"l"G"l ITTAT"J""l"(.'rJ·1·ccc.· 
1\-TliAGGGTTC(.'TCiAGCfGCiC.'T(i 

ln1crlcucinu 17F ( 1Ll7F) 
l'romoh.1r S-CAAGCC"Ti\.-\.·1·C/\i\i\C·1·CA/\GCG 
parte 3 A-c··rcA·rccTT.·\.GACiGi\Gcc·i-1·c;cr 
P10111oh.1r 
riarte::! 
Pn111H1h1r 
purtc 1 ~ 
cxón 1 
Exón 2 

S-C.'AC.'<..'AGTAGGAUTCTAACCATGGG 
A-CCGGAG·1-rACTCii\CGAATGC/\.G 
S-liTLiCi( iC AATC. IGCJGGTC iCiAAG 
/\-.·\. ·1 .. 1 "t .. -TGTT·1-rc 'TCi AAA TCCTA GCiC 

S-C'Tc·1-rc.cTAGTi\.GGTGAGGCGAG 
A-·1-1·TcA·1-rGTTAAGAGGA."l-rrrccc 

.. S= oligonuclcótido sentido. A= oligonucleótido antiscntido 

Tcntpcrntura de Producto 
alincnn1icn10 (ºC) nrnplificudo 

h•b) 

58 502 

54 531 

56 587 

57 270 

56 237 

58 379 

55 525 

55 480 

56 394 

55 401 
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A~F.XO 3. Graficas <lel analisis <le ligamiento <le nniltiples puntos para los 22 autosomas (hipcrcolcsterolemia familiar) 
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Anotaciones. El número ubica<lo en la pane <le arriba a la <lerccha de cada una de las gráficas corresponde a ca<la uno <le los 
cromosomas. El eje de las X representa [a distancia relativa en centiMorgans y el eje <le las Y representa el 1.0D score 
paramétrico del análisis de ligamiento de múltiples puntos. 
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ANF.XO ~. Graficas del ani1lisis de ligamiento de múltiples puntos para los 22 autosomas (hipcralfalipoprotcincmia) 
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los cromosomas. El eje de las X representa la distancia relalil'a en cenriMorgans y el eje de las Y represenla el l.OD 
score pammérrico del análisis de ligamiento de ntúltiplcs puntos. 
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Anexos 

ANEXO 5. Artículo publicado 
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111•11•· .. L.,.._.,.._. cl1111L.1l plii..·111>1~¡-....· 111.111 •lt• l1c1i..·n•l")J.'<•lc~. 111...

l''"'·'lL·n•:<.• ••l 111<· i.111L·r 111 111•· 1na1•>1ll) ••I p11pul;1t1••11" tl'> l!5tltl. 
1n.1l..111!-• lh1-. d1-.onk1 une ul lhc 1110,,1 prc,·alc111 dy!.hp1dc1nm-. 
.1 ...... .,,·1a1t..·d "lth <."llll :O..c,c1~1l -.1u.!1i..· .. m l·ll m<h•1dual' ~up~1n 
llll' luJ.'h .1llll'f<>J.'...-111~·11:-- ..... ,, • ...:1.11cd "•lh thc <.h .. .:al'>c In l~ngl.n1d. 
tlll' prc ... d.:n .. ·.: ul CI lll 111 lllt.."11 ¡, :0:5"o b~ i!J.'.:' hO )CJI" and 7:'\'!u 
111 \.\<lllll'n !->~ .IJ.'t.." io ~c;u ... Anolh«r ... 1ud~ 111 ~ur\\ay .. huo..1.-cd 
11!.11 111<: 1111..-.111 •l!-°C" ul di..·alh lor 111;1lc .tnd l••n1;1lc l·J 1 tu:h:ru,.)· 
J.'OIC .. "<.'IC :;:. .u1d 114 ,. ..... ir ... , ...... pc:...-11 .. cl:--- .. 

In ;1dd1tu111 h• t11µh i..·holc!.h:t••I .nu\ Ll>l--1. • lc:'.:b.. ~c,c1.1J 
c•thcr l:IL'IOfl'> h;nc h.:...-n .1 .. ,<.•c1.11ctl ''11h :111 clc,;1tcd ras\.. ti.ir 
.:.tnl1tl\J,,cular d1!..:'ol!.c. llH.:ludmg hypcrt<."11!.HHI. ;1pol'. 314 ur 
_;,.; µ...-nul~po: ... and 111¡.'h lc'cl" ni hpop101c1ntal' " 

e tr ·~·1n .. 1 "" ci~<..·.t •\u~·u-.1 :: 1 .:'LJ<I.:. re .. uhrr"~""" ••••"<"•••·d llc:,ernt....·r 1 i. :'OO:' . ._., ,., .... .¡ rc-.. uh11u~ .. ""' a·.e1• •·d 1 c:h1u.1n J .1. :'rnJ \ . .,.,._,,.111cd 1 ehru.in. 
1.1 .:1~11 

1 "'"' l ruo!Jd ,1._.. Bu•l"J.!' .. !\l"t,· ... ul.tt ' -.1c,1,,-,.,., ('""'"'""""t..,,(.' ·C..'. ¡_ k . !\I k · I . ' 1( .J . A 11 _,. \: 1 .( 1. !\1 1 1 ·l. 1 111-.hluh> dl" lo•c~u,.:acum...-.. 
,,,.,,,.,-.1,,· .. ~ lk l,o l nl',·1~1ot,1.t ~ ... ·1<u>.1I Autl'O"lllJ .J.: 1\1.:<1<1> <.." lnst1IUlu !°'lóJ.:">11Jl <k ( 1<."11C"'-'~ 1\1.._•,¡,, .. , ~ l'outri. ""' s .. 1,.o..J1>1 ?.uhU,U•. lk:p,lrtóllllC"lllU <k 
,,..,<".,, .. , !J,.,¡.,J.!'"" .. 1.._l·-c..• 1 l•m•er'"'"'' Au1unnn1o1 -.1 .. 1roroL1l.ina-:i..n,t11n11I•<>. llep .. nJn1enh• de t·u.,J.,,nnulug1.i , !\lc1 .. ho.1h'""' Je L1111Ju .. 
'l °'A ·:O. 1 1-1 ·k. AL ·I . -.1 °' .(.,. 1 (1 ·I'. J K l. ln~l1tuh> SJ<º1<•11 .. I Je ( IC"ll~1.o-. !'l.1c:d11;.o-. o. Su111.:1<>n :O..;ah.1J<1f Zuh1r;,n. '""J l>ep.ut.an1cntu c..k 
Hu•loJ.!1.1 ( ··lu!.u. Jn .. 1uu1u de 1- '""h'J.!'" Cdut .. r 1 A Z .n . J L \' .(, 1 . .01ut llui..•c•"'" l.ic.·nC"r;,I ck Sen.'"'"~ de l. 'n111putu A•·.1<.1...-nu.:o ¡(i V ·11 1. U u u.en.id.id 
...,. .. .,.,,., .. 1 ·\ul<>n""'" ,t,• 1\1e'"'"· !\!.-''"" C11~. !\l,·-..1<:0. and lh.: llu ..... anl llut!h•·-. !\led,.. .. 1 111 .. 111u1c: ll• 1 U ) om.I lkr> .. nn1clll~ nf 1tu..,,hcrn1 .. 1r~ ., 11J 
-.1 .. 1c.:ulo11 11,.,¡,,~ ... tCi 111 J Jnd !'l.led1..,ne .inJ llu1nJn {1C"nc11..:" ¡!'ló J (.". Ci 1U1.1he L'nnC"r .. 11:- ni (.-h,~·.igu. <"hi...igu. llJ 

CorrC"Sfl<>nJen~·c h> !'1.1 .. na "1C"le".a lU§le•lun.t. 1\11>. l'hl>. U111JaJ J., lholu~ia 1\lol..-..:ul.tr y 11.IC"dl•"llla G.:1mnu.:.i. ln,.llluh> N .. ..:1umd d.: <..."1em:iaJ 
~1ed1c:aJ) :-.Outnc1~111 Sal~ad<lr Zuhu·.on. \:a~n• d.: «.hnru~a !°'ló<• l:'i Ct1lona;1 S.,o:..:mn 16. Tl.olp.in 14000. 1\.le-..10:0 lll l:·nu1I 1u .. 1c:(<J .,ct,1du1.unarn rn' 

1.~ 201.l.1 Ameru.:an lkan A,._..,,...,.,11011. In<: 

l>OI: IO.l lbl/lll.H.ES.UUOOUh-117 ... 69165.66 
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FI 1 is (!Cnctu:allv hctero~eneous with mutatiuns in diffcrent 
gene,. affcc11ng d1iTc1cn1 f,unilu:-s. Thc mu,.t cummon cause 1,. 
1nu1a1mn" 1n thc LDI. receptor (LIJl.H.) .. on i:hrumoi.u1nc l'J 
( IL>pl ll. "llh --son rnut.iuun,. reported ll• date (l.llt.R 
~1ut;1tto11 Da1;1P;1,.,c. h11p '"""""u.:! a..:.ulo..ilh ;nu.t hllp.· 

\\"\\" Llllld ner.:lo..t.•1 f1 ;ne Lt.11ah.1"'e"' e"\<.:lu"l"c f.,r l.Dl.H tnuta· 
11011,.,J /\les,. r.:l>n1111un cau.,c '°' 111u1;111un .. 1n thL· apuB ~cm.• 1•11 
1.:h101nn .. um..- .:!p.:!J-p~.J 1l·llli. :'1.11!\1 1-l.JOIOJ. \\llh unl) J 
rt.•pun..-d 111utat1on .. • • !·111.111). t-!L"llL"tn: .. tudu.-,., h.1\L' 11k1111fic:d 

1n th1r.I h• .. -u .. nn .. .-hrun10 .. .,nH: 1 p.l.J 1-J.:! ~ '" 
/\,., npJ'l•i.cd h• hypL•1cln1ki.ternkm1.1. 111 .. ·r..-a .. L•d i... .. ...i,., 1•f 

lll)L .. ·tu•h.· .. 1L·r"I 1111>1 -c.·1 "' h)p..-r.llph;tl1poph•tc1n1•n11a 
ti IA. :\11:\1 l.Jl.J71)J ¡ ~hO 111~ lll. l ;1rt.· tn,..-1 .. ..-l) ._·,11n.•J¡111·d 
"uh c·11n '' ,_. lil!!h k"t.·h ,,, lll>L-t" .u..- u .. u.111) .1 .......... .-1;11cd 

"'uh l.111· 011 ... c.·t ,,¡ ;i1h1·1n .... :1 .. ·1" .. 1 ... m<I 1 .. n~._., 11~ '' Sp..-i:1li-
.. -;!ll). lllll L"h<>lt· .. 1<·rnl k\l0 1 ... llLº 111\L'l'L·l~ ..... rr..-1.lll"<l "llh 

!he.· 11a:1.k·1h:c.· ''' c.-¡ ¡1) :111.t .111.· .... 11 ... 1<1..-r .. -.I lhc.• l llll -l. - p.1r11 .. ·k 
.._llh\·I ....... \~ 1111 \h1,• tlltl .. I !'l••llllllL'lll L'ikd .1¡;.111ht lllL' t.k\l0 lLl¡>· 

11\CIJI 1il" allu:r ..... .;lL•rt• .. I,. -~ 

L:p 10 ';"O" .... r1tw ,,111.1lu•11 111 lllll-l. h.·•t.·I .. 111 hu1n.1n ... 1 ... 

¡..?c11ct1c.·Jll) dc1..-nnlllL"<I ~··~a·¡..?.1lu•n .111;1l)'L°" h.1\L' f1•und 

l;'.'"\llkTKL' <•I ;1 n1.11t1r J.'lºlll'·t~p..- 1nlh1<"nL·l· ;ll!e .. ·\111¡..? h11o!h lllll 
1..- .. ..-1 ... un.ter 1->t•!h 111..-11.!c.·Ji.111 .111d 11t111111..-1uk·h.1n 111.,d..-], •'" 

s .. 1.11. 1hen· .ltL' 1 () p11hl1 ... tll·d rL"Pllfl .. ni J.'L"lh•lllLº•\\ id..- ..... ·.111 ... 

f<>I lhl• 1d .. ·r111lh:.111.•n "~ qli.111111.111\1.' tr.ut 1 .... :1 1h.11 dct1.·1111111..
lflll IL'\l'I" 111 hlilll.111" J hl"'lº .._1\hllL'' !J,l\Lº .._¡Hl"I\ \"\lLkll,1,•t1! 

l11Jl..ol¡.'L" "llh ::::. LllllL"l<.'1\1 !1 .. I <•:l 1_¡ Lllf1>1llll"ll!IL"" 
( it."llLº" tha! 1nllut.•1>t.t.• ltn· ~,,,,.._.,•111r.1!1"11 .ui.t n.llllft.• .,j ltp1d 

<.:••111cnl 111 11111.·l· p.1111 .. 1t.- ... 11.nc.· .111 nnp<>rt.1111 c.·llc.· .. ·1 ••n 11-. 

r.•IL" ••Tl ""L·r.11! hp1d 111c.•t.1huh,111 • 111 hun1;111 .... a rnu1,1t1nn 111 
lhc: !!L'llL' c11<:1•d1n~ .<J>•• .. \·I. thc rn.11"1 c.·1•n1rnn..-1u ,,¡ 1111 .. • 
lllll_-(_- p;1rt11.:lt.•. 1e-.ult ... 111 1m.:rc.·.1-.1·d q,1b1l11~ t\.111.<no 111ut.1-

11 .. 111 ;111J ._-.,111 .. ·1 ... ¡•11•\L .... ·uun .1¡.".un,.,1 1..uJn ....... ..-uJ.n d1 .. c.1'Lº ,., 

}/lL' llll•L'h,\111"111 .. \l\ \\hldJ O..'!t.0 \.1\L"ll JJ[)( -(" k\L'l' TL'LillL"Lº 

t.:.t1dlt>\,l"Llll.11 11-.¡._ ,111.· llPl 1.<l!llf'k"!L•I~ U!Hh.0 1 .. I""'' f h1, 1."ll1.'l.I 

I"" p11•t>.1bl:>- nwd:.!tL·d 1111,..tl:-- tlll•l•ifh 1h indlh.ll"ll lll u:llul.11 
~-11 .. 1 ...... 1 .. ·r"! ··lt1u, .1nd 1.-'"'''L' ... -1i .. k-.t<"1nl 11,111-.r .. 11 11 .. 111 
pL·nph..-r:d 11 ... -.u .. • h• llH" ln1.·r -'" llf>l -l · h.1 ..... td111n11.i! 

hcnc:li..:1.d .11111,1tl1··ri,..1.·1 .. ·r•1t1 .. c.·flc.·..:i... .... u .. ·h .1 ... 111h1!->111 .. 11 ••! 
1 lll. p.1111 ... ·k '''ul.tllPll.:• 1nl11lul1nn ol c.")lll¡._111c-11ulu..:..-d L"'• 
fHL· ..... 1011 ••t .•dhL ... ,.,11 111111 .. ·.-uk· .. h" t.·11<\<•thc.·J1.1I t.t•ll .... -· 4 .1nd thc 

.h.-11" atu•n l>I cnt.l.•tht.·11.d :'\.:C l .. :" 111!J,1,c _.. 
\\.: 1d..-nt1!ic.·•l .t i..1mht.•<1 (l-(;/1"1111111.md 11·\. 111 ''h1~·h 

bt.nh 11.11i... l"'hibtt .111 .1.11'"''111.11 d••niin.1111 p.111..-111 ••I 1nhc11-
t.111 ... · .. • .111J 'L°!!f1·¡.•.11t.· 111t.h.0 pL·11dc.·111l~ ·\!h..-r•• ..... ·i..-1,111._- cu111p!1-

c.·.1t1t>u ... \\efL" l'llhl"l ·h·l.nt.•d ••I f'ILº\L0 1'l1.'tl 111 1111·r11bL·r ... "' thL· 
l.llllil) ,1!1L•,;1L•d l.•lltl ¡-¡¡ "IJO '""' Lº,h>hltl."d dL'\;llL"li JJIJ{.-( 

11.•\cb. \\h1.•1c.1-. pr..-111;1hHL' L"••t••n.ir:- d1 .. ..-.1 ... c ""1" uh ... cr\cd 1n .::! 
nalt\nlu.11 .. ••Uli 111 hu! ll<'C\Hlcli..-t.• ul llA \\'L• h;l\c rn.1ppct.I 
1h.: 1J1 1r.111 111 1111 ... 1,111111) l<> 111;.rl..cr' 1111 .. -hrurn1,...,n1c lp.l~. 

·' 1c~1u11 nlc1111flcd .1-. thc.• thnd loc.·u .. fur 1·11 ·• '" ·1 h1uu~h ;1 
... h .. lc ¡.!lºIHllllL' ... 1.·.111. "L' llkn111i1.·.J .1 IUl\CJ h>t.'ll .. ft•r lht.• 11~\ 

u ;111 un .:hro111u,., .. 111<" t•p 

'.\l;11t.·ri:al~ and :\lt.•lhod~ 

Suhjech anc.J Clinicnl F'-·atun .. ·~ 
Thc: rrut>.wd , ... 1 •1.J-~car-old ... nnun fir,.1 l."\aluoucd al¡.¡¡.¡ :!>C•1r.> Shc 
"ª" admllh:d 10 1hc 1n .. 111u10 r>.:ac1unal dt" <.·1c:m:1a"' "'-féd1c.·a1' y 
Su1nc1ún. "hcroe .. he "J" 1h.1i:nu,.c-J "nh ~.s,.,11111~ am..I ancn.;I 

TESIS CON 
F'f·i..lJ.J\ r;~ c_.;:J.GEN 1. 

hypcrtcn.;mn Thc paut.·nt .,moJ...cJ fron1 a).'C 1 !'i 10 JO ycars. Al ;.1gc Q 1 
ycJr ... !iohC" ,.uf!CrC"<l t1.1n ... 1t"nt 1o;d11;'.'1n1i: cr•"'ndc-. ,'\ Doppl..-r uhra • 
..... unJ <ll lhc '""T<>lld atlcnt.· .... 11n ... ·ed n111h1pit" plaq111:' on both '-tdc-.. 
,. .. ,><;.:1.111~ ,,,, lhc 1.:11 .. ·.it<'lul .1r1cr;.. Tht.• l.U).'C .. I lc-.1on ..:.iu.,cd a ~O'!o 
.. i. .. 111...-11<111 <'f 111 .. • , .......... 1 1U1ncn Tht.· .. \111rton1" .. 1i ... •1prc.ar .. ·d Jllc1 
.t 1p .. nd.1mt>k 1rc.i1111clll J\n i·t..'<.i ,¡,,..,...,,,¡ .t lctt t>un.tl..- br.1ni:h 
t>1 •• ,i...1<tc 11,p..·1.:lll•l·· .. 11·1·•1.:1u1 ........ 1 ... h.1!-'ll•"'LºLI í.l~5 111¡.: .11.1. alhl 
1h..- l"111 ... n1 "·l .. rc!c111·,11 .. ll1<" l 1p1J t..'lom.: l ln rh:!>".::1l <"'ªnun.111nn. 
~h .. • h.ul ,, t>1'<h rn.1 .. , m.t.:" <>I :".l h ,1nd hlouJ prl.""""r" uf 140 
ktl nun ll¡.: l'uhL· .. ,u th .. • lo"L"! 111111,... \\l."rc n<>r111.1l S~nunc:in..-.11 

.iri:u" .:"lllL'.tLº ,111.I t>1!.1tc1,ll .... 1n1hn1n.n.t .1t tht.• Ai:h1ll..- ... lcndun ... Y,.CIC" 
tktt·.:tL·J .in.! .:onlitrncd t>~ ul11.1 ... nu11d lilnn.J .:he1111 .. lr\ .in.! lh:!o·rt>1J
... 11mul.111n~ hu1nion .. • L<>ll<."t"lllr.!11011 ... "'"'IC ll•Hlll.1\ ,, .:ornplc1..- ilptJ 
p1.,f1k 1~·• .. -.1kd lhL· lnllnl.\l!lf h•l.tl .:huk .. tcr<ll i... .... -1 _,..,~ 111¡.! JL. 
¡ lll -l · :?.:o 111¡.: .n. 111>1 -l· "k mi.: di. ·•l'"'A-1 1•10 m~ .u ... .,,¡ 
111¡.:l.•Cl."fl<k .. 11 (, .. ¡ 1 !ti m¡.: ,11 Th'" 11>1 -c.· .1.:¡;urnul.1lu>11 "'J .. 
ni.1111h •""l'l.111a·d b\ 1nd.-.1 ...... ,1 .. ·.,n~·c.·ntr.111"'"" u! !he.· ... 111.1lkt .t1l<I 
1kn'LºI 1 PI (" p.1111 .. -k, Th1.• \llll -l' L"k•.1lh•n ""' rn.11n1 .. .i.,,. In 1ht.• 
lllH '"hLI.,.. .. 4"1u<h !l."!'!C..,C'lllt.·d :'-:?",. 111 1h .. • l<•l,1l1 h1.:1c.1 .. ..-.J 
llr•'l""''""'t.11 , .. ., ... ,·111r.111"n' \\LºIL' .• 1 ..... klL'dL'd t 11h 111¡.!"•11 J 

A 1 ..... 1.11 ¡,, ... -.._t,.,k .. 1t·n•I ,h .. ·1 .11ul 1 .. ,.1 .. l.>lln 1.:"0 10 .JO 111~dl 
uc.tlfllL'nl l.\L'll." J'IL" ..... llhL·d '"" "Cft.• 1 .. 11 .......... 1 111 .. ·¡.:ul.ul~ .'\ hf'l<I 
l'rolil•· .tunn!-'. 11..- lullt>, .. -t;p ",,, "'' lt>fl""-. ,. tH•lc .. tt.•n•I .:"!o. 1 4 

:" 1 
m¡.: di.. 1 DI (." l ".'•I • 1 k m~ di . l llll ( · •in· ~ m¡.: dL. Jml 1 l"t .. 
ll! 4 .:"<Jm¡.:•ll 

lhL' t.iuul~ hhhH\ 1" ... .,,,..1 .. rt.•111 "'nh 111 ll..-1 hr.,1h•·r (!Ll) h.1.J a 
.. 1m1l.u l1p1d l"""k .md tc!ltlUll•u' .... mtht>tl1.1!.1 (-.~·1,· .. 111111..- ·1.1hle. 
.n.11l.>hk.11t111p """ uru .. • ... ih.t••r~·I ltu-p1<•h.1ml1ll:1h.nl:"'""' 
.md 1 1l.nq.~h1,.·r fh·t .,1,i.- .. 1 "'"' 11111¡1hL·.! .11 ... ~ .... -. ...... 1 J).'<.º .,f .1 
tll .. "'·lllh.11 1111.l!dl<>I\ .. u1tl 111-. 1lp1<t .t111t ~·l1rl!L.d l'"'fi].:, "Lºtt" 
.,,,,, .. , .. tt.·nt "H11 1 1 ! l l,•1 ..... ,,,,,.¡ .. ,111 ( 111 l f ol'Hi hl."1 d.H•l!htc.•1 t 11141 .11~· 
......... u,· .. 1 .. -.1. .o,~.,,.i.,,.., '" 1!1,·u llr•tl pr.•Tik~ "'"' lh•· prr,..-n._..- "' 
ILºll<lltl•lll .. ,,,¡,l)l•>'11_,l.o 

l n1h nit.•mh•·• .. "' tb.- l,H!llh \\ ._.,,. '1ud1 .. ·d 1.dL .1\ ,111.tt>k "llt>ILºL-1 .. 
¡.: .... ..- 11:1 .. rincd ..... n .. ,·1111 ti! 11 .... -.c. J:? , .. cr..- .11.l).'l"'~C'd ..... tllC'.:lcd 
•• ..-._,,,.imF '" rh..- ,-11lc:11.1 ""1l111c.·.I h~ ¡...:_"llL"f<l\11."h·". 7 ol ttu: .. c 
c..,h1h1l<.•d 1cnd11l<"'' .... 1ntht>1!l.ll,I ~'11 .1llL"<.l1."d 1n.!1•1du.1l .. ,¡,,,.._,.J 
1 fll -t" l•·•d .. _,¡-,.,, ... lht.• •imh p•·1 ... ·c11111 .... 1 .. · .... rdtn!-! h> J).'C' .1nJ ,.,._., 1n 
1h.: \.l..-\l ... 1n P"l'"l,111"" ,. A" -.lu•••n 1n l·1l!Uh: L. 1h .. · 1-11 JllLI llA 
phl."n"l~Jll."' .,,. ..... 11 .. 1 .. 1 .. ·111 \\llh -'" •'"''"'"111.11 ''"'""""" pJt1cr11 ul 
n.111 .. 111" .. 1"" .1nd 11i.frpc11tlc111 ""º!-!ll."¡.'.11lun 

¡¡,-,,.¡.. .. 1\w ¡••.,t>.uaJ ' .. 111 ... ·1 11all\1<h1.d .. 1ll"\ .o)'L'•I ¡.,.i \L'.01 ... 111.l. 
.1..: ... ·d ~~ ''""'· .. , .. , 11111'. ""''''"' ..¡•¡ '"·""' .. - ... 111h11 ... 1 .. -i..-~ .. , .... 1 .. 1.11 
,¡, .. i...· .. kr"! .,,,.¡ 1 !JI ·l 1,.,.-j, h111 '"' ,.,1.l.:11 .. ..- .. 1 ptC!ll.tlurl." lºlll> 
lr1<l1•1tlu"L 11~ IJ'l••h.m.t· .. ¡,,.,1h .. ·1 1 .¡, .... .¡ ••! 11,ttur,11 , .• ,., .. , ..... tt 7<; \car .. 
,.1 .1¡.!<.' 111 tu .... 1hpru1!-!. lo•! h1 ... .t . .uj.!ht<.·1, 1llllhl h.1d th.,; llA 
ph1.·111•h¡w .• 11u>1ht.•r Clll:!OI h.ul lh1.• 111 phcnul\JlC, .1n1I tu .. "Hll h.1.t 
t-.. 1h ph1•nol\p1.· ... "lu .. h "''ul<..I -.upf'<•l1 1h .. · .. -. .. u111ptl<lll 1ha1 1h1 .. 
111d1 .. 1du.11 .11'" .:.iructl h .. 1h 11 .111.. ,\ .:1 .... cr ..-,.,un111.111un uf 1hc li¡u<I 
l'"'lilL"• .. 1 1h..., '"'"'"" 1.111111~ k.t u .. '" lh•· .,h ... ..-1 .. .111"" 111.11 """cr.11 
n1 .. ·1uhcr' u! tht" t.11n1h h.ut '"!-!h h.· .. t.·I .. ol 'L"tu111 lllll l" Th..-.. c J;.ot;1 
.Ltt:" ,i\J1l.1hlc 111 1h1.· ,.,,1.,,..- .t.11" '"l'Pl"mct:I. "h1 .. ·h .:.1n he.• h•und .11 
hlll' """ .,, ..... ..- ... 1•1.1 "'!' ·1111.: .,,,.,,,,,, !"' 11·'\ "•' ...... u .. 1tlc1c.·J to b..
llll! 1· -r-.11 '"i!'H t,, . ._.11, ....... th.11 1•,, .. ,,.,..-111 .... h .. ·cn ,.,.t.ahll .. h..-d ru 
.._t>lllLºl \l!"lc:dol'n .1¡.:.1111-.t fºll[l :• " Jh,... \.tlUL' L<>Hl."'pun.J ... I" lhL' 
·•Oth 1''-'•~.:1111lc.· 1.1 ....... 1.1111~· ''' .1µ..- .111.I ...... ,, "' 1h..- \.tc .. .1..:;u1 
1><•pul,llt<>ll ;· 

Ui11clw111ical I>t.•Ct.•r111ination .. 
1•1,, .. 111.i hp1th .1nd hf<>ot.I ¡;)lenH"ll:!o ... ..- • ..- pL'tforn1..-d 1n J.l ""a1lo1bh:-
1n.t" 1<lu.1I-. lhruu¡.:h lullv .iu10111.u..-d '"'"' "llh cu1111nt"r<:1.11lv d\ Jll· 
.1hl..- 11."J).'L'llt\ ~crurn O.:tlllCL'nltata .. n ... ni tulJI ..:huft"..,11."tul a~d T(i~ 
""''e dl."IC'tnunc.t l>'.' cn,.~111.llu.: n1ctho<I" 1Uu.:ohnn).'t:"r-!'.1JnnhC'1n11 
Th1.• Ll>L-C .ind llDL·C p.0111.:h: J1\IT1hulum .. "cr1.· cha1.1..:1cn..-cd 
1hn1u¡.:h d<"t1"'t1:!> ~r.1.t,..·111 ul11ac..-n1n111g.1tum J .. ..t .. • .. cr1bcJ '' Th..
.i .. ut>k prt"t:1p1t.1l1on 1111."llH'<I ""ª' u .. c1I lo 111..-.1~u1c 1hc llDL-C
~uhd.1,t.c: .. "'' dc....:rihcd '-" ApnA-1 \~., .. lllCJ•urcd h:!o 11111nunuphclom• 
clr) '' S11u .. 1eroi le .. c:b \O.etc: dc1crmmt"d b)· 1.·.1p11l<1r)·~a,.·hqu1J 
chrrnn.th•gr.iphy •• 

Thc d1agno~1'\ or !<l.llu,. ª"'"tgnn1c:nt for all lan11ly mcrnbcr" """"' 
e.ircfully c"tablt~hcJ Membcr!> w11h J sm¡,:lc: n1c.1 .. uremcnt of llpoJ 
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lc<.cl" or h<.•r.lcrlrnL" l1p1J L.1luc ...... ·ro: ,;on .. 1J<:n.•J •'"' ··unl.no"n·· 
hnl...1¡.:c ,in.al~"''" 

Anul~ .. ¡.. uf Cundidatc Gcru.•., 
l>'"A "ª" .. -.. 1r.ii.:1cJ frllfU "hoiL" hlood u .. 111¡.: a phL·nol-ltL'O: .., .. 1r,11:11<m 
1•n•1u.:ul ad.optL·J 11<•111 (lulh•nc .111.t l>.uhn~lnn •• An.11~"'" ol 111K-
1t•!>.!lelluc n ... ri..er .. "-'" f'"tltor111<.-.I h~ p<'h111cr .. i-.c 1.'.h.un r.:.u;llon 
.im11l1fi.:.a1uin u .. 111i.: cn,1-l;obckd l[-Y·''f'].tl•Tf'1 pr11111:1' Tlu: rule"' 
d1llr:1c111 .,o,1nd1d.1f<.• ¡:r:nc' 11\ thL· "'f''L.'""'11 uf Fii and llA "·" 
r:<.·alu;ilcd U''"~ .... r:nc11 .. · n1.1rO..:-t' L'l<.-.cl:-. l1nO. .. -.l h• th._., ... ¡.:.:-n.:-~ 

.. ..-k.,tcd '""" "·11""'' ,t.at.oh.a'c' lt'<.•nfL•t l<lT :'>.1e.hc.1l l1cnr:11.:•-. 

...... ,1.1hk a1 hur re .. c.11.:h 1n,u .. hl1<.·ld"11111.: ur..,_ ¡.:enr:11.: ... .anal li•· 
IH'fnL· ll.11.1i. .... ., ...... ul.ahk .ar hup ._.,,.." ¡.:•lh uq:1 Cand1<l.atc ¡.:ene' 
.1r1.1! .. ,r<.·d ... .,,._. "' t"ll""' 1 l>l.R .ond "l"'B k>1 111 .11111 ·•f"••'\·I. 
.apoA·ll .apul · 111 "l'"''-1' ... 1 .... 1.,1 .. trut·· 11. .a¡-...,1·. ·'\ 11'-htn<lm¡.: ._ .• ,.. 
.. ,.11._· A 1,.p .. • l.!"'•'"''"""''. p1 .. 111 .. ·r.a1"r .1 .. 11 ... 11..-d f<.'<:L"f'l"r--y. '"-'' 
1.'.tl):CT IL"LL"f''''' .. 1 ...... l\ '"'!''-' l. lwp.tl1• .. -~t·· nu .. k.or 1,1<.h>t·-'•• .... ,,., 
k'tL"fCol e .. 1e1 11.an .. t .. ·1 í'"''".,"· l .. • .. 1Uun-<.h1>k· .. 1..-r.•I ·•":-.ltr.an .. 1 .. -1.1-..;. 
hr:p.al1' 111'•'""'• lll'•'I""'"'" l1p .... c .. unl p.HJ<''""·''"' l '"' 11,·' In 
,,.l,lll••'ll. 3J'<>I· h.t¡•l•>l'í''"¡: "·'' J'L'lllllnl<.·d ·'" •k-.... 11!-.e.1 •· 

c; ... ·nonu.•\\ ilil..' ~c:an 
lhtrl'>-l1>11r l.t•tHh r11.·1nl"><·.-. "._.,._. ~···r:.,h¡wd .,.,,1, ,, "'' n! -:_;~ 
-'Uln,t1n1,,J 1n.a1;.c·1-. lot\CT.t)'•º "i'-'•111~· l'I I' t<> :'_11 L\.11 \.lt"1 111,11¡.,,,,, 
u....:d "._.,... ltl"'-"k"t1d,.,,, tc·T1,ua •• ·k,.l•dc ILºf'L-.th l'<•l,1ncr.1'C ,h.11n 
'<".1• ll<•f' l'""j¡,, !• ",.,. .• 1• .• 1i' ;,·,I "' .1•1 -\ 111 < ~- "<º•!"''"• c•1 Tht"•·~·l1 
.. 1.1nd.l!d :11,·t:h'<b \lkll" ,,.,.,,¡,,.,, ",.,,. 1n1.·111.1lh _,, .. ,,.,,, .• ! -'".! .Jp 

tlt•I U'IL'! I<> .1IJ.-k tl<l:T1!><º!' I!\ l'"hl1< d.1t.tb,1,,·, 

l.inh.<tl!'-' ,\nal~.,¡.,, 

·\ 1n<'•kl "'"""'"¡: "" ·"-'"'""''-'! d'"""'"'"' p.11Tc•111 <1! 1t1hc111.in .... · "-'' 
u,._·,j "l!h .t ~""'"' !1c•quL'l1""' o! 4141(1) _,,,,j '-'11''., ¡-..:llL"ll.al\cc "lh<.' 
111·"'"""" L"''<J"-·•·tc·d 1 < l[) "'"''-' '"' ttu-. 1.un1I' ''•" .:-.111n .. 1e.J thruu~h 
..;1!'>,ll "l A"l I 11 l"K .,~,( """"·"•·) u-m¡: 1 UUO tc·pllL'J' ,. 1 "'"f'Ollll 
lo:' ..... r._., "'"':e· .... !,u!.11«.! .. .,n1 th•· ""'.u! ¡.,\...,11 ¡-..,;¡.;; •• Alklc 
1 ... -..¡u<.·nc•c•, '"' .111 ,,,.,.¡._,.,, "'º"' ._,,1,ul.11,·d 11"1" unr<.·l_,1,·.J 1nJ1•1<I 
1 •• 11, !1<•111 1tw '\!..-'''"" l"'l"·l.11""' l'.11.•t1><.'I<•·· nn1lt1p<•ml M•.11:-."' 
""' pc·r!<>r111,·d "'''h th., "'" ,q 1,J -...;¡. Hl ':<-: 11 K·l'l.L'~ ,., 1 n .a"'"'t 
.m~ f"llL'f'.lljl .,,,,,·r1.un" "' 1lu: "'·'"I rn<><lc· <>l 1nh<.'rol.1llL'<." "'lit\. 1hc 
.l.at.1 "'-'"º .a11.1h.•.-d """ !hL· 111<1.J<.·l-Tr..·1· u1uh1p•11nl .a11ck-,h,1nnv 
'""th<'ll 1n1rol<.·111en1.,d "' 1111~ -..1•11 .. · ri•··~1.11n 11.aph•t:-.p..-,., "._.,._ ... h. 
1;11n .. ·.t "''" 1h1~ ,_,,,, ... rrn~r.1111 .111.t .ad¡u-.1.:-J 111.anu.111:-. 

l-{1.·!!oull!'t. 

!\tappini.: ol' thl..· Fii Loc:u ... 
\\'e 1drn11fie•1 ;1 l-.11uhe<.I (L°Cii' 1 tl1!><pla:-. 111g ali climc;1I ch;ar
.n:1r11 .. 11._· ,,f 1·1 l. 11a:lutl1ng b1~h 1t•1.1I .:/111lc!><t<.'l••I ;ind l.IJJ.-t·. 
tendun 'nnthu111.11.1. arcu' curnt.•.te, und prC'ntatun: CI ID. \\'e 

c-.tm1.11r:d thc p<H\cr 1•f lhe f,111111~ IOr llnku¡!C' ;1nulys1~ 

lhruu~h s1n1ula11un. '\'11h !he u~c:- of 1000 rc¡ilu:alcs, a 

~ nri: ;·-,r.;:·-'·i""': ---==--· =-=-=-~~-: 
Figure 1. Farruly draw1ng ot FH and HA k1n
dred CGZ. Opon symbOls md1ca1e unattocted 
1nd1v1duals; hall·f•llttt:I lalt symbols, 
FH-af11:tcted Hld•V•duals; halt-l1lled r1ght sym· 
beis. HA·ottected 1nd1v1duals; and hlled sym· 
bols, FH- and HA·afTectee1 md1v1duals. Gray 
symbols represen! unknown status. 

1na'llllUlll C'f'CCICd Z"..,. t•f 5 9 \\¡¡,.. 11ht;1111cd (111..: :l"l.t:í<ll,!C' 

'=''Pc~·1cd z ..... "ª' ::! 1. \\1lh 57" .. · .• 3 001 
Thruugh l111l..;1l!C an.al:-.._1._, h<>lh l.llLH. ;11HI th~· apnH gc11c~ 

\\Ctc ruh:d <'UI ª" thc underly1ng c;au..,c a•l'th1,.. ,·,11ul111un. 1-ur 
thc apuB gene. ,..c1c1:n111g fur tht: ::! nu•,..I fu.•4ucnt n1ut:1uu11!>< 
CR3'."00(.l ;11ut R1:"1 J<'1 w;i-. nl"l> pcrl'-"'n-uu:ll lor thc pruh.1nd 
;uu.t an ;1ffeclc<I h11•thcr ·1 he r••,..,.,1h1h1:-. of~11u:.tc1ulc1111a wa:. 
c.,cludcd h:-. d1rt.•e1 ,..,,,,,..10.·rol 1nc;1~urc1ncnl 111 the prt•hand. 

A f!L"1u1111 .. ··"••k :. ••• :.111 1L'i1rl•1111 .... >111L·,.. 1 h• ::!11 \•:L-. ('!'r1i,nnL-J 
._..llh ::!~N 11i.1rl..er. Pu~1C1\\: pau-.... 1-...· l.C)!") ,....; .. n:-. "ere c..•t>t.¡1111Cll lur 
;1J1;Kcnt nt.1ri.o.·1-.. un .:hn>111<0 ... 1111c 1 Tlu.• n1.1.,n1111111¡-..in'\•1~ LC")J) 

..._ . .,rL· ont.1111<.."\I "ª" ::! •J-i :11 !J-o.tJO:' 1<11 nt.1rl..c1 JJISJ<>7 runlwr 
an.11:-.'1 .. ''- nh a l11l!h<."f dc11.,11:-. ol t1t.1rl..o;.-r. 111 th1~ n.·l!-1011 .. 11 ............. 1 
po-.111\e 1 CHl .,...,,n..-.. al fl-'-00 101 :' add1t1ttn,1l 111.irl..cr-.. chl"l<l:,. 
hnl..<.."\l 1" ll1Sl'l7 tlll!'-.l.1-.t• .uut lllSlhhl) 4·(;ih\c 11 \\"e abo 
.m.1ly..ro."\l the .L1t.1 M.'l u1ukr .111 ··;1!lcL1ed .. -..111J:,. •• tn••dcl CJ'.1hlc 11 
:O..tulllf"'•llll ;1n.1!y-.1-. ~ª'<.'a 111a-..un•1111 le lll -...:t>rL" ttf .'\ :_4 ho.•t,,L..._"11 
n1arl..<"I'' lllS:'l.\4 .111.t llJS:'Oll (1'1l!lUC :') lfapl<>1:-.1"-· n."<:un,.lrm:-

11••11 ''""''-"! th.1! all 1:: .1ll .. -.:i..·,l 1n.t ... 1d11.1l .. 1t•r l ll -.h;1n: .a o.·0111111>•11 
h.1pl<••:-.J"-" en.·.,mp.1, .. 111~ 111.ul-.<."1-.. l>JSl'r7 thruu¡:h 1>1~17 ·nlC 
<,.'L'lll!<>lllLºll•" "'-•lltlllll) "f lh1-. Lllt~·n.;¡\ L\,I .. <kfill<.0ll h .. ól íL"L:t>lllhlll.1-

!tolll ""•·111 1,._."'"'··11111.uk .. ·1-. 1ll:--..l1-: .111,11>1~:'1"1111 111.i1 .. 1du.111114, 
.111.l 11! .. • t..·l.,111e11 .. i-. ... uu.t.u-.. ''·<' <leli110.-.I ¡-,,. .1 n.· .. ·urnh1na11 .. 11 e"cnt 
lx•t" ... -..·n 111.ul...-i-.. 1>1:-..J•l":.,u,.\ l>IS~I \J ;n m1h•11lual lll. 1l·1vurc 
11 ·11n-. n11cn.1I ._ . .,n.._-..¡-...•nd,.. tt• .1 h 75-c:!\.1 n:g1011 lu,;.1L<.·d 7!">.h to 
!>i::!J .::0..1 lrurn pt<-'r f 1\1.• .L-.v1npto1n;1111.: 111d1<.·ntu;1I .. and:: "·uh 
unl-.llt>\\1\ .itk-.:11011 ~t~uu-. .11 ... ; -.h.11<.• tlu-. -..une l1.1plo1~1~. 1111ply1n~ 
1n..:1•1npl1.•1c pe11e1r.u1..:c 

TABLE 1. Pairwise LOO Seores for Chromosome 1p32 Markers 
and HF 

Wholc Fanioly Anecl~ds Only 

,_ t+~OOO '-
0153721 000 -1 56 o 21 026 

0152134 7566 - 1 21 o 18 0'5 1 •O o 10 

015197 76 27 - 1 59 29• oo• 16" 000 

015386 7718 o 80 1 18 o 10 '" 2'1 000 

0151661 7825 1 82 1 60 1 60 

015417 "' o" o 30 1 90 1 90 000 

8241 -2 99 022 -0:1'3 128 o 10 

0152867 8568 o 12 -1 00 

•01s1ance 111 kosamb• cenl1morgans (CM) trom pler 
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;\1u1111lni: uf clu.• llA l.OCU!ri. 
On fmthci- 1,.·hnu:al cvaluation ufth1,.• ¡lruh.i11d and 01hcr fmn1ly 
mcmher ... ,.,e 1den111ic:d 10 1mi1v1duals "1th eleva1ed le\els of 
l IDl--C. E'ammallun of thc e"endcd fanul) lcd lo the 
uh~cn. a11on tha1 11.•' ~ .. ·~re).!.ilcd ª' :10 111derocnde111 1ra11 "''''" 
.111 ó!UltlMllllal du10l1l;111! f' .. lt!CfTl t>f 11\hCfll;\llCC ó.!lld 111J1.·pe11° 
Jc11t ,.f FI 1 ti l!!u1e 1) Thu,., ....... 1c,.1eJ thi.• h)>puthe""'" 1h;.i1"' 
Jucu' ;p,,u1.·1.1ted "nh de" ali.·d l llH -C le" el .. ' ' pre,...:111 m ttu .. 
1~11nr1:--

I htrlccn 1.·.1111.lld.1!1.· l!Clh."' ""··re.· 1.·,an1111e1.I through linl..a!!c.' 
.111.11:-- .. ,, I•• 1.· .. alu.111.· 1l1c1r P'""1hk cu111nhut1un lt• 1h.: llA 
phcnul)>pc. 1111.!u1.hlll! l!'-"nc,.. l••I "C\<.."r.il .1pul1p.,prut1,.•tn,.. chu-
1.: .. 11.·r:--I c-.1 .. ·r 1r.111,lc1 p1u1c111. tlw .. .;;i,.cllf'<-"r r.:-.·i.•ptur d.,, .. B 
1~p1.· l. ;uul 1r:111 .. 1.·11pln•11 l.••'lt•r-. ... u.:h ª' h1.·p.110,.·'."1c 11u1.·lc.1r 
f,h."l<•r·4•• -''hl pc1<>'1-.<>111c pn•l1feroih•r-.11.'ll'Jtcd rcccph•r·')' 
1 .... .-e \t.111.·ri.11 ... uul \1.:thl>d,¡ :-.,:,, C\ldcn.:c ol l1nl..;iµc ""ª' 
ltHl!ld I•• ;111 .. "' tlu: .1n.1l:o-J't.'.t )!Cll<."' 

.v 

~ ~ 
¡¡; ¡¡; 

1 ;? ,¡ 

Figuro 2. Multlpo1nt LOO seores lor 
chromosome 1 p32 and HF. Ma~ers are 
1nd1caled below the •·axis. 

Gen~1n1c-w1dc 1nult1pum1 anuly~1~ !»hll\\C<.I ;1 -.ingle i.l¡n1sll• 
cally sign1fica11t locu~. ""lth ;1 ma,1n1um LO[) ~cure uf 3.17 
and a ma'\1111um 11onparn1nc1nc CNl'Ll scorc oí 3.78 
(/>=0.00091 betwcen m;irker~ D<>Sl:?SO ;uul DhSl:?75 Thc 
nia,1n1u111 :?-romt L<JD ~cure ;md ~PL \;ilucs u1 llus ~~1011 
""<='le 3 O!' :md 3 OS c/•=o 0041. re-.p .. ·c11 .. cl). lur 1hc 1nar1.c1 
DhS l C.h:? (Figure.· 4 :111<.J 1 .1hl.: :? ¡ 

All 111 111.t1 .. 1<.lu:i1 .. "'"llh 11•\. -.harcd :1 n111111a•n haplutypc 
Clll."llT11p.l.,,llll! 111.11!..t."r' l>hS24111 ;ual !>hSI0!'3 (f·'1µl1ro;" 5J 
Thc .:cn1101111.•ric hou11d.1r;. 1•f 1111,. 1111cr\,ll 1 .. i.kfincd h)' ¡¡ 

rc1.:u1nh1n:111un e\ cnt bcl\"<."<.'n 111arl..er .. DhS 1053 mul 
1>1,s 1 :!75- 111 1m.J1" 1dual 11:? .• 111d tlu: 1el.unc11c h1•un•litr) •~ 

dctin .. ·d hy ;1 rcc1•111h1n;11u•n e"Clll h<.•twccn marl..cr~ llf>SJ:?8D 
:1nJ 1JhS:?4IO m 111d1 .. 1du.11 113. Uclinm~ a 7 :\:?·cl\.1 unen.al 
un chu.11110 .. 0111c hp luc;11cd 73.1 tu SU.4 .:\1 fll•ITI pter. Thcn: 
.irc no uh, 1uu .. t.•a1ul11..l;.1ti.• f'enci. 1ha1 duc1.·tly n:gulale l IDL 
n1ct;1hol1Mn 111 th1~ IC¡!lllll 

.. -m·· ... 
' ~~. 

···¡ !u 
· .• ¡ 

Figuro 3. Suggestod haplolypos ol chtomosome 1p32 hnked to FH In the CGZ fam1ly, Open and fllled symoots roprescnt unaftoctod 
anCI allected 1na1v1duals. respt:tet1vely; gray symbols represent unknown status. The haplotypes 1n brackets were daauced. The common 
reg10n sharea m alltteled 1nd1v1duals m the lam11y 1s 1nd1cated by gray bars. 
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Figure 4. Multipoint hnkage analySls ot 
HA to markers on ehromosome 6p12.13-
qt3. The x-axls represetits the relatNe 
d1stanee 1n eent1morgans. and the y-axis 
reprot>ents the mult1point LOO (salid hne) 
and NPL (broken llne) seores trom para
melnc and nonparamctnc hnkage anaty
ses, respect1vcly. Markers are 1nd1catod 
below the x·axis. 
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llu"c'cr. tlu~rc are'" u pnllnflu1nn1ator} <..'}·tok1m .. • .gene"' 111 

1h1!> 1nU~l"\al: m1erkul..1n-17 (IL-171anJ1111c-rleul..m-17F (ll.-
17F).'º .. ' Se"l.eral rro1111l¡1mrn:llllf) .. ·,.101..me .. haH~ hL"en llll

phc~ucJ m thc uveral! r._·gulallun of pfo,.m¡1 llllL-C conccn-
1ratH1ns.41 .... SL"q_UL"IH:c an;ily!-.1s atcnt1fieJ '"º 
polymorph1,.1ni. 111 the prurnolcr rcg1un oíthr IL-17 gem: .uut 
une pol}m1•rph1,.111 1l':l~C>Gl 111 c"l\1111 3 of IL-171·. :\:1n1c of 
lhc"'e 11udt"Ulh.le d1.11111._ ... ,;ni.e111e11atci. "nh clc"l.,lleJ llDL 
!e"l.cb 111 th1 .. f;;unll" 

l>i .. l.·u .. ..,ion 
A1h .. ·ro .. .:lc10 .. ,., ,,. .1 n1ul11tJ.:tur1.al t.•11111~ 111 , .. 111.:h J.!en .... 111; .. 
;ind en\ 1n•11111c111.1I t.u.:1t•1., pl.i~ ;1 rule 111 the palhl>phyi.1ulug~ 
of !he .t1,.eJ .. r: •• ~1ul.1l1••n., 111 ¡.!ene., ª"'"'"c1:11eJ \\llh 1·11. ª"' 
"l'll .1 .. 1nut.1t11111,. 111 J.!t."IH: .. th.11 lt•"·er lllll,·(· le\t.:I ..... u..-11 .1,. 

AIH. · 1. ;uc h.1i.•" 11 h• .:.1u-.t.· a.:<..·t.:lcr,11 .. ·d .11h .. ·1••¡.!l"t1e.,1-. -' ~ ••· ~
(In lhl· otlit.•r h.nu.!. 1.1 .. ·1,,r .. .,u .. ti a-. t."1¡.!.lrt.'llt.• .. nit1h.1n~'. .• 1ncr1,1I 
h)p<.·1lt.•11•1t•n .111d d1c1.1r~ <..h1•tc-.1cr.•I .._,,n .. u111pt1<•11 .11<.' .1 .. ..,,,.,,, . 
• ilt.•d \" l!h .111 lllt."tc;'.l•t.•.! r1 .. k ni l "llll 'H •·• 

s .. - .... ·1;11 t.º1'hlt.•111u•l··~1 .. ·.tl .ind ¡.!t.'llt.º11<. 'llldll"'• <..••nlinn tht.• 
,,, .. .,.;1.111<>11 ht.•t\•t.•1.·11 1,."!t.•\.lled 111)( .( ll·.._._.1 ... 11ul prt>tt.·1.·11011 
.1¡.!.1111-.1 ,1tht.·11•¡.!t.·r1<..· .. 1-. '' "" •' In th .. · l 1.1111111¡..:h.1n1 11 .. -.1n S1ud~. 

111111\Htu.il-. \•1th llDl.·l· .:01u:e11tlalu•11"' ••I 1 ~ 11111101 L (hO 
lllJ.! ,u i ••I h11:ht.•1 .ut.· prntt.•t."l<..0 t.l .q,:.1111'1 thc dr:• t'lup111t.·11t •d 

ClllJ C\en 111 lhc prc,.cn.:e of clc\ah.•d 1.DL·C i.cru1n le"l.
ch •. :"-'" In a t.hfll:rc!ll i.lud). an ª"'~o.;1;111011 w.1~ fi.>unJ 
b.:lwL".._.ll m1 111.::rea"'c- ,,f l IDL, >-'5'~ .. ¡¡nd a dccr .... ;1!>ed fre
quency uf atlu:roi.cleruMs.'" 

In :1dd1t1un. ;1n1tnal 11111deli. h.:1"1.C demuni.lr;iteJ lhe role uf 
llDL-C ª"' carJ1oprntc..:tne p;irt1clci. for 1n.,t;111..:c. hypercho
lei.terulcnuc \\';1la1101hc hL"lttilhlc hypc1hp1dc1111.: n1bb11!-. t1"1.L"r
c,pn!',.s1ng lh<.." i1po/\-I p1t1l.:111 "tH•"t.•d .1 reduclinn 111 lhc 
li1rn1;1lh•n 11r a1her11,clt.•n•t1r..: playue., '' Fur1hct1111•rc. 1nere .... 
prc .. i.1••11 .. r hu111.1n ap•.,\-1 111 tran~~ .. ·1111.· 1111.:<.• k•I lu 1111 
111<."r<.'il'L" 111 lllll.·l • 1 ... ,...i., · 1 ~ti rnp. dl. ;111d .1 '15"" rcJuct1t1n 
••I lhe .1tlwro-.dt.·1 .. 11._· pl.14ue-. 111 l '57BI. h n11r..:1.• un 01 lu~h-fat 
Ju..-1 .... 

\\'e 1dcn111ieJ an Fii l..mdrcd 111 ••lm.:h dr;:-\¡UeJ llDL-C: 
1r: ... c1., lllAI are d1 .. pl;i~cJ ;1i. an 1ndt.•pc.-ntknt tr;111 "nhm thc 
lillllil~ r1nd111~ L:Oll<."lHll'lll c.,pr .......... 11 uf Fii ;mJ 11/\ \\1111111 
.1 l.111111~ 1-. h1¡.!hl~ unu .. u.11 h .. · .. -.1 ..... ._ • ...i .. ·,,111.·d 1.1>1.-C lt:•l·li. a1<.• 
J.!l'll<.0 r.1ll~ l!l\ ,_.,,..,,.¡.._ ,_-,,nd.11l·d '" 1111 l llll .( · lt.·'cl' "'•· ·¡ hcrc
i11r.•. 1111 .. l1nd11.•li 1'rtl"1.1<k' .1 u111qu .. • up¡•t>1lu111\~ to d1 .. i.c1.'I 1h.._. 
!!.:11 .. ·t11.· 1.·11111r11•11e111 u1uk1I~111p. the 11.'\ 1ra11 111 a h.1.::a..¡.?10111i.I 
••I ;1lbt.•1t>)!t.•1111.·11~ 
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TABLE 2. Pairwlsc LDD Seores tor Chromosomc 6p Markcrs and HAL 

O ;>O º'º z~ ... 

/PI' ~l 0651280 '36 065 o '3 

0652410 o 9' 054 

0651956 754!> "º 
, ,. 086 o •• o" '58 

0651960 7662 , "" ,,. 
'" , 92 1.34 060 "' o'° /iL/ 0651fi62 305 303 209 '39 060 3 05 

0651276 2" 202 , 05 º" 2" ºº' 
06519!>2 7992 o 39 o 22 o" ºº' o 39 

0651053 80 45 "º oº' º" , 92 000 
065127!> 804!> - 1 86 o" o" o 45 º" 06> o'" 
0651031 8863 ·7 35 3" --125 º" o 23 o" o 2J 

l 
~¡ 

•01slanc:e m f'l.Osamo• cenhmorgans CCMI lrom pter i:.;o., J 
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Figure 5. Suggttsled haplolypes ot chromosomt." 6p12. l3-q13 ltnkl:'d lo HA m the CGZ lam1ly. Opun and hlled symbols raptesent unal
lectecl and anectcd ond1'o'1duals. respectt'o'ely; gray symbols represen! unknown status. Thtt haplotypes in brackets wete deduced. The 
common regoon shar0<1 m at!ect~ 1nd1v1duals 1n !he fam1ty 1s md1cah•d by gray bars 

;itlwru!<>..:lcn•lu.: r11.11utc ... 1at1nn" ;, .. ..,l•L·1.11cd \\llh tlll" ... ·1..•ru!itn111 
111 !>l'HIC uf 1he1t cle\att:J tut.11 d1ulc,.1t:rul anJ Ll>l.-C lt:\d .. 
.uu! ;iJd1t11..•n.1l n"I. 1:H:l<•r-. lh::opcrtt.•n,.1011. t.•lt:,;11cd l.p(a). t•r 
h::opt:f1fl¡,!ly.:t:r1tk1111;1J ·1 tu: ;1h ... 1.·1Ke of ":''llf'l<>n1.1t1.: l"llD m 
lhL•.,t.• 111Lh\. 1<lt1.il., 1 .. 1n .. l.lt~ Lt•ll!r.t.,! lt• thL' ut> .. t:t\t:d 1111..·alt:th.t: 
uf C."111'> 111 111 ht:lL"l•'.t':'i-:'''1c-. .1~cd f•tl :-c.11-.' 

lhc t•t>-.cnL·.1 p11•tL·,·11•111.1~·a111.,1 pn·111.1t111t: l"lll) 1n tht.·,..::: 
111d1\l.iu.1I-. 1" •<'lft.·l.1t.•d "llh .1 •t•lhUl1L'll1 t:lt•\,ltlL>ll 1ll tllt."lf 
11()( .. (._" k\d., l t•ll\1.•1-.1.·J~. lllC1t." .lll" ~ d<•<.UlllL'lllt"ll ,1!fn;IL"ll 
l'IJ llldl\ 1du.i]-. \\l!IJ prt:nl.11\H<." l JllJ J l l 1ndt\1du.d IJI 1, "ti" 
J.,, ... n<>t h."L' 111.- 11·\ ir.ni"' 11!.,- h.1pl••l:'P'-"•'""'''"·1.1tt.·d ''-llh u 
and h.1-. rr.:-.c111cd \\uh .,,_·,cr.tl 1-...:1i.._·111H: .:p¡-..,dc-. !<>UlL"t.' :":: 
~L'.H., ul .1¡.!t.'. ;ir1d ~~' 11u!l\1du.1l 1111. "h" i_lu:d al:".: ~L·:u-. <ll 
,!!'.'-"•'" ,1 rL·-.ull ••I 1Tl\<1,;,11d1al 1nl.t1<."lH•ll l·\1_•11 thuuµh 111>1 -(· 
IL-\L'] .. ".._.,.._. 1H•l .n.11!.1bk 11•1 th1.· l.lllt:r uuli\1du.il. lit· dhl nut 
h.i..1_• th1.· h.ipl1•1:'P'-' lllll-.t•d In llA \111-. h.1plul:'l'L" "·I" 11ncqu1•
t•..:,1ll~ 1nlc111_·d1 _.\¡,,,_ r1<•1lL' ,,f 111-. ~ d.111¡.:ht<.·1-. h.1 .. t.•11lv.:r 
cl1_'\,11L·.! llPl ·l" k\L"] .. '" tli1.· 1.ht<'lll<'""flll' I• h.1pl.H~pc. 
"'"'-)¡ ~'-••ul.t ""1'1'"11 111<." .1 .... u111pt"•ll 111,1\ 111-. 111>1 -l · IL•\t.'I" 
"L'rL' b1.·h•" ,,11.tt ,., 1._·i:.u<11_·d ,,.., p1••IL'<.t1'.: In l1~ht ••I tl1L· .. .: 
,,J,..cr,.1\ll•n-.. , ..... l''"I"'"'. 1h.11 111 1111 .. t.uu1I:-. thc llllL-<.." 
t•k·,.lll••ll c,pJ.1111.., th.: .1nt1.1tht:r<•¡,!.:nn: 1.·llL·.:1 'c-..:11 111 1l1t,..c 111 
mdl\1du.1b .al-." 1.·.1n:-111!-' 1hc 11.·\ tr.111 

! hn•u!-'h "~·1.·n11t1lt."-\\ uk .. .:.111. "i: 111.1ppcd tlv.• l· 11 lr.111 '" .1 
rc¡:11•11 <'ll <.'llt••tll""""1'-· lpl2, .1 tL'!-'1•>11 prt.••n•u-.1~ l111~L"ll tu 
111111 2 "L'l'·"·'\t.• .. 1ud11.·-. ·• .,, ,. B.1 ... <.'d ••11 rc.:<'111h111J\ltlll C\t:lll' 
111 2 .111c,;1cd 111<11• 1du.11 ... ••UT 1...- ... u!1-. l1l\·al1,:t.• 1h1.· r1.• .. ptu1..ihlt.· 
¡.:t:ni: lo ,u1 mlt:t\.d t>I h ~ .. 1.·:\1 11.inJ..t:d h~ 1n.1d,c:1!<> l>IS21:l-1 
,111d l>IS2CHI rl1t: rnte¡.!r.111"11 "'lile n1;oppm~ ~i..1a 11(•111 .111 3 
-.1uJ1t:., :-1 ... ·Jd-. .1 ,;.,mrnun 1111<.·rv;il uf -u t•I <.·.\.1 11;1111..l!'d h)> 
rn.1r~er-. D 1 .S2 l .'-1 tu ll 1 S t•J7 Somt.• 111..t:Jy c;inJu.t<.llL" gene" 111 
thc <.1..:11111:- l•f 1h1!<> rt:~1<>11 art.• !:PSI'.'> jan L•puknnal gnH,lh 
t.11.'h•r r<.·.._·ep1t>1 pa1h ..... 1~ !<>ub .. ttLllL'),'- Al'OER1 (;.in ;.ipoE 
rc-..:cptnrl,'" .in~l .SCl'~ (;i ,.1crt•l .:.11ncr prutr.:1111 ••• 

In 1111:: f;.11n1I::-· \\L' !.tuJ1c:"d. lhl!<> lo<.:U!. d1!<>play!. 1ncu1npli:tc 
pt:nclran.:c. hc:".:au'c 111 add111on lo ull 11 uffc:'.:ted 11u.ll\·1Juab 
!.hanng a ..:u1nn1011 .i marJ..i:r h:1plul)~· !.C\erJI <•lher 1ne1n-

bcr ... !<>h;orc lhc: "ªme rc:"g1un bu! appcar tu be a!.ylnp101nat1..:. or 
lhc,.c. 5 :irL" 111J1\'aluab wllh totJI chok!.IC"rol :1nd LDL·C 
lc:"\.d!. .... uhm thi: nunnal ran¡tc:". at1\I :!: .trc 1nd1vu.lual!. ""º 
'hº"L"d c1thc1 1>oakf1111c llp1d \;1luc" <1.:1..·unJ111~ lo o.i¡,!C and 
'e'"' .ir<.· lfli_ll\alu;ib '"11h unl.11u,,..n ..,latu-. (sce !\1.1tcnal., anll 
~lc-th<•d"' Tlw allL·.:tcd .. -•1111)> a11J.ly"1" !<>lu•"cd :"> <.:<•n,.c..:utl\.C 
111arJ..t:I!- 41'>1~21.•-1 thl<•U¡.!h n1.s.i1-:1 .... 11h 1'•"111\C LOD 
-..: .. re-. tal! .11 11=01 A .:n1np.1ro .. on .,f lhL' tL"'llh" <•h1.1111ed 
111ul ... ·1 lhL· ~ n1,.<kl ... u .. cd 4\\holc f.uull:- \L"l-.u.., .1ft<.·.:tcd .. onl::-1 
1-. L:•Hl'J'tl·nt \\lth thL' <•h"•'t\.<'."d 1n.:<11npll·I...- pc11c11an.._·c 111 1111,. 
l..m.tr.._,.j ,\lthuuµh 11Kotnpk1c pcnC'lt.mLt.• f.,r 1h1-. 1·11 ln.:u,, 
11.1-. ll<."t:n ri:p••rt<.·d l<•I h<•ll1 1 rc11i.:l1 .111.t Sp.1n1 ... t1 1:11n1l1c-. ... thc 
pcllt:lt.llKt.• futmd 111 <>llr ~111Jrt:d 111<1~ he ll>"-L'f J"IH., !<>Uggcst-. 
1hi: P"""'hlt: 111\uht:na•nt ol .nhhluin.il \u.:t 111llul·ni.:n1g thc 
phL'llt11\pc 

1 •U thL· l IA 1r;111. .1 J.'l·11on1L·-"1dc -.L·an 1dt:11t1lic•l ;1 lui.:us 011 

.:h11•111u .. .,n1L· i.p l l.1ph•\\ p.._· .111.il) .. 1 ... 1c1·1n.:d .1 r1..·µ1<>n !<>p:111· 
11111~· 7 -'2 .:!\! hcl\\t'cn 111.111..t.·rs Dh!'l~l'.U .111.t l>h~1~75 f"hl!<> 
ti.1ph••~p1..· 1 .. -.h.1a·d h~ .1ll 11ull,1d11:t1 ... "uh JI/\ .ual 1 
1ndl\ 1du.tl "1111 lt:,1..·\.., \\ 11h111 1ht: 11111111;11 1,111¡,:i:, 1n1pl)> lllg .1 
rcnc11an.:c ••f'Jll"., 111 1111 .. 1.11n1J::- lh11 rt:!-"11•11 ••n .:hru1nl•!<>01tll: 
hp ( 73 1 J h• SO -15 .::\1 f1<•111 plcrl "' t:r\.1J'>" tht: n•g1011 rcportcJ 
t'o:-· Knohlaud1 t'l al .. ' 1111lucn.:111g l.I>I. ic .. i:b 111 an Fii .Arab 
f.111111~ and .111 11nkp<.·1uknt !'>atnpk nfht:.alth;. "hllc n1unt1.I')'· 
g<>llL' :111J d1,.~¡,:ut11.· '"111-. ln•n1 l1c11n.1n:- ·1 h1-. !'>;1111c reg1un 
h.i-. .1bo bcc-11 lm~cd \\llh ·11..1 111>1. lt:,cl., 111 .1 !.lud-. 1n a 
P•lpulauun l1t>111 '1t1111c• .. >1.1.'•-' and u ,.., L·lu.,t: tu a pcaJ.. Íhr TCi 
lt:\.cl-. ((_(.)!) "ctnt.• 1 2-1 al 71 _, L":'\1) 1cponcd 111 Afs1c;1n 
A1ncn~:.111 l;u111llc!<> hn1n lhc l lypt:rCjE:-.; Srud)· "' Thcrcfure, 11 
i-. pu-. .. 1hl..- lh;il lhc lu.:u-. 1n~1pr>cd 111 c-hro1nu-.u1nc hpl:!.J·qlJ 
m our f.am1ly fot lugh llDL k\.cl-. m¡1;. abo mllucn.:c lipu.I 
cuf11.:0:111ra11u11" 111 uthcr populalllUI,,. Thc cntical 111terv;1I 
di:l"incd 111 our f;11111ly has -30 ~110"11 geno:s. wnh 
1n1crlcuJ..i11. J 7 ;md 1111 ... ·rlt:uk1n- l 7 F ª" thc unl) c-anduJm..
gcnei. showing a pu!<>s1bl..- b1ulug1cally rcl.a1..-d hmc-tlt•n. Sc:-
quence annlyMs ofthe!.c genes !<>l1u,,..cd nu t:\.1dcnc-e thnt lhc"' 
\<.·ere rc!.punMhle fur !he l IA phcnutype. \Ve h;ive nol illH;· 
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ly.ieJ other ro.,1tion.il canJiJatc genes within tlns chromo
M1n1al rcg1un 

Althuui;h thc h¡•l:?.J-q 13 11..1.:u!<o ha!> alre.1dy bcen a!<o!>OCtilted 
wnh the 1nodul;111on L'f cholc..,lcrul. l(i, and 'IG1llOL lc\

ds,"* -"' 11 hili. IH•I hccn pre" 1ou.,,ly llnk.cd to h1~h 11 DL le" d .. 
or tu ,111 anllatherogcnu.· elTcct 111 hu111an .. i\!'> tu the c ... 1.:nt ul 
th.: uh!<o..:'l""CLI pn•tecll\c clTcc1 cont.:rrcd hy 1h1" locu!<o 111 th.: 
fan11ly "e !<>ludied. 11 l!<o n••lc"t•nl1y 1l1.111h.:rc an: mdc-pcndc-nt 
'-·ard10">1!<>CUl;1t n .. i.. factol!'> h•• .. llic'"• Fii tn alli.•"·1c-d llHll\uhial" 
"•th no n1;11111C'!<>lat1u11 .. l>l CJID Thl!<o MIJ.!!!C'!<-1!'> 1h;11 tlu.• 
an11a1hcru.,:cn1.: effcd •:<>nfc:rrc-d h~ 1!11" i. .. .-u ... 111;i~ .1bn 

pruv1dc pH,lC<."11••11 >1!!;1111 .. 1 <1lh•·n•!!CllC''l'·PH•l11'•!111g ,.,,nd1-
t11111!'> othcr th.111 !'JI In th1,., r.:g;1rd. 11 \.\ould hL" uf1nlc-rL"!<>l I<• 

dL•t.:11111J1L" lhl.' P"'"1!;IL' 1nl1UC'1l<,"L" t1I llH!<> !ocU!<> "n l1p1d 
<.'OllL'<.•ntr.111011 ... 1ru! 11 .. ·""'":1a1 .. ·d .:.1nl1t•\a .... ·ul.1r n .. k 111 ~,,.,. 
IL"an pt>pul,111<•11 

Thc: u1L·nt1ti..:.1t1<'11 .,f thc r .. ,.,r1•11!<>1l>IL· g.:nL" ''nh111 1tw 
hpl~.J-qJJ. hlL·u-. ,,1JI P''"ªk 11L'"' 11111•1111.111<•11r<.·g.11d1nj!1hc 

role ol tliL• 111)1 -c.· p.1r11,·1L•-. ·'" .1n11.1lhcro.,:cn1.: .1¡..:L"nl!<> ;un! 
1na~ rc!<>ul1 111 tllc- aknt1!'1.:.11a111 ••I llL''" lh<.·r.1pt.•u11c t.HJ!L"I,., hu 
tbL" ptL''L"nlu•n .111.l 1rc-.11rn.-11f ni ,1thc-1., .. .:J.:n•l1<: .11 .. .-.... .-

.-\.1..•h.no'' 11..•dgnu.•111 .. 
lh1 .. ""'¡., ''·'" ""r'l'"fl<'d In ~r.rnl' 1......:::1-~<i:O- .. nd 1......:;:1·;;.111 11 .. 111 
lllo'\I''" 1 ·na-.·1 .... t.1ct ...,,,,.,.,n.tl '""!"'"''"·' •k '"''""· ,unt tnun 
11ni.l.1•"'" 'l•~ud ,,J,•m,oc•. ;:11ou :... l .<111.- .. k .. ·l.1t11nl•'"" "·" 'UI'· 
í'"lll·d t" ,.1 1'1,ll h•Jl""'!up !rP!ll l ''Thl'I<' :-..,lLh>ll.Jl •\e l'll'tH.lol \ 
1 <.·..:nol"~'·'· 'k·'''-" \\ ,. ·"'' ,,.~ ~1.al<.'lul '" th.: p.trl1c1p.u1n~ 1.arn1I~ 
l"r thcu >.1mln•· ..... ond crH!tu"·""' ,-.,1J,1h"'·'''"" 1n 1111 .. ' '"'" \\",· 

1h,ml.. S l'.1i..·I. "h•• l..1r .• 1h r.,n.,rn•,-.! 1lw "'""''""'"""'""'"''"'·ni.."' 
!--"u'h"'""1"111 'l.l.,,1,._.tl l .. ·rH.;1. l>.ill ..... 1 c' \\"<.• .1hn th.1111.. S Ko1nc1<• 

1n1 ru"1d1n~ '''"hn1,·.1I 1nt<'n\l.111.- .. •"""'·'"""' .1nd .., l'uru:I l•H 
"..:'-""'"" 11• ,, \\ .,,¡.,, .. 1,11u•n .m.l m!nrtn.111.- .. ""r'I'"" duflll~ tlw ,·,ul~ p,trl 
1•! !lu-. ('f<'IC'-1 

H.t.•fl'rt.•nt..·c, 
\\,,_,,. I'\\ 1> ·\,_: ... t"l•· HI< ¡ .,., 1) l<d."'I'''' '1.._l. -.,Jt.._·,,.h.111/ 11 

t-..uun·I \\U J'""'",'"" ttl '""'"·"' ""·'" .J1 • .-,,., . .,.,,,._ 1"1.. l.acttll ,,,1, 
P"""'' t '" .,¡.,,., . ., l""·" ,,. 1~1- l ,..¡-
1 .. •l.1•1<""' J li.,l•h• HH 11"'"'" ._,.., l .. rnulo.>I '"l"''tlt ... 1c .. 1.-to•km1.1 Jn 
"'•"'"' l ¡.{ ,., .. 1 ... i. ,,,,. u.,..,;.,.¡,, ...... ,u ... ,, .. ,.,."·'""'"'""',,,,,¡ 
p, .............. ' ... ~ .... , 'ld '"'"' 111:1. :·"~' :"t" :»11 
"-·""''·I \.\ 1i l ""'''-'" l><"·"' .¡,...,.,, .. .- ,,.~ 1.••l"t" 11¡ lh•· «i<l<'ti. '"' I 

-''~'-' 1 1 • "1 ¡,,-
' '"' '"''"" T 1,t,1· ! ... "1•>,., [ llc·<'"c·tl \po•l•l'"J''"tcL"I ,,11,l.1n 

""!'''' ""'" ~""""' ""'' h, ...... ,, '''"' •.• l ... ' '""' '· "' 
...... : .... 11• ··' 

lo.i.>!!11<> l'11¡.c·ot"' \ ¡.,_.,111¡¡,,.,.,,_f••'"!11''"""'"1. l•l'•'f''" 
!<"t!Ol.<I "' ll"'l•"J'~'"·•' !.!l•H(l_,I '"l'<"h>:Pk•l<"'IHIC!f"-' /•to""'"" f,' 
/lo•••"'•/·•_,.,¡.,,,/ :<HHJ:o>•:.: •;_ .. 
'"'1•1•1<"•" JI 11"'"" ._, ... 1i110<t.1:¡: "'"! •kpo1•I"''"'' ••I ¡,,,,.. <I•'"""' 
l•r-•1't•"'"'"'~ ro, .ultlltC"d lu1m.011 lol•nohl .... ,, "''"'!'"''""'" "' ···11· l•••rn •• 

;;::~;~.~ .. :::~~ ... ; ~:::~ :·~:'~ ... ::·;:·~'.~ .. :: ·:~:~"~;·;,~., .. u. '""" 11 .. 1 l"J'<'.''"""' 

lnr,..••.tt1h TI """'""'""'.' i..11 'l.tn•ol•l "'' ._1.1hk• f-1"\ l...r.1u•~ 1-{._l, 
\._..¡: .. Id ('"""" .. \1 1 .l">olo.1, •lclúlL><."" •'l'"lof"'r''"'""' /1-IUU l"'-
\kll"''' ''r'"l''"'""'' ........ ,,,, .. ,,,, .. 1 "'•"I''"' b,,,,,,,,., , • .,,, '""' .. .,.¡ '·· 
1 \"I l'l"•.'.¡'"'l•I r.••.'• 
k .. t.._., JI' \,..,,., ,, "'"·"' ¡,,.,. H 1 tlo.h I> J,.;,.k,,., lo. i..n·mpl "1 

::"1"/;i•~"' ~; ,~:~'1';~;,~,.~,':"l~J·~~<.(• ! ,',::~' • ::~ 1 !;~~n.l,~I~~·:•:::~:~: ~I :IL~~t< ·:~:~ 
Akl•l~ll~-l·,, "'""""'"''"" lt<·nch r••pul.1111•11 llunr """" t•J•li 
1" ln\l-ltd 

v .. n.,, ~l. i.r. .. 1.., .. JI'. :-. .. 1n1-J•""" 11. l """""" .'\, "'""'"'"' J<·. e"""" t. 
llo.·•1llct• -..1. i..rcmpl "l C"ulon .. 1. Th1.1n !-{, );:,,,,..,. -..u. '"hmull 11, 
HurJ1 H'. lo.u .. rner (,._! ll<'nnlon1 ~. "'"'"' ~! ¡.¡.,..,., <\, f¡un1<'• -..1. 
!'.l.1n1ncJ ._, Jumen l 11 .. 11c.au l 'l. lhJto,J "'"l"f l<>C't,.. '"' ""'"""'m.;ol 

tlnmm.,nr '"'""'~¡,.,k~•C"tolC"ml'" "'"'"' tn lrl.i \.p.':'. Anr .1 llu"• e; .. ., .. , 
l'>'N.,,.¡ 1'7>.-1'!'> .. 

10 llunt ~l". tl"plo.on• P:-o;. llullo." lo.. 'ld)t:"Ot1UU '-11. 1 honlc 1 L. V."11n.k\I 
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