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1.- INTRODUCCION
1.1 Definicion

La hipercolesterolemia familiar (HF) es una enfermedad hereditaria que se
presenta con un patrén autosémico dominante. El defecto basico de esta patologia
es la alteracion de la captacién y/o endocitosis de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL), causada por mutaciones en el receptor de lipoproteinas de baja
densidad (RLDL) (OMIM 143890) o en su ligando, la apolipoproteina B100
(apoB100) (OMIM 144010). Como consecuencia de esta anomalia, existe una
elevacion de los niveles séricos de las LDL por lo que las manifestaciones clinicas
son debidas a su acimulo en diferentes tejidos como tendones (xantomas) y pared
arterial (aterosclerosis) (1).

1.2 Antecedentes

La HF fue la primera entidad genética relacionada con enfermedad coronaria
e infarto del miocardio cuando en 1930, Muller y Thannhauser reconocieron el
patrén familiar en casos de pacientes con xantomas, enfermedad coronaria
prematura e hipercolesterolemia. Sin embargo, ya desde finales del siglo XIX se
conocia la asociacion entre xantomas tendinosos y aterosclerosis (2).

En los afios 1940s y 1950s Wilkinson, Adlerberg y otros investigadores
sugirieron la posibilidad de su origen genético, asi mismo, Gofman demostré que la
HF era ocasionada por elevacion en los niveles de LDL (3).

En 1960 Khachadurian defini6 las diferencias entre pacientes homocigotos y
heterocigotos, ademas aport6 la primera evidencia de herencia por un gen unico en
esta enfermedad; poco tiempo después, Levy y Lees describieron el problema en el
metabolismo de las apolipoproteinas y LDL (4).

La mayor contribucién al conocimiento de esta enfermedad ha sido por parte
de Michael S. Brown y Joseph L. Goldstein, quienes en 1970 descubrieron el
receptor de superficie para LDL y que la HF era causada por una mutacién en el
gen correspondiente al receptor antes mencionado (5, 6). En 1982 purificaron la
proteina del receptor, en 1983 clonaron el DNA y en 1985 aislaron y caracterizaron
el gen (7,8,9,10,11). Por su contribucién al conocimiento en el metabolismo de
lipidos les otorgaron el Premio Nobel de fisiologia en 1985.

1.3 Epidemiologia

La HF es una de las dislipidemias de origen genético mas comunes, asi como
una de las dislipidemias asociadas con mayor mortalidad cardiovascular.

La prevalencia de HF en la mayoria de las poblaciones en las que no ha
habido aislamiento genético es de 1/500 habitantes para los heterocigotos y para
los homocigotos 1/1,000,000. Se encuentra comunmente consanguinidad en los
padres de sujetos homocigotos.



En Estados Unidos de América y en los paises de Europa Occidental el 5-
10% de los infartos en pacientes menores de 60 afios ocurren en individuos
heterocigotos para HF. En los pacientes homocigotos, debido a elevacion de
colesterol de 2 a 3 veces mas que los heterocigotos, los infartos generalmente se
presentan durante las 2 primeras décadas de la vida (12,13).

En nuestro pais no existen datos epidemiolégicos relacionados con la
incidencia de enfermedad coronaria en esta poblacion.

Existen algunas poblaciones con aislamiento genético (debido a endogamia)
donde la prevalencia de HF es mas elevada como es el caso de los judios
Ashkenazi cuya prevalencia es la mas alta en el mundo con 1/67 para heterocigotos
(16), la provincia de Québec en la que la poblacién franco-canadiense tiene una
prevalencia de 1/270 para heterocigotos (14); y los Libaneses cristianos en quienes
es de 1/171 y 1/10,000 para heterocigotos y homocigotos respectivamente (15).

Por otro lado, en individuos caucasicos de Estados Unidos y Europa se
estima una frecuencia de 1:500 a 1:700 para heterocigotos de mutaciones en
apoB100 (FDB). En un estudio realizado en la clinica de lipidos de la ciudad de
Glasgow, Escocia, para el tratamiento de dislipidemias cuyos pacientes son en su
mayoria de raza caucasica, la prevalencia reportada es de 0.6% (17).

Casi todos los individuos con la mutacién mas frecuente (CGG a CAG en el
codon 3,500, que sustituye glutamina por arginina) tienen un haplotipo raro en el
locus de apoB100 lo cual sugiere que provienen de un mismo ancestro que vivié en
Europa Central hace aproximadamente 6,750 afos (18).

1.4 Cuadro clinico y caracteristicas bioquimicas

En la HF existe desde el nacimiento una elevacion persistente de LDL sérica
lo que ocasiona la formacion de depésitos de colesterol en forma de xantomas, arco
corneal y placas ateroesclerosas que se encuentran en la mitad de los pacientes
heterocigotos en la tercera década de la vida (19).

En los homocigotos, comunmente se encuentran antecedentes de
consanguinidad, los xantomas se pueden presentar desde el nacimiento, aunque se
encuentran en la mayoria a los 4 afios y la muerte por infarto ocurre generalmente
antes de los 30 afos. Los niveles de colesterol total en heterocigotos son en
promedio de 350 mg/dl, aunque pueden encontrarse niveles limitrofes en relacién a
los rangos de referencia; en los homocigotos se encuentran niveles de 600 a 1,200
mg/dl (1, 20). En relacidbn a los triglicéridos en heterocigotos se encuentran
discretamente elevados y un tercio de ellos presentan elevacion por acumulo de
remanentes; en homocigotos los niveles de triglicéridos pueden fluctuar entre 250
mg/dl o mas, debido a que el receptor de LDL tiene la funcién de remover los
remanentes de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y densidad
intermedia (IDL).

La cantidad de receptores funcionales es inversamente proporcional a los
niveles de LDL y por tanto se encuentra relacionada con la gravedad de las
manifestaciones clinicas. Los pacientes en los que se encuentra una mutacion,
pueden ser clasificados en 2 grupos principales de acuerdo a la cantidad de



actividad del receptor medida en los fibroblastos de piel de los pacientes: si la
actividad del receptor es menor al 2% de la actividad normal, se denomina Receptor
Negativo y si esta entre 2-25% de los normal es dominado Receptor Defectuoso
(21). Al comparar ambos grupos, los niveles de colesterol total y LDL se
encontraron mas elevados en el grupo de receptor negativo después de corregir
para edad, sexo e indice de masa corporal. En el grupo de pacientes con Receptor
Negativo la prevalencia de xantomas tendinosos y de arco corneal es 6 y 3 veces
mayor respectivamente comparado con el grupo de pacientes con Receptor
Defectuoso, la prevalencia de enfermedad coronaria es también mayor en este
grupo (25 vs 12%).

1.5 Fisiologia del receptor de LDL

El proceso que sigue el receptor LDL desde su sintesis hasta la formacién de
vesiculas en la membrana celular para la internalizacion de la LDL (figura 1y 2), se
describe a continuacion:

a) sintesis en el reticulo endoplasmico rugoso (RE) como un precursor con
alto contenido de carbohidratos ricos en manosa;

b) en el aparato de Golgi (AG) se le agrega una molécula de galactosa y uno
o dos residuos de acido sialico;

c¢) Los receptores de LDL aparecen en la superficie celular en donde forman
vesiculas;

d) se lleva a cabo la union del complejo LDL-apo B100 o remanentes-apo E,

e) intemalizacién en forma de endosomas a un pH 6.5,

f) disociacion &cido-dependiente de la LDL y su receptor, evento que es
esencial en el reciclaje del receptor el cual es posteriormente liberado a un lisosoma
al fusionarse las membranas de ambos organelos (endosoma y lisosoma);

g) la LDL es degradada por las enzimas hidroliticas, la apoB100 es
hidrolizada por proteasas a aminoacidos y los ésteres de colesterol son hidrolizados
por la lipasa lisosomal. El colesterol desesterificado cruza la membrana lisosomal y
entra al compartimento celular en donde es utilizado para la sintesis de membrana y
como regulador de la homeostasis intracelular del colesterol.

Figura 1: Ciclo del receptor del LDL, para mas detalles referirse al texto.




Ciclo del Receptor de LDL

oL
e - ApoB100
Yesicula o

cubieria . levoginacién

{ -‘- Vesicula
) I de recidlaje
ﬁ‘m
t \%’ﬁ ik i
|

Amincdcidos

Colesterel

e o
.*-.-- . ) o Esleres de
- colesteral

-~

Figura 2: Microfotografias electrénicas de la endocitosis de lipoproteinas, A) Primera
imagen, hendidura cubierta de clatrina y particulas de LDL que empiezan a unirse en su
superficie; B) segundamnagm,pmhngacﬁndelahmd:dmn,CyD)tﬂcemycmﬂa
imégenes, I y formacion de vesiculas cubiertas de clatrina. Tomado de J. Cell
Sci, 1972, 39:257-272.




1.6 Gen del receptor de LDL y estructura proteica

El gen del receptor de LDL se encuentra en el cromosoma 19 (p13.1-p13.3)
contiene 45 kb (kilo bases), 18 exones y se trancribe en un RNAm de 5.3 kb de
longitud (5175 bp de mRNA linear), el cual a su vez se traduce en una proteina de
860 aminodacidos (NCBI: NP 000518), incluyendo el péptido sefial de 21
aminodacidos, de tal forma que la proteina madura estd compuesta de 839
aminodcidos; sin embargo cerca de la mitad del mRNA (2.8 kb) constituye una larga
regién 3’ no traducible (3'UTR) que contiene varias copias de secuencias repetidas
de la familia Alu (Figura 3).

El exon 1 codifica la region 5 que comprende el péptido sefial de 21
aminoacidos, que es escindida en el RE.

Los exones 2 a 6 codifican el dominio del ligando de unién, comprende 292
aminoacidos y tiene 7 repeticiones de 40 aminoacidos cada uno. Cada repeticion
contiene 6 residuos de cisteina; la parte carboxiterminal de cada repeticion esta
compuesta por aminoacidos cargados negativamente, los dos ligandos del receptor
es decir apo B y apo E tienen secuencias completamente diferentes, sin embargo
contienen segmentos cortos ricos en aminoacidos basicos y se unen al receptor
cargado negativamente, cuando existen mutaciones que alteran alguna de estas
repeticiones, el plegamiento de la proteina y por tanto la funcién de ligando, se ven
afectados (22).

Cada una de las repeticiones ricas en cisteina esta codificada por un exén a
excepcion de las repeticiones 3, 4 y 5 que son codificadas por el exon 4. La
delecion de la repeticién 1 no tiene efecto en la unién de LDL o VLDL, sin embargo
la delecion de cualquier otra repeticion dafa la unién de LDL en mas del 95%, no
asi la union de VLDL, un defecto en la repeticion 5 reduce en 50% la unién de esta
ultima.

Los exones 7 a 14 codifican una secuencia de 400 aminoacidos que incluyen
3 repeticiones idénticas al factor de crecimiento epidérmico. Es requerida para la
disociacion del complejo lipoproteina-receptor del endosoma en el reciclaje del
receptor; sirve también para colocar el dominio de unién del ligando de tal manera
que pueda unir la LDL a la superficie celular,

El exén 15 codifica 58 aminoacidos ricos en residuos de serina y treonina.

El exén 16 y la terminacién 5 del exén 17 codifican 22 aminoacidos
hidrofébicos que comprenden el dominio que ancla la proteina a la membrana
celular.

Los exones 17 vy la terminal 5’ del exén 18 codifican 50 aminodacidos que
hacen el dominio citoplasmico y son necesarios para localizar el receptor en las
vesiculas y para distinguir al receptor de la superficie sinusoidal de los hepatocitos
polarizados, el resto del exén 18 es una region del RNA no traducible. Ver figura 3
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Figura 3: Representa cada uno de los dominios del RLDL, su funcién
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la secuencia sefial que se escinde al pasar al RE, quedando una proteina
de 839 aa.



1.7 Tipos de mutaciones en el gen del receptor de LDL

De acuerdo a los reportes recientes, hasta la fecha se han descrito mas de
900 mutaciones. La informacién se encuentra disponible en el sitio web de la UMD-
LDLR (Universal Mutation Database of LDLR) www.umd.neckerfr y en
www.ucl.ac.uk/fh (23, 24). De acuerdo al ultimo reporte del UMD-LDLR la mayoria
de las mutaciones son puntuales y se distribuyen de la siguiente forma:

TIPO DE MUTACION NUMERO REPORTADO
Mutaciones puntuales (en cDNA) 841

Sustituciones 610

Deleciones menores 121

Inserciones menores o duplicaciones 53

Sustituciones intrénicas (en DNA 57
genémico)

(Afectan la secuencia consenso del (37)
empalme)

Distribucion de las mutaciones en la proteina

Cambio de aminoacido 507
Coddn de paro prematuro 242
Inserciones o deleciones de 35
aminoacidos
Rearreglos mayores 91
Cambios en el promotor 7

Hasta el momento, las mutaciones reportadas en HF suman mas de 900 (25,
26), sin embargo existen poblaciones en las que la mayoria de los casos de HF
pueden ser explicados por una o pocas mutaciones sobretodo aquellas poblaciones
que han tenido un aislamiento geografico o cultural, en las que se ve un efecto de
gen fundador.
La clasificacion de las mutaciones del receptor LDL es la siguiente (1, 27):

a) Clase 1: Es una falla completa para producir receptor inmunoprecipitable (alelos

b)

nulos), por cualquiera de los métodos inmunolégicos.

Clase 2: Es la mutacion mas comun, el defecto estriba en el transporte del receptor
entre el RE y el sitio en donde se efectia la glucosilacién en el aparato de Golgi.
Existen 2 subtipos: el primero denominado 2A se produce una proteina que falla
para ser transportada fuera del RE de tal forma que no se encuentra la forma
madura del receptor detectable en la superficie. El segundo tipo es 2B en el que
una cantidad variable del receptor maduro es expresada en la superficie, es decir la
expresion del receptor se encuentra parcialmente bloqueada.
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mutacién que causa un cambio de arginina a triptéfano en el codén 3500 pueden
interactuar débilmente con el triptéfano 4369, lo cual explica las manifestaciones
menos severas de la enfermedad en este caso, mientras la interaccion esta
completamente abolida con el cambio a glutamina (29), ver figura 4.

Apo-B100
Unién al receptor
+

Apo-B97 Apo-B95S Apo-B100
Unién al receptor = s e =

Figura 4: Modelo del sitio de unién de la apoB100 al receptor de LDL: La unién normal de la
apoB100 al receptor depende de la interaccion entre la arginina 3500 y el triptéfano 4369 (R3500-
W4369). Una mutacién de la arginina es la causa del defecto denominado apoB defectuosa,
también una mutacién en el triptéfano produce el mismo efecto que la mutacién en arginina, en
ambos casos la unién al receptor esta disminuida importantemente. La interaccién de R3500-
WA4369 es esencial para el plegado correcto de la regién carboxi terminal de la apoB100 con el
fin de permitir una interaccién normal entre la LDL y su receptor, esta interaccién cambia si se
remueve el extremo carboxi-terminal. Cuando la LDL tiene apoB97 (truncada en el residuo 4397)
presenta una unién normal al receptor, mientras que si la LDL tiene apoB95 (truncada en el
residuo 4330) presenta una unién aumentada al receptor. El triptéfano 4369 interactia no sélo
con la arginina 3500, sino también con la arginina 3480 y 3531. El sitio B (residuos 3359-3369) es
el sitio de unién al receptor.

Tomado de: Borén J, Ekstrdm U, Agren B, Nilsson-Ehle P, and Innerarity TL. The Molecular
Mechanism for the Genetic Disorder Familial Defective Apolipoprotein B100. Jour Biol Chem; 2786,
2001: 9214-9218 (29).



1.9 Gen de la apolipoproteina B100

El locus para el gen de apo B100 se encuentra en el cromosoma 2p24-p23 y
consta de 29 exones y 30 intrones, que contienen 43 kb (kilo bases). En el exon 26
se han localizado las tres mutaciones hasta el momento descritas.

1.10 Tipos de mutaciones para apo B100

La primera y mas frecuente de las mutaciones es la sustitucion de arginina
por glutamina en la posicién 3500 (Arg3500GIn), que consiste en una sustitucién de
adenina por quanina en la posicion 10,699 del DNA complementario. Estudios de
captacion de la LDL de pacientes que tienen este defecto en la proteina han
mostrado una reduccién en la unién al receptor (figura 5) ; la_sequnda es un cambio
de arginina por triptéfano en la misma posicién (Arg3500Trp) existe una sustitucion
de timina por citosina en la posicién 10,698, ha sido descrita en una familia de
origen europeo, dos casos mas en una cohorte de pacientes de Asia Oriental, en
Glasgow, Escocia un individuo de raza oriental y en 9 individuos no relacionados en
Taiwan (28); la_tercera mutacion es un cambio de arginina por cisteina en la
posicion 3531 (Arg3531Cys) debida a una sustitucién de timina por citosina en la
posicién 10,791 (30, 31, 32, 33, 34), esta dltima mutacién ha sido identificada en
pocos individuos (dos familias de diferente origen étnico, cuatro pacientes con
cardiopatia isquémica en Estados Unidos de Norteamérica, todos de origen
caucasico, 2 familias del Reino Unido y dos pacientes franceses). Estas mutaciones
producen un cambio en la conformacién de apo B100. El grado de elevaciéon de
colesterol LDL es menor en la mutacién Arg3531Cys.

También ha sido reportado un cambio de Glu3405GIn (cambio C>G en la
posicion 10422) que se caracteriza por discretas elevaciones de colesterol LDL, sin
embargo al estudiar una poblacién de 2,316 individuos se encontré una frecuencia
de 0.9%; ademas en este estudio al hacer un ensayo competitivo de captacion de
LDL con is6topos, en los individuos que presentaban el cambio E3405Q, la afinidad
de unioén fue de 97.9% comparado con los sujetos sin el cambio, por otro lado en un
sujeto homocigoto para el cambio no se encontr6 diferencia en relacién a los
controles ver graficas 1y 2 (28, 35).

En un estudio realizado en una cohorte grande (18) se encontré otra
mutacion en el exén 26 (posicion 10757) del RNA mensajero, codon 3,516 cuyo
cambio es de AAC que codifica para asparagina a AAG que codifica para lisina, sin
embargo sélo el caso indice fue encontrado con cardiopatia isquémica; llaméla
atencién que el perfil de lipidos estaba dentro de rangos normales. Los restantes 6
miembros de la familia que tenian la mutacion, también tenian perfil normal sin
cardiopatia isquémica a excepcién de un hermano del caso indice, quien tenia una
hipercolesterolemia leve a moderada, sin manifestaciones clinicas de
aterosclerosis; la blusqueda se hizo en una cohorte de 2757 individuos, sin
encontrar otro caso y hasta el momento no existe algin otro reporte. Debido a que
de los 7 individuos afectados sélo uno que no era el caso indice tenia



hipercolesterolemia moderada, el resto de los afectados el perfil de lipidos fue
normal y a la falta de mas casos entre individuos pertenecientes a cohortes de
pacientes en clinicas de dislipidemias, queda aun la interrogante de cual es el
efecto real de esta mutacién ya que la familia encontrada no tiene las
caracteristicas fenotipicas y bioquimicas de los casos de apoB100 defectuosa y
existe la posibilidad de que el caso indice tuviera algun otro factor causal de

enfermedad cardiovascular temprana, lo cual no fue investigado.
® apoB100 defectuosa
O apoB100 normal G-R- LDL
ormal LDL
A |
10 15

Grafica 1: Capacidad de unién de la LDL a su receptor en fibroblastos, de un paciente
con apoB100 defectuosa debida a la mutacion Arg3500GIn comparada contra LDL marcada con
I'® de un paciente sin dislipidemia, la diferencia es de 20%. (Tomada de Innenarity TL,
Weisgraber KH, Arnold KS, Mahley RW, Krauss RM, Vega GL, Grundy SM. Familial Defective
Apolipoprotein B-100: Low Density Lipoproteins with Abnormal Receptor Binding. Proc Natl Acad
Sci 1987; 84: 1919-1922) (36).
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Griéfica 2: Capacidad de union de la LDL a su receptor en fibroblastos de un paciente con la
mutacién Glu3405GIn (de forma homocigota) comparada contra LDL marcada con 1'® de un
paciente sin dislipidemia, no existe diferencia entre el paciente con el cambio de aminoécido y el
normal, por lo que la sustitucion en esa posicion es considerado un polimorfismo ya que no



afecta la funcion del ligando. (Tomada de referencia: Pullinger CR, et al. The apolipoprotein B
Q3405E polymorphism has no effect on its low-density-lipoprotein receptor binding affinity. Hum
Genet, 1996; 98: 678-680) (35).

1.11 Epidemiologia molecular

La mayoria de las diferentes mutaciones reportadas hasta el momento (mas
de 900) (26, 23, 24) del gen del receptor de LDL, tienen poca recurrencia en otras
poblaciones, es decir se encuentran en pocos casos y de ahi la gran cantidad de
mutaciones encontradas, sin embargo en las poblaciones con alta prevalencia de la
enfermedad, la mayoria de los casos de HF pueden ser explicados por 5 o menos
mutaciones, como es el caso de los franco-canadienses de Québec, los libaneses
cristianos, los Judios Ashkenazi, Escocia, Holanda Noruega y Finlandia (14, 16, 25,
37, 38). La caracteristica comln en estos grupos es cierto aislamiento genético o
geografico de una poblacién relacionada, ademas existe un rapido crecimiento de la
descendencia en un cierto periodo de tiempo (25), lo cual lleva al efecto del gen
fundador. Recientemente otro reporte de las mutaciones en casos de
hipercolesterolemia heredada de forma autosémica dominante en Grecia,
encontraron 17 mutaciones distintas, 5 de ellas explican un 30% de los casos,
tomando en cuenta que se encontré mutacién en un 57% del total (21).

Como se ha visto en los diferentes paises mencionados, el hecho de conocer
la frecuencia de las mutaciones y si existen algunas mas prevalentes, facilita el
proceso diagnéstico subsecuente en los casos nuevos, con un abordaje dirigido
hacia la busqueda de las mutaciones que explican la mayoria de los casos.

Por otro lado en las series publicadas relacionadas con el espectro de
mutaciones que explican la enfermedad en diferentes paises, aproximadamente del
40 al 60% de los casos no se encuentra mutacién, lo que hace postular que el
defecto puede radicar en otro u otros genes implicados en el metabolismo de la LDL
y que este defecto se manifiesta como HF (30, 39, 40, 21), dichos pacientes
parecen tener niveles de colesterol significativamente mas bajos en relacién al
grupo en el que si se encuentra una mutaciéon (41). Esto refleja una posible
heterogeneidad genética de la enfermedad sugerida por reportes de nuevos loci
(19, 42, 43). '

Asi en 1999 Varret et al, (44) informaron de un estudio realizado en una
familia francesa en la que previamente se habia excluido la presencia de
mutaciones en los genes del RLDL y ApoB100 por métodos convencionales y por
ligamiento con marcadores autosémicos de la misma region, el sitio identificado fue
en el cromosoma 1p34.2 —p32, con lo que propusieron la existencia de un tercer
gen como causal de hipercolesterolemia familiar. Esta observacion fue confirmada
por una prueba funcional en fibroblastos del caso indice que mostré unién,
internalizacion y degradacion de las particulas de LDL de forma normal, asi como la
exclusion de otras causas de dislipidemia, se incluyeron después 12 familias mas
de diferentes nacionalidades, con caracteristicas semejantes a la primera y con
estudio de la funcion del RLDL en fibroblastos normales, de ellas 3 familias mas se
encontraron con ligamiento a esta region, por lo que se propuso la posibilidad de un
nuevo gen implicado en la sintesis de una proteina importante en el metabolismo de



colesterol. En el 2000 Hunt et al, (18) reportaron otra familia de Utah en la que se
encontré ligamiento para la region del cromosoma 1p32. Canizales-Quinteros et al.
(43) reportaron una familia mexicana en la que se descartd la existencia de
mutaciones en el RLDL y ApoB100, incluso con ligamiento a través de marcadores
autosémicos y se encontro también ligada al locus 1p32.

Estos resultados en diferentes laboratorio indicaban que aparentemente
pudiera estar relacionado con un tercer gen implicado en la etiologia de la HF.

Subsecuentemente en la familia francesa reportada por Varret, et al.
encontraron 1 mutacién en el gen PSCK9, que codifica NARC-1 (Neural apoptosis
regulated convertase), una enzima recientemente identificada, que se encuentra
abundantemente en higado y contribuye a la homeostasis de colesterol (45), al
analizar otras familias de la cohorte en las que no se habia encontrado previamente
mutacion, tanto en el RLDL como apoB100, otra familia mas se le encontrd
mutacion en el mismo gen, ademas se analizaron 100 individuos no relacionados de
la poblacién general a los cuales no se les encontré mutacion.

1.12 Diagnéstico y Diagnéstico diferencial

El diagndstico clinico de los pacientes homocigotos se basa en la presencia
de xantomas, aterosclerosis prematura y el colesterol total mayor a 650 mg/dl a
expensas de LDL. En pacientes heterocigotos compuestos (con dos mutaciones
diferentes) las manifestaciones clinicas son idénticas a las que presentan los
pacientes homocigotos, y sélo se podra diferenciar entre ambos casos si se realizan
estudios genéticos.

En los heterocigotos el diagnoéstico para el caso indice puede ser inicialmente
sugerido por hipercolesterolemia a expensas de LDL con niveles de triglicéridos
normales o discretamente elevados en un tercio de los casos, también presentan
xantomas tendinosos a partir de la segunda década de la vida y sobre todo muy
importante es el antecedentes de enfermedad cardiovascular en la familia con
patron de herencia autosémico dominante. Se debe tomar en cuenta que existen
otras causas de hipercolesterolemia a expensas de LDL ya que menos de 1 en 20
individuos con esta caracteristica bioquimica realmente tienen HF (1, 20) .

Diagnéstico diferencial: se debe hacer con hipercolesterolemia poligénica no
hereditaria en la que no hay familiares afectados, no tienen xantomas tendinosos y
la etiologia es desconocida. Otro de los diagndsticos diferenciales a tomar en
cuenta es la hiperlipidemia familiar combinada en la que también existe patrén de
herencia autosémico dominante, enfermedad coronaria a edad temprana y la
diferencia entre esta y la hipercolesterolemia familiar es que no presentan xantomas
tendinosos, el patrén de hiperlipidemia puede cambiar de una medicién a otra en el
mismo paciente y en los familiares se encuentran diferentes patrones de
hiperlipidemia.

El hipotiroidismo sin tratamiento sustitutivo con hormonas tiroideas produce
elevacion de colesterol a expensas de LDL; por otro lado los pacientes con
sindrome nefrético tienen hipercolesterolemia a expensas de LDL aunque el cuadro
clinico generalmente es muy claro por el mismo sindrome; nifios con
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pseudohipercolesterolemia, lo cuales no tienen familiares afectados y responden a
tratamiento basado en dieta solamente.

Los datos claves que ayudan a definir el diagndstico de hipercolesterolemia
familiar son:;

a) Elevacion del colesterol mayor a 250 mg/dl a expensas de la fraccién LDL
el cual debe ser mayor a 155 mg/dl en HF;

b) La presencia de xantomas tendinosos es patognomoénico de HF;

c)Patron de herencia autosémica dominante. Los familiares afectados tienen
elevacion de colesterol a expensas de LDL;

d)La afeccion se encuentra desde la infancia. Aungue existe un grupo de
pacientes (15%) en que los criterios mencionados no estan claramente presentes y
pueden ser subdiagnosticados si no se realiza diagndstico genético (40).

Para distinguir los casos entre un defecto en el gen del receptor de LDL y
apoB100 sdlo es posible mediante un estudio genético.

Por otro lado, en los casos donde existe duda en cuanto al diagnéstico
diferencial y con valores séricos de colesterol entre 200-250 mg/dl, el diagnéstico
genotipico puede utilizarse como una herramienta para diagnéstico definitivo y de
esta manera la informacién con que se cuenta actualmente acerca de respuesta a
tratamiento, prondstico, entre otros puede aplicarse en el paciente con el fin de
estimularlo a un mejor apego al tratamiento, también el hecho de tener un
diagnéstico definitivo permite cuando el caso lo requiere dar consejo genético al
paciente. Sin embargo el diagnéstico de la enfermedad es preponderantemente
clinico ya que los criterios clinicos establecidos tienen solamente un 2% de falsos
negativos y 7% de falsos positivos cuando son tomados en consideracioén (12).

Existe un programa denominado MED PED (Make Early Diagnoses to
Prevent Early Deaths), cuyo objetivo principal es la deteccion de enfermedades
hereditarias de manera oportuna (46), este programa toma en cuenta el grado de
parentesco en relacion al caso indice y el grupo de edad al que pertenecen sus
niveles de colesterol total y LDL a partir de los cuales se realizé el diagnoéstico asi
como los niveles de colesterol sugeridos para el diagnostico en la poblacion
general, la eficiencia diagndstica es de 98% de especificidad y 87% de sensibilidad
(47) en la siguiente tabla se resumen los criterios para el diagnoéstico:



Grado de parentesco en relacion con ¢l caso General 0%
indice.
Grupo de Primer Segundo Tercer Poblacion | Probabilidad

edad grado grado grado

<20 220 (155) | 230(165) | 240 (170) | 270 (200) 240
20-29 240 (170) | 250 (180) | 260 (185) | 290 (220) 260
30-39 270 (190) | 280(200) | 290 (210) | 340 (240) 280

> 40 290 (205) | 300(215) | 310(225) | 360 (260) 300

Tabla para diagnostico del MED PED. Puntos de corte para colesterol total (LDL entre parentesis ) en mg di utilurados
programa MED PED para diagna de HF. Los con valores mayor o gual al seflalado cumplen criterio
para dagnostico. Los familiares de primer grado son padres, hyjos y hermanos. los de segundo grado son tios. abuelos,
sobrmos v medios hermanos. de tercer grado son pnmos-hermanos. medios hermanos de los padres. etc Los niveles
solamente de LDL se dan en la columna que mdica un 100%a de probabilidad para ¢l diagnostico

En relacion al diagndstico en pacientes pediatricos, es basado
primordialmente en la historia familiar y los niveles séricos de LDL. Si el caso tiene
niveles iguales o mayores a 135 mg/dl y pertenece a una familia afectada la
probabilidad de tener HF es de 98% (valor predictivo positivo para el diagnostico de
HF, dado que reune el criterio), en cambio cuando los niveles son menores la
probabilidad del diagnéstico es de unicamente 0.043 (4.3%)(48).

1.13 TRATAMIENTO

Los pacientes con hipercolesterolemia familiar sin tratamiento, tienen cifras
de colesterol LDL que van de 155 a 400 mg/d|, partiendo de esto, no es facil lograr
la meta de tratamiento en la mayoria. El tercer reporte del Panel para tratamiento
de colesterol en adultos, del Programa Nacional de Educacion en Colesterol
(NCEP-ATPIII), establece como meta un colesterol menor a 100 mg/dl en pacientes
con alto riesgo, como los casos con cardiopatia isquémica ya establecida (49), con
base en esto la reduccién en las cifras de colesterol debera ser entre 50 y 75%.
Recientes estudios relacionados con tratamiento han demostrado que para prevenir
la progresion de la enfermedad cardiovascular asintomatica, el colesterol LDL
debera mantenerse menos de 150 mg/dl. Definitivamente reducciones mayores a
45% son necesarias para disminuir la progresion de la enfermedad aterosclerosa.

Las primeras medidas recomendadas son cambios en el estilo de vida como
lo son ejercicio fisico moderado, con previa evaluacion cardiolégica, asi como
suspender el consumo de tabaco. Ademas indicaciones dietéticas, con consumo
total de colesterol al dia de 200 mg o menos y la cantidad de grasas saturadas
debera ser menor al 7% del total de calorias.

En cuanto al tratamiento farmacolégico la primera eleccion son las estatinas
o inhibidores de la 3-Hidroxi-3-Metilglutarii Coenzima A reductasa (HMG CoA
reductasa), con las cuales se ha logrado disminuir significativamente la morbilidad y



mortalidad cardiovascular tanto primaria como secundaria. Las estatinas con mayor
efecto en reduccién de los niveles de colesterol LDL son atorvastatina, simvastatina,
rosuvastatina, cuya reduccion en los niveles de colesterol es de 40-55% cuando son
administradas a dosis maximas (50).

En caso de no lograr la meta de tratamiento, con estatinas se pueden
combinar con resinas que secuestran acidos biliares (colestiramina, colestipol y
colesevelam) o un inhibidor selectivo de la absorcion intestinal de colesterol
(ezetimibe), con los cuales se puede lograr una reduccidn extra de los niveles de
colesterol LDL de 10-20 y 14-25% respectivamente, el ezetimibe tiene menos
efectos adversos en cuanto a molestias gastrointestinales, por lo que es posible que
pase a ser la resina de primera eleccion.

El inicio del tratamiento debera de ser gradual y con monitoreo de efectos
adversos, hasta lograr el maximo beneficio en reduccion de colesterol LDL.

La aferesis de colesterol LDL se ha convertido en el tratamiento estandar
para pacientes con HF homocigota, sin embargo para los casos heterocigotos no es
utilizada comunmente debido a las reducciones sustanciales obtenidas con el
tratamiento farmacolégico, es un procedimiento invasivo y relativamente seguro. La
FDA (Federal Drug Administration) en Estados Unidos de Norteamérica aprobo el
uso de la LDL-aferesis para pacientes con HF heterocigota sin enfermedad
cardiovascular sintomatica en caso de que tengan niveles de LDL mayores a 300
mg/dL a pesar de estar con tratamiento farmacologico a dosis maximas o en el caso
de individuos con enfermedad cardiovascular sintomatica en caso de que las cifras
sean mayores a 200 mg/dL. Hay evidencia que para lograr regresion de la
aterosclerosis debera alcanzarse una concentracion de LDL menor a 100 md/dl, por
lo que podria ofrecerse a pacientes con cardiopatia isquémica sintomatica cuya LDL
se mantiene mayor a 160 mg/dL a pesar del tratamiento (50).

Para los pacientes con hipercolesterolemia familiar homocigota la primera
eleccion es la LDL-aferesis, la cual es realizada cada 1-2 semanas de acuerdo a la
respuesta, con este esquema de tratamiento se logran reducciones de 58% o mas
en los niveles de colesterol LDL y un 72% de los eventos cardiovasculares al
comparar con los pacientes tratados farmacologicamente (51).



2.- JUSTIFICACION

La hipercolesterolemia familiar es la enfermedad genética mendeliana mas
frecuente en la poblacién general (1 caso por cada 500 habitantes en el caso de
los heterocigotos); tiene repercusion a nivel de salud publica por manifestarse
como enfermedad coronaria prematura ya que el 50% de los pacientes del género
masculino con esta enfermedad tienen cardiopatia isquemica antes de los 50 arios
y en el género femenino la prevalencia es de 30% a los 60 afios. Se estima que
1:20 pacientes que sufrieron un infarto al miocadio y logran sobrevivir tienen HF
(OMIM).

En las poblaciones con alta prevalencia de la enfermedad, la mayoria de los
casos de HF pueden ser explicados por 5 0 menos mutaciones, como es el caso
de los franco-canadienses de Québec, los libaneses cristianos, los Judios
Ashkenazi, Escocia, Holanda, Noruega y Finlandia (14, 16, 25, 37, 38), la
caracteristica comun en estos grupos es un aislamiento genético de la poblacion
relacionada, ademas existe un rapido crecimiento de la descendencia en un cierto
periodo de tiempo.

En las familias mexicanas afectadas por hipercolesterolemia familiar no se
conocen las mutaciones causales y tampoco si existe predominio de alguna o
algunas de ellas. En estudios de diferentes regiones geogréficas del mundo en
donde existe variabilidad genética, se reportan multiples mutaciones, muchas de
ellas nuevas, por lo que es probable que en nuestra poblacidn existan multiples
mutaciones y algunas de ellas no reportadas previamente.

Aproximadamente en el 15% de los familiares que tienen la enfermedad se
puede encontrar un nivel sérico de colesterol limitrofe, sin criterios clinicos
diagnésticos de HF, por lo que una alternativa para hacer el diagnéstico definitivo
es buscar la mutacién causal, de ahi que es Util conocer si existen mutaciones que
son mas prevalentes en nuestra poblacion, y de esta manera en el futuro se puede
iniciar una busqueda dirigida de estas mutaciones en los casos en que este
indicado.

En el analisis genético de los distintos tipos de mutaciones se encuentran
pacientes en los que no existe mutacidn en el gen del receptor de LDL ni en
apoB100 lo que sugiere existen otros genes implicados en la etiologia de la
hipercolesterolemia familiar. ElI encontrar familias sin mutacion en los genes
conocidos, dard pauta para un nuevo estudio enfocado a buscar otros loci que
pueden estar implicados en la etiologia de |la enfermedad y eventualmente generar
conocimiento nuevo de factores implicados en el metabolismo del colesterol y en
la etiologia de esta enfermedad.
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3.- HIPOTESIS

Debido a la variabilidad genética de la poblacién mexicana,
esperamos encontrar mas de 5 mutaciones diferentes en nuestra
muestra de casos con Hipercolesterolemia Familiar, dado que en las

poblaciones genéticamente aisladas 5 o menos mutaciones explican la
mayoria de los casos.
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4.- OBJETIVOS

General:
Caracterizar la prevalencia y diferentes tipos de mutaciones en los genes que

codifican para el receptor de LDL o apoB100 en pacientes mexicanos con
hipercolesterolemia familiar.

Especificos:
Primarios:

-Determinar el tipo de mutaciones en los genes del receptor de LDL y apoB100 en
sujetos mexicanos con hipercolesterolemia familiar.

-Determinar el porcentaje de los sujetos con hipercolesterolemia familiar que no
presentan mutaciones en receptor LDL o en la apoB100.

Secundarios:

-Describir las caracteristicas clinicas y bioquimicas de los pacientes con
hipercolesterolemia familiar que pertenecen a nuestra poblacion.

-Analizar la eficiencia de los criterios diagnésticos del MED PED para identificar

individuos con hipercolesterolemia familiar en un grupo de pacientes que
pertenecen a la poblacién mexicana
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5.- MATERIAL Y METODOS
5.1.- Diseio del estudio
Es un estudio descriptivo, de procedimiento y observacional.
En cuanto a la recoleccion de datos es transversal y retrolectivo
5.2.- Pacientes

Se captaron los casos indice y miembros de las familias con HF, de la Clinica
de Lipidos del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador
Zubiran”, bajo los siguientes criterios de inclusion:

A) Que dieran su consentimiento por escrito (ver Anexo 1).

B) Que cumplieran los siguientes criterios diagnosticos para HF (para el caso
indice o familiares afectados):

1.- Elevacion de los niveles de colesterol total mayor a 250 mg/dl y LDL mayor a
155 mg/dl.

2.- Presencia de xantomas tendinosos o cutaneos en al menos un miembro de la
familia.

3.- Patron de herencia autosémico dominante (antecedentes familiares de
enfermedad cardiovascular prematura en el género masculino antes de los 50 afios
y en el género femenino antes de los 60 afios) o bien antecedente de familiar(es)
con cifras elevadas de colesterol total (mayor a 250 mg/dl) o LDL (mayor a 155
mg/dl).

Los Criterios de exclusion son:

1. Presencia de enfermedad distinta a HF que curse con elevacién de colesterol total a
expensas de LDL, como hipotiroidismo, hipercolesterolemia poligénica e
hiperlipidemia familiar combinada.

2. Incremento de LDL a expensas de VLDL (sindrome nefrético, uso de
glucocorticoides).



5.4 Captura de Pacientes

Como etapa inicial se hizo una buisqueda en el registro de perfiles de lipidos del
Laboratorio de lipidos del Departamento de Endocrinologia y Metabolismo del
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran, desde el afo
de 1990 de los casos cuyo perfil era compatible con Hipercolesterolemia Familiar,
posteriormente se procedid a revisar sus expedientes, con el objetivo de buscar
datos adicionales que apoyaran el diagndstico o bien si existia una causa
secundaria de dicha hipercolesterolemia.

Se revisaron 879 expedientes, de los cuales en caso de reunir criterios
que hicieran sospechar hipercolesterolemia familiar, se les citoé para revision clinica,
realizacién de arbol genealdgico y toma de muestras sanguineas, no sin antes
haberles explicado el objetivo del estudio y haber obtenido su autorizacién. Si el
caso indice reunia criterios para diagndstico de HF, posteriormente se programoé
cita a los familiares que aceptaron participar en el estudio con el objetivo de hacer
una revision clinica y toma de muestras.

5.3.- Captura de Datos

Se utilizé una hoja de recoleccion de datos (Anexo 2), la cual incluye
identificacion del paciente, region del pais de donde proviene, familiares afectados,
perfil de lipidos a su llegada al Instituto, posterior al inicio del tratamiento y tiempo
de control en la clinica, hallazgos clinicos relacionados con HF, investigacion de
otros factores asociados a hipercolesterolemia.

Posteriormente en todos los casos se realizo un arbol genealégico, con el fin
de establecer el patrén de herencia.

5.4.- Toma de muestras y pruebas de laboratorio

Se tomaron muestras de sangre venosa periférica a los participantes, tanto
casos indice como familiares que dieron su consentimiento por escrito para
participar en el estudio.

Las muestras sanguineas se tomaron después de un ayuno de al menos 10
hrs., para obtener suero con el fin de hacer determinacion de los niveles de lipidos,
asi como sangre total anticoagulada con K;EDTA que se almacené a -80°C para
extraccion de DNA.

Medicion de niveles de lipidos: Las mediciones fueron realizadas en el
laboratorio del Departamento de Endocrinologia y Metabolismo del Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion, el cual sigue los procedimientos de
estandarizacion de acuerdo con las recomendaciones de la Organizacion Mundial
de la Salud, incluyendo el uso de un suero control externo. Este laboratorio esta
certificado para estandarizacion de los examenes mediante la evaluacion externa
comparativa del Programa de Laboratorios del Colegio Americano de Patdlogos
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Clinicos. La glucosa se midié utilizando el método de glucosa oxidasa (Laboratorios
Bayer). El colesterol total en suero y triglicéridos se midieron a través de método
enzimatico (SERA-PAK) con un CV de 3.3%. El colesterol HDL fue medido después
de precipitacion de VLDL y LDL utilizando el método de acido fosfotungstico con un
CV de 2.5%. Las concentraciones de colesterol LDL fueron estimadas mediante la
férmula de Friedewald (52).

5.5.- Busqueda de mutaciones en el gen del RLDL y apoB100

De las muestras de sangre total, se obtuvo DNA de linfocitos mediante el
meétodo de extraccion con fenol/cloroformo.

Busqueda de mutaciones en el gen que codifica para el receptor de LDL:

Para el escrutinio inicial de mutaciones se utilizd la técnica de SSCP
(conformaciéon de polimorfismos de cadena unica). El primer paso consiste en
amplificar la region a estudiar mediante PCR marcada con radiactividad (53),
después se separa el DNA en cadenas Unicas mediante desnaturalizacion, se
somete a electroforesis en gel de acrilamida y el andlisis estd basado en la
diferencia de migracion electroforética entre el DNA mutado y el no mutado. Esta
metodologia tiene la capacidad de detectar cerca del 100% de las mutaciones si se
lleva a cabo con estrictas condiciones tanto de temperatura, como de los buffers
utilizados (54). Puede detectar cambios en la secuencia del DNA, tan pequernos
como 1 base; la cadena sencilla de DNA se endobla de forma diferente aun si existe
diferencia en una sola base, la movilidad electroforética del DNA de cadena Unica
en geles de poliacrilamida o gel conformacional, depende no uUnicamente del
tamano, sino de la secuencia, partiendo de la base de que el DNA de cadena unica
puede formar pares de bases intramoleculares lo que resulta en una conformacion
dependiente de secuencia con una movilidad especifica en el gel.

-Para cada uno de los exones que componen el gen del receptor de LDL se
sintetizaron un par de oligonucledtidos (sentido y antisentido), de acuerdo a las
secuencias ya reportadas previamente (55). En el caso del exén 4 y 10 fueron
divididos en dos, debido a que su gran tamano en cuanto a pares de bases puede
disminuir la sensibilidad para la deteccion de mutaciones. En la siguiente tabla se
reporta la secuencia de los oligonucleétidos utilizados para cada exén.



Region/
Exén

Promotor
Ex6n1
Exén2
Ex6n3
Ex6nd4A
Ex6n4B
Ex6n5
Ex6né
Exé6n7
Ex6n3
Ex6n9
Ex6n10A
Ex6n10B
Ex6n11
Exén12
Ex6n13
Ex6ni4
Ex6n15
Exén16
Exén17
Ex6n18

5’ oligonucleétido (de 5’ a 3')

GAGTGGGAATCAGAGCTTCACGGGT

ACTCCTCCCCCTGCTAGAAACCTCA

CCTTTICTCCTTTTCCTCTCTCTCAG
TGACAGTTCAATCCTGTCTCTTCTG
GTTGGGAGACTTCACACGGTGATGG

CCCCAGCTGTGGGCCTGCGACAACG

CAACACACTCTGTCCTGTTTTCCAG
TCCTTCCTCTCTCTGGCTCTCACAG
AGTCTGCATCCCTGGCCCTGCGCAG
CCAAGCCTCTTTCTCTCTCTTCCAG
TCCATCGACGGGTCCCCTCTGACCC
AGATGAGGGCTCCTGGTGCGATGCC
GATCCACAGCAACATCTACTGGACC
CAGCTATTCTCTGTCCTCCCACCAG
GCACGTGACCTCTCCTTATCCACTT
GTCATCTTCCTTGCTGCCTGTTTAG
CCTGACTCCGCTTCTTCTGCCCCAG
GAAGGGCCTGCAGGCACGTGGCACT
CCTCACTCTTGCTTCTCTCCTGCAG
TGACAGAGCGTGCCTCTCCCTACAG

TCCGCTGTTTACCATTTGTTGGCAG

3' oligonucledétido (de 5' a 3')

CCACGTCATTTACAGCATTTCAATG
TTCTGGCGCCTGGAGCAAGCCTTAC
AAAATAAATGCATATCATGCCCAAA
ATAGCAAAGGCAGGGCCACACTTAC
ACTTAGGCAGTGGAACTCGAAGGCC
GGGGGAGCCCAGGGACAGGTGATAG
GGAAAACCAGATGGCCAGCGCTCAC
GCAAGCCGCCTGCACCGAGACTCAC
AGGGCTCAGTCCACCGGGGAATCAC
CCACCCGCCGCCTTCCCGTGCTCAC
AGCCCTCATCTCACCTGCGGGCCAA
GCCCTTGGTATCCGCAACAGAGACA
AGCCCTCAGCGTCGTGGATACGCAC
TGGGACGGCTGTCCTGCGAACATAC
CACCTAAGTGCTTCGATCTCGTACG
GTTTCCACAAGGAGGTTTCAAGGTT
CGCAGAAACAAGGCGTGTGCCACAC
GTGTGGTGGCGGGCCCAGTCTTTAC
CGCTGGGGGACCGGCCCGCGCTTAC
GCTTTCTAGAGAGGGTCACACTCAC

AATAAAACAAGGCCGGCGAGGTCTC

(pb)

155
234
172
176
355
267
252
174
169
175
271
202
162
168
209
217
202
246
127
307

135




PCR para cada uno de los exones que componen el gen. cada uno de los
segmentos del gen (que incluyeron exones y regiéon donadora y aceptora de los
intrones) fueron amplificados a través de una PCR marcando radiactivamente el
producto con aP*dCTP. Posteriormente el producto se desnaturalizé a 94°C por 5
minutos y se colocaron las muestras inmediatamente en hielo, con el fin de
mantener el estado de desnaturalizacién, después se realizé una electroforesis, en
geles de acrilamida al 6% durante 12 - 24 horas a temperatura ambiente,
posteriormente se secd el gel y se expuso a una placa radiografica; una vez
revelada, se procedid a analizar las bandas, cuando se encontraron diferencias en
la migracién de una banda, se procedio al siguiente paso.

Para caracterizar la mutacion, se realizé secuenciacion automatica directa del
fragmento de DNA que mostré alteraciones en el patrén de migracion (56), (para
confirmar si existia una mutacion en la secuencia del gen (Applied Biosystems 310
secuenciador de Perkin-Elmer Corp, Foster City, CA).

Busqueda de las mutaciones puntuales conocidas para Apo B100, se
realizé inicialmente PCR con los siguientes oligonucleétidos de acuerdo al sitio de
la mutacién: (31,33,34):

Mutacién Arg3500GIn
5TCTCGGGAATATTCAGGAACTATTG3
3CAGgAGTCACTTCGACGTCCCGY
3'CAtgAGTCACTTCGACGTCCCGS’

Mutacion Arg3531Cys
5'CCTCCACTGAAAGATTTCTCTCTATGGGS3
5GGAAgCTTAGGTGTCCTTCTAAGGATCCTG3

Mutacién Arg3500Trp
5'GTGTCAGTGGCAAAAACCACAZ
5'CAGAGGGAATATATGCGTTGG3

Posteriormente se digirié el producto con las siguientes enzimas de restriccion:
a) Arg3500GIn Sau 96 1y Sca |
b) Arg3531Cys Nsi |
c) Arg3500Trp Hsp 92 Il

Finalmente se realiz6 electroforesis en gel de acrilamida para analizar si existe
en las bandas generadas, un patrén de digestion que sugiriera la presencia de la
mutacion especifica.



En caso de encontrarse los fragmentos que sugieren la mutacion, esta se
confirmé con secuenciacion automatica (Applied Biosystems 310 secuenciador de
Perkin-Elmer Corp, Foster City, CA).

Analisis de Ligamiento

A las familias que no se les encontrdé mutacion con PCR-SSCP para el gen del
RLDL o enzimas de restriccion para las mutaciones de APOB100; se realizé analisis
de ligamiento a través de genotipificacién con marcadores, mediante amplificacién
con PCR, incorporando el marcador radioactivo aP*? dCTP. Para el RLDL con el
marcador autosémico D195394 estrechamente ligado a este gen. Para el
cromosoma 1p32, los marcadores D1S2134, D1S386, los cuales tuvieron el mayor
LOD score en la familia mexicana reportada previamente ligada a este locus
(Canizales-Quinteros, et al, 2003; Circ Res) (g). Para el analisis se utilizaron, el
programa de analisis de ligamiento no paramétrico llamado GENEHUNTER-PLUS
(Multipoint linkage analysis) y FASTLINK (Two point linkage analysis), para un
modelo autosémico dominante con penetrancia del 90%.

5.5 Tamano de la muestra

El tamario de la muestra lo constituye la poblacién total de los pacientes con
HF que acuden a la Clinica de Lipidos del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricidn Salvador Zubiran, asi como miembros de familias que aceptaron participar
y 5 sujetos provenientes de la clinica de lipidos del Intituto Mexicano del Seguro
Social.

5.6 Analisis estadistico

El analisis estadistico fue realizado con el programa SPSS version 10.0 (SPSS
Inc, Chicago, IL).

Los datos son expresados en el caso de variables continuas en promedio +
desviacion estandar. Para los casos de distribucién sesgada se empled mediana +
desviacion intercuartilar. Y para las variables categoricas o nominales se reportan
como frecuencias absolutas

Se realizd prueba de t para comparar los promedios de dos diferentes grupos y
prueba de chi cuadrada para comparar variables binomiales.

Para calcular el grado de acuerdo para el diagndstico entre el hallazgo de
mutacion y los niveles de lipidos por la clasificacion del MEDPED se usoé el indice
de Kappa, cuyo valor puede ser interpretado como sigue (criterios de Landis y
Koch):
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Valor
Kappa
0.0-0.21
0.21-0.40
0.41-0.60
0.61-0.80
0.81-1.0

de

Grado de
acuerdo
Pobre
Leve
Moderado
Considerable
Casi perfecto

Las mutaciones se expresan por frecuencia relativa.
Para el nivel alfa de significancia se eligid un nivel nominal menor de 0.05.
Se utilizo el procedimiento de LOD SCORE para analisis de ligamiento.

5.7 Implicaciones éticas

El protocolo fue presentado y aceptado en el Comité de ética del Instituto

Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion.

A todos los pacientes que participaron se les explico en que consistia el
estudio y posteriormente firmaron el consentimiento escrito.
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6.- RESULTADOS
PACIENTES:

Se incluyeron 143 sujetos, de estos 138 fueron captados en la Clinica de
Lipidos del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién y 5 sujetos mas del
Centro Médico Nacional siglo XXI. Del total, 37 son casos indice y 106 familiares.
Contamos con familiares en 31 casos indice. El 51% (64 sujetos) de los familiares
de casos indice fueron diagnosticados con hipercolesterolemia familiar

Pertenecen al género femenino el 59.2% de los sujetos estudiados. Llama la
atencion que de los afectados con hipercolesterolemia el 80% pertenecen a este
género.

El promedio de edad fue de 48 + 16.8 afos (ver tabla 1 para caracteristicas
demograficas y clinicas de los casos afectados).

La manifestacién clinica mas frecuente fue xantomas tendinosos ya que 86
casos (85.15%) los presentaban. Se encontraron 17 pacientes (16.8%) con
manifestaciones de aterosclerosis cardiovascular. En relacion a otros factores de
riesgo cardiovascular, el 34.7% (N=35) de los casos son fumadores y el 13% tienen
hipertensioén arterial.

La edad promedio a la que se hizo el diagnostico de HF es de 36.8 + 17.2
anos, con un rango muy amplio que va de los 5 a 74 anos.

El promedio de la concentracion sérica de colesterol total fue de 355 + 126
mg/dl y la de colesterol LDL de 274 + 109 mg/dl, estos valores son mayores a la
percentila 90 para la poblacidn mexicana; dicha diferencia se ve claramente al
comparar afectados versus no afectados (ver tabla 2); el promedio de triglicéridos
en el grupo de afectados se encontré dentro del rango considerado normal o de
referencia (144 + 59 mg/dl).

Cuando se compard entre los casos afectados en quienes se encontrd
mutacién (tanto en el RLDL como en apo B100) contra los casos afectados en los
que no se encontré. De manera interesante se observd una diferencia significativa
en los niveles de colesterol total, los cuales estan mas elevados en el grupo con
mutacién (tabla 3).

Debido a que estudios previos han demostrado una diferencia significativa de
los niveles de triglicéridos y HDL en hombres versus mujeres afectados (57), se
compararon ambos grupos y en esta cohorte no existen diferencias (ver tabla 4).

Con el objetivo de analizar la eficiencia diagnéstica en relacion a niveles de
lipidos para familiares del caso indice del programa MED PED se realizé una tabla
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de contingencia en la que se toma en cuenta por un lado, los que reunieron los
criterios diagnasticos de acuerdo al MED PED y por otro, el diagndstico a través de
mutacion o ligamiento (ver tabla 5). Se encontrd una sensibilidad de 79.5%;
especificidad de 88%; el valor predictivo positivo fue de 91% y el valor predictivo
negativo de 73%. También se calcularon las razones de verosimilitud con el fin de
evaluar la aportacion de la prueba. La razén de verosimilitud positiva fue de 6.625 y
la negativa de 0.23, con lo cual cumple con criterios para ser una prueba aportativa.
El valor de Kappa fue de 0.65 que entra en el rango de acuerdo considerable por
los criterios de Landis y Koch (ver material y métodos)

En relacion a una familia en la que se encontré la mutacion en apoB100
Arg3500GiIn, de los 5 familiares afectados sélo 1 reunié criterios diagndsticos de
acuerdo al MED PED el cual es un familiar de segundo grado (sobrino) de 12 aros,
sin embargo los 3 hermanos de 45, 42 y 37 anos, asi como una sobrina afectada de
8 anos no reunieron los criterios para diagnéstico de acuerdo al MED PED, lo cual
nos indica que los niveles de colesterol son menores en esta familia con apoB100
defectuosa y por lo tanto los criterios del MED PED no son diagnésticos en una
proporcion considerable de los individuos afectados.

MUTACIONES EN EL GEN DEL RECEPTOR DE LDL

Se encontraron 13 mutaciones diferentes en el gen del RLDL. Las mutaciones
se distribuyeron en 16 familias diferentes.

En 3 de estas existen 2 dobles mutaciones, la primera es W-18X y E256K que
fue encontrada en 2 familias; habia sido reportada previamente en familias de
poblacion espafiola por Cenarro y cols., en 1998 (58). La segunda es C88R y
C163W se encontré en una familia de nuestra muestra y no ha sido reportada
previamente en la literatura (ver tablas 6 Ay 6 B).

Ocho mutaciones son nuevas, ya que no se encuentran reportadas en la base
de datos de mutaciones en el receptor de LDL (UMD-LDLR database
www.umd.necker.fr) (23, 24), de ellas dos se encuentran en el exon 4, dos en el
exdn 6, tres en el exon 15 y finalmente una en el exon 16.

Los tipos de mutaciones son (ver tablas 6A y 6B):

a) Ocho sustituciones (EB0K, C88R, C163W, E256K, C268R, C343R, C347Y,
V776M ),

b) Dos mutaciones en las que un cambio de base en la secuencia da como
resultado una secuencia que codifica para condén de paro (W-18X, Q718X);

c) Una insercion de una G en el exdn 4 que cambia el marco de lectura
(Frameship) y genera mas adelante un codon de paro (E92FsX);
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d) Dos deleciones la primera se caracteriza por la ausencia de una C y en el
otro caso de una T, lo cual cambia el marco de lectura en el exon 15 (E714Fs y
P736Fs respectivamente).

En la tabla 6C se presenta un resumen de las mutaciones y el dominio de la
proteina afectado de acuerdo a la localizacién de la mutacién, el dominio de unién
al ligando es en el que se encontraron mas mutaciones, ya que 6 de las 13 se
encuentran en este.

POLIMORFISMOS Y CAMBIOS INTRONICOS EN EL GEN DEL RECEPTOR DE
LDL

Fueron encontrados 5 polimorfismos previamente reportados por otros autores,
estos se localizan en el intrén 7, exon 10, 12 y 15; en el 12 se encontraron 2
polimorfismos diferentes. El polimorfismo del exén 10 (1413 G>A) se encontrd en
27 sujetos no emparentados, lo que representa un 18.9% de la muestra (tabla 7). El
polimorfismo que le sigue en frecuencia es el del exén 12 (1773 T>C), que fue
encontrado en 11 sujetos no emparentados, esto representa el 7.7% del total de la
muestra. Se encontraron 2 polimorfismos nuevos en los exones 1 (24 A>G) y 8
(1185 3G>C).

También en los intrones 1, 17 y 18 existen cambios de una base, ninguno se
encuentra en los sitios consenso del empalme (splicing), ver tabla 8, sin embargo en
dos familias que presentan un cambio en el intrén 17 (nucleétido 2548 -80 A>G), no
se les encontré mutacion en algun exon y sélo esta presente en los afectados con la
enfermedad.

MUTACIONES Y POLIMORFISMOS PARA APOLIPOPROTEINA B100

Se encontré una transicion de C>G, de forma heterocigota en el nucleétido
numero 10422, que corresponde a un cambio de acido glutamico por glutamina del
aminoacido 3405, el cual es considerado polimorfismo (35), una hermana tiene el
cambio de forma homocigoto y ambos casos tienen también en el gen del RLDL una
insercion de G entre los nucledtidos 337-338 (E92F sX).

Se encontré una mutacion en el codén 3500 que produce un cambio de arginina a glutamina, debida a
una sustitucion de adenosina por guanosina en el nucledtido 10699; se estudiaron ademas 14 miembros de la
familia. Los resultados obtenidos de esta familia ya fucron publicados (59):
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DESCRIPCION DE LA FAMILIA CON MUTACION EN APOB100 Arg3500Gin
(Robles-Osorio L, et al, 2003 Arch Med Res)

CASO INDICE:

Paciente del género masculino de 45 afos de edad, que fue referido por
hipercolesterolemia severa, antecedentes familiares de infarto agudo al miocardio
(IAM) en el abuelo paterno a los 55 afios y en el padre a los 52 afos. A la
exploracion fisica se detectaron xantomas en el tenddn de Aquiles. No se
encontraron enfermedades comérbidas que pudieran explicar el patrén de
hipercolesterolemia a expensas de LDL (lla). Se diagnostico como probable HF y se
inici6 tratamiento con dieta y atorvastatina 40mg/dia, con el cual hubo una buena
respuesta:

Perfil de lipidos del caso indice
(Las cifras son reportadas en mg/di).

Lipidos Al diagnéstico Atorvastatina
(1996) 40mg/dia + Dieta

Colesterol 370 195

Total

Colesterol 300 134

LDL

Colesterol 32 43

HDL

Triglicéridos 189 90

En el arbol genealégico (Figura 5) se encontrd un patron de herencia
autosomico dominante, con antecedentes de enfermedad cardiovascular a edad
temprana por la rama paterna,

Se realizo escrutinio para mutaciones en el gen del receptor de LDL y para las
mutaciones en el gen de ApoB100 y se encontrdé un patrén en la digestion con
enzimas de restriccion que sugeria la existencia de la mutacion Arg3500Gin, que
consiste en una sustitucion de adenosina por guanosina en la posicién 10,699, que
corresponde al codon 3500, cambio de CGG a CAG, se realizé secuenciacion del
fragmento que corresponde a esa region y se corroboré el cambio (Figura 6).
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Se estudiaron ademas 13 familiares, de los cuales tres de los 4 hermanos
tenian xantomas tendinosos e hipercolesterolemia a expensas de LDL, se
estudiaron nueve de los 14 miembros de la siguiente generacién y se encontraron
dos sujetos (nimero 7 y 13 en la tabla 9) con niveles de colesterol elevados a
expensas de LDL. Se corroboré el diagnéstico en todos los familiares con
hipercolesterolemia mediante el patrén de digestion de DNA con las enzimas de
restriccion especificas Sau 96 | y Sca | (figura 7). A los casos afectados se les inicio
tratamiento con cambios en el estilo de vida y diferentes dosis de atorvastatina de
acuerdo a la respuesta.

ANALISIS DE LIGAMIENTO:

De los casos en los que no se encontrd una mutacion tanto en el gen del
RLDL como en apolipoproteina B100, se incluyeron 11 familias en las que se
contaba con al menos 4 miembros para hacer analisis de ligamiento.

En relacion a la region del gen del RLDL el marcador que se utilizd fue
D195394. Se encontraron 3 familias ligadas al RLDL en las que previamente no se
habia encontrado mutacion (ver tabla 10). Los LOD score de las tres familias fueron
1.158, 2.10 y 0.957 respectivamente.

Por otro lado para el cromosoma 1p32, los marcadores utilizados fueron
D1S2134 y D1S386. Se encontraron 2 familias cuyos LOD SCORE, si bien no estan
claramente en niveles confirmatorios para ligamiento, debido a que es positivo,
posiblemente estan ligadas a esta region (ver tabla 11). Los valores de LOD score
son 0.308 y 0.222, respectivamente.



7.- DISCUSION

Los resultados obtenidos en esta cohorte de pacientes con
hipercolesterolemia familiar son los primeros reportados en nuestro pais. Estos
revelan que nuestra poblacion es genéticamente heterogénea debido a que la
recurrencia de las diferentes mutaciones no es alta, ya que sélo se encontré una
mutacién en 4 diferentes familias, que representa un 10.8% de los casos indice en
los que se identificd mutacién. Seguida en frecuencia por 2 dobles mutaciones que
se encontraron en 2 familias no relacionadas (5.4%). Estos resultados contrastan
con los encontrados en ofras regiones geograficas o grupos étnicos en los que
pocas mutaciones explican la mayoria de los casos debido a cierto aislamiento
genético, por ejemplo en la poblacién finlandesa en la que 2 mutaciones (FH-North
Karelia y FH-Helsinki) explican las dos terceras partes de los casos, lo cual facilita
el diagnéstico de- HF mediante busqueda dirigida por métodos de genética
molecular (37, 60), como también es el caso de la poblacion franco-canadiense de
la provincia de Québec en la que 5 mutaciones explican el 76% de los casos con HF
(14)

Por otro lado el nimero de mutaciones y la proporcion en la que se encuentra
presente cada una en relacion al nimero total de sujetos no relacionados, son
acordes a lo encontrado en poblaciones con variabilidad genética como la nuestra
(25). Asi en una muestra de afectados con HF en China se encontraron 18
mutaciones diferentes de un total de 21 casos indice (40); en poblacion esparola
fueron reportadas 116 mutaciones diferentes en casos no relacionados, de las
cuales 39 no habian sido reportadas previamente (61,62); en un reporte de
mutaciones encontradas en poblacion brasilefia, se encontraron 15 mutaciones
diferentes en un total de 35 individuos no relacionados (63), otro ejemplo es el caso
de la poblacién canadiense de la provincia de Ontario, en la que se encontraron 25
mutaciones diferentes en 34 casos indice (64).

En presente muestra se encontraron mutaciones en 16 familias, de un total
de 37, que representan un 43.24%, similar a lo encontrado en otros reportes de
diferentes grupos, ademas 3 familias en el andlisis de ligamiento para el receptor de
LDL son altamente sugerentes de tener una mutacion en el gen del RLDL, si son
tomadas en cuenta hacen un total de 51.35% de los casos.

En general en ningin estudio se ha encontrado que el porcentaje de
mutaciones encontradas sea mayor al 70% a través de SSCP (62), a excepcion de
las poblaciones en donde existe el efecto de gen fundador. En todos los estudios de
mutaciones en pacientes con HF, el porcentaje de no deteccidén de mutaciones va
de 30-60%, lo cual puede ser explicado por la heterogeneidad genética de la HF,
con contribuciones de uno o varios genes implicados, que intervienen en el
metabolismo de la LDL y un defecto en ellos se manifiesta como HF
(30,39,40,44,21,65,66,61). Esta heterogeneidad genética de la HF es apoyada por
reportes de nuevos loci candidatos e incluso el hallazgo de mutaciones en una
proteina implicada en l|la homeostasis de colesterol en 2 familias con
hipercolesterolemia familiar (19,42,43,67) .



La sensibilidad para encontrar mutaciones con la técnica de SSCP es de 92-
99%, en diferentes estudios de hipercolesterolemia familiar, existe la posibilidad de
gue no sean detectadas con este método en situaciones como la presencia de
deleciones o inserciones grandes, las cuales constituyen el 25 a 5% de las
mutaciones en HF (65) o bien cambios en regiones intronicas que pueden intervenir
en el empalme. En este estudio se amplificaron los exones y las regiones consenso
para el empalme de los intrones, sin embargo, aun existe la posibilidad de cambios
en otras regiones intrénicas no detectados que puedan afectar el empalme o bien
rearreglos mayores como son deleciones o inserciones.

En relacion a las mutaciones especificas encontradas en este estudio, existe
un reporte en la literatura de un sujeto de origen mexicano con la mutacién 1090
T>C (C364R) (55). Al comparar con publicaciones de paoblaciones
hispanoamericanas, las cuales tienen cierta afinidad en cuanto a ascendencia de
nuestra poblacion; las mutaciones encontradas previamente son el cambio en el
nucledtido 12 G>A (W-18X) en sujetos espaiioles y colombianos, la mutacién 829
G>C (E256K), asi como la doble mutacién W-18X y E256K en tres familias
espanolas en las que por andlisis de co-segregacion se encontraron ambas
mutaciones en el mismo alelo (58,61,62).

En una publicacion previa de las mutaciones y polimorfismos de pacientes
con HF en poblacién Brasilefia reportaron tres de los polimorfismos encontrados en
nuestra poblacién, como son 1773 T>C, 1725 C>T y 2232 G>A, este ultimo
publicado sélo en estas dos poblaciones (63).

De manera interesante en dos familias con cambios intronicos, sélo los
afectados presentan el cambio en el intron 17, nucleétido 2548 -80 A>G y no se
encontré mutacion en alguin exon, por lo que en ambos casos el cambio de
nucleétido podria afectar el empalme y ser entonces la causa de la enfermedad,
estos cambios no han sido reportados previamente.

La mayor parte de las mutaciones encontradas, se localizan en los exones
que codifican para el dominio de unién al ligando, lo cual es acorde con lo reportado
en la mayoria de las poblaciones, ya que incluso llega a constituir las dos terceras
partes de las mutaciones (1).

Los sujetos afectados con HF en este estudio, llama la atencion la mayor
proporcién del género femenino (80%), ya que del total de la muestra, incluyendo
afectados y no afectados representan un 59%, lo cual no es esperable dado que es
una enfermedad de herencia autosémica dominante y no ha sido reportado hasta el
momento. Puede explicarse por un sesgo del grupo de pacientes con HF que
acuden a la clinica de lipidos del INCMNSZ. Durante el desarrollo de este estudio
se observé frecuentemente poca respuesta de los miembros del género masculino
para acudir a escrutinio y atencion médica. En el arbol genealdgico realizado de
cada caso indice, la proporcion de afectados de ambos géneros es semejante.
Podria también ser explicado si se tratase de una muestra de sobrevivientes, ya que
el género masculino sufre Cl a mas temprana edad.
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Las cifras de colesterol total estan significativamente mas elevadas en el
grupo de pacientes con mutacién identificada cuando se comparan con los que
tienen clinicamente HF pero no se encontré mutacion. Los niveles de colesterol LDL
no son estadisticamente diferentes entre los dos grupos, esto va a favor de la
hipétesis de que se puede tratar de una enfermedad con un mismo fenotipo, pero el
defecto radica en otra area del metabolismo de lipidos.

El hecho de tener el diagnéstico con el hallazgo de una mutacion nos permitio
evaluar la eficiencia diagnoéstica de los criterios para las cifras de lipidos de acuerdo
al programa MED PED (46,47). Asi en nuestra muestra si un paciente tiene niveles
de colesterol diagnosticos de HF, patrén de herencia autosémico dominante con
historia familiar de cardiopatia isquémica prematura y xantomas tendinosos en al
menos un miembro de la familia, los criterios diagndsticos del MED PED tienen una
sensibilidad de 79.5% y una especificidad de 88%, es decir un 20.5% de falsos
positivos y un 12% de falsos negativos. Contrastan estos resultados con lo obtenido
originaimente en la cohorte de Utah del programa MED PED, los pacientes
diagnosticados con la presencia de la mutacién versus no afectados, en que la
sensibilidad es de 87% y la especificidad de 98%.

Por otro lado si el paciente tiene criterios para diagndstico de HF con los
criterios del MED PED, la probabilidad de que realmente tenga la enfermedad
corroborada por mutacion es del 91% (valor predictivo positivo de los criterios del
MED PED) y si no reune los criterios para diagnéstico, la probabilidad de que
realmente no tenga la enfermedad es de 73% (valor predictivo negativo). El grado
de acuerdo entre el diagnéstico de HF con los criterios del MED PED y tener la
enfermedad diagnosticada mediante mutacion es de un 65% (Kappa 0.65) lo cual es
un acuerdo bueno o considerable (criterios de Landis y Koch).

Sabemos que el porcentaje de casos no diagnosticados de acuerdo a la
prevalencia de la enfermedad es alto aun en paises en donde existe un registro
central de enfermedades. En un estudio realizado en Inglaterra cerca del 75% de
los casos esperados no fueron diagnosticados, durante un periodo de 19 arios,
tomando como referencia la prevalencia de la enfermedad (1:500) (68).

Dado el impacto de esta enfermedad, ya que los pacientes del género
masculino tienen un riesgo de 50% de enfermedad coronaria manifiesta a la edad
de 50 aros y el género femenino de por lo menos 30% a los 60 anos (69,70). Es
muy importante establecer estrategias de escrutinio. Si este se lleva a cabo en
poblacién general seria necesario estudiar 1000 sujetos para encontrar 2 casos,
pero cuando se hace de manera dirigida por ejemplo en pacientes con cardiopatia
isquémica, la frecuencia de deteccién es de 5% y entre los familiares de primer
grado de casos indice confirmados clinicamente es de 1 caso por cada 2.6
estudiados (68).

En nuestro estudio la frecuencia en que se diagnostica la enfermedad entre
los familiares de casos indice con diagnostico ya establecido fue de 51%, es decir 1
en cada 2 familiares estudiados, lo cual es costo beneficio en cuanto al inicio
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temprano del tratamiento y en consecuencia prevencion o retraso en la edad de
presentacion de cardiopatia isquémica.

Es posible incrementar la esperanza de vida en los pacientes con HF si el
diagnéstico e inicio del tratamiento se realizan en etapas tempranas de la vida, este
incremento es aun mayor en las pacientes del género femenino. De esta forma si el
tratamiento se inicia antes de los 16 afios, la esperanza de vida se incrementa 9.2 y
7.1; si se inicia entre los 16 y 24 aros se incrementa 9.13 y 6.97 afnos; entre los 25
y 34 aifos el incremento es de 8.16 y 3.7 afios; de los 35 a 44 anos 0.57 y 7.33 afos
y finalmente si se realiza entre los 45 y 54 afos es de 0.26 y 3.41 afos para el
género femenino y masculino respectivamente en todos los rangos de edad
mencionados (45). Con esta evidencia podemos decir que existe un costo-beneficio
importante en cuanto al diagnéstico temprano, dirigido a poblacion de riesgo como
lo son los familiares de los casos indice, principalmente entre la edad de 16 a 34
anos.

En la muestra estudiada la edad promedio de diagndstico es 36 aros, por lo
que es necesario establecer estrategias de escrutinio para el diagndstico de
dislipidemias a edad temprana, como la realizacién de un perfil de lipidos, que nos
permite el inicio temprano del tratamiento y en consecuencia un aumento de la
esperanza de vida.

El diagnostico genético molecular ofrece la posibilidad de un diagnéstico
certero de la enfermedad. También es importante en estudios familiares de casos
indice conocidos, con el abjetivo de realizar un diagndstico oportuno y por otro lado
a los no afectados se les confirma su estado. En centros académicos ofrece la
oportunidad de crecer en el conocimiento de esta enfermedad, sus causas,
metabolismo de lipidos y eventualmente la posibilidad de un tratamiento nuevo.



8.- CONCLUSIONES

La muestra estudiada es genéticamente heterogénea.

No es posible aplicar un escrutinio dirigido a mutaciones especificas en
pacientes con dislipidemia que se sospecha hipercolesterolemia familiar, debido a
la variabilidad genética de nuestra poblacion.

Existe un 40-60% de no deteccion de la mutacion causal en HF, lo cual
puede ser debido a que se trata de una enfermedad con el mismo fenotipo, cuyo
origen radica en el defecto en ofra proteina o factor que interviene en el
metabolismo de lipidos.

Al aplicar los criterios diagnosticos del MED PED existe un 80% de
posibilidades de diagnosticar un caso afectado como verdaderamente positivo y
12% de que sea un falso positivo.

En los pacientes afectados el promedio de edad a la que se hizo el
diagnéstico fue de 36.8 anos, lo cual representa un retrazo en la edad de inicio del
tratamiento, ya que ha sido reportado en la literatura que si se inicia a los 16 anos o
menos se puede incrementar la esperanza de vida hasta 7 y 9 anos en el género
masculino y femenino respectivamente. '

Es necesario instaurar estrategias de diagndstico en poblaciones especificas
tales como pacientes con infarto al miocardio en los que el 5% presentan HF. Una
vez identificado el caso indice, es importante hacer escrutinio a los familiares, ya
que existe la posibilidad de encontrar 1 caso por cada 2 familiares.

Asi mismo, es necesario implementar programas de educacion médica en
relacion a este problema con la finalidad de mejorar la capacidad diagnostica de
hipercolesterolemia en poblacion joéven.
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ANEXO 1
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL ESTUDIO
Busqueda de mutaciones en el receptor de LDL y apolipoproteina B100 en
sujetos con hipercolesterolemia familiar en poblacién mexicana.

INTRODUCCION: La siguiente informacion describe el protocolo y su papel como participante.
El investigador contestara cualquier pregunta sobre ésta forma de estudio.

PROPOSITO DEL ESTUDIO: El propésito del estudio es conocer el tipo de mutaciones
genéticas existentes en pacientes mexicanos con Hipercolesterolemia Familiar como es su caso.

PROCEDIMIENTOS A SEGUIR: Su participacion en el estudio incluye la realizacion de una
prueba que consiste en la toma de una muestra de sangre venosa, mediante una puncion en vena
periférica. No requiere preparacion previa. Posteriormente se realizaran los procedimientos de
laboratorio para buscar la mutacion existente. La muestra de sangre unicamente sera empleada con
este fin.

MOLESTIAS POR SU PARTICIPACION: Debera asistir en una ocasion para la toma de
muestra, lo cual implica una puncién en una vena periférica y una entrevista con el investigador.

BENEFICIO PARA LOS PARTICIPANTES: Se le informara sobre la existencia de la mutacion
presupuesta clinicamente. El participante no obtendrd beneficio directo. Los exdmenes no tendran
costo para Usted.

CONFIDENCIALIDAD: Los datos obtenidos de su persona son absolutamente confidenciales,
no pueden ser utilizados con otro fin. Usted sera informado de cualquier hallazgo obtenido en ésta
investigacién.

PARTICIPACION VOLUNTARIA:

Yo declaro libre y voluntariamente
que acepto participar en éste estudio. Es de mi conocimiento que seré libre de retirarme de la
presente investigacion en el momento que lo desee. También puedo solicitar informacién adicional
acerca de los riesgos y beneficios de mi participacion en el estudio. En caso de que decidiera
retirarme, la atencién que recibo como paciente no se vera afectada. Recibiré, si asi lo solicito, los
resultados de mi participacion. Debo informar, tan pronto como sea posible, a los investigadores, de
cualquier cambio importante que ocurra en mi estado de salud, incluyendo consumo de
medicamentos, suspension o inicio de algan habito (ej. tabaquismo) o cambio de domicilio.

He comprendido el contenido de ésta carta de consentimiento, mis dudas han sido resueltas y
voluntariamente apto participar en éste estudio.

Firma del investigador y fecha Firma del paciente y fecha
Tel 55 73 12 00 Ext. 2405-7

Firma de testigo Firma de testigo
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ANEXO 2
HOJA DE CAPTURA DE DATOS

Nombre: Registro:

Fecha: Edad: Sexo: F(1) M(2) Teléfono:

Lugar y fecha de Nacimiento:
Domicilio actual:
ANTECEDENTES FAMILIARES
Ascendencia proveniente de:

Familiares afectados por HF:

Se elaboro arbol genealdgico: Si No

HISTORIAL
Fecha de diagnostico: Edad al diagnoéstico:
Peso: Talla: IMC: Diametro cintura Cadera
CiC
TA:

Enfermedades concomitantes y fecha de diagnéstico:

Alcoholismo Si No Hipotiroidismo Si No Sindrome Nefrético Si No
Utiliza estrogenos: Si No

MANIFESTACIONES DE HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR

¢ Tiene o tuvo xantomas? Si No Edad en que aparecieron

Tiene o tuvo arco corneal Si No
Enfermedad arterial coronaria: Si No Manifestaciones

Manifestaciones de aterosclerosis en otros niveles

indice

Se le ha realizado estudio de gabinete para confirmacion, especificarlo y resultados

Tipo de tratamiento y tiempo que lo ha utilizado

Apego al tratamiento: excelente bueno  regular malo

Recibe algun farmaco no relacionado con hipercolesterolemia:

48



TSH: Fecha Glucosa: Fecha

Niveles colesterol al diagnéstico: [Total mg/dl LDL mg/d] HDL  mg/d] @

CURVA DE LIPIDOS DURANTE EL TRATAMIENTO

F: F
c LD HD C LD T
F‘

C LD HD C LD

_arzl—i-n-q

EINERE

o |19 |©
=

IF:
CT: Sil %ﬁ! C ﬂm

REGISTRO DE DIETA DE LOS ULTIMOS 2 DIAS

Desayuno Comida Cena

Desayuno Comida Cena
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ANEXO 3 (Con color verde se sefiala el sitio de mutacion y arriba la base que lo sustituye)

SECUENCIA CODIFICANTE DEL GEN DEL RECEPTOR DE LDL
Los nimeros de base estan escritos arriba de la secuencia.

Los nimeros de codén estdn escritos abajo de la secuencia.

v El primer nimero corresponde a la nomenclatura de Yamamoto (con
numeros negativos corresponden a los codones del exon 1 (péptido
sefial) los cuales son escindidos antes de tener el RLDL funcional).

v El segundo nimero corresponde a la nomenclatura de la base de
datos del RLDL.

Exon 1
1
ATG GGG CCC
Met gl mzc
-21/1
al 2%
ACT GCA GTS
thr ala val
-1/21
121
TEC TAC ARG
ser tyr lys
20/41
181
ZAG ACS TGO
zlu thr cys
40/61
241
CGC TGC ATT
arg cys ile
£0/81
301
AG CAA GGC
glu gln gly
20/101
361
TGC ATC TCT
cys ile ser

TG~ GGC TGG
trp gly trp
Ezcn 2

EGLE GAI

gly

el el et T e
o ol ] b =

jgele TaC
trp val cys

Exon

191

Z TTG TET GTC

leu ser val

ECT
pro

CAG TTC
gln phe

214

CCC cCC
pro pro

TGT

CGG
arg

(78]

CGC
arg

TGT GAA AGA

arg

=

Aol
ser

ACC
thr

TGC

cys lys

TGG
trp

AGG
arg

TGC
cys

xon 4

~GC
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AAG ACG
lys thr

e M
LG

GT T GAC

val cys asp

31
TGG ACC GTC
trp thr val
-11/11

91
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asn glu
10/31

151

Fe emm
Ll Al

ala glu
30/51

211
TCC GGG GAC
ser gly asp
50/71

271
GAT GGC CAA

asp gly gln
70/91

331
TCC CAG GAC
ser gln asp
90/111

391
TCA GACT CGG
ser asp arg

110/131

GCC
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TTC
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TTG
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GAT
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TGC
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gly
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AAC
asn
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glu
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GTC
val
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ser
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GGG
gly
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lys
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cys

CAG
gln

CeC
arg

GRG TTC ARG

glu phe
180/201
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Tabla 1: Caracteristicas clinicas de los casos afectados (n=101) con
hipercolesterolemia. DE= desviacion estandar, n=numero de sujetos.

VARIABLE Frecuencia o Promedio
Género femenino n (%) 81 (80)
Edad (promedio+DE) 48.07 + 16.8
Edad al diagnostico 36.88 + 17.2
(promedio+DE)
IMC (promedio+DE) 24.45+3.93
sobrepeso n (%) 10 (9.99)
Obesidad n (%) 5(4.9
Tabaquismo n (%) 35 (34.7)
DM tipo 2 n (%) 5 (4.9)
Cardiopatia isquémica u 17 (16.8)

otras manifestaciones de

aterosclerosis n (%)

Arco comeal n (%) 69 (68.32)
Xantomas tendinosos n (%) 86 (85.15)




Tabla 2 Diferencias del perfil de lipidos entre los casos y los familiares no afectados, el valor de p
fue calculado con la prueba de t.

Total Afectados No afectados Valor de p
n= 143 Promedio + DE Promedio + DE parala
(n=101) (n=42) diferencia
Colesterol 292 + 131 355 + 126 186.5 + 35 < 0.000
total
LDL 213.7 + 110 274 + 109 115+ 26 < 0.000
HDL 48.4 + 14 48.1+ 138 48.7 + 15.3 0.83
Triglicéridos 133+ 70 144.5 + 59 115.7 + 56.3 <0.015
Tabla 3 Diferencias en el perfil de lipidos entre pacientes
Hipercolesterolémicos que se les encontré o no mutacion
Variable Total Casos Casos con Casos sin Prueba de t
con/sin Mutacion Mutacion
Mutacion N=47 N=54
Colesterol 355.7 + 13.06 382 +26.2 320 + 16.4 0.049
total (mg/dL)
Colesterol 2748+119 2896+224 2508+ 158 0.165
LDL (mg/dL)
Colesterol 48.7 +13.8 453+108 4865+ 145 0.255
HDL (mg/dL)
Triglicéridos 1444 +89 144.46 + 108 128.84 + 48 0.422

(mg/dL)
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Tabla 4 Diferencias del perfil de lipidos entre el género femenino y masculino, el valor de p
fue calculado con la prueba de t.

Femenino Masculino Valor de p

Promedio + DE Promedio + DE para la diferencia
Edad 469 + 16.7 429+21.3 0.46
IMC 24 + 37 256+25 0.19
Colesterol Total 362 +94.2 338.8 +67.7 0.42
Colesterol LDL 275+ 60 283.8+64.5 0.68
Colesterol HDL 50 + 15 442+ 123 0.20
Triglicéridos 135.4 + 57 141.4 + 68.3 0.75

Tabla 5: Eficiencia diagnostica con los criterios de MED PED. En relacién con el
diagnéstico genotipico. Tomando en cuenta los familiares de los casos con
ligamiento al marcador del RLDL

MUTACION
Sl NO

> | use 3 *
DIAGNOSTICO (48.44%) (4.69%) (53.12%) VPP=0.91
POR NO 8 22 30
CRITERIOS (12.5%) (34.37%) (46.88%)

DE MED PED 39 25 64
(60.94%) | (39.06%)

Sensibilidad  Especificidad
.795 .88

RV+: _§ =6625 RV-:1-§=0.23 Prueba aportativa
1-E E

Valor de acuerdo de Kappa 0.65 (acuerdo bueno o considerable)
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Tabla 6A: Mutaciones encontradas y reporte previo en otras poblaciones. En la columna referente al
aminoacido afectado entre paréntesis se reporta la nomenclatura de Yamamoto. Ins= insercion,
Fs=frameshift (cambio en el marco de lectura)

LOCALIZA CAMBIO DE AMINO- EFECTO NUMERO  FAMILIAS OTRAS
CION NUCLEOTIDO ACIDO EN LA TOTAL AFECTADAS POBLACIONES
AFECTADO PROTEINA CON
MUTACION
Exén 1 12 G>A W4X Trp > paro 4 2 Espaiioles,
(secuencia (W-18X) Ingleses,
seiial) Colombianos
Exé6n 3 301 G>A E101K Glu > Lys 3 2 Norteamericanos
(EBOK) . Ingleses,
Franceses,
Espaiioles,
Alemanes
Ifandeses.
Exén 4 337-338ins G E92FsX Glu > paro 9 4 Nueva
(337insG)
Exo6n 4 325T>C C109R Cys >Arg 3 1 Alemanes
(C88R)
Exén 4 552 T>C C184W Cys>Trp 2 1 Nueva
(C163W)
Exon 6 829 G>C E277K Glu >Lys 6 2 Nueva.
(E256K)
Ex6n 6 865 T>C C289R Cys >Arg 2 1 Nueva

(C268R)

S8



Tabla 6B: Mutaciones encontradas y reporte previo en otras poblaciones. En la columna referente al
aminoacido afectado entre paréntesis se reporta la nomenclatura de Yamamoto. Ins= insercion,
del=delecién, Fs=frameshift (cambio en el marco de lectura)

LOCALIZA- CAMBIO DE AMINO- EFECTO NUMERO FAMILIAS OTRAS
CION NUCLEOTIDO  ACIDO ENLA TOTAL CON AFECTADAS POBLACIONES
AFECTADO PROTEINA MUTACION
Exén 8 1090 T>C C364R Cys> Arg 1 1 Italiana,
(C343R) Mexicana,
Nortcamericana
Exén 8 1103 G>A C368Y Cys >Tvr 1 1 Francesa
(C347Y)
Exén 15 2141de C E714Fs Corrimiento 1 1 Nueva
(E6Y3Fs) en el marco
(2141 del 1C)  de lectura
Exén 15 2215C>T Q739X Gln > paro 2 1 Nueva
(Q718X)
Exon 15 2271de T Corrimiento 2 1 Nueva
(P736Fs) en el marco
2271del T de lectura
Exén 16 2390 G=A V19T Val >Met 4 1 Nueva;
(VTT6M) 2389 G>A
Sudafricanos.
Cubanos. Chinos
Total 40

Tabla 6C: Representa las diferentes mutaciones encontradas y el dominio que afectan.

Dominio Mutaciones Funcién del dominio
(Nomenclatura de Yamamoto) afectado
Exon1  Péptido seiial W-18X Péptido seial
Exon 3 Unidn al ligando E80K

Ex6n 4 Union al ligando

E92FsX, C88R, C163W,

Unién del receptor al

Exén 6 Unién al ligando E256K, C268R ligando (ApoB100)

Ex6n 8 Homologo del C343R, C347Y Disociacién complejo

precursor FCE proteina-receptor
(reciclaje)

Exo6n 15 Codifica 58 E693Fs, Q718X, P736Fs, Desconocida

aminoacidos ricos en serina y

treonina
Ex6n 16 Dominio V776M Anclaje del receptor a la
transmembrana membrana citoplasmica.




Tabla 7: Polimorfismos encontrados, por region y reporte en otras

poblaciones.
LOCALIZACION  CAMBIO DE NUMERO TOTAL  FAMILIAS REPORTE PREVIO
NUCLEOTIDO DE CASOS CON AFECTADAS EN OTRA
POLIMORFISMO POBLACION
Exén 1 24 A>G 2 2 Nuevo
Exén 8 1185 3G>C 4 2 Nuevo
Exén 10 1413 G>A 43 27 Wamich et al, 1992.
Etnicidad
desconocida
Exén 12 1773 T=C 12 1 Espaiioles,
Brasilenos,
Alemanes, Ingleses,
Suizos, Israelies,
Caucasicos
Exén 12 1725 C<T 6 6 Yamakawa-
Kobayashi et al.
1993. Etnicidad
desconocida, Brasil
Exon 15 2232 G>A 8 6 Brasil (Salazar L.A.
et al 2002)
Tabla 8: Cambios intrénicos encontrados
LOCALIZACION CAMBIO DE NUMERO FAMILIAS REPORTE
NUCLEOTIDO DE CASOS AFFECTADAS PREVIO EN OTRA
CONEL POBLACION
CAMBIO
Intrén 1 67+18 C>A 2 2 Nuevo
Intrén 7 1060+10 G>C 3 2 Danés (Jansen et,
al, 1994)
Intrén 17 2548-42G>A 3 3 Nuevo
Intrén 17 2548-80A>G 5 3 Nuevo
Intrén 18 2580+22 G>A 1 Nuevo
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Figura 5: Arbol Genealégico

Numero de
Generacion

/

IAM antes l
55 arios

0 0bo ﬁﬁ%&f&:s::::a "

oio»io_!om O Mw

L 87a
82 20 16" 142 122 18° 14* 11* 8* 62 3°
Masculino fallecido . Femenino viva afectada
No afectado
Masculino fallecido /‘ Femenino fallecida afectada
Afectado
. Masculino vivo afectado /®/ Femenino fallecida no afectada
/’ Caso indice 6 Femenino se ignora si esta
afectada

D Masculino se ignora si esta
afectado

61



Signal G:37 A:65 T:23C:15
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Rhodamine Matrix
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A

Figura 6: Secuencia del gen de apoB100 en el caso indice, la flecha
destaca el sitio de la mutacion, que corresponde a la base 10699, se
puede apreciar un pico tanto para Adenosina como para Guanosina, lo
cual indica se trata de una mutacién heterocigota

Tabla 9: Niveles de lipidos de los miembros de la familia estudiados, la primera columna

corresponde al nimero de cada miembro en el gel de electroforesis y la segunda columna
al niimern an sl Arhnl nenealAnirn nrecantadn arriha Fl acteriern dennta al raen indire

Numero Colesterol Triglicéridos HDL LDL Glucosa

total
0 110 238 94 70 149 70
1 -2 251 68 49 188 76
2 l4* 251 93 50 182 86
3 110 247 78 45 186 82
4 |lI-8 206 191 56 112 78
5 V4 149 96 53 77 69
6 IV-3 159 154 43 85 71
7 V-5 256 91 49 189 75
8 V-7 158 62 33 113 90
9 Iv-8 155 206 36 77.8 78
10 IV-9 150 78 44 90 83
11 IV-10 168 70 49 105 71
12 IV-11 146 70 54 78 78
13 IV-12 210 380 33 159 71




01 2*3 4 5 6mMmM7 8 9 10 11 12 13

Figura 7: Electroforesis que incluye a todos los miembros estudiados de la
familia, los niumeros se corresponden con la primera columna de la tabla de

valores de perfil de lipidos, la mutacion se encuentra en los casos 1,2,3,7 y 13.

El asterisco denota el caso indice.



Tabla 10: Andlisis de ligamiento para el RLDL, fue positivo para las familias 1, 5 y 6. El marcador fue
D195394

NUMERO DE FAMILIA LOD score

1 1.158

-

-0.258

-0.299

2.10

0.957

-2.099

-2.699

O NP WN

0.00

-

-0

-5.483

-

Tabla 11: Andlisis de ligamiento para el cromosoma 1 regién 1p32. No se pudo excluir en las familias 7 y
9. Los marcadores fueron D1S2134 y D1S386.

NUMERO DE FAMILIA LOD score

-4.118

-1.161

-0.102

-2.658

0.900

-0.454

0.308

-2.510

0.222

-2.510

Zlalele|N|o|o|as|win=

-1.451
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familia encontrada no tiene las caracteristicas fenotipicas y bioquimicas de los casos
de apoB100 defectuosa y existe la posibilidad de que el caso indice tuviera algun
otro factor causal de enfermedad cardiovascular temprana, lo cual no fue
investigado.

& apoB100 defectuosa 100
O apoB100 normal %’
§ 80
o
® 60
H G.R. LDL
& a0
g
£ 20 Normal LDL
1 1 1

5 10 15
LDL (ug protein/ml)

Grafica 1: Capacidad de unién de la LDL a su receptor en fibroblastos, de un paciente
con apoB100 defectuosa debida a la mutacién Arg3500GIn comparada contra LDL marcada con
I'® de un paciente sin dislipidemia, la diferencia es de 20%. (Tomada de Innenarity TL,
Weisgraber KH, Arnold KS, Mahley RW, Krauss RM, Vega GL, Grundy SM. Familial Defective
Apolipoprotein B-100: Low Density Lipoproteins with Abnormal Receptor Binding. Proc Natl Acad
Sci 1987; 84: 1919-1922) (36).

o 100
] Competitive Binding
A 2poB100 Q3405E % "
polymorphism 8 %
70
32
/\ apoB100 normal %, 60
£
5 50
£ a0
1]
- 30
% 20
8- 1wp
w L 1 1 ]
\ 5 10 15 20
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Grafica 2: Capacidad de unién de la LDL a su receptor en fibroblastos de un paciente con
la mutacion Glu3405GIn (de forma homocigota) comparada contra LDL marcada con I'* de un
paciente sin dislipidemia, no existe diferencia entre el paciente con el cambio de aminoacido y el
normal, por lo que la sustitucién en esa posicion es considerado un polimorfismo ya que no
afecta la funcién del ligando. (Tomada de referencia: Pullinger CR, et al. The apolipoprotein B
Q3405E polymorphism has no effect on its low-density-lipoprotein receptor binding affinity. Hum
Genet, 1996; 98: 678-680) (35).

14



	Portada
	Índice de Contenido
	1. Introducción
	2. Justificación
	3. Hipótesis
	4.  Objetivos
	5. Material y Métodos
	6. Resultados
	7. Discusión
	8. Conclusiones
	9. Bibliografía
	Anexo



