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1 INTRODUCCION

1. A Metabolismo lipidico

Las particulas de lipoproteina son complejos macromoleculares
heterogéneos de moléculas solubles en solventes organicos no
polares, e insolubles en solventes polares como el agua. Los
lipidos mas importantes son: el colesterol, triglicéridos, acidos
grasos Yy fosfolipidos. Entre sus funciones principales destacan el
almacenamiento de energia (triglicéridos y acidos grasos),
constitucion de membranas celulares (colesterol y fosfolipidos),
participacion en la digestion (constitucion de sales biliares), y en el
metabolismo formando parte de hormonas, vitaminas y cofactores
(colesterol). El esterol principal tanto en seres humanos como en
animales es el colesterol. Tanto el CT como los TG son lipidos con
muy baja solubilidad por lo que para circular por el plasma lo
tienen que hacer unidos a apoproteinas, dando lugar a lo que

denominamos lipoproteinas.

Las lipoproteinas presentan una forma esférica que tiene un
centro no polar compuesto por triglicéridos y CE y que esta
rodeada por una capa superficial inica de moléculas de fosfolipido
y colesterol no esterificado. Las apolipoproteinas pueden hallarse
en la superficie de la particula o tener una parte en la superficie y
otra parte sumergida dentro de la particula. Las proteinas que se
hallan exclusivamente en la superficie pueden transferirse entre
las lipoproteinas durante el metabolismo de estas particulas®
(Figura 1).



Se han identificado cuatro grupos principales de lipoproteinas
basados en su densidad: quilomicrones, lipoproteinas de muy baja
densidad, lipoproteina de baja densidad y lipoproteinas de alta

densidad.

l ApoC

Ester de ;: ¥ i
colesterol ¢ &
[ = /
M

ApoE

Colesterol libre
Fosfolipidos

Triglicéridos

Figura 1. Estructura de las lipoproteinas.

El metabolismo lipidico se compone de una via exdgena, por la
cual se absorben, metabolizan y almacenan las grasas ingeridas a
través de la dieta, cuya principal lipoproteina son los
quilomicrones (QM), y una via enddgena por la cual se sintetizan y
metabolizan lipoproteinas, sobre todo de origen hepatico o
derivadas de otras lipoproteinas. El higado sintetiza lipoproteinas
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de muy baja densidad (VLDL), que luego se transformaran en

lipoproteinas de densidad intermedia (IDL), y éstas a su vez en

lipoproteinas de baja densidad (LDL). Mediante el transporte

reverso del colesterol, las lipoproteinas de alta densidad (HDL)

son capaces de captar el colesterol de los tejidos periféricos y

devolverlo al higado, proceso crucial para evitar la arteriosclerosis.

Via exdgena, por la cual se absorben, metabolizan vy
almacenan las grasas ingeridas a través de la dieta, cuya
principal lipoproteina son los quilomicrones. Estos QM son
las lipoproteinas encargadas del transporte de los lipidos
que provienen de la dieta (Figura 2). Se sintetizan en el
intestino como QM nacientes, y pasan al sistema
circulatorio donde van incorporando Apoproteinas (Apo E 'y
C) y perdiendo otras (Apo A-1 y Apo A-IV) que van
intercambiando con las lipoproteinas de alta densidad,
convirtiéndose en QM maduro. Ademas, la
lipoproteinlipasa (LPL) va extrayendo sus triglicéridos y
Apos C y Ay los transforma en QM residual o remanentes,
lipoproteina con pocos triglicéridos y cargada de colesterol
esterificado y Apo E para unirse a su receptor especifico y
asi ser degradado. Los QM no deben encontrarse en el
suero de sujetos sanos, s6lo deben aparecer en situacion

postprandial.
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Figura 2. Via exdgena del metabolismo lipidico. Modificado
de: ML Martinez-Triguero et al. Alteraciones del
metabolismo de las lipoproteinas. Medicine 2012;
11(19):1125-9.

Via endbégena, donde las VLDL son las encargadas de
iniciar el metabolismo de los lipidos enddgenos. Son
sintetizadas en el higado, donde el colesterol y los
triglicéridos de origen hepético son empaquetados junto a
fosfolipidos y apoproteinas B-100, C y E, formando las
VLDL nacientes. Las VLDL circulantes sufren un proceso
catabdlico que da como resultado VLDL residuales o

10



lipoproteinas de densidad intermedia (IDL). Estas pueden
ser captadas por los receptores hepdéticos de las LDL y
eliminadas de la circulacioén; el resto son hidrolizados por la
lipasa hepéatica (LH). Asi surgen las LDL por
transformacioén de las VLDL.

Las LDL constituyen los principales transportadores del
colesterol plasmatico hacia los tejidos. Sin embargo el 75%
de la captacion de las LDL ocurre en el higado, el resto en
las glandulas suprarrenales y tejido adiposo. Para que este
proceso se realice se necesita de Apo B100 y receptores
para su reconocimiento. Una vez en el interior de la célula
la particula es degradada en sus componentes proteicos y
lipidicos. El colesterol libre en exceso es reesterificado por
la Acil coA colesterol acil transferasa (ACAT) para el

almacenamiento intracelular? (Figura 3).
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Figura 3. Via enddgena del metabolismo lipidico. Modificado
de: ML Martinez-Triguero et al. Alteraciones del metabolismo
de las lipoproteinas. Medicine. 2012; 11(19):1125-9

Transporte reverso del colesterol. Via para el transporte
de colesterol desde la periferia al higado que se inicia
cuando las HDL nacientes, procedentes del higado o
intestino delgado incorporan colesterol desde las
membranas celulares. En este proceso la lecitin-colesterol-
acil-transferasa (LCAT) esterifica el colesterol con acidos
grasos. Al incorporar colesterol la particula HDL se
transforma en HDL2 y luego en HDL3 y vuelve
nuevamente al higado, donde es incorporada mediante

12



receptores especificos para Apo A-l. La presencia de Apo
E en las HDL facilita posteriormente la captacion por los

receptores hepaticos y su catabolismo.

El colesterol esterificado de las HDL a su vez puede ser
transferido a las LDL y VLDL mediante la accion de la
enzima asociada, denominada proteina de transferencia
para ésteres de colesterol (CETP)®. La ventaja de este
paso es permitir mediante un doble mecanismo de
receptores para LDL y HDL devolver colesterol al higado
(Figura 4)*.

Sangre

VLDL

LDL

Higado / Macréfago
R PTEC »
apoA-| 3% ‘
LDL LCAT ABCA1.-
‘_

+— o o
P S < . Lt o i
_LH,LE 3 o

apoA-| ABCG1, SR-BI

HDL

ABCG5/G8
Colesterol

—
NPC1L1

|

Colesterol + dcidos biliares

Clin Invest Arterioscl. 2013;25:98

Figura 4. Transporte reverso de colesterol. Modificado de T
L Errico et al: Mecanismos basicos: estructura, funcion y
metabolismo de las lipoproteinas plasmaticas. Clin Invest
Arterioscl 2013; 25:98-103.
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1. B Enfermedad cardiovascular. Arteriosclerosis

Las anormalidades en el metabolismo de las lipoproteinas tienen
un papel importante en el desarrollo de la enfermedad coronaria y
la arteriosclerosis. La arteriosclerosis es la mayor causa de
morbilidad y mortalidad en paises desarrollados. Actualmente los
datos epidemiologicos indican que las enfermedades
cardiovasculares son las responsables de una de cada tres
muertes en dichos paises. La enfermedad cardiovascular
constituye la primera causa de muerte en el conjunto de la
poblacion espafiola, lo que supone un 33% de todas las
defunciones®®. Este elevado porcentaje viene acompafiado por
cambios en el estilo de vida, mayor consumo de alimentos ricos

en calorias y una vida sedentaria.

La enfermedad arteriosclerGtica se trata de un proceso
inflamatorio crénico de la pared arterial y de evolucion lenta que
comienza en las primeras décadas de la vida y evoluciona de
manera subclinica durante décadas. Es un proceso que comienza
con una lesién en la capa media o intima de las arterias y esta
caracterizado por una acumulacion de colesterol en los
macréfagos que provoca la proliferacion en el interior de la pared
vascular de cierto tipo de células afectando a la luz del vaso y

dificultando el flujo sanguineo.

En el desarrollo de la arteriosclerosis se observa la presencia de
monocitos y macréfagos en el espacio subendotelial’, disfuncion

del endotelio vascular®, con un aumento de la permeabilidad,
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acumulacién de lipoproteinas plasmaticas, acumulacion de células
musculares lisas en la intima, vasoconstriccion, adhesion celular y

agregacion (Figura 5).

Las lesiones arterioscleréticas son estrechamientos de la intima
de la pared de las arterias y presentan un crecimiento focal y
asimétrico. Estan presentes en nimero variable en todo el arbol
arterial. Las zonas donde aparecen suelen coincidir con aquellas
hemodinamicamente mas comprometidas, tras bifurcaciones
donde hay turbulencias y enlentecimiento de la circulacién, y una
menor fuerza de cizalladura, caracteristicas que provocan dafio
endotelial®.

El concepto de riesgo cardiovascular se utiliza para definir un
conjunto de caracteristicas, genéticas o adquiridas, asociadas a
padecer enfermedades cardiovasculares de origen

ateroscleroso®. Asi podemos distinguir:

- Factores no modificables: no se puede actuar sobre ellos
desde un punto de vista terapéutico. Dentro de estos
encontramos: antecedentes familiares de arteriosclerosis

precoz, edad, sexo, raza.

- Factores modificables: son factores sobre los que se
puede actuar. Entre ellos destacamos: hipertension

arterial, diabetes, dislipemia y tabaquismos.

- Factores coadyuvantes: Estos modifican de forma negativa

los factores anteriores. En este grupo incluimos:

15



sedentarismo, dieta rica en grasas saturadas, alcohol,

acido Urico, etc. Cuando las personas tienen uno solo de

estos factores de riesgo, muestran un incremento en la

incidencia de cardiopatia isquémica de cuatro veces, la

combinacién de dos de estos factores de riesgo aumenta

la incidencia en nueve veces, y si se conjugan tres factores

el incremento imputable llega a ser de dieciséis veces.

Factores de riesgo emergentes: Son nuevos factores de

riesgo que aumentan el poder predictivo en los pacientes y

se pueden dividir en tres categorias

Factores de riesgo lipidicos: triglicéridos,
remanentes de lipoproteinas, Lp(a), LDL, pequefas

y densas, Apo B, subespecies de la HDL

Factores no lipidicos: Homocisteina, factores
trombogénicos, marcadores inflamatorios,

intolerancia a la glucosa en ayunas.

Enfermedad arteriosclerética subclinica: indice
tobillo-brazo, pruebas diagnostico de isquemia

miocardica''*2.
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1 LDL espacio subendotelial

2 Reclutamineto de celulas inflamatorias
por VCAM e ICAM

3 Formacién células espumosas

4 ROS, citoquinas y quimoquinas
5 Perpetuacion de la inflamacion
o 6 Interaccion entre macréfagos y células T

7 Activacion de células de musculo liso

. ( Matriz Extracelular
(LinfocitosT
LINiocitos

& -
Proteoglicanos Células
Colageno progenitoras
A MMPs \
.
.

Figura 5. Modelo del desarrollo de la arteriosclerosis. (1)
Lipoproteinas de baja densidad (LDL) en el espacio subendotelial
que se oxidan. (2) Células inflamatorias reclutadas en la pared del
vaso via moléculas de adhesion (VCAM, ICAM) y (3) LDL
oxidadas que pasan a células espumosas. (4) La activacion de
macréfagos conduce a la liberaciéon de citoquinas, quimioquinas,
moléculas inflamatorias y especies reactivas de oxigeno que
conducen (5) a la perpetuacion de la inflamacion y dafio del tejido.
(6) Los antigenos presentados por los macréfagos y células
dendriticas provocan la activacion de células citotoxicas, que
producen Th-1 citoquinas y proteinas de choque térmico asi como
TGF-B, que activa células de musculo liso. Modificado de: P
Fickert et al. Primary sclerosing cholangitis — The arteriosclerosis
of the bile duct?. Lipids in Health and Disease 2007; 6:3.
Do0i:10.1186/1476-511X-6-3.
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1. C Hiperlipemia

El término Hiperlipemia (HLP) lo podemos definir como un
aumento de la concentracion plasmética de lipoproteinas
circulantes con elevacion de los niveles de colesterol, de

triglicéridos o de ambos.

La HLP es un importante factor de riesgo cardiovascular junto con
la hipertension arterial, diabetes mellitus tipo 2 y el estilo de vida
cuya prevalencia depende de la poblacién estudiada, siendo

mayor en pacientes con enfermedad cardiovascular (ECV).

Las hiperlipidemias engloban un amplio espectro de
anormalidades lipidicas que pueden ser el resultado de la
interaccion entre factores genéticos y ambientales o estar

relacionadas con otras enfermedades®.

1. C. 1 Dislipemia

Se entiende por dislipemia las alteraciones de los lipidos
plasmaticos que incluyen la elevacion del colesterol total y del
transportado por las lipoproteinas de baja densidad (LDL), con
aumento de triglicéridos y descenso del colesterol transportado en
las lipoproteinas de alta densidad, segun la Sociedad Espafiola de

Arteriosclerosis.

Las lipoproteinas plasmaticas son complejos macromoleculares

de lipidos y proteinas con una enorme diversidad estructural en

18



funcion del contenido en lipidos y proteinas, que tienen como
funcion el transporte y la redistribucion de los lipidos en el
organismo. Las lipoproteinas se diferencian segin su densidad,
tamafio, carga eléctrica o movilidad electroforética. Los
componentes proteicos se denominan Apolipoproteinas y se
clasifican en Apo A-1, Apo A-ll, Apo A-IV, Apo B100, Apo B48, Apo
C-l, Apo C-Il, Apo C-lll, Apo D, y Apo E (Tablal).

Tablal.Caracteristicas de lipoproteinas humanas.

- Peso
Concentraci6 | QM | VLDL | IDL |LDL | HDL "
nmgldl | % | % | % | % | % | leido '}"Doa"letg‘;';")'
Higado
Apo A-l 130 100 Intestino 24500
Higado
Apo A-ll 43 100 Intestino 17414
Higado
Apo A-IV 5 50 5 45 Intestino 44465
Apo B48 5 5 Intestino | 241000
Apo B100 80 2 8 90 Higado 513000
Apo C-l 6 2 1 97 Higado 6630
Apo C-li 3 30 10 60 Higado 8900
Apo C-llI 12 20 10 | 10 60 Higado 8800
Apo E 5 20 20 | 10 50 Varios 34145

1. C. 2 Clasificacion de las Hiperlipemias

El primer intento de clasificacion de las hiperlipemias (HLP) fue
iniciado en 1963 por Fredrickson utilizando electroforesis en papel

con tampén de veronal sédico y albumina para separar
lipoproteinas.
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A finales de los afios 60 la Organizacibn Mundial de la Salud

(OMS) introdujo algunas modificaciones y se establecieron seis

tipos de HPL, basados también en la electroforesis de las

lipoproteinas™.

HIPERLIPEMIA TIPO 1. Hay un aumento en la

concentracion de TG y QM, y los niveles de

lipoproteinas HDL y de LDL estan disminuidos. Se
debe fundamentalmente a un defecto de la
lipoproteinlipasa, bien porque su sintesis esté
disminuida o bien por la ausencia de su activador

Apo CII. Son enfermedades poco comunes.

HIPERLIPOPROTEINEMIA lla: Se observa una

elevacion del colesterol, con niveles normales de
TG. El aumento de colesterol se debe a un
aumento de las LDL, con VLDL y HDL normales o
ligeramente reducidas. Se debe a la combinacién
de factores genéticos y ambientales que impiden el
transporte correcto de las LDL, bien por fallos en su

receptor o en su ligando Apo B.

HIPERLIPOPROTEINEMIA lIb: Hay una elevacion

importante de LDL y moderada de VLDL. Es muy
parecida a la anterior aunque presenta una ligera

hipertrigliceridemia.
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Tabla 2: Clasificacion fenotipica de la HLP

HIPERLIPOPROTEINEMIA lll: Hay un aumento de

TG y colesterol y las VLDL tienen una composicion
alterada. Los individuos con este fenotipo son
homocigotos para la isoforma de Apo E (Apo E2),
pero para manifestarse la enfermedad como tal es

necesaria la presencia de otra alteracion del

metabolismo proteico.

HIPERLIPOPROTEINEMIA IV: Hay un aumento de

VLDL y de TG totales, permaneciendo normales los
niveles de QM y de LDL.

HIPERLIPOPROTEINEMIA V: Hay un aumento de

TG, VLDL y de QM.

FRACCION LIPIDICA LIPOPROTEINA
FENOTIPO ALTERADA ALTERADA
| TG QM

lla cT LDL

Il CTyTG LDL y VLDL

I CTyTG LDL y VLDL

IV TG VLDL

Y CTyTG VLDLy TG
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A tenor de los conocimientos actuales las HLP se pueden
clasificar en dos grandes grupos segun su etiopatogenia:

1. C. 2.1 PRIMARIAS

Las hiperlipidemias primarias se asocian con el aumento de la
produccién de las lipoproteinas y/o con la disminucion de su

eliminacion del organismo.

Son de origen genético y pueden deberse a la interaccién de
multiples genes junto con factores ambientales (dieta, alcohol, etc)
y hormonales lo que implica una HLP multifactorial. Generalmente
aparecen con desviaciones en la concentracion de lipidos y con
pocos o nulos de signos tales como xantomas o arco corneal*®. En
formas méas graves se observan importantes elevaciones de los
lipidos. Se dividen en tres grupos segun la European

Arterioclerosclerosis Society™ (EAS):

- Hipercolesterolemia aislada (fenotipo lla):
Hipercolesterolemia familiar, déficit familiar de Apo
B 100, hipercolesterolemia autosomica dominante y

autosémica recesiva, Sistoleremia

- Hipertrigliceridemia aislada (fenotipos I, IV y V):

a) Hiperquilomicronemia familiar, enfermedad

poco frecuente de caracter autosomico recisivo
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donde hay una elevacion de los triglicéridos y

aumento de los quilomicrones®’.

b) Hipertrigliceridemia familiar. Se considera la
hipertigliceridemia primaria mas frecuente con
herencia autosomica dominante cuya
penetrancia depende de la edad. Cursa con
aumento de las VLDL causado por un aumento
de la sintesis hepatica y del descenso del
catabolismo, expresando de este modo um

fendtipo V.

c) Déficit de Apo A-V. Es un trastorno genético
de herencia autosémica dominante y parece
intervenir en la asociacién de las VLDL y los

quilomicrones con la LPL*®,

d) Déficit de GPIHBP1l. Esta proteina se
encuentra localizada en la superficie del
endotélio de los capilares y se une a la LPL tras

su sintesis™®.

Hiperlipemias mixtas o combinadas (fenotipos Ilb y

Hiperlipemia  familiar combinada o

disbetalipoproteinemia familiar se caracteriza por la
presencia de IDL (fenotipo Ill); es una enfermedad
autosomica recesiva provocada por un déficit de

lipasa hepatica.
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1. C. 2. 2 SECUNDARIAS

Alteracion de los lipidos vy lipoproteinas plasméticas producidas
por enfermedades, situaciones fisiolégicas o factores externos que
no afectan de forma primaria al metabolismo lipoprotéico. Las
causas de las hiperlipemias secundarias son variadas y en
muchos casos no se conoce el mecanismo fisiopatoldgico que
subyace a ellas. La importancia de su identificacion es

fundamental ya que el cuadro desaparece tras corregir la causa®.

Como ocurre en las hiperlipidemias primarias, en las
hiperlipidemias secundarias la cantidad de lipidos que entra en el
plasma es superior a la que sale del mismo, pudiendo estar
aumentada su sintesis o bien disminuida su degradacién o
aclaramiento. El diagnéstico se basa en la presencia de una
hiperlipidemia que coexiste con una enfermedad que
potencialmente puede alterar el metabolismo lipidico. Sin
embargo, en ocasiones pueden coexistir en un mismo paciente
una hiperlipidemia primaria y una enfermedad potencialmente
causante de hiperlipidemia que agrava la misma. En estos casos,
la falta de normalizaciéon de los valores lipidicos tras corregir o
tratar la causa potencial sugiere la presencia de una hiperlipidemia

primaria agravada por la causa secundaria.

Las hiperlipidemias secundarias son un factor de riesgo
cardiovascular, al igual que las primarias. Por otra parte, pueden
causar cuadros clinicos agudos similares a los de las

hiperlipidemias primarias (pancreatitis aguda, xantomas, etc.).
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También pueden ser la pista para diagnosticar la patologia de
base, como por ejemplo orientar a la presencia de un
hipotiroidismo  primario ante un  paciente con una
hipercolesterolemia. Las mas frecuentes las podemos ver en la
Tabla 3.

Tabla 3. Hiperlipemias secundarias

Hiperlipemias secundarias mas frecuentes

Hipotiroidismo
Sindrome nefrético
Hipercolesterolemia Colestasis

Anorexia nerviosa
Porfiria aguda intermitente

Diabetes mellitus
Obesidad
Alcoholismo
Hepatitis aguda
Insuficiencia renal crénica
Trasplante renal
Sindrome de Cushing
Estrés
Quemaduras
Tratamiento antirretroviral
(inhibidores de la proteasa)

Hipertrigliceridemia

Hiperlipoproteinemia mixta
Diabetes mellitus mal
controlada
Alcoholismo
Anticonceptivos orales
Disgammaglobulinemias
Hipotiroidismo
Sindrome nefrético
Tratamiento antirretroviral

Hiperlipoproteinemia
mixta

25



- Obesidad. La obesidad, especialmente la abdominal, se
asocia con un aumento de triglicéridos, una disminucién
del cHDL y un aumento del cVLDL y de las particulas LDL
pequefias y densas®'. El aumento de la llegada de &cidos
grasos libres al higado a través del sistema porta es
responsable de la hiperlipidemia caracteristica de la
obesidad, condicionando una disminucion de la
sensibilidad hepatica a la insulina y un descenso en la
captacion de la misma por el higado, lo que estimula la
sintesis de TG y de Apo B100, y favorece una mayor
secrecion hepatica de VLDL-2. Al desarrollo de la
hipertrigliceridemia contribuye ademas la disminucién de la
actividad de la LPL, principal enzima que actla sobre las
lipoproteinas ricas en TG, VLDL y quilomicrones, y que
requiere de la insulina para ejercer su accion. En
condiciones normales, la insulina potencia la accion de la
LPL, habiéndose descrito una disminucion de su accioén en
pacientes obesos que contribuye a la lipemia postprandial
y al descenso del colesterol HDL. Este conjunto de
procesos provoca un enriquecimiento en TG de las
fracciones LDL y HDL, constituyendo un buen sustrato
para la accion de la lipasa hepética, cuya actividad esta por
el contrario aumentada en la obesidad, conduciendo a la
aparicion de particulas LDL pequefias y densas (LDL con

fenotipo B).
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- Diabetes mellitus. La hiperlipidemia asociada a diabetes
mellitus es muy frecuente en los pacientes con diabetes
mellitus tipo 2. De forma caracteristica, pueden presentar
hiperlipidemias incluso con buen control metabdlico debido
a la presencia de resistencia a la insulina, mientras que los
pacientes con diabetes tipo 1 sélo la presentan en el
contexto de un mal control metabdlico. Las alteraciones
lipidicas encontradas son proporcionales al grado de
resistencia insulinica. Esta se asocia a VLDL mas grandes,
LDL pequefias y densas y HDL mas pequefias®’. El
fenotipo caracteristico es el IV, con hipertrigliceridemia
aislada, debida tanto a un aumento en la biodisponibilidad
de sustrato para sintetizar TG (aumento plasmatico de
AGL) como a un descenso en la lipolisis de las particulas
VLDL. El resto de las alteraciones lipidicas asociadas a la
obesidad (colesterol HDL disminuido, LDL con fenotipo B,
aumento de la Apo B100) también suelen estar presentes.
En el UKPDS (United Kingdom Prospective Diabetes
Study) se demostr6 que la reduccion de las
concentraciones de LDL y de la presion arterial se
acompafaba de una disminucion del riesgo de cardiopatia
coronaria en mayor medida que el control de la glucemia.
Otros estudios como el HPS (Heart Protection Study) o el
CARDS (Collaborative Atorvastatin Diabetes Study) han
mostrado que el uso de estatinas para reducir indices de
colesterol LDL en pacientes diabéticos con niveles basales
de colesterol LDL cercanos a 100 mg/dl previene la

aparicion de eventos cardiovasculares, lo que refuerza la
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importancia de la prevencién primaria. Estos estudios
resaltan el papel clave que desempefia la reduccion de los
lipidos en la prevencion de la enfermedad cardiovascular
en la diabetes tipo 2, y debera hacer que los lipidos
reciban, como minimo, la misma atencién que el control de
la glucemia y de la presion arterial en el tratamiento de

estos pacientes.

Los objetivos actuales de control lipidico en adultos con
diabetes son los siguientes: colesterol LDL menor de 100
mg/dL (prevencién primaria) o menor de 70 mg/dL
(prevencién secundaria); colesterol HDL mayor de 40 mg/dl
(hombres) o mayor de 50 mg/dL (mujeres) y TG menor de
150 mg/dL segun la ATPIII.

- Hipotiroidismo. La incidencia de hiperlipidemia en esta
entidad es muy frecuente, observandose hasta en el 80-
90% de los individuos afectos. El fenotipo de hiperlipidemia
observado en el hipotiroidismo puede ser una
hipercolesterolemia pura (fenotipo Ila) o una hiperlipidemia
mixta (fenotipo Ilb o |lll), y mas raramente una
hipertrigliceridemia aislada (fenotipo 1V). La hiperlipidemia
asociada con mayor frecuencia al hipotiroidismo es la de
fenotipo lla, con elevacién del colesterol LDL?. En un
estudio de 268 pacientes con hipotiroidismo, la
hipercolesterolemia aislada estuvo presente en el 56% de
los mismas, mientras que la hiperlipidemia llb lo estaba en

el 34% vy la hipertrigliceridemia aislada en el 1,5%. Tan sélo

28



el 8,5% de los pacientes presentaban un perfil lipidico
normal. Las concentraciones de HDL pueden estar

normales, disminuidas o elevadas.

- Sindrome de Cushing. El sindrome de Cushing es el
cuadro clinico derivado del exceso de glucocorticoides,
tanto exdégenos (mas frecuente) como enddgenos. Esta es
una causa muy frecuente de hiperlipidemia secundaria,
sobre todo en el caso de administracion exdégena de
glucocorticoides en altas dosis. Suele asociarse con mayor
frecuencia a una hipetrigliceridemia o a una hiperlipidemia
mixta. Por wuna parte, los glucocorticoides causan
resistencia a la insulina, hiperinsulinismo e hiperglucemia,
que a su vez conlleva, por los mismos mecanismos que en
la diabetes mellitus tipo 2, al aumento en la sintesis y
secrecion hepatica de TG y VLDL. Ademas los
glucocorticoides estimulan la lipasa, movilizdndose asi los
TG del tejido adiposo y elevandose los AGL en plasma, lo
gue a su vez estimula la sintesis hepatica de VLDL. Otro
efecto de los corticoides es el estimulo post heparina de la
lipasa endotelial, lo que conlleva un aumento del
aclaramiento plasmético de las VLDL, aumentando los

niveles de LDL?*?%®,
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1. D Hiperlipemia Familiar Combinada

1. D. 1 Introduccidon

La Hiperlipemia Familiar Combinada (HFC; MIM 144250) es la
hiperlipemia genética més frecuente en pacientes supervivientes a
infarto agudo de miocardio (IAM) antes de los 60 afios. La HFC
fue descrita para denominar un nuevo trastorno lipidico por
Goldstein y cols. en 1973?° después de revisar mas de 50 familias
con historia de cardiopatia prematura donde se observé que
multiples miembros de las familias tenian elevaciones moderadas
de colesterol y/o triglicéridos, y que el patron de herencia era
compatible con un modelo autosémico dominante. De igual forma
en Estados Unidos, Rose y cols y en Finlandia Nikkila y cols®
estudiaron familias con caracteristicas similares a las observadas

por Goldstein.

Esta enfermedad presenta un complejo fenotipo que no esta aln
totalmente entendido. Los pacientes presentan elevaciones en el
colesterol total y/o triglicéridos que pueden variar a lo largo del
tiempo, dando fenotipos diferentes segun la clasificacion de
Fredrickson** lla, cuando presentan hipercolesterolemia, [V
cuando presentan hipertrigliceridemia o Ilb cuando la hiperlipemia

es mixta.

Mc Nelly y cols. en un seguimiento durante 20 afios en familias
con HFC, encontraron que un tercio de las familias cambiaron de

fenotipo y que el 17% de los pacientes pasaron a ser
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normolipémicos®®. También se observaron en estos pacientes una
elevacion de la Apo B100 y Apo C-lll que se asociaron
frecuentemente con hiperuricemia, hipertension  arterial,

d*®**  aumento de

intolerancia a la glucosa y obesida
concentracion de insulina, &cidos grasos libres, disminucion de la

concentracion de HDL y de la actividad de la LPL33?33,

La HFC aparece con una prevalencia de aproximadamente del 1
al 2 % en la poblacion general®. Esto en Espafia supone entre
400.000- 800.000 personas afectadas y en pacientes con
cardiopatia isquémica alrededor del 14 % sufren esta enfermedad.
Este porcentaje puede aumentar hasta un 40% en pacientes

supervivientes a infarto de miocardio®.

1. D. 2 Fisiopatologia

La HFC es causada por una sobreproduccion hepética de
lipoproteinas de muy baja densidad con un deficiente aclaramiento
de lipoproteinas ricas en triglicéridos. Estas lipoproteinas ricas en
triglicéridos de origen exdgeno y enddégeno son el resultado de

una sobreproduccion de Apo B100%** (Figura 5).

El posible mecanismo de este incremento de Apo B podria ser un
aumento en la concentracion de &cidos grasos libres (AGL) que
llegan al higado como consecuencia de una disminucién de la

captacion del tejido adiposo de los mismos®.
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Se han descrito diferentes causas para explicar la captacion

defectuosa por parte de los adipocitos de los AGL:

Resistencia a la insulina e hiperinsulinismo®. La
resistencia a la accion de la insulina esta
directamente relacionada con alteraciones del
metabolismo de lipidos; la insulina es una hormona
qgue controla el metabolismo de los hidratos de
carbono, lipidos y proteinas a través de diferentes
reacciones bioquimicas. A nivel de los lipidos la
insulina actua sobre distintas enzimas como son la
Acetil CoA carboxilasa para aumentar la sintesis de
acidos grasos; en higado, aumenta el aporte de
dihidroxiacetona fosfato para la reesterificacion de
los triglicéridos mediante la activacion de la
glucolisis, y sobre la lipasa hormonosensible
inhibiéndola e impidiendo que hidrolice los
triglicéridos en glicerol y acidos grasos. Por tanto
regula el metabolismo de los triglicéridos
controlando su reesterificacion vy lipdlisis y sobre la
piruvato deshidrogenasa para aumentar la sintesis
de AcetilCoA.

Se han descrito multiples alteraciones asociadas a
la IR, entre ellas se encuentra: intolerancia a la
glucosa, hipertrigliceridemia, HDL bajo, LDL

pequefias y densas, hipertrigliceridemia
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postpandrial, elevacién células de adhesion,
aumento de PCR, etc.

La accion de la insulina en los diferentes érganos lo

podemos observar en la Figura 6.

Resistencia a la insulina

Higado Miasculo

T Sintesis VLDL LAccion lipoproteinlipasa
T Aclaramiento HDL

Tejido adiposo
T Lipdlisis
1 Accidn lipoproteinlipasa

Figura 6. Consecuencia de la IR en el metabolismo lipidico.

- Interaccion defectuosa entre la proteina que

estimula la acilacién (ASP) y su receptor®.

- Alteracion de los mecanismos controladores de la
movilizacién de triglicéridos intracelulares en tejido

adiposo (catecolaminas y lipasa hormona sensible
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(LHS), observado en poblacion sueca aunque no
corroborado para otras poblaciones®.

- Aumento del flujpo de AGL unido a albumina

independiente de los efectos de la insulina®.

El contenido excesivo de acidos grasos en el higado determina un
aumento de la sintesis de triglicéridos y de VLDL. La elevada
secrecion de VLDL-2 da lugar a hipertrigliceridemia y elevadas
concentraciones de Apo B. Las particulas resultantes, conocidas
como VLDL-1, que tienen una vida media mayor, favorecen, por
una parte, la conversién en particulas aterogénicas LDL pequefias
y densas* y disminuyen las concentraciones de HDL, y por otra,
dificulta la hidrélisis de lipoproteinas postpandriales.

A los cambios en la produccion hepética de lipoproteinas se unen
defectos en sus vias de eliminacién. Se produce una disminucion
en la actividad de la lipoproteinlipasa, enzima encargada de la
lipolisis de las VLDL. La menor actividad de la enzima puede ser
debida a la resistencia a la insulina o0 a las concentraciones
anormalmente altas de acidos grasos que son inhibidores de la
actividad de la lipasa. La actividad de la lipasa hepatica, la cual
esta aumentada por la resistencia a la insulina, favorece la
aparicion de la LDL pequefias y densas al degradar las particulas
de triglicéridos de las LDL e IDL.
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Figura 7. Resumen fisiopatologia de la HFC. Modificacion de
Aguilar-Salinas et al. Investigacion Clinica 51(2): 2010.

Las particulas LDL son heterogéneas en cuanto a tamafio,
densidad y propiedades fisicas. Esto les confiere diferente
potencial aterogénico. Asi, los individuos con particulas de LDL
grandes se les clasifica como patrén A, mientras los que tienen
predominio de particulas pequefias y densas se clasifican como

patrén By tienen mayor riesgo de desarrollar ECV*°.

El tamafio de las LDL esta relacionado con la concentracion de
particulas VLDL y de triglicéridos totales. La mayor parte de los
sujetos con una trigliceridemia superior a 200 mg/dL, tienen un

patrén B de LDL, como se puede apreciar en la (Figura 8).
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Figura 8. Frecuencia de fenotipos de la particula LDL en relacién a
la concentracion de triglicéridos (modificada de Austin et al*®)

Las LDL pequefias densas son consideradas como un factor de
riesgo cardiovascular emergente por el National Cholesterol

I*’. De la misma

Education Programm Adult Treatment Panel Il
forma, las particulas HDL son una clase de lipoproteinas
heterogéneas debido al diferente contenido en apolipoproteinas,
lipidos y enzimas y al tamafio, distinguiendo entre HDL grandes
(1-3), intermedias (4-7) y pequefias (8-10)*. También han
mostrado una fuerte correlacion inversa con el riesgo

cardiovascular®®®°,
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Aunque un descenso de HDL se correlaciona con un aumento en
el riesgo cardiovascular, parece que la calidad de las particulas es
ISl,

mas importante que la cantidad total’>”, sugiriéndose que las

particulas mas pequefias se correlacionan positivamente con el

riesgo cardiovascular®®>%*,

1. D. 3 Diagnéstico

Desde el punto de vista clinico la HFC se manifiesta con
hipercolesterolemia y/o hipertrigliceridemia moderada. El
diagndstico clasico de la HFC se basa en el estudio familiar y la
expresion fenotipica variable con elevacion de la Apo B plasmatica
e historia positiva de enfermedad cardiovascular prematura en
pacientes y familiares de primer grado. Otras anormalidades
frecuentemente asociadas son bajos niveles de colesterol HDL,
alteraciones en la composicion de las lipoproteinas, con presencia
de LDL pequefias y densas, y aumento de los acidos grasos

libres®®°°,

La HFC en la actualidad no tiene ninguna prueba o marcador
bioquimico definitivo para realizar un diagnéstico inequivoco, lo
que dificulta su diagndstico preciso. Bredie y cols.®” han propuesto
una serie de criterios de inclusion y exclusién que son los mas

utilizados.
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Criterios mayores de inclusion:

Presencia de una hiperlipemia multiple en familiares
de primer grado, incluyendo: hipertrigliceridemia,
hipercolesterolemia e hiperlipemia combinada,
definidas por concentraciones plasmaticas en
ayunas de colesterol y/o triglicéridos superiores al

percentil 90 de acuerdo a edad y sexo.

Herencia de la hiperlipemia con una transmision
autosomica dominante.

Presencia de arteriosclerosis prematuras (antes de

60 afios) en familiares de primer grado.

Criterios de exclusion:

Presencia de xantomas en la familia.

Presencia de causas secundarias de hiperlipemia

en familiares afectos.

Presencia de genotipo Apo E (E2/E2) en sujetos

afectos.

Criterios de inclusion adicional o menores:

38



- Concentracion elevada de Apo B en plasma.

- Presencia de un patron de LDL con predominio de
las particulas pequefias y densas.

- Presencia de hiperlipemia en la adolescencia.

Diagnostico: Se basa en el cumplimiento de tres criterios mayores
de inclusion y exclusion; o que cumplan los criterios mayores de
inclusién uno y dos, criterios de exclusion y al menos un criterio de

inclusion adicional.

Diversos autores han demostrado que los criterios mas
consistentes para el diagnéstico, y que mejor diferencian los
sujetos afectados de los familiares no afectados, son la presencia
de valores plasmaticos elevados de Apo B y de LDL pequefias y

densas *°°

, por lo que se ha propuesto la necesidad de modificar
los criterios diagndsticos iniciales introduciendo nuevos

parametros que mejoran el diagnéstico:

CT > percentil 75-90
TG > percentil 90
ApoB > 120mg/dL

Predominio de LDL pequefias y densas

También se ha observado descenso en los niveles de HDL,

resistencia insulinica, hipertensién arterial, obesidad centripeta asi
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como valores elevados de acido drico, que pueden ayudar en el
diagnostico de la HFC.

1. D. 4 Genética

El ADN que forma un organismo es lo que se conoce como
genoma, el cual se encuentra organizado en cromosomas, en los
cuales encontramos dos brazos separados por el centrémero, el
brazo corto o “'p”" y el brazo largo 0 “"q”". La unidad elemental de
los cromosomas que portan la informacién de los caracteres
hereditarios son los genes, En los cuales podemos encontrar

cuatro zonas:

- Zona promotora situada en el extremo 5°.
- Zonareguladora situada en el extremo 3".

- Exones que representan la parte del gen que codifica las

proteinas.

- Intrones, fragmentos de ADN que se encuentran entre dos

exones.

Cada cromosoma esta formado por bandas y las bandas se
ubican en regiones a lo largo de los brazos. Las regiones se
numeran desde el centrdmero hacia el telémero (extremo del
cromosoma). Para definir una banda se necesita: nimero de
cromosoma, brazo, region y banda. Asi, por ejemplo el gen de la
lipoproteinlipasa se encontraria en 8p22, esto es cromosoma 8

brazo corto region 2 banda 2 (Figura 9).
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Figura 9: Estructura de un cromosoma

El lugar que ocupa cada gen en un cromosoma es lo que
llamamos locus, en plural loci. En cada cromosoma homologo los
genes que portan la informacién para un mismo caracter ocupan
el mismo locus, aunque puede suceder que se trate de alelos
distintos. Los alelos se nombran con letras mayusculas cuando es
dominante ej. A, y mindscula si es recesivo €j. a; asi tenemos tres
posibilidades: homocigoto dominante AA, heterocigoto Aa y

homocigoto recesivo aa.

El andlisis genético hasta ahora no ha revelado un marcador
especifico de la HFC. En un primer momento la HFC fue
considerada una enfermedad con rasgo autosémico dominante®
(variacion en genes pertenecientes a cromosomas no sexuales
donde se expresa el alelo dominante). Sin embargo andlisis
posteriores realizados por Godlstein y cols. son compatibles con

una herencia multigénica. Se han realizado estudios en mdltiples
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familias dando como resultado una herencia compleja. Estos
estudios sugieren que existen genes que afectan a los niveles de

62,63
B ’

triglicéridos en suero®, Apo , subfraccién LDL* e insulin

resistencia®.

En estudios realizados sobre el genoma, se ha observado la
existencia de determinadas regiones cromosOmicas donde se
encuentran genes gue contribuyen al perfil lipidico de la HFC. En
el primer estudio del genoma realizado sobre familias finlandesas
se identificaron 5 loci: 1921, 2g31, 10q11.2-10qter y 21q21°%¢¢".
Fueron identificadas en familias holandesas 4 loci sobre
cromosoma 2p, 11p, 16q y 199%; 2 loci 6 y 8p fueron
identificados en familias inglesas®. El loci 1g21 ha sido también

confirmado en familias alemanas, chinas y mejicanas’™ ™.

El modelo genético sugiere que la HFC puede resultar de la
combinacibn de genes mayores dominantes con genes
modificadores en los niveles plasméticos de lipidos. La
identificacion de estos genes modificadores puede ayudar a la

explicacién de la heterogeneidad genética de la HFC.

El estudio de algunos genes candidatos, basandose en su funcién
biol6gica y contribucién sobre el fenaotipo lipidico, pueden ayudar a
aclarar la base genética de la HFC, aunque estos genes
posiblemente no sean la primera causa de la enfermedad (Tabla
4). Entre los genes estudiados e involucrados en el metabolismo
lipidico estan la lipoproteinlipasa (LPL)"?, lipasa hepéatica (LH)"®, el
cluster Apo AI/CHI/AIV'*™, Apo AV, LCAT", Apo E’, genes
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relacionados con el metabolismo de tejido adiposo como TNF”® y
lipasa hormonosensible (LHS)®, genes relacionados con la
insulinresistencia, también tenemos la proteina de unién acidos
grasos (FABP)®, y receptores actividad proliferacion de
peroxisoma PPAR-5%.

Tabla 4. Genes candidatos asociados a HFC

REGION
LPL 8p22
LH 15q21
APO E 19q13
APO Al/CII/AIV/AV 11q13
LCAT 16G22
FABP 4q.28

LHS 19913.3
TNF 1p36

PPAR-5 22q

5UFS-1 1023

Pajukantay cols.®® mostraron que existia una importante
asociacion con el gen que codifica el factor de transcripcion UFS-
1. Esta localizado en el cromosoma 1921 y regula la expresion de
varios genes implicados en el metabolismo de lipidos y glucosa.
Hoffstedt y cols. demostraron la asociacion entre USF-1 y el

incremento de la lipolisis de adipocitos®*.
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Todo esto indica que la HFC puede desarrollar efectos aditivos de
muchos genes y por tanto se puede afirmar que no existe ningin
marcador genético especifico en estos momentos para esta

enfermedad.

De entre los genes candidatos implicados en el metabolismo
lipidico, la LPL, LH y Apo E tienen una influencia clara en el
mismo. Estos genes codifican para enzimas y apolipoproteinas
ampliamente citados en la literatura por su papel en la eliminacién,
transporte y remodelado de las lipoproteinas ricas en triglicéridos.
Por tanto, por el importante papel que juegan en el perfil lipidico
de los enfermos de HFC nos centraremos en los genes de la LPL,
LH y Apo E (Tabla 5).

Tabla 5. Mutacion y patologia asociada de genes candidatos

PATOLOGIA
MUTACION ASOCIADA
EXON 2(LPL) Asp9Asn HlpertrlgllcierldemlayLDL
pequefias y densas
EXON 5(LPL) Gly188Glu Hipertension arterial
EXON 6(LPL) Asn291Ser Lipemia postprandial
PROMOTOR Triglicéridos y cardiopatia
T93G . o
(LPL) isquémica
LH C514T Hiperco_legterqlemi_ae
hipertrigliceridemia
Hiperlipemia y enfermedad
ApoE cardiovascular
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1. D. 4.1 Lipoproteinlipasa (LPL)

La lipoproteinlipasa (LPL, E.C. 3.1.1.34) es una enzima
glucoproteica, dimérica y anclada en el endotelio que juega un
papel clave en el catabolismo de las particulas ricas en
triglicéridos como son los QM y VLDL®, hidrolizando los
triglicéridos para liberar é&cidos grasos libres y 2-
monoacilgliceroles que son captados y metabolizados por los
tejidos subyacentes para su almacenaje y oxidacion vy
favoreciendo el intercambio de apolipoproteinas y lipidos con las
HDL, y transformando los QM vy, sobre todo las VLDL, en
particulas cada vez mas pequefias y cargadas de colesterol. La
alteracion en este catabolismo da lugar a la aparicion de particulas
VLDL mas pequefias y con concentraciones mas elevadas de Apo
B, que condicionan también la aparicién de un mayor nimero de
particulas LDL pequefas y densas (fenotipo B de las LDL). Estas
particulas se ha comprobado que son mas aterogénicas y con

menor afinidad por el receptor de las LDL®®(Figura 10).

La LPL se sintetiza preferentemente en las células del tejido
muscular y adiposo. Después de su sintesis el enzima sufre una
serie de modificaciones que van a controlar posteriormente su
actividad. Asi, si no existe una glicosilacion, el enzima es

inactivo®®.

La expresion de la LPL requiere la formacion de un complejo
homodimérico no covalente para ser activa. Tras las

modificaciones se transporta a la parte externa de la membrana
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de las células endoteliales que rodean la luz de los capilares
sanguineos, donde se encuentran normalmente adheridas a
proteoglicanos heparan-sulfato y desde esta posicion ejercen su
funcion. También existe LPL libre en el plasma, pero ésta es

inactiva.
Los principales sustratos de la LPL son los QM y VLDL que

ademas proveen a la LPL de un cofactor importante para su

accién enzimatica, la Apo C-1139%,

VLDL — IDL
= /i ~

) A
Glicerol-P —~

AsCOA

\ m 4/ T B-oxidacién

Figura 10. Funcion de la lipoprotein lipasa (LPL)

Estad regulada la LPL por numerosos factores, entre ellos
encontramos citoquinas proinflamatorias, hormonas, etc. La
insulina incrementa su actividad, lo que podria explicar porqué en

situaciones de resistencia periférica a la hormona como la
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diabetes tipo 2, aumenta la concentracion y vida media tanto de
los quilomicrones como de las VLDL, con negativas repercusiones

sobre el riesgo cardiovascular®.

El gen de la LPL se localiza en el brazo corto del cromosoma 8
(8p22) y esta formado por 10 exones y 9 intrones con un tamafio
30 Kilobases (Kb).

8p22

(RITDCITITTITEITTRED
Figura 11. Posicion del gen de la LPL en el cromosoma 8

A partir de la secuenciacion de cDNA se codifica una proteina
madura de 448 aminoacidos con un peso molecular (PM) de
50.394 daltons que tras glicosilarse llega a 55.000 daltons en caso
de la formacién monomérica madura de la proteina®. Su centro

catalitico lo forman tres aminoéacidos: Ser132, Asp156 y His241% .

Se han descrito unas 80 mutaciones del gen de la LPL en
humanos la mayoria sin efecto sobre el metabolismo; las mas
frecuentes se encuentran en los exones 5y 6°. Muchas de estas
mutaciones son poco frecuentes, aunque algunas estan asociadas

a la HFC y enfermedades cardiovasculares prematuras.

La mutacién Asn291Ser (N291S) situada en el exon 6 es una de

las mas frecuentes y ha aparecido asociada a aterosclerosis
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coronaria prematura y HFC. Algunos datos sugieren que esta
mutacion afectaria especialmente a la lipemia postprandial
empeorando el fenotipo de la HFC. La frecuencia de esta

mutacion en la poblacién caucéasica oscila entre 2-5%%,

Un meta-analisis ha puesto de manifiesto que esta variante
Asn291Ser es un factor de riesgo para dislipemia, caracterizado
por hipertrigliceridemia y descenso de los niveles HDL, asi como

para la diabetes mellitus tipo 2 y enfermedad coronaria®*’.

Otra mutacion encontrada con relativa frecuencia en el gen de la
LPL es la Asp9Asn (D9N), situada en el exon 2, y parece estar
relacionada con un aumento del riesgo de aterosclerosis
coronaria, hipertrigliceridemia y aumento de las LDL pequefas y

densas. Su frecuencia se ha estimado entre 4-5%%.

Una tercera mutacién encontrada ha sido Gly188Glu, situada en
el exdn 5 y que se ha observado que esta relacionada con la

hipertension arterial®®.

Una cuarta mutacion ha sido la variante -T93G, variante del
promotor, normalmente en desequilibrio de ligamiento con la
mutacion Asp9Asn, estando esta doble heterocigosidad asociada
a elevados niveles plasmaticos de triglicéridos e incremento de

cardiopatia isquémica'®.
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1. D. 4.2 Lipasa hepética (LH)

La lipasa hepatica (LH) (EC 3.1.1.3), es una enzima glicoproteica
gque se sintetiza en el reticulo endoplasmico de los hepatocitos y
reside en la superficie de éstos donde realiza su accion. La LH

sufre una glicosilacién para su actividad y secrecion®.

Tiene dos actividades: fosfolipasa y triglicérido lipasa; ademas
interviene en el modelado de particulas IDL para su
transformacion en LDL eliminando fosfolipidos y triglicéridos en los
pasos finales'®. También elimina fosfolipidos v triglicéridos de las
HDL, provocando un aclaramiento de HDL del plasma, asi como la
conversion de HDL2 a HDL3, y su deficiencia da lugar a un patron
lipidico en el que aumentan el colesterol y los triglicéridos, siendo
el aumento de colesterol debido fundamentalmente a la elevacion
de HDL. Variaciones en la actividad de la LH pueden predisponer
a enfermedad arterial coronaria por su efecto sobre el tamafio y
densidad de las particulas LDL y variaciones en la concentracion
HDL'®,

La deficiencia de LH se transmite de forma recesiva de forma muy
poco frecuente y se caracteriza por la aparicion de arteriosclerosis
de forma prematura y da lugar a una circulacion anormal de las

lipoproteinas™®.

El gen de la LH se localiza en el brazo largo del cromosoma

15021'® y esta constituido por 9 exones y 8 intrones con un
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tamafio de 30 kb. Este gen sintetiza una proteina madura de 477
aminoéacidos con un PM de 53.431 daltons'® (Figural2).

15q21.3

Figura 12: Posicion del gen de la LH en cromosoma 15

Se han descrito algunas mutaciones en casos raros de déficit
familiar de LH que se asocian con pérdida de actividad del enzima

0 con una alteracién en su procesamiento celular.

En la region del promotor encontramos cuatro polimorfismos, que
se encuentran en completo desequilibrio de ligamiento, G250A,
C514T, T710C y A763G*"'%, El mas estudiado de todos ellos en
relacion con la HFC es el Nlalll (C514T)'% que parece explicar un
38% de la variabilidad en la actividad de la LH"°. Los
heterocigotos para esta mutacion se relacionan con un aumento
moderado de los niveles de HDL en hombres pero no en mujeres.
Los homocigotos se asocian con un marcado incremento de la

concentracion de HDL y Apo A-I.

1. D. 4. 3 Apolipoproteina E (Apo E)

La apolipoproteina E (Apo E) es una glicoproteina sintetizada
fundamentalmente en el higado, pero también en otros érganos
como bazo, rifién, glandulas adrenales y cerebro. En el plasma, la
Apo E se encuentra en los QM, VLDL y HDL. Participa en el

transporte y el metabolismo de lipidos plasméticos al actuar como

50



ligando de las LDL y de los receptores de Apo E*'. El gen a partir
del cual se va a sintetizar la Apo E en el humano se encuentra
situado en el cromosoma 19. Es una proteina compuesta por 299
aminodcidos y codificada por un gen situado en el brazo largo del
cromosoma 19 (19g13) con una longitud de 3.7 Kb y 4 exones™*?
(Figura 13).

19q13.

d1Ddibn
Figura 13.Posicion gen Apo E en cromosoma 19

La naturaleza polimérfica del gen de la Apo E se describié tras los
estudios de Uterman por isoelectroenfoque®. Es un gen con tres
alelos codominantes (E2, E3 y E4) que dan lugar a 6 posibles
genotipos: E2/E2, E3/E3, E4/E4, E2/E3, E2/E4 y E3/E4. La
frecuencia de los alelos E4, E3 y E2 en la poblacién caucasiana
obtenidos por electroforesis de acrilamida son 14 %, 80 % y 6 %
respectivamente™®. Estas isoformas se diferencian en la
sustitucion de uno de los aminoAcidos en la posicion 112-158°.
La E2 tiene cisteina en ambos, la E4 arginina en ambos y la E3
cisteina en el 158 y arginina en el 112™° (Figura 14) lo que va a
modificar el reconocimiento de sus receptores especificos,

especialmente en el caso de la Apo E2.

El papel principal de la Apo E en el metabolismo lipoproteico es el
aclaramiento por parte del higado de las lipoproteinas ricas en

triglicéridos (VLDL y QM) y de sus remanentes ya que actlan
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como ligando para el receptor hepético de las LDL y para el

receptor de los remanentes (LRP).

Pero ademés, también
regula la produccién hepatica de las particulas VLDL y la lipolisis

de las mismas por parte de la LPL.

Los sujetos portadores de la isoforma E2 tienen menos colesterol
intracelular debido a la escasa afinidad que tiene por el receptor
de las LDL lo que disminuye la captacién hepética de QM vy
VLDL™®. Esto provoca un aumento en el nimero de receptores de
LDL en el hepatocito. Ademas parece ser que la apoE2 disminuye
la conversion de VLDL en LDL. Por su parte, la isoforma E4 tiene
una mayor afinidad por las VLDL y los QM, lo que implica un
aumento de colesterol intracelular que da lugar a una disminucién

LY En el estudio

de la expresion de los receptores de la LD
Framingham'® se ha encontrado que en varones no sélo el alelo
E4 se asocia con mayor riesgo de enfermedad cardiovascular,
sino que también los portadores del alelo E2 tenian un significativo

mayor riesgo.
El impacto de las diferentes isoformas de la Apo E especialmente

E2 y E4 intervienen en el metabolismo lipidico y parecen intervenir

en la expresion fenotipica de la HFC.
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M Gen Apo E

Exonl Exon2 Exon3 Exon4
- 1 N W, "
Apo E3
Cisteinall2 Argininal58
NH; J COOH
Apo E4 Argininall | | Argininals8
NH; - . COOH
Apo E2
Cisteinall2 Cisteinal58
NHz COOH

Figura 14. Gen Apo E y sus proteinas correspondientes. La figura
muestra el gen con sus cuatro exones. Dentro del cuarto exon,
estan los codones correspondientes a los sitios de mutacion 112 y
158 en la proteina Apo E, lo cual resulta en las tres proteinas
correspondientes, Apo E3, Apo E4 y Apo E2.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2. A Hipodtesis

La hiperlipemia familiar combinada es la forma de dislipemia
genética mas frecuente entre las familias de pacientes que han
sufrido un infarto de miocardio prematuro, constituyendo un factor
de riesgo importante para el desarrollo de enfermedad
cardiovascular prematura y se caracteriza por la existencia de
multiples fenotipos lipoproteicos con elevacion de los niveles de
colesterol total y/o triglicéridos, asi como aumento de la
concentracion de Apo B, aumento de las LDL pequefias y densas
y disminucién de HDL.

La enfermedad estd causada por una sobreproduccién de
lipoproteinas ricas en triglicéridos junto con un deficiente
aclaramiento de los mismos. La hiperlipemia familiar combinada
es una enfermedad heterogénea y poligénica con un patron
autosémico dominante donde su manifestacion se puede llevar a
cabo por la interaccion de multiples factores genéticos y también
ambientales. Los polimorfismos que se han observado en
diferentes enzimas involucradas en su metabolismo lipidico,
podrian repercutir en la enfermedad, asi como la presencia
mayoritaria de las particulas LDL pequefias y densas (patron B de

las LDL) y la variacion de las diferentes subfracciones del HDL.

La hip6tesis de trabajo es que en la HFC aunque las alteraciones

genéticas no sean la primera causa de la enfermedad, la
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presencia de diferentes polimorfismos en enzimas implicadas en
el metabolismo lipidico podria relacionarse con los distintos
fenotipos lipoproteinicos, asi como en el predominio de LDL
pequefias y variacion de las subfracciones de HDL.

2. B Objetivos

- Andlisis del perfil lipidico de pacientes con HFC junto con
el estudio de variaciones en las subfracciones de LDL y
HDL.

- Estudio de diferentes polimorfismos de las enzimas
lipoproteinlipasa, lipasa hepética y apolipoproteina E en

pacientes con Hiperlipemia Familiar Combinada.

- Analizar el grado de relacion del perfil lipidico aterogénico
con los diferentes polimorfismos estudiados en pacientes
con Hiperlipemia Familiar Combinada de la Comunidad

Valenciana.

- Analizar la relacién de los polimorfismos de la LPL, LH y

Apo E con las particulas LDL pequefias y densas.
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PACIENTES Y METODOS
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3 PACIENTES Y METODOS

3. A Pacientes

Hemos estudiado 33 familias reclutadas durante tres afos con
Hiperlipemia Familiar Combinada procedentes de la Unidad de
Lipidos del Servicio de Endocrinologia y Nutricibn del Hospital
Universitario Dr. Peset de Valencia; todas ellas pertenecientes a la
Comunidad Valenciana. Fueron diagnosticados de HFC un total
de 93 individuos segun los criterios de inclusiéon y exclusiéon de
Bredie SJ y cols®. De los sujetos diagnosticados 43 son hombres
y 50 son mujeres con un rango de edad entre 18 a 75 afios.

Los pacientes se seleccionaron siguiendo los siguientes criterios:

- Edad: 18-75 afios.
- IMC inferior a 35.
- Historia familiar de dislipemia con fenotipo mdltiple.

- Colesterol total superior a 200mg/dL vy/o
Triglicéridos por encima de 150mg/dL (valores

superiores al percentil 90).

- Apo B por encima de 120mg/dL

Fueron excluidos los pacientes con los siguientes criterios:
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- Obesidad: IMC superior o igual a 30 kg/m2. Seguln
la Sociedad Espafiola para el Estudio de la
Obesidad.

- Diabetes mellitus: Glucemia basal mayor o igual a
126mg/dl al menos en dos ocasiones 0 mayor o
igual a 200mg/dI tras sobrecarga oral de glucosa a
los 120 minutos y HBA1c superior o igual a 6.5 %.

- Enfermedad hepatica: Valores de transaminasas
superiores a 2 desviaciones estandar.

- Enfermedad renal avanzada: Filtracién glomerular

inferior a 60 ml/min/1.73 m2.
- Enfermedad tiroidea.
- Alcoholismo.
- Pacientes en tratamiento hipolipemiante.
- Enfermedad neoplasica.

- Presencia de xantomas.

El grupo control esté constituido por 100 individuos genéticamente
independientes, sin riesgo cardiovascular y sin antecedentes de
ningan tipo, con valores de Apo B por debajo de 120mg/dL, CT
inferior a 200mg/dL y niveles de TG por debajo de 150 mg/dL. EI
grupo control, seleccionado de la poblacion general de la
Comunidad Valenciana, estaba integrado por 53 hombres y 47

mujeres de edades comprendidas entre 18-75 afios.
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3. B Disefio del estudio

El estudio esta basado en un disefio de casos-controles. Mediante
este disefio se hace la comparacién de dos grupos de personas:
uno de ellos afectado por HFC (casos) y otro formado por

personas que fueron reclutadas para estudio y no padecian la

enfermedad (controles).

Todos los casos han sido diagnosticados antes del inicio del

estudio.

3. C Métodos

3. C. 1 Medidas antropométricas

Los parametros antropométricos medidos fueron los siguientes:

El estudio bioquimico del metabolismo lipidico se realiz6 con
sangre venosa. La extraccion de sangre se realiz6 en ayunas de
12 horas; las muestras se centrifugaron inmediatamente a 3000

r.p.m. en centrifuga refrigerada a 4° C durante 10 minutos. Las

Peso: en kilogramos (kg) en bascula romana.
Talla: en metros (m).
indice de masa corporal (IMC): kg/m?.

Circunferencia cintura y cadera (cm).

3. C. 2 Estudio bioquimico

60


https://es.wikipedia.org/wiki/Diagn%C3%B3stico

determinaciones que no se realizaron en el mismo dia se

guardaron congeladas a —80°C hasta su determinacion.

Los parametros se determinaron en el laboratorio de bioquimica

del Hospital Dr. Peset siguiendo las siguientes metodologias:

- Colesterol Total (CT): Determinado por método
enzimatico colorimétrico por la enzima colesterol
oxidasa a punto final en analizador Synchron LX20
Pro de Beckman Coulter'?’. El coeficiente de
variacion fue inferior a 3.5%. El analizador utiliza el
método de medida a tiempo final. La reaccién usa
la hidrélisis de ésteres de colesterol por la
colesterolesterasa para obtener colesterol libre y
acidos grasos. El colesterol libre es oxidado por la
colesterol oxidasa a colesterano y peroxido de
hidrégeno. A continuacion la peroxidasa cataliza la
reaccion del peréxido de hidrégeno con 4-
aminoantipirina (4AAP) y fenol obteniendo un
producto coloreado, la quinoniemia. EI cambio de
absorbancia a 520nm en un intervalo de tiempo fijo
nos proporciona la concentracion de

colesterol.

Ester de colesterol —CE Colesterol + acido graso

Colesterol + 02 C—O- Colestén-3-ona + H202

2H,0, + 4-AAP + Fenol —2r9883_ o in sneimina + H,0

015196l EPS
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La sensibilidad en la determinacion fue de 5mg/dL y
el coeficiente de variacion intraensayo fue inferior
al 3.5%.

Triglicéridos (TG): Determinado por método
enzimatico colorimétrico a punto final a tiempo fijo
en analizador Beckman LX20'%.

Los triglicéridos en la muestra son hidrolizados a
glicerol y &cidos grasos libres por la accién de la
lipasa. Una secuencia de tres pasos enzimaticos
acoplados usando glicerol kinasa (GK), glicerol
fosfato oxidasa (GPO), y peroxidasa de rabano
picante (HPO) causa el acoplamiento oxidante del
acido 3,5-dicloro-2-hidroxibenzenosulfénico (DHBS)
con 4-aminoantipirina y forma un colorante rojo de

guinoneimina.

El sistema controla el cambio de absorbancia a 520
nm. El cambio de absorbancia es directamente
proporcional a la concentracion de triglicéridos en la

muestra.

La sensibilidad en la determinacion de triglicéridos
fue de 10mg/dL con un coeficiente de variacién

intraensayo de 6.3%.

- Colesterol HDL (cHDL): Determinacion directa

por método enzimatico colorimétrico por enzimas
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colesterolesterasa y colesterol oxidasa modificas
por polietilenglicol (PEG) y sulfato de a-ciclodextrina
en analizador Beckman LX20'. Es un método a
punto final y tiempo fijo. El sistema controla el
cambio de absorbancia a 560nm. El cambio es
directamente proporcional a la concentracion de

HDL de la muestra.

La sensibilidad del método fue de 5mg/dL con un

coeficiente de variacion intraensayo inferior al 3.2

Detergente

LDL, VLDL, quilomicrones —
Polianion

Complejos estables

Col | est
HDL Colesterol —oesterolesterasa 4 & estenona + H,0,
Colesterol oxidasa

H,0, + DSBMT + 4-AA —2rXid883_ b4 1cto de color

DSBmT: N,N-bis (4-sulfobutil) - m - toluidina - disodio

4-AA: 4-aminoantipirina

S015231L EPS

Colesterol VLDL: Valor calculado a partir de la

formula:

VLVL=TG/5
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Colesterol LDL (LDL): Valor calculado a partir de la
férmula de Friedewald’s para valores inferiores a
300mg/dL de TG:

CLDL= CT- (HDL + VLDL)"*

Colesterol no-HDL calculado:

c no-HDL= CT - HDL

indice aterogénico del plasma (IAP): Valor
calculado aplicando la formula siguiente:

IAP=Ig TG/cHDL

Apolipoproteina A (Apo A-l): Determinado por
inmunonefelometria en analizador Dade Behring
BNII. El coeficiente de variacion fue inferior al 5.5%.
Constituye un método inmunoquimico en el cual se
forma un inmunocompejo entre la Apo A-1 y un
anticuerpo especifico. ElI inmunocomplejo dispersa
el haz de luz cuya intensidad es proporcional a la
concentracion de Apo A-l en la muestra. Se
establece una curva de calibracibn con cinco
puntos obtenidos de diluciones seriadas a partir de
un suero patrén, que sera utilizada por el sistema
para proporcionar el valor de Apo A-l de la muestra.

La sensibilidad de la muestra viene determinada
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por el limite inferior de la curva de calibracion. El
coeficiente de variacion intraensayo fue inferior al
6%.

Apolipoproteina B (Apo B): Determinado por
inmunonefelometria en analizador Dade Behring
BNII. Es un método inmunoquimico en el que se va
a formar un inmunocomplejo entre la Apo B100 y un
anticuerpo especifico. El inmunocomplejo dispersa
el haz de luz cuya intensidad seré proporcional a la
concentracion de Apo B100. Al igual que con la Apo
A se establece una curva de calibracién de cinco
puntos que serd utlizada por el sistema para

proporcionar el valor de Apo B de la muestra.

La sensibilidad de la muestra viene determinada
por el limite inferior de la curva de calibracion. El
coeficiente de variacion intraensayo fue inferior al
6%.

Lipoproteina a (Lp(a)): La determinacion se realizd
mediante enzimoinmunoanalisis en analizador
Biochem Personal Lab Junior. Es un ELISA de
captura de un paso. Los pocillos de ELISA estan
recubiertos con anticuerpos anti-apo(a) especificos.
En un primer paso se incuban junto a un conjugado
anti-apo(a). Durante el tiempo de incubacion, las

particulas Lp(a) son marcadas por el conjugado.
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Los componentes de suero no especifico y el
conjugado no unido se eliminan mediante el lavado.
En un segundo paso de incubacion se produce la
reaccion enzimatica dando un producto coloreado.
La intensidad de color es directamente proporcional
a la concentracion de Lp(a) en la muestra. La

densidad optica se midié a 450nm.

3. C. 3 Determinacion patron B de las LDL

El fenotipo B de las particulas LDL fue medido por electroforesis,
utilizando gel en gradiente de poliacrilamida del 2 al 16% segun

método descrito por Nichols y cols.'?*2®,

La asignacion del fenotipo de la subclase de LDL est4 basada en
la medida del didmetro de la particula; asi, obtenemos dos
patrones diferentes: Patrén A, cuando el didmetro es mayor de
25.5nm, y Patron B, con predominio de particulas pequefias y

densas con un didmetro menor o igual a 25.5nm"*’.

Las muestras fueron marcadas con una solucién de etilenglicol y
Negro Sudéan al 0.1%. Buffer: Tris (0.09M), &cido borico (0.08M),
EDTANa, (0.003M) y pH 8.3. La electroforesis se llevd a cabo
refrigerada (4-8°C) con una preelectroforesis de 1 hora a 120 V,
seguida de electroforesis 30 minutos a 20 V, 30 minutos a 70 V y
12.5 horas a 90-100 V.
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Se utilizaron como estadndares sueros con fracciones de diametros
de LDL conocidos de 28.67nm, 26.98nm 26.35nm y 24.19nm para
establecer una recta de calibracion. Se escanearon los geles y se
midieron las distancias recorridas por las diferentes bandas (Rf o
indice de migracion), desde el punto de salida hasta la banda mas
prominente. Con las muestras control se calculé la recta de
regresion y en ella se extrapolaron las muestras. El coeficiente de

variacién intraensayo fue inferior al 1%.

CIC2C3ABA B BBBA

Figura 15. Ejemplo de gel en gradiente de poliacrilamida 2-16%.
Patron A: predominio de lipoproteinas de baja densidad, LDL
grandes (>25,5nm). Patron B: predominio de LDL pequefias y
densas (£25,5nm). C: Controles con bandas de tamafio conocido.

3. C. 4 Determinacion subfracciones de HDL

Las subfracciones de HDL fueron separadas utilizando el sistema
Lipoprint Quantimetrix®'?®®, Este método consiste en una
electroforesis en gel de poliacrilamida de alta resolucion

(especifico para HDL) con un gradiente fijo al 3% dispuesto en un
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tubo de cristal. Brevemente, se mezclaron 25 pl de suero en la
parte superior del tubo de gel junto a 200ul o 300 pl de un gel de
carga, que contiene negro Sudan B para marcar las lipoproteinas.
Una vez polimerizada la mezcla durante 30 minutos mediante una
lampara fluorescente, los tubos se colocan en una cémara
electroforética que se sometié a una corriente eléctrica —3mA por
el tubo de gel durante 55-60 minutos. El tampdén usado es
trisaminometano y acido bérico, con pH de 8.2-8.6. Una vez
realizada la electroforesis y separadas las bandas se lleva a cabo
una densitometria a 610nm, y los datos son exportados vy
analizados por un programa informatico desarrollado para el
sistema Lipoprint Quantimetrix y el programa de imagen NIH
version 1,62. Como control de calidad se utilizo el Liposure®
(Quantimetrix Corporation, Redondo Beach, CA, EE.UU).

El informe generado presenta el perfil de distribucion de las
lipoproteinas junto a los porcentajes de areas y colesterol que
contiene cada fraccion. Este sistema permite cuantificar hasta 10
subfracciones distintas de HDL: grandes HDL1-3, intermedias
HDL 4-7 y pequeias HDL 8-10

3. C. 5 0btencion de ADN gendmico

Se necesitan al menos 15 ml de sangre total (tubo con EDTA-
tripotasico) la cual puede permanecer almacenada como maximo

24 horas a temperatura ambiente.
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Para obtener los leucocitos se realizo la lisis de los eritrocitos
mediante un choque osmético, para ello se centrifug6b a 465g
(2000 rpm) durante 20 minutos y con fuerza de desaceleracion
minima. El sobrenadante obtenido, correspondiente al suero, se
elimind y la interfase que contenia las células blancas se colocé
en un tubo de 50mL en el cual se continud la purificacion. Los
glébulos rojos fueron lisados afiadiendo 15mL de Tampdn de lisis
1 compuesto por 0,9% NaCl y 0,1% nonidet P-40 agitando
fuertemente durante 2 minutos hasta disgregar la masa celular.
Tras esta agitacion inicial se incubdé 5 minutos a temperatura
ambiente y se agité nuevamente durante 1minuto. Las muestras
se centrifugaron durante 40 minutos a 1500g a temperatura
ambiente con fuerza de desaceleracion intermedia. El
sobrenadante se elimin6 por decantacion y el precipitado se lavo
en 30mL de tampén de lisis mediante una agitacion enérgica
durante 2minutos tras lo cual se centrifugd nuevamente. Después
se realiz6 otro lavado en idénticas condiciones, tras este paso los
leucocitos aislados se guardaron a -20 °C si su procesamiento iba

a ser inmediato o bien a -80°C para procesamiento posterior.

Una vez obtenidos los leucocitos, estos deben ser lisados para
obtener su ADN.

El precipitado de células blancas obtenido se lis6 vorteando
enérgicamente durante 1min. Tras la lisis se afiadié 0,8mg de
proteinasa K en 3,5mL de solucion NLB (400mM NaCl, 10mM
Tris-HCI pH 8,2 y 0,2%SDS) y se incubé 12 horas a 37°C.

Posteriormente, se afiadié 0,4mg de proteinasa K y se incubo a
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50°C durante 1hora 30 minutos. A continuacion se dejo enfriar a
temperatura ambiente y se afadié 1270ul de acetato amédnico
7,5M a 4°C para precipitar las proteinas. Tras una incubacion de
10minutos a 4°C se centrifugd 60minutos a 4000 rpm a 4°C con
baja fuerza de desaceleracion. El sobrenadante se decantd en un
tubo de 50mL limpio donde se precipitdé el ADN afiadiendo 2,5
volimenes de etanol absoluto a -20°C (generalmente 12,5mL de
etanol a 5mL de sobrenadante). EI ADN precipitado se recuperé
mediante una pipeta de vidrio con la punta doblada a la llama, se
lavé con etanol al 70% y se dejo secar al aire. Una vez seco, el
ADN se resuspende en 500ul de agua libre de DNAasas calidad

superior.

Cuantificaciéon y determinacién de la calidad de ADN

Se basa en la medicion espectrofotométrica de la cantidad de
radiacion UV absorbida por las bases nucleotidicas. Se tomaron
lecturas a 260nm y 280nm en un Biofotémetro (Eppedorff). A
260nm se calculé la concentracion de acidos nucléicos y a 280nm
la de proteinas. La pureza se determiné por la razén entre las
lecturas a 260nm y 280nm (DO,0/DO2g0).

Se obtuvo la concentracién de ADN mediante la siguiente formula:
[ADN]= (Fd cubeta) x (50ng/ul)/ DO260nm

Fd= Factor de dilucién= Volumen de la cubeta / Cantidad de ADN

cuantificar.
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El ADN se conserva a -20°C.

La verificacion del grado de fragmentacion del ADN se determiné
por electroforesis en agarosa al 0.6% a 120V durante 2 horas.
Una banda nitida en el gel indica pureza e integridad adecuada
para la amplificacién por PCR. La presencia de un barrido sugiere
una contaminacién por sales y la aparicion de multiples bandas es
sefal de degradacion del ADN. No se considerd ningin ADN que

tuviera estas caracteristicas.

3. C. 6 Amplificacion del ADN

El ADN se amplific6 por PCR de forma que se amplificaran
especificamente los fragmentos correspondientes a los
polimorfismos: Asn291Ser Asp9Asn Gly5188Glu y T93G del
promotor, de la LPL, promotor C514T de LH y genotipo Apo E. Los
oligonucleétidos se disefiaron mediante el programa Primer 3
(http:// bioinfo.ut.ee/primer3). El producto de PCR fue digerido con
las enzimas de restriccion: Rsal, Taqgl, Avall, Apal, Nlalll y Hhal
respectivamente. La visualizacion de los fragmentos de ADN
digeridos se realiz6 mediante electroforesis vertical en gel de
poliacrilamida y la visualizacion de las diferentes bandas se llevo a

cabo mediante revelado por tincion de plata.

3. C. 7 Anédlisis de polimorfismos LPL y LH

El andlisis de los polimorfismos T93G , Asp9Asn, Gly5188Glu,
Asn291Ser de la LPL y C514T de la LH se llevo a cabo mediante
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amplificacion por PCR, seguido de digestion con enzimas de
restriccion y electroforesis en gel de poliacrilamida que permite
visualizar los fragmentos y saber asi, si una muestra presenta o no

un determinado polimorfismo

Se identifican 4 RFLPs, uno en el promotor y 3 en diferentes
exones en el gen de la LPL:

- Asn291Ser (N291S) situado en el exén 6. La
identificacion se realiza por amplificacion mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de un
fragmento constituido por 238 pares de bases (pb) usando
oligonucledtidos  (primer) suministrados por Sigma
Genomys: A (5 GCCGAGATACAATCTTGGTG 3) vy
oligonucledtido B (5° CTGCTTC TTTTGGCTCTGACTGT
3’). El polimorfismo tiene un sitio de restriccion y el enzima

utilizado para la digestiéon es la RSA | de MBI Fermentas.

La PCR se lleva a cabo con un volumen final de 25yl
conteniendo 0.3mM de cada primer, 0.2mM por cada
desoxinucleotido trifosfato (dNTPs), 1x Taq buffer, 2mM
MgCl,, 100ng de ADN genomico y 2.5U de Taq polimerasa
de Netzyme en un termociclador Master-Cycler de
Eppedorff. La PCR se realiza siguiendo un protocolo™*
bajo las siguientes condiciones: un paso de
desnaturalizacion inicial durante 10 minutos a 94°C,
seguido de 40 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos
a 60°C y 45 segundos a 72°C. Esto fue seguido de 20

ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 60°C menos
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0.5°C en cada ciclo y 45 segundos a 72°C, y luego 10
ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 50°C y 45
segundos a 72°C. La extension final consisti6 en 10
minutos a 72°C. El producto de amplificacion fue digerido
con el enzima de restriccibn RSAI segun el programa
siguiente: volumen final de 20ul conteniendo 10ul de ADN
amplificado, 2ul buffer, 0.5ul de enzima RSAIl y 7.5ul de
agua, en termociclador durante 4 horas a 37°C. El
producto de la digestion se analizé en poliacrilamida al 8%
a 120V durante 2 horas. El Tampo6n de carga que se uso
fue: 256mg de bromophenol blue, 25mg de xileno, 3ml de
glicerol y agua destilada hasta 10ml. Se cargo 6ul de
producto de digestion y 2ul de tampdén de carga. Como
marcador de peso molecular se utiliz6 X174 DNA/BsuRl

(Haelll) (Fermentas).

Tras la electroforesis las distintas bandas se visualizaron
mediante revelado por tincion de plata que se realizo
siguiendo los siguientes pasos: (1) Se fijo el gel 10 minutos
en etanol al 10% y se lavé con agua destilada (2) Se
incub6 durante 3min en &cido nitrico al 65% para realizar la
oxidacion y se lavé con agua destilada (3) Posteriormente
se incubé con 12mM (2,02g/L) de nitrato de plata durante
20min (4) Tras este paso se eliminé la plata y se lavéd con
agua destilada dos veces. (5) Posteriormente se afiadio el
revelador [29,6g/L Na,CO; y 540ul/L formaldehido]
agitando rapidamente y eliminando el revelador (6) Una

vez eliminado el revelador oscurecido se afadié revelador
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nuevo agitando suavemente hasta la visualizacion de las
bandas (7) Como Ultimo paso, la reaccion se detuvo
incubando con &cido acético no glacial al 10% durante 5

minutos.

- Asp9Asn (DN9), situado en el exon 2. Se amplifica
mediante la reaccion (PCR) un fragmento constituido por
237 pb usando oligonucledtido A
(5"CTCCAGTTAACCTCATATCC 37) y oligonuclettido B
(5"CACCACCCCAATCCACTA 3) de Sigma Genomys. El
programa de PCR es el mismo que para el polimorfismo
N291S. El producto de amplificacion es digerido con la
enzima de restriccidon Tagl segun el programa siguiente:
volumen final de 15ul conteniendo 5ul de ADN amplificado,
1.5ul buffer, 0.1ul de enzima Tagl y 7.5ul de agua, en
termociclador durante 4 horas a 65°C. El producto de la
digestion fue analizado en poliacrilamida al 10% a 100V
durante 90 minutos. La visualizacion de las bandas se
realiza mediante revelado con tincién de plata siguiendo el

protocolo anterior.

- Gly188Glu, situada en el exon 5. Se amplific6 mediante
PCR un fragmento constituido por 284 pb que incluye parte
de los intrones; los primer utlizados fueron A
(5 TGTTCCTGCTTTTTTCCCTT 3) y B
(5"TAATTCGCTTCTAAATAATA 37) de Sigma Genomys.
Se empled el programa descrito anteriormente. El producto

de amplificacién fue digerido con el enzima de restriccion
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Avall (MBI Fermentas) siguiendo el mismo protocolo que
para Asn291Ser. El producto de la digestion se analizé en
poliacrilamida al 10% a 90V durante 90 minutos La
visualizacién de las bandas se realiza mediante revelado

con tincion de plata.

- T93G, variante situada en el promotor. Se amplificd
mediante PCR de un fragmento constituido por 624pb. Los
oligonucledtidos utilizados fueron
A(5"GCTGATCCATCTTGCCAATGTTTAS) y
B(5CCGCGGTTTGGCGC TGAGCAAG3) de Sigma
Genomys y usamos el mismo programa de PCR que para
los polimorfismos anteriores. Al producto amplificado se le
realiza la digestion con el enzima de restriccion Apal (MBI
Fermentas) utilizando el programa descrito anteriormente.
El producto de la digestion se analiza en gel de
poliacrilamida al 10% a 100V durante 2 horas. La
visualizacién de las bandas se realiza mediante revelado

con tincion de plata.

Se identificé un polimorfismo en el gen de la LH:

Variante situada en el promotor C514T. Se amplifico
mediante PCR de un fragmento constituido por 300pb. Los
oligonucletdtidos que se wusaron para ello fueron
A(5"AAGAAGTGTGTTTACTCTAGGATCAS) y
B(5GGTGGCTTCCACGT GGCTGCCTAAGS’) de Sigma

Genomys, el programa de PCR usado es el mismo que
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para los polimorfismos de la LPL. Al amplificado se le
realiza la digestion con el enzima Nlalll segun el programa
siguiente: volumen final de 20ul conteniendo 10ul de ADN
amplificado, 2pl buffer, 0.2ul de enzima Nlalll y 7.8ul de
agua, en termociclador a 37°C durante toda la noche. El
producto de la digestion se analizd en gel de poliacrilamida
al 10% a 120V durante2 horas. Para la visualizacion de las

bandas se llevé a cabo mediante tincién de plata

3. C. 8 Determinacién del genotipo Apo E

Es un gen polimdrfico con tres alelos codominantes E2, E3 y E4
situados en el exén 4. Para realizar la determinacion del genotipo
de la Apo E se llevé a cabo una amplificacion mediante PCR de
un fragmento de 244 pb del ADN. Los oligonucleétidos fueron
suministrados por Sigma Genomys
A(5"ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACACS3) y
B(5 TAAGCTTGGCACGGCT GTCCAAGGAS3’). El enzima de
restriccion que se utilizé para realizar la digestion fue Hhal de MBI

Fermentas.

La PCR se lleva a cabo con un volumen final de 25ul conteniendo
0.3mM de cada primer, 0.3mM de cada desoxinucleotido trifosfato
(dNTPs), 1x Tag buffer, 2mM MgCl,, 100ng de ADN gendmico y
2.5U de Taqg polimersa de Netzyme en un termociclador Master-
Cycler de Eppedorff Scientific. La PCR se realiz6 siguiendo un
protocolo bajo las siguientes condiciones™: un paso de

desnaturalizacion inicial durante 5 minutos a 95°C, seguido de 40
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ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 64°C y 35
segundos a 72° para elongacion y la extensién final que consiste
en 5 minutos a 72°C. Al producto de la amplificacion se le realizé
una digestion con el enzima Hhal segun el programa siguiente:
volumen final de 20ul conteniendo 10ul de ADN amplificado, 2ul
buffer, 0.5ul de enzima de restriccion Hhal y 7.5ul de agua, en
termociclador durante 16 horas a 37°C. El producto de la digestion
se analizd en poliacrilamida al 10% 120V 2 horas. La visualizacion

de las bandas se llevo a cabo mediante tincion de plata.

3. C. 9 Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 sobre 93 pacientes afectados de
HFC pertenecientes a 33 familias y 100 controles sanos que

procedian de la Comunidad Valenciana.

Las variables cuantitativas han sido expresadas en media y
desviacion estandar y las cualitativas en porcentajes. Se ha
aplicado el test de Kolmogorov-Smirnov a los datos para
determinar si la distribucion de las variables era normal. Con ello
se vio que todas las variables seguian una distribucion normal

excepto los triglicéridos.

La comparacion de las variables cuantitativas entre grupos fue
realizada usando un analisis de las varianza (ANOVA) seguido de
una prueba t paramétrica (t-Student). Debido a la distribucién
sesgada de los triglicéridos, estos fueron analizados sobre valores

logaritmicos previamente transformados con U-Mann-Whitney. La
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prueba no paramétrica U-Mann-Whitney también se ha usado
para comparar concentraciones de lipidos en pacientes con HFC
frente a patrén A y patrén B de las LDL. Para determinar las
correlaciones entre las variables utilizamos el coeficiente de
correlacion de Pearson y el de Spearman. Todos los andlisis
estadisticos fueron realizados usando el Paquete de Analisis de
Datos de Microsoft Excel (Microsoft, S.A.). Consideramos un valor

de p <0.05 como estadisticamente significativo.

HWE program X? fue realizada para verificar el equilibrio Hardy-
Weinberg. También se utilizd la X? para comparar los patrones

diferentes de las LDL.

Calculo de tamafio muestral:

Para el calculo del tamafio muestral se realiz6 un estudio de
varios de nuestros parametros lipidicos (triglicéridos, colesterol,
Apo B y diametro de las LDL pequefias y densas) y los que
necesitaron de una mayor “n” fueron el didmetro de las LDL

pequefas y densas y de la Apo B.

Asi pudimos ver que la desviacion estandar del didmetro de las
LDL pequefias y densas entre los grupos control y la de pacientes
analizados fue de 0,7nm, y para encontrar diferencias
significativas entre el grupo control y el de enfermos la diferencia
entre los valores medios de ambas variables debia ser de 0,9 nm.

Aceptando un riesgo de 0,05 y si se desea obtener una potencia
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estadistica del 100 % para detectar diferencias, el tamafio
muestral deberia ser de 75 pacientes para encontrar diferencias.

A su vez para la Apo B la desviacion estandar entre los grupos
control y la de pacientes analizados es de 24 mg/dl, y para
encontrar diferencias significativas entre el grupo control y el de
enfermos la diferencia entre los valores medios de ambas
variables debe ser de 46 mg/dl. Aceptando un riesgo de 0,05 vy si
se desea una potencia estadistica del 100% para detectar
diferencias, el tamafio muestral deberia ser también de 75

pacientes para encontrar diferencias.

Analisis estadistico fue realizado usando el programa SSPS-15.0
para Ventanas (SPSS la S.A, Chicago, IL).
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4 RESULTADOS

4. A Parametros generales

Comparamos 93 pacientes pertenecientes a 33 familias,
diagnosticados de HFC frente a 100 controles. Los pacientes de
HFC estan constituidos por 43 hombres y 50 mujeres con una
media de edad de 37 afios, mientras que los controles lo formaban
53 hombres y 47 mujeres con una media de edad de 41 afios
(Tabla 6).

No se observaron diferencias significativas entre ambos grupos en

cuanto a edad e IMC y tampoco existieron diferencias

estadisticamente significativa entre grupos de hombres y mujeres.

Tabla 6. Sujetos de 33 familias afectados de HFC y controles

PACIENTES
CONTROLES P

HFC
HOMBRES 43 (46,3%) 53(53%) NS
MUJERES 50 (53,7%) 47(47%) NS
EDAD 37.46+16.85 | 41.67+13.43 NS
IMC 27.35 + 3,87 26.66 + 3.67 NS

Valores expresados como media * desviacion estanda
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4. B Pardmetros lipidicos

Se llevé acabo el estudio del perfil lipidico de 93 pacientes de HFC
y 100 controles. Los resultados del metabolismo lipidico mostraron
diferencias significativas entre los pacientes de HFC vy los
controles en todos los parametros estudiados (Tabla 7). Asi, los
pacientes de HFC presentaron niveles elevados de colesterol
total, triglicéridos, cLDL, colesterol no-HDL y Apo B100, asi como
niveles disminuidos de cHDL, de Apo A y un didmetro menor de

las particulas LDL comparados con los controles (Figura 16-17).

Tabla 7: Concentracion de lipidos entre pacientes con HFC y

controles
PACIENTES HFC | CONTROLES p*
N 93 100
CT (mg/dL) 238.67 +50.10 185.13+28.30 | <0.001
TG (mg/dL) 204,71 + 192,16 88.27 + 42.45 <0.001
cLDL (mg/dL) 156,85 + 39.97 113.50 + 25.20 | <0.001
cHDL (mg/dL) 47.77 +17.18 53.93 + 14.48 <0.001
cVLDL (mg/dL) 40.28 + 36.52 17.65 + 8.49 <0,001

¢ no-HDL (mg/dL) 192.94 + 53.12 131.50 + 29.09 <0.001

indice Aterogénico

0,05+ 0,50 0,03 + 0,36 <0.001
del Plasma
APO A (mg/dL) 133.55 + 35.52 152.79 £ 29.03 <0.001
APO B (mg/dL) 125.80 + 28.41 95.25+21.15 <0.001
Diametro-LDL (nm) 25.45+0.78 26.14£0.74 <0.001
* ANOVA Test

Los valores se expresan en media + desviacion estandar
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HFC VS CONTROL
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Figura 16. Relacién de los valores lipidicos de pacientes con HFC
frente a controles. Todas significativas con p<0.05

DIAMETRO LDL

HFE CONTROL

Figura 17. Relacion del diametro de las LDL entre pacientes HFC
y controles. P<0.05
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Subfraciones de HDL en pacientes con HFEC

Al observar la relevancia que estan tomando y el valor que
parecen tener como factor de riesgo cardiovascular, se estudié un
subgrupo de pacientes de HFC para determinar si podia existir
relacibn entre el tamafio de de las HDL y la HFC. Se
seleccionaron 35 pacientes de HFC de los cuales 16 son hombres
y 19 mujeres y lo comparamos con 60 controles, 28 hombres y 32
mujeres para determinar las subfracciones de HDL y ver como se
distribuyen en los pacientes de HFC y controles. La diez
subfracciones de las HDL se clasificaron en tres grupos: las HDL
grandes que estan formadas por HDL-1, HDL-2 y HDL- 3, las HDL
intermedias que las forman las HDL-4, HDL-5 HDL-6 y HDL-7 y
por ultimo las HDL pequefias constituidas por HDL-8, HDL-9 y
HDL-10 Tabla 8.

Se observé que las particulas HDL pequefias constituian un
24.04% del total de las HDL en los pacientes de HFC, mientras
gue en los controles el porcentaje era significativamente menor,
un 16.52%. Con las HDL grandes ocurria todo lo contrario estaban
en un porcentaje mayor, 35.35%, en los controles frente al 28,9%
que se encontr6 en los pacientes HFC, diferencia esta

estadisticamente significativa (Tabla 8).
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Tabla 8. Subfracciones HDL en controles y pacientes HFC p<0.05

CONTROL% HFC% P

HDL grandes 35.33+£8.38 | 28.9+£9,87 0.024

HDL Intermedias | 48.14 + 8,46 | 46.97 + 4,03 0.27

HDL pequefias 16.52 + 7,37 | 24.04 + 6,64 | 7.40E-06

4. C Fenotipos lipidicos

Se analizaron los diferentes fenotipos lipidicos para determinar si
podia haber diferencias entre ellos y si estas son significativas
como pueden afectar a los pacientes de HFC. Los resultados que
se obtuvieron se muestran en la figura 18. Se observé un
predominio del fenotipo lla en un 45.6% de los pacientes el cual
se caracteriza por tener CT mayor de 200mg/dL y LDL elevadas.
Un 359% de los pacientes presentaron un fenotipo Ilb
caracterizado por tener CT mayor de 200mg/dL y TG mayor de
150mg/dL en estos pacientes existe un aumento de las LDL
mientras el 18,5% restante presentaba el fenotipo IV caracterizado
por CT menor de 200mg/dL y TG mayor de 150mg/dL en los que

se da un aumento de las VLDL (Figura 18).
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FENOTIPO HFC

T 185% IV

Figura 18. Porcentaje de los diferentes fenotipos de HFC

4. D Analisis de los polimorfismos

4.D. 1 Polimorfismos

Se determinaron en gel de poliacrilamida los diferentes
polimorfismos situados en el promotor, exén 2, 5y 6 del gen de la
LPL, polimorfismo situado en el promotor de la LH, asi como las
diferentes isoformas de Apo E. Se utilizaron las enzimas de
restriccion Apal, Avall, RSAI, Nlalll y Hhal que generan nuevos
puntos de restriccion, y la Tagl para el polimorfismo del exéon 2
gque lo destruye. Se analizaron estos polimorfismos en los
pacientes de HFC y controles.
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Polimorfismos LPL

En el producto de la digestion analizado para el polimorfismo del
promotor de la LPL T(-93)G, se observaron tres fragmentos para el
alelo mutado ya que esta mutacidbn genera un nuevo punto de
restriccion. Los fragmentos son de aproximadamente 286, 195 y

143 pb, y dos fragmentos de 286 y 338 pb para el alelo normal.

Figura 19: Analisis del polimorfismo T(-93)G del promotor de LPL,
mediante amplificacion por PCR, digestion con enzima de
restriccion Apal, electroforesis en poliacrilamida al 6% vy
visualizacién por nitrato de plata.HT: Mutado, WT: Silvestre

En el producto de la digestiobn analizado para el polimorfismo
Asp9Asn se produce la supresion de un sitio de restriccion dando
como resultado un fragmento variante de 58pb para el mutado
mayor que el fragmento de 52 pb del silvestre debido a que se

destruye un punto de restriccion.
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Figura 20. Analisis del polimorfismo Asp9Asn del gen LPL,
mediante amplificacién por PCR.
HT: Mutado, WT: Silvestre

En el producto de la digestion para el polimorfismo del exén 5,
Gly188Gilu, analizado, se observaron tres fragmentos para el alelo
mutado de aproximadamente 156, 88 y 40 pb, por generarse un
nuevo punto de restriccion y dos fragmentos de 244 y 40 pb para
el alelo normal. De esta mutacibn no se encontré ninguna en

nuestro estudio.
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Figura 21. Andlisis del polimorfismo Gly188Glu del gen LPL,
mediante amplificacion por PCR.

HT: Mutado, WT: Silvestre

En el producto de la digestién para Asn291Ser del exén 6 de la
LPL analizado, se observaron dos fragmentos al generarse un
nuevo punto de restriccion para el alelo mutado de
aproximadamente 215 y 23 pb, y un fragmento de 238pb para el

alelo normal

Figura 22. Analisis del polimorfismo Asn291Ser del gen LPL,
mediante amplificacién por PCR.
HT: Mutado, WT: Silvestr
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Polimorfismo LH

En el producto de la digestion analizado en el promotor de la LH,
se observaron dos fragmentos para el alelo mutado, de
aproximadamente 215 y 85 pb, ya que se generd un nuevo punto
de restriccidén y un solo fragmento de 300 pb aproximadamente

para el alelo normal.

Figura 23. Andlisis del polimorfismo C514T del promotor de LH,
mediante amplificacion por PCR, digestion con enzima de
restriccion Nlalll, electroforesis en poliacrilamida al 6% vy
visualizacién por nitrato de plato.

HT: Mutado, WT: Silvestre

Tras el analisis de los diferentes polimorfismos estudiados en los
pacientes de HFC de la Comunidad Valenciana se realizd la
comparacion de estos con los datos publicados en otras
comunidades principalmente del norte de Europa (Tabla 9).
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El polimorfismo N291S del exon 6 de la LPL en los pacientes con
HFC de la Comunidad Valenciana se presenté en un mayor
porcentaje que los estudiados en grupos de otras poblaciones. En
el polimorfismo del exén 2 no se vieron diferencias, del resto no se

encontraron referencias.

Tabla 9. Polimorfismos en pacientes HFC:

wr [ o [ [
EXON 2 (D9N) LPL 85 5 5.5 4-5%
EXON 5 (Gly188Glu) LPL 93 0 0
EXON 6 (N291S) LPL 82 9 9.7 2-5%
PROMOTOR (-T93G) LPL | 84 8 8.7
PROMOTOR (C514T) LH 62 31 33.3

WT= silvestre o no mutados
HT: Heterocigotos mutados

Tras llevar a cabo el analisis de la distribucion de los distintos
polimorfismos estudiados en los pacientes con HFC, se realiz6 el
mismo analisis con poblacion general de la Comunidad
Valenciana. Se observé que en el polimorfismo del exén 6 no
aparecio ninguna mutacion frente al 9,7% que se observo en los
pacientes de HFC (Tablal0).
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Tablal0. Polimorfismos en poblacion general

WT HT % HT
EXON 2 (D9N) LPL 95 5 5
EXON 5 (Gly188Glu) LPL 60 0 0
EXON 6 (N291S) LPL 100 0 0
PROMOTO (-T93G) LPL 83 2 2.4
PROMOTOR (C514T) LH 78 22 22

Tras llevar a cabo el analisis de la distribucion de los distintos
polimorfismos estudiados en los pacientes con HFC, se realiz6 lo
comparacion entre los pacientes de HFC que tenian alguna
mutaciéon y los mutados que aparecian en la poblacién general
para determinar si existen diferencias significativas entre ambas y
gue pudieran afectar a los diferentes fenotipos que pueden
presentar los pacientes con HFC (Tabla 11).
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Tablall. HT pacientes HFC y poblacion general

HT%
HT% HFC | POBLACION P
GENERAL
EXON 2 (D9N) LPL 5.5 5 NS
EXON 5 (Gly188Glu) LPL 0 0 NS
EXON 6 (N291S) LPL 9.7 0 <0.05
PROMOTOR (-T93G) LPL 8.7 24 <0.05
PROMOTOR (C514T) LH 333 22 NS

X2 p<0.05

Se observaron diferencias significativas en el exén 6 para la
mutacion Asn291Ser y el promotor -T93 de la LPL con respecto a
la poblacién general, lo que se relaciona con el aumento en los TG
gue se ha encontrado en estos pacientes y que estan de acuerdo
con la mayoria de los estudios publicados. En el resto no se

observaron diferencias estadisticamente significativas.
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4. D. 2 Equilibrio Hardy-Weinberg

En genética de poblaciones, el principio de Hardy-Weinberg
(también equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W) o ley de Hardy-
Weinberg, que recibe su nombre de G. H. Hardy y Wilhelm
Weinberg, establece que la composicibn genética de una
poblacion permanece en equilibrio mientras no actie la seleccion
natural ni ningan otro factor y no se produzca ninguna mutacion.
Es un modelo tedrico para genética de poblaciones que se basa

en las siguientes hipoétesis:

1. La poblacion es panmictica (todos los individuos tienen
la misma probabilidad de aparearse y el apareamiento

es al azar, (panmixia).

2. La poblacibn es suficientemente grande (para
minimizar las diferencias existentes entre los

individuos).

3. La poblacién no esta sometida a migracion, mutacion o

seleccién (no hay pérdida ni ganancia de alelos).

4. Las frecuencias génicas y genotipicas se mantienen

constantes de generacion en generacion.'

Utilizamos el programa "HWE program”. Este es un programa
interactivo para pruebas de desviaciones del equilibrio de Hardy-

Weinberg (HWE) en sistemas codominantes. Pide el nUmero de
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alelos y genotipos observados. Los genotipos deben ser
nombrados en el orden, 1/1 1/2, 2/2, 1/3, 2/3, 3/3, 1/4 y asi
sucesivamente. El programa compara numeros observados de
genotipos con el numero de genotipos esperados bajo HWE,
donde estos ultimos se calculan en base a frecuencias alélicas de
las frecuencias genotipicas (hipotesis nula HO). Para los nimeros
observados, las frecuencias de celda relativa son las estimaciones
de las probabilidades de genotipo (hipétesis alternativa, H1). Para
la comparacién entre numeros observadas y esperadas de
genotipos, se realiza por Chi cuadrado de ratio de verosimilitud. Si
n es el nimero de alelos, el nUmero de parametros estimados bajo
HOy H1 es n— 1y n(n 1)/2-1, respectivamente. Asi, el nUmero de

df para la prueba de Chi-cuadrado es n(n — 1)/2'%.

Realizamos una X2 para comprobar que las poblaciones se
encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg usando el programa
Eg-H-W. Asi tenemos que al cabo de una generacion las

frecuencias alélicas y genotipicas no varian.

En las tablas siguientes vemos los resultados obtenidos para
determinar si las poblaciones se encuentran en equilibrio. La
realizamos de los pacientes y la poblacién general para los

exones 2, 5y 6 y del promotor de la LPL y promotor de la LH.
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Tabla 12: Equilibrio H-W para LPL

LPL
EXON2 EXON5 EXONG6 PROMOTOR
GENOTIPO N %| n | % N % N %
WT 78 95| 82 | 100 74 90 75 91
HETEROC 4 5/ 0 |0 8 10 7 9
PACIENTE HOMOCI 0 0] o |0 0 0 0 0
ALELO
4 5/ 0 | o 8 10 7 9
MUTADO
WT 95 95 100 100 83 08
HETER. 5 5 0 0 2 2
POBL.GENER. | HOMOC. 0 0 0 0 0 0
ALELO
5 5 0 0 2 2
MUTADO
x2=0,051 x2=0 x2=0,216 x2=0,163
X2 (df=1)PACIENTE
2p=0,8268 2p=1 2p=0,6423 2p=0,6864
x2=0,066 X2=0 X2=0,012
X2 (df=1) P.GENERAL
2P=0,797 2p=1 2p=0,9125

p>0.05 no existen diferencias
p<0.05 existen diferencias
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Tabla 13: Equilibrio H-W para LH

LH
PROMOTOR
GENOTIPO n %
WT 51 62
HETEROC 31 38
PACIENTE HOMOCI 0 0
ALELO
MUTADO 3 38
WT 39 65
HETER. 21 35
POBL.GENER. HOMOC. 0 0
ALELO
MUTADO 21 3
X2 (df=1)PACIENTE Xx2=4,45 2p=0,034
X2 (df=1) P.GENERAL x2=2,70 2p=0,100

p>0.05 no existen diferencias
p<0.05 existen diferencias

La composicién genética de poblaciones tanto pacientes de HFC

como poblacién general se encuentran en equilibrio HW.
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4. E Genotipo Apo E

El gen polimérfico de la Apo E consta de tres alelos codominantes
E2, E3 y E4 da lugar a seis posibles genotipos E2/E2, E3/E3,
E4/E4, E2/E3, E2/E4 y E3/E4con un patron determinado tras la
digestion que quedan reflejados en la Figura 24.

Figura 24. Determinacion de los diferentes genotipos mediante
separacion por electroforesis de los fragmentos obtenidos tras
digestién con enzima de restriccion Hhal.

Se determind el genotipo de la Apo E en un subgrupo constituido
por 38 pacientes de HFC, 18 hombres y 20 mujeres y 30 controles
15 hombres y 15 mujeres, para determinar la posible relacién

entre los diferentes genotipos y la enfermedad (Tabla 14).
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Tablal4. Genotipo Apo E de pacientes HFC y controles

HFC CONTROLE ;
(38) % S (30) %

E2/E2 0 0

E3E3 | 22 57.9 23 75.8 NS

EyEs | 14 36.8 5 17.2 <0,01

E2/E3 2 5.3 2 7 NS

X° para comparar los diferentes genotipos. NS= no significativo.

P<0.01

Se observéd que el porcentaje de los alelos E2, E3 y E4 en los
controles fue semejante a los de la poblaciéon general caucésica
mientras que los observados en los enfermos de HFC fueron
diferentes, siendo estas diferencias estadisticamente significativas
en la isoforma E3/E4 que se asocia con niveles mas elevados de
LDL y con un mayor riesgo cardiovascular en los pacientes de

HFC frente a los controles; en el resto de los genotipos no

observamos diferencias.

No se observd ningun individuo con el alelo E2, con el posible

factor protector que representa al estar relacionado con niveles

menores de colesterol.
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4. F Relacion de los parametros lipidicos y el

anéalisis genético.

En los pacientes de HFC el polimorfismo que aparecia con mayor
frecuencia era el presente en el exdén 6 correspondiente a N291S.
Se realiz6 la comparacién del perfil lipidico entre ho mutados o
silvestres (WT) y pacientes mutados (HT) para determinar si

existian diferencias entre ellos (Tabla 15).
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Tabla 15. Comparacion entre WT y HT para exon 6 (N291S)

WT (n=84) HT (n=9) p value
CT (mg/dl) 192.0 + 42.0| 224.1 + 534 NS
195.0 +
TG (mg/dl) 122.0 + 49.9 140.3 NS*
cHDL (mg/dl) 475 £152 | 393 + 115 NS
¢ no-HDL cholesterol
(mg/dl) 152.9 + 41.6 | 184.8 + 56.8 <0.05
cLDL (mg/dl) (1) 123.8 + 34.5|152.4 + 57.8 NS
cVLDL (mg/dl) 24.0 £ 298 | 39.0 + 28.1 NS*
Apo A-l (mg/dl) 1215 £ 21.1| 112 + 024.0 NS
Apo B (mg/dl) 107.9 +28.3 | 122.0 + 44.1 NS
Lp(a) (mg/dl) 169 + 12.2 21 £ 1.7 <0.05
LDL diameter (nm) 25,65 + 0.71| 24.89 = 0.75 <0.05

Valores expresados en media * desviacion estandar. (1) 10 WT
y 1 HT fueron omitidos por tener TG > 300 mg/dL.

* Estos parametros fueron comparados con test U Mann-Whitney
y el resto con test t-Student. NS: no significativo

Se observaron diferencias significativas en el colesterol no-HDL,
con valores mas elevados entre los pacientes mutados, asi como
en la LDL, donde el tamafio de las LDL pequefias y densas es
menor en lo pacientes mutados lo que implica un mayor riesgo

cardiovascular.
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Como se observaron diferencias significativas en el tamafio de las
LDL se decidi6 determinar que patrén predominaba en los
pacientes mutados y los no mutados. El nUmero de individuos es

pequefio debido a la baja prevalencia de las mutaciones.

Se observd que las particulas LDL en los pacientes mutados
presentaban en un menor diametro en un 87.5% de los casos,
fenotipo B, lo que representa un mayor riesgo cardiovascular en

estos pacientes (Tabla 16).

Tabla 16. Comparacién por ¥ 2de fenotipo de las LDL pequefias
y densas entre pacientes no mutados (WT) y mutados (HT)

FENOTIPO A FENOTIPO B
WT (%) 62.7* (N=53) 37.3* (31)
HT (%) 12.5* (1) 87.5% (8)

Numero de individuos se expresa entre paréntesis. Las diferencias
entre WT y HT: * p < 0.001, ** p = 0.04.
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DISCUSION
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5 DISCUSION

La hiperlipemia familiar combinada, que fue descrita por Goldstein
en 1973 como “sindrome dislipémico identificado al estudiar las
familias de jovenes supervivientes a infarto agudo de miocardio”,
se caracteriza por la existencia de diferentes fenotipos (lla, llb, y
IV) en los miembros de una misma familia, con la particularidad
que el fenotipo de un mismo individuo puede variar a lo largo del
tiempo. La importancia de esta hiperlipemia es que es la causa
metabdlica hereditaria mas frecuente de arteriosclerosis coronaria

prematura.

Para el diagnéstico de la HFC se utilizan los criterios de Bredie y
Col*® que atienden a variables lipidicas (hipertrigliceridemia,
hiperapobetalipoproteinemia, hipercolesterolemia y presencia de
LDL pequefias y densas) y factores familiares (herencia

autosémica dominante, presencia de arteriosclerosis prematura).

Aunque el caracter hereditario es incuestionable, no se sabe cual
es el defecto genético responsable; los estudios en familias
afectas parecen poner de manifiesto una herencia autosémica con
alta penetrancia. La genética de la HFC es compleja y
heterogénea. ElI complejo fenotipo de la HFC puede deberse a
defectos en multitud de genes y/o mutaciones en uno o varios
genes principales e interacciones genes ambiente. En diferentes
estudios se han identificado una serie de genes, que si bien no

son la causa primaria de de la HFC, si parecen tener efecto en su
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fenotipo. Entre estos genes se encuentran los que hemos elegido
para nuestro estudio: gen de la LPL, LH y Apo E.

Asi pues, en nuestro trabajo hemos estudiado las diferentes
fracciones lipidicas de LDL pequefias y densas, las subfracciones
de HDL y diferentes polimorfismos asociados al gen de la LPL, LH
y el genotipo de la Apo E en los pacientes de HFC en la
Comunidad Valenciana, ya que la presencia de estos puede
contribuir a la expresiéon de diferentes formas de hiperlipemia.
Ademas hemos comparado los pardmetros citados con una

poblacion control.

Parametros lipidicos

En el grupo de HFC hemos encontrado aumentados el colesterol
total, triglicéridos, cLDL, ¢ no-HDL, cVLDL y Apo B, asi como
disminuidos el c-HDL, Ip (@) y la Apo A. Todos ellos
estadisticamente significativos cuando los comparamos con el
grupo control. Este perfil lipidico es el caracteristico de esta

enfermedad y concordante con lo publicado en la literatura™**%.

El metabolismo lipidico de los pacientes de HFC lleva
estudiandose décadas, Tanto el colesterol total, triglicéridos,
colesterol-HDL, colesterol-LDL, colesterol-VLDL y Apoproteina A,
presentan una gran variabilidad en su concentracion en estos
pacientes. Los parametros que menos variabilidad presentan son
la Apo B y las LDL pequefias y densas. McNeeley presentd un

seguimiento de 20 afios de familias con HFC y mostr6 que un
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tercio de los familiares cambiaron de fenotipo y un 17% de los
pacientes eran normolipémicos tras el seguimiento'®. Al estudiar
5 afios a 32 familias de HFC se vio que la Apo B y las LDL
pequefias y densas diferenciaban los pacientes normolipémicos
de los familiares no afectos. Ha sido el estudio de Delawi'* que
demostré que el colesterol y triglicéridos de la fraccion VLDL es la

gue confiere la variabilidad en el mismo paciente en el tiempo.

Segun los criterios de la “European Society for Clinical
Investigation” para el diagndstico de la HFC es caracteristica la
presencia de hipertrigliceridemia (TG > 150 mg/dL) e
hiperapobetalipoproteinemia (Apo B > 120 mg/dL). La mayoria de
sociedades cientificas aceptan la hipertrigliceridemia como factor
independiente y significativo de riesgo cardiovasculart®’,
comenzando a considerar como riesgo los valores superiores a
150mg/dIL. En el Registro Espafiol de Hipertrigliceridemias de la
Sociedad Espafiola de Arteriosclerosis (SEA) el grupo mayoritario
dentro de las hipertrigliceridemias graves corresponde a pacientes
con HFC'®, La hipercolesterolemia, aunque puede estar presente,

no se considera una condicion imprescindible para el diagnostico.

En la HFC coexiste una alteracion de las distintas enzimas que
intervienen en el metabolismo de los triglicéridos. La disminucién
de la actividad de la LPL contribuye también a la liberacion de
AGL a la circulacion. Todo ello condiciona que haya un aumento
en la concentracion de AGL en plasma con un mayor aporte al
higado, que junto con el aumento en la sintesis de Apo B aumenta

la sintesis hepética de VLDL. Estas VLDL son mas pequefias y
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mas cargadas de colesterol. Al alterarse también su catabolismo,
se da lugar a la aparicién de un mayor niumero de particulas LDL
pequefias y densas (fenotipo B de las LDL), particulas mas

aterogénicas relacionadas con la enfermedad cardiovascular.

En el estudio nuestros pacientes presentan un menor diametro de
las LDL frente al grupo control. Al igual que ocurre en algunos
estudios como el de, Ayyobi**® o Demacker*®. Las LDL pequefias
y densas se estan proponiendo como uno de los criterios
principales para el diagnéstico de la HFC y del sindrome
metabdlico, como expresion de la gran alteracion del metabolismo
de las particulas ricas en triglicéridos. Por otra parte, ya el ATPIII

lo reconoce como factor de riesgo emergente.

Aunque nosotros hemos utilizado un método manual, no
disponible para la mayoria de los laboratorios clinicos, se han
desarrollado nuevos métodos semiautomaticos que harian mas
accesible esta metodologia. Ademas estas técnicas recientes
también permiten estudiar las subfracciones de las HDL, como
hemos realizado en nuestro estudio, manifestdndose también la
presencia de subfracciones de HDL mas pequefias y por tanto
mas aterdgenas en nuestros pacientes con HFC. A este respecto
hay muy poca experiencia en la literatura, no hay ningin estudio
realizado en la Comunidad Valenciana en pacientes con HFC,
aspecto por el cual consideramos este hallazgo muy interesante,
porque han aparecido algunos estudios que han relacionado estas

141,142,143
M

subfracciones de HDL con mayor frecuencia de 1A y en

general de mayor riesgo cardiovascular. En nuestro estudio no ha
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sido posible realizar la correlacion entre el tamafio de las HDL y
pacientes mutados ya que en el subgrupo que hemos podido
utilizar para realizar el estudio habia solo un individuo. Seria
también muy util estudiar el efecto de los hipolipemiantes sobre
estas fracciones. Nuestro grupo ha estudiado el efecto de la
combinaciobn simvastatina 'y ezetimiba sobre pacientes
hiperlipemicos, mostrando, ademas de su efecto hipolipemiante,
un perfil claramente beneficioso sobre las subfracciones de HDL,
con una elevacion de las particulas grandes y una disminucién de
las pequefias en el grupo de pacientes tratados** mejorando el

perfil lipidico de estos pacientes.

Las HDL son particulas muy heterogéneas, tanto estructural como
funcionalmente, debido a su diferente contenido en lipidos,
enzimas y apolipoproteinas. Las enzimas que intervienen en el
metabolismo de las HDL pueden responder a cambios en las
lipoproteinas ricas en triglicéridos y su composicion. Los efectos
de los (distintos farmacos hipolipemiantes sobre las
concentraciones de HDL y sus subfracciones son controvertidos y

requieren el desarrollo de mas estudios sobre este aspecto.

Aumentar las concentraciones de cHDL se considera uno de los
objetivos de tratamiento para el riesgo cardiovascular residual.
Ademas se recomienda la medicién de las subclases de HDL en

sujetos con aumento de riesgo cardiovascular.

Aparece una disminucion en la Lp (a). Pensamos que esto es

debido a que la Apo(a), principal proteina de la Lp (a), podria
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unirse a las lipoproteinas ricas en triglicéridos antes que a las LDL
para formar la Lp (a). Esto se ha comprobado en situaciones
donde aparece un aumento de las lipoproteinas ricas en

triglicéridos.

En este momento estan en discusion y revision las Guias Clinicas
sobre HFC. Recientemente se ha publicado un Documento de
Consenso en Espafia elaborado por varias sociedades cientificas
Debido a la elevada aterogenicidad de esta enfermedad, la
estratificacion del riesgo por métodos habituales puede estar infra
estimada en estos pacientes. Se recomienda que sean
considerados de alto riesgo y que se comience el tratamiento

farmacoldgico hipolipemiante lo antes posible.

Polimorfismos de LPL

Aunque se ha buscado un marcador genético que explique
claramente la HFC, ninguno de los “genes candidatos” ha
conseguido explicar por si mismo esta compleja enfermedad. Sus
bases genéticas no han sido aun determinadas y se ha propuesto
que este desorden es probablemente heterogéneo y

oligogénico™*>*®,

Nosotros hemos estudiados polimorfismos de la LPL, LH y el
genotipo de la Apo E. No hemos encontrado ninguna referencia
gue se hayan estudiado estos polimorfismos en la Comunidad

Valenciana.
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El gen de la lipoproteinlipasa enzima glucoproteica que juega un
papel clave en el catabolismo de las lipoproteinas ricas en
triglicéridos como son los QM vy lipoproteinas de muy baja
densidad VLDL', hidrolizando los triglicéridos y favoreciendo el
intercambio de apolipoproteinas y fosfolipidos con lipoproteinas de
alta densidad, transforméandose asi, los QM y sobre todo las VLDL

en particulas cada vez mas pequefias y cargadas de colesterol.

La alteracion del catabolismo de estas particulas da lugar a la
aparicion de VLDL mas pequefias y mas cargadas de colesterol y
concentraciones elevadas de Apo B que condicionan la aparicion
de mayor numero de particulas LDL pequefias y densas (fenotipo
B de las LDL)"® las cuales son mas aterogénicas, particulas que
también estan relacionadas con la HFC'*®, asi como con la

enfermedad cardiovascular*>°*>",

Hemos estudiado varios codones polimorficos en el gen de la LPL
asociados con el metabolismo de las lipoproteinas ricas en
triglicéridos™>*°*'**_ El polimorfismo N291S"* induce un cambio
de aminoacido asparragina por serina en la posiciéon 291 del
enzima. Este polimorfismo se sitta en el exén 6 siendo uno de los
mas frecuentes. La frecuencia de esta mutacion oscila entre 2-
5%"*° en poblacién caucésica, estando ampliamente aumentada la
prevalencia en nuestros pacientes (9.7%), mientras que en la
muestra de nuestra poblacion general estudiada, no hemos
encontrado este polimorfismo. Algunos datos sugieren que esta
mutacion afectaria a la lipemia postpandrial a través de una

157,158

alteracion en su actividad enzimatica empeorando
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posiblemente el fenotipo de la HFC, habiéndose descrito
respuestas postprandiales alteradas a comidas ricas en grasas,
incluso en los casos de pacientes que inicialmente eran

normolipémicos™.

Estos datos son coincidentes con los encontrados por nosotros, ya
que los pacientes portadores del polimorfismo tienen
concentraciones mas elevadas de triglicéridos, LDL, VLDL, c-
noHDL, Apolipoproteina B100 y menor diametro de las LDL, asi
como disminuidas de HDL y Apolipoproteina A-I, perfil sugerente
de una alteracion en el metabolismo de las particulas ricas en
triglicéridos, claramente mas ater6geno®®’; de hecho en algunos
estudios llevados a cabo en HFC este polimorfismo se ha
relacionado con los pacientes que han presentado cardiopatia
iSCIUémicalﬁl'lﬁz'lea.

Los pacientes portadores del polimorfismo N291S presentan un
fenotipo B de las LDL en mayor porcentaje que los pacientes sin
este polimorfismo, los cuales tenian mayor porcentaje de fenotipo
A. La mutacion presente en un alto porcentaje de nuestros
pacientes con HFC, podria alterar el fenotipo de la enfermedad

mediante la alteracion de las particulas ricas en triglicéridos.

Este hecho podria ser expresion final de una mayor alteracion en
el metabolismo de las particulas ricas en triglicéridos, que haria
que estos pacientes presentaran un perfil lipidico mas aterégeno,

y por tanto un mayor riesgo cardiovascular.
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En el exdn 5 no ha aparecido la mutacién en ningun paciente. La
relacion que creiamos podia existir por su presencia en la HTA no
la hemos podido confirmar.

En el exén 2 tampoco hemos encontrado diferencias significativas.
Si que hemos observado una correlacion significativa entre el
promotor LPL y el exén 2 que podriamos explicar por la existencia
de un desequilibrio de ligamiento entre estas 2 mutaciones, que

les hace presentarse simultaneamente.

También aparece con mayor frecuencia la mutacién en el
promotor de la LPL en pacientes HFC comparados con poblacién
general. Parece que esta mutacién se asocia con aumento en los
niveles de triglicéridos. En el resto de mutaciones no hemos

observados cambios significativos frente a la poblacion general.

Polimorfismos de LH

La LH es una enzima que se sintetiza en el reticulo endoplasmico
de las células del higado y reside en la superficie de estas. Tiene
dos actividades: fosfolipasa vy triglicérido lipasa e interviene en el
modelado de particulas IDL para su transformacién en LDL
eliminando fosfolipidos vy triglicéridos en los pasos finales.
También elimina fosfolipidos vy triglicéridos de las HDL,
provocando un aclaramiento de HDL del plasma, asi como la
conversion de HDL2 a HDL3, y su deficiencia da lugar a un patrén
lipidico en el que aumentan el colesterol y los triglicéridos, siendo

el aumento de colesterol debido fundamentalmente a la elevacion

112



de HDL. Variaciones en la actividad de la LH pueden predisponer
a enfermedad arterial coronaria por su efecto sobre el tamafio y

densidad de las particulas LDL y HDL.

La deficiencia de LH se transmite de forma recesiva y es muy
poco frecuente. Se han descrito algunas mutaciones en casos
raros de déficit familiar de LH que se asocian con pérdida de
actividad del enzima o con una alteracién en su procesamiento

celular.

De los cuatro polimorfismos encontrados en la zona del promotor
de la LH y que se encuentran en completo desequilibrio de
ligamiento, el mas estudiado en relacion con la HFC es el C514T,
que parece explicar un 38% de la variabilidad en la actividad de la
LH. No hemos encontrado diferencias entre pacientes y poblacion

control, pensamaos que por su gran variabilidad.

Genotipo apo E

Otro de los genes estudiados es el de la Apo E. Este es un gen
con tres alelos codominantes (E2, E3 y E4) que dan lugar a 6
posibles genotipos: E2/E2, E3/E3, E4/E4, E2/E3, E2/E4 y E3/EA.
La frecuencia de los alelos E4, E3 y E2 en la poblacion control
obtenidos por electroforesis en gel de acrilamida son 17.2%,
75,8% y 7% respectivamente, semejantes a los publicados en
poblacion caucasica. Estas isoformas se diferencian en la

sustitucién de uno de los amino&cidos en la posicién 112-158, lo
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que va a modificar el reconocimiento de sus receptores

especificos, especialmente en el caso de la ApoE2.

El papel principal de la Apo E en el metabolismo lipoproteico es el
aclaramiento por parte del higado de las lipoproteinas ricas en TG
(VLDL y QM) y de sus remanentes ya que actian como ligando
para el receptor hepatico de las LDL y para el receptor de los
remanentes (LRP). Pero ademas, también regula la produccion
hepatica de las particulas VLDL y la lipdlisis de las mismas por
parte de la LPL.

Los portadores de la isoforma E2 tienen menos colesterol
intracelular debido a la escasa afinidad que tienen por el receptor
de las LDL, lo que disminuye la captacién hepética de QM y VLDL.
Esto provoca un aumento en el nimero de receptores de LDL en
el hepatocito. Ademas parece ser que la Apo E2 disminuye la
conversion de VLDL en LDL. En nuestro estudio no aparecio

ningun portador de la isoforma E2.

Por su parte, la isoforma E4 tiene una mayor afinidad por las
VLDL y los QM, lo que implica un aumento de colesterol
intracelular que da lugar a una disminucién de las expresiones de
los receptores de la LDL. Dado que las proteinas ricas en Apo E
son peor sustrato para la lipolisis, debido a su efecto inhibidor'®,
el enriguecimiento en las isoformas E4 podria propiciar una
lipolisis parcial. Asi, las particulas que contengan esta isoforma
también serian sustratos peores para la LPL. Esto se observa en

nuestros pacientes con HFC existe una mayor presencia de la
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isoforma E4 (E3/E4), 36,8% frente al 17.2% que aparece en la
poblacion general lo que acompafa de un aumento del colesterol
total, HDL, LDLy TG.

En resumen, nuestros pacientes con HFC presentan un perfil
claramente ater6geno, con aumento sobre todo en lipoproteinas
ricas en triglicéridos, asi como mayor presencia de particulas LDL
pequefias y densas y subfracciones de HDL también pequefias

(dltima expresion de alteracion de estas particulas).

Aunque la base genética de la enfermedad no esti claramente
establecida, si que parece que determinados polimorfismos
podrian empeorar este perfil lipidico, como la presencia de la
mutaciéon N291S y la mutacién del promotor de la LPL, asi como la

presencia del genotipo E3/EA4.
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6 CONCLUSIONES

1.- Los pacientes con HFC que presentan la mutacion N291S

tienen un mayor predominio del fenotipo B de las LDL.

2.- Los pacientes con HFC presentan un didmetro menor de las
LDL comparados con el grupo control, asi como mayor proporcion
de subfracciones de HDL de tamafio pequefio. Todo ello
expresion de la alteracién del metabolismo de las particulas ricas

en triglicéridos que estos pacientes presentan.

3.- Los pacientes con HFC presentan una mayor frecuencia de
aparicion de la mutacion N291S del promotor de la LPL, asi como
del genotipo E3/E4. Enzimas relacionadas con el metabolismo de

las proteinas ricas en triglicéridos.

4.- Los pacientes con HFC que presentan la mutacion N291S
tienen un empeoramiento del perfil lipidico expresado con una
disminuciéon de las HDL y aumento de las LDL pequefias y

densas, particulas mas aterogenas.

De entre todos los polimorfismos estudiados en nuestros
pacientes con HFC, el N291S es el que se correlaciona con un
perfil lipidico mas ater6geno, por tanto podriamos considerarlo
como un marcador genético de mayor riesgo cardiovascular en

nuestros pacientes.
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Abstract

There is a predominance of small and dense LDL cholesterol particles in familial combined
hyperlipidemia (FCH). The lipoprotein lipase gene could exert an influence in these circumstances.

To study the relationship of pattern B LDL and lipids with N291S polymorphism of lipoprotein
lipase (LPL) in FCH patients.

Lipid profile, apolipoproteins, diameter of LDL and N291S polymorphism were determined in 93
patients with FCH and 286 individuals from the general population.

FCH patients with N291S polymorphism showed a lower mean diameter of LDL. FCH patients
with pattern B LDL showed higher concentrations of triglycerides, VLDLc, non-HDLc and apo
BI00 and lower levels of HDLc than those with pattern A. Of FCH patients with polymorphism
87.5% presented pattern B and 12.5% pattern A, while patients without polymorphism presented
pattern A in 69.2% cases and pattern B in 30.8% cases, with differences being statistically significant
(p < 0.004). The prevalence of this mutation in our FCH patients was 9.7%.

The prevalence of N291S mutation in our FCH patients was similar to the 9.3% described in Dutch
FCHL patients but clearly higher than the 2-5% described for other Caucasian populations. No
polymorphism was found in our general population sample. FCH patients with phenotype B of LDL
possessed an atherogenic lipid profile. The relationship between small and dense LDL and the
presence of the N291S mutation may identify patients with high cardiovascular risk.

Background atherogenic lipoprotein phenotype, characterized by ele-
A common form of dyslipemia associated with insulin  vated levels of triglycerides, small LDL particles and
resistance (obesity, diabetes mellitus, familial combined  reduced HDL cholesterol [1]. This lipid triad frequently
hyperlipidemia) is constituted by the presence of the  occurs in patients with premature coronary disease [2].
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Small and dense LDL particles are formed largely as a
response to high levels of triglycerides, and increase the
risk of coronary heart disease [3]. LDL particles show a
bimodal distribution in peak size and can be separated
into two phenotypes; pattern A, in which larger, more
buoyant LDL predominate, and pattern B, in which
smaller, more dense LDL predominate. The National
Cholesterol Education Program (ATP I11) considers small
and dense LDL as a lipid risk factor.

Familial Combined Hyperlipidemia (FCH; MIM 144250) is
the most frequent genetic hyperlipemia. It is characterized by
a tendency towards the appearance of coronary disease
before 60 years of age [4]. The prevalence of this disease is 1-
2% in the general population [5] and 10-20% among
patients with premature coronary disease [6]. FCH presents
a complex phenotype that is not completely understood,
and which can vary between the patient and affected relatives
|7]. Therefore, it is difficult to diagnose. It is also character-
ized by the presence of the atherogenic lipoprotein pheno-
type and an increase in apolipoprotein B100 [8].

Several genes have been studied in relation with FCH,
which is a polygenic disease. One of the genes involved in
FCH is lipoprotein lipase (LPL, E.C. 3.1.1.34) [9], a glyco-
proteic enzyme that plays a key role in the catabolism of
lipoproteins rich in triglycerides, such as chylomicrons,
and very low density lipoproteins (VLDL). LPL action
takes place in endothelial cells surrounding the lumen of
capillary vessels, where it adheres to heparan sulphate
proteoglycans [10].

More than 80 structural mutations have been detected
within the LPL gene. The frequency of these mutations in
the general population is estimated to be at least 1/500.
These heterozygous mutations are the main cause of some
lipid disorders. One of these mutations is N2918 localized
in exon 6 of LPL [11-13].

The aim of our study was to analyze the relationship of the
atherogenic lipoprotein profile, especially the predomi-
nance of small and dense LDL, with the prevalence of
N2918 LPL polymorphism in Spanish patients with FCH
from the Community of Valencia with respect to with the
general population.

Materials and methods

Our study sample consisted of 33 families with Familial
Combined Hyperlipidemia (FCH), with a mean of 4.4
individuals per family, all of them living in the Autono-
mous Community of Valencia (SE of Spain). From a total
of 146 subjects, 93 were diagnosed with FCH according to
the criteria of Bredie S] et al. [14]. Total cholesterol and
triglycerides levels superior to the 90t percentile
(adjusted to age and gender) and apo B100 values supe-
rior to 1.2 g/L represented a diagnosis of FCH in 43 men
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and 50 women, aged from 15 to 75 years. In order to
assess polymorphism in the general population, 286
genetically independent healthy controls of similar gen-
der and age were randomly selected.

Venous blood was collected for biochemical measure-
ments. Total cholesterol (TC) and triglycerides (TG) were
measured through enzymatic methods and high density
lipoproteins cholesterol (HDLc) using a direct method in
a Beckman LX20 auto analyzer. The intraserial variation
coefficient was < 3.5% for all these determinations. When
TG values were under 400 mg/dL, LDL cholesterol con-
centration was calculated using Friedewald's formule [15].
Non-HDL cholesterol was obtained from the difference
between total cholesterol and HDL cholesterol. Apolipo-
proteins Al and B100 were determined by immunoneph-
elometry in a Dade Behring BNII (intra-assay variation
coefficient < 5.5%).

LDL B phenotype was measured by polyacrylamide gradi-
ent gel electrophoresis (2-16%) using the methodology
described by Nichols et al. [16]. The assignment of LDL
subclass phenotypes was based on particle diameter: pat-
tern A, mean diameter > 25.5 nm, and pattern B, predom-
inance of small and dense particles with a mean diameter
<25.5nm [17].

Approval was obtained from the relevant institutional
review board, and all participants gave their informed
consent.

DNA analysis for RFLP detection in LPL

DNA was extracted from tubes of 15 mL of blood with
EDTA-K;, according to the method of Miller et al. [18],
and was conserved at 4°C until analysis was performed.

N291S was identified after PCR amplification of a 238 bp
fragment using the following oligonucleotides: forward 5'
GCCGAGATACAATCTTGGTG 3' and reverse 5' CTGCT-
TCTITTTGGCTCTGACTGT 3'. Such a polymorphism adds
a restriction site for the Ava Il enzyme. PCR reaction was
performed in 25 pl total volume containing 0.3 mM of
each primer, 0.2 mM of each dNTP, 1x Taq buffer, 2 mM
MgCl,, 100 ng of genomic DNA and 2.5 U Taq polymer-
ase (Netzyme) in a Master-Cycler thermocycler (Eppen-
dorf). PCR was performed by means of a touchdown
protocol [19] according to the following conditions: an
initial denaturation step of 10 minutes at 94°C was fol-
lowed by 4 cycles of 30 seconds at 94°C, 30 seconds at
60°C and 45 seconds at 72°C. This was followed by 20
cycles of 30 seconds at 94°C, 30 seconds at 60°C minus
0.5°C in each cycle and 45 seconds at 72°C, and then 10
cycles of 30 seconds at 94°C, 30 seconds at 50°C and 45
seconds at 72°C. The final extension consisted of 10 min-
utes at 72°C. The PCR product was digested for 4 hours at
37°C with Ava Il and then analyzed with an 8% polyacr-
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ylamide gel. If the polymorphism was present, two frag-
ments of 215 and 23 bp (HT+) appeared; if not, the site
was destructed in the normal chain, which remained non-
digested (238 bp: WT).

Study design

The study was conducted based on a case-control design.
Ninety-three FCHL patients were recruited and matched
according to sex and age with a control group of 286 sub-
jects from the general population.

Statistics

Between-groups comparison was performed using an
ANOVA followed by a parametric t-test. Due to skewed
distribution of TG, TG analyses were performed on loga-
rithmically transformed values. Statistical analyses were
carried out using the Microsoft Excel Data Analysis Pack-
age (Microsoft, Inc.).

The Mann-Whitney nonparametric test was used to com-
pare lipid concentrations in FCH patients with pattern A
and those with pattern B. To test differences in triglycer-
ides levels, values were logarithmically transformed prior
to statistical analysis.

1? was performed in order to determine whether popula-
tions were in Hardy-Weinberg equilibrium and in order to
compare different phenotypes. Significance was set at p <
0.05.

Statistic analyses were carried out using the SSPS-15.0 pro-
gram for Windows (SPSS Inc., Chicago, IL).

Results

A total of 93 patients, all diagnosed with FCH, were stud-
ied: 43 men (46.3%) and 50 women (53.7%), aged
between 15 and 75. 286 subjects from the general popu-
lation were also studied. Lipid parameters are expressed in
Table 1. Significant differences were observed between the
two groups in all the variables studied. FCH patients
showed higher levels of total cholesterol, triglycerides,
LDLc, non-HDLc and apo B100, and lower levels of
HDLg, apo A and a smaller LDL diameter.

When non-mutated wild-type (WT) and heterozygote
(HT) patients were compared, a smaller average diameter
of LDL particles was observed among the latter, with the
difference being statistically significant. Table 2 shows the
lipid values of pattern A patients compared to those of
pattern B patients. FCH patients with pattern B LDL dis-
played higher concentrations of triglycerides, VL.DLc, non-
HDLc and apo B100 and lower levels of HDLc than FCH
patients with pattern A.

Patients with polymorphism presented pattern B in
87.5% of cases and pattern A in 12.5% of cases, while
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Table I: Lipid concentrations in cases (FCH patients) and
controls.

FCH Patients Controls P value*

Total cholesterol 23867 £50.10  185.13+2830  0.001
Triglycerides 20471 £ 192.16 8827 + 42.45 0.001
LDLc 15685+ 39.97  113.50+2520  0.001
HDLc 47.77 + 17.18 5393 + 1448 0.001
VLDLe 40.28 + 36.52 17.65 + 8.49 0.001
Non-HDLc 192.94 + 48.68 131.50 + 29.09 0.001
Apo Al 13355 +32.52 15279 +29.03  0.001
Apo B100 125.80 + 28.11 95.25 +21.15 0.001
LDL diameter 2545 +0.78 26.14+0.74 0.001
* ANOVA Test

Values are expressed as mean + standard deviation. Units are mg/dL
in all parameters except LDL diameter (nm).

patients without polymorphism presented pattern A in
69.2% of cases and pattern B in 30.8% of cases. These dif-
ferences were statistically significant (p < 0.004).

N291S polymorphism of LPL occurred in 9.7% of FCH
patients, while no individual in the study sample from the
general population presented this mutation. Both sam-
ples were in Hardy-Weinberg equilibrium, as the patients
showed a 72=0.216 and 2p = 0.6423 and the general pop-
ulationay?=0and 2p = 1.

Discussion

FCH is a disease with a complex phenotype that is not
completely understood, and remains difficult to diagnose.
This dyslipemic syndrome is associated with disturbances
in all lipoprotein fractions. The key underlying abnormal-
ity of this condition is elevation of VLDL due to overpro-
duction or defective catabolism [20]. Small and dense
LDL is the final expression of this catabolism. These parti-
cles are more easily oxidized and display a higher affinity
for the extracellular matrix and a higher degree of reten-
tion in arterial wall than their larger, normal-sized coun-

Table 2: Lipid concentrations in FCH patients with pattern A and
pattern B

Pattern A (n = 26) Pattern B (n = 27) P-value*

Total cholesterol ~ 227.88 + 41.86 238.03 + 50.86 0.450
Triglycerides 127.80 + 65.77 34455 £ 23440  0.001
HDLc 55.00 £ 18.54 3559 +£794 0.001
LDLe 147.50 + 34.64 149.06 + 53.11 0.569
VLDLc 2553 % 13.11 6534 £4371 0.001
Non-HDLc 172.88 + 32.40 202.44 £ 50.71 0.022
Apo Al 144,00 + 39.87 121.33 £ 20.49 0.029
Apo B100 118.13 £22.22 133.69 + 30.21 0.042
ApoB/ApoA 0.90 + 0.29 1.50 £ 0.35 0.022
Diameter

26.06 + 0.57 24.86 + 0.42 0.001

* Mann-Whitney test
Values expressed as mean * Standard Deviation. Units are mg/dL in all
parameters
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terparts [21]. Small and dense LDL has been accepted as
an emergent cardiovascular risk factor by the National
Cholesterol Education Programme (Adult Treatment
Panel 11T) [22], as many studies have demonstrated that
the predominance of these particles is associated with an
increase in cardiovascular risk more than classic lipid var-
iables [23,24]. FCH patients with phenotype. B of LDL
show a clearly atherogenic lipid profile. There is evidence
that hypolipidemic treatment can modify the distribution
of LDL subclasses [25]. Very high risk patients, including
those with this atherogenic lipoprotein profile, may ben-
efit from more potent lipid-lowering therapies [26].

It has been suggested that FCH is a heterogeneous and oli-
gogenic disease [27]. One of the genes likely to exert an
influence in this disease is the lipoprotein lipase gene.
Many codon polymorphisms of the LPL gene have been
described, some of them associated with alterations of the
metabolism of triglyceride-rich lipoproteins [28]. One of
the most frequent polymorphisms is located in exon 6
(rs268, c. 1128 A>G; N2918S) [29]. The prevalence of this
mutation in our FCH patients was 9.7%, which is similar
to the 9.3% described for Dutch FCH patients [5] but con-
siderably higher than the 2-5% described for other Cau-
casian populations [30]. No polymorphism was detected
in the sample from the general population, which reflects
findings in other populations [5] in which no carriers
were found, suggesting that the N291S mutation is more
frequent among FCH patients. The mutation is likely to
affect postprandial lipemia by altering its enzymatic activ-
ity [31], resulting in an increase of VLDL particles and
high concentrations of apo B100 and leading to the
appearance of a greater number of small and dense LDL
particles as the final and most important expression of the
catabolism of triglyceride-rich lipoprotein particles [32].
In this way, the FCH phenotype of patients with the poly-
morphism is negatively affected, with altered postpran-
dial responses to fat-rich meals being described, even in
patients that were initially normolipemic [33].

These previously published data coincide with our results;
polymorphism-carrier patients have been reported to
present a smaller LDL diameter, suggesting a clearly ather-
ogenic alteration of the metabolism of triglyceride-rich
particles [34]. In fact, in some studies regarding FCH, this
polymorphism has been related to patients who had pre-
viously presented an ischemic cardiopathy [11].

In our study, patients with the N291S polymorphism
showed a smaller average LDL diameter, corresponding
with pattern B and constituting the final expression of the
alteration of the metabolism of triglyceride-rich particles.
This represents a higher cardiovascular risk among such
patients. On the other hand, most patients without this
polymorphism had pattern A, constituting a clear differ-
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ence between both groups. We are aware of the limita-
tions of this study in relation to the number of patients
with the polymorphism. Unfortunately, its low preva-
lence among the general population makes it difficult to
conduct a genetic study with a large number of patients
that would permit us to draw more solid conclusions.
That said, our data show important differences between
the two patterns.

In conclusion, FCH patients with pattern B of LDL show a

_ clearly atherogenic lipid profile. The relationship between

small and dense LDL and the presence of the allele encod-
ing for N291S mutation of the LPL gene, present in a high
percentage of our FCH patients, could disrupt the pheno-
type of the disease by altering the clearance of triglyceride-
rich lipoproteins. Such phenotype expression is the basis
for a more atherogenic profile. Therefore, based on our
results in FCH patients in the Autonomous Community
of Valencia, the cardiovascular risk of those with pattern B
of LDL who carry this polymorphism could be considera-
bly reduced through rigorous treatment of Hyperlipemia.
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