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|. RESUMEN

Introduccion: La Hipercolesterolemia Familiar (HF) es un desord@mogénico con
una gran variabilidad interindividual en cuantoxaresion clinica, incluso en pacientes
portadores de la misma mutacion. Esto indica, dques dactores ambientales, genéticos

o bien interacciones genes-ambiente, podrian jug@nportante papel.

Hipotesis de trabajo: Los transportadores ABCG5/G8 ejercen un papeldmahtal en

el balance neto del metabolismo lipidico, principate sobre el c-HDL debido al
papel que desempefian dentro de la via del traespevierso del colesterol. La
presencia de determinados polimorfismos en losggaBEG5/G8podria influir en el
papel fisioloégico de estos transportadores, madfio las concentraciones finales de

lipidos plasmaticos.

Objetivo principal: Analizar si la presencia del polimorfismo Y54C engen del
transportadoABCG8y otros SNPs seleccionados en los g&®E8G5/G8(i7892A>G,
i18429C>T, GIn604GIuC>G, i11836G>A / 5U145T>G, ASpilsG>C, i14222T>C,
Thr400LysG>T), modulan las concentraciones de c-HB&L pacientes con HF
heterocigota (HFh).

Objetivos secundarios: Determinar el efecto de dichos polimorfismos solas
concentraciones finales de colesterol total (CH)L.Dt, triglicéridos (TG), ApoA-I,
ApoB vy lipoproteina A, asi como su influencia sobrarcadores plasmaticos de estrés
oxidativo (lipoperoxidos y LDL oxidada). Estudiartéracciones entre estos SNPs y
variables de riesgo en HFh (sexo, tabaco, obesipi@sencia de arco corneal y/o

xantomas).

Poblacion, disefio y metodologialos polimorfismos fueron genotipados en 586
pacientes con un diagnéstico genético de certezelFdeEste diagndstico se realizo
mediante técnicas de ADN-microarray. Las deternidmess clinicas y bioquimicas

fueron realizadas por un protocolo y procedimiepteviamente establecidos.

Resultados: Los individuos portadores del alelo A para el SNP836G>A y los
individuos homocigotos GG para el SNP Y54C presentanayores concentraciones

de c-HDL. A su vez, los sujetos portadores del &604GluC>G y los homocigotos



GG para Y54C, presentaron menores concentraciand$sd Ademas, se observé una
interaccion entre algunos de los SNPs estudiadb$gbito tabaquico. De esta manera,
ser fumador y portador del alelo minoritario pana ENPs i7892A>G, i118429C>T,
i11836G>A en el geBCG5y 5U145T>G en el geABCGS§ esta relacionado con
menores concentraciones de c-HDL y mayores nivee<T, TG y de c-VLDL,
respectivamente. Ademas, ser portador del alelonitémio T y G para los SNPs
i18429C>T y GIn604GIuC>G en el geABCG5 esta relacionado con menores

concentraciones de TG, solamente en sujetos nadiones
Conclusiones:La presencia de determinados SNPs en los geBE$G5/G8modulan
las concentraciones de lipidos plasmaticos en pesiecon HF. Este efecto a su vez,

puede verse influenciado por la presencia del tabac

Este trabajo carece de conflicto de intereses



II. INTRODUCCION

1. DEFINICION Y CLASIFICACION DE LA HIPERCOLESTEROL EMIA
FAMILIAR

La Hipercolesterolemia Familiar (HF) es una enfetatkautosémica dominante
(AD) caracterizada por muy altas concentracioneasrpéticas de colesterol
vehiculizado por las lipoproteinas de baja densi@adDL), depdsitos anormales de
colesterol (xantomas tendinosos y arco corneal)nyincremento del riesgo de
enfermedad cardiovascular prematura (ECV), espeeise coronaria’ > Se engloba
dentro de las llamadas hipercolesterolemias autesdndominantes (HAD) y es el

trastorno hereditario monogénico mas frecuérite

El defecto principal de esta enfermedad se progocaina mutacion en el gen
que codifica el receptor de las LDL (RLDL), queesguentra en el cromosoma 19
La presencia de dicha mutacidon hace que estostoeespestén ausentes o bien que
funcionen de manera andmala, lo que tendra comsecaencia una disminucion del
aclaramiento del c-LDL del plasma. Ello implica alito riesgo coronario, por lo que
esta enfermedad es una de las principales causagesi@rollo de arteriosclerosis

precoz.

La HF es una enfermedad hereditaria que se expiessie el nacimiento. La
persona afecta de HF, tiene el 50% de probabilgldddransmitir el gen anormal a sus
descendientes, y un 50% de traspasar la informagédtica correcta. Por lo tanto,
aproximadamente la mitad de los miembros de undidadesarrollara también HF. La
penetrancia de la enfermedad es de casi el 100%ctagor igual a los dos sexos. En la
mayoria de los casos, si un nifio o adulto, hijaudepaciente con HF, tiene valores
normales de colesterol probablemente este sujel@mbi heredado la enfermedad. Sin
embargo, pueden existir hasta un 8% de persondadpoas de una mutacion con
valores normales de colesterol, especialmente eddd joven. En este caso, el paciente
padece la enfermedad y por tanto puede transrgeredefectuoso a su descendencia,
de ahi la importancia que adquiere llegar a unrdistico de certeza de la enfermedad a

través del diagndstico genético.



Dentro de la HF podemos encontrar 2 variantes, rsegjimecanismo de
transmision implicado. Entre estas 2 variantespminaremos importantes diferencias
en cuanto a frecuencia, expresion clinica y precésiabla 1. Asi, la HF la podemos

dividir en:

a) Hipercolesterolemia familiar heterocigota (HR#)sujeto hereda uno de los
alelos defectuoso, mientras que el otro es nofemakste caso, el paciente tiene el 50%
de la dotacion de RLDL normofuncionantes, y elaesitan ausentes o no funcionan
adecuadamente. Esto se traducira en un menor matsta del c-LDL del plasma,
elevando su concentracion por encima de 2-3 veoss Malores normales.
Aproximadamente, la mitad de aquellos pacientesrddiard xantomas tendinosos,
xantelasmas y arco corneal prematuro (< 45 afi@$)c@mo enfermedad coronaria
prematura (ECP) antes de la cuarta o quinta déc@elastima que 1 de cada 500
personas en la poblacion general presenta HFh.spaffa se calcula que entre 80.000-
100.000 personas la padeéeh

b) Hipercolesterolemia familiar homocigota (HFHE keredan ambos alelos
defectuosos, lo que produce una ausencia practicartwal de RLDL. Al disponer de
una menor cantidad de RLDL, la concentracion d®t-hlcanzara cifras superiores a
5 veces los valores normales, o que hace que ssfetos desarrollen una severa
arteriosclerosis. Esto conducira a la presenci&@® con menos de 20 afts"
Afortunadamente, su prevalencia es mucho mendmastiose 1 por cada millon de

personas.

Tabla 1. Fenotipo de la Hipercolesterolemia Familiar

HETEROCIGOTA HOMOCIGOTA
Colesterol total (mg/dL) 350-500 600-1200
c-LDL (mg/dL) 250-420 700-800
Xantomas tendinosos 30-40% Alta prevalencia
Enfermedad coronaria > 25 afos < 25 afios
Desorden genético RLDL: 1 alelo RLDL: 2 alelos

*Frecuencia de sujetos con diagndstico clinicoeeluts que se encuentra mutacion en el RLDL

(heterocigota/homaocigota) tras el andlisis genético




2. IMPORTANCIA EPIDEMIOLOGICA DE LA HIPERCOLESTEROL EMIA
FAMILIAR HETEROCIGOTA (HFh)

2.1. Problema de Salud Publica Internacional

La HF es uno de los desodrdenes hereditarios moromgemas frecuentes entre
la poblacion general. Como hemos resefiado previamknfrecuencia de HFh es de
aproximadamente 1/500 sujetos en la mayoria dedéses, mientras que en la forma
homocigota es de 1 caso por cada millbn de persddias embargo, en algunas
poblaciones como la de Canadienses Francesesaddscen Sudafrica, Libaneses y

Finlandeses, esta prevalencia cambia mucho y esitaéa la descrita anteriormerife
16

Se estima que existen en torno a 10 millones deopas afectas de HF a lo
largo del mundo. De éstos, menos del 10% estamaségados, y a su vez dentro de
éstos menos del 25% estan correctamente tratadofonacos hipolipemiantes. En
Espafia se ha estimado que casi 100.000 persondarpedtar afectadas de HFh y el
riesgo de complicaciones cardiovasculares en eastpogde poblacion es 5 veces

superior al riesgo de la poblacion general.

La HFh es un problema de Salud Publica debido atéaincidencia de ECV
prematura (< 55 afios en hombres y < 60 afios erresygue conlleva la enfermedad y
por la reduccién en las expectativas de vida obsteren las familias con HER 8 El
primer informe que describié un riesgo cardiovasc@umentado en HFh, demostré
una posibilidad del 51 % de enfermedad coronati@ fa no fatal en hombres y un
riesgo correspondiente del 12 % en mujeres (amblzsilados para una edad de 50
afios)'®. Aproximadamente el 85% de los hombres y el 50%asienujeres presentaran
un evento coronario antes de los 65 afios de edanl n adecuadamente tratadfbs
En Espafa, segun datos del Registro Espafiol de éiEBh% de los varones y el 22%

de las mujeres con HF incluidas en el mismo, haardellado alguna manifestacion de



ECV antes de los 60 afiBsHasta el 9% del total de ECP en el este de Fiidahy

Alemania®® % esta asociada con HF.

Numerosos estudios han demostrado que la princdpaba de muerte en
pacientes con HFh es la ECP 2> Se estima que cerca de 200.000 personas mueren
cada afio por ECP debida a HF. A su vez, se ha demosambién que la HFh no
tratada, acorta la esperanza de vida en una med#a dfios con respecto a la poblacion
general, ya que las personas con esta hipercallesteéa fallecen de ECPE®. En
cambio, si los pacientes son identificados a ediepranas y tratados adecuadamente,
la esperanza de vida es similar a la del restadmblacion general. Por todas estas
razones, resulta crucial la temprana identificadi@nlos pacientes con HFh y sus
familiares, con el fin de empezar con el tratantieadecuado de manera temprana de

cara a la prevencion de ECP y muerte en esta poblac

En la ultima década, varios nuevos farmacos sedbaarrollado con el fin de
optimizar el tratamiento de pacientes con enfermeslale alto riesgo cardiovascular
como HFh #’. Hoy en dia, hay suficiente evidencia que demaegie la mortalidad y
morbilidad cardiovascular se ve reducida con el ds@statinas en pacientes de alto
riesgo?®32 aunque para los pacientes con HF la evidencimés escasa™ ** Un
reciente estudio llevado a cabo en Espafia por Algnsolaboradores®, evalia la
eficiencia de distintas estrategias preventivapasmentes con HF, mediante un modelo
de coste-efectividad en el que utilizan una estagimmonoterapia a distintas dosis y un
tratamiento combinado. Ellos concluyen que el nmangjeventivo con distintas

estrategias terapéuticas resulta eficiente.

Otros estudios han analizado diferentes aspecttéacioeados con la
enfermedad. Asi, trabajos realizados sobre calidadvida en pacientes con HF
demuestran que no existen diferencias con resgel@goblacion general, aunque en
algiin estudio se manifiesta que si existe preoddpamr el riesgo de ECP % En
este sentido Hyttinen y colaboradotésestudiaron recientemente la calidad de vida en
pacientes mayores de 65 afios y concluyen que laoHista asociada con pobre calidad
de vida en personas que superan los 65 afnos. Emsdsisiones destacan que aquellos
sujetos se caracterizaron por llevar un estilo ida galudable y por un tratamiento a

largo plazo con estatinas.
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En resumen, el diagndstico precoz y adecuado tratdonde los pacientes con
HFh aumenta la supervivencia de esta poblacion enawtdo al mismo tiempo una

buena calidad de vida.

2.2. Hipercolesterolemia Familiar en la infancia

Las enfermedades cardiovasculares son la primeisacde muerte en Espafa.
Su impacto demogréfico, sanitario y social estaentando y va a continuar haciéndolo
en las proximas décadas. Por ello, la adecuadecailate y tratamiento de la
hipercolesterolemia asi como del resto de los fastde riesgo es fundamental para

prevenir las enfermedades cardiovasculares.

El proceso aterosclerético comienza ya en la nyiipmogresa lentamente en la
adolescencia, pudiendo conducir con posterioridhddesarrollo de cardiopatia
isquémica. Los factores de riesgo de aterosclersigisdo la hipercolesterolemia uno

de los principales, acttian desde las primeras déadella vidd®*°

La HFh es un desorden monogénico que se expredesyge el nacimiento y se
caracteriza por la exposicién a elevadas conceotras de c-LDL. Sin tratamiento, los
individuos afectados pertenecientes al grupo ddesdeomprendidas entre los 20 y los
39 afos tienen 100 veces mas riesgo de desafE@iRarque los individuos no afectados
de su mismo grupo de edad Numerosos estudios, han demostrado que ya dasde |
infancia, los nifios afectos de HF tienen evidem@alisfuncién endotelidf **y de
afectacion del grosor de la intima-media artet?d’. Como consecuencia de estas
observaciones, han sido documentados casos demsguoeocardica y de estenosis de
arterias coronarias en adultos jovenes con estdis’ " *® Nicholls y colaboradores
49 demostraron recientemente que era claramentditiena la identificaciéon precoz
de los individuos afectados de HFh, asi como latiefdad del tratamiento a edades

tempranas.
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Todos estos hallazgos, apoyan fuertemente que relenao del tratamiento
deberia realizarse en la juventud. Basados ericlacef y seguridad del uso de estatinas
en adultos con HFh, varios estudios se han llexaadabo sobre nifios. Todos estos
estudios llegan a la conclusiéon de que las estatiaducen los niveles de c-LDL,
inducen regresion de la aterosclerosis a nivefialtg no tienen efectos adversos sobre
el crecimiento, maduracion sexual, niveles hormemali efectos adversos a nivel

muscular o hepatic®

Recientemente, se ha publicado un metaanalisiadteva cabo por Avis y
colaboradoreg?, en el que se ha evaluado la eficacia y partiméate la seguridad de
la terapia con estatinas en nifios con HFh. Enrestsion sistematica, se demuestra que
el uso de estatinas reduce significativamente lestarol total (CT), c-LDL y la ApoB,
asi como que aumenta de forma significativa lazeatnaciones de c-HDL y ApoA-I.
Ademas, no se encontraron diferencias entre lgsogren cuanto a los parametros de
seguridad establecidos salvo unas minimas difasn@n el crecimiento que
favorecieron al grupo tratado. Estos hallazgos apdg eficacia y seguridad del uso de

estatinas en nifios con HFh.

En conclusion, la HFh es una enfermedad con agpa cardiovascular que se
expresa ya desde el nacimiento por lo que resulaeiscindible un diagndstico precoz,
quedando ampliamente demostrado la efectividad gurskad a largo plazo del

tratamiento a edades tempraras
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3. CARACTERISTICAS DE LA HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILI AR
HETEROCIGOTA

3.1. Caracteristicas clinicas

En la préactica clinica habitual, el fenotipo de pacientes con HFh se encuentra
con mas frecuencia que el presentado por los pasieson HFH. Tipicamente, la
primera manifestacion de los pacientes con HFhidala presencia de ECP, aunque
hoy en dia gracias a los avances en el diagn{stitwe todo genético) y prevenciéon de
la enfermedad, se puede llegar al diagnéstico @emamnera mas temprana®’. Esto
altimo, junto a la mejora en el tratamiento de hideemedad con modernas drogas, ha

mejorado de manera considerable el pronésticotds paciented *°

Los criterios clinicos utilizados para la identi#foddn de los pacientes con HF se
basan principalmente en las concentraciones elsw#glaolesterol total, a expensas de
c-LDL (por encima del percentil 95 de los valoresla poblacién de referencia), en la
historia familiar de hipercolesterolemia grave g®ECV prematura y en los depdsitos
anormales de colesterol en tejidos extravasculdegso corneal y/o xantomas
tendinosos) Los signos fisicos mas importantes a tener en audentro de los
pacientes con HF sera la busqueda de depositosalesrde colesterol. Estos depdsitos
se van a localizar principalmente en tendones,egoynpiel, aunque puede haber otras

localizacionegFigura 1).

A) Xantoma tendinoso B) Xantelama C) Arco corneal
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Figura 1. Depdsitos anormales de colesterol: xantoma tendir{83, xantelasma (B) y
arco corneal (C). Libro: Cardiopatia en la mujer @th. Cap. Xll: comorbilidades.
Chappuis J.M, 2005.

En HF, por tanto, las cifras elevadas de c-LDL degd primeros afios de la
vida también se asocian al depdsito de colestemoktefidos extravasculares. En
pacientes con HFh estas manifestaciones no aparesigimente, hasta los 25-30 afnos
mientras que en los pacientes con HFH estas |lessme ya evidentes antes de los 10

anos.

El depdsito de colesterol en los tendones constimya lesion denominada
“xantoma”®" 2 Los xantomas se producen por un depdsito deokpiduy semejante
al que ocurre en la lesidn vascular arterioscleagticon proliferacion de células
espumosas (macrofagos cargados de lipidos) y aauinlextracelular de colesterol
en el intersticio perivascular de las fibras tendas. Los xantomas tendinosos son
caracteristicos de la HFh, pero también se puedeon&ar en otras alteraciones
lipidicas, tanto primarias, como la xantomatosisreloetendinosa  la

65, 66

disbetalipoproteinemi&* y la fitosterolemia! , como secundarias, destacando la
hipercolesterolemia de la cirrosis biliar primafia

Los xantomas suelen localizarse en los tendonégqdies, aunque también se
detectan en los codos y en los nudillos de las maRara su palpacién se requiere
experiencia y constituye la base del diagnostituad de HF. A veces, la identificacion
mediante el examen fisico no es facil y se ha deads que el examen mediante

ultrasonidos puede aumentar la sensibilidad dendistico®® "2

Se desconoce la razén por la que unos pacientasralEn xantomas y otros
no, a pesar de tener cifras similares de c-LDLciusgo tener la misma mutacion en el
gen del RLDL™. Una de las hipétesis que se baraja, es la bagbiledad que puede
tener el examen fisico directo del paciente, esr dpe el diagndstico de xantomas
mediante el examen fisico es subjetivo, ya que ribpele la experiencia clinica del
médico y en ocasiones, su deteccién puede estaultdila por la existencia de
irregularidades o nodulos en los tendones. Asimigpacientes que hayan practicado

deporte durante muchos afios o que hayan sufridbaumatismo en los tendones
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(rupturas fibrilares, esguinces, etc) pueden teneangrosamiento del tendon que puede

hacer dudar a la hora de considerarlo como xantoma.

En la practica clinica habitual existen unos apterclinicos descritos por el
grupoMEDPED (Make Early Diagnosis to Prevent Early Dédtiolandés™ en el que
se establece uscore para el diagnéstico clinico de HFh. Mediante ldizacion de
estos criterios clinicos, la mera deteccién de omas tendinosos proporciona un
diagndstico de probabilidad de HF (6 puntos). Bbe enotivo, la identificacion de los
xantomas es crucial para el diagnostico de estdaghen la practica clinica habitual y
su trascendencia puede ir mas alla del mero diignds que se ha demostrado que su
presencia, por si sola, puede suponer un aumehtiestgo de ECV®.

El depodsito anormal de colesterol en la corneabseae con el nombre de arco
corneal y su presencia, con menos de 45 afios, supwa puntuacion de 4 puntos
dentro del score establecido por el grifieDPED holandés para el diagnéstico clinico
de HFh, estableciendo un diagndstico de posibildiadHFh. Numerosos estudios han
encontrado relacién entre arco corneal y lipidasmitico” ® Un reciente estudio ha
demostrado que la presencia de arco corneal seiaasmn incremento de
arteriosclerosis en pacientes con HF y que paceobm mas severo arco corneal
tienden a tener mas severa calcificaciéon arteeoétita’®. Pueden existir depdsitos
anormales de colesterol a otros niveles como péagécantelasmas) o musculatura
extensora de la mano, pero no son tan especifeedt-dy pueden presentarse también
en sujetos sin alteraciones del metabolismo lipidic

En resumen, la presencia de depdsitos anormalesldsterol (xantomas y/o
arco corneal) es una de las principales caradgtadstlinicas que define la enfermedad.
La deteccidon de dichos depdsitos tiene importangiadlo de cara al diagndstico de la
enfermedad, sino también de cara al pronosticcadai$ma ya que su presencia, en

pacientes con HF, se ha relacionado con un magsgaide ECV.
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3.2. Caracteristicas bioquimicas

La caracteristica bioquimica que va a definir agasientes con HFh son unas
concentraciones extremadamente elevadas de c-LiBsemtes ya desde el nacimiénto
Estd plenamente establecido que los niveles de Lc-eBtdn relacionados con la
incidencia de eventos coronarios y muerte cardmuas ®. Numerosos ensayos
clinicos con farmacos hipolipemiantes han demostrgde el descenso de las
concentraciones de c-LDL en plasma conduce a ufisativa reduccion en la
morbimortalidad cardiovascular. Este efecto sebdsewado, tanto en individuos sanos

como en aquellos que ya habian sufrido un epigareizo®" ®

A continuacion, se procederd a describir el femotgaracteristico de HFh
respecto a cada una de las fracciones lipidicasanpetros de estrés oxidativo.

1. Lipoproteinas de baja densidad (c-LDL)

La causa de la elevacion de c-LDL en pacientes H¥h encuentra,
principalmente, en una mutacién en el gen que icadéfl RLDL>". Las caracteristicas
clinicas y bioquimicas de los sujetos varian caraislemente segun el individuo sea

heterocigoto u homocigoto para la enfermedzaiola 1.

La gran heterogeneidad que presentan las mutacemes RLDL hace muy
dificil agrupar a los sujetos dentro de un mismaoofgo. Varios estudios han
investigado la correlacién genotipo-fenotipo enigr@tes HFh portadores de distintas
mutaciones en RLDL, encontrando una distinta restpuen funcién del tipo de
mutacién presentadd . Bertolini y colaboradore®’, demostraron que los pacientes
con una mutacion nula en el RLDL presentaban mayoomcentraciones de c-LDL
(18%) que aquellos sujetos con una mutacién defeatuEstudios posteriores han
corroborado ese hallazg§. Por otro lado, es conocido también que diferentes
mutaciones en el mismo dominio e incluso la mismdagidén en distintos sujetos,

puede dar lugar a diferentes fenotifds
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La influencia del tipo de mutacion en el RLDL sobteiesgo cardiovascular ha
sido tratada en diferentes trabajos. Souverin ghmadores’, estudiaron la influencia
especifica de las 86 mutaciones mas prevalentés goblacion de los Paises Bajos y
concluyeron que la supervivencia depende mas deekes de c-LDL causados por la
mutacion que del tipo de mutacion en si misma.d®ar lado, Alonso y colaboradores
%1 demostraron recientemente que el tipo de mutamial RLDL, junto con factores
de riesgo clasicos, como tabaco o el ratio CT/c-Hiede tener una gran influencia en

el riesgo cardiovascular de pacientes con HFh.

En condiciones normales, aproximadamente el 70%asdparticulas de c-LDL
son aclaradas desde la circulacion por el higddaagtividad del RLDL en esta funcion
es el mecanismo crucial para mantener las cono@es plasmaticas de c-LDLPor
lo tanto, el principal defecto en HFh resulta dedescenso en el aclaramiento de c-
LDL, via RLDL. Otros defectos genéticos en el RLDApoB o PCSK9 pueden
dificultar el aclaramiento de c-LDL, pero ellos sensideraran mas adelante como
grupos distintos. El déficit de aclaramiento deld-Lpor parte del RLDL conducira a
altas concentraciones de c-LDL en plasma, conmitbée ésta en la caracteristica que

define a los pacientes con HFh.

Otro mecanismo que contribuye a elevar las coraeiotnies en sangre de c-
LDL viene derivada de esa falta de aclaramientadidbas particulas por parte del
higado. Esta falta de aclaramiento, estimularéni@sis de colesterol dando lugar a una
sobreproducion de c-VLDL, la cual finalmente incegrtara la concentracion de c-LDL
en plasma. Kajinami y colaboradoré$ realizaron un estudio para describir la
distribucion de apoproteinas en plasma en pacieatesHFh y encontraron que la
ApoB se encontraba elevada 2,5 veces sobre loseegatormales, lo que era consistente
con la elevacion de c-LDL. A su vez, ApoC-l, C-lIl ApoE se encontraron
significativamente elevadas. Por el contrario, ne encontraron diferencias

estadisticamente significativas en las concentnasiale ApoA-1 y ApoA-II.

Las particulas de c-LDL pequefias y densas constituy factor de riesgo para
el desarrollo de ECV*®°. Recientemente, Tsuyoshi y colaboraddfdsn demostrado
que el tratamiento con estatinas en pacientes Etndisminuye las concentraciones de

dichas particulas, lo que contribuye a una dismdmudel riesgo cardiovascular. En este
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contexto, Hogue y colaborador€=lemostraron que el genotipo de la mutacién RLDL

también estaba asociado con el tamafio de lasylagtide c-LDL en pacientes con HF.

Actualmente, a la tradicional vision de que el d&feen el RLDL trae como
consecuencia un aumento de las concentraciones.bé a través de una disminucion
del aclaramiento, se le estan uniendo nuevos nmsmnasique pudieran explicar la alta
variabilidad interindividual existente en la HF. iA$¢a sobreproduccion de ApoB
contenida en las lipoproteinas y la supresion deerlaima hidroximetilglutaril-
Coenzima A (HMG-CoA) reductasa pueden ser unogautires de que una revision de

este paradigma es necesdfia”

2. Lipoproteinas de alta densidad (c-HDL)

Las c-HDL, las cuales transportan aproximadamentdeuwcio del colesterol

plasmatico, son las encargadas de retirar el exisolesterol desde las célutds %

Las c-HDL son una clase de particulas multifundignheterogénea que transportan
una gran variedad de lipidos y moléculas lipofficd&Jna de las funciones mas
importantes de las c-HDL es el transporte de camlestesde los tejidos periféricos
hasta el higado para su eliminacion por la bilgoBcurre por una via conocida como
transporte reverso del colesterol (TRC), la cugliere la coordinacion de mdultiples
mecanismos celulares y proteinas plasmaticas, ti@mdose en la via metabdlica
protectora de la aterogéned?$'® En lafigura 2 se representa un esquema de este

proceso fisiologico.

Aunque las c-HDL contienen diferentes proteinas,7@% de ellas estan
representadas por la apoA-l. El higado y el imesSintetizaran y secretaran esta
proteina a la circulacién como una lipoproteinarpan lipidos, la cual rapidamente ira
adquiriendo fosfolipidos y colesterol desde lasulegl principalmente hepaticas,
aungue también adquiere colesterol procedente Wes @élulas localizadas en la
periferia, principalmente macréfagos. Por tants,dancentraciones de ApoA-I, al ser
las proteinas que mejor representan a las c-HDIs, moeden ayudar a medir
indirectamente la eficiencia de la via antiateraggédel TRC.
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acido graso. LH: lipasa hepatica. LPL: lipoprotipiméa. CETP: proteina transportadora de
colesterol esterificado. LCAT: lecitina colesteaalltransferasa.

Figura 2. Esquema del transporte reverso del colesterol. Bdpburu OR. A. Bioq.
Clin. 2006; 40 (2): 165-72

Las concentraciones séricas de c-HDL estan reladam inversamente con la

incidencia de ECP°*1% Numerosos factores tanto ambientaf@s''°

111-113

como genéticos

ejercen su influencia sobre las concentracioreswticas de c-HDL.

La HFh se suele acompafiar de concentraciones HbejasHDL. Frenais y
colaboradores™ demostraron que las concentraciones de c-HDIo, perde ApoA-l,
en pacientes con HFh eran menores en comparaamsugetos normales. Otro estudio
en pacientes con HF demostré que existia un predomeé c-HDL de pequefio tamafio
asf como un incremento de la actividad de la lipreegitica™®. También se ha sugerido
que la excreccion de colesterol puede estar ingr&da en pacientes con HF, al
observarse en distintos estudios una disminucibindee de saturacion de colesterol

en la bilis durante el tratamiento con farmacoslipemiantes*®

Las particulas de c-HDL evitan la oxidacion dellBd. a través de la activacion

plaquetaria del factor acetil-hidrolasa y de laapapnasa (especialmente la isoenzima

1). Estas enzimas asociadas a las c-HDL hidrolaanipidos hidroperoxidados de las
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particulas de c-LDL. Por otro lado, se ha demostigquk el c-HDL mejora la funcion
endotelial al disminuir la expresién de moléculasadhesion estimuladas por la LDL-
oxidada (LDL-ox)*®

En definitiva, todos estos mecanismos descritosepode manifiesto la
importancia que las particulas de c-HDL tienen acigmtes con HFh ya que a través
del transporte reverso de colesterol seran lasrgetas de conducir el colesterol
remanente desde los tejidos, incluida la paredialt@acia el higado para su posterior
reutilizacion o eliminacién a través de la bilissA vez, las moléculas de c-HDL tienen
otros muchos papeles protectores como evitar ldaoidn de las particulas de c-LDL o
mejorar la funcién endotelial. Todo ello contribugeque las HDL sean una de las

principales vias protectoras contra la aterogénesis

3. Triglicéridos (TG)

Estudios experimentales y clinicos han demostrage € trastorno en el
metabolismo de los TG juega un papel importantelesiesarrollo de arteriosclerosis
prematura®® *?° Las concentraciones de TG en pacientes con Helers@ncontrarse
en rangos normales, aunque en la clinica nos pal@mcontrar con pacientes que

presentan valores elevados de TG.

El trastorno en el metabolismo de los TG, present®s sujetos con HF, se va a
caracterizar por un acumulo postprandial de lipinas remanentes de colesterol y el
incremento de estos remanentes también ha siddsamn el desarrollo de EC'Y"

123 Watts y colaboradoréd® demostraron como pacientes con HF que presentaizan
alteracion en el metabolismo postprandial de lpsplioteinas tenian mas alto riesgo
para ECV.

Por otro lado, ha sido demostrado que las pardcd&a c-LDL pequefias y
densas se correlacionan positivamente con las stoacenes de TG y c-LDL e
inversamente con el c-HDE?. Aunque son varios los factores determinantes del
tamafio de las LDL, el mas poderoso podrian semiosles de TG™®. Kolovu y
colaboradores?’, demostraron recientemente que hombres con HRem@an una

anormal respuesta postprandial al aclaramiento@lepdr lo que esta evidencia podria
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contribuir a explicar la alta heterogeneidad emiedgo de ECP que presentan estos
pacientes. Este mismo grupo, habia observado pmewig la misma respuesta en
mujeres postmenopadusicas con HEhA su vez, la proteina transferidora de ésteres de
colesterol (CETP) ha sido identificada también couro importante predictor del

tamario de las particulas de c-LDL en pacientedHfem'>°.

Otros mecanismos que pudieran explicar la elevadénTG en algunos
pacientes con HFh pueden ser la interaccion cors @lenes como por ejemplo el
genotipos2/e2 del gen de la ApoE o bien la interaccion condias ambientales tales
como alcohol, sobrepeso y diabetes mellitus, elémseque por otro lado tienen

fuertemente contrastada su relacion con conceatresielevadas de TG.

4. Lipoproteina A (Lp (a))

Importantes estudios han demostrado la asociaciéregiste entre la Lp (a) y
la presencia de enfermedad cardiovascular en diwvensoblaciones, incluidas
poblaciones con HFE3%**> Sin embargo, otros estudios como los realizadms p
Carmena y colaboradoré®, concluyeron que el riesgo cardiovascular en epgrde
pacientes con HF analizado se relacioné con la,edastxo, CT, c-LDL y ApoB pero

no con las concentraciones de Lp (a).

Real y colaboradore$’, analizaron las concentraciones de Lp (a) en upayr
de pacientes con HF sin ECV. Para ello recluta®pdcientes con HF sin ECV y los
compararon con 74 sujetos normolipémicos sin adeetes de ECV del area de
Valencia (Espafa). Ellos encontraron que los p&esegon HF tenian mas riesgo
cardiovascular debido a la potenciacion de la bidesterolemia con elevadas
concentraciones de Lp (a), indicando que esto aammitribuir a la explicacién de alta
variabilidad clinica que presentan estos paciekiegeciente estudio llevado a cabo en
nifios y adolescentes entre 8-18 afios con alta cuspmke HF investigd la asociacion
entre historia familiar de ECP y concentracionedagnafio de la Lp (a). Ellos
concluyeron que elevadas concentraciones de pegjisaiarmas de Lp (a) pueden ser
un importante factor de riesgo para el desarroicECP en nifios y adolescentes con

hipercolesterolemi&®.
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En definitiva, la HFh se encuentra asociada a dlEvaconcentraciones

plasmaticas de Lp (a) y esto puede afectar al gtmuode la enfermedad.

5. LDL oxidada (LDL-0x) y lipoperoxidos (LPO)

En la Gltima década se ha consolidado la teoridatixa de la aterosclerosis,
gue considera la lesién arterial inicial, la esfyiasa y su progresion a placa de ateroma,
intimamente asociadas a la acumulacidon en macrefalgo c-LDL que han sido

minimamente oxidadas.

Las LDL-ox pueden ayudar a expandir la lesion exseterética, contribuyendo
a ello a través de las siguientes acciones pragaicas: internalizacion continta de
colesterol y apoptosis celular, reaccion inflamatpor linfocitos T, amplificacion de la
respuesta inflamatoria y formacién de células esmast*®**> Ademas de los estudios
que prueban su papel en la lesion arteriosclerG@iedna comprobado la existencia de
anticuerpos contra la LDL-ox en humart88y se ha confirmado que la medida de la
susceptibilidad de las particulas de c-LDL a ladagion esta correlacionada de forma

independiente con la magnitud de las lesionesiastéerdticas™’.

En la clinica, los niveles de LDL-ox se han relaeido claramente con
enfermedad arterial coronari& > En pacientes con HF, también se ha observado una
elevacion en los niveles de LDL-8%'y el titulo de autoanticuerpos contra LDL-ox ha
sido incluso correlacionado con el grosor de lagomas a nivel del tenddn de Aquiles
152.

El estrés oxidativo es el disbalance entre la prodn de especies reactivas de
oxigeno (EROSs) y la accion efectiva de los sisteard®xidantes. Al respecto, se ha
demostrado que los sujetos con alto riesgo cargooNar tienen concentraciones mas
altas de LPO, un marcador de dafio oxidativo aifmdds, y menor actividad de las
enzimas antioxidantes superoxido dismutasa, giutgieroxidasa y catalasa. Napoli y
colaboradores®® demostraron en pacientes con HFH una elevacién lasn
concentraciones basales de LPO asi como un magiceirde oxidaciéon de las
particulas de c-LDL comparado con controles nonpéntiicos.
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En definitiva, los pacientes con HF presentan uo dksgo cardiovascular
debido a la alta carga arteriosclerética que cealla enfermedad. En la creacion y
progresion de la lesion arteriosclerdtica van ajum papel determinante las LDL-ox y
los LPO.

3.3. Diagnéstico clinico de HFh

El diagnostico de HFh se puede realizar siguienmtns criterios clinicos o por
medio de un analisis genético en el que se denaukespresencia de la mutacion en el
RLDL. Los criterios clinicos usados para identifitds pacientes con HFh incluyen:
elevadas concentraciones plasmaticas de CT a egeles c-LDL (por encima del
percentil 95 de los valores de la poblacion de reef@a), historia familiar de
hipercolesterolemia, especialmente en nifios, degsdside colesterol en tejidos
extravasculares (xantomas y/o arco corneal) erfadmmiliar de ECV prematura.

El diagndstico clinico de HFh, sin embargo, naiegliagndstico inequivoco y
pueden ser usados diferentes criterios y programRasa el programaIEDPED

americano **

los criterios de diagnostico se focalizan en &@scentraciones
individuales de c-LDL y en la historia familiar dgercolesterolemia con evidencia de
un patrén de transmisién dominarit La presencia de nifios con hipercolesterolemia

incrementa el diagnostico de probabilidad.

Recientemente, se han descrito nuevos criteViB®PED para el diagnostico
clinico de HFh por parte del grupo holandés de(Bi&itch Lipid Clinic Network)™.
Estos criterios incluyen historia personal y faarmilde concentraciones elevadas de c-
LDL, historia de ECV (coronaria, carotidea y decasts periféricas) y presencia de
xantomas y/o de arco corneal con menos de 45 #egun estescore hay 3

posibilidades de diagnéstico de HFh:
+ Certeza: mayor o igual a 8 puntos

+ Probable: 6 y 7 puntos

+ Posible: entre 3 y 5 puntos
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En latabla 2 se recoge el score para el diagndéstico clinicolele por parte de la Dutch
Lipid Clinic Network.

Tabla 2. Diagnéstico clinico de HFh por parte de la Dutchpid Clinic Network
(MEDPED)

HISTORIA FAMILIAR Score

I- Familiar de primer grado con enfermedad cor@wo vacular precoz 1
[I- Familiar de primer grado con c-LDt 210 mg/dL y/o 1
[lI- Familiar de primer grado con Xantomas y/o Arneal

IV- Nifio menor de 18 afios con ¢-LD1150 mg/dL 2

HISTORIA PERSONAL

I- Antecedentes de enfermedad coronaria precoz* 2

[I- Antecedentes de enfermedad vascular periféricarebral precoz* 1

EXAMEN FiSICO

|- Xantomas tendinosos 6

II- Arco corneal antes de los 45 afos 4

ANALITICA en AYUNAS (con TG < 200 mg/dL, < 2,3 mmol/L)

I- c-LDL > 330 mg/dL (8,5 mmol/L)

[I- c-LDL 250-329 mg/dL (6,5-8,5 mmol/L)
[ll- c-LDL 190-249 mg/dL (4,9-6,5 mmol/L)
IV- c-LDL 155-189 mg/dL (4,0-4,9 mmol/L)

b W o ®

ANALISIS ADN

Mutacién presente en el gen del RLDL 8

*Precoz viene definido por: < 55 afios en hombre$® afios en mujeres

Diagndéstico: ciertoX8), probable (6-7) y posible (3-5)

A pesar de la alta sensibilidad y especificidadagecriterios clinicos de HFh,
hay que recordar que no es un diagnostico ineqaiyague el diagnéstico de certeza
s6lo se obtiene a través del analisis genéticadrutacion en el RLDL. Debido a la
importancia de obtener un diagnéstico tempranoetdim de evitar complicaciones de
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la enfermedad, es obligado determinar las conagatres de c-LDL en familiares de
primer grado de pacientes con HFh y recomendadodsas los familiares de 2° grado
158 Por tanto, dentro de las familias en los quetexia paciente con HF, se recomienda

el estudio de los nifios a partir de los 2-3 afosddel.

El diagnéstico clinico de HFh puede ser realizadalguno de los siguientes
criterios se encuentra presente en un familiarimesp grado de un paciente con HEh

- Xantomas tendinosos

- Arco corneal antes de los 45 afos con un c-E[1190 mg/dL (4,9 mmol/L)

- ¢c-LDL > 250 mg/dL (6,5 mmol/L) en sujetos mayores de 18sadi> 190
mg/dL (4,9 mmol/L) si menos de 18 afios

- c-LDL entre 190-249 mg/dL (4,9-6,5 mmol/L) ema¢nos 2 ocasiones

En todos los familiares de primer grado con c¢-LD16® mg/dL (4,1 mmol/L) o
> 135 mg/dL (3,5 mmol/L) si tiene menos de 18 afessrecomendable repetir las

concentraciones de c-LDL al menos una vez cadafiios.

3.4. Factores de riesgo clasicos de ECV en pacient®n HFh

La HFh es una enfermedad muy heterogénea debide augexpresion clinica,
en cuanto a ECV, es altamente variable en térmdeosdad de comienzo e incluso en
cuanto a severidad de la misma. Los factores dmaielasicos no necesariamente
juegan el mismo papel en la expresion de ECP en diBhmenos no con la misma

intensidad con la que lo hacen en la poblacién rgétné*°

La importancia de los factores ambientales en HRérgié cuando Pimstone y
colaboradores en 1998", compararon los valores lipidicos y la prevalemtseECP en
pacientes con HFh chinos que residian en Chindasoque residian en Canada, todos
con mutaciones definidas en el RLDAquellas diferencias podrian ser debidas, al
menos en parte, a las diferencias encontradas eleta, ejercicio fisico y demas

factores ambientales.
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A lo largo de los 10 ultimos afios, numerosos estutdan evaluado los factores
de riesgo asociados a ECV en pacientes con HFlifenertes cohortes y pais&s™®
157 Todos los estudios concluyen en que los facteesesgo clasicos juegan un papel
importante dentro de la HFh, aunque no siempre laomisma intensidad. En este
contexto, la ECP es de 2 a 5 veces mas frecuertierebres con HFh que en mujeres,

con un exceso de riesgo atribuible mucho mayoe & goblacién generé.

Jansen y colaboradoré¥ realizaron recientemente un estudio para determina
la contribucion de los factores de riesgo clasmo®l desarrollo de ECV en pacientes
con HFh. Llevaron a cabo un estudio retrospectivalficéntrico, sobre una cohorte de
2400 pacientes y concluyeron que factores de rietigicos como sexo masculino,
tabaco, HTA, diabetes mellitus, c-HDL y Lp (a) etas factores de riesgo predictores
de ECV mas importantes en pacientes con HFh. Reocnemte, Alonso y
colaboradores® confirmaron la importancia de identificar algurfastores de riesgo
clasicos como el tabaco y el ratio CT/c-HDL, cofiirelde prevenir la aparicion de ECP

y de tratar adecuadamente a los pacientes con HFh.

Un panel internacional de expertos se reuni6 ed 2féra la realizacion de una
guia de diagnéstico y manejo de HEHEN este grupo de trabajo, se recogieron los que
son considerados factores de riesgo mayores pavadaCpacientes con HFh. Entre

ellos tenemos:

1. Edad: hombres 30 afios y mujeres 45 afios o postmenopadusicas

2. Tabaco: fumadores activos

3. Historia familiar de ECP en familiares de prirgesido (ECP es considerada <
55 afilos en hombres y < 65 afios en mujeres)

4. c-LDL > 330 mg/dL (8,5 mmol/L)

5. c-HDL < 40 mg/dL (1,0 mmol/L)

6. TA > 140/90 mmHg

7. Diabetes mellitus

8. Lp (a) > 60 mg/dL

La identificacion de estos factores de riesgo egrde importancia porque esta

internacionalmente aceptado que la intervencioraptartica debera realizarse
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proporcional al riesgo absoluto individual de desl&ar un evento cardiovasculat
Segun la presencia de factores de riesgo mayarda pfesencia clinica o subclinica de
arteriosclerosis, se establecen 3 categorias sigorien HFh que ayudaran a establecer

los objetivos terapéuticos:
1. Bajo riesgo a 10 afios: ningun factor de riesgo mayo
2. Moderado riesgo a 10 afos:

+ Con> 2 factores de riesgo mayores
+ Arteriosclerosis subclinica: grosor intima-medif,10 cm y/o
indice tobillo brazo (ITB) < 0,9

3. Clinica de ECV o equivalente coronario

Previamente se ha sefalado que ademas de losetad® riesgo clasicos, la
presencia de depdsitos extravasculares de colestarm xantomas y arco corneal, se
ha asociado a un aumento del riesgo de arteriostdey como resultado final a un
aumento de ECP* ”° En el siguiente capitulo se expondré la influergenética de
otros factores asi como la propia influencia delDRLsobre el fenotipo de la

enfermedad.

En conclusién, la temprana identificacion y conttelfactores de riesgo clasicos
es de gran importancia en la HFh ya que juegarmapelgundamental en la prevencion
de ECP. No obstante hay que destacar, que la prasde estos factores de riesgo
clasicos no siempre actuan con la misma intensedapacientes con HF y su impacto

varia en diferentes cohortes y paises.
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4. Genética de la Hipercolesterolemia Familiar hetecigota

4.1. Receptor de c-LDL (RLDL)

La HF es el desorden monogénico mas comun asoc@aae| desarrollo de
ECV prematura. Generalmente, la HF es el resultiddefectos en el gen del RLDL
que se encuentra en el cromosoma 19 y es tranenttth caracter autosdomico
dominante (AD). Hasta la fecha, se han descrito dea$000 mutaciones del gen del
RLDL a lo largo del mundo y mas de 200 mutacioneshan descrito en Espafia

(http://www.ucl.ac.uk/fh:http://www.necker)ft®* 16

Se han identificado otrosloci responsables de otras formas de
hipercolesterolemia hereditaria con un fenotipoilsimal de la HF**®'2 como el
defecto familiar de apoB®*°® (mutaciones de la apoB-100 que dificultan la urdéh
c-LDL con sus receptores), algunas mutaciones eleldg la apoE, mutaciones ligadas
al cromosoma 1p32° 170 11y defectos del gen de la proproteina convertasa
subtilisina/resina tipo 9 (PCSKJ$® 2 que codifica una enzima que controla el
namero de RLDL en la membrana plasmatica de losithepos. Otros desérdenes
monogénicos en genes relacionados con hipercaléstga son: hipercolesterolemia
autosémica recesiva (ARHJ® deficiencia de colesterol 7 alfa-hidroxilasa (GYR)

167y sitosterolemia familiar.

El gen del RLDL, de 45 kilobases (Kb) aproximadateersta localizado en el
brazo corto del cromosoma 19 (region pl13.1-pl3y3fonsta de 18 exones y 17
intrones, Figura 3. El exdén 1 codifica la secuencia sefial de 21 aatidos
hidrofébicos. Este péptido es hidrolizado en étwdd endopldsmico durante el proceso
de translocacién para dar lugar a la proteina naader839 aminoacidos. Los exones 2
a 6 codifican el dominio de unién al ligando, y &®nes 7 a 14, el dominio homadlogo
al precursor del factor de crecimiento epidérmiEGI). El exon 15 codifica la region
gue une azUcares. El ex6n 16 y la primera mitadldetorresponden al dominio
transmembrana, y el resto del exén 17 y la zondebexon 18 codifican el dominio

citoplasmico
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El RLDL es una proteina transmembrana formada [@® 8siduos de

aminoécidos organizados en 5 domirifs "¢ figura 3:

1. Dominio de unién al c-LDL (292 residuos)

2. Dominio que lleva unidos azucares y con homalegin EGF (417 residuos)

3. Dominio con azucares unidos a oxigeno (58 uesid

4. Dominio transmembrana (22 residuos)

5. Dominio citosolico (50 residuos).

Protein Domain Gene
1 8 = =
LIGAND Exons
BINDING 2-6
NH » o [
A
EGF Exons
_PRECURSOR- 7-14
HOMOLOGY
O-LINKED | Exon
sucars | 15
i_ MEMBRANE Exons
SPANNING 16817
CYTO- _| Exons
17&1
S PLASMIC 8

Figura 3. Estructura de la proteina del RLDL y su relaciomda estructura
genética. Imagen obtenida de John R Burnett andndlmal Hooper. Common and
Rare Gene Variants Affecting Plasma LDL Cholestef@in Biochem Rev. 2008
Feb;29(1):11-26
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La union del c-LDL con su receptor (RLDL) es elnper mecanismo de las
células para incorporar el colesterol desde elnpda®icha unién inicia un proceso de
endocitosis, “endocitosis mediada por receptqreen la formaciéon de un endosoma
que permite la internalizacion de los complejoseptar-ligando. Cambios de pH
provocan la disociacion del receptor, el cual regra la membrana, mientras el
endosoma se fusiona con un lisosoma cuyas enzaetaizan la hidrolisis de ésteres de
colesterol y otros lipidos, asi como de las praigipresentes en el c-LDL. El aumento
de contenido intracelular de colesterol determmanhibicion de la sintesis de los
RLDL y gracias a la liberacion de LDL derivadas dellesterol se estimula la
esterificacion del colesterol por la acilcoenzimadesterol aciltransferasa (ACAT), lo
gue da lugar a un mecanismo para almacenar el@xleesolesterol libre en forma de
gotitas lipidicas de colesterol esterificado. Endalulas capaces de sintetizar colesterol,
como las células hepaticas, se produce la inhibidela enzima HMG-CoA reductasa

implicada en la sintesis de colesterol.

En definitiva, la incorporacion del colesterol es proceso altamente regulado
por lo que las mutaciones ocurridas sobre el RLDlaeHF se traduciran en una menor
expresion o menor funcionalidad de dicho receptoorytanto en un acumulo de c-LDL
en plasma. Las mutaciones encontradas en el RLDLdsadidas en 5 categorias en
funcién del efecto sobre la proteifigura 4 *:

1. Clase | o de alelos nulos: no sintesis del tecep

2. Clase Il o0 alelos defectuosos para el transijlart@as frecuente)

3. Clase lll o defectos en la union. No union RLDL

4. Clase IV o alelos defectuosos para la interaaitn

5. Clase V o defectos de reciclaje. El receptovudve a la superficie.
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Figura 4. Clasificacion de las mutaciones en el RLDL basad&aefuncion del
mismo. Imagen obtenida de John R Burnett and Amardaoper. Common and Rare
Gene Variants Affecting Plasma LDL Cholesteroln@iochem Rev. 2008;29(1):11-26

La expresion clinica de la HF es altamente variglde ha demostrado que esta
variabilidad puede deberse en parte, a la activibddRLDL. Alonso y colaboradores
91 confirmaron recientemente la importancia de ifieat factores de riesgo clasicos
como el tabaco, asi como la importancia de ideatifiambién el tipo de mutacion en el
gen del RLDL, con el objetivo de una deteccion pzede la enfermedad y un adecuado
tratamiento de la misma. También se ha demostraddas mutaciones en pacientes
gue desencadenan una actividad residual del RLDLcsosideradas menos severas
clinicamente que aquellas en las que la actividgddrtiDL es indetectabl®®. En este
sentido, Koeijvoets y colaborador€d, demostraron recientemente que nifios con HFh
y con un genotipo nulo, tuvieron concentraciones altas de c-LDL y mas grosor del
diametro intima-media, que nifios con una mutaciéfeauosa en el RLDL. Otros
estudios anteriores ya sugerian estas difereneiasesgo entre sujetos, demostrando
que existia una fuerte correlacion entre la acdidlel RLDL y la severidad de la

enfermedad’®
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También es conocido que incluso pacientes con $anenimutacion en el RLDL
tienen una amplia variabilidad interindividual e@s hiveles de c-LDL y en la expresién
clinica de ECV sugiriendo que otros factores mdia® ambientales, genéticos o

interacciones genes-ambiente podrian estar impigdd” &

En definitiva, el hecho de que la variabilidada@expresion clinica esté influida
enormemente por el defecto genético, asi comoparirancia de un diagndstico precoz
de cara a prevenir la aparicion de ECP hacen gdiaghostico genético o de certeza de

HFh sea una de las mejores herramientas en la tuctiea la enfermedad.

4. 2. Diagnostico genético

El diagnostico de HFh es importante, no sélo desldpunto de vista del
pronéstico del paciente, sino también por las iocagiones que sobre el resto de

miembros de la familia tiene la enfermedad.

En el diagnostico de HF no existen criterios cisiespecificos, por lo que se
emplean criterios arbitrarios basados en conceatras de c-LDL, historia personal y
familiar de ECV prematura (coronaria, carotidea eyifprica) y la presencia de
depositos extravasculares de colesterol (xantonaasoycorneal).

La gran variabilidad interindividual de la HF hampge el diagnéstico basado en
las concentraciones de CT o c-LDL no permita raalima identificacién inequivoca de
estos pacientes. Ademas, los valores de colestenddn con la edad, género y
caracteristicas de la poblacion estudiada. Porlatio, los valores lipidicos no siempre
estan disponibles para cada grupo, especialmerdaengas y adolescentes. Un estudio
reciente llevado a cabo sobre una cohorte danepadientes con HF demostro que no
existe una correlacién cercana entre diagnostitocol y genético ya que utilizando
sélo el diagndstico clinico basado en valores UBk; del 23-33% de los pacientes con
diagndstico genético no serian diagnosticados. ds$telio demuestra que un porcentaje

considerable de pacientes con HF no serian didgades con el sOlo uso de un
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diagnéstico clinico basado en valores lipidicd®. Umans-Eckenhausen vy
colaboradores®® también demostraron que el error diagnéstico dizart las
concentraciones de c-LDL es cercano al 30%, pgub sugiere que ante la sospecha

clinica, hay que realizar un analisis genético.

El diagnéstico genético, por tanto, es el métoadepido para el diagnostico de
HFh ya que ofrece un diagnéstico inequivoco deeeaft ° *® ! Recientemente, un
estudio ha analizado la eficacia y la relacion edmsneficio del diagndstico genético
como screeningen pacientes con HF. Los autores concluyen queoditagndstico
conduce a beneficios sobre la salud de los pasiaiteque se vea alterada la relacion
coste-efectividad, por lo que sugieren la impladtace programas de screening con
diagnéstico genético en este grupo de pacietitesOtros estudios méas recientes
también apoyan con sus resultados la idea de estail#l diagndstico genético dentro

de programas decreeningen pacientes con Hg* 1%

El panel de expertos internacionales reunidos &4 Para la elaboracion de la
guia de diagnéstico y manejo de la HFrecomendaron establecer un diagnéstico de

certeza en las siguientes situaciones:

- Poblaciones en los que solo unas pocas mutaciamesesponsables de la

mayoria de los casos

- Poblaciones en las que la mutacién causante denferneedad fuese

conocida y se cuente con herramientas rapidasspdragnéstico genético

- Sujetos en los que el diagndstico clinico es itwigr que pertenecen a

familias con mutaciones conocidas.

A pesar de las recomendaciones realizadas pagallaacion del diagnostico de
certeza, el mejor fenotipo dentro de la enfermegdadca la realizacion de dicho
diagndstico todavia no se ha establecido claramBaeientemente, un grupo espafiol
estableciod que la presencia de xantomas y las otvacenes de c-LDL, ajustadas por
edad, tienen alto valor en el diagnéstico clinieo HF, asi como para establecer la

indicacién de la realizacién de un diagndstico tjeaéle certezd®.
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Los métodos de diagndstico basados en el anaiigeah, son los métodos
recomendados por la OMS en el progravi2DPED para la busqueda de pacientes con
HF ?°. Sin embargo, estos métodos presentan tambiésenieade inconvenientes:

1. La gran heterogeneidad de las mutaciones, de ksegconocen en
torno a 1000 a lo largo del mundo. Se han encomtradtaciones de
todo tipo: de cambio de aminoacidenissensede coddn de parada o
nonsensede ajuste csplicing de cambio de la pauta de lectura o
frameshift mutaciones en pautaiframey delecciones e inserciones

gue se distribuyen a lo largo de todo el gen

2. El gran tamafio del gen (45 Kb) dificulta el diagieis ya que la

mutacion puede estar localizada en cualquier dé@ionismo.

Gracias a los avances de la biologia moleculardmogia es posible abordar el
diagnédstico de la HF mediante técnicas de polimads de conformacion de cadena
sencilla(SSCP)o electroforesis en geles con gradiente desneatané (DGGE) que
permiten detectar cambios pequefios en la secudekcidDN, de hasta una base pero
tienen el inconveniente es que son muy laboriosdi$igiles de aplicar al diagndstico
rutinario. Por otra parte, estas técnicas no pemid deteccion de grandes delecciones
0 inserciones, determinacion que requiere del wsdadtécnica deSoutherno la
realizacion de métodos de reaccion en cadena pelitaerasa(PCR) largas. Ademas
las técnicas de&SSCP o DGGE requieren de una secuenciacion posterior para la

caracterizacion de la mutacion.

En la actualidad se han desarrollado “biochips’sedados para detectar
mutaciones de forma rapida y sencilla. Para laidabion del “biochip” es necesario
disponer previamente de la informacién del nimeoanacteristicas de las mutaciones
que se quieren determinar. En Espafia se ha désdoroina técnica para el diagnostico
de certeza de la HFh mediante la deteccién detttefgenética®® El principio en el
que se basa el “biochipLipochip®) es la capacidad que tiene el ADN para reconocer
su secuencia complementaria. Basicamente se tetaind superficie de vidrio
modificada quimicamente en la que estan depositaddsples secuencias génicas

complementarias a cada una de las mutaciones detlgjeRLDL conocidas hasta el
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momento. Este test permite el analisis simultaretodas las mutaciones descritas de
forma especifica, rapida y fiable. No obstantea &€&t una herramienta de diagnostico
dinamica que permite ir incorporando nuevas mutesoEnN los casos en los que no se

detecta la mutacién paipochip®, se procede a la secuenciacion del §&n

En conclusién, el diagndstico genético es el mépdéerido para el diagndéstico
de HFh ya que ofrece un diagnéstico inequivoco e€deza. En este contexto,
numerosos estudios han demostrado la necesidastaldeser el diagnostico genético

dentro de programas dereeningen pacientes con HF.

5. Proteinas transportadoras de colesterol dependites de
ATP G5/G8 (ABCG5/G8)

Los mecanismos que regulan la absorcion de cobdésrrel intestino son poco
conocidos. La pared intestinal, constituye unadvarfisiolégica que hace que sélo se
absorba el 40% del colesterol ingerido, condicicloague sea muy escasa la absorcion
de esteroles de origen vegetal, como el sitostejoé solo se absorbe un 5%.
Recientemente, se ha descrito la existencia deguaisinas, ABCG5 y ABCGS8, que
juegan un papel fundamental en la absorcién destewtd y esteroles vegetales, por lo
gue ejercen una influencia determinante sobrelahba final del metabolismo lipidico.
Mutaciones en los genes que codifican a estasngiagriantes proteinas condicionaran

un dramatico incremento en la absorcion de colalsyezsteroles vegetales.

5.1. Homeostasis del colesterol

La homeostasis del colesterol en el organismo sgieme mediante el equilibrio
de la sintesis endogena del esteroide con su amsamtestinal y con la secrecion biliar
de &cidos biliares y colester8l. En lafigura 5 se esquematizan las interacciones entre
los tejidos periféricos, el higado y el intestimoet mantenimiento de la homeostasis del

colesterol.
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El higado representa un papel central en la reguliagel metabolismo del
colesterol y de las cifras séricas de c-LDL, sirbargo, el balance global del colesterol
depende de que las entradas (sintesis y dietaudiéoeen con las pérdidas (eliminacion

fecal).

Peripheral

weanayd Tissue

Apoa-l _”
=

Lcar

LDL Ef;f’j

"

Small
Intestine

C: colesterol libre; CE: esteres de colesterol; TCWsolecitin colesterol
aciltransferasa; CETP: proteina transferidora terés de colesterol; LDLR: receptor LDL; SR-
B1: receptor scavenger clase B tipo 1.

Figura 5. Via fisiol6gica del colesterol. Imagen obtenidaJdmh F. Oram, Ashley M.
Vaughan. Circulation research 2006;99:1031.

Actualmente, la regulacion de la absorcidon intestidel colesterol esta
adquiriendo cada vez mas protagonismo ya quedeefia de este proceso determina,
tanto la excrecion fecal de colesterol como laidadtque llega al higado vehiculizada
en los remanentes de quilomicrones. Obviamenteaka de colesterol excretada en las
heces depende enteramente de la eficiencia dessucain intestinal (del colesterol
biliar y dietético a la vez) y, por esto, la regidem de la absorcion intestinal del
colesterol tiene un interés creciente como diargpética para reducir las cifras de

colesterof-8-192
Tras la formacién de micelas por parte de losdéchiliares, las moléculas de

colesterol pasan desde el lumen al citoplasma slenterocitos a través del ribete en

cepillo. Tradicionalmente se ha creido que estwetiegar por un proceso de difusion

36



pasiva, aunque algunos estudios indican la preseteciun transportador protefnitd

El argumento a favor de una proteina de transpmteo se basaba en parte en la
especificidad de la absorcién del colesterol, ya @fnos esteroles estructuralmente muy
similares presentes en la dieta, los fitosteroléssyesteroles marinos, se absorben en
menor grada™®® y a que la absorcién del colesterol es sensiblefatto de ciertas

proteasad™ 1%

Aunque los fitosteroles se absorben de un modo onudds ineficiente que el
colesterol, el mecanismo de absorcidén es similgayjue su origen es exclusivamente
dietético, el cociente fitosteroles/colesterol dnpksma puede utilizarse como un
marcador fiable de la absorcién del colestefl Actualmente se sabe que esta
selectividad esta mediada por dos transportadaemamnbrana, ABCG5 y ABCGS,
que actdan conjuntamente como un heterodimero, éamdio esteroles fuera de los
hepatocitos (contribuyen a la secrecion biliar adesterol) y de los enterocitos
(devuelven esteroles absorbidos al lumen inte$fial

Este sutil mecanismo de regulacion esta desestadictien la sitosterolemia, una
rara enfermedad autosdémica recesiva debida a bgm@on intestinal de esteroles
(incluidos los fitosteroles) y la incapacidad pararetarlos en la bilis, que cursa con
altas concentraciones de fitosteroles en sangnéoxetosis y aterosclerosis prematura.
Esta enfermedad, es debida a la presencia de wgaain los genésBCG5/G8H982%

Hoy en dia, el papel que juegan los geABSCG5/G8en la determinacion
genética de las concentraciones de lipidos plasosagista siendo objeto de importantes
y novedosas investigaciones, debido a la importameion de dichos transportadores

en el mantenimiento de la homeostasis del coldstero

5.2. Estructura y Funcion de ABCG5/G8

Los transportadores ABCG5 y ABCGS8 son proteinassinembrana, en forma
de hemitransportadores, cuya asociaciéon forma merdi funcionalmente activo que
bombea los esteroles absorbidos en el ribete dstyalos devuelve hacia el lumen

intestinal. A su vez, actua con el mismo fin a hhepatico promoviendo la excreccion
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hacia la bilis de esteroles vegetales y contribdgean la secreccion biliar de colesterol,
por lo que controla de esta manera el eflujo corsg@mnio de la entrada de esteroles
que determina el balance neto de absorftb*

Estas proteinas pertenecen a la superfamilia despoatadores de membrana
ABC que esta subdividida en 7 subclases (desde ldaseBBCAhasta |Ia2ABCQG y se
caracteriza porgue estas proteinas necesitan AfBPgeaerar la energia necesaria para

el transporte de metabolitos a través de sus membra

Se ha demostrado que la familia de transportaddB£S va a jugar un papel
principal en la homeostasis del colesterol y emxpresion de ECV, sobre todo las
subclaseABCAy ABCG** (figura 6).
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Figura 6. Orientacién topogréfica de los transportadores ABG® y ABCG (B).
Imagen obtenida de Jonh F. Oram, Ashley M. Vaugh@mculation research
2006;99:1031
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Los genesABCG5 y ABCGS8 que codifican estas proteinas, se encuentran
ubicados en la banda 21 del brazo corto del cromasd (2p21), separados entre ellos
por tan solo 140 pares de bagesu expresion tiene lugar a nivel intestinal y dte
205 figura 7. Mutaciones en dichos genes dan lugar a la sitdeteia en la que se ha
demostrado que ademas de existir un exceso delesteregetales provocado por la
hiperabsorcion de los mismos, estos pacientes éampvesenta hipercolesterolemia, por
lo que parece que la absorcidon de colesterol paérianas eficiente que en individuos

sano<®,

[ 45554556 e [ 44315245
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Figura 7. Distribucién de los genes ABCG5-ABC&8omosoma 2; Localizacion:
2p21

En cultivos celulares de hepatocitos, Graf y calabbores?*>*** demostraron
gue ABCG5/G8 funcionan como heterodimeros y que la expresionaaos es
necesaria para promover la excreccion de estevelgstales hacia la bilis. Estudios
realizados tanto en humanos como en animales dgimgntacion han demostrado que
estos transportadores regulan la retencion deodesteasi como la secreccion biliar de

colesterof®’?1

En un principio, las observaciones realizadas smpézientes con mutaciones en
los genesABCG5/G8en las que sblo se acumulaban esteroles vegetalptagma
llevaron a pensar que estos transportadores imi@mvale manera selectiva sobre los
esteroles vegetales sin llegar a tener influenolares el colesterol. Posteriormente,
Langheim y colaboradores®® objetivaron, en modelos animales, que estos
transportadores también promovian la secreccidéatbbiiar de colesterol. En dicha
secreccion parece jugar un papel importante aarsportadoABC, el MDR2(ABCB4)
el cual se conoce porque media la secreccion ligafosfolipidos y secundariamente

de colesterot®
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En dichos estudios también se observd que la digndin en la absorcién de
esteroles vegetales en ratones con sobreexpresi®B@G5/G8era atribuible a un
incremento de la secreccion biliar de colesterollpaue se sugeria que la capacidad
de los enterocitos de secretar esteroles vegetdtases de ABCG5/G8, juega un papel
menor en la regulacion de la absorcion neta deadishstancias. Por tanto, es conocido
gue el sistema ABCG5/G8 en el higado juega el pay@e importante en el control
dietético de la absorcion de esteroles vegetalsta Hea ha sido sustentada por un
estudio que demostré que en un paciente con unsplerie hepatico por
transportadores ABCG5/G8 genéticamente no functesan normalizé las
concentraciones de esteroles vegetales tras sptearte a pesar de que en el intestino
los transportadores ABCG5/G8 aln estaban detedsfatl

Los transportadores ABCG5/G8 también se expresda srembrana apical de
los enterocitos, aunque en menor medida que eigadidy, y alli limitan la absorcién de
esteroles vegetales desde el lumen. También se d&iratio en animales de
experimentacion que la absorcion neta de colesssraorrelaciona con el grado de
expresion de ABCG5/G8 en yeyuno e fleon”’®. Recientemente, Tachibana y
colaboradored®® han confirmado que la expresién ABCG5/G8a nivel intestinal es
necesaria junto con los acidos biliares para Isi@ude esteroles vegetales por el
enterocito. Aun asi, parece ser que la via de sgoreintestinal de esteroles vegetales
en el enterocito es el primer mecanismo de defansa un suplemento dietético de
esteroles vegetales, pero que el principal papékesnender la fraccién de absorcion es
llevado a cabo por la via hepatica de los tranadores ABCG5/G8.

En resumen, la fase mucosa comprende la transfardat colesterol a través
del ribete en cepillo hacia el interior del entémcEste proceso, que fue inicialmente
atribuido a un mecanismo de difusion pasiva, eradawalidad se sabe que es un
mecanismo altamente selectivo y que, con toda piided, constituye el paso
limitante en el control de la absorcion del coledté’’. En este sentido, el
descubrimiento de los transportadores ABCG5 y AB®&@&ontribuido notablemente
al conocimiento de los mecanismos que participanlaermbsorcion intestinal de
colesterol y esteroles vegetales. La expresion slesetransportadores parece ser

exclusiva de la membrana de los enterocitos y si&éiépatocitos. En el enterocito estos
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transportadores actiuan conjuntamente devolviendoekieroles vegetales a la luz
intestinal, con lo que impiden su absorcion, mestgue en el hepatocito estos
transportadores participan de forma crucial en etanismo de excrecion biliar del

colesterof®® 20°

5.2.1 Futuras investigaciones

En la actualidad, uno de los aspectos aun poriddues hasta que punto la
absorcion de esteroles y colesterol comparten im@Enimecanismos, o si la via del
colesterol es totalmente independiente de la deestsroles vegetales y del sistema
ABCG5/G8. La hipétesis de un mecanismo compartidoaealada por los datos
obtenidos de un estudio con un modelo de ratosgearco, en el que la sobreexpresion
de estas proteinas se acompafé de un aumentegeréeion biliar de colesterol y de
un descenso del 50% en la tasa de absorcién detemoley de esteroles vegetafd®
Ademas, en otro estudio en que los ratones fudiore@ados con una dieta rica en
colesterol se observO un aumento en la expresiGn AN mensajero de los
transportadores ABCG5 y ABCG8 en el higado e imesielgado, lo que indica que
estas proteinas pueden participar de forma dieci mecanismo de regulacion de la
absorcion y excrecién de colesteftl Otro argumento favorable al respecto podria ser
que el tratamiento con ezetimiba reduce aproximadéenun 50% tanto la tasa de

absorcion de colesterol como la de esteroles viegeta

De cualquier forma, se ha establecido que en ltac@m del colesterol y de
esteroles vegetales, en el ribete en cepillo, yeflel sistema ABCG5/G8, aunque otras
proteinas aun no identificadas podrian jugar urelpapportante. En este sentido,
recientemente se han identificado dos proteinaalitaclas en la zona del ribete en
cepillo, y ausentes en otros tejidos como el hepatina de las cuales puede estar
relacionada con la captacion del colesterol mientyae la otra interacciona con los
inhibidores de la absorcién del colestér§l Ademas, ha sido identificada la proteina
Niemann-Pick C1 like INPC1L1), la cual se expresa en la membrana de los
enterocitos y parece jugar un papel importanteaeabkorcion de esteroles vegetales
procedentes de la dietq" ?*°
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Desde el punto de vista terapéutico, la importadei@sta fase en la regulacion
de la absorcion del colesterol y el descubrimiel@dos transportadores ABCG5/G8 ha
abierto un nuevo campo de estudio de los mecanigjanéticos reguladores de la

absorcion de colesterol.

5.3. Regulacién de ABCG5/G8

ABCG5 y ABCG8 son proteinas transportadoras que seguladas por
receptores nucleares heterodiméricds

Los receptores nucleares son factores transcrigigsmue juegan un importante
papel en la regulacion de la expresion génica. iEspe interactuar con sus ligandos
especificos, los receptores nucleares se unen ianesgespecificas del genoma y
modifican la transcripcién de numerosos gefies

Dentro de los receptores nucleares existe un gilep@ceptores que funcionan
como heterodimeros del receptor retinoide X (RXRY, lo que también se les conoce
como receptores nucleares heterodiméricos (RNH)trDale este grupo encontramos
los receptores nucleares de oxisteroles o receptmepatico (LXRS) y los receptores
farnesoide X (FXRs). El descubrimiento de los ldasenddgenos de LXRs y FXRs ha
establecido la importancia de estos receptoresargsd en el metabolismo hepatico de

colesterof?* 223

El higado es el 6rgano central del metabolismparat del colesterol, no sdlo
por su alta actividad sintética, sino porque elame@guladamente este lipido a través de
la via biliar, tanto como colesterol libre comonstormado en Acidos biliare$§®
Durante la biosintesis de acidos biliares el cetestes modificado oxidativamente

hasta oxiesteroles. Estas moléculas activan potemte al LXR??* 223

y estimulan la
transcripcion del gen que codifica la enzima celedt7a-hidroxilasa, aumentando la
sintesis de acidos biliares. Por su parte, looadidiares neosintetizados en el higado o
captados desde la circulacién, actian como agsnistddgenos del receptor nuclear
FXR 2% 22% ¢| cual, a su vez, reprime la sintesis de Achibisres a través de la

disminucién de la transcripcion del gen de la dekes$-7a-hidroxilasa. Asi, estos dos
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receptores actian como sensores y moduladores dearsistema de regulacion
reciproca, que mantiene la homeostasis del caobtgper medio de su conversion a

acidos biliaresfigura 8.

CATABOLISMO HEPATICO DEL COLESTEROL
Colesterol —) Oxiesteroles .—) Sales Biliares

{'} .f’
(+)
L. FXR
i (+)
\BOCGSIS <€ h"}' P

v l
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Hﬂ‘i

Figura 8. Relaciones funcionales entre los receptores nuekdrXR y FXR en la
regulacion del metabolismo hepatocelular del caedt Cortés V. Rev Med C
2005;133:1483-1492

En resumen, la conversion del colesterol en sailémds a nivel hepatico
constituye la principal via de eliminacion de ctdesl del organismo y ocurre
exclusivamente en los hepatocitos. Esta via catab@sta regulada por la accidn
coordinada de los receptores nucleares &X¥RFXR. La activacion de LX& por
oxiesteroles determina la regulacion positiva dedascripcion del gen de la enzima

colesterol @ hidroxilasa (CYP7AL), la cual cataliza la etapaitante en la sintesis de
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sales biliares. Por su parte, las sales biliaragaacal receptor FXR, el cual, en forma

opuesta a LXR, inhibe la expresion de CYP7AL.

Adicionalmente, LXK y FXR aumentan el transporte de colesterol libsalgs
biliares hacia la bilis aumentado la expresionoegenef\BCG5/G8y BSEP bile salt
export pump respectivamente, los cuales determinan la eXurete estos lipidos a

través de la membrana canalicular hepatocitaria.

En definitiva, la mayoria del conocimiento que dente al papel que juegan los
genesABCG5/G8sobre el metabolismo lipidico proviene de modelimales. Asi, se
ha demostrado en ratones, que la deficienciABEG5/G8se ha asociado con una
reduccion en la secreccion biliar de colesterohyealce de la absorcion de esteroles a
nivel intestinal®®. Por el contrario, la sobreexpresién de aquelkrseg provoca un
aumento en la secreccion biliar de colesterol y reduccion de la absorciéon del
colesterol procedente de la dieta y un incremeatia éxcreccion fecal de esterofés
Ademas, se ha demostrado recientemente que aggeties juegan un papel primordial
en la via del TRC y prevencion de la aterosclerasisaveés de su regulacion por

agonistas LXR?® 22

Receptor LXR

El receptor LXR existe como dos isoformas funciesalLXRa y LXRR. La
primera es expresada mayoritariamente en el higatomenor medida en el intestino,
tejido adiposo, rifién, bazo y macréfagds LXRR, en cambio, se expresa en casi todos

los tejidos del organismo.

De los 2 tipos existentes, hay evidencias de queXé¥u, el que ejerce una
mayor influencia sobre el metabolismo de lipidosaybohidratos. Gracias al fenotipo
de los ratones transgénicos deficientes de d.X&conoce la relevancia de este receptor
en el metabolismo lipidico. Estos animales presebtsalmente hipercolesterolemia y
son incapaces de manejar sobrecargas dietéticeslaterol, lo que determina mayor
209

hipercolesterolemia 'y acumulacibn hepética masive @ste lipido

Concordantemente, estos animales presentgrooireducido de acidos biliares y son
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resistentes a estimulos que normalmente incrementaamaro, indicando un defecto

en el catabolismo terminal de colesterol a niveltieo.

En el higado, el LXR estimula la sintesis de sales biliaf€se incrementa la
secreccion biliar de colesterol como resultado de umayor expresion de los
transportadoresABCG5y ABCG8en la membrana canalicular de los hepatocitos. De
manera coordinada, la activacion de Laiicrementa la expresion de los mismos
transportadores en la superficie apical del entierowon lo que disminuye la absorcion
intestinal de esterole$®. Estos dos efectos resultan, finalmente, en ungoma
excrecion de esteroles en las deposiciones y dralamce negativo de colesterol en el

organismofigura 8.

Los modelos experimentales citados permiten supquerdrogas capaces de
activar LXRx deberian promover un perfil lipoproteico anti-atgmico, facilitando el
movimiento de colesterol desde la periferia hatihigado y su eliminacion por las
heces. Otros estudios han confirmado que &XRRgula la expresidon de genes
involucrados en el metabolismo del c-HD¥?**? aumenta la expresién de
apolipoproteina E** ?®y eleva los niveles de la enzima de transferedeiésteres de
colesterol (CETP¥*®. Esta enzima promueve el transporte reverso @sstesbl y se ha
demostrado en modelos murinos de resistencia imsaligue agonistas sintéticos de
LXRa, incrementan significativamente la sensibilidad laa insulina y reducen

paralelamente la glucemfg” 2

Por otro lado, no todo son efectos beneficiosos gaote de LXR. En este
sentido se ha visto en animales de experimentapiéna activacion de LXdRinduce

hipertrigliceridemia, probablemente por una majmwdénesis hepatica™ 2*°

En definitiva, todos estos descubrimientos hanvedmo a los receptores
nucleares heterodiméricos LXR en uno de los elemsemhas importantes del
metabolismo hepatico del colesterol y del metabwididrocarbonado, convirtiéendose

en diana para la investigacion de nuevos agengséaticos.
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5.4. Papel deABCG5/G8en la enfermedad cardiovascular

Es conocido que mutaciones en los gelB€G5y ABCG8dan lugar a un raro
desorden genético llamado sitosterolemia. Estarmeftad se caracteriza por un alto
riesgo de ECP como consecuencia de un marcado swmeras concentraciones de
esteroles vegetales en plasma asi como por un toodesremento de las
concentraciones de colesterol. Esto es provocaddaguperabsorcion de colesterol y
esteroles vegetales a nivel intestinal y por uita fde excrecciéon de los mismos hacia

la bilis 241 242

Los pacientes con sitosterolemia, al igual que recen HFh, son altamente
sensibles a dietas ricas en colesterol, conviiéed en marcadamente
hipercolesterolémicos cuando se alimentan de dita®*® No obstante, es conocido
que existe una gran variabilidad interindividual larmrespuesta de la colesterolemia a
una sobrecarga dietética de colesterol, atribiebl@arte a diferencias en la eficiencia
de la absorcion intestin&}* %3

A su vez, en la amplia dispersion de concentrasigi@smaticas de fitosteroles
(indicativas de distintas tasas de absorcion intstel colesterol) se ha visto que
ejerce gran influencia la presencia de polimorfisran el getABCG8%*°. También se
ha demostrado que la induccion de diabetes tipo ratas conduce a una disminucion
de la expresion d&BCG5y ABCG8en higado e intestino, asi como a una alteraaobn d
flujo de esteroles y colesterof. Recientemente Lally y colaboradofé$ demostraron
gue pacientes con diabetes mellitus tipo 2 presegita expresion de NCP1L1 y baja

expresion de ARNm paraBCG5/G8en comparacion con sujetos no diabéticos.

También se ha demostrado que la sobreexpresiaB@G5y ABCGS8 sobre
ratones aterogénicos atenta la aterosclerosisidapor la dieta en asociacion con una
disminucién de las concentraciones de colesterolpsma e higadd®® Este
descubrimiento también sugiere que intervencioaemdcologicas que realcen la via
ABCG5/G8podrian proteger contra la ECV en pacientes cperbolesterolemia debido
a la eliminacibn de mas colesterol a través de ild ly la reduccién de sus

concentraciones en plasma.
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De esta manera, variaciones genéticas en laZB@a55/G8han sido objeto de
estudio. Asi, Hubacek y colaboradores estudiaranflaencia de cinco polimorfismos
(uno en el geMBCG5y cuatro en el geABCG§ sobre las concentraciones de lipidos
plasmaticos tras cambios en la dieta. Ellos corcluyue dos de los SNPs estudiados
(Tyr54Cys y Thr400Lys en el gelBCG§ ejercian un papel determinante sobre las
concentraciones plasmaticas de colesterol, yaajpeekencia de dichos polimorfismos
se encontraba relacionada con una reduccion emteentraciones de CT y de c-LDL.
Ademas, estos autores observaron que dicha reapadss cambios de la dieta era
género-especifica produciéndose soélo en mujeresemostrando que aquellos
polimorfismos podrian tener un potencial interésreaccomo variaciones genéticas en

esta zona y podian influir sobre las concentraciafeelipidos plasmaticGs?

Recientemente, se ha demostrado también que langiasdel polimorfismo
C1895T en el gelABCG8Yy la presencia del polimorfismo C1950G sobre at ge
ABCGb5se asocian con variaciones en las concentracianesldsterol plasmatico en
nifios prepuberales, como respuesta a cambios edieta °> Esta importante
interaccion gen-nutriente podria explicar la difiéee respuesta existente entre
individuos en cuanto a las concentraciones ded#pislasmaticos tras la ingesta de

grasa.

Ademas de producirse esta diferente respuesta ediela, determinados
polimorfismos en los gen@sBCG5/G8se han asociado con cambios en el metabolismo
de colesterol durante la pérdida de p&%oe incluso con una diferente respuesta al

tratamiento con estatinas” 2°°

También en pacientes con presencia de calculosesicwa biliar, se ha
demostrado asociacion estadistica entre SNPs en glses ABCG5/G8 y
concentraciones de lipidos plasmaticos. Asi, undestdemostré asociacion entre el
SNP ABCG5 GIn604Gluy concentraciones plasmaticas de c-HB[, mientras que
otro estudio encontré asociacién entre el EG8 Thr400Lys y TG™2
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Otros muchos estudios han demostrado, en diversatagones, que la
presencia de variaciones genéticas en los g&BSG5/G8 pueden afectar a las
concentraciones de lipidos plasmaticos en hum@anéy:

En relacion a estos genes y a pesar de la impatgoe variaciones genéticas
sobreABCG5/G8tienen sobre el metabolismo del colesterol, mwopestudios se han
llevado a cabo en pacientes con HF. Miwa y colabmes®®, estudiaron la influencia
gue un nuevo polimorfismo (M429V) sobre el geBCG8tenia sobre la absorcion de
colesterol en 100 pacientes japoneses con hipsteademia primaria demostrando
gue en un 8% de los pacientes, el nuevo polimodisstaba asociado con alta eficacia
en la absorcion de colesterol.

Recientemente Koeijvoets y colaboradof&% estudiaron la posible relacién
entre la presencia de los polimorfismos D19H y Ki80bre el geiABCG8y ECV en
pacientes con HFh. Sus resultados mostraron qustigxasociacion entre el
polimorfismo D19H y enfermedad coronaria y que vwialios homocigotos para el
genotipo de riesgo en el polimorfismo T400K presbah un incremento del riesgo
cardiovascular, concluyendo que variaciones gasén el geBCG8podrian tener
influencia sobre el desarrollo de arteriosclerogispesar de ello, no encontraron

asociacion entre estos SNPs y las concentracidags@ticas de colesterol.

Por otro lado, recientemente se ha descubiertanfgortancia que sobre el
metabolismo lipidico tiene la interaccion de vatégngenéticas en los geriBCG5/G8
con el tabaco. Asi, Junyent y colaboradof&demostraron que la presencia de
variaciones genéticas en dichos genes, modulafeaieque el tabaco tiene sobre las

concentraciones plasmaticas de c-HDL.

En resumen, todas estas observaciones que se dimade sobreABCG5/G8
junto con la importante funcion que estos trangglantes tienen sobre el mantenimiento
de la homeostasis del colesterol, sugieren queelsepcia de variaciones genéticas en
estas localizaciones podria determinar alteracienes metabolismo lipidico, teniendo
como consecuencia una modificacion en el riesgdimaascular. Por tanto, el estudio

de estas variaciones genéticas podria dar respaudstalta variabilidad interindividual
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en cuanto a expresion clinica, respuesta a la djeteespuesta al tratamiento

farmacoldgico, existente en pacientes con HFh.
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lll. HIPOTESIS DE TRABAJO

La incidencia y caracteristicas de la enfermedadi@aascular que afecta a los
pacientes con Hipercolesterolemia Familiar hetgatei (HFh) es altamente variable, en
términos de edad de comienzo y severidad, inclngmaeientes portadores de la misma
mutacién en el RLDL'* **” Esto sugiere que otros factores ambientales, gesét
interacciones genes-ambiente podrian jugar un itapia papel en el desarrollo de

arteriosclerosis de estos paciertfgs'®

Recientemente se ha demostrado que los transpatadBCG5/G8 realizan un
papel fundamental promoviendo la excreccion destedel a través de la via del
transporte reverso de colestefél %" 2> En este sentido, humerosos estudios han
puesto de manifiesto la asociacion existente erdre@aciones genéticas en los genes
ABCG5/G8y las concentraciones de lipidos plasmaticos cip@imente c-HDL*>726%
252 Dentro de estas variaciones, el polimorfismo Y54@&lkegenABCG8ha presentado

importantes asociaciones con CT y c-HDL, en difegestudio$®® *>* 264

A pesar de la importancia contrastada que los piatesdoresABCG5/G8tienen
en la cinética del colesterol en humanos, muy pestsdios han investigado el papel
que la presencia de variantes genéticas en estms Ipodria tener sobre las
concentraciones finales de lipidos plasmaticosaereptes con HF.

Por tanto, si tenemos en cuenta que la HFh esnfeneedad muy heterogénea
en cuanto a su expresion clinica y que los mecarsisesponsables de la variabilidad
individual en la respuesta dietética y farmacolagmermanecen inciertos, nuestra
hipdtesises que variaciones genéticas en los g&mBs3G5/G8podrian tener influencia
sobre las concentraciones de c-HDL vy otros lipglasmaticos. Esto podria explicar la
alta variabilidad interindividual y el alto riesgte enfermedad cardiovascular que
presentan los pacientes con HFh.
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V. OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL

En base a lo expuesto en nuestra hipotesis dgdraheestro objetivo principal
fue analizar si la presencia del polimorfismo Y5&Cel gen del transportaddBCG8
modula las concentraciones de c-HDL en pacientes Hieh, asi como estudiar la
influencia que sobre las concentraciones de c-HD&dpn tener otros polimorfismos
existentes en la zoeBCG5/G8adyacentes al SNP Y54C.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Determinar si la presencia del polimorfismo Y%tCel gen del transportador
ABCG8 modifica las concentraciones de otros lipidos mpé&gos: CT, c-LDL, TG,
Apo A-l, ApoB y Lp (a), en el mismo grupo de padesn

2. Analizar si la presencia del SNP Y54C en el dehABCG8 modula las

concentraciones de LDL oxidada y de lipoperoxidasipaticos.

3. Estudiar las posibles interacciones existenié® @l polimorfismo Y54C en
el genABCG8Yy otras variables de riesgo en hipercolesteroldanaliar heterocigota

(sexo, tabaco, obesidad, presencia de xantomasggaorneal).

4. Determinar el efecto que otros polimorfismos seenites en la zona
ABCG5/G8adyacentes al SNP Y54C, pueden tener sobre la®tvaciones de otros
lipidos plasmaticos (CT, TG y c-LDL), asi como e&n las posibles interacciones

entre estos nuevos polimorfismos y variables dadesn los mismos pacientes.
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V. DISENO Y METODOLOGIA

1. COHORTE ESPANOLA DE HIPERCOLESTEROLEMIA
FAMILIAR HETEROCIGOTA

Los pacientes fueron seleccionados de la cohodajFundacién Espafiola de
Hipercolesterolemia Familiar tiene en Espafa, @dolesterolfamiliar.com). Esta
cohorte esta formada por un total de 1260 pacigmtesedentes de familias distintas de

diversas regiones del pais.

La cohorte de pacientes con HF se cred con el iobjete desarrollar un
programa de seguimiento y evaluacion periodicargolglazo de familias con este
diagnostico lo que permitiria estudiar el riesgoo@stico) y la supervivencia en
funcién de las caracteristicas sociodemografidasicas (fenotipicas) y genotipicas de

los pacientes.

En un principio los pacientes fueron reclutadosl@ecentros hospitalarios
espafioles y en la actualidad hasta 77 unidadeipided a lo largo de todo el pais se
encuentran participando en la cohorte bajo un pobboestandarizado y con datos

recogidos de manera homogénea por todas ellas.

1.1. Funciones de las unidades de lipidos implicagla

Las funciones de las unidades implicadas en swioreae recogieron siguiendo
un protocolo estandarizado en el que existia utraamordinador de referencia con
sede en Madrid (Fundacién de Hipercolesterolemmiliea) encargado de coordinar
las distintas unidades de lipidos participantes eknproyecto. Tanto el centro
coordinador como las unidades de lipidos siguiesbnprotocolo previamente
establecido, en el que aparecian definidas lagdnes y objetivos de cada una de las

partes.
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1.1.1. Funciones del centro coordinador

El centro coordinador de creacion de la cohorte faeFundacion de
Hipercolesterolemia Familiar. Desde la fundacion establecio el manual de
operaciones implicadas en el protocolo y ademasatedinar, fue el centro de
referencia para cada una de las Unidades de Lipidpkcadas en el proyecto. Las
funciones del centro coordinador fueron las sige&n

» Disefio del protocolo, manual de operaciones, coadés registro y base de datos

» Contacto con centros e identificacion de coordinasitocales

» Estudio piloto: identificacion y registro de farailes de casos indice

* Apoyo a las Unidades de Lipidos para: contactolosrparticipantes, recuerdo de
citas y recopilaciéon de informacién epidemiolégica

» Contacto con médicos de familia

e Seguimiento bianual de la cohorte de familiares

» Coordinacién para la recogida de informacion geaétclinica y epidemiologica
con Unidades de Lipidos y laboratorios

e Evaluacion de eventos cardiovasculares (enfermedanaria, enfermedad
cerebrovascular y enfermedad vascular periféricapigodios fatales (Instituto
Nacional Estadistica), estableciendo un comité pgaddiente de confirmacion de
eventos de acuerdo a los criterios OMS-MONREA®’

* Andlisis estadistico de datos (demograficos, asicanaliticos, genéticos) y

estimacion del riesgo global individual segun escld riesgo Framingham.

1.1.2. Funciones de las Unidades de Lipidos

Las funciones de las distintas Unidades de Lipidgdicadas en el proyecto se
encontraban recogidas dentro del protocolo disefladodas debian de seguir los
mismos criterios en la recogida de datos con el den homogeneizar toda la
informacion. Las funciones recogidas dentro deltqmmlo para cada una de las

Unidades de Lipidos fueron:
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Citacion y contacto con los casos indice y famabaie 1° y 2° grado del caso indice
Programacion de las visitas con los participantesl @studio

Informacion a los participantes

Obtencién del consentimiento informado

Realizacion de una entrevista médica estructuradaogida de encuesta dietética
Realizacion de un examen clinico estandarizado

Extraccion de muestras de sangre y orina

Envio de muestras de sangre y orina al laboraterndralizado

Grabacioén de los datos en una base de datos irtfeata

1.2. Descripcion de las visitas

Para llevar a cabo las exploraciones estableciuas$ grotocolo se realizaron un

maximo de dos visitas, cada una de ellas con ubjesivibs previamente definidos. Las

Unidades de Lipidos organizaron su calendario d®ri@a mas eficiente, segun sus

posibilidades. El procedimiento que se siguio fugguiente:

Se programo, por teléfono, una cita para la primesiga y se asigno al paciente un

namero de identificacién (dado por el Centro de r@macion al responsable de la

Unidad de Lipidos)

Se hizo un recordatorio mediante comunicacion deied con informacion del

proyecto que incluia las instrucciones de la pramasita, pidiéndole al sujeto que

llevara:

1. Muestras de toda su medicacién habitual tanto ptascomo automedicacion,
vitaminas y suplementos dietéticos

2. Nombre, direccién completa y teléfono de su médedamilia

3. Se le advirtié que vistiera ropa confortable

4. Se les dieron instrucciones para ir en ayunas ymooestra de orina recogida en
la mafana de la cita

Las visitas se realizaron en un tiempo maximo dmes

En ambas visitas era necesario que el sujeto estuen ayunas de al menos 12

horas aunque se le permitid6 tomar la medicacioscpta por su médico. Si el
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individuo fumaba, debia evitarlo durante la mafidekestudio. Se les recomendd
gue no realizaran ningun otro ejercicio intensados dias previos a la cita

» El personal del estudio se aseguré antes de qugardleel paciente, que los
formularios, etiquetas, tubos de muestras de sangmena estaban preparadas e
identificadas

 Cuando el participante lleg6 se le agradecié supe@mion y se le explico
nuevamente en que consistia el estudio. El individadia recibir informacion
sobre su estado de salud si lo deseaba

* Se le informo sobre el objetivo del estudio y ee gansistirian las exploraciones
ese dia

» El participante debia leer y firmar entonces elsemtimiento informado con

consentimiento especifico para el ADN y materialéiieo.

1.2.1. Funciones durante la primera visita:

Durante la primera visita se cumplié el siguiemetq@colo:

» Explicacién del estudio y firma del consentimiemimrmado
» Entrevista clinica estructurada mediante cuestionar
* Exploracion fisica que incluia:
- Antropometria. Se anoto6 el peso (Kg) y se mididalia (cm), la cintura (cm), la
cadera (cm) y pliegue tricipital
- Determinacion de la tension arterial en brazo qmarato de medida OMROM 705
(IntelliSense Blood Pressure Monitor, Model: HEMZ)5by Omron), tanto la
presion arterial sistélica (PAS) como la presidergal diastolica (PAD) se tomaron
en dos veces sucesivas (mmHg) separadas 5 minutos
- Toma de Presidn Sistdlica en tobillo con aparatoneéeida OMROM 705 en dos
ocasiones sucesivas (mmHg) separadas 5 minutos
- Toma de frecuencia cardiaca (FC) y tipo de ritmadiego en dos ocasiones
sucesivas (lat/m)
- Busqueda de soplos cardiacos y vasculares (cavstiftanorales, etc.)

- Exploracion de pulsos periféricos
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Exploracion de arco corneal

Exploracién de xantomas tendinosos (aquileos, sates de la mano, codos,

rodillas, palmares)

Electrocardiograma (ECG). Si no era posible laizaeion del ECG en esta primera
visita, se citaria al paciente para la realizaciéhestudio en la 2° visita. Era valido

un ECG realizado los 6 meses anteriores

Se debian extraer muestras sanguineas para réadimagrama y perfil bioquimico

Radiografia de torax (valida una radiografia olutar@n el altimo afio)

1.2.2. Funciones durante la segunda visita:

» [Esta visita se realiz6 como complementaria de lagra visita, si no se habia

logrado realizar todo lo previsto en la primera.

Se considerd hipertenso a todo sujeto con una ndedias valores de dos tomas
de presién arterial sistélica y/o diastélica enes¢aicion, mayores o iguales a 140/90
mmHg, respectivamente, y/o cifras inferiores desigrearterial pero en tratamiento

activo con fArmacos antihipertensivos (criterio JXKE 2%

Se siguieron los criterios de la Asociacién Amarcde Diabetes (ADAJ®, por el
que se consideraba diabético a aquellos sujetosemen:

1. Sintomas de diabetes asociados al hallazgo de lunengia= 200 mg/dL en una
determinacion llevada a cabo a cualquier hora ideindlependientemente de la hora
de la ultima comida. Los sintomas de diabetes yeciupoliuria, polidipsia y
pérdida no explicada de peso 6

2. Glucemia en ayunas126 mg/dL (ayuno de 8 horas o mas) 6

3. Glucemia= 200 mg/dL a las 2 horas de la prueba de sobrecaejaon 75 g de

glucosa disueltos.
Para la definicion de obesidad se siguieron logeraws de la Organizacion

Mundial de la Salud (OMS), segun la cual se comaiddeso a toda persona con un

IMC > 30 Kg/m? y sobrepeso a toda persona con un IMfe @%-29.9 Kg/mz2.
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2. POBLACION DE ESTUDIO

2.1. Proceso de seleccion de los participantes

Los pacientes de nuestro estudio fueron selecoosnae la cohorte que la

Fundacion Espafiola de HFh tiene en nuestro’fais

Dentro de cada familia recogida de la cohorte,texism caso indice que es el
que ha transmitido la enfermedad a sus descendieR tanto, la cohorte esta
compuesta por pacientes con HFh (casos indicemjlidiaes con y sin HFh, segun
hayan heredado o no la enfermedad. De los 126@osujegistrados en la cohorte,
existen 303 casos indice (pacientes con HFh) yfasilliares entre afectos o no de
HFh. Entre casos indice y familiares que han heled@a enfermedad, un total de 795
pacientes tienen un diagnostico de certeza de ldFprpsentar una mutacion en el gen
del RLDL. El diagnéstico genético de certeza selesuealizar a pacientes con un
diagnéstico clinico> 6 dentro delscore de los criterios MEDPED para diagndstico
clinico de HFh.

Para el estudio fueron seleccionados sélo sujetosuin diagndstico de certeza
de HFh. Con el fin de homogeneizar la muestra y ¢laminar los sujetos con datos
perdidos en el proceso de genotipado y la elimamade aquellos con datos faltantes en
alguna de las variables principales estudiadas ¢IDL, c-HDL y TG), la muestra

guedo6 comprendida en 586 sujetos.
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2.2. Ciriterios de inclusion

Para nuestro estudio, se aplicaron los siguiemtiesios de inclusion:

1. Familiares de primer grado naturales (padresndu@os, hijos) y segundo grado
naturales (abuelos, sobrinos, primos, tios) deds®s afectos de HFh con una edad
mayor a 15 afios

2. Diagnéstico genético de HFh (mutacién en el deinRLDL) y perteneciente a la
cohorte de seguimiento de HFh

3. Sin antecedentes de otras enfermedades delahistadb lipidico

4. Firma del consentimiento informado genérico aigipacion en la cohorte de HF.

2.3. Ciriterios de exclusion

Se siguieron los siguientes criterios de exclusion

1. Diagndstico clinico de HFh segun los criterioSDPED de la OMS de 1992

2. Historia clinica o de laboratorio incompleta terle la base de HFh

3. Imposibilidad fisica 0 mental para acudir adié@s programadas con el médico
4. Personas institucionalizadas en centros

5. Incapacidad para dar el consentimiento informado

2.4. Calculo del tamafo muestral

El calculo del tamafio muestral se realizo en hdase siguientes asunciones:

- Variable principal del estudio: concentracionkEsmaticas de c-HDL
- Diferencia minima esperada: 4 mg/dl (HO = 50dhgH1 = 46 mg/dL)
- Desviacion estandar: 10

- Riesgo alfa: 0.05

- Potencia (13): 0.90

- Pérdidas estimadas: 5%
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En base a estas premisas se precisaban al mepasiBBtes, en cada uno de los

grupos estudiados.

El protocolo del estudio fue aprobado por el Confitieo de Investigacion
Clinica del Hospital Universitario Reina Sofia déréba y la Fundacion Jiménez Diaz
(Madrid).

3. DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio de corte transversal eanel de la cohorte espafiola de
Hipercolesterolemia Familiar. La muestra selecaienastaba formada por 586
pacientes con un diagnostico de certeza de HFhpjesentar mutacion en el gen del
RLDL), a los que se les realizé un analisis deirpoifismo Y54C en el gen daIBCG8
con el fin de estudiar el efecto de este SNP dalsreoncentraciones de c-HDL, CT, c-
LDL, TG, ApoA-I, ApoB y Lp (a), asi como su influeia sobre parametros de estrés

oxidativo como LDL-ox y LPO.

Tras el andlisis del genotipo Y54C los sujetos isdidron en tres grupos:
homocigotos para el alelo de menor frecuencia (&@imocigotos para el alelo de
mayor frecuencia (AA) o heterocigotos (AG). Segisresultados encontrados, modelo
dominante o recesivo, los individuos fueron agrwsaen dos grupos para corroborar
los resultados obtenidos en el analisis de lasgoésrmas del SNP.

Sobre la misma muestra de pacientes y con el fiangddizar la influencia de
otras variaciones genéticas en la misma zona dgdoesABCG5/G8 se estudiaron
otros 8 polimorfimos adyacentes al polimorfismo ¥54De entre los nuevos
polimorfismos seleccionados, 4 se encontraban ergeel ABCG5 (i7892A>G,
rs4131229; i18429C>T, rs4148189; i11836G>A, rs4389D604EC>G, rs6720173) y
otros 4 en el gen ABCG8 (5U145T>G, rs3806471; iPA2L, rs6709904;
T400KG>T, rs4148217; D19HG>C, rs11887534). Siguetad pauta marcada con el
SNP Y54C, segun las tendencias en los resultadmmtadas en el primer analisis de
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las 3 isoformas de cada uno de los SNPs, los ohads serian estudiados
posteriormente en dos grupos, con el objetivo adircoar los resultados obtenidos tras

el primer andlisis.

4. DETERMINACIONES ANALITICAS Y BIOQUIMICAS

4.1. Extraccion y almacenamiento de las muestras dangre

El proceso llevado a cabo para la extraccion yaaénmamiento de las muestras

de sangre fue el siguiente:

* Las muestras sanguineas se recogieron en la pruiséea

» Las muestras se debian de extraer después deiadgpde ayuno de al menos
12 horas

« Durante la extraccion el participante permaneceriauna posicion estandar
(sedestacion)

» Para evitar la hemoconcentracion, una vez insertadaguja, se retir0 el
compresor y se esperd unos 10 segundos antegxledacion de la muestra

» Para evitar la hemdlisis, se retiré la aguja detimga antes de pasar la sangre
de la jeringa a los tubos de recogida. Asimismdubss tenian anticoagulante

* Se recogieron 4 tubos de sangre, 1 tubo con EDTAN([) para la obtencion de
ADN; 2 tubos de 10 mL con gelbond para la obtencitin suero y la
determinacion de andlisis de bioquimica y pernfildico, y un tubo con citrato
(10 mL) para la obtencion de plasma

* Todas las muestras debian tener las etiquetaseaéfichcion con el mismo
codigo

e También se extrajeron muestras para realizar hemayr (hematocrito,
hemoglobina, leucocitos, plaquetas, recuento litdecrecuento de neutroéfilos
y velocidad de sedimentacién) y perfil bioquimigtu¢osa, CT, c-HDL, c-LDL,
TG, creatinina, acido urico, AST, ALT, GGT, fosfadaalcalina, Lp (a), LPO,
LDL-ox, CPK, TSH y T4), todo ello en el propio haspde cada unidad.

60



Tanto el hemograma como el perfil bioquimico sesagraron validos si se
habian obtenido alguno en los 6 ultimos mesesiardgsr Para TSH y T4 se consideré

valido un valor en el ultimo afno.

4.2. Determinaciones bioquimicas basicas

Inmediatamente después de la extraccién sanguidagapcedio a la separacion
del plasma mediante ultracentrifugacion a 3.00@Itmiones por minuto (10 minutos,
1.500 g, 4°C). Posteriormente, las muestras denpléiseron alicuotadas, refrigeradas y

congeladas a -30°C.

Las determinaciones de las concentraciones lgddén suero se realizaron en
un autoanalizador ISE-4-DDPPEEPP Modular Analyt{Es Hoffman-La Roche®,
Basilea, Suiza) por técnicas espectrofotométricetddos enzimaticos colorimétricos):
método de oxidacion-peroxidacion para CT y 76 22 El c-HDL fue determinado
después de la precipitacion con &cido fosfowolfcanfi’® el c-LDL, se calculd
mediante la férmula de Fiedewald (c-LDL = CT — c4HD (TG/5))?’* Cuando los TG
eran menores de 300 mg/dL, las concentracionesLdd ¥ fueron calculadas por la
formula TG/5. Si la concentracion de TG era may80@ mg/dl; las concentraciones de
c-VLDL fueron calculadas por ultracentrifugacionpdi-I, ApoB, y Lp (a), se
determinaron mediante técnicas de inmunoturbidime{Boehringer, Mannheim,

Germay)’ ">,

Para las determinaciones de AST/ALT se usO un matizador Hitachi PA
Hitachi P-800 (Roche Diagnostics, Tokyo, Japan) puétodos enziméaticos
colorimétricos (Byosistem, Barcelona, Spain; caefite de variacion interensayo <6%
y 2% respectivamente). Las determinaciones hormendé TSH y T4 libre fueron
medidas mediante un método de inmunoensayo enzondé microparticulas (Abott
Diagnostics, Matsudo-shi, Japan; CV 2,5%-6%).
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4.3. Cuantificacion de LDL oxidada y lipoperéxidos

Para la determinacion de las concentraciones de-dX) se procedié a la
extraccion de sangre venosa y se anticoagulé c®@DKA (2 mg/mL), conservandola

en hielo.

La concentracion circulante de LDL-ox se cuantifictediante un ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) utilizangh anticuerpo monoclonal
murino (MAB-4E6-) comercializado (Oxidized LDL EIAS Mecordia, Upsala,
Sweden; limite de deteccion < 1 mU/L; coeficiengevdriacion intraensayo en nuestro
laboratorio: 5,5 - 6,2%).

El anticuerpo monoclonal esta especificamenteidoifrente a un epitopo de la
ApoB-100 de la superficie de la molécula de c-LDhegse produce al sustituir los
aldehidos de la ApoB-100 por, al menos, 60 residimdisina. Los aldehidos son
liberados por las células endoteliales sometid&steés oxidativo por peroxidacion
lipidica o por las plaquetas activadas que tamipéeden producir modificaciones

oxidativas de la ApoB-100 en ausencia de lipopelaidn.

La especificidad de la prueba es excelente. Losreslde C50 (concentracion
necesaria para obtener una inhibicion del 50% déjdaion del anticuerpo en la
ELISA) son 25 mg/dL de LDL nativa obtenida medianiteacentrifugacion del plasma
de voluntarios sanos y 0,025 mg/dL de LDL-ox conmmimo de 60 aldehidos
sustituidos por lisina por ApoB-100 obtenida metiaoxidacion inducida por cobre
ionico de la misma LDL-c. De este modo, una comeerdn plasmatica de LDL-c de
160 mg/dL puede contribuir a la obtencién de unaceaotracion de LDL-ox <0,2

276
L=

mg/d

Para la cuantificacion de los lipoperoxidos (LRD) plasma se usé un kit de
determinacion colorimétrico (LPO-CC. Kamiya BiommdiCompany). Las mediciones
de las muestras se realizaron por duplicado. Emepriugar, a 1QuL de muestra,
estandar (50nmol/mL de Cumene Hydroperoxide) odalgi®BS) se le afiadio 1Qd
del reactivo 1 (Enzyme Reagent: Lyophilized EnzyReagent (Ascorbico oxidasa y
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Lipoprotein lipasa) + Buffer Solution). Una vez mkxos e incubados durante 5
minutos a 30°C, se les afadi6é 200de reactivo 2 (Chromogen Reagent: Lyophilized
Chromogen Reagent (Cromégeno MCDP) + Buffer SatufiRuffer y hemoglobina). A
continuacion se mezcld y se incubd 10 minutos & 3P%r Ultimo, se pas6 a una placa
de 96 pocillos y se leyo la absorbancia a 675 nrarefiuorimetro (SPECTRA Fluor.

Tecan).

5. ANALISIS GENETICO

5.1. Aislamiento del ADN

El ADN fue aislado de las muestras de sangre piedfd purificado usando el
kit Puregene® DNA PurificatioffGentra Systems, Valencia, CA, USA), siguiendo el

protocolo indicado por la casa comercial.

El ADN original fue diluido a una concentracion dehg/pL y alicuotado en
platos de 96 pocillos. Unos pocos pocillos dengadda plate fueron alicuotados con
agua pura para que sirvieran como controles. Gfirategia empleada para un mayor
control fue que algunas muestras fueron replicadasotro nimero de indentificacién
en diferentes pocillos. Todos los platos de 96ljosccon el ADN fueron almacenados
a-18 °C.

5.2. Genotipaje de los polimorfismos en los genABCG5/G8

5.2.1. Genotipaje del SNP Y54C en el ¢8LCG8

El polimorfismo Y54C del gen del transportaddCG8se encuentra en el exon

2 de dicho gen, dentro del cromosoma 2.

La determinacion de la variante genética Y54C emyerl del transportador

ABCGS8 se realizO mediante andlisis de los fragmentosredtriccion del ADN
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amplificado por PCR. El cambio de nucleotido delirporfismo es una por unaG

(ambas bases son purinas) y a este tipo de muéscsanles llama transicion.

Para el genotipaje se emple6 un equipo Strataget@005b, la mezcla para el
ensayo que incluye la sonda Tagman® (20X) y las@rs de la casa comercial Applied
Biosystems (SNP Genotiping Assays, Foster City, GQf/6A) y el kit para
amplificacion: MBL-HOT Start (5U/uL). Las sondasadss para la deteccion de esta

mutacion-transicion fueron las siguientes:

1. ACCCTGGAGGTCAGAGACCTCAAC T[A]CCAGGTAGAGGCACGCC
TGGGTTCA

2. ACCCTGGAGGTCAGAGACCTCAAC T[G]CCAGGTAGAGGCACGCC
TGGGTTCA

El nucle6tido marcado en rojo es el que puede wdtlacambio de aminoacido
es una tirosina (tyr) cuyo simbolo ¥spor una cisteina (cys) cuyo simbolo@®n la
posicion 54 a partir del aminoacido de inicio que es la mehian{met). El cambio
ocurrido en esta mutacion seriad@ que corresponde al aminoacido tyr p&Q que

corresponde al amino&cido cys.

El ADN gendomico se amplifico en un equipo de PCiempo real utilizando
las sondas Tagman® que llevan incorporadas doséfires (HEX comprobado y
FAM) uno para cada alelo del gen (el mutado y elnrab). De esta forma se
identificaron los sujetos homocigotos para el alelés comun (marcados con un
fluoréforo), homocigotos para el alelo menos corfdonde se encuentra la mutacion,
seria el sitio polimérfico (marcados con el otuofiéforo)) y heterocigotos (que llevan
el alelo normal y el mutado (marcados con los tlowrdforos). El ensayo se optimizé
para ®L de volumen final (Vf) de reaccion en cada pocille la placa. La mezcla

utilizada en la PCR esta representada ¢alia 3.
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Tabla 3. Mezcla utilizada en la PCR

Cloruro de Magnesio 25mM 0.6uL/pocillo 3mM en el Vf

Buffer de reaccién 10X 0.5uL/pocillo 1X en el Vf

dNTPs 10mM total 0.4uL/pocillo 80QuM total en el Vf
Polimerasa HOT-Start SUfL 0.1uL/pocillo 0.5 Unidades por pocillo
ADN genébmico e 150 ng por pocillo
Mezcla sonda y primers 20X 0.25uL/pocillo 1X en el Vf

Agua 3.15uL/pocillo para llegar a|sL de Vf

Las sondas Tagman® estuvieron guardadas en el ladogeprotegidas de la
luz, hasta que fueron utilizadas. El sitef#CAN robotidue utilizado para distribuir la
mezcla en cada uno de los pocillos de los platd@8depocillos. El sistemRapidPlate
robotic se utilizé para afadir las muestras de ADN dessigllatos de 96 pocillos a los
nuevos platos de 384. El siste@@aneAmp®PCR 9700 thermal cycfae usado para la
amplificacion. Las condiciones de la PCR fuerorsigsientes:

5 minutos a 95 °C para la desnaturalizacién del ADN
30 segundos a 95 °C para la desnaturalizacion@isl A
1 minuto a 60°C para la union de los primers al ADN
30 segundos a 72 °C para la extension de la palsaer

Los pasos 2, 3y 4 se repiten 40 veces

S o

el equipo conserva la placa a 25 °C

En lafigura 9 se muestra un ejemplo de los resultados obtembante la
validacion por la técnica Tagman del polimorfism®4€. En la figura, los puntos rojos
representan a los individuos homocigotos paraeéb @le menor frecuencia; los verdes a
los individuos heterocigotos; y los azules a losnboigotos para el alelo de mayor

frecuencia.
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Figura 9 Ejemplo del resultado del andlisis por Tagman d#imorfismo Y54C
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5.2.2. Genotipaje de otros SNPs en los g&BESG5/G8

Con el fin de completar el estudio y conocimied® las funciones de los
transportadoreABCG5/G8 otros 8 SNPs fueron estudiados en dichos gepeasiodde

la misma poblacion de HFh.

Entre estos polimorfismos fueron seleccionados dl genABCG5(i7892A>G,
rs4131229; i18429C>T, rs4148189; i11836G>A, rs4389D604EC>G, rs6720173) y
otros 4 SNPs en el geABCGS8 (5U145T>G, rs3806471; i14222T>C, rs6709904;
T400KG>T, rs4148217; D19HG>C, rs11887534).

Estos SNPs fueron seleccionados mediante analsigdymaticos sobre la base
previa de trabajos publicados en los que se combatd bioldgico de estos SNPs y su
posible relacion con lipidos plasméaticos o con disat de riesgo cardiovascular
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/buildhistory.ggiDado que el SNP rs3806471 fue
mapeado en el extremo 5-UTR ABCG8pero también se encontraba, alrededor de
216 pb del comienzo d8BCG5 este SNP fue analizado por MAPPER el cual
identifico un alelo especifico con el factor densreripcion FXR (NR1H4).

El procedimiento empleado en el genotipaje fue ishma descrito para el SNP
Y54C (apartado 5.2.1.). En tabla 4 quedan recogidos los nombres e identificaciones
de los nuevos SNPs seleccionados, asi como latfickziones de losissaysy sondas
utilizadas.
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Tabla 4. Descripcion de los nuevos SNPs en los genes AB@35648ndas utilizadas

Nombre comun ID dbSNP  Posicion Sondas e IDassay

ABCG5_i11836G>A rs4289236 intron5 C__ 26135659 10
ABCGb5 _i18429G>A rs4148189 intron 10C__ 30437456 _10
ABCG5 i7892T>C rs4131229 intron4 C_ 27530462 10

ABCG5_GIn604GIuC>G rs6720173  exon 13 VIC: CCTTCACTCAAGGAATT
FAM: CTTCACTGAAGGAATT

ABCG8_5U145A>C rs3g806471 exon1l C_26135644_10
ABCG8_Aspl9HisG>C rs11887534 exonl C_26135643_10

ABCGS8 i14222A>G rs6709904 intron 6 VIC: TTGTTTCCCTACTGAGTCTG
- FAM: TTTCCCTACCGAGTCTG

ABCG8_Thr400LysC>A rs4148217 exon8 VIC: ATCAGCGTCTTAAACTG
- FAM: AGCGTCGTAAACTG

6. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron codificados, introducidos y aralas en el programa SPSS®
version 15.0 para Windows. Aquellos datos que rguise una distribucion normal
fueron transformados logaritmicamente. En todas paeebas estadisticas se
consideraron como significativos los valoresRi@nferiores a 0,05. Se utilizaron los

siguientes parametros estadisticos:

- Para contrastar la normalidad de la distribucidhadevariables se empleo el test de
Kolmogorov-Smirnov

- Para el andlisis descriptivo se empleé: para vi@sabualitativas: frecuencias y
porcentajes; para variables cuantitativas: medi@nética + desviacion tipica y
media aritmética + error estandar

- Para contrastar muestras independientes se aplipduéba “t” de student y el test
de ANOVA segun el analisis incluya a dos o mas albdeis, respectivamente.
Cuando no se cumplian los criterios de normalidadutdizé la prueba “U” de
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Mann-Whitney (comparacion de 2 grupos independ&raela prueba de Kruskal-
Wallis (comparacion de més de 2 grupos indepeneignt
- Para contrastar los resultados ajustandolos pdables de confusion se empleé el
modelo Univariante ajustado por las distintas dawées que pudieran influir en la
variable de estudio
- Para determinar si los genotipos se encontrabaggeitibrio Hardy-Weinberg se
empleo el test Chi-cuadrado
- Para la comparacion de proporciones dentro de gringependientes se empleo el
test Chi-cuadrado a través de tablas de contingeec funcion del numero de
grupos:
+ Dos grupos: se emplearon tablas 2x2 (comparargdgsos en los que la
variable medida es cualitativa con 2 categorias)
+ Mas de 2 grupos o pruebas de Independencia: géea@mn tablas 2xK
(comparar mas de 2 grupos en los que la variabtedaera cualitativa con dos
categorias) y tablas HxK (cuando teniamos dosasaualitativas con mas de

dos categorias medidas en los mismos individuos).

Los resultados de la expresion de triglicéridgspproteina A y lipoperéxidos

fueron sometidos a una transformacion logaritmicaet fin de normalizarlos.

7. METODOS DE OBTENCION BIBLIOGRAFICA

Para la revision bibliografica se uso el sistemaDMERS (Medical Literature
Analysis and Retrieval System) a través de su @erde informaciéon informatizado
PubMed (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/entrez/quergic utilizandose varias entradas o
encabezamientos MeSH (Medical Subjects Headindshdex Medicus. Se empled a
su vez un proveedor de informacion electror@aad Technologiesl que se accede a

través del Ovid Web Gatewalt{p://gateway.ovid.coin
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VI. RESULTADOS

1. CARACTERISTICAS BASALES DE LOS PACIENTES

Como previamente se ha descrito, el estudio cordgrdimalmente un total de
586 pacientes (296 hombres y 290 mujeres). Engesf® se encontraban 199 casos
indice y 387 familiares relacionados (34% y 66%peetivamente), todos con un
diagnostico genético de certeza de HFh. Entrepegikacion habia registrados 78 casos
de enfermedad cardiovascular (56 hombres y 22 es)jet3 casos de diabetes mellitus
(DM) (6 hombres y 7 mujeres) y 72 casos de HTA lidhbres y 50 mujeres). Las
caracteristicas basales de los participantes seettan recogidas entabla 5.

Los hombres, eran menores que las mujeres (41 vafidS). Como era de
esperar, presentaban mayor IMC y perimetro derargue las mujeres. Sin embargo,
estas presentaban mayores concentraciones de KDL cApoA-I, c-LDL y menores
niveles de TG y c-VLDL que los hombres. Tambiérasmmujeres habia mayor nimero
de casos de HTA aunque menos casos de EDI4 5.

Casi el 80% de la poblacién estaba recibiendoniatato hipolipemiante en el
momento de su inclusion en la cohorte (444 casd@bdgen 33 casos los datos estaban
recogidos como valores perdidos). Dentro de la daoterapia, las estatinas fueron los
agentes hipolipemiantes mas utilizados con un 828 kBn monoterapia 0 como

tratamiento combinado con otros farmacos hipolipenes.
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Tabla 5. Caracteristicas basales de los participantes

GLOBAL HOMBRES MUJERES P
n 586 296 290
Edad (afos) 43,2 £16,3 41,4 £16,2 45,1 £16,2 0,005
IMC (Kg/m?) 26,1 +4,6 26,5+4,0 25651 0,030
P. cintura (cm) 85,1+14,6 90,1+12,9 799+144 0,000
CT (mg/dL) 269 + 70,1 259,5+68,3 278,6+70,8 0,001
TG (mg/dL) 45+0,4 46+0,4 44 +0,4 0,000
c-HDL (mg/dL) 46,9 + 13,5 41,8+11,6 52,0+134 0,000
c-LDL (mg/dL) 2006 +67,6 194,1+65,2 207,2+69,4 0,019
c-VLDL (mg/dL) 20,3+9,6 21,6 £10,5 19,0 +£8,5 0,001
ApoA-I (mg/dL) 148,9+27,8 139,7+25,2 158,3+27,1 0,000
ApoB (mg/dL) 130,8+£39,5 129,8+40,8 131,7+38,3 0,553
Lp (a) (mg/dL) 3,09 + 0,93 3,09 £ 0,92 3,09 £ 0,94 0,942
LPO (nmol/mL) 1,79+0,7 1,81+0,7 1,76 £0,8 0,451
LDL-ox (mU/L) 11,6 £0,5 11,6 £0,5 11,7+0,5 0,124
PAS (mmHg) 1246 +18,4 1256+16,5 123,6+20,1 0,192
PAD (mmHg) 73,4+10,3 72,9 +10,1 73,8 +£10,6 0,297
PAM (mmHg) 91,0+11,6 90,9 £ 10,6 91,0+125 0,936
ECV n (%) 78 (13,3) 56 (18,9) 22 (7,6) 0,000
Diabetes n (%) 13 (2,2) 6 (2,0) 7 (2,4) 0,485
HTAN (%) 72 (12,3) 22 (7,4) 50 (17,4) 0,000
Fumador n (%) 152 (25,9) 82 (27,7) 70 (24,1) 0,187
Farmacos n (%) 444 (79,9) 227 (80,8) 217 (78,9) 0,359

IMC: indice de mas corporal. P. cintura: perimetmntura. TG: triglicéridos. c-HDL:
colesterol vehiculizado por la lipoproteina de adtansidad. c-LDL: colesterol vehiculizado por
la lipoproteina de baja densidad. c-VLDL: colesterehiculizado por la lipoproteina de muy
baja densidad. ApoA-I: apolipoproteina A-l. ApoBioéipoproteina B. Lp (a): logaritmo de
lipoproteina A. LPO: lipoperéxidos. LDL-ox: lipogeina de baja densidad oxidada. PAS:
presion arterial sistélica. PAD: presidn arterialiastolica. PAM: presion arterial media =
(Sistdlica-Diastolica)/3 + Diastolica. P: significdn estadistica de la prueba t student para 2
muestras independientes (hombres y mujeres).ECVermreadad cardiovascular. HTA:
hipertensién. Farmacos: tratamiento hipolipemiarites valores estan expresados en media +
desviacion estandar (DE).
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2. DISTRIBUCION Y FRECUENCIA DE LOS POLIMORFISMOS
EN LOS GENESAGCG5/GS8

Cuando se estudia la distribucion y frecuenciardpalimorfismo dentro de una
poblacion, es importante conocer dicha frecuenaiisyribucion en otras poblaciones
en los que este polimorfismo haya sido estudiadmiddea que pueden cambiar

dependiendo del origen étnico de dichas poblaciones

2.1. Distribucion y frecuencia del SNP Y54C en ekeg ABCGS8

Dentro de la poblacién de HFh estudiada se detériairfrecuencia alélica y
distribucion de los genotipos (GG, AG, AA) pargelimorfismo Y54C (rs4148211) en
el genABCGS§ tabla 6. Los resultados muestran que en la poblaciéntdeliestanto la
distribucion de los genotipos como la frecuencibatilo de menor frecuencia G, fue
muy similar a la de otros estudios realizados easopoblaciones europeas. Sin
embargo, podemos comprobar como la frecuencia te psmdimorfismo se invierte
completamente en las poblaciones asiaticas respautestra poblacion y a la europea.

En dicha poblacién, el alelo de menor frecuenciel eselo A tabla 7.

Tabla 6. Distribucion del polimorfismo Y54C del gen del ABEC&h la poblacion de
HFh

Y54C GG AG AA
% 11,4 % 42,0 % 46,6 %
n 67 246 273

GG: homocigoto para el alelo G. AG: hetero¢mAA: homocigoto para el alelo A.
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Tabla 7. Frecuencia alélica del polimorfismo Y54C en nueghlacion de HFh y su

frecuencia en otras poblaciones estudiadas

POBLACIONES alelo A alelo G
Cohorte espafiola HFh 0,676 0,324
Europea 0,625 0,375
Asia (China-Beiijing) 0,144 0,856
Asia (Japon-Tokio) 0,239 0,761
Africa Subsahariana 0,892 0,108
América (raza negra) 0,656 0,344

Los genotipos observados fueron comparados congémetipos esperados
siguiendo el principio de Hardy-Weinberg, en fumcife la frecuencia de cada alelo.
Los valores X2 fueron calculados comparando lasufrcias del genotipo observado y

del esperado usando la formdgvalor observado - valor esperado) 2/valor esperado

El valor de P fue obtenido desde el valor de X2.l&tabla 8 se describe el proceso
realizado para confirmar el equilibrio de Hardy-Wharg en la distribucion alélica de

nuestra poblacién.

Tabla 8. Equilibrio Hardy-Weinberg.

GENOTIPOS HW-Observada HW -Esperada H-W (P)

Homocigoto Ref. 67 61,6
Heterocigoto 246 256,8
Homocigoto Var. 273 267,6
X2 valor P 0,308

HW-Esperada: Hardy-Weinberg esperada. HW-Observétdady-Weinberg observada. X2: Ji-
cuadrado. Valor P: significacion estadistica (P<B)0 Homocigoto Ref.: homocigoto de
referencia. Homocigoto Var.: homocigoto variante.
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2.2. Frecuencia de otros polimorfismos estudiadosnelos genes
ABCG5/G8

Se determind la frecuencia de otros SNPs estudiewlda misma poblacion de
HFh. Los genotipos observados fueron comparados legengenotipos esperados
siguiendo el principio de Hardy-Weinberg (H-W), femcion de la frecuencia de cada
alelo, demostrandose que todos los SNPs se enisantes equilibrio H-W. En ltabla
9 se encuentran representados todos los SNPs egtsidianl su frecuencia y valor de la
P para la ecuacion de H-W. En dicha tad#apuede observar que la frecuencia del alelo
minoritario, fue muy similar a la de otros estudrmeslizados en otras poblaciones

europeas.

Tabla 9. Frecuencia alélica y distribucion de otros polinisnios estudiados en nuestra

poblacién de HFh.

FRECUENCIA FRECUENCIA H-W

NOMBRE SNP  ALELOS I - )
ABCG5_i7892  rs4131229 GIA G (0,37) G(0,37) 0,162
ABCG5_i18429 rs4148189  C/T T (0,10) T(0,09) = 0,339
ABCG5_i11836 rs4289236  GIA A (0,19) A(0,19) = 0,657
ABCG5_Q604E rs6720173  GIC G (0,18) G (0,17) = 0,214
ABCGS8 5U145 rs3806471  GIT G (0,30) G(0,29) 0,160
ABCGS8_i14222 rs6709904  C/T C (0,10) C(0,13) 0,920
ABCG8_T400K rs4148217  GIT T (0,24) T(0,25) = 0,820
ABCG8_D19H rs11887534 GIC C (0,05) C(0,08) = 0,749

H-W: Hardy-Weinberg SNP: polimorfismo. P: signifttdn estadistica para la ecuacion de
equilibrio H-W (P<0,05).
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3. DISTRIBUCION DE LA APOLIPOPROTEINA E EN LA
POBLACION A ESTUDIO

Previamente al andlisis estadistico, se analizéstydiéo el genotipo de la
apolipoproteina E (ApoE) en la poblacion para deéacgue tuviese alguna influencia
sobre los valores de lipidos plasmaticos. Se dagstion tres grupos, de acuerdo a su

genotipo:

- Grupo ApoE 2 formado por los individuos portadode los genotipos2/e2 +

€2/e3 (al menos un alele?)

- Grupo ApoE 3 integrado por el genotigRie3 (ambos alelos normales)

- Grupo ApoE 4 formado por los individuos portadode los genotipos3/e4 +

edled (al menos un alelgd)

- No se encontraron sujetos con el genotie4 por lo que no fue necesario la

realizacion de un nuevo grupo.

Se realizé un test de Chi-cuadrado para verificalas frecuencias de los
genotipos observadas guardaban concordancia coesfmyadas por la hipétesis de
Hardy-Weinberg, comprobando que todas las frecasrs® encontraban en equilibrio,
tabla 10. No se encontraron diferencias estadisticamegtefisativas tras el analisis
estadistico, en cuanto a la distribucion de la Agolire los 3 grupos del gen del
transportadoABCG8 De esta manera, la distribucion de genotipospdéimorfismo
Y54C se realiz6 por igual en cada uno de los syfogrpara la ApoE (grupos 2, 3y 4),
figura 10. En lastablas 11 y 12se recogen los datos de la distribucion del SNP.
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Tabla 10. Equilibrio Hardy-Weinberg

GRUPOS n X2
Grupo ApoE 2 41 0,175575
Grupo ApoE 3 409 0,196151
Grupo ApoE 4 101 0,397659

Los grupos estan formados por: grupe2z2 + £2/e3, grupo 33/e3 y grupo 43/ed + edle4.
X2: valor de Chi-cuadrado.

Tabla 11.Numero de individuos genotipados para ApoE del tgasujetos de la
poblacién

CASOS

Valido Pérdidas Total
n % n % n %
*
apoE grupos 551 94 % 35 6 % 586 100 %

ABCGS8

Tabla 12.Frecuencia de los grupos ApoE respecto a los gpostiie ABCG8 (Y54C)

Genotipo ABCG8
(Y54C)
GG AG AA

Grupo 2 n 6 14 21 41
% (Y54C) 94% 61% 82% 7.4 %

Grupo 3 n 50 169 190 409
ApoE % (Y54C) 78,1% 73,5% 73,9% 74.2 %

Grupo 4 n 8 47 46 101
% (Y54C) 125% 20,4% 17,9% 18.3 %

n 64 230 257 551
Total % (Y54C) 100% 100% 100 % 100 %

Los grupos estan formados por: grupe2z2 + £2/e3, grupo 33/e3 y grupo 4e3/e4 + c4/e4.
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Figura 10. Representacion de la distribucion del SNP en Iggupos de ApoE. No se
encontraron diferencias estadisticamente signiifieest dentro de los grupos (P>0,05)

4. EFECTO DEL POLIMORFISMO Y54C EN EL GEN ABCGS
SOBRE LAS CONCENTRACIONES DE LIPIDOS
PLASMATICOS

El objetivo principal del estudio era analizar sigresencia del polimorfismo
Y54C en el gen del transportaddBCG8Yy otros SNPs seleccionados en los genes
ABCG5/G8 (i7892A>G, i18429C>T, GIn604GIluC>G, i11836G>A |/ BABT>G,
Aspl19HisG>C, i14222T>C, Thr400LysG>T), modulandascentraciones de c-HDL y

otros lipidos plasméticos.
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Por otro lado, no sélo se estudiaron asociacismesque se trataba de estudiar
las posibles interacciones entre este SNP y difesevariables de riesgo como sexo,
tabaco, obesidad, presencia de arco corneal ytomas. De esta manera, se analizaron
en un primer momento las asociaciones entre esieydls concentraciones de lipidos
plasmaticos y posteriormente se estudio si esasaagmes estaban influenciadas por
posibles variables de riesgo en pacientes con HFh.

4.1. Asociacion entre el polimorfismo Y54C y las omentraciones de

lipidos plasmaticos

Para estudiar el efecto de este SNP sobre losegatte lipidos plasmaticos y
estrés oxidativo se hizo un andlisis del polimanisY54C en funcion de sus tres
genotipos GG, AG, AA (los datos estan representadosel apartado 4.1.1.).
Posteriormente, se agruparon los sujetos en 2 grgegun la tendencia encontrada en
el analisis anterior (modelo dominante o recesigoi, el fin de estudiar las verdaderas
diferencias entre alelos (alelo A y alelo G) respeal efecto que ejercen sobre los

lipidos plasmaticos (los datos estan representes apartado 4.1.2.).

4.1.1. Andlisis por genotipos del polimorfismo Y54@n el genABCG8

En un primer momento, se emple6 un analisis esizaligeneral, sin ajustar por
posibles factores de confusién, para toda la pablagque permitio observar el
comportamiento de las distintas isoformas del patiremo Y54C (GG, AG, AA) sobre
las distintas concentraciones de lipidos plasmafjlos datos estan representados en el
apartado a). Posteriormente debido a las diferenera las caracteristicas basales
encontradas entre sex(abla 5)y a la posible existencia de variables de confysén
procedié a un analisis estadistico ajustado cdimede homogeneizar los resultados
obtenidos anteriormente para la poblacién gendrak covariables empleadas para el
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ajuste final fueron: sexo, edad, IMC, ejerciciacis relacion familiar, presencia de
ECV, diabetes, HTA, tratamiento hipolipemiante lyaeo (los datos estan representados

en el apartado b).

a) Andlisis inicial general

Los sujetos fueron agrupados en 3 grupos en furaébrgenotipo presentado:
homocigotos para el alelo G (GG), heterocigotos )(A&®omocigotos para el alelo A
(AA). Se realizé un primer analisis por genotipeslas 3 grupos del SNP en el que se
observdé que existian diferencias estadisticameignifisativas entre los grupos
respecto a los parametros de c-HPEQ,034) y ApoA-I P=0,039),tabla 13.

Tabla 13.Asociaciéon entre Y54C en el gen de ABCG8 y cormentres de lipidos
plasmaticos. Comparacion de mas de 2 grupos: Aisalis Varianza Simple

GG AG AA
(N=67) (N=246) (n=273)
Edad (afios) 422+17,2 434+158 442+16,9 0,705 | -----
IMC (Kg/m?) 252+472 273+115 26679 0,315 -
CT (mg/dL) 278,4 + 83,6 270,2+ 72,9 268,5+62,1 0,622 = 0,800
TG (mg/dL) 4,41+04 456+04 455+04 0,059 = 0,080

c-LDL (mgdl)  208,8+80 203,1+71,1 1985+59,9 0,531 0,624
c-HDL (mgid) 50,7 +12,9 457+132 47,9+143 0,034 0,014
C-VLDL (mg/dl) 18,4+95 21+10,2 20,3+9,2 0,201 = 0,278
ApOA-l (mg/dl)  156,3 +29,4 1459 +28,1 149,8+28,9 0,039 = 0,016
ApoB (mgidl)  131,2+39,9 132,4+43,1 129,7 +34,7 0,766 0,818
Lp (a) (mg/dL) 320£10 3,01+09 3,14+09 0165 0,173
LPO (nmol/mL)  1,9+0,6 1,806 1,7+08 0,092 = 0,269
LDL-ox (mU/L)  11,6+06 11,7+05 11,6+05 0,279 = 0,411

Tratamiento (%) 73,8 78,6 82,4 0,421 @ -—---
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Valores expresados en media £ DE. IMC: indice des marporal. CT: colesterol total. TG:

triglicéridos. c-LDL: colesterol vehiculizado poa llipoproteina de baja densidad. c-HDL:
colesterol vehiculizado por la lipoproteina de aftansidad. c-VLDL: colesterol vehiculizado
por la lipoproteina de muy baja densidad. ApoAgobpoproteina A-l. ApoB: apolipoproteina
B. Lp (a): lipoproteina A. LPO: lipoperoxidos. LOix lipoproteina de baja densidad oxidada.
P: significacion estadistica (P<0,05).P*: P ajustagor variables de confusion

Para elegir la pruebpost hoc(Tukey, Hochberg's GT2 o Games Howell)
adecuada para determinar las diferencias entrgrigms, se hizo primero el test de la
homogeneidad de las varianzas de Levene del qoletgeo que no existian diferencias
estadisticamente significativas entre las varianeaks grupos para los parametros c-
HDL y ApoA-I. Una vez que asumimos que las variangi@n iguales y los tamafios de
muestra eran distintos se eligio la prueba Hochbe®J 2 para el valor de P enpalst

hoc

Tras este analisjgost hocse observaron los siguientes resultados:

- c-HDL (P=0,034): los pacientes homocigotos para el geno@ipd (GG)
presentaron concentraciones significativamente rsups de c-HDL
(P=0,042) que los pacientes portadores del genofpC (AG) (Figura
1la)

- ApoA-I (P=0,039): los pacientes homocigotos para el gendiipd (GG)
presentaron concentraciones significativamente rsups de ApoA-I|
(P=0,042) que los pacientes portadores del genotiBdCY(AG) (Figura
11b)

- TG (P=0,059): se mantuvo la tendencia observada segaunalalos sujetos
homocigotos GG presentaban unas concentracionestrigbcéridos
inferiores respecto a las otras 2 isoformas deihqmofismo (AG y AA),
aungue no se llegaron a encontrar diferencias istitainente significativas

entre los gruposPE0,062 yP=0,083 respectivamente)
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- No se encontraron diferencias estadisticamentéfisajivas en el resto de
parametros lipidicos analizados ni en las variables representan estrés

oxidativo para este SNP.

ApoA-I|
a) c-HDL b) P
7 *

> 16¢ *

52- -
5 - 16
E, 507 2 15¢
o 48 T 150
2 g
5 467 Z 145

44 14(

42 13¢ .

GG AG AA GG A AA
ABCG (Y54C) ABCG (Y54C)

Figura 11. Representacion de la asociacion entre Y54C enretlgeABCG8 y
concentraciones plasmaticas de c-H{@lla)y ApoA-I(11b). ANOVA de un factor:

comparaciones multiples post hoc. Test de Hochi@&vs AG* P<0,05.

b) Analisis estadistico ajustado por variables deonfusion

Tras los resultados encontrados para la poblacérergl se procedié a un
analisis estadistico ajustado con el fin de homeigaen los resultados obtenidos y
corroborar las diferencias estadisticamente swatifias encontradas anteriormente. Las
covariables empleadas fueron: sexo, edad, IMCciejerfisico, relacion familiar,
presencia de ECV, diabetes, HTA, tratamiento hiaofiiante y tabaco.
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Tras el ajuste pudimos observar que se mantenian diéerencias
estadisticamente significativas entre grupos pas doncentraciones de c-HDL
(P=0,014) y ApoA-lI P=0,016) encontradas en el analisis anterior deolalagion
general y persistia la tendencia observada amegitie para los TGPE0,080), segun
la cual, los individuos homocigotos para el aleéondenor frecuencia G presentaban
mayores concentraciones de c-HDL, ApoA-l y mena@scentraciones de T@&bla
13

4.1.2. Andlisis por grupos de alelos del SNP Y54@ el genABCGS8

Con el fin de estudiar las diferencias entre aléso A y alelo G), respecto al
efecto que ejercen sobre los lipidos plasmatiesgsuparon los sujetos en 2 grupos

segun la tendencia encontrada en los andlisisiamgi(modelo dominante o recesivo).

Al observarse un modelo recesivo en el que lost@sijhomocigotos para el
alelo de menor frecuencia ejercian el principattefelos sujetos quedaron agrupados
como: homocigotos para el alelo de menor frecuefi@d) y un segundo grupo en los
gue se incluyeron los sujetos portadores del #e{8G-AA). Siguiendo la tendencia
marcada en los andlisis estadisticos anterioresgadiz0 un ajuste de los valores de
lipidos plasmaticos por posibles variables que gradi influir en sus concentraciones
finales como sexo, edad, IMC, ejercicio fisicoacgbn familiar, presencia de ECV,
diabetes, HTA, tratamiento hipolipemiante y tabaco.

Se realizé6 un analisis estadistico de los 2 grupoyo resultado queda

expresado en l@bla 14. Tras este analisis se obtuvieron los siguientadteslos:

- c¢c-HDL: los individuos portadores del alelo A (AG-AA) peataron

menores concentraciones de c-HM=(,043) comparados con los pacientes

homocigotos para el alelo G (G@igura 12a)
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- ApoA-Il: la presencia de al menos una variante Y54 (AG-AAaS0CIO con
menores concentraciones de ApoA#=0,037) comparados con los
pacientes homocigotos para el alelo G (@&gura 12b)

- TG: la presencia de al menos una variante Y54 (AG-As&) asocio
fuertemente con mayores concentraciones dePE®,(18) en comparacion
con los pacientes homocigotos para el alelo G (G@ura 12¢)

- No se encontraron diferencias estadisticamentéfisajivas en el resto de

parametros analizados.

Tabla 14.Asociacion entre Y54C en el gen de ABCGS8 y cormgintres de lipidos
plasmaticos. Comparacion de 2 grupos (GG vs AG-pAjeba “t” de Student

GG AG-AA P P*
CT (mg/dL) 278,4+836 269,3+67,4 0,347 0,796
TG (mg/dL) 441+04  456+0,4 0,018 0,028
c-LDL (mg/dL) 208,8+80 200,7+655 0,388 0,840
c-HDL (mg/dL) 50,7+12,9 46,8 +13,8 0,043 0,063
C-VLDL (mg/dL)  18,4+95  20,6+09,7 0,104 0,146
ApOA-l (mg/dl)  156,3+29,4 147,9+286 0,037 0,083
ApOB (mg/dL) 131,2+39,9 131+389 0,966 0,661
Lp (a) (mg/dL) 320+10  3,08+0,9 0,315 0,078
LPO (nmol/mL)  1,9+0,6 1,7 0,7 0,213 0,562
LDL-ox (mU/L) 11,6 +0,6  11,6+0,5 0,712 0,771
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Valores expresados en media + DE. CT: colestertdltd'G: triglicéridos. c-LDL: colesterol
vehiculizado por la lipoproteina de baja densidadHDL: colesterol vehiculizado por la
lipoproteina de alta densidad. c-VLDL: colesterehiculizado por la lipoproteina de muy baja
densidad. ApoA-I: apolipoproteina A-1. ApoB: apoppoteina B. Lp (a):lipoproteina A. LPO:
lipoperdxidos. LDL-ox: LDL oxidada.

P: significacion estadistica (P<0,05). P*: P ajustapor variables de confusion

a) c-HDL b)  ApoA-I
*
— B *
—~ -
3 52 g 160]
2 50 E 1567
2 48 % 152
S g 18]
! 144
44 ‘ |
GG AG-AA GG AG-AA
ABCGB8_Y54C ABCG8_Y54C
C) TG
4,67
j 4
kS|
g 45 *
2
4,47
4,3 |
GG AG-AA
ABCGB8_Y54C

Figura 12. Representacion de la asociacion entre Y54C en elCG®B y
concentraciones plasmaticas de c-HQI2a), ApoA-lI (12b)y TG (12c). Prueba “t”

para dos muestras independient&B<0,05.
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4.2. Interacciones del polimorfismo Y54C con varidles de riesgo en

pacientes con HFh

Ademas de las asociaciones del SNP con paramgifdeds, se estudiaron las
interacciones de este SNP con otras variablesedgaien HF, como fueron: sexo,
obesidad, tabaco y presencia de xantomas y/o amceea, que pudieran afectar al
efecto encontrado de este SNP sobre los paramgifdgos. Por tanto, para ver la
influencia que estas variables de riesgo ejercbreda presencia de este polimorfismo,
los sujetos fueron agrupados en 2 categorias @al@a eno de las variables. De esta
manera, para el género, los sujetos fueron divideohombre mujer; para ver el efecto
que el tabaco ejerce sobre este SNP los sujetosnfukvididos en fumadores y no
fumadores; respecto a la obesidad, fueron agrupsatps existiera o no presencia de la
misma, finalmente, los sujetos fueron divididos b&n en 2 grupos para estudiar el
efecto de la presencia o no de depdsitos extralaassude colesterol (xantomas y arco

corneal).

No se encontraron diferencias estadisticamenteifisggivas entre el SNP
estudiado y las distintas variables de riesgold@t@nto, no se ha demostrado que exista
ningun tipo de interaccion, ni que la presenciastas variables de riesgo modifique el

efecto que este polimorfismo ejerce sobre las auremegones de c-HDL y TG.
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5. EFECTO DE OTROS SNPs EN LOS GENESABCG5/G8 SOBRE
LAS CONCENTRACIONES DE LIPIDOS PLASMATICOS

Siguiendo el mismo esquema desarrollado para etliestiel SNP Y54C en el
genABCG8Yy a raiz de los resultados encontrados para dichmgrfismo, se estudio
la presencia que otros SNPs seleccionados en loss 8 CG5/G8 ejercen las
concentraciones de c-HDL y otros lipidos plasm&tidosu vez, se estudio las posibles

interacciones estre estos SNPs y variables deormsgacientes con HFh.

5.1. Asociacion con las concentraciones de lipidolesmaticos

Con el fin de completar el estudio y conocimien® lds funciones de los
transportadores ABCG5/G8, otros 8 SNPs fueron &stod en dichos genes. Entre
estos polimorfismos fueron seleccionados 4 en elARRCG5(i7892A>G, rs4131229;
i18429C>T, rs4148189; i11836G>A, rs4289236; Q6046Crs6720173) y otros 4
SNPs en el geABCG8(5U145T>G, rs3806471; i14222T>C, rs6709904; T400KG
rs4148217; D19HG>C, rs11887534).

Para estudiar el efecto de estos SNPs sobre losegalle lipidos plasmaticos se
hizo un analisis de cada uno de ellos en funciésude3 genotipos: homocigotos para el
alelo de mayor frecuencia, heterocigotos y homdogygara el alelo de menor
frecuencia (los datos estan representados en eadpa5.1.1.). Posteriormente, se
agruparon los sujetos en 2 grupos, segun la teradencontrada en el analisis anterior
(modelo dominante o recesivo), con el fin de estul#is verdaderas diferencias entre

alelos (los datos estéan representados en el apditad.).
Todos los analisis estadisticos presentados seeminan ajustados por las

siguientes covariables: sexo, edad, IMC, ejerdisico, relacion familiar, presencia de
ECV, diabetes, HTA, tratamiento hipolipemiante lyaeo.
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5.1.1. Andlisis por genotipos

Los sujetos fueron agrupados en 3 grupos en furdébrgenotipo presentado:
homocigotos para el alelo de mayor frecuencia,rbeigotos y homocigotos para el
alelo de menor frecuencia. Este primer analisisdéstico se realizo para determinar el
efecto que ejercen cada una de las isoformas d&N#%s estudiados con el fin de
agrupar posteriormente por grupos de alelos y md@tar que modelo, recesivo o
dominante, siguen los mismos. En este primer angdsr genotipos se observo que

existian diferencias entre los grupos de los sigageSNPsablas 15y 16

- ABCG5_i11836G>A: en este SNP se observé que emiglifarencias entre
los distintos grupos respecto a las concentraciolees-HDL £=0,050),
segun la cual los pacientes homocigotos para & di mayor frecuencia
(GG) presentaban menores concentraciones resped® @ros 2 grupos
portadores de la mutacién (AG y AAabla 15

- ABCG5_Q604EC>G: en este SNP se observo que existidendencia en
cuanto a las concentraciones de F&(Q,105) y c-VLDL £=0,073) segun la
cual los pacientes homocigotos para el alelo deomagcuencia C (CC)
presentaron unas concentraciones mayores qued@Enfes pertenecientes a
cualquiera de los otros 2 grupos que incluian lsaoon (CG y GG)tabla
15

- Los SNPs i14222T7>C y D19HG>C localizados en el ¢dBCG8 no
pudieron ser analizados en 3 grupos debido a la treguencia entre la
poblacién de individuos homocigotos para la mutaci® y 1 sujeto
respectivamentejabla 16.
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Tabla 15.Asociacion de 4 SNPs en el gen ABCG5 y las coram@aires de lipidos

plasmaticos. Comparacion de 3 grupos: analisis anante ajustado

_ GG AG AA
G5_i7892 P
(n=70) (n=203) (n=192)
CT 272,3+8,.2 272,9+4.8 266,3 + 4,9 0,616
TG 4,51 + 0,04 4,54 + 0,02 4,55 + 0,02 0,723
c-LDL 204,2 + 8,0 205,8 + 4,7 1979+ 4,8 0,498
c-HDL 478+1,4 46,2+ 0,8 46,0+0,8 0,561
c-VLDL 19,8+1,0 20,3+0,5 20,3+0,6 0,919
_ CC CT TT
G5 _i18429 P
(n=344) (n=111) (n=10)
CT 267,7+3,7 276,5+ 6,5 280,5 +21,8 0,454
TG 4,55 + 0,02 4,51 + 0,03 4,41+0,1 0,359
c-LDL 199,6 + 3,6 210,0 £ 6,3 213,0+21,3 0,324
c-HDL 46,8 + 0,6 451 +1,1 43,5 +3,7 0,314
c-VLDL 20,5+ 0,4 19,7 £ 0,8 16,6 £ 2,6 0,277
_ GG AG AA
G5 11836 P
(h=292) (n=152) (n=21)
CT 267,3+4,0 277,0+5.6 258,1 + 15,1 0,279
TG 4,55 + 0,02 4,53 + 0,03 4,52 + 0,08 0,805
c-LDL 200,3 + 3,9 207,9+5,4 189,7 + 14,7 0,367
c-HDL 453+0,6 48,2+0,9 476+2,6 0,050
c-VLDL 20,4 +0,4 19,9 + 0,6 20,0+1,8 0,820
GG CG CC
G5_Q604E P
(n=15) (n=118) (n=332)
CT 2719+17,8 267,6+6,3 270,9 +3,7 0,900
TG 4,45 +0,1 4,48 + 0,03 4,56 + 0,02 0,105
c-LDL 208,8 + 17,4 202,1+6,2 202,1 + 3,6 0,932
c-HDL 40,1+3,0 459+1,1 46,8+0,6 0,196
c-VLDL 17,8+2.1 19,0 +0,7 20,8+0,4 0,073

Valores expresados en media + error estandar. \&dode P ajustados por edad, IMC,
actividad fisica, diabetes, HTA, ECV, tabaco, traiento hipolipemiante y relacién familiar.
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Tabla 16.Asociacion de 4 SNPs en el gen ABCG8 y las corax@atres de lipidos

plasmaticos. Comparacion de 3 grupos: analisis arnante ajustado

CT 270,0 + 10,0 268,7 +5,1 2711+4,4 0,942
TG 4,44 + 0,05 4,53 + 0,02 4,57 +0,02 0,082
c-LDL 202,9+9,8 202,2+5,0 202,3+4,3 0,998
c-HDL 482 +1,7 46,0 +0,8 46,3+0,7 0,527
c-VLDL 18,7 +1,2 20,0+ 0,6 20,6 +0,5 0,343

CT 270,1+4,2 270,8+5,3 265,3+12,8 0,924
TG 4,52 + 0,02 4,54 + 0,03 4,66 + 0,07 0,209
c-LDL 203,1+4,1 202,7+5,2 193,4 +12,5 0,762
c-HDL 46,7+0,7 458 +0,9 46,6 +2,2 0,732
c-VLDL 20,1+0,5 20,0+0,6 22,7+15 0,263

Valores expresados en media + error estdndar. \&dode P ajustados por edad, IMC,
actividad fisica, diabetes, HTA, ECV, tabaco, dmtento hipolipemiante y relacion familiar.



5.1.2. Analisis por grupos de alelos

Con el fin de estudiar las diferencias entre alelespecto al efecto que ejercen
sobre los lipidos plasmaticos, se agruparon lost@sijen 2 grupos segun la tendencia

encontrada en los analisis anteriores.

Todos los SNPs estudiados fueron agrupados pardnec alelica en 2 grupos
siguiendo un modelo dominante de enfermedad, ya ejuandlisis previamente
realizado no sugeria un comportamiento recesivaimguno de los SNPs estudiados.
Segun esto, los individuos quedaron agrupados srotigotos para el alelo de mayor
frecuencia respecto a portadores de la mutaciéimadda cada uno de los SNPs.

En este andlisis se corroboraron las tendencianaaas en el anterior analisis.
De esta manera, se observo que existian difereantas los grupos de los siguientes
SNPs:

- ABCGb5 _i11836G>A: en este SNP se observo que logmi@s homocigotos
para el alelo de mayor frecuencia (GG) presentabamcentraciones
significativamente menores de c-HDL (P=0,023) ques Ipacientes

portadores de la mutacién (AG-AAigura 13a

- ABCG5 Q604EC>G: para este SNP se observd que axistiportantes
diferencias estadisticamente significativas entreupgs para las
concentraciones de TG%£0,017) y c-VLDL f=0,011), segun la cual los
pacientes homocigotos para el alelo de mayor freaeC (CC) presentaron
unas concentraciones superiores que los pacieotegipres de la mutacion
(CG-GG),figuras 13by 13c

- ABCG8 D19HG>C: en este SNP no se encontraron diféas
estadisticamente significativas entre los gruposeBbargo, se observo una
tendencia en la misma direccion que la observada ehanterior SNP,
segun la cual los pacientes portadores de la niutgd€lG-CC) presentaban
menores concentraciones de c-VLDR=0,089) y TG P=0,089) que los

pacientes homocigotos para el alelo de mayor frenadGG).
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Figura 13. Asociacion entre 2 SNPs en el gen ABCG5 y las obrac@ones de lipidos
plasmaticosa) ABCG5 11836 (c-HDL)b) ABCG5 Q604E (c-VLDLYX) ABCG5_ Q604E

(TG). Andlisis univariante ajustad8P<0,05.
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5.2. Interacciones con variables de riesgo en paetes con HFh

Siguiendo el esquema del estudio realizado sobr8N# Y54C en el gen
ABCG8 ademas de estudiar las asociaciones de esto®n@&NPs con parametros
lipidicos, se estudio la interaccion de los mismoos otras variables de riesgo en HF,
como fueron: sexo, obesidad, tabaco y presencikadi@®mas y/o arco corneal. Todos
los resultados presentados han sfigtados por edad, indice de masa corporal, datlvi

fisica, diabetes, HTA, enfermedad cardiovasculeatamiento hipolipemiante y relacion

familiar.

Los resultados mostraron una interaccion estadistate significativa entre
tabaco y algunos de los polimorfismos estudiadaislas 17 y 18) segun la cual la
presencia del tabaco modula el efecto que estasnqdismos ejercen sobre las
concentraciones de lipidos plasmaticos.

Los resultados encontrados fueron los siguientes:

-  ABCGS5 i7892A>G: el efecto de este SNP sobre las concentraciones de

lipidos plasmaticos se encontrd fuertemente comaco por la presencia
del habito tabaquico. Se observd una interesarteraction gen-tabaco
respecto a las concentraciones de c-HDL, c-VLDL, yfén el ratio CT/c-
HDL, tabla 17. En el andlisis de cada grupo por separado (fureadpno
fumadores) se observo que los pacientes fumadopEstgdores del alelo
mutado (AG-GG) presentaban menores concentraciotes c-HDL
(P=0,042) y mayor ratio CT/c-HDL R=0,006) que los pacientes
homocigotos para el alelo A (AAientras que en pacientes no fumadores
no se encontraron estas diferenciBs(,853 yP=0,448 respectivamente),
figuras 14a y 14b. En pacientes fumadores también se observé una
tendencia con respecto a las concentraciones deD¢-\(P=0,090) y TG
(P=0,067) segun la cual los pacientes portadores drutacion (AG-GG)
presentaron mayores concentraciones de ambos pgevdrmemparados con

pacientes homocigotos para el alelo A (AA).
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ABCGS5 i18429C>T:para este SNP se observo una interaccion genetabac

en las concentraciones de CT, TG y en el ratio €Dt tabla 17. En el
analisis por subgrupos se observd que los paciémesdores y portadores
del alelo mutado (CT-TT) presentaban mayores cdrex@ones de CT
(P=0,040) que los pacientes homocigotos para el 8l€l6/C),mientras que
en pacientes no fumadores no se encontraron ei¢gasndias P=0,210),
figura 14c. Por otro lado, y con respecto a las concentracioee3G se
observé que los pacientes no fumadores y portadigleslelo mutado (CT-
TT) presentaban menores concentraciones de losasigm comparacion
con los homocigotos para el alelo C (C®~Q,012), mientras que en
fumadores el sentido era el opuesto aunque simzdcasignificacion
estadisticaH=0,537),figura 14d.

ABCG5 111836G>A: en este polimorfismo se encontraron importantes

interacciones significativas entre dicho SNP y ¢abapara las
concentraciones de c-VLDL, TG y para el ratio CHBL, tabla 17. Los
pacientes fumadores y portadores del alelo mutéad®AA) presentaron
mayores concentraciones de TB=(,035) que los pacientes homocigotos
para el alelo de mayor frecuencia G (GG), mienfyaes este efecto no fue

observado en pacientes no fumadoRe)(629),figura 14e.

ABCG8 5U145T>G:en el analisis por subgrupos de este SNP se abserv

gue los pacientes fumadores y portadores del albado (GT-GG)
presentaron mayores concentraciones de c-VLDIRs0,044) que los
pacientes homocigotos para el alelo normal T (Migntras que este efecto

no fue observado en pacientes no fumadd?e8,796) figura 14f.

ABCG5_Q604EC>Gen cuanto a este SNP, en pacientes no fumadores se

observé que los portadores del alelo mutado (CG{4@€gentaban menores
concentraciones de T®%£0,032) en comparacion con los homocigotos para
el alelo normal C (CC), mientras que en fumadole®mtido era el opuesto
aunque sin alcanzar significacion estadist®a0(642),figura 14g.
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En resumen, es interesante hacer notar aqui, quedas las interacciones

encontradas y con cada uno de los SNPs, ser podatpolimorfismo ejerce un efecto

deletéreo sobre los distintos parametros lipidipdacipalmente TG, siempre y cuando

se encuentre en presencia del tabaco. Sin embsirgb,tabaco no esta presente, ser

portador de alguno de estos polimorfismos se asmriaaltas concentraciones de c-

HDL y bajos niveles de TG.

Tabla 17.Interaccion entre 4 SNPs en el gen ABCG5 y TABAESPacto a las

concentraciones de lipidos plasmaticos

NO FUMADORES FUMADORES p*
G5_i7892 AA AG-GG AA AG-GG
(n=139) (n=198) (n=53) (n=75)
CT 266,3+59 2664+48 2662+95 2895+80 1,1
TG 4,55 +0,03 4,47+0,02 4,56+0,05 4,68+004 0,013
c-LDL 197,4+57 1985+4,7 199,1+93 2239+78 98,0
c-HDL 466+10 486+08 446+16 412+13 0,030
c-VLDL 20,1+0,7 189+05 20,8+1,1 236+0,9 0,022
CT/c-HDL  623+02 587+0,1 646+03 7,96+0,3 0,002
G5 18429 cC CT-TT cC CT-TT
B (n=259) (n=78) (n=85) (n=43)
CT 266,9+4,2 2641+78 2702+75 2995+10,6 0,042
TG 453+0,02 4,41+0,04 4,61+0,04 467+006 0,047
c-LDL 198,0+4,1 198,1+76 204,6+7,3 232,0+10,3 0,077
c-HDL 479+07 473+13 435+12 408+18 0,472
c-VLDL 19,9+05 17,6+09 22,4+09 228+1;3 0,173
CT/c-HDL  603+0,1 595+0,3 6,93+03 819404 0,038
G5_i11836 GIG AG-AA GG AG-AA
(N=208) (n=129) (n=84) (n=44)
CT 264,2+48 2698+6,0 2751+7,6 289,3+104 0,574
TG 453+0,02 4,47+0,03 459+0,04 470+005 0,039
c-LDL 196,4+4,7 200,7+59 209,9+7,4 220,9+10,2 0,646
c-HDL 46,3+0,8 50,1+10 429+13 423+17 0,092
c-VLDL 20,0+05 184+0,7 214+09 243+12 0,014
CT/le-HDL  617+0,1 5,77+0,2 6,96+0,3 8,05+0,4 0,016
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oo (5, GSSS o coes

CT 268,4+43 2604+73 2782+76 283,4+105 0,400
TG 455+0,02 4,39+0,04 4,62+004 465+005 0,038
c-LDL 199,0+4,2 1951+72 211,3+7,4 2182+10,2 0,477
c-HDL 480+0,7 472+12 433+13 413+18 0,637
c-VLDL 20,1+05 17,3+0,8 228+09 220+1,2 0,265
CT/c-HDL  608+0,1 580+03 7,23+0,3 7,59+04 0,304

Valores expresados en media + error estdndar. \&dode P ajustados por edad, IMC,
actividad fisica, diabetes, HTA, ECV, tratamienipolipemiante y relacion familiar. P* para
la interaccion

Tabla 18.Interaccion entre 4 SNPs en el gen ABCG8 y TABA&SPacto a las
concentraciones de lipidos plasméticos

NO FUMADORES FUMADORES p*
CT 269,4+53 2634+53 2751+82 2859+92 40,2
TG 456 +0,03 4,45+0,03 4,60+0,04 4,67+005 0,033
c-LDL 199,8+52 1964+51 208,0+80 220,8+90 58,2
c-HDL 476+09 480+09 433+14 416+15 0,393
c-VLDL 20,3+06 185+0,6 21,4+09 238+1,1 0,020
CT/le-HDL  616+0,2 587+02 7,24+0,3 7,47+0,3 0,371

CT 2664+41 2659+93 279.1+7.0 282.2+12.2 0.837
TG 452+0.02 443+0.05 4.61+0.04 4.68+0.07 20.1
c-LDL 197.7+4.0 199.8+9.1 2126+6.9 217.0+12.0 0.894
c-HDL 47.8 +0.7 479+15 43.3+1.2 40.2+2.1 0.281
c-VLDL 19.6 +0.5 18.1+1.1 225+0.8 225+15 0.482
CT/c-HDL 6.02+0.1 5.94+0.3 7.21+£0.2 7.77+0.5 0.364
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CT 267,9+4,9 264,1+58 2763+80 2853+96 88,3
TG 4,48+0,02 454+0,03 4,63+0,04 4,63+0,05 00,5
c-LDL 200,1+4,8 1951+57 211,0+7,8 2178+94 004
c-HDL 481+08 473+10 429+13 422+16 0,934
c-VLDL 19,1+0,6 19,7+0,7 226+09 222+11 0,584
CT/le-HDL  600+0,2 6,03+02 7,01+03 7,83+0,3 0,183
CT 267,6+3,9 2537+1262829+66 260,6+164 0,702
TG 452+0,02 4,36+007 4,63+0,03 4,63+0,09 95,1
c-LDL 198,9+3,8 190,2+12,3216,8+6,4 1929+16,0 0,477
c-HDL 479+06 465+21 426+11 42,9+28 0,647
c-VLDL 19,6 +0,4 171+15 22,7+0,8 20,9+2,0 0,807
CT/le-HDL  604+0,1 569+05 7,38+0,2 7,17+0,6 0,868

Valores expresados en media + error estdndar. \&dode P ajustados por edad, IMC,
actividad fisica, diabetes, HTA, ECV, tratamientpolipemiante y relacion familiar. P* para
la interaccion

a) P para interaccién=0,030 b) P para interaccion=0,002
*
|
52 y 8
~ 48 T 7
S ] 2 6
— 40
D 4 4
T 36 ‘ ‘ A AG-GG | AA |AG-GG
AGGG | AA AG-GG NO FUMADORES  FUMADORES
NO FUMADORES FUMADORES (P=0,448) (P=0,006)
(P=0,853) (P=0,042) ABCGS 17892
ABCG5 7892 -
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CT (mg/dL)

TG (mg/dL)

c) P para interaccion=0,040

1
32C
30( T
28(]
’ T
26(C]|
24C ‘ ‘
CcC CT-TT CcC CT-TT
NO FUMADORES FUMADORES
(P=0,210) (P=0,040)

ABCG5_i18429

e) P para interaccion=0,039

1
4,87
4,77 L
4,6
4,57 T
4,47
3] GG | AGAA |
- GG AG-AA
NO FUMADORE:¢ FUMADORES
(P=0,629) (P=0,035)

ABCGb5_i11836

TG (mg/dL)

c-VLDL (mg/dL)

d) P para interaccion=0,047

4.8
1 I

4.€

4.4 L

4,2 ‘ \
cc CT-TT ol CT-TT
NO FUMADORES FUMADORES

(P=0,012) (P=0,537)

ABCG5_i18429

f) P para interaccion=0,020

|
261
241 L
22|
201 .
18
16
14
12 ‘
T GT-GG T GT-GG
NO FUMADORES FUMADORES
(P=0,796) (P=0,044)

ABCG8_5U145

g) P para interaccion=0,038

247 1 I
RS 1
> 4,6
E 45
i T
O 441
4,31
4,27 ‘ ‘
cc CG-GG cc CG-GG
NO FUMADORES FUMADORES
(P=0,032) (P=0,642)

ABCG5_QG604E
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Figura 14. Representacion gréfica de la interaccion entre ipolifismos en los genes
ABCG5/G8 con TABACO vy su influencia sobre los patéms lipidicos. a)
ABCG5_i7892 (c-HDL)b) ABCG5_i7892 (CT/c-HDL)c) ABCG5_i18429 (CT)d)
ABCGS5 18429 (TG).e) ABCG5 11836 (TG).f) ABCGS8 5U145 (c-VLDL).g)
ABCG5_Q604E (TG)

No se encontraron interacciones estadisticamemgeifisativas entre estos
nuevos SNPs estudiados en los genes ABCG5/8 y dasbles sexo, obesidad,

presencia de xantomas o de arco corneal.
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VII. DISCUSION

Este estudio prueba una nueva evidencia que sopqrga variaciones
polimorficas en los gene&BCG5/G8modulan las concentraciones finales de lipidos
plasmaticos en pacientes con HFh. Por otro lade,texbajo confirma que el efecto que
dichas variaciones genéticas ejercen sobre el wietaio lipidico es influenciado por

la presencia del habito tabaquico.

La mayoria del conocimiento del que disponemosaeactualidad acerca del
papel que los geneABCG5/G8 ejercen sobre el metabolismo lipidico procede de
modelos animales. En ratones, la deficiencilABEG5/G8ha sido asociada con una
reduccion en la secreccion biliar de colesterahyaumento en la absorcion de esteroles
vegetale$®® mientras que la sobreexpresion de aquellos geoesueve la secreccién
biliar de colesterol y reduce la absorcion del ntsmademas de incrementar la
excreccion fecal de esteroles vegeta!®s En este sentido, es conocido que las
proteinas cotransportadoras ABCG5/G8 juegan un lpagpencial en el transporte
hepatobiliar de colesterol, a través de su infli'esobre la via del transporte reverso
del colesterol (TRC§® 2% 295 278 Mytaciones en los genes que codifican a estas dos
importantes proteinas condicionaran un dramatiecmemento en la absorcion de
colesterol y esteroles vegetales, como ha sidoiamehte demostrado en pacientes con
sitosterolemia. Por lo tanto, la presencia de detexdas variantes polimérficas en los
genesABCG5/G8 que suponen un cambio de nucledtido, conllevararodificaciones
en la cadena de aminoacidos y como consecuencalaenuy posiblemente daran
lugar a modificaciones tanto en la estructura coero la funcibn que estos

transportadores desarrollan.

En este sentido, pequefios estudios en humanosnkiastigado la relacion
existente entre la presencia de determinados SNP®segenesABCG5/G8y las
concentraciones de lipidos plasmétiéds °"%° De esta manera, se ha demostrado
asociacion significativa entre tres SNPs (GIn604Glar400Lys y Tyr54Cys) en los
genesABCG5/G8y las concentraciones finales de CT y c-LBt %% 2 A su vez, se
ha encontrado asociacion entre el polimorfismo GA@u en el gemPABCG5Yy los
niveles de c-HDL?’, asi como entre el SNP Thr400Lys en el ¢BCG8Y las
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concentraciones finales de T&. Sin embargo, y a pesar de la importancia comiiast
qgue los transportadores ABCG5/G8 tienen en la icmélel colesterol en humanos,
pocos estudios han investigado el papel que lapecés de variantes genéticas en estos
locus podria tener sobre las concentraciones firdgdipidos plasmaticos en pacientes
con HF. Por lo tanto, nosotros llevamos a cabo estiedio sobre la base de que que
variaciones polimorficas en los genBBCG5/G8podrian tener influencia sobre las
concentraciones de c-HDL y otros lipidos plasmétid&sto podria dar una respuesta a
la alta variabilidad interindividual y al alto rgs de enfermedad cardiovascular que
presentan los pacientes con HFh. Asi, nuestrostades demuestran una novedosa y
significativa asociacién entre los SNPs i11836G>AX=IC, en los geneABCG5y
ABCGS8respectivamente, y las concentraciones de c-HRQus ésto, los individuos
portadores del alelo A para i11836G>A y los sujdtosnocigotos GG para Y54C
presentaron mayores concentraciones c-HDL. A suleezsujetos portadores del SNP
GIn604GIuC>G vy los homocigotos GG para Y54C, prsen menores
concentraciones de TG. Este patréon de asociacianbabia sido previamente descrito.
Estos hallazgos soportan la importancia funcions gstos tres SNPs en los genes

ABCG5/GB8ejercen sobre el metabolismo lipidico.

Hasta la fecha, no muchos estudios han examinaasolgiacion existente entre
la presencia de polimofismos en los geABLG5/G8y las concentraciones de lipidos
plasmaticos en pacientes con hipercolesterolemeraeEn exte contexto, Koeijvoets y
colaboradore$®® estudiaron el efecto que ejercia la presenciacdeSINPs (D19H y
T400K) en el gerABCGS8 sobre las concentraciones de lipidos plasmaticssbre el
desarrollo de ECV en 2012 pacientes con HFh. Ea estudio, aunque ellos no
encontraron asociaciones estadisticamente siginfxssa con lipidos plasmaticos,
demostraron que aquellas variantes polimérficaglepgen ABCG8 pueden afectar al
riesgo de desarrollar ECV. Del mismo modo, Miwaojaboradore$®® no encontraron
asociacion significativa entre la presencia de 8§®s (Q604E, Y54C y T400K) en los
genes ABCG5/G8y las concentraciones de lipidos plasmaticos ed pfcientes

japoneses con hipercolesterolemia primaria.

Consistente con ambos estudios, nuestros resultaxldemostraron asociacion
estadisticamente significativa entre los SNPs D$9HI00K y las concentraciones de

lipidos plasmaticos. Sin embargo, y en contrastea eb estudio de Miwa y
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colaboradores, nuestros datos demuestran que exiat@sociacion estadisticamente
significativa entre los polimorfismos Q604E e Y5%Qas concentraciones finales de
TG, segun la cual, los individuos portadores dher SNP y homocigotos GG para el
segundo, presentaban menores concentraciones dA $G.vez, ser homocigoto GG
para el SNP Y54C se encontraba asociado con magoreles de c-HDL en plasma.
Sin embargo, es importante destacar que ambos@sfu@sentan enormes diferencias
como pueden ser el numero de individuos, la rdaa garacteristicas propias inherentes

a cada poblacion.

Adicionalmente, Santosa y colaboraddt&sstudiaron la asociacién que existia
entre las concentraciones de lipidos plasmatidaspyesencia de cuatro SNPs (Q604E,
17892, 118429 y M216) en el geABCG5y otros cuatro SNPs (Y54C, D19H, 114222 y
T400K) en el genPABCG8 en 35 mujeres jovenes con hipercolesteroleméas tm
periodo de seguimiento en el que se valor6 ademg®iddida de peso al final del
mismo. Ellos encontraron que los SNPs Y54C y Q6684taban asociados con una
respuesta del metabolismo del colesterol a la gérdé peso. Mas especificamente, los
sujetos homocigotos para el alelo menor del SNP4R6presentaron una mayor
reduccion en la absorcién de colesterol y un maaemento en la sintesis del mismo,
en comparacién con individuos heterocigotos u hagetas para el alelo comun. En
cuanto al SNP Y54C, los individuos heterocigotasspntaron una menor reduccion en
la sintesis de CT, tras el periodo de seguimieata [a pérdida de peso, y a su vez, los
sujetos portadores del alelo menor presentaronmargor sintesis de CT al final de
dicho periodo, que los sujetos homocigotos paededd comun. En el presente estudio,
los mismos SNPs fueron estudiados, pero sobre raupsblacion no se encontrg
asociacion con las niveles de CT. Por el contranigstro analisis demostré que los
individuos homocigotos GG para el SNP Y54C predsntanayores concentraciones
de c-HDL, asi como, una interesante asociaciore ezgte Ultimo polimorfismo y el
SNP Q604E vy los niveles de TG, segun la cual seagor de ambos polimorfismos se
asociaba con una menor concentracion. Obviamestémportante considerar que
existen grandes diferencias entre ambos estudiazi@mo al disefio de los mismos,
tamafio de la muestra y las caracteristicas deujesos incluidos en cada uno de los

estudios.

101



Estas novedosas asociaciones, en las que deteawinvadantes polimorficas
ejercen una especial influencia en las concentnasiale c-HDL y TG, suponen una
fuerte evidencia que apoya el importante papellgsieotransportadores ABCG5/G8
ejercen sobre la regulacion del metabolismo lipidycal mismo tiempo realza la
importancia que estos genes ejercen en las Ultetegsas del transporte reverso de
colesterol (TRCY®*. En el presente estudio, la presencia de los INB36G>A e
Y54C se asocié con las concentraciones de c-HDLp&#ador del alelo menor para el
primer SNP o bien ser homocigoto para el alelo mencel segundo, esta asociado con
una mayor concentracion de c-HDL. El mecanismo glocual estos SNPs podrian
modular las concentraciones de c-HDL permanecertaciSin embargo, es conocido
qgue dentro del metabolismo lipidico, el TRC es ia metabdlica protectora de la
aterogénesis, ya que se encarga de conducir etealeremanente desde los distintos
tejidos, incluida la pared arterial, hacia el higgwhra su posterior reutilizacion o
eliminacién a través de la bilis, evitando su adacian a nivel tisular®*% La
eficiencia de esta importante via metabdlica aetie@énica puede evaluarse en el
laboratorio mediante dos parametros que cuantificdinectamente a las HDL: por un
lado la Apo Al que es su proteina mayoritaria, ¥ sa0contenido de c-HDL en plasma.
Por otro lado, recientemente, varios estudios @maes de experimentacion han
demostrado que la activacion del TRC por parteLd@, requiere de la presencia de
los transportadores ABCG5/GBgura 8 2% 227 230 285pqy |g tanto, la presencia de
estas variantes polimorficas podria promover lavacion del LXR, lo que conduciria
hacia un incremento en los niveles de c-HDL a sal la activacion del camino del
TRC por parte del LXR. Un buen ejemplo que avala ésoria lo constituyen los
resultados encontrados para el SNP Y54C. Los itdds homocigotos GG para este
SNP presentaron una mayor concentracion de c-H2ko B su vez, estos sujetos
presentaban una mayor concentraciéon de ApoA-l, qprao ha quedado reflejado
anteriormente constituye la proteina mayoritari@stas moléculas, lo que da una idea

de la importancia que esta variante polimorficadgugjercer sobre el TRC.

Sin embargo, recientemente se ha demostrado qaetileacion del LXR, asi
como la inactivacion del FXR, induce hipertriglicemia en animales de
experimentacioi>> 2 2”9 Seguin ésto, podemos comprobar como la presencstoe
receptores nucleares puede influir no solo en ¢axentraciones de c-HDL sino que

también se encuentran involucrados en el metaboltmlos TG. La estrecha relacion
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existente entre los transportadores ABCG5/G8 ydosptores nucleares LXR/FXE
221, 230, 265 3 través de la via comun del TRfigura 8), sin duda hace que sean las
concentraciones de c-HDL y TG las que principalmesat modifiguen ante la presencia
de variantes polimorficas en los genes ABCG5/G&aae hecho ocurre en nuestro
estudio. En este sentido, los resultados del prestabajo demuestran no solo
asociacion con c-HDL, sino que se presenta tamtti@nnovedosa asociacion entre los
SNPs GIn604GIluC>G e Y54C y los niveles de TG, sdglnual, la presencia de ambos

polimorfismos fue asociada a menores concentrasione

El mecanismo por el que la presencia de estos pdlsmos se asocia con las
concentraciones de TG, permanece incierto. Sin ggupdado que se ha demostrado
en animales de experimentacion que tanto la adbinate LXR como la inactivacion de
FXR ocasionan hipertrigliceridemia, la asociaci@estos 2 SNPs con los niveles de
TG se podria explicar a través de la infuencia sjug@resencia ejerce en esta via de
regulacion. De este modo, la presencia de estam@dismos podria producir una
inactivacion de LXR o bien una activacion de FXRjlee conduciria a una disminucion
en las concentraciones de TG, como ha sido derdosta ratones. Siguiendo como
ejemplo con el SNP Y54C, los individuos homocigo@®S para este SNP no sélo
presentaron mayores concentraciones de c-HDL y Apogino que también se
asociaron con menores concentraciones de TG. Efterza, la importancia funcional
de este SNP puesto que es conocido que los TGitogest un importante factor de
riesgo aterogeénico, ya que entre otros mecanismudupen alteraciones a distintos
niveles en las etapas del transporte reverso destecol, haciéndolo menos eficiente.
Este efecto se traduce en los parametros de laboratfundamentalmente, en una
disminucién del c-HDL y, en menor grado, en unanitsicion en la concentracion de
ApoA-I. Para el caso de este SNP, Y54C, al asaxiens bajos niveles de TG, puede
gue éstos no esten ejerciendo su influencia negatbire el TRC, lo que se traduce en

elevadas concentraciones de c-HDL y ApoA-I.

En definitiva, estas novedosas asociaciones podnigoner una importante
evidencia que soportara la hipétesis de que laesidw de los geneABCG5/G8se
encuentra regulada por varios receptores nucle@ates,como LXR y FXR, como ya se
ha demostrado en animales de experiment&é{6f° Este hecho podria ser consistente

con lo expuesto previamente en la parte de Matghéttodos, segun la cual uno de los
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SNP estudiados (5U145A>C) en el g&RCG8 presenta un alelo especifico con FXR
(NR1H4), lo que podria explicar la estrecha relaaatre ambos. A su vez, demuestra
la importancia que determinadas variantes poliroa@sfien los geneésBCG5/G8ejercen

sobre el metabolismo lipidico, especialmente st@weoncentraciones de c-HDL y TG.

Otra interesante observacion desde nuestro esfudioque la presencia de
determinadas polimorfismos en los gedd¥CG5/G8modula el efecto que el tabaco
ejerce sobre las concentraciones de lipidos plasmsaten pacientes con HFh.
Interesantemente, nuestros resultados demuestranloguportadores de los alelos
minoritarios G, T, A y G de los polimorfismos i7892G, i18429C>T, i11836G>A y
5U145T>G presentaron, respectivamente, menoresigtaciones de c-HDL, mayores
niveles de CT, TG y c-VLDL, pero solamente si dlportadores se encontraban dentro
del grupo de fumadores. Por el contrario, tal efectfue observado en no fumadores. Es
importante hacer notar aqui que los portadoresodemnmencionados SNPs estaban
relacionados con lipoproteinas aterogénicas, pooes presencia del tabaco puesto que

este efecto deletéreo no se demostré en paciemfasiadores.

Por el contrario, los individuos no fumadores yrtadores de los alelos
minoritarios T y G de los polimorfismos i118429C>TGIN604GluC>G se encontraban
asociados con unas concentraciones menores deif ®@mBargo, este efecto protector
no fue observado entre el grupo de fumadores. &8 @&SNPs podemos comprobar, a
diferencia de lo anteriormente expuesto, como satagor de dichas variantes
polimérficas se encuentra asociado con un mejdil per TG, perfil que se transforma
hacia el polo opuesto en presencia del tabacos Bsitazgos, muestran un claro ejemplo
de como las interacciones genes-ambiente, en astecon el tabaco, pueden llegar a
modificar el fenotipo clinico de un paciente. Hdstajue conocemos, este es el primer
estudio en demostrar estas interacciones genesiat@lein pacientes con HFh.

En linea con estas observaciones, nosotros preuignmabiamos demostrado que
la presencia de determinadas variaciones polina&fionodulan los efectos del tabaco
sobre las concentraciones de c-Hf5t. El estudio se llevo a cabo sobre 845 adultos, no
hipercolesterolémicos, pertenecientes a una pdilade Puerto Rico. En concreto,
nuestros resultados demostraron que los indivigoosdores del alelo minoritario para
los SNPs GIn604GIuC>G, Aspl9HisG>C e i14222A>G ea fHenesABCG5/G8
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presentaron menor concentracion de c-HDL, pero s@tios eran fumadores. También,
los individuos fumadores y homocigotos para ebateimin del SNP Thr400LysC>A en
el genABCG8fueron asociados con menores concentraciones d& cHkte trabajo, al
igual que el presente estudio, demostraba quenlesacciones genes-ambiente pueden
afectar al fenotipo clinico de la persona, de ali @sto mismo se convirtid en uno de los
objetivos de nuestro estudio. El presente trabajougstra que existen otras novedosas
interacciones entre estos SNPs en los g&®SG5/G8y el tabaco en el que se
encuentran implicados otros parametros lipidicassdlo el c-HDL. No obstante, es
importante mencionar aqui que las caracteristispsoiles de nuestra poblacion hacen
que sea muy dificil la comparacion con otras paobles de sujetos sanos sin
hipercolesterolemia.

Dentro de nuestro estudio, es importante destagarcimpco de las interacciones
estadisticamente significativas entre SNPs y talma@iro en el geABCG5(i7892A>G,
i18429C>T, i11836G>A y GIn604GIuC>G) y una en eh g&BCG8 (5U145T>G),
estaban relacionadas con las concentraciones din@erG. Esto mismo, refuerza los
hallazgos anteriormente expuestos en el que lxipaihasociacion de estos SNPs se
produjo con las concentraciones de TG. El mecanfsiopatologico que explicaria tales
interacciones permanece incierto. Sin embargopesgodo que el tabaco incrementa las
concentraciones de CT y TG, y disminuye las comaeioines de c-HDL. Al mismo
tiempo, se ha demostrado que la interaccion gaheso modifica los efectos que este
ultimo ejerce sobre las concentraciones de lipflasmaticos®® #22%%3 por otro lado,
también ha sido demostrado en animales de expdenién que la la interacciéon entre
FXR y LXR regula la expresién hepatica de transutmtes ABCG5/GE®. Por lo tanto,
desde nuestros resultados nosotros podriamos é&spege el tabaco produce una
disminucién en la expresion hepatica de los gABE3G5/G8 a través de la inactivacion
del sistema LXR/FXR. Esto conduciria a un detrimeen el papel que estos
transportadores ABCG5/G8 ejercen sobre el TRC,ul® sp traduciria en importantes

cambios en las concentraciones de c-HDL y TG.

En general, nuestro estudio presenta algunasdpas| que le dan consistencia a
los resultados. Por un lado, el hecho de que iactupacientes que presentan elevadas
concentraciones de colesterol en plasma. Esto taesoleresante puesto que los

transportadores ABCG5 y ABCG8 son proteinas trandmn@na que van a determinar
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el balance neto de colesterol en plasma, actuamdo & nivel intestinal (modulando la
absorcion), como a nivel hepatico (promoviendo ¥&reccion). Por tanto, esta
poblaciéon constituye un buen sustrato para el &stdd la influencia que ejercen
determinados SNPs en el balance funcional finasles transportadores. A su vez, el
estudio incluye soélo sujetos que presentan un di&tgo genético de HF, demostrado
por la presencia de una mutacion en el RLDL. Esftelque la muestra represente un
grupo homogéneo en el que todos los pacientesnpaesan diagnostico de certeza de
enfermedad, lo que evita los falsos positivos goue @n diagndstico clinico de HF
podemos encontrar. Ademas, con el fin de homogankiznuestra, los individuos con
un defecto localizado en la ApoB fueron eliminadekestudio, al igual que los sujetos
con datos faltantes respecto a las variables aiasz

Por otro lado, los geneSBCG5y ABCGS8 que codifican estas proteinas, se
encuentran ubicados en la banda 21 del brazo deftoromosoma 2 (2p21), separados
entre ellos por tan s6lo 140 pares de bgsasexpresion tiene lugar a nivel intestinal y
hepatico®®®. Por tanto, son 2 genes que se encuentran juuescodifican proteinas
que pertenecen a la misma familia y que finalmeate a realizar la misma funcion.
Esto tiene especial importancia puesto que a la #@restudiar la presencia de variantes
polimdrficas en estos genes, es necesario seleccdiohos SNPs en ambos genes,
puesto que como hemos dicho es imposible su séfarad encontrarse localizados
sobre la misma zona y al desarrollar ambos la mfsmadn. En el presente estudio, se
tuvo en cuenta esta particularidad y se hizo umdadosa seleccién de SNPs en ambos

genes, con el fin de que los resultados finalemnakran una consitencia.

Sin embargo, somos conscientes de que nuestroicestmesenta algunas
limitaciones. Por una parte, este estudio se etreusralizado sobre una poblacion muy
especifica caracterizada por elevadas concentexciole c-LDL y con alto riesgo
cardiovascular. Esto nos lleva a ser cautos enttapwlacion de nuestros resultados y
hace dificil la replicacion de los mismos en ofrablaciones. Por otro lado, se trata de un
estudio transversal, por lo que las variables wmpatros determinados representan una
medida puntual en el tiempo. A su vez, dado qué&dosportadores ABCG5/G8 han sido
relacionado con la absorcién intestinal de colebtgr esterole¥® %7 medir las
concentraciones de esteroles vegetales en plasmdeapeer recomendable para

comprender mejor los mecanismos fisiologicos de dhservaciones realizadas.
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Finalmente, la medida del tamafo de las partiagadDL, asi como de otras particulas
ricas en triglicéridos, podria ayudar a evaluar ergprofundidad la estrecha relacion
existente entre determinadas variantes polimérficéss concentraciones de c-HDL y
TG.

Obviamente, necesitamos ser cautos antes de datraqpestras conclusiones a
otras poblaciones y una replicacion de nuestradtae®s seria esencial. Sin embargo,
nuestros resultados demuestran la importancia efgencinadas variantes polimorficas en
los genesABCG5/G8ejercen sobre el metabolismo lipidico. Ademagresente estudio
abre un campo novedoso y prometedor en el que rmeiedtra que la presencia de
determinados factores de riesgo como el tabacagpueateraccionar con nuestros genes,
lo que conlleva a una modificacion en el fenotipmico previamente establecido.
Estudiar estas interesantes y novedosas interascigenes-tabaco seria de un enorme
interés con el objetivo de entender los mecanidisiogdgicos implicados en ellas, lo que
nos podria ayudar a obtener una mejor prediccibnedgo de desarrollar ECV.

En resumen, nuestro estudio demuestra que en fescon HFh la presencia de
determinadas variaciones polimorficas en los geRBE€G5 y ABCG8 modula las
concentraciones de lipidos plasmaticos, especiddmesHDL y TG. Por otro lado,
confirma que el efecto que la presencia de estoBsSbjerce sobre los lipidos
plasméticos, puede verse influenciado por la ainadel tabaco. Por lo tanto, estos
resultados podrian explicar la enorme variabilisherindividual en cuanto al desarrollo
de ECV existente entre pacientes con HFh. Al miferapo soporta la idea de que las
interacciones genes-ambiente pueden afectar etigenolinico que presenten estos

pacientes.
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VIIl. CONCLUSIONES

CONCLUSION PRINCIPAL

La presencia de los polimorfismos i11836G>A egaesi ABCG5e Y54C en el
gen ABCGS8 influyen sobre las concentraciones finales de ¢-HBEI hecho de ser
portador del alelo minoritario para el primer SNBien ser homocigoto para el alelo
minoritario G del segundo, esta asociado con ungntncentracion de c-HDL

CONCLUSIONES SECUNDARIAS

1°. Los polimorfismos GIn604GIuC>G en el gaBCG5e Y54C en el gen
ABCGS§ se encuentran relacionados con las concentracideelG. Ser portador del
alelo minoritario para el primer SNP o bien ser boigoto para el alelo minoritario G
del segundo, esta asociado con menores concemigacide TG. Ademas, ser
homocigoto para el alelo minoritario G del SNP Y54§4 asociado con mayores
concentraciones de ApoA-I. Las concentraciones Tec& DL, ApoB y Lp (a), no se
modificaron por la presencia de las variantes pafiitas analizadas en los genes
ABCG5/G8

2°. La presencia de los polimorfismos estudiadosoe genesABCG5/G8no

modulan las concentraciones de LDL oxidada y lipoxi€os

3° No se encontraron interacciones entre el mofismo Y54C en el gen
ABCG8Yy variables de riesgo en HFh (sexo, habito talmédqwbesidad, presencia de

xantomas y/o arco corneal)
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4°. El habito tabaquico, ejerce una interacciénresdbs SNPs i7892A>G,
i18429C>T, i11836G>A, 5U145T>G y GIn604GIuC>G, nfadindo las
concentraciones de lipidos plasmaticos. De estaeraaser fumador y portador del
alelo minoritario para los SNPs i7892A>G, i118429CHI836G>A en el geABCG5
y 5U145T>G en el geABCGS§ esta relacionado con menores concentraciones de ¢
HDL y mayores niveles de CT, TG y de c-VLDL, redpemente. Sin embargo, este

efecto deletéreo no se observa en los sujetosmadores portadores de dichos alelos.

Ademas, ser portador del alelo minoritario T y Gapdos SNPs i18429C>T y
GIn604GIuC>G en el geABCG5 esta relacionado con menores concentraciones de
TG, solamente en sujetos no fumadores. En fumadeste efecto protector no se

observa.
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IX. ABREVIATURAS

AA: homocigoto para el alelo A

ABC: proteina transportadora de membrana

ABCA: proteina transportadora de membrana subfaraili
ABCGS5: proteina transportadora de colesterol deipateide ATP G5
ABCGS8: proteina transportadora de colesterol deipateide ATP G8
ACAT: acilcoenzima A colesterol aciltransferasa

AD: autonémica dominante

ADA: asociacion americana de diabetes

ADN: 4cido desoxirribonucleico

AG: heterocigoto

AHA: American Heart Association

ALT: alanino aminotransferasa

ANOVA: andlisis de la varianza

ApoA-I: apolipoproteina A-I

ApoA-II: apolipoproteina A-II

Apo B: apolipoproteina B

ApoB-100: apolipoproteina 100

ApoC-I: apolipoproteina C-I

ApoC-lI: apolipoproteina C-lI

ApoE: apolipoproteina E

ARH: hipercolesterolemia autosdmica recesiva

ARN: acido ribonucleico

AST: aspartato aminotransferasa

ATP: adenosina trifosfato

BSEP: bomba exportadora de sales biliares

C: extremo C-terminal

CE: ésteres de colesterol

CETP: enzima de transferencia de ésteres de aaleste
c-HDL.: colesterol vehiculizado en lipoproteinasafta densidad
c-LDL.: colesterol vehiculizado en lipoproteinastdga densidad

CPK: creatin fosfokinasa
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CT: colesterol total

c-VLDL: colesterol vehiculizado en lipoproteinasrday baja densidad
CYP7AL: colesterol 7 alfa-hidroxilasa

Cys: cisteina

DE: desviacion estandar

DGGE: electroforesis en geles con gradiente desaletante
DM: diabetes mellitus

ECG: electrocardiograma

ECP: enfermedad coronaria prematura

ECV: enfermedad cardiovascular

EDTA: acido etilendiaminotetraacético

EGF: factor de crecimiento epidérmico

ELISA: ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
EROs: especies reactivas de oxigeno

FA: fosfatasa alcalina

FC: frecuencia cardiaca

FXR: receptor nuclear de acidos biliares (FarneXdrkceptors)
GG: homocigoto para el alelo G

GGT: gamma-glutamil-transpeptidasa

HO: hipotesis nula

H1: hipotesis alternativa

HAD: hipercolesterolemia autonémica dominante
HBA1C: hemoglobina glicosilada

HF: hipercolesterolemia familiar

HFh: hipercolesterolemia familiar heterocigota

HFH: hipercolesterolemia familiar homocigoto
HMG-CoA: hidroxi-metil-glutaril coenzima A

HTA: hipertensién arterial

HW: Hardy-Weinberg

IMC: indice de masa corporal

ITB: indice tobillo-brazo

JNC-VI: VI informe del Joint National Committee pagl control de HTA
Kb: kilobase

LCAT: lisolecitin colesterol aciltransferasa
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LDL-ox: lipoproteina de baja densidad oxidada
Lp (a): lipoproteina A
LPO: lipoperodxidos

LXR: receptor nuclear de oxisteroles (Liver X retmep

MEDLARS: Medical literature analysis and retrieggktem

MEDPED: programa para el diagnostico precoz y preim de muerte prematura.

MeSH: Medical subjects headings

MONICA: proyecto MONICA: “Monitoring Trends

Cardiovascular disease”

N: extremo N-terminal

NBD: dominios de union

NPC1L1: proteina de Niemann-pick C1-L1

NS: no significativo

OMS: organizacion mundial de la salud

PAD: presion arterial diastolica

PAM: presion arterial media

PAS: presion arterial sistolica

PCR: reacciéon en cadena de la polimerasa
PCSK9: proproteina convertasa subtilisina/resima 9i
RLDL.: receptor de las lipoproteinas de baja dembsida
RNH: receptores nucleares heterodiméricos

RXR: receptor retinoide X

SNP: polimorfismo

SSCP: polimorfismo de conformacion de cadena dancil
SR-B1: receptor scavenger B1

T4: tiroxina

TA: tension arterial

TG: triglicéridos

TRC: transporte reverso del colesterol

TSH: hormona estimulante del tiroides

Tyr: tirosina

and Dstminants

in
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