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Abreviaturas

ABC: del inglés, ATP binding cassette

ACBDMd: Medicién media en bulbo carotideo derecho
ACBDMXx: Mediciéon maxima en bulbo carotideo derecho
ACBIMd: Medicién media en bulbo carotideo izquierdo
ACBIMx: Medicién maxima en bulbo carotideo izquierdo
ACCDMd: Medicién media en carétida comdn derecha
ACCDMx: Mediciéon maxima en carétida comin derecha
ACCIMd: Medicion media en carétida comun izquierda
ACCIMx: Medicién maxima en carétida comun izquierda
ACIDMd: Mediciéon media en carétida interna derecha
ACIDMXx: Medicién maxima en carotida interna derecha
ACIIMd: Medicién media en carétida interna izquierda
ACIIMx: Medicién maxima en carétida interna izquierda
ALT: Alaninoaminotranferasa

AMA: Anticuerpos antimitocondriales

ANA: anticuerpo(s) antinuclear(es)

Anti-PCC: Anticuerpos antiproteinas citrulinadas

Apo: Apolipoproteina

ASMA: Anticuerpos antimusculo liso

AST: Aspartatoaminotransferasa

AutoAc: Autoanticuerpos

BAFF (Blys): del inglés, B cell activating factor belonging to the TNF family
CBP: Cirrosis biliar primaria

CD: del inglés, clusters de diferenciaciéon

CEP: Colangitis esclerosante primaria

CESD: Enfermedad por depdsitos de ésteres de colesterol
CETP: Proteina transportadora de ésteres de colesterol
cHDL: Colesterol en HDL

cLDL: Colesterol en LDL

CREST: Acrénimo de Calcinosis, Raynaud, Eséfago, Sclerodactilia, Talangiectasias
CTLA4: deliinglés, Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4

DF: Disbetalipoproteinemia familiar

DFB: Defecto familiar de apoB
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DNA: acido desoxirronucleico

FASL: Ligando de la proteina FAS

FXR: Receptor farnesil X

GIM: Grosor intima-media

GOT: Transaminasa glutamico-oxalacética
Gp39: delinglés, cartilague antigen glycoprotein-39
GPT: Transaminasa glutamico pirtvica

HAP: hipercolesterolemia autosémica dominante
HAR: Hipercolesterolemia autosémica recesiva
HDL: Lipoproteinas de altadensidad

HF: Hipercolesterolemia fmailiar

HF3: Hipercolesterolemia familiar tipo 3

HFC: Hiperlipemia familiar combinada

HLA: Complejo de histocompatibilidad

IDL: Lipoproteinas de densidad intermedia
IFN: Interferén

Ig: inmunoglobulinas

IL: interleuquinas

IRF5: Factor 5 regulador del interferén

LCAT: Lecitin Colesterol Acil Transferasa

LDL: lipoproteinas de baja densidad

LDLR: Receptor de LDL

LDLRAP1: Proteina 1 adaptadora de LDL

LES: Lupus eritematoso sistémico

Lp(a): Lipoproteina (a)

LXR: Receptor hepéatico X

MDL: del inglés, multidrug resistance

MediaBMx: Media de las mediciones maximas en bulbo carotideo

MediaMd: Media de todas las mediciones medias, excepto la medicién en carétida

interna

MediaMdInt: Media de todas mediciones medias, incluida la carétida interna

MediaMx: Media de todas las mediciones maximas, excepto la medicién en cardtida

interna

MediaMxInt: Media de todas mediciones maximas, incluida la carétida interna

MPO: Mieloperoxidasa
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NK: del inglés natural killer

NOD, NLR: del inglés, NOD-like receptor

NPC1: Niemann-Pick C1 like 1

pANCA: Anticuerpo contra citoplasma de neutroéfilos tipo perinuclear
PCR: Proteina C reactiva

PLTP: Proteina transportadora de fosfolipidos
PSCK9: proproteina convertasa subtilisin/kexin tipo 9
PTPN: Proteina-tirosina fosfatasa, Nonreceptor-Type
RNA: 4cido ribonucleico

SAA: Amiloide sérico 1

TGF: Factor de crecimiento tumoral

TGF: Factor de necrosis tumoral

Th: deliinglés, T helpers

TNF: Factor de necrosis tumoral

TNF: Factor de necrosis tumoral

Toll, TLR: Receptores toll

TSH: Hormona estimulante del tiroides

VB: Vias biliares

VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad
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Introduccion
Inmunidad
La inmunidad es la resistencia a la enfermedad, concretamente a las enfermedades
infecciosas y el conjunto de tejidos, células y moléculas que intervienen en ella se llama
sistema inmunitario (1).
Las funciones del sistema inmunitario estan dirigidas a:

* Ladefensa ante las infecciones

* Ladefensa frente a tumores

» Elreconocimiento de las estructurasy células propias (1)
Las alteraciones en cada una de estas funciones genera grupos de enfermedades o
predisposiciones a ella como el aumento la susceptibilidad a ciertas infecciones,

aparicion de enfermedades autoinflamatorias, fFavorece el desarrollo de tumores,

rechazo a injertos y enfermedades autoinmunitarias.

Componentes del Sistema inmune (1)
No celulares (inmunidad innata)

Barreras epiteliales

« Enzimas en epitelios y fagocitos (lisozimas)

» Sistema del complemento

e Citoquinas de la inmunidad innata: factor de necrosis tumoral (TNF), interleucina
1,6,10, 12, 15, 18, quimiocinas, interferon y (IFN-y), interferén de tipo 1 (IFN-q,
IFN-B), factor de crecimiento tumoral B (TGF-B)

* C(Citoquinas

No celulares (inmunidad adaptativa)
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* Anticuerpos
* Citoquinas

Celulares (inmunidad innata)

* Fagocitos: neutréfilos y monocitos/macréfagos
* (Células dendriticas

* Mastocitos

» Linfocitos citoliticos naturales (células NK)

» Linfocitos que expresan receptores antigénicos reordenados de forma somatica:
linfocitos B-1, linfocitos T y 6, linfocitos B de la zona marginal

Celulares (inmunidad adaptativa)

e LinfocitosTyB

Inmunidad innata

La inmunidad natural, nativa o innata, media la proteccién inicial frente a las infecciones,
siempre estd presente y constituye la primera barrera de defensa del organismo, sus
componentes se heredan de padres a hijos (2). El sistema inmunitario innato suele
responder de la misma forma frente a las agresiones: la inflamacién y la defensa
antivirica. La inflamacion consiste en la acumulacién y activacién de leucocitos y
proteinas plasmaticas en los lugares de infeccion o lesién tisular, estd mediada por
neutréfilos, que son las primeras células en llegar al sitio de la infeccién o inflamacién, y
por los monocitos/macréfagos, que tienen una importante funcién en la digestién de
microbios y en la presentacién de antigenos a los linfocitos de lainmunidad adaptativa
(2). La segunda reaccién esta mediada por los linfocitos NK que destruyen a las células
infectadas por virus y por interferones que bloquean la replicacién virica dentro de las
células del huésped (1). La inmunidad natural no tiene memoria, reconocen y responden

10
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a un numero limitado de moléculas microbianas y moléculas que liberan las células
danadas o necrosadas conocidas como patrones moleculares asociados a la lesion. El
reconocimiento de estas moléculas se efectua por diversos receptores de membrana
presentes en los fagocitos, las células dendriticas y otros tipos celulares: los receptores
de reconocimiento de patrones, cuya lista se expande rdpidamente(2) y se pueden dividir
en dos grupos: péptidos y proteinas circulantes y receptores transmembrana e
intracelulares (2), de los primeros tenemos los péptidos antimicrobianos, colectinas,
lectinas, pentraxinas y de los segundos, los receptores transmembrana tipo Toll (TLR, del
inglés toll-like receptors) y los receptores intracelulares tipo NOD (NLR, del inglés NOD-
like receptors), entre otros (1). Los receptores NOD junto con una proteina adaptadoray
la caspasa 1 forman el inflamasoma (1).

El sistema inmunitario innato no reacciona contra el huésped, sin embargo hay un grupo
de enfermedades que se producen por activacion no mediada por antigenos y son
consideradas como enfermedades primarias del sistema inmunitario innato (3): las
enfermedades autoinflamatorias, que se caracterizan por episodios recurrentes de
inflamacién inexplicada por otras causas como infeccién y malignidad, manifestandose
con fiebre, rash, serositis, artritis, meningitis y uveitis, entre otras alteraciones (3). La
entidad mas frecuente y conocida de este grupo de enfermedades en la fiebre
mediterranea familiar (4).

Inmunidad adaptativa

La inmunidad humoral y celular son los dos tipos de inmunidad adaptativa. La primera de
ellas es la inmunidad mediada por anticuerpos producidos por los linfocitos B/células
plasmaticas y la segunda o inmunidad celular, estd mediada por los linfocitos T (1).

Los anticuerpos se secretan en la circulacion y neutralizan antigenos extracelulares, en la
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sangrey en las luces de los érganos mucosos (aparatos digestivo y respiratorio), por su
parte, los linfocitos T destruyen las células del huésped que contienen los antigenos
extranos, activan a los fagocitos y exponen los antigenos a la accién de los anticuerpos
(1). Los linfocitos T s6lo reconocen antigenos proteinicos, mientras que los linfocitos By
los anticuerpos pueden reconocer antigenos de diferente naturaleza: proteinicos,
hidratos de carbono, acidos nucleicos y lipidos (1).

La inmunidad es activa cuando el sujeto expuesto a un antigeno extrano organiza una
respuesta inmune para erradicar dicho antigeno y desarrolla resistencia a la infeccién en
el caso que dicho antigeno sea un patégeno microbiano. La inmunidad es pasiva cuando
el sujeto recibe anticuerpos o células inmunitarias de otro sujeto ya inmunizado,
claramente esta respuesta es mas rapida que la forma activa pero no confiere resistencia
duradera a, por ejemplo, una infeccion. La Gnica inmunidad pasiva natural es la recibida
de su madre por los recién nacidos (1).

La inmunidad adaptativa es especifica, ya que es capaz desarrollar una respuesta
particular a cada antigeno, pero también es diversa por la posibilidad de distinguir entre
millones de antigenos. La base de esta diversidad y especificidad es que los linfocitos
expresan receptores para los antigenos distribuidos de forma clonal, toda la poblacién
de linfocitos consta de muchos clones diferentes cada uno de los cuales expresa un
receptor para el antigeno que es diferente de los receptores de los demds clones, lo cual
constituye la hipotesis de la selecciéon clonal (1).

Otra de las caracteristicas de la inmunidad adaptativa es la memoria. Inicialmente,
cuando se entra en contacto con un antigeno nuevo, se produce la respuesta inmunitaria
primaria, mediada por linfocitos virgenes que entran en contacto con el antigeno por

primera vez. Los encuentros posteriores con el mismo antigeno desencadenan una
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respuesta mas rapida, de mayor magnitud y con mayor capacidad de eliminaciéon del
antigeno, respuesta inmunitaria secundaria y son el resultado de la activacion de las
células de memoria que han sido inducidas durante la respuesta inmunitaria primaria (1).
Cuando los linfocitos entran en contacto con los antigenos, los primeros proliferany
generan miles de células con la misma especificidad antigénica, lo que se denomina
expansion clonal y es otra de las caracteristicas de la inmunidad adaptativa (1).

Los linfocitos son las Unicas células que producen receptores antigénicos especificos y
son las células clave de la inmunidad adaptativa. De ellos los linfocitos B son las Unicas
células capaces de producir anticuerpos y los linfocitos T son las actores centrales de la
inmunidad celular, reconocen fragmentos peptidicos que estan unidos a moléculas
especializadas conocidas como complejo de histocompatibilidad y situadas en la
superficie de las células y de las células presentadoras de antigenos (1).

La inmunidad adaptativa celular estd mediada por los linfocitos T. Hay diferentes tipos
de linfocitos T: los linfocitos T CD4 (cooperadores) “cooperan” con el resto de linfocitos T
y los fagocitos, los linfocitos T CD8 (citotéxicos) producen sustancias citotéxicas y los
linfocitos T reguladores que regulan la respuesta inmune (1). Todos los linfocitos
provienen de un precursor comun, los de tipo T del timo (y los de tipo B de la médula

6sea) (1). Figura 1.
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Organos Sangre, Organos
linfaticos linfa linfaticos
generadores Linfocitos B periféricos
(S 1 maduros
Linfocitos B
, n
Médula inmaduros
Precursor  Linea Osea -~
linfatico de o
comun  linfocitos B

Bazo

itochos tioos
_ clsleislolelo] linfaticos
‘ CION opg ,q: mucosos
< ¢ | Linfocitos T n e L
Titfe virgenes <
maduros Linfocitos T

maduros

Figura 1. Maduracién de los linfocitos. Los linfocitos maduros entran en los 6rganos
linfaticos periféricos, donde responden a los antigenos extranos y recirculan en la sangre
y la linfa. Tomado de (1).

Los linfocitos T CD4 cooperadores (helpers) producen citocinas, las cuales activan a los
linfocitos B, a los fagocitos y otros tipos celulares y se subdividen en categorias
funcionales segln el perfil de citoquinas que producen (5). De esta manera los linfocitos
T helpers 1(Th1) promueven la producciéon de anticuerpos opsonizantes, inducen
citotoxicidad celular y activacion macrofagica, son los linfocitos mas comunes en la
respuesta patolégica autoinmune (5). Por su parte los linfocitos Th2 promueven la
produccién de inmunoglobulina (Ig) E, de IgG4 y el desarrollo de eosinéfilos, los
linfocitos Th17 producen interleuquina (IL) 17 que parece jugar un papel significativo en
la respuesta inflamatoria a infecciones crénicas, la alergia y la autoinmunidad,
finalmente, las células T requladoras son importantes para el establecimiento y
mantenimiento de la tolerancia y la regulacién negativa de la respuesta inmune (5).

La regulacion negativa de la respuesta inmune es fundamental para mantener la

homeostasia del sistema. Esta se realiza por diferentes vias, por ejemplo, en la sinapsis
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inmunoldgica (ver mas adelante), después de la activacion del linfocito T, disminuye la
expresion del CD28 y aumenta el CTLA4 quien tiene mdas afinidad por el CD80y CD86,
llevando a una pérdida de la senal co-estimuladora del CD28 (5).

Los linfocitos T CD8 disponen de mecanismos para destruir las células antigénicas,
aunque tienen una supervivencia corta. La citotoxicidad de las células T CD8 se produce
por dos mecanismos fundamentalmente, la exocitosis de granulos y la expresién del Fas
ligando (FasL). El primero de ellos, los granulos citotéxicos, contienen una variedad de
proteasas que penetran en las células diana generando apoptosis. Por otra parte el
linfocito T es capaz de producir FasL cuya diana es el Fas localizado en la superficie de las
células antigénicas lo cual lleva a la apoptosis de estas (5). La citotoxicidad a través del
FasL es irrelevante para aquellas células que no expresan Fas (5). Ademas de los
mecanismos anteriores, el linfocito T CD8 es capaz de producir interferén & y factor de
necrosis tumoral que pueden danar directamente a las células diana, pudiendo, en
general, destruir decenas de células antigénicas sin dafarse él mismo (5).

Un tema aparte son los linfocitos y-6 los cuales son “doblemente negativos”, o sea, CD4y
CD8 negativos, su rol fisiolégico no se conoce bieny proliferan en infecciones como la
tuberculosis, lepra, histoplasmosis pero también en infecciones por citomegalovirus,
virus Epstein Bar, virus de la inmunodeficiencia humanay enfermedad de Lyme (5).

La respuesta inmunitaria especifica para cada antigeno se garantiza por el contacto de
los linfocitos virgenes con el antigeno. Los linfocitos B virgenes se encuentran en los
ganglios linfaticos, tienen una sobrevida de semanas o meses y al entrar en contacto con
los antigenos se diferencian en células efectoras (células plasmaticas), que son capaces
de producir anticuerpos y células de memoria (1).

Los anticuerpos pueden ser naturales o estimulados por el antigeno, los primeros se
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producen de forma natural, sin exposiciéon a antigenos, son poliespecificos, ya que son
capaces de reaccionar contra multiples antigenos endégenos y exégenos pero que
comparten alguna similitud estructural, son IgM y se producen por un subgrupo de
células B denominadas B-1 (6) y son fundamentales en los primeros meses de vida para
la proteccion a la infeccion, posteriormente la produccion de anticuerpos estimulados
por antigenos le superan (6).

El desarrollo del linfocito B dependiente del antigeno requiere de 3 fases: activacién, se
refiere al paso de la célula B de un estado de reposo o inactividad al reinicio del ciclo
celular, la proliferacion, que se refiere al aumento del nimero de células sin cambios en
su morfologia o bioquimica celular y finalmente la diferenciacién, que hace referencia a
los cambios que ocurren en la célula B que determina que se conviertan en células de
memoria o productoras de anticuerpos. La generacion de muchas células B especificas a
partir de células B en reposo es lo que se conoce como expansion clonal (6).

La inmunidad innata y adaptativa estan perfectamente integradas (figura 2), las células
presentadoras de antigenos son el nexo mas claro entre ellas dos. La célula dendritica es
el prototipo de célula presentadora de antigeno, estas pueden ser de dos tipos: las
plasmocitoides y las convencionales (5), ellas capturan o fagocitan antigenos por
diferentes vias, por ejemplo, macropinocitosis, los cuales son degradados y sus péptidos
son “presentados” en la membrana plasmatica a través de los receptores del complejo
de histocompatibilidad (5). De esta manera las células dendriticas transportan estos
antigenos o sus péptidos a los ganglios linfaticos y los presentan a los linfocitos Ty este
ultimo inicia una respuesta inmune. Otros tipos celulares capaces de presentar
antigenos a los linfocitos T son los propios linfocitos B y los macréfagos (1). El proceso

de presentacién de antigenos a los linfocitos B es menos conocido, no obstante, ellos
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pueden reconocer antigenos de diferentes clases de forma auténoma (1).

El receptor de linfocito T a-B o el receptor y-6 forman un heterodimero unido de forma
no covalente con el complejo CD3 en la membrana celular, el cual esta presente en todas
las células T. El receptor linfocitico unido al CD3 y estos al receptor del complejo de
histocompatibilidad de la célula presentadora de antigeno forman la unidad basica del
reconocimiento antigénico del linfocito T con la célula presentadora de antigeno
(sinapsis inmunoldgica). Se necesitan, ademas, moléculas accesorias para completar el
proceso de presentacién de antigenos, por ejemplo, los complejos CD4, CD8, CD28,
CD154 (CD40 ligando), CTLA-4, etc, forman la parte linfocitica de la sinapsis
inmunoldgica (5) que con sus contrapartes en la célula dendritica: moléculas tipo I y Il del
complejo de histocompatibilidad, CD80, CD86 (B7-1, B7-2), CD40 forman la sinapsis
inmunoldgica. En este proceso de activacién linfocitica se necesitan dos sefales: la
primera deriva del contacto del receptor linfocitico y el CD3 con el receptor de complejo
de histocompatibilidad y la segunda senal proviene de la interaccién de las moléculas
accesorias co-estimuladoras (5). Los términos “accesoria” o “sefal co-estimuladora”
pudiera hacer pensar en su poca importancia, sin embargo si estas moléculas accesorias
no forman parte de la sinapsis inmunolégica se produce una anergia y posiblemente la

muerte del linfocito por apoptosis (5).
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Figura 2. Esquema general de la integracion de la inmunidad innata y adaptativa a partir
del reconocimiento de un antigeno microbiano. El comportamiento de la inmunidad es
similar ante la presencia de un antigeno no microbiano. Esta respuesta inmune varia
dependiendo de la naturaleza del antigeno.

Tejidos del sistema inmunitario

Los tejidos del sistema inmunitario son los 6rganos linfaticos generadores donde los
linfocitos maduran y se hacen competentes (médula 6seay timo) y los 6rganos linfaticos
periféricos donde donde se inicia la respuesta inmunitaria adaptativa (1).

La maduracion de los linfocitos By T se realiza en la médula 6seay en el timo,
respectivamente. De forma general se realiza, como se aprecia en la figura 3, a partir de
un progenitor linfocitico comun, y después de varios puntos de control, se garantiza que
el proceso llegue a su etapa final en la cual se produce una seleccién de los linfocitos que
no reconocen como extranos a los antigenos propios (seleccién positiva) y los linfocitos
autorreactivos mueren por apoptosis, pues son capaces de reconocer antigenos propios
y reaccionar contra ellos (seleccién negativa) (1), un fallo en este Ultimo paso puede

generar enfermedades autoinmunitarias.
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Figura 3. Proceso de maduracién linfocitica. Tomado de (1).

Los 6rganos linfoides periféricos son los ganglios linfaticos, el bazo y los sistemas
inmunitarios cutaneos y mucosos (1). Los ganglios linfaticos concentran los antigenos
transportados por la linfay el bazo realiza lo mismo pero con los antigenos
transportados por la sangre. En ambos 6rganos los linfocitos estan distribuidos de forma
especifica, los linfocitos B en los foliculos localizados en la periferia de los ganglios
linfaticos y los linfocitos T en la paracorteza, en el bazo los linfocitos B se localizan en los
foliculos y los linfocitos T en las vainas linfaticas periarteriales, durante la interaccién con
los antigenos ambos tipos de linfocitos migran hacia el borde de los foliculos e

interactdan (1).
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El sistema inmunitario cutdneo y mucoso se trata de grupos definidos de linfocitos y
células presentadoras de antigenos organizada de forma parecida a como lo estan en los
ganglios linfaticos, por ejemplo amigdalas faringeas y placas de Peyer del intestino (1).
El sistema inmunitario reacciona contra diversos antigenos pero no lo hace,
habitualmente, contra antigenos propios, es lo que se conoce como tolerancia
inmunitaria (1). Cuando esta tolerancia falla se producen las enfermedades
autoinmunitarias.

Autoinmunidad

» Autoinmunidad. Generalidades.

Los antigenos que inducen tolerancia inmunitaria se conocen como tolerégenos, los
antigenos propios, normalmente, son tolerégenos. Por otra parte, en algunas
situaciones, los linfocitos especificos para un antigeno no reaccionan contra él, acttan
como si no existiera, este fenédmeno se denomina ignorancia inmunitaria (1,7).

;Qué es lo que determina que haya tolerancia o activacién de la respuesta inmune?
Basicamente la naturaleza del antigeno y las senales que se desencadenan una vez
presentado el antigeno al sistema inmunitario (1).

La tolerancia se puede desarrollar en los 6rganos linfaticos generadores al entrar en
contacto los linfocitos en desarrollo con los antigenos propios (tolerancia central) o
cuando los linfocitos maduros entran en contacto con antigenos propios en los 6rganos

linfaticos periféricos (tolerancia periférica) (1). Figura 4.
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Figura 4. Mecanismos de tolerancia. Tomado de (8).

Tolerancia central del linfocito T

Si un linfocito inmaduro interactda fuertemente con un antigeno propio unido a una
molécula del complejo principal de histocompatibilidad, habitualmente recibird fuertes
senales apoptéticas y morird antes de completar su maduracion (seleccién negativa)
(1,7). No se conoce cémo estas sefales conducen a la apoptosis y no a la activaciény
proliferacién celular (1).

Tolerancia periférica del linfocito T

Para la activacion de los linfocitos T se necesitan dos senales, como se ha descrito

anteriormente, se cree que las células dendriticas en los tejidos normales y en los
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organos linfaticos periféricos se encuentran en estado de reposo en el cual no expresan
moléculas coestimuladoras porque no hay respuesta innata acompanante.

Cuando los linfocitos T maduros reconocen antigenos propios en los tejidos periféricos
lleva a una inactivacién funcional (anergia), a la muerte o a que estos linfocitos
autorreactivos sean suprimidos por los linfocitos T reguladores.

La anergia se refiere a la inactivacion prolongada de los linfocitos T cuando estas células
reconocen antigenos sin la coestimulaciéon adecuada, con el consiguiente bloqueo de las
sefnales hacia el interior del linfocito evitando su activacion, en algunos casos se
relaciona con la activacién de enzimas que modifican las proteinas de transmisiéon de
senales (1). Otros mecanismos descritos que pueden llevar a la inactivacion del linfocito
T es a través de inhibidores como el CTLA4 y la proteina de muerte celular 1 (1).

El reconocimiento del antigeno propio estimula la produccién de proteinas
proapoptoticas en los linfocitos T autorreactivos, que inducen la muerte celular por via
mitocondrial, en las que varias proteinas mitocondriales salen y activan a las caspasas,
enzimas citosoélicas que inducen la apoptosis (1). Se han descrito otros mecanismos de
induccion de apoptosis en los linfocitos autorreactivos, por ejemplo a través de la unién
de receptores mortales-ligando siendo el mejor conocido el Fas (CD95) y el Fas ligando
(FasL).

La mayoria de los linfocitos T reguladores son CD4+, se desarrollan en el timo o en los
tejidos periféricos y pueden suprimir las respuestas inmunitarias produciendo citoquinas
que inhiben la activacion de los linfocitos, células dendriticas y macréfagos (1).
Tolerancia central del linfocito B

Los linfocitos B inmaduros pueden interactuar fuertemente con antigenos propios en la

médula 6sea, si esto ocurre el linfocito puede ser eliminado o modificar sus receptores
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de membrana (edicién del receptor) (1,7), proceso que no es nada raro, pues puede
haber ocurrido hasta en el 50% de los linfocitos B maduros (1).

En general la tolerancia central tanto de linfocitos B como de linfocitos T es menos
eficiente que la producida en tejidos linfoides periféricos (7).

Tolerancia periférica del linfocito B

En los tejidos linfaticos periféricos, cuando el linfocito B reconoce un antigeno propio
puede no activarse por la ausencia de senal proveniente de los linfocitos T cooperadores
(anergia del linfocito B), en este caso dichos linfocitos B pueden ser excluidos de los
ganglios linfaticos y morir por apoptosis o porque receptores inhibidores de los
linfocitos B pueden unirse a sus ligando e impedir asi su activacion (1).

La autoinmunidad es la respuesta inmunitaria contra antigenos propios y puede
desencadenar enfermedades, no obstante, en muchas de las enfermedades
autoinmunitarias no se ha demostrado la respuesta inmune contra tipos especificos de
antigenos propios (1,7). La herencia de genes de susceptibilidad y los desencadenantes
ambientales son fundamentales en la patogenia de estos trastornos (1), los primeros
interfieren en la vias de tolerancia a lo propio y llevan a la persistencia de linfocitos Ty B
autorreactivos, los segundos, los estimulos ambientales (infecciones, traumatismos,
radiaciones, etc), pueden provocar lesién celular, tisular e inflamacion, lo cual permite la
participacion de los linfocitos autorreactivos los cuales lesionan los tejidos y producen

enfermedad (1). Figura 5.
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Figura 5. Mecanismos de autoinmunidad. Tomado de (1).

La predisposicion genética a padecer enfermedades autoinmunes se atribuye a multiples
loci que tienen relacién con la sefalizaciéon intracelular que lleva a la activacion de las
células Ty B, también relacionados con sefalizaciéon para produccion de citoquinas (8),
pero los mds importantes estan localizados en el complejo principal de
histocompatibilidad cuyas variantes pueden tener una fuerte asociacién con algunas de
estas enfermedades, por ejemplo, el HLA B27 induce un 90% de riesgo relativo a sus
portadores para padecer espondilitis anquilosante, en otros casos la asociacién es
menos consistente como el HLA DR3 para el lupus eritematoso sistémico o el HLA DR4
(epitopo compartido) para la artritis reumatoide (1,8).

No obstante, hay polimorfismos no relacionados con genes diferentes al HLAy que

predisponen a padecer enfermedades autoinmunes, es el caso de polimorfismos en el
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gen de la fosfatasa de tirosina de la proteina N22 que regula la activacién de los
linfocitos Ty By predispone a padecer enfermedades como la artritis reumatoide y la
diabetes mellitus tipo 1 (1) pero para el desarrollo de una enfermedad autoinmune no
basta con la susceptibilidad genética. La presencia de linfocitos T CD4+ autorreactivos es
fundamental para el desarrollo de enfermedades autoinmunes (7).

Algunos microbios, como la infeccion por virus Epstein Bar o antigenos ambientales no
identificados pueden producir antigenos peptidicos que son similares a antigenos
propios y y mostrar reactividad cruzada con ellos, lo cual podria dar lugar a un ataque
inmunitario contra antigenos propios, esto se conoce como mimetismo molecular (1,7).
La implicacién del mimetismo molecular en la patogenia de la autoinmunidad y el
desarrollo de enfermedades autoinmunes no es bien conocido (1). El traumatismo
tisular, que expone antigenos propios, previamente ocultos, al sistema inmunitario, la
exposicién a la luz solar o el género son otros contribuyentes con mas o menos peso al
desarrollo de autoinmunidad (1). Un ejemplo claro es el tabaquismo que implica un
riesgo a padecer artritis reumatoide (riesgo relativo de 1,5), sin embargo, si al
tabaquismo se le asocian ciertas variantes del HLA 'y del PTPN22 el riesgo relativo se
incrementa a un factor de 20y esta relacion estd casi restringida a aquellos individuos
portadores de anticuerpos contra péptidos citrulinados (8). Otra hipotesis para el
desarrollo de autoinmunidad plantearia la produccién de autoanticuerpos por
reactividad cruzada contra péptidos generados por la lectura antisentido del DNA, cuya
lectura en sentido “correcto” genera un autoantigeno (7).

En algunas enfermedades autoinmunes se producen autoanticuerpos contra enzimas,
por ejemplo, en la cirrosis biliar primaria se dirigen anticuerpos contra enzimas del

citocromo P450, estas enzimas estan distribuidas en todo el cuerpo pero sin embargo la
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enfermedad es solamente 6rgano-especifica (7). Por otro lado, en otras enfermedades
autoinmunes el efecto nocivo no estd mediado directamente por autoanticuerpos, sino a
través de células T citotdxicas las cuales ademads, pueden activar los macréfagos que a su
vez pueden producir dafo tisular a través de citoquinas y especies reactivas de oxigeno.
No obstante, en la enfermedad humana es muy dificil separar si el dafio es producido
exclusivamente por autoanticuerpos (asociado a respuesta Th2) o por citotoxicidad
mediada por células (asociado a respuesta Th1), ademdas de que otros tipos celulares
juegan roles importantes en la respuesta autoinmune como son las células Th17 y las
células T reguladoras (7). Incluso una misma sustancia puede tener valor patogénico en
la respuesta inmune normal contra virus y en la utoinmunidad, es el caso del interferén,
donde se ha demostrado asociacion entre incrementos de la expresion del factor 5

regulador del interferén (IRF5) y el lupus, artritis reumatoide y cirrosis biliar primaria (8).

» Ellupusy la artritis reumatoide como paradigmas de la autoinmunidad
No hay una enfermedad autoinmune exclusivamente por alteraciones de la inmunidad
humoral o por alteraciones exclusivamente de la inmunidad celular, pero en el LES las
alteraciones mas tipicas son la produccién de autoanticuerposy en la AR las alteraciones
predominantes son de la inmunidad celular.
El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad crénica inflamatoria, de
origen desconocido que puede afectar todos los 6rganos y tejidos del cuerpo y se
caracteriza por la produccién de autoanticuerpos (9).
Los autoanticuerpos (autoAc) mas importantes en el LES son los anticuerpos
antinucleares (ANA), estan dirigidos contra autoantigenos localizados en los nucleos
celulares, tienen una sensibilidad del 100% y una especificidad del 86% en el LESy un

valor predictivo positivo del 12-49% (10). Estos autoAc pueden estar presentes en otras
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enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide (AR), la enfermedad mixta del
tejido conectivo, la esclerosis sistémica, la cirrosis biliar primaria y la colangitis
esclerosante primaria, entre otras (10). La deteccién de los ANA puede realizarse por
inmunofluorescencia indirecta la cual ofrece diferentes patrones: homogéneo, moteado,
centromérico y nucleolar que desde el punto de vista de una enfermedad en particular
no es especifico(11). Sin embargo, el significado de los titulos de ANA (determinacion
semicuantitativa) es mds importante, aunque mantiene cierto grado de no especificidad,
por ejemplo, diluciones de 1/40 pueden estar presentes en el 32% de voluntarios sanos,
sin embargo, las diluciones de 1/160 sélo se detectan en el 5% de voluntarios sanos, por
tanto, podemos considerar como punto de corte la dilucién de 1/160 como el punto
optimo para deteccion de casos con enfermedades autoinmunes (11).

La incidencia del LES, de forma general, es de 1-10 por 100000 habitantes y afno, es mas
comun en zonas urbanas que rurales, es menos comun en europeos y en americanos de
origen europeo que en americanos originarios de otras razas, es raro en Africa y sin
embargo mas frecuente en individuos de origen africano fuera de este continente,
finalmente hay un claro predominio en el sexo femenino con una proporcién de 9:1
(12,13) y en la mayor parte de los pacientes se inicia entre los 15-40 afos (13).

La etiologia de esta enfermedad es desconocida pero hay factores genéticos,
hormonales, inmunolégicos y ambientales que juegan un papel fundamental en el

desarrollo de esta enfermedad (Figura 6).
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Figura 6. Patogenia del lupus eritematoso sistémico. Tomado de (14).

Factores genéticos para el desarrollo de LES

Los fFactores genéticos HLA-no relacionados que muestran asociaciéon con el LES se
pueden subdividir en 3 grandes grupos: genes relacionados con el aclaramiento y
procesamiento de inmunocomplejos, genes de la familia del receptor Fc de las
inmunoglobulinas, genes relacionados con la sefalizacion TRL/interferén ay con la
transduccion de la sefal inmune en las células Ty B. De estos genes los que aportan un
cociente de riesgo (hazard ratios) entre 5-25 son los cambios en el gen que codifica para
componentes del complemento como el C1q, que interviene en el aclaramiento de
células apoptéticas, en el C4A, B, C2 o la presencia de mutaciones en el gen TREX1, este

ultimo codifica para la sintesis de enzimas que degradan el DNA. Sin embargo la

28



INTRODUCCION

predisposicién genética mas comun se encuentra en los genes de la regién HLA. Los loci
mds fuertemente relacionados son el HLA-DR2 y HLA-DR3, con un cociente de riesgo
(hazard ratio) de aproximadamente 2 (12,13). Los genes de la via del interferén ay de
vias de sefalizaciones internas de los linfocitos tienen menos influencia sobre la
predisposicién a padecer LES (12). Ademas de las modificaciones genéticas citadas,
pueden haber modificaciones epigenéticas con importancia patogénica en el LES, por
ejemplo, la hipometilacién del DNA que afecta su transcripcion o la presencia de factores
de transcripcién que interactdan con la regién promotora de algunos genesy que
también modifican la transcripcién (12).

Factores hormonales para el desarrollo de LES

El papel etioldgico de las hormonas en el LES es conocido y puede estar relacionado con
los efectos de estas hormonas en la respuesta inmune. Los estrégenos estimulan a los
timocitos, a los linfocitos CD4+ y CD8+, a los linfocitos By a los macréfagos y la
liberacién de citoquinas y moléculas de adhesién, por su parte los andrégenos tienden a
ser inmunosupresores (12). La progesterona disminuye la proliferacion de las células T e
incrementa el nimero de células CD8+ y la hiperprolactinemia estd asociada con brotes
actividad del lupus (12).

Alteraciones inmunitarias para el desarrollo de LES

El lupus es primariamente una enfermedad con alteraciones en la respuesta inmune, los
mediadores de estas alteraciones son los autoAc y la formaciéon de inmunocomplejos.
Los primeros pueden estar presentes varios anos antes de la aparicién de los sintomas
(12).

De particular importancia es la relacion que existe entre la actividad del LES y los niveles

de INFa. Este interferén aumenta la expresion de moléculas HLA de clase |, de diversas
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quimiocinas, favorece la activacién y supervivencia de linfocitos T e inhibe el desarrollo
de células T reguladoras. La principal fuente de INFa son las células dendriticas
plasmocitoides, que son una pequena poblacién de células mononucleares circulantes. El
los sujetos con LES falla la inhibicién fisioldgica que ejercen las células nk, inducidas por
los macréfagos sobre las células dendriticas plasmocitoides (13).
Los neutréfilos también juegan un papel importante en la patogenia del LES pues se ha
visto que en estos pacientes los neutréfilos tienen reducida su capacidad fagocitica con
peor eliminacién de material apoptoético. Los pacientes con LES tiene tienen mayor
cantidad de formas inmaduras de neutréfilos con fenotipo proinflamatorio (13). En este
mismo contexto se ha descrito la NETosis que es una funcién fisiolégica de los
neutroéfilos quienes, al sufrir muerte celular, con salida extracitoplasmatica de material
cromatinico acompanado de proteinas neutrofilicas con capacidad antimicrobiana, se
forma una red con todo este material de los neutréfilos muertos donde pueden quedar
atrapados los microorganismos y destruirse. Légicamente este fenémeno es muy téxico
y estd sujeto a diversos controles. En algunos pacientes con LES se han demostrado
deficiencias en los mecanismo de eliminacién de este material, su persistencia en sangre
se correlaciona con la actividad ldpica y con la hipocomplementemia y sirve de estimulo a
las células dendriticas plasmocitoides con la consiguiente produccién de INFa que a su
vez induce aumento de la activacion neutrofilica y del propio fenémeno de NETosis
creando un circulo vicioso (13).
Algunas de las alteraciones inmunitarias presentes en el LES son las siguientes (12,13):

» Linfocitos B: alteraciones en la edicion del receptor y en los procesos de

eliminacién de linfocitos autorreactivos.

» Linfocito T: Alteraciones en las vias de senalizacion intracelular, alteraciones en
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algunos factores de trasncripcion, alteraciones en el control epigenético como la
hipometilacién del DNA o acetilacién de las histonas.
* Incremento de las células plasmaticas circulantes (productoras de
autoanticuerpos).
» Disminucioén de las células T citotéxicas y de las células T supresoras.
* Incremento de las células T cooperadoras
¢ Incremento de la expresién de los receptores BAFF (BlyS) que a su vez puede
promover la autoinmunidad.
Las anteriores y otras muchas alteraciones inmunitarias promueven la producciéon de
anticuerpos antinucleares y otros autoAc contra antigenos propios (12).
Los inmunocomplejos juegan un papel fundamental en el dafo tisular en el LES, son
formados en grandes cantidades por los ANA que se unen al abundante material nuclear
de lasangrey los tejidos, no son debidamente aclarados y desencadenan activacién del
complemento con el consiguiente dano tisular (14).
Factores ambientales para el desarrollo de LES
El ambiente puede constituir el gatillo que desencadene las alteraciones inmunes en el
LES, a través de mecanismos como el mimetismo molecular u otros desconocidos. Se le
han atribuido cierto valor patogénico a los virus, por ejemplo, el virus Epstein-Barr o
retrovirus endégenos, a la luz ultravioleta, al polvo de silice y a ciertos medicamentos
(12).
A pesar de que los factores etioldgicos en el LES no estan claros, si se conoce que
muchas de las manifestaciones de esta enfermedad son mediadas, directa o
indirectamente, por la produccién de autoAcy la formacién de inmunocomplejos, por

ejemplo, el depédsito de inmunocomplejos y la consiguiente activacion del complemento
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es el responsable del dano tisular en la nefritis Gpica (12).

En el otro extremo del espectro autoinmune se encuentra la artritis reumatoide (AR),
que es la forma mds comun de artritis inflamatoria y afecta al 0,5-1% de la poblacion. El
inicio de una AR es la conjuncién de una predeterminacion genética y a la aparicion de
fendmenos estocasticos (Figura 7). Dentro de los genes de susceptibilidad los mas
importantes son determinados alelos del complejo mayor de histocompatibilidad,
especificamente el HLA DRB1 (DR4 y DR1) o epitopo compartido, estas variantes alélicas
comparten, en la proteina generada y expresada, la secuencia aminoacidica glutamina-
leucina-arginina-alanina-alanina en el dominio implicado en la presentacién de antigenos
(15). Otros genes con alguna implicacién en la susceptibilidad a padecer AR son: PTPN22
con odds ratio 1,94 (1,81-2,08) , TNFAIP3 con odds ratio 1,40 (1,24-1,58), IRF5 con odds
ratiode 1,25 (1,14-1,37), entre otros (15).

Por su parte la contribucién del ambiente al interactuar con los genes aumenta la
susceptibilidad a padecer AR, el caso mejor conocido es el tabaquismo que aumenta
entre 1,5-2 veces la probabilidad de debutar con una AR (15,16), aunque hay agentes
infecciosos que también se han vinculado al desarrollo de AR, es el caso del virus Epstein
Bar, parvovirus B19, retrovirus, bacterias asociadas a enfermedad periodontal
(Porphiromonas gingivalis) y micobacterias (15).

El mecanismo por el cual el ambiente favorece el desarrollo de AR no se conoce bien,
pero lo mas probable es que haya una activacién repetitiva de lainmunidad innata, un
elemento central es la induccién de enzimas como la peptidil arginina deaminasa que
convierte la arginina en citrulina, lo cual no es especifico de la ARy ocurre
frecuentemente en situaciones de estrés ambiental como puede verse en los

macroéfagos alveolares de los fumadores (16) pero que en la AR este aumento de
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péptidos citrulinados induce la formacién de anticuerpos antiproteinas citrulinadas (anti-
PCC) que junto al fFactor reumatoide pueden aparecer mas de 10 anos antes que la
artritis clinica (16).

Los anti-PCC no son verdaderos autoanticuerpos pues ellos reaccionan contra proteinas
modificadas (citrulinadas) y no necesariamente son los causantes de la AR aunque
pudieran exacerbar la sinovitis. Pero, ni la predisposicion genética ni la produccién de
anti-PCC desencadenan una AR, se necesita de un segundo “hit”, proceso que puede
estar mediado por inmunocomplejos que pueden atraer células del sistema inmune
innato sinovial como los mastocitos, dafo vascular y aumento de la permeabilidad,
aumento del complemento en la articulacién, reclutamiento de células inmunes e
inflamacion (16). La sinovial reumatoide contiene sinoviocitos fibroblastos-like que
pueden migrar de una articulaciéon a otra explicando, quizas, el caracter simétricoy
difuso de la artritis de la AR (16).

Una vez que ocurre la citrulinizaciéon de proteinas, las células presentadoras de antigenos
se “cargan” con estos autoantigenos y migran hacia los érganos linfoides y presentan
estos antigenos a los linfocitos T los cuales pueden activar a los linfocitos B y/o migrar a
la sinovial (16).

Por el efecto etioldgico-patogénico de los autoAc en la AR pudiera pensarse que es una
enfermedad autoinmune, como el LES, en la cual el modelo de formacién de autoAc es
basico en la patogenia de la AR, pero este modelo tiene lagunas como: que existen al
menos un 20% de los casos con AR en los que no se detectan autoAc, que los autoAc
pueden preceder a la enfermedad muchos afnos e incluso no desarrollarse esta y que los
los autoAc pueden persistir a pesar de una remision clinica terapéuticamente inducida

(15).
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Linfocitos T

Los linfocitos T son las células predominantes en la sinovial reumatoide, alrededor del
50%, la mayoria de ellos de tipo CD4+, con alta prevalencia de expresién del HLA DR4 y
preponderancia de los Th1y Th17 sobre los Th2 y T reguladores (16).

El antigeno

No parece existir un sélo antigeno reumatoide, en su lugar parece existir un espectro de
antigenos y dependiendo del antigeno se determinaran aspectos clinicos como
variabilidad de paciente a paciente, de articulaciéon a articulacién (16). Algunos antigenos
implicados son: el colageno tipo Il, gp39 (Cartilage antigen glycoprotein-39),
inmunoglobulinas como el factor reumatoide, péptidos y proteinas citrulinadas, péptidos
y proteinas carbamilados (16).

Coestimulacién

Se sugiere que las moléculas costimuladoras estdn en exceso en los tejidos reumatoides
lo cual implica que la estimulaciéon del linfocito T puede ser independiente del antigeno
con ciclos autoperpetuados de proliferaciéon de células T que mantienen el proceso
autoinmune (16).

Apoptosis

Se ha sefalado como posible mecanismo subyacente en las células T de la AR: se han
encontrado mutaciones en el gen p53, otra evidencia es que las estatinas lipofilicas
pueden inducir apoptosis en los sinoviocitos reumatoides (17).

Red de citoquinas

La elaboracién de citoquinas proinflamatorias juegan un papel fundamental en la
iniciacion y perpetuacién de la artritis reumatoide, por ejemplo, el factor estimulante de

colonias granulocito-macréfagos, las IL-2, IL-15, IL-13, IL-17, IL-18, interferén y (IF-y), TGF-
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B (transforming growth factor-beta) y el factor de necrosis tumoral (TNF), este ultimo es
una citoquina central en un grupo de pacientes demostrado por la buena respuesta a la
utilizacion de los farmacos bioldgicos anti-TNF (18,19).

Citoquinas asociadas a Th1y Th17

La AR se ha considerado como una enfermedad mediada por Th1, caracterizada por
incremento de la actividad del TNF, IL-2, IF-y e IL-12, sin embargo, los linfocitos Th17 son
las células dominantes en la AR, lo cual cambia la vision general de la ARy las citoquinas
derivadas de las células Th17 adquieren mas valor patogénico, no obstante su rol no esta
del todo claro sobretodo porque terapias bloqueantes de la IL-17 no obtienen buena
respuesta en los sujetos con AR (16,20).

Linfocitos B

En la AR se detectan anticuerpos contra epitopos de la fracciéon Fc de inmunoglobulinas,
conocido como factor reumatoide, aquellos pacientes con este anticuerpo,
comparativamente con los casos seronegativos, tienen mas erosiones, mas
manifestaciones extraarticulares y peor funcionalidad (16). El factor reumatoide puede
formar inmunocomplejos con inmunoglobulinas, depositarse en la superficie articular o
permanecer en el liquido sinovial y en este Gltimo estimular la producciéon de TNF de los
monocitos/macréfagos(16). Por su parte los anticuerpos anti-PCC se pueden detectar en
estadios tempranos de la enfermedad y en el 70% de los sujetos con AR (16) y tienen un
importante valor patogénico en el inicio de la cascada inmunolégica en esta enfermedad.
El valor patogénico de los linfocitos B queda refrendado por el uso del rituximab en el
tratamiento de la AR (19,21).

Sistema nervioso central

El sistema nervioso central esta normalmente involucrado en la regulacién inmuney la
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homeostasis. Diferentes neurotransmisores son expresados en la sinovial reumatoide asi
como que la sintesis de diversas citoquinas es estimulada por el hipotadlamo durante la
inflamacion periférica. Estas interacciones son importantes y han sido demostradas en
modelos de ratones con artritis (22).

Otros actores en la patogenia de la AR

En la patogenia de la AR existen otros actores que condicionan la destruccién del
cartilago articular, del hueso subyacente y contribuyen a la perpetuacién del proceso
autoinmune-inflamatorio, por ejemplo los sinoviocitos fibroblasto-like y los leucocitos
polimorfonucleares, asi como también sustancias con efecto nocivo sobre las estructuras
articulares, como las metaloproteinasas, metabolitos del acido araquidénico,

complemento, éxido nitrico, neuropéptidos, factores de la coagulacion, etc (16).
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Figura 7. Patogenia de la artritis reumatoide. Tomado de (22).

» Patologia biliar autoinmune

La cirrosis biliar primaria (CBP) es una enfermedad autoinmune de las vias biliares (VB)

que afecta fFundamentalmente a mujeres (95%) entre 30 y 65 anos (23,24), con una

incidencia de 4,5y 0,7 por 100000 personas-anos para mujeres y hombres,

respectivamente, que va en aumento, probablemente por una mejor deteccién de la
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enfermedad, y una prevalencia de 65,4y 12,1 por 100000 personas para mujeresy
hombres, respectivamente (23,25).
La enfermedad es causada por un ataque mediado por linfocitos T contra los conductos
biliares intralobulares, lo cual conduce a la destruccién gradual y desaparicion de estos
conductos, llevando al desarrollo de cirrosis y fallo hepéatico. Se ha descrito una
agrupacion familiar de casos, lo cual apoya la hipétesis de una susceptibilidad genética,
asociandose fundamentalmente al complejo de histocompatibilidad de clase Il (DR),
aunque hay otros genes implicados como el complemento, CTLA4 y el TNFa (23).
La hipoétesis del mimetismo molecular ha sido ampliamente propuesta como mecanismo
deinicio de la autoinmunidad en la CBP y se han planteado diferentes agentes, pero
ninguno se ha probado consistentemente (23,26):
* Virus: Retrovirus
* Bacterias: Propionibacterium acnes, Chlamydia pneumoniae, Escherichia coli, y otras
bacterias como los lactobacilos y el Novosphingobium aromaticivorans, que es un
organismo ubicuo, gram negativo, que metaboliza compuestos organicos y
estrogenos, dos de sus proteinas comparten homologia con el componente E2 de
la piruvato deshidrogenasa que es el epitopo mas conocido de los anticuerpos
antimitocondriales (AMA).

* Productos quimicos: hidrocarburos alogenados
e Eltabaquismo es uno de los factores externos asociados al desarrollo de CBP en
estudios epidemiolégicos, incluso con un estadio de fibrosis mas avanzado
Estudios epidemiolégicos también han vinculado el desarrollo de CBP con la terapia
hormonal de reemplazo (hormonas reproductoras), infecciones del tracto urinario o,

incluso, el uso de esmaltes de una (24).
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La fFatiga y el prurito son los sintomas cardinales de la enfermedad, aunque hay otras
manifestaciones como la hiperpigmentacién de la piel, artritis, sindrome de CREST,
sindrome seco, osteoporosis y manifestaciones de insuficiencia hepdtica y cirrosis (23).
Otras manifestaciones como dermatografismo, xantelasmas, xantomas y el anillo de
Kayser-Fleischer son menos prevalentes. La ictericia es mayor en la medida que avanza la
enfermedad (23). Desde el punto de vista analitico se caracteriza por elevacién de la
fosfatasa alcalina, en menos medida de las aminotransferasas y aumento de la bilirrubina
en la medida que progresa la enfermedad (23).

El tratamiento de esta enfermedad va dirigido a paliar los sintomas y complicaciones
resultado de la colostasis créonica y la supresion del proceso patogénico subyacente. Una
de las complicaciones de la colostasis son los xantelasmas, los xantomas tuberosos y los
xantomas planos, en general estaran presentes en menos del 5% de los casos y se
desarrollan en sujetos con cifras de colesterol por encima de 600 mg/dL durante mas de
3 meses, su tratamiento es la plasmaféresis, lo que resulta costoso e incémodo para los
pacientes (27).

El 4nico tratamiento aprobado dirigido contra el proceso patogénico en la CBP es el
acido ursodeoxicélico, que disminuye la progresiéon de la enfermedad y aumenta la
supervivencia. Se han ensayado otros tratamientos como la colchicina, el metotrexato,
budesonida, fibratos y hasta terapia antiviral, no obstante las opciones terapéuticas una
parte importante de casos terminan en trasplante hepatico (27).

La colangitis esclerosante primaria (CEP) es una enfermedad colostdsica crénica del
higado y conductos biliares, es frecuentemente progresiva y puede llevar a enfermedad
hepatica terminal. Tiene una tasa de incidencia de 0,7 por 100000 personas por afo,

predominando en hombres y la edad media de diagnéstico son los 41 anos (28).
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La estrecha relacién entre esta enfermedad y la colitis ulcerosa sugiere un origen
autoinmune y de causa multifactorial: predisposiciéon genética mas un estimulo
ambiental (28).

Los sujetos con CEP tienen un incremento de la prevalencia del HLA B8, DR3 y DRw52a,
el primero de estos marcadores puede estar presente en el 60-80% de los casos. El
estimulo ambiental no ha sido identificado pero por la frecuente coincidencia entre CEP
y colitis ulcerosa se ha planteado que el aumento de la permeabilidad del colon favorece
el paso de bacterias a la circulacién portal cuya consecuencia es la colangitis crénica o
recurrente. Los productos bacterianos o los productos celulares secundario a la
inflamacion de la via biliar pueden exponer autoantigenos (28). Una lesién isquémica
producto de dafo en arteriolas y capilares biliares o mutaciones que conducen a
disfuncién en el regulador transmembrana de la fibrosis quistica son otras dos de las
hipétesis que intentan explicar la patogenia de la CEP (28).

La CEP es usualmente progresivay lleva a complicaciones propias por la colostasis y a
fallo hepatico. La media de supervivencia sin trasplante hepdatico es de 10-12 anos.
Habitualmente se diagnostica en sujetos asintomaticos durante un estudio por
alteraciones en la funcién hepatica. Los sintomas mas frecuentes son la fatiga y el
prurito y a la exploraciéon pueden presentar ictericia, lesiones de piel por excoriacién,
hepatomegalia y esplenomegalia. Analiticamente encontramos un patrén de colostasis y
otras alteraciones como: hipergammaglobulinemia e incremento de la IgM sérica (29). El
diagnéstico de CEP se realiza fundamentalmente por colangiografia y biopsia hepatica
(29).

El tratamiento no quirtrgico de la CEP es, basicamente, el 4cido ursodeoxicélico y al igual

que en la CBP se han experimentado otras opciones terapéuticas: corticoides,
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ciclosporina, tacrélimus, metotrexato, vancomicina, azatioprina y 6-mercaptopurina, D-
penicilaminay etanercept (30).

Autoanticuerpos en la patologia biliar autoinmune

Los ANA estan presentes en 50-70% de los casos de CBP y se asocia a peor prondéstico y
progresién mas rapida de la enfermedad, particularmente los anti-GP210 y/o los anti-
SP100 (23-25) y su prevalencia alcanza el 85% en los casos de CBP AMA-negativos (31).
Aproximadamente un 27% de los pacientes son anti-SP100 positivos, un 16% anti-gp210
positivos y otro 16% son anti-centrémero positivos (31). Los anticuerpos anti-mudsculo
liso estan presentes en el 50% de los casos de CBP (24).

El antigeno anti-SP100 es un péptido de 480 aminoacidos con un peso molecular de
53kDay la determinacién del autoanticuerpo anti-SP100 es importante sobretodo en
casos de CBP AMA-negativos y puede estar presente en otras enfermedades
autoinmunes. Llama la atencién que la tasa de positividad en pacientes con CBP e
infeccion urinaria llega al 74% mientras que la positividad sin infeccion urinaria es sélo
del 4% lo cual sugiere que las infecciones bacterianas pudieran estar involucradas en la
patogenia de la CBP (31).

Otro de los antigenos con significado en la CBP es el gp210, que es una glicoproteina de
la membrana nuclear. La presencia de altos niveles del autoAc anti-gp210 se ha asociado
con mayor progresién de la CBP a fallo hepético que aquellos anti-gp210 negativos o que
sus niveles se reducen con el tratamiento, pudiendo tener un valor pronéstico (31).
Finalmente, los anticuerpos anticentrémeros son la marca inmunolédgica del CREST y/o la
esclerosis sistémica sin embargo no son exclusivos de ellay en pacientes con CBP se
asocian a mayor riesgo de desarrollo de hipertensién portal (31).

Los AMA son el sello de identidad de la CBP y son fundamentales para su diagnéstico,
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estando presentes en el 95% de los casos, son predictores de desarrollo de CBP en
sujetos asintomaticos y con funcién hepdtica normal (23), el tiempo medio entre la
aparicién de AMA positivo y estudios hepaticos persistentemente anormales es de 6
anos con una variabilidad de 1 a 19 afnos y alrededor de un 10% de los sujetos AMA
positivos desarrollardn una CBP (24). No obstante, hay un pequeno grupo de casos de
CBP AMA negativos y ANA y/o anticuerpos anti-musculo liso positivos, cuya evolucion es
similar a los casos AMA positivos, sin embargo se ha demostrado una mayor prevalencia
de enfermedades autoinmunes (AR, esclerodermia) no hepaticas en casos AMA
negativos, la respuesta al tratamiento es parecida en ambos grupos de sujetos (24). Los
titulos de AMA varian entre los pacientes pero tienden a mantenerse estables en un
individuo y no se correlacionan con la severidad ni con la tasa de progresién de la
enfermedad (26).

Los AMA tienen fundamentalmente 4 principales autoantigenos conocidos como
subtipos M2: la subunidad E2 del complejo de la piruvato deshidrogenasa, la cadena
ramificada 2-oxo-acido del complejo deshidrogenasa, la 4cido cetoglutarico
deshidrogenasay la proteina de unién dihidrolipoamida deshidrogenasa. En el 95% de
los sujetos los AMA van dirigidos contra la subunidad E2 (31). Cada uno de estos
autoantigenos participan en la fosforilacién oxidativa en la membrana mitocondrial (26).
Durante la apoptosis de las células epiteliales biliares los antigenos E2 se mantienen
intactos y se convierten en apétopes (termino utilizado para nombrar epitopos
antigénicos generados durante la apoptosis) (31). Los linfocitos T CD4+ y CD8+ estan
presentes en altas concentraciones en la triada portal de sujetos con CBP,
frecuentemente infiltrando y alrededor de los conductos biliares necréticos que

expresan antigenos diana para estos linfocitos, no se conoce el porqué de la limitacién
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del ataque autoinmune al drbol biliar cuando los antigenos diana estan presentes en
todas las células del organismo (26).

Por su parte, en la CEP, los autoAc mas frecuentes son los anti-musculo liso (ASMA), los
ANAy los anticuerpos dirigidos contra antigenos nucleares y citoplasmaticos de los
neutrofilos (ANCA), que pueden estar presentes hasta en el 75-80% de los casos (28).
Estos ultimos con un patrén perinuclear (PANCA), parecen estar dirigidos contra una
proteina mieloide de 50 daltons de la envoltura nuclear de los neutréfilos y no la
mieloperoxidasa tipica de los anticuerpos pANCA (28). Los anticuerpos pANCA tienen un
100% de especificidad para CEP comparado con controles con otras enfermedades
hepdticas (32). Los anticuerpos anti-musculo liso van dirigidos contra componentes del
citoesqueleto como la actina y componentes no actinicos como la tubulina, vimentina,
desmina y esqueletina y no son especificos de la CEP (33). La tabla 1 muestra un resumen
de los autoAc mds frecuentes en la patologia biliar autoinmune.

Tabla 1. Autoanticuerpos mas frecuentes en la patologia biliar autoinmune.

Cirrosis biliar primaria Colangitis esclerosante primaria

ANA ANA

Anticuerpo anti-Mitocondrial | Anticuerpo anti-Musculo liso (AntiActina)
PANCA

Dislipemia en la patologia biliar autoinmune

El 50% de los sujetos con CBP tienen aumento del colesterol total plasmatico, con cifras
entre 218-300 mg/dL(34). Se detecta un aumento de colesterol total y colesterol LDL
(cLDL) en la medida que empeora el estado histoldgico del higado, el colesterol HDL
(cHDL) se eleva en estadios iniciales para descender posteriormente en casos con cirrosis
(26), aunque no parece que aumente el riesgo aterogénico (34), incluso tampoco
aumentan las lesiones ateroscleréticas precoces medidas por ecografia carotidea (grosor
intima-media y estenosis) al compararlo con controles sin hipercolesterolemia y sujetos
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con CBP normolipémicos (35). Las cifras de colesterol total pueden exceder los 1000
mg/dL en sujetos con xantomas, sin embargo tienen elevaciones menos acusadas de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) y de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)
asi como significativa elevacion de las lipoproteinas de alta densidad (HDL) (35). También
podemos encontrar aumento de lipoproteinas inusuales como la lipoproteina X, que
aparece en estadios avanzados de enfermedad hepatica colostasica y marcada
hiperbilirrubinemia y pudiera reducir el efecto aterogénico de las LDL al prolongar el
tiempo de oxidacion de las LDL, incluso en pacientes con CBP con cifras de colesterol
mayores que un grupo comparativo significativamente menos hipercolesterolémicos y
con predominio del sexo masculino (36), de esta forma favorece la integridad del
endotelio en casos con hipercolesterolemia severa (36).

La consecuencia de la dislipemia en la CBP es la presencia de xantelasmas y xantomas,
estos ultimos pueden desarrollarse en los codos, palmas, plantas, rodillas, espalda, térax,
hombros y se correlacionan con los niveles de colesterol, a diferencia de los xantelasmas
en los cuales no se ha demostrado esta correlacion (34).

Como se ha planteado anteriormente, pesar de la intensa dislipemia que puede existir en
la CBP, el riesgo de arteriosclerosis parece ser bajo, por tal motivo el tratamiento
hipolipemiante en sujetos asintomaticos no esta del todo aceptado (34). Los factores
que pueden contribuir a que el riesgo aterogénico no sea alto en estos pacientes son:
niveles altos de cHDL, baja lipoproteina(a) (Lp(a)), presencia de lipoproteina X y altos
niveles de adiponectina (34).

El tratamiento de la dislipemia en sujetos con CBP sin cirrosis se basa en el uso de acido
ursodeoxicélico, el cual es capaz de descender los niveles de cLDL hasta en un 30%

debido al aumento del catabolismo del colesterol en acido biliares y la reduccion de la

44



INTRODUCCION

absorcion intestinal del colesterol (34). Los fibratos y estatinas son otros de los
medicamentos usados en estos pacientes y que aportan un efecto antiinflamatorio
sobreanadido al efecto hipolipemiante (34,37). Finalmente, la plasmaféresis una vez por
semana, es otro de los métodos usados para reducir el colesterol con el objetivo de
reducir los xantomas sintomaticos en las manos y la neuropatia compresiva (34).

Hay pocos datos acerca de las alteraciones del perfil lipidico en sujetos con CEP, aunque
al ser una enfermedad con colostasis debe comportarse similar a la CBP (28,38).
Metabolismo del colesterol enfocado a la produccion de acidos biliares

El colesterol y los triglicéridos de la diata son “empaquetados” con apolipoproteinas en
los enterocitos del intestino delgado y secretados dentro de sistema linfatico como
quilomicrones, que posterioemente alcanzan el torrente circulatorio y su nicleo de
triglicéridos es hidrolizado por la lipoprotein lipasa resultando en la formacion de
quilomocrones remanantes los cuales son rdpidamente aclarados de la circulaciény
metabolizados en el higado. El colesterol de la dieta tiene 4 posibles destinos una vez
que alcanza el higado dentro de los quilomicrones remanente: puede ser esterificado y
almacenado en los hapaticitos como ésteres de colesterol, puede ser “empaquetado”
dentro de las particulas VLDL y secretado al plasma, puede ser secretado directamente a
la bilis o convertido en acidos biliares (39).

Las particulas de VLDL son secretadas al plasma y sufren lipélisis transformandose en
VLDL remanentes. Aproximadamente el 50% de estas VLDL remanates son aclaradas del
plasma via LDLRy el resto se transforman en LDL, que son las principales particulas de
transporte de colesterol a los tejidos periféricos (figura 8) (39). El colesterol libre (no
esterificado) de los tejidos periféricos, por ejemplo, de la pared arterial, puede ser

transportado nuevamente al higado a través de las particulas de HDL (40).
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Figura 8. Metabolismo del colesterol, vias exdgena y endégenas. QM: quilomricrones,
Rem: remanentes, LDLR: receptor de LDL. ARH: proteina ARH. Tomado de (39).

El higado es el destino final de las LDL, independientemente de la via por la que son
extraidas del plasma. El mecanismo de captacién de las LDL se realiza
fundamentalmente a través del receptor de LDL (LDLR). La unién de la apoliproproteina
B100 al LDLR forma el complejo receptor-ligando, el cual es internalizado y separado del
receptor por el lisosoma, dicho receptor es reciclado nuevamente a la superficie de la
membrana citoplasmatica (41). Para el correcto funcionamiento del LDLR se necesita la
integridad de la proteina ARH, no obstante, su funcién no se conoce del todo pero se
especula que funciona como chaperona para el LDLR o simplemente ancla dicho
receptor al pocillo durante la internalizacién de las LDL (39).

PSCK9 ( (proproteina convertasa subtilisin/kexin tipo 9) y el degradador inducible de
LDL, ubiquitina ligasa E3, modulan la captacion de LDL por el LDLR, pero no afectan las
vias de aclaramiento no especificas (no relacionadas con el LDLR). El mecanismo de

aclarado de las LDL del plasma a través del LDLR tiene una capacidad absoluta limitada,
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sin embargo las vias no especificas de aclarado no tienen limite absoluto de aclarado de
particulas de LDL, no son saturables y por tanto siempre son operativas incluso con
niveles bajos de cLDL (42). Una vez aclarada la LDL del plasma, el colesterol contenido en
los hepatocitos tiene similares destinos que el colesterol ingerido y que alcanza el
plasma con los remanentes de quilomicrones: almacenado en forma de ésteres de
colesterol, transferido a las HDL, devuelto al plasma formando las VLDL, excretado en la
bilis o transformado en acidos biliares (AB) (42).

El acido célico y el quenodeoxicédlico son los dos principales AB en humanos, una vez
sintetizados son conjugados con taurina o glicina, secretados en la bilis y almacenados en
la vesicula biliar. Después de la ingestién de alimentos, los acido biliares son liberados al
intestino donde son deconjugados para participar en la digestién de las grasas. El 95%
de los AB son reabsorbidos en el ileon y transportados al higado, donde realizan un
feedback negativo sobre la produccién de acidos biliares para mantener la homeostasis
de AB (43).

Los AB activan los receptores farnesil X (FXR) y una proteina G de membrana
denominada TGR5 (Gpbar1). FXR juega un papel central en la sintesis y secrecién de ABy
en el metabolismo hepético de lipidos y glucosa, por su parte TGR5 tiene un papel
significativo en el metabolismo energético especialmente en el metabolismo del tejido
adiposo marrén. El fenémeno de relajacién y contraccion de la vesicula aumenta la
secrecion de un péptido glucagon-like en las células endocrinas intestinales, controlando
la motilidad intestinal. El TGR5 se expresa en el epitelio intestinal, en el bazo, en
colangiocitos, vesicula, células endoteliales de los sinusoides hepaticos y en las células
de Kupffer (43).

FXR participa en la regulacién de la sintesis de AB a través de dos mecanismos: el FXR
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induce inhibicién de dos factores nucleares (HNF4ay LRH-1), a través de la inhibiciéon de
un heterodimero (SHP), dichos factores nucleares inhiben al promotor del gen de las
enzimas CYP7A1y CYP8B1 (via 1). El otro mecanismo es a través de la activacién del FXR
intestinal por los AB, lo cual induce al factor de crecimiento fibroblastico (FGF19), el cual
activa a su receptor hepatico (FGFR4) y una quinasa (JNK1/2) que a su vez y por
inhibicién de factores de transcripcion terminan inhibiendo la activacién del gen de las
enzimas CYP7A1y CYP8B1 (via 2). Hay otras vias de inhibicién de la sintesis de AB pero

que son independientes del FXR (via 3) (43). Figura 9.

Intestino

TNFa =

e’ -1f w* P
S1PR2

| SphS1P£

i

N

(. Y/ Al1/8B88 1}

Hepatocito

Figura 9. Vias de sintesis de acidos biliares. Tomado de (43)

El metabolismo hepético del colesterol puede verse afectado en sujetos con CBP, hay
muchos factores de origen hepatico que se asocian con la captacién, sintesis y secrecion
del colesterol y con la sintesis y secrecion de acidos biliares. La proteina reguladora de

esteroles (SREBP) 2, es fundamental en el metabolismo del colesterol: promueve la
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expresion del LDLR y de la hidroximetilglutaril coenzima A (HMG-CoA) reductasa, el
primero interviene en la captacion plasmatica del colesterol y la segunda es la enzima
reguladora de la sintesis del colesterol. La SREBP-2 también promueve la Niemann-Pick
C1 like 1 (NPC1L1) que estd involucrada en la captacion de esteroles de la bilis. Por otro
lado las proteinas ABCG5/ABCGS8 funcionan como heterodimeros y son responsables del
eflujo de colesterol desde el hepatocito, estas proteinas junto a la NPC1L1 también
estan localizadas en la membrana canalicular del higado, la expresién de sus RNAm se
incrementa con una dieta rica en colesterol probablemente por la via del receptor X
hepatico a (LXRa), mientras que la expresién del RNAmM de SREBP-2 esta suprimida por
LXRay el incremento de colesterol (44). LXRa estimula la expresién de FXRy este
estimula la expresion de la bomba exportadora de acidos biliares desde los hepatocitos
(BSEP/ABCB11). LXRa puede activar los peroxisome proliferator-activated receptor a
(PPARa) vy la expresion de multidrug resistance 3 (MDR3/ABCB4) es a su vez estimulada
por PPARay por FXR (44).

En sujetos con CBP hay un marcado incremento de la expresién de MDR3 y sus niveles
estaban negativamente correlacionados con los niveles séricos de gammaglutaril
transpeptidasa (GGT) e IgM, por tanto la regulacién al alza de MDR3 puede estar
asociado con la actividad y progresién en sujetos con CBP. Se han descrito otras
alteraciones en la séntesis de AB en sujetos con CBP (44). Figura 10.

La activacion de FXR también afecta el metabolismo de los hidratos de carbono, el
efecto de un agonista (GW4064) de FXR disminuye las cifras de glucemia en ayunas,
mejora la sensibilidad a insulina en ratones diabéticos y obesos, mientras que ratones

con deficiencia de FXR tienen insulinorresistencia y hiperglucemia (43).
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Figura 10. Alteraciones en los factores asociados al metabolismo del colesterol. Las
fechas (1 {) representan diferencias significativas en los niveles de expresion entre
sujetos con CBP y controles normales. Tomado de (44).

Hipercolesterolemias primarias

Las hipercolesterolemias genéticas son un grupo muy heterogéneo de trastornos del
metabolismo lipidico caracterizados por una elevacién en la concentracién sanguinea de
colesterol total de causa hereditaria. El diagnéstico de este tipo de hiperlipemias
requiere la exclusion de las principales causas secundarias de hiperlipemias y en muchas
ocasiones demostrar un componente familiar (45).

El diagnéstico de una hipercolesterolemia genética no implica que todo el fenotipo sea
de origen genético, ya que muchas hipercolesterolemias genéticas tienen un

componente genético poligénico, complejo, que interactia con multiples factores

ambientales que pueden modular la concentracién final del colesterol de los pacientes
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(45). Por este motivo, la expresividad y penetrancia de las hipercolesterolemias
genéticas es muy variable entre sujetos, incluso entre aquellos miembros de una unidad
Familiar que comparten un determinado defecto genético concreto. La mejor
denominacion seria “hipercolesterolemias primarias con importante componente
genético” e incluyen a aquellos trastornos del metabolismo lipidico no asociados a otras
enfermedades metabdlicas o al consumo de determinados farmacos o toxicos (45).

A efectos practicos, consideramos hipercolesterolemia de origen genético cuando la
concentraciéon sanguinea de colesterol total o cLDL son superiores al percentil 90 de la
poblacién, ajustado por edad y sexo en ausencia de una causa secundaria (45).

De acuerdo a su forma de transmision familiar las hiperlipemias genéticas se clasifican
en monogénicas dominantes, monogénicas recesivas, poligénicas y complejas (Tabla 2).
Las mds frecuentes son las hipercolesterolemias poligénicas caracterizadas por cifras de
cLDL moderadamente elevado, habitualmente entre 190-220 mg/dL, concentraciones
normales de triglicéridos, y un patrén familiar variable, aunque suele encontrarse alguin
otro familiar afecto. Cuando existen varios fFamiliares afectos el diagnostico diferencial
entre las hipercolesterolemia familiar y la hipercolesterolemia poligénica es dificil y
posiblemente gran parte de las hipercolesterolemias con patrén autosémico dominante
en las que no encontramos causa genética, se traten en realidad de formas poligénicas
(45).

Las hipercolesterolemias genéticas también se clasifican de acuerdo a su mecanismo
patogénico que se resume en la tabla 3, y como podemos observar existen causas de
hipercolesterolemia asociadas a alteraciones en todos los mecanismos que controlan la
concentracion de colesterol en humanos. Ambas clasificaciones son complementarias y

nos ayudan a un mejor diagnéstico y comprension de este grupo de hiperlipemias (45).
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Tabla 2. Causas genéticas de los fenotipos hipercolesterolemia familiar

Defectos moleculares en la via del receptor de LDL

e Mutaciones en el gen del receptor de LDL (AD)

» Mutaciones en el gen de la apolipoproteina B100 (AD)

¢ Mutaciones en el gen de la proteina PSCK9 (con ganancia de funcion) (AD)

* Mutaciones en el gen de la proteina 1 accesoria del receptor de LDL (LDLRAP1)
(AR)

e Mutaciones en las proteinas ABCG5/ABCGS (AR)

Hipercolesterolemia poligénica: genes que contribuyen APOE, APOB, LDLR, PCSK9, Lp(a)

Transmision fFamiliar compleja: Hiperlipemia familiar combinada

Otras causas: hiperLp(a), causas monogénicas, epigenéticas, etc (ain no descritas)

AD: Autosdmica dominante
AR: Autosdémica recesiva

Tabla 3. Clasificacion de las hipercolesterolemias genéticas de acuerdo a su mecanismo
de produccién. Tomado de (45).

Mecanismo de produccion Enfermedad
Aumento de la absorcién intestinal Sitosterolemia
Aumento de la produccién hepdtica Hiperlipemia Familiar Combinada

Hiperlipoproteinemia(a)

Deficiencia de de lipasa 4cida lisosomal/
Enfermedad por depdésitos de ésteres de
colesterol

Defectos en la captacién hepdtica de Disbetalipoproteinemia
particulas remanentes

Defectos en la captacion hepatica de particulas LDL

Defectos ligando ApoB 100 defectuosa familiar
Defectos en receptor LDL Hipercolesterolemia Familiar
FH3
Hipercolesterolemia autosémica recesiva
Defectos eliminacion de colesterol bilis Deficiencia de colesterol-7-alpha-
hidroxilasa

FH3: Hipercolesterolemia fFamiliar 3
El diagnéstico preciso y precoz de este grupo de hipercolesterolemias genéticas es
importante porque en muchos casos tienen una estrategia terapéutica propia, se facilita

la bisqueda de nuevos casos entre familiares, el conocimiento del diagnéstico del origen
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genético de su enfermedad favorece una mayor adhesién al tratamiento y resulta coste-
efectivo tratar precozmente determinadas hiperlipemias genéticas (45).

Por otra parte, el fenotipo de hipercolesterolemia severa hace referencia a todos los
sujetos con cLDL =190mg/dL, independientemente de la causa, sin embargo, el término
hipercolesterolemia autosémica dominante (HAD) se reserva para sujetos con
mutaciones en los genes que controlan los niveles de cLDL (42).

Los sujetos con HAD manifiestan una alteracién en el aclaramiento del cLDL con
importante elevacion de esta lipoproteina y desarrollo prematuro de enfermedad
cardiovascular (42). Aproximadamente entre 14-35 millones de personas en el mundo
tienen un fenotipo de hipercolesterolemia severay el riesgo cardiovascular estd mas
ligado a los niveles de cLDL que al trastorno genético subyacente (42).

La hipercolesterolemia familiar (HF) es un trastorno monogénico, autosémico
dominante, causado por alteraciones en el gen del LDLR. Su prevalencia es variable, la
frecuencia de heterocigotos en Alemania es alrededor de 1 por cada 500 personas, sin
embargo daneses y noruegos tienen prevalencias mas altas en el orden de 1 por cada
200-300 personas. Hay poblaciones con prevalencias mds altas por efecto fundador
como los cristianos libaneses, los canadienses de origen francés, poblaciones
sudafricanas, judios Ashkenazi e indios asiaticos (42). Las variantes homocigotas son mas
infrecuentes, con tasas de alrededor de 1 por cada 1000000 habitantes (46,47).

Las mutaciones en el gen del LDLR causan el 85-90% de los fenotipos de
hipercolesterolemia familiar y se han documentado mds de 1700 variantes del gen del
LDLR: mutaciones exdnicas, mutaciones en zonas intronicas, variaciones en zonas del
promotor del gen, deleciones y reordenamientos (46). Clinicamente se presenta como

una hipercolesterolemia con cifras de cLDL desde 190-450 mg/dL o incluso cifras mas
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altas en casos de homocigotos, desarrollo de enfermedad cardiovascular aterosclerética

precoz, presencia de xantomas tendinosos siendo el mas frecuente el localizado en el

tendén de Aquiles y familiares de primer grado con hipercolesterolemia, enfermedad
coronaria precoz y/o xantomas tendinosos (42,47,48). La presencia de estos xantomas se
asocia con los factores de riesgo cardiovascular y mayor enfermedad coronaria,
indicando que su detecciéon marca un grupo de sujetos necesitados de una terapia
hipolipemiante mas agresiva (49). En esta enfermedad la vida media del cLDL aumenta
desde los 1,5 dias a los 3-4 dias en heterocigotos y en homocigotos asciende a los 6 dias

(47). Alrededor del 5% de los infartos cardiacos en menores de 60 anos y el 20% en

menores de 45 anos pueden ser atribuidos a la hipercolesterolemia familiar (46), los

hombres con hipercolesterolemia familiar tienen un 50% de probabilidad de tener una

cardiopatia isquémica a los 50 anos y las mujeres un 30% de probabilidad a la edad de 60

anos (46). Se han elaborado 3 grupos de herramientas clinicas diagndsticas: Programa US

MedPed, el Registro Simon Broome en Reino Unido y los criterios de la red de clinicas de

lipidos holandesas (46). El diagnéstico definitivo se realiza con la identificacion de una

mutacion funcional en el gen del LDLR (50). Aunque el diagnéstico genético es
inequivoco para la HF, no siempre es posible identificar la mutacion causal en el gen

LDLR por diversos motivos. Se recomienda el diagnéstico genético en las siguientes

situaciones (45):

- Poblaciones en las que pocas mutaciones en el gen LDLR son responsables de la
mayoria de casos HF, como en el caso de los canadienses franceses, libaneses
cristianos, sudafricanos, o judios Ashkenazi.

- Poblaciones en las que la mayoria de las mutaciones se conocen y se han desarrollado

herramientas para el diagndstico genético rapido. Este es el caso de Espana, donde se
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han identificado las mutaciones responsables de HF en nuestra poblacién, y se ha

desarrollado una plataforma de diagnéstico basada en DNA, comercialmente
disponible, denominada LIPOCHIP® (51)

- Sujetos con diagnésticos dudosos pertenecientes a familias en las que se ha
identificado la mutacién responsable.
El defecto familiar de apolipoproteina B (DFB) es menos frecuente que la
hipercolesterolemia familiar como causa de hipercolesterolemia autosémica dominante,
entre el 2-5% (52,53). Se debe a mutaciones en el gen de la apolipoproteina B100,
especialmente la mutaciéon Arg3500—Gln (R3500Q) lo que dificulta o imposibilita la
captura e internalizacion de las particulas LDL por medio del LDLR (45). Producen un
fenotipo similar a la hipercolesterolemia familiar pero con una elevacién menos
significativa del cLDL (48), presencia de xantomas tendinosos menos frecuente y
también existe una menor incidencia de enfermedad coronaria, aunque los sujetos
homocigotos DFB tienen cifras de cLDL similares a los heterocigotos HF (45).
En Espana se ha realizado un screening de mutaciones en el gen de la apolipoproteina B,
utilizando el Registro Espanol de Hipercolesterolemia Familiar y distribuyendo los
sujetos de forma proporcional entre las diferentes regiones de Espana, encontrando una
baja frecuencia de mutaciones (R3500Q) entre los 408 sujetos estudiados y concluyendo
que es una causa infrecuente de hipercolesterolemia severa (48). Se ha identificado
otras mutaciones en la misma posicién, en la que la arginina es sustituida por triptéfano,
R3500W, en pacientes de origen chino o malayo, ademas de otras como la R3531C,
R3480W, T34921 y H3543Y. Estas mutaciones en la apo B parece que alteran la estructura
tridimensional del dominio de unién, y por tanto, las particulas LDL con estas variantes

de apo B tienen una afinidad por el LDLR reducida, acumuldndose en el plasma (45).
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En el ano 1999, se identificd un tercer locus causante de hipercolesterolemia autosémica
dominante en la regiéon cromosémica 1p34.1-p32 en diversas familias de Francia y
Espana. El gen en este locus responsable de la hipercolesterolemia es el que codifica la
proproteina convertasa subtilisina/kexina de tipo 9, PCSK9, involucrada en la regulacién
post-transcripcional de los LDLR. PCSK9 es producida mayoritariamente en el higado y se
une al LDLR en la superficie del hepatocito (45).

La proteina PCSK9 se une al LDLRy favorece la degradacién lisosomal de este por lo que
habria una menor cantidad de LDLR afectandose el aclaramiento plasmatico de las
particulas de LDL. Las mutaciones con ganancia de funcién generan una elevacion del
cLDL y sujetos con mutaciones con pérdida de funcién tienen niveles bajos de cLDLy
reduccion del riesgo coronario (54). Mutaciones en esta proteina con ganancia de
funcion causan alrededor del 5% de los fenotipos de hipercolesterolemias familiares
aunque en otras publicaciones reportan menos del 1% (42). Se han descrito mas de 20
mutaciones en PCSK9 (46,48) y se conoce como hipercolesterolemia familiar 3 (HF3).

El Fenotipo lipidico de esta forma de hipercolesterolemia es muy parecido a la HF clasica
y al defecto familiar de apoB. El diagnéstico definitivo solamente lo proporciona el
estudio genético.

Dadas las semejanzas clinicas y de manejo terapéutico entre estos tres tipos de
hipercolesterolemias: HF, defecto familiar de apoB y FH3, muchos autores suelen
englobarlas bajo el término de HF (45).

Las mutaciones del gen de la apolipoproteina B100, causante del defecto familiar de
apoB, y de la proteina PCSK9 pueden ser detectadas utilizando microarrays (55).

Las Formas autosémicas recesivas de hipercolesterolemia familiar (hipercolesterolemias

autosémicas recesivas, HAR) son raras y clinicamente se asemejan a la
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hipercolesterolemia familiar homocigota, entre ellas tenemos las mutaciones en el gen
de la proteina 1 adaptadora del receptor de LDL (LDLRAP1), dicha proteina favorece la
internalizacién del complejo LDL-LDLR dentro de las células hepaticas (56). Esta proteina
interacciona con la cola citopldsmica del LDLR, fosfolipidos, y dos componentes de la
maquinaria endocitica de clatrina, para promover la agrupacién de los receptoresy la
internalizacién de las particulas LDL. El fenotipo clinico de la HAR es mas benigno que el
de los homocigotos HF, siendo el riesgo de enfermedad coronaria 9 veces menor (45).

La sitosterolemia es otra patologia en la cual se produce aumento de los niveles
plasmaticos de cLDL, xantomas tendinosos, desarrollo precoz de enfermedad coronariay
elevacion plasmatica de los esteroles vegetales (48). Se debe a mutaciones en los genes
de dos proteinas transportadoras de los esteroles a nivel intestinal, ABCG5 y ABCGS. El
defecto genético es autosémico recesivo en ambos casos (48,57).

La concentracion plasmatica de esteroles vegetales y colestanol es alrededor del 0,5%
del colesterol total en sujetos normales y se debe a diferencias en la absorcién intestinal
de esteroles, la cual es mediada por varios transportadores localizados en el borde de la
membrana intestinal: NPC1L1 permite la captacion de esteroles y ABCG5 y ABCGS8
devuelven los esteroles a la luz intestinal. El colesterol es fundamentalmente
incorporado a los quilomicrones y poca cantidad es eliminada a través de
ABCG5/ABCGGS. Estos Ultimos receptores también estan localizados en la membrana
canalicular del hepatocito e intervienen en el eflujo del colesterol y otros esteroles a la
bilis (58).

La deficiencia de la enzima lipasa acida lisosomal_produce la enfermedad conocida como
Enfermedad por Depésitos de Esteres de Colesterol (CESD en inglés) es una enfermedad

no frecuente, en torno a un caso por 40.000 habitantes, posiblemente
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infradiagnosticada, y que produce una acumulacion de ésteres de colesterol en
diferentes 6rganos del cuerpo, especialmente en higado. Clinicamente se presenta como
una hiperlipemia mixta en una paciente joven, sin historia familiar de hiperlipemia, con
hepato-espelenomegalia y con elevaciéon de enzimas hepdticas. La ecografia suele
mostrar esteatosis hepdtica, pero el diagnéstico suele sospecharse al encontrar una
esteatosis microvesicular en la biopsia hepética. El diagnéstico definitivo se realiza
midiendo la actividad de lipasa acida lisosomal que se encuentra baja, o bien en
presencia de mutaciones funcionales en el gen que codifica esta enzima, LIPA (45). La
evolucién de estos enfermos es hacia la enfermedad hepatica crénica, cirrosis hepatica, y
mayor incidencia de enfermedad ateromatosa (45).

En la deficiencia de colesterol-7-alfa-hidroxilasa se ha descrito que las mutaciones en el
gen CYP7A1, que codifica la enzima colesterol-7-alfa-hidroxilasa, se asocian con
hipercolesterolemia tanto en heterocigosidad como en homocigosidad, por lo que se
considera una enfermedad autonémica codominante. La enzima colesterol-7-alfa-
hidroxilasa, es la que controla la tasa de conversion del colesterol en acidos biliares. La
deficiencia de CYP7A1 causaria una disminucién en la produccion de acidos biliares y una
acumulacién de colesterol en el higado, produciendo una disminucién de la expresién de
los LDLR, y por tanto, un aumento de la concentracién de cLDL plasmatico. En estos
pacientes, como el contenido hepéatico de colesterol estd aumentado, las estatinas no
tienen el efecto esperado de inducir la expresién de LDLR (45).

La hiperlipemia familiar combinada (HFC), es la forma mds frecuente de hiperlipemia
familiar con una prevalencia calculada del 1 al 5% en poblacién general y hasta en el 20%
de los sujetos con enfermedad coronaria prematura. Se presenta como una hiperlipemia

mixta de patrén familiar, no necesariamente dominante y con importantes variaciones en
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el perfil lipidico, especialmente en los triglicéridos, a lo largo de la vida. Estas variaciones
muchas veces estan en relacién con modificaciones en el consumo de alcohol, en
cambios dietéticos o en la presencia de otras enfermedades concomitantes. Los factores
genéticos también modifican el fenotipo de esta enfermedad (45). Se ha demostrado
que los sujetos portadores del alelo -514T en el gen de la lipasa hapatica tienen
concentraciones mas elevadas de cHDL en poblacién normolipémica sin embargo en
sujetos con HFC este alelo no influye sobre los niveles lipidicos y ademas modifica la
respuesta terapéutica a estatinas y fibratos (59).

La HFC estd muy ligada con la obesidad y la resistencia a la insulina por lo que los
antecedentes personales o familiares de diabetes, hipertensién arterial, y
concentraciones de cHDL bajas son muy comunes (45,60).

No existe una prueba diagnéstica definitiva en la HFC, pero la presencia de hiperlipemia
mixta, presentacién familiar, ausencia de xantomas y apolipoproteina (apo) B superior a
120 mg/dL son los criterios habitualmente utilizados en su diagnéstico (45,60).

La disbetalipoproteinemia familiar (DF), en sus formas mas habituales se trata de una
hiperlipemia mixta grave (hipeliporpoteinemia tipo Il de la clasificacién de Fredrickson),
sin historia fFamiliar de hiperlipemia y que no se manifiesta hasta la edad adulta a
menudo asociada con otros trastornos como diabetes, hipertension arterial,
hipotiroidismo o sobrepeso (45,61). Algunos de estos sujetos presentan xantomas
cutdneos eruptivos o planos en las palmas de las manos. La DF tiene una alta incidencia
de enfermedad cardiovascular, tanto coronaria como en otras localizaciones a partir de
la quinta década de la vida. Las concentraciones de apo B no suelen estar elevadas 'y
puede servir de diagnéstico diferencial con la HFC (45).

Con la sospecha clinica de DF es conveniente la cuantificacién de lipidos en
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quilomicrones, VLDL e IDL separados por ultracentrifugacién, el calculo del cociente
cVLDL/TG totales (=0.3 mg/dL en la DF) y la determinacién del genotipo de apo E. La
causa genética de la DF es un defecto en el gen de apo E, que da lugara una apo E
defectuosa que no se une correctamente al LDLRy a la proteina relacionada con el
receptor LDL (LRP) y se produce una acumulacién de VLDL e IDL en el plasma. Existen
tres isoformas de apoE principales en la poblacién: apoE2, apoE3 y apoE4. Los sujetos
con DF presentan frecuentemente el genotipo E2/E2. Ademas de estas isoformas de apo
E frecuentes, existen otras variantes raras de apo E que también se asocian con DF, ya
que dan lugar a apolipoproteinas E defectuosas. Entre estas variantes raras, una de ellas,
la apoE Arg136Ser, es relativamente frecuente en poblacién espanola con
hiperlipoproteinemia tipo Ill. Por ello, para realizar el diagnéstico genético de esta
hiperlipemia, es recomendable utilizar técnicas de biologia molecular que detecten ésta
y otras variantes raras, y no las que detectan Unicamente los cambios que dan lugar a las
isoformas frecuentes E2, E3 y E4 (cambios en los aminodcidos 112 y 158) (45).
Finalmente queremos hacer referencia a la Lp(a). Esta liporoteina fue descrita
inicialmente por Berg en 1963, estd compuesta por una particula de LDLy una
liproporteina (a) unida covalentemente a la apoB por, al menos dos puentes disulfuro. La
Lp(a) plasmatica muestra niveles muy variables dentro de una misma poblacién y entre
poblaciones. El mayor determinante de la cantidad plasmatica de Lp(a) es su tasa de
formacién mas que su catabolismo. Adicionalmente, el tamano de las diferentes
isoformas de Lp(a) estd inversamente relacionado con la concentracién plasmatica de
esta lipoproteina debido a un incremento del tiempo de retencién de las isoformas de
apo (a) mas grandes en el reticulo endoplasmatico, lo cual favorece su degradacién

interna dentro del hepatocito. La Lp(a) se hereda con un patrén autosémico dominante
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por un Unico gen dominante, por tanto un simple gen determina de forma significativa
los niveles de Lp(a). Se ha demostrado que diversas formas de hipercolesterolemias
autosémicas dominates son debidas a hiperLp(a) y la presencia de este trastorno no estd
claramente ligado al inicio precoz de enfermedad coronaria (62).

A pesar de todo los anteriormente descrito, entre un 30-50% de los sujetos con fenotipo
de hipercolesterolemia familiar no tienen mutaciones en el LDLR, por tanto, no es
correcto suponer que ante un fenotipo determinado corresponde con el genotipo
esperado. La tabla 2y 3 (ver antes) y en la figura 11 se muestran los diferentes genotipos

conocidos causantes de los fenotipos de hipercolesterolemia familiar (48).

La apolipoproteina B ackia
como ligando de las LDL
uniéndose al receptorde LDL

PCSK9 causa la
degradacion del
receptorde LDL

Espacio
extracelular

celula
hepatica

Elreceptor de LDL se une
ala apolipoproteina B de
la particula de LDL

LDLRAP1 (ARH) media el posicionamiento
de las LDL en el pocille de internalizacién

Figura 11. Principales causas moleculares de hipercolesterolemia familiar. Tomado de
(42).

Arteriosclerosis y ecografia carotidea
La arteriosclerosis es un fendmeno que tiene lugar en el espacio subendotelial (intima)
de las arterias de mediano tamano en zonas en las cuales hay alteraciones del flujo

sanguineo (figura 12) y se desencadena por la disfunciéon endotelial y retencién de
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lipoproteinas. Con el tiempo este proceso genera inflamacién, destruccién intimal,
trombosis arterial e isquemia tisular. Durante todo este proceso intervienen varios
actores celulares, como las células endoteliales, sistema monocito-macréfago, células

musculares lisas y los fibroblastos de la adventicia (63).

Zona susceptible
ala aterosclerosis

Zonaresistente
ala aterosclerosis

Zona sin disFuncion
endokelial
Ateroproteccion

Zona con disFunciénD*

endotelialy liberacién
de sustancias
proaterogénicas

Bifurcacion carotidea humana

Figura 12. Esquema del desarrollo de arteriosclerosis en la bifurcacién carotidea
humana. . Tomado de (63).

Se ha postulado una patogenia autoinmune en la arteriosclerosis, el complejo LDL
oxidada/B2-glicoproteina | es inflamatoria (inmunidad innata) e inmunogénico
(inmunidad adaptativa) y puede ser el link desde el proceso inflamatorio crénico propio
de la arteriosclerosis y la respuesta de autoAc que se puede encontrar en los estadios
finales de la ateroslcerosis y cuando estos autoAc estan presentes en sujetos con LES o
AR tienen un desarrollo de arteriosclerosis mas importante que aquellos sujetos sin los

autoAc, de modo, que es cuestion de debate si la arteriosclerosis es un proceso
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inflamatorio crénico: autoinmune, autoinflamatorio o ambos (64).

La ecografia carotidea de alta resolucion permite la valoracién de la arteriosclerosis
carotidea a través de la medicion del grosor intima-media (GIM) carotideo que se
correlaciona estrechamente con los factores de riesgo cardiovasculares y, a pesar, de que
se viene utilizando desde finales de la década de los anos 80' (65), aln es una medida Gtil
para la valoracion de la arteriosclerosis a este nivel (66). Incrementos en el grosor del
GIM se asocia con incrementos del riesgo de infarto cardiaco y cerebral en adultos
(67,68).

La medicion del GIM carotideo se basa en que la arteriosclerosis es una enfermedad
difusa del arbol arterial y que la carétida extracraneal, especialmente carétida cominy
carétida interna, es un territorio accesible y representativo de las arterias donde asienta
la arteriosclerosis (69).

El concepto de la mediciéon del GIM es que el engrosamiento de la pared de la carétida se
corresponde con una fase precoz de la arteriosclerosis y por ello puede ser utilizado para
ver la carga de arteriosclerosis de un individuo. El aumento del GIM puede ser debido a
un engrosamiento de la intima, de la media o de ambas. En una arteria de mediano
calibre normal el tamano de la media es mayor que el de la capa intima, por lo que en el
GIM representa preferentemente la capa media, muy especialmente si la arteria es
muscular como las arterias femorales. Sin embargo, en las fases precoces de la
arteriosclerosis se produce preferentemente un engrosamiento subintimal y la
afectacion macroscopica de la media es mas posterior. Las carétidas son arterias
eldsticas o de conduccién, como la aorta o subclavias, cuya pared es relativamente
delgada en proporcién con su didmetro y su capa media contiene sobretodo fibras

eldsticas y menor proporciéon musculo liso, en contraste con las arterias musculares o de
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distribucién, como branquial, radial, o femorales cuya capa media contiene muchas mas
fibras de musculo liso que elastico y tienen mayor capacidad de vasodilataciony
vasoconstriccion, para ajustar el volumen de sangre a las necesidades de la estructura
que irrigan. Por este motivo, al ser las carétidas unas arterias elasticas con escasas fibras
musculares, el GIM carotideo expresa predominantemente el engrosamiento subintimal
(69).

El espacio subintimal, componente importante en el GIM carotideo, tiende a aumentar
con la edad, especialmente en las zonas de mayor estrés hemodinamico como la
bifurcaciones. Este engrosamiento se debe preferentemente a un aumento de tejido
conectivo no ateroscleroso y explica que el GIM aumente con la edad aln en ausencia de
factores de riesgo cardiovasculares o de lesiones de arteriosclerosis en otros territorios
vasculares. Por este motivo la medicién del GIM debe ajustarse por edad y,
probablemente, por cifras de presion arterial cuando sea utilizado como sustituto de
arteriosclerosis. Sin embargo, cuando el GIM se encuentra por encima de ciertos limites,
posiblemente por encima de 1 mm, entonces lo mas probable es que esté reflejando
cambios debidos a la arteriosclerosis. Como podemos comprobar, el GIM carotideo no es
un factor de riesgo en si mismo, mas bien nos informa de la repercusién vascular del
conjunto de los factores de riesgo (conocidos y desconocidos) en un determinado
individuo, lo que supone una informacién complementaria de gran valor clinico. Ademas,
la medicion ecografica del GIM nos informa de la arteriosclerosis vascular en todas sus
fases desde el engrosamiento focal subintimal a las diferentes fases de la
arteriosclerosis incluidas las placas avanzadas. Incluso es capaz de identificar la
composicién de las placas debido a la diferente ecogenicidad del material lipidico,

fibrético o contenido en calcio de las lesiones. Esto supone una gran ventaja con
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respecto a otras técnicas como el doppler, la ergometria o la angiografia que son utiles
en fases avanzadas de la arteriosclerosis, ya que habitualmente son positivas cuando
existe un compromiso en flujo arterial con estenosis superiores al 50% (69).

La medicion del GIM tiene diversas ventajas para la valoracién de la arteriosclerosis
carotidea, en primer lugar se puede realizar sin efectos adversos para el sujeto, es de
relativamente bajo coste, ofrece mejor visualizacion de la pared arterial que otras
técnicas de imagen y las imagenes obtenidas tienen buena correlacién con las
exploraciones microscépicas de las arterias (66). La edad y la tension arterial son lo
mayores determinantes del GIM en la poblacién general, lo cual es consistente con el
hecho de que la arteriosclerosis progresa con la edad y la hipertensién arterial (66).
Otros factores proaterogénicos como el colesterol total, el cLDL, la insulinorresistencia,
la hiperglucemia en ayunas se correlacionan con el incremento del GIM (66). Aunque los
estudio difieren en el punto de corte del GIM para considerar alto riesgo cardiovascular,
el riesgo absoluto anual de enfermedad cardiovascular varia desde el 1,6-2,3% con el
incremento del GIM. Ademas se ha demostrado un incremento de la incidencia de
enfermedad cardiovascular en la poblacién general con incrementos del GIM y la
presencia de placas de ateroma (66). No obstante, su utilidad clinica anadiendo poder
predictivo mas alla de los factores de riesgo tradicionales identificados por el
Framingham Risk Score es cuestionable por lo que su uso en poblacién general como
método de screening de enfermedad cardiovascular no se recomienda debido a que el
valor anadido es muy pequeno (67).

No existe un protocolo universalmente aceptado para la medicion del GIM carotideo, lo
que dificulta enormemente la comparaciéon de resultados entre estudios. Por ello es

imprescindible, con independencia del protocolo utilizado, la consistencia'y

65



INTRODUCCION

reproducibilidad dentro de cada centro y estudio. Las mediciones pueden realizarse en
diferentes zonas carotideas y tanto en la pared proximal como distal; pueden expresarse
como valores medios de GIM o como valores maximos que a su vez pueden incluir o no la
medicién de placas. Por tanto, a la hora de valorar un GIM carotideo es importante
conocer el protocolo para poder hacer una interpretacion correcta de los resultados (69).
Muchos estudios se han limitado al GIM de carétida comun, debido a que es sencillo,
rdpidoy es el segmento carotideo mas consistentemente reproducible y su mediciéon
puede hacerse de forma automatizada. Ademas, como hemos senalado anteriormente,
esta determinacién puede obtenerse en casi la totalidad de los sujetos. Sin embargo,
limitar la exploracién a la carétida comun tiene inconvenientes, en ocasiones
importantes ya que: a) las placas de ateroma aparecen mas frecuentemente en el bulbo
carotideo y carétida interna que en carétida comudn, donde son raras; b) los factores de
riesgo clasicos y el riesgo coronario se relacionan mejor con las lesiones de carétida
interna que con las de carétida comun, y c) los estudios de intervenciéon que han utilizado
el GIM carotideo como pardmetro de valoracion principal dieron resultados positivos
cuando midieron carétida interna, pero hubiesen sido negativos si se hubiesen limitado a
la carétida comuan. Por este motivo la medicion de bulbo carotideo y carétida interna es
conveniente aunque sea mas dificil de visualizar, tenga mayor variabilidad y no sea
posible en un porcentaje alto de sujetos (69).

El protocolo mas frecuentemente utilizado en la actualidad incluye la medicién en modo
B del GIM en tres segmentos carotideos en ambos lados coincidiendo con el complejo
QRS del registro electrocardiografico simultaneo (Figura 13). Dichos segmentos se
corresponden con el centimetro distal de carétida comun antes de la dilatacion

carotidea, el bulbo completo y un centimetro de carétida interna desde la bifurcacién
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(69). Aunque en algunos estudios se ha estudiado el GIM en las paredes proximal y distal,
las mediciones de la pared proximal debido a condicionantes técnicos son menos fiables
que las mediciones de la pared posterior. La medicién de la pared anterior tiende a
minusvalorar el grosor histolégico real de la carétida comin en torno a un 20%, cosa que
no ocurre con la pared posterior con la que existe muy buena correlacién entre los datos
ecograficos e histoldgicos (69). Por este motivo, las mediciones de la pared posterior son
las que se consideran mas adecuadas en la mayor parte de estudios en la actualidad. Las
mediciones incluyen la medida del GIM maxima en cada uno de los 6 segmentos, la media
de las GIM maximas, las medias de GIM en cada segmento que se obtienen bien de forma
automatica o de la medicién en 3 o 4 puntos equidistantes en todos los segmentos,
obteniéndose el GIM medio de cada segmento y el GIM medio del sujeto, en la figura 13
se muestra un esquema de los segmentos carotideos estudiados en el examen
ecografico. La posibilidad de realizar varias mediciones independientes aumenta la
consistencia del método (69). No todos los estudios han utilizado las mismas mediciones
y aunque existe buena correlacion entre ellas, el GIM maximo parece ser la mediciéon con
mayor poder predictivo cardiovascular. Junto a la medicion del GIM, la exploracién
permite la identificacion de placas. Se han utilizado varios criterios en la definicion de
placas: a) engrosamientos de la pared superiores al 50% de los segmentos adyacentes; b)
engrosamientos focales = 1,2 mm 10; c) engrosamientos focales con protrusiéon > 1 mm
en la luz carotidea; y 4) en muchos casos le definicion de placa se ha basado en la
presencia de engrosamientos focales que protruyen en la luz a juicio del investigador sin

mediciones concretas en su definicién (69).

67



INTRODUCCION

Cardtida interna

Bulbo carotideo

Cardtida comin

Pared proximal

"

_——— <—intima

+— 1cm —

Pared distal Adventicia

Figura 13. Esquema de los segmentos carotideos estudiados en el examen ecogréfico.

Tomado de (69)
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Hipotesis de trabajo
Nuestro grupo de investigacién recientemente publicé un caso de CBP en una mujer de
43 anos con niveles de colesterol total que ascendian a 1369 mg/dL y sin antecedentes
de hipercolesterolemia. A pesar del tratamiento durante 3 meses con colestiraminay
acido ursodeoxicolico no se obtuvo mejoria de las cifras de colesterol total. Se
encontraron niveles muy altos de esteroles no colesterol (fitosteroles, precursores del
colesterol y precursores de AB), dicho incremento de esteroles se debia especialmente a
a colestanol y esteroles vegetales en cifras 10-30 veces superiores que en controles
sanos, incluso después del tratamiento con ezetimiba. La relacion
desmosterol/colestanol y desmosterol/sitosterol, que son buenos medidores indirectos
de la relacién sintesis hepdtica/absorcién intestinal de esteroles, estaba muy disminuida
y la secuenciacion de los genes de ABCG5/ABCGS8 no demostré ninguna mutacién
funcional (58).
Las cifras de colesterol total en sujetos con CBP es casi independiente de los niveles de
bilirrubina, lo cual indica que el ataque autoinmune contra el epitelio biliar induce
defectos especificos en la excrecion biliar y no sélo la simple destruccién de los
conductos biliares en la triada portal. (58).
En el caso anteriormente descrito, no pudo demostrarse un defecto en la absorciéon
intestinal de esteroles al no encontrar mutaciones funcionales en las proteinas
transportadoras de esteroles a pesar del aumento plasmatico de esteroles no colesterol,
lo que hace suponer que en este caso con CBP se produjo una reduccién significativa de
la excrecién biliar de esteroles probablemente por bloqueo en los transportadores
ABCG5/ABCGS en los conductos biliares por un mecanismo inmunolégico no conocido

(58).
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Por todo lo anterior, consideramos que en un porcentaje de sujetos con fenotipo de
hipercolesterolemia primaria, dicha hipercolesterolemia se produce por alteraciones de

origen inmune en a eliminacién biliar del colesterol.
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Objetivos

1. Determinar la prevalencia de los anticuerpos antinucleares, antimitocondriales y
antimusculo liso en sujetos con fenotipo de hipercoleterolemia primaria sin
mutaciones en el gen del receptor de LDL, en el gen de la apolipoproteina B, el
gen PCSK9y en el gen de la apoliporpoteina E.

2. Determinar los niveles de pANCA en sujetos con fenotipo de hipercoleterolemia
primaria sin mutaciones en el gen del receptor de LDL, en el gen de la
apolipoproteina B, el gen PCSK9 y en el gen de la apoliporpoteina E y compararlos
con el grupo control.

3. Comparar la proporcién de autoanticuerpos en un grupo de sujetos con fenotipo
hipercolesterolemia primaria sin mutaciones en el gen del receptor de LDL, en el
gen de la apolipoproteina B, el gen PCSK9 y en el gen de la apoliporpoteina Ey en
el grupo control.

4. Describir el fenotipo lipidico de los sujetos con autoinmunidad subclinica (sin
enfermedad autoinmune).

5. Estudiar marcadores de inflamacién subclinica medida por proteina C reactiva en
sujetos con hiperlipemias primarias, en el contexto de autoinmunidad.

6. Estudiar la asociacién entre autoanticuerpos y marcadores de inflamaciény

arteriosclerosis subclinica por ecografia carotidea.
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Materiales y método
Seleccion de la muestra
Se estudiaron dos grupos de sujetos, todos del sexo femenino:
Grupo 1: sujetos con hipercolesterolemia primaria, grupo casos, sin mutaciones en el gen
del LDL, de la apoB, PCSK9 y apoE.
Grupo 2: sujetos de poblacién general, considerado grupo control.
En ambos grupos se determinaron varios autoAc relacionados con patologias
autoinmunes de la via biliar (ANA, AMA, ASMA, pANCA), ademads se realizaron ecografias
carotideas para la medicion del GIM y estudios analiticos(ver mas adelante).

Para el calculo del tamano de la muestra se utilizé la siguiente férmula, siendo nigual a:

2

(Za¢2p(1—p)+2ﬁJpl(l—p1)+p2(1—P2))
P1-P2

Obteniéndose una n de 164 sujetos en cada grupo, donde:

n es el nUmero de sujetos necesarios en cada uno de los grupos.

Za es el valor z correspondiente al riesgo ay es 1,960.

ZB es el valor z correspondiente al riesgo By es 1,645.

P1 es el valor de la proporcion en el grupo de referencia o control, 1% de AMA positivos
en poblacién general, escogiendo este autoAc como base para el calculo del tamano de
la muestra por ser el mas infrecuente en la poblacion general de todos los que se
determinaron.

P2 es el valor de la proporcion en el grupo de estudio, 10%.

P es la media de las dos proporciones P1y P2:

P1+P2
P
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Criterios de inclusién (Grupo 1)

* Mujeres
» Hipercolesterolemias primarias sin mutaciones causales en el gen del LDLR, en el

gen de la apolipoproteina B, el gen PCSK9 y en el gen de la apolipoproteina E.

e ¢LDL =190 mg/dL

Criterios de exclusién (Grupo 1)
» Casos con mutaciones en el gen del LDLR, en el gen de la apolipoproteina B, el
gen PCSK9 o en el gen de la apoliporpoteina E.

» Casos con familiares de primer grado con mutaciones en el gen del LDLR.
* Presencia de xantomas.

» (Casos con obesidad (indice de masa corporal =30), diabetes mellitus, sindrome
nefrético, tiroiditis o alteraciones en la hormona estimulante del tiroides (TSH),
colestasis manifiesta, bilirrubina directa >2 veces el valor de referencia del
laboratorio, aclaramiento de creatinina <30.

» Triglicéridos 2400 mg/dL.

Criterios de inclusion (Grupo 2)

* Mujeres de poblacién general

Estudios analiticos

Los andlisis de laboratorio se realizaron en la Unidad de Lipidos del Hospital Universitario
Miguel Servet de acuerdo con los métodos estandarizados. Se extrajo una muestra de
sangre tras, al menos, 10h de ayunas, sin tratamiento hipolipemiante en las Gltimas 5
semanas, y se determinaron las concentraciones de: colesterol total, cHDL, TG, apo A-l,
apo B, Lp(a), HbA1c, glucosa, alanina aminotransferasa (ALT), aspartato transaminasa
(AST), acido Urico, creatinina, GGT, fosfatasa alcalina, proteina C reactiva (PCR),
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bilirrubina total y TSH. El cLDL se calculé utilizando la fFérmula de Friedewald (70).
Determinacion de mutaciones en el gen del receptor de LDL, en el gen de la
apolipoproteina B, el gen PCSK9y en el gen de la apoliporpoteina E.
Las mutaciones en el gen del LDLR, en el gen de la apoB y en el gen de PCSKO9 se realizé
utilizando un microarray de ADN siguiendo la metodologia ya descrita (51,56). Para la
determinacion del genotipo de apolipoproteina E se secuenciaron 4 exones y sus zonas
intrénicas adyacentes. Los exones 1y 2 se amplificaron independientemente con
cebadores que se solapaban con el objetivo de secuenciarlos como un Gnico exon. El
exon 3 se amplificé y secuencié como un Unico fragmento y el exon 4 se secuencié en
dos fragmentos superpuestos. Los productos del PCR (reaccién en cadena de la
polimera) se secuenciaron usando un equipo de secuenciacién MegaBACE™ Dye
Terminator system (GEHealthcare) (71).
Determinacion de los autoanticuerpos (autoAc) y el significado de su titulacion
La determinacion de los autoAc se realizé en el laboratorio de Inmunologia del Hospital
Clinico Universitario Lozano Blesa. Todos los autoAc se determinaron por la técnica de
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), que consiste en deteccién de un antigeno
(en este caso autoAc) por la unién a un anticuerpo enlazado a una enzima capaz de
generar un producto detectable una vez que se establece dicha unién, por ejemplo,
fluorescencia. En el caso de los pANCA su determinacién se realiza por métodos
enzimaticos, a diferencia del resto de los autoAc detectados, por lo que su metodologia
se describe en detalle mas adelante.
Para la determinacion de ANA, AMA y ASMA se siguié el siguiente procedimiento:

1. Diluir el suero problema a 1/40.

a) Anadir 10 pL de suero problema a 90 pL de PBS (Phosphate Buffered Saline)
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(dilucion 1/10).

b) De la dilucién anterior(1/10) pasar 50 pL a un tubo con 50 pL de PBS
(Phosphate Buffered Saline) (dilucion 1/20).

c) De la dilucion anterior (1/20) pasar 50 pL a un tubo con 50 pyL de PBS
(Phosphate Buffered Saline) (dilucion 1/40).

d) Y asisucesivamente hasta llegar a la dilucion de partida segun el autoAc a
detectar: en caso de ANA la dilucién de partida fue 1/80, para AMA la dilucién
de partida fue 1/80y para ASMA de 1/40.

2. Sobre un portaobjeto conteniendo células Hep-2 (Human Epidermoid carcinoma
strain 2), para detectar los ANA y AMA y distribuido por Comercial RAFERS.L. o
conteniendo un corte de tejido de estémago de rata para detectar los ASMA en el
musculo liso y distribuido por Comercial RAFER S.L., anadir 20 pL de la diluciéon del
suero problema.

3. Incubar 30 minutos.

4. Lavar con solucién salina.

5. Anadir antilgM humana marcada con fluoresceina (distribuido por INNOVA
PRODELAB).

6. Incubar 30 minutos.

7. Lavar con solucién salina.

8. Poner un “mounting fluid’ y un cubreobjeto.

9. Observar al microscopio de fluorescencia con objetivo de 1:40.

e Anticuerpos antinucleares (ANA)

La presencia de ANA positivo en la poblacién general tiene diferente prevalencia,

dependiendo de la dilucién: diluciones de 1/40 pueden estar presentes en alrededor del
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30% de la poblacién y diluciones de 1/160 hasta en el 5% de la poblacién general. Cada
laboratorio debe definir su dilucion inicial para la deteccién del ANA y deberia
considerarse clinicamente relevante aquella dilucién que produce un resultado positivo
en alrededor del 5% de la poblacién general (42). En nuestro laboratorio se consideraron

positivas las diluciones de 1/80.
« Anticuerpos antimitocondriales (AMA)

Los AMA son detectados en mas del 90% de los sujetos con cirrosis biliar primaria, su
prevalencia en la poblacién general va desde el 0,16-1%, alcanza el 8% en casos
infectados por el virus de la hepatitis C (11,72). No obstante, otros textos sugieren que la

frecuencia de este autoAc en poblacién general es de alrededor del 2% (73).
* Anticuerpos antimusculo liso (ASMA)

Pueden encontrarse con titulos bajos en personas sanas en hasta un 5% de sujetos (31).

» Anticuerpos anticitoplasma de neutréfilos (DANCA

Puede encontrarse en el 4% de individuos sanos (31).

Determinacion de pANCA

Quanta Lite® MPO SC ELISA fue el proveedor para la determinacion de los autoAc pANCA.
Procedimiento para la determinacién de los pANCA

Los micropocillos estdn pre-impregnadas con antigeno MPO. Los calibradores, controles
y muestras de paciente diluidas son aplicados a los pocillos y los autoanticuerpos
reconociendo el antigeno (mieloperoxidasa) MPO se fijan en la primera incubacién. Tras
el lavado de los pocillos para eliminar todas las proteinas no fijadas, se anade IgG
purificada de suero de cabra anti-humano marcada con peroxidasa. El conjugado se fija al
autoAc humano capturado y el exceso de conjugado no fijado se elimina mediante un

segundo lavado. El conjugado fijado se visualiza con tetrametilobenzidina 3, 3', 5,

79



MATERIALES Y METODO

5'(TMB) dando un color azul. La intensidad es proporcional a la concentracién de

autoanticuerpos en la muestra. Para detener la reaccién se anade a cada pocillo acido

sulfdrico. Esto produce un color amarillo a punto final, legible a 450nm.

Reactivos

1.

Placa microperforada de poliestireno para ELISA con antigeno MPO (12-1 x 8
pocillos), envasada en su soporte en una bolsa de aluminio con desecante.
Control negativo ELISA, 1 frasco de tampdn conteniendo conservante y suero
humano ausente de anticuerpos humanos a MPO, prediluido, 1,2 ml.

Control ELISA MPO SC Calibrador A, 1 frasco de tampdn conteniendo conservante
y suero humano con anticuerpos MPOQ, prediluido, 1,2 ml.

Control ELISA MPO SC Calibrador B, 1 frasco de tampon conteniendo conservante
y suero humano con anticuerpos MPOQ, prediluido, 1,2 ml.

Control ELISA MPO SC Calibrador C, 1 frasco de tampoén conteniendo conservante
y suero humano con anticuerpos MPOQ, prediluido, 1,2 ml.

Control ELISA MPO SC Calibrador D, 1 frasco de tampdn conteniendo conservante
y suero humano con anticuerpos MPOQ, prediluido, 1,2 ml.

Control ELISA MPO SC Calibrador E, 1 frasco de tampén conteniendo conservante
y suero humano con anticuerpos MPOQ, prediluido, 1,2 ml.

Control ELISA MPO SC positivo débil, 1 frasco de tampdn conteniendo
conservante y suero humano con anticuerpos MPO, prediluido, 1,2 ml.

Diluyente de Muestra Tipo lll, 2 frascos color amarillo conteniendo tampén Tween

20y conservante, 50 ml.

10.Solucién de Lavado Concentrada HRP, 1 frasco de concentrado 40x color rojo

conteniendo tampén con Tris y Tween 20, 25ml. Mas abajo ver las instrucciones
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de dilucién.
11.Conjugado HRP MPO SC lgG, humana 1 frasco-color azul conteniendo tampén,
estabilizante de proteinay conservante, 10 ml.
12.Cromogeno TMB, 1 frasco conteniendo estabilizantes, 10 ml.
13.Solucion de Parada HRP, Acido Sulfudrico 0,344 M, 1 frasco, incolora, 10 ml.
Recoleccion de Muestras
Las muestras de sangre provino de extracciones venosas, se dejan coagular
naturalmente, separando después el suero, que puede conservarse a 2-8°C durante un
maximo de 7 dias antes del ensayo, o para periodos mas largos, distribuir el suero en
alicuotas y conservarlo a -20°C o temperatura inferior. Se evité congelar/descongelar
repetidamente las muestras.
Las muestras de suero no deben ser inactivadas mediante calor, ya que puede producir
resultados falsos positivos.
Procedimiento
Materiales suministrados por la casa comercial

* Hojadeinstrucciones : Indica todos los detalles del ensayo.

Certificado QC: Indica la funcionalidad esperada del lote.

MPO SC Coated Wells (Pocillos impregnados con MPO SC): 12 x 8 tiras de pocillos

sensibilizados con antigeno MPO - cédigo de color verde. Cada placa estd metida
en una bolsa reutilizable conteniendo 2 desecantes.

e Type lll Sample Diluent (Diluyente de muestra Tipo Ill): 2 botellas de color amarillo

conteniendo 50mL de tampén para diluir las muestras, listo para usar.

* HRP Wash Concentrate (Solucion de Lavado Concentrada HRP): 1 botella

conteniendo 25mL de tampén de lavado concentrado 40 veces.
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*  MPO SC Calibrators (Calibradores MPO SC): 5 botellas conteniendo cada una de
ellas 1,2 mL de suero humano diluido con las siguientes concentraciones de
anticuerpos anti-MPO: 100; 33,3; 11,1; 3,7; 1,23 U/mL. Listo para usar.

e MPO SC Positive Control (Control positivo MPO SC): 1 botella conteniendo 1,2 mL
de suero humano diluido. Listo para usar. El valor esperado se indica en el
certificado QC.

» ELISA Negative Control (Control negativo ELISA): 1 botella conteniendo 1,2 mL de
suero humano diluido. Listo para usar. El valor esperado se indica en el certificado
QC.

* HRP MPO SC IgG Conjugate (Conjugado HRP MPO SQ): 1 botella de color azul
conteniendo 10 ml de anticuerpo purificado marcado con peroxidasa anti-IgG
humana. Listo para usar.

e TMB Chromogen (Cromégeno TMB): 1 botella conteniendo 10 mL de sustrato
TMB. Listo para usar.

* HRP Stop Solution (HRP Solucién de parada): 1 botella conteniendo 10 mL de acido
sulfarico 0,344M. Listo para usar.

Material necesario no incluido

» Lavador automatico de microplacas: Su uso es recomendable, aunque las placas
pueden lavarse manualmente.

* Lector de microplacas: Capaz de medir densidades 6pticas a 450nm en referencia
al aire.

* Agua destilada o desionizada: Ha de ser de la calidad mas alta disponible.
* Micropipetas calibradas: Para dispensar 1000, 100y 10 pL.

e Pipeta multicanal: Recomendada para dispensar volimenes de 100 yL de

82



MATERIALES Y METODO

conjugado, cromégeno TMB y solucién de parada.

e Tubos de vidrio/plastico: Para dilucion de la muestra.

Manera de proceder (Antes de empezar)

1. Dejar el kit a temperatura ambiente
Este kit estd pensado para ser procesado a temperatura ambiente (20-24 °C).
Sacar el kit del almacenamiento y dejarlo a temperatura ambiente unos 60 minutos. Los
pocillos no se deben sacar de la bolsa hasta que no se hayan atemperado.

2. Componentes del kit
Mezclar cuidadosamente cada componente del kit antes de utilizarlo.

3. Tampédn de lavado (Concentrado 40x)
Diluir la solucién de lavado HRP 1:40 anadiendo el contenido del envase con concentrado
a 975 ml de agua destilada o desionizada. Si no va a utilizar toda la placa, puede preparar
una cantidad menor de solucién de lavado anadiendo 2,0 ml del concentrado a 78 ml de
agua destilada para cada 16 pocillos que vayan a utilizarse. El tampén diluido es estable
1 semana a 2-8 °C. 4.

4. Dilucion de la muestra
Diluir 10 pL de cada muestra con 1000 pL de diluyente de muestras (1:101) y mezclar
bien. Nota: La muestra diluida se debe usar en las 8 horas siguientes.

5. Manipulaciéon del marcoy las tiras
Disponer el nimero necesario de pocillos en la tira. Disponerlos desde la posicion A1,
rellenando columnas de izquierda a derecha a lo ancho de la placa. Al manipular la placa,
apretar los extremos del marco para evitar que caigan los pocillos. Nota: Vuelva a colocar
inmediatamente los pocillos no utilizados en el envoltorio de aluminio con los dos

sobrecitos de desecante, cerrando firmemente para reducir al minimo la exposicion a la
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humedad. Verifique que el envoltorio de aluminio no esté roto ni perforado.
Si los pocillos se exponen a la humedad o a la contaminacién por polvo, el antigeno
puede degradarse, esto daria lugar a un ensayo con una baja precisién y resultados
potencialmente erréneos.
Procedimiento de Ensayo
Mantener la misma secuencia de dispensacién durante todo el test.
1. Adicion de la muestra
Aplicar 100 pL de cada de calibrador, control y muestra diluida (1:101) a los pocillos
correspondientes. Las muestras deben aplicarse lo mas rdpido posible para minimizar la
deriva del andlisis, y poner en marcha el cronémetro después de la adicién de la dltima
muestra. Incubar 30 minutos a temperatura ambiente.
2. Lavado

El procedimiento de lavado representa un pasaje critico y requiere particular atencion.
Una placa lavada incorrectamente puede dar resultados inexactos, con escasa precisién y
valores de fondo elevados. Una vez finalizada la incubacién, lave la placa 3 veces con
200-300 pL de tampon de lavado por pocillo. Utilice un lavador automatico o proceda
manualmente como se indica a continuacién. Después del lavado automatico, vuelque la
placa sobre papel absorbente golpeando delicadamente hasta que se seque.
Las placas pueden lavarse manualmente segln sigue:

a) Verter el contenido de placa al fregadero.

b) Sacudir los pocillos sobre papel absorbente seco.

c) Echar en cada pocillo 200-300 pL de tampén de lavado utilizando un pipeta

multicanal.

d) Con cuidado agitar la placa sobre una superficie plana.
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e) Repetir a-d, dos veces.
f) Repetirayb.

3. Adiciéon del conjugado
Pipetear 100 pL de conjugado a cada pocillo, secar la parte de arriba de los pocillos con
un panuelo de papel para eliminar salpicaduras. Para evitar contaminacién, nunca
devolver el exceso de conjugado a la botella. Incubar 30 minutos a temperatura
ambiente.

4. Lavado
Repetir punto 2.

5. Adicién del cromégeno TMB
Pipetear 100 yL de cromdégeno TMB en cada pocillo, secar la parte de arriba de los
pocillos con un panuelo de papel para eliminar salpicaduras. Para evitar contaminacion,
nunca devolver el exceso de TMB a la botella. Incubar 30 minutos a oscuras y a
temperatura ambiente.

6. Parada
Pipetear 100 pL de la solucion de parada en cada pocillo. Esto dard un cambio de color de
azul a amarillo.

7. Medicion de la densidad 6ptica
Leer la densidad 6ptica de cada pocillo a 450nm en un lector de microplacas en los
siguientes 30 minutos de la reaccion.
Control de Calidad
Se realizaron los controles de calidad recomendados por el proveedor.
Medicion del grosor intima-media

La medicion del GIM se realizé en la pared posterior de ambas arterias carétidas
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mediante ecografia en modo B con un ecégrafo Acuson Sequoia equipado con una
sonda lineal de 8 cm y una frecuencia de 8 Mhz, con la que se obtuvieron las imagenes
de seis territorios: centimetro final de carétida coman y bulbo carotideo y primer
centimetro de carétida interna en ambos lados. Un Unico investigador fue el encargado
de las lecturas, validado por el laboratorio de imagen vascular de Academic Medical
Center de Amsterdam y con un software especifico (eTRACK) (74).

Se obtuvieron varias mediciones (variables ecograficas medidas):

ACCDMXx: Medicion maxima en carétida coman derecha

ACCDMd: Medicién media en carétida comdn derecha

ACBDMx: Mediciéon maxima en bulbo carotideo derecho

ACBDMd: Medicion media en bulbo carotideo derecho

ACIDMx: Medicién maxima en carétida interna derecha

ACIDMd: Medicion media en carétida interna derecha

ACCIMx: Medicién maxima en carétida comudn izquierda

ACCIMd: Mediciéon media en carétida comudn izquierda

ACBIMx: Mediciéon maxima en bulbo carotideo izquierdo

ACBIMd: Medicién media en bulbo carotideo izquierdo

ACIIMx: Medicion maxima en cardétida interna izquierda

ACIIMd: Medicién media en carétida interna izquierda

De estas mediciones se obtuvieron las variables calculadas (variables ecograficas
calculadas):

MediaMd: Media de todas las mediciones medias, excepto la medicién en carétida
interna

MediaMdInt: Media de todas mediciones medias, incluida la carétida interna
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MediaMx: Media de todas las mediciones maximas, excepto la medicion en carétida
interna

MediaMxInt: Media de todas mediciones maximas, incluida la carétida interna
MediaBMx: Media de las mediciones maximas en bulbo carotideo

Métodos estadisticos

A cada una de las variables cuantitativas continuas se les aplicé el estadistico
Kolmogorov-Smirnov con la correccion de Lilliefors para determinar su distribucién, en
casos de N<50 se aplicé el estadistico de Shapiro-Wilk. En aquellas variables con
distribucién normal se determiné la media y desviacién estandary en aquellas con
distribucién no paramétrica se determiné la mediana y rango intercuartil.

Las diferencias entre medias y entre medianas se determinaron a través de los
estadisticos T-Students y U-Mann-Whitney, respectivamente. Las variables cualitativas se
evaluaron mediante tablas de contingencia 2x2 con la prueba de Chi?de Pearson, pero
seguin la Ny el resultado esperado por celdas se utilizé la prueba Chi>de Pearson
corregido por continuidad o la prueba exacta de Fisher.

Para el estudio de las diferencias entre medias/medianas de K muestras independientes
se utilizaron los siguientes estadisticos: ANOVA de un factor para muestras con
distribucién normal y los estadisticos test de Kruskal-Wallis, el test de medianasy el test
de Jonckheere-Terpstra para K muestras independientes con distribucién no
paramétrica. Todos estos test se utilizan para muestras independientes procedentes de
una misma poblacion. El test de Kruskal-Wallis, es una extension del test de U-Mann-
Whitney, siendo el andlogo no paramétrico del analisis de ANOVA de un factor y detecta
diferencias entre varianzas. El test de las medianas es mas general y menos potente que

el test de Kruskal-Wallis. El test de Kruskal-Wallis y el test de las medianas asumen que no

87



MATERIALES Y METODO

hay ordenamiento a priori de las muestras (ascendente o descendente), cuando hay
ordenamiento a prioriusamos el test de Jonckheere-Terpstra, por tanto en las tablas de
resultados mostramos habitualmente la p ofrecida por al utilizar el test de Jonckheere-
Terpstra. En los andlisis de ANOVA de un factor se utilizé el test de Bonferroni para el
andlisis post hoc. El andlisis post hoc en variables no paramétricas se realizé con el
estadistico U-Mann-Whitney.

Las correlaciones estudiadas se realizaron con el estadistico de Spearman para variables
no parameétricas.

Todos los procedimientos estadisticos se realizaron con el programa estadistico SPSS
para Windows versién 19 y se calcularon con un intervalo de confianza del 95%.
Financiacion

Obtenida a partir del Grupo Consolidado DGA B-80.

Direccién de facturacion: Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud. Avenida San Juan
Bosco, n°13, 50009 Zaragoza. IP: Fernando Civeira Murillo

Consentimiento informado

Las muestras utilizadas pertenecen a la coleccion de muestras de dislipemias del
Biobanco de Aragén. Los sujetos ya han firmado un consentimiento informado para la

utilizacién de las muestras biolégicas para investigacién biomédica.
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Resultados
Se estudiaron un total de 365 sujetos, todos del sexo femenino y de ellos 160 casos
controles y 205 casos con hipercolesterolemia primaria con cLDL 2190 mg/dL y sin
mutacion en el LDLR, en ambos grupos cumpliendo los criterios de inclusion y exclusiéon
mencionados en materiales y método.
La muestra estudiada de casos con hipercolesterolemia fue mayor que la prevista en el
calculo del tamano muestral, sin embargo, la muestra estudiada de casos controles
estuvo por debajo, en 4 sujetos, de lo previsto en el disefio de la investigacién en cuanto
a la determinacién de autoAcy se debié a ausencia de muestras biolégicas de los sujetos
en el Biobanco de Aragén.
Diferencias entre casos y controles
Se encontraron diferencias significativas entre los grupos con hipercolesterolemiay los
controles en todas las variables estudiadas excepto para la TSH y la creatinina (tabla 4).
En general estas diferencias en las variables cuantitativas eran esperadas teniendo en
cuenta que los controles son mujeres adultas sanas y los casos son sujetos con

hipercolesterolemia primaria.
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Tabla 4. Caracteristicas generales (variables cuantitativas) de los sujetos estudiados.

Hipercolesterolemia primaria Controles P
Variable N Media/Mediana N | Media/Mediana

Edad (aios) 205 55 (49-60) 160 37,5(26,0-54,0) |0,000
Colesterol (mg(dL) 206 304 (288-325,2) 158| 196,5(169-215) |0,000
TG (mg/dL) 206 99 (79,7-135,5) 158, 61,0(45,7-85,0) |0,000
cHDL (mg/dL) 206 64,6 (15,5) 157 60,2 (11,8) 0,002
cLDL (mg/dL) 206 214,5 (201-233) 157| 117,8(100-140) |0,000
Lp(a) (mg/dL) 203 31,1 (15-73,7) 147 16,2 (7,3-37,9) 0,000
ApoA1 (mg/dL) | 205 169 (148-195,5) 144/163,5 (143,0-182,7) 0,045
ApoB (mg/dL) | 205 150 (134-166) 143| 88,1(72,8-106) 0,000
PCR (mg/dL) 202 1,3 (0,6-2,9) 133|  1,0(0,45-2,2) 0,028
TSH 203 2,2 (1,4-3,2) 133 2,07 (1,3-2,7) 0,126
GGT 205 18 (14-25) 137| 14,0(12,0-18,5) |0,000
GPT 205 18 (15-23) 138 15,0(12,0-19,0) |0,000
Creatinina (mg/dL) 205 0,72 (0,6-0,8) 138 0,7 (0,6-0,8) 0,292
Glucosa (mg/dL) | 206 86 (81-93) 148 85 (79,5-90) 0,043
Insulina 123 5,9 (4,1-9,2) 29 3,35 (1,5-5,8) 0,001
PAS (mmHg) 203 129 (118-140) 148 112 (105-123) | 0,000
PAD (mmHg) 204 80 (73,2-86,7) 148 70 (65-80) 0,000
IMC (kg/cm?) 206 24,7 (22,2-26,9) 148 | 22,3(20,4-24,2) |0,000
Cintura (cm) 201 85 (78-91) 144 79,1 (72-87) 0,000
Ferritina (mg/dL) | 184 51,2 (28,1-78,5) 152/ 30,6 (16,7-58,8) |0,000

Media (desviacion estandar) o mediana (rango intercuartil).

Con respecto a las variables cualitativas en los casos y controles se encontraron
diferencias significativas en la presencia de tabaquismo, pero el fenotipo de apoE y la
presencia de enfermedad cardiovascular no mostraron diferencias entre casos y

controles (tabla 5).
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Tabla 5. Caracteristicas generales (variables cualitativas) de los sujetos estudiados.

Variables Hipercolesterolemia primaria | Controles| Total P
ApoE E2/E3 6 (37,5) 10 (62,5) | 16 (100) | 0,389
E2/E4 1 (100) 0 (0) 1 (100)
E3/E3 144 (55,4) 116 (44,6) 260 (100)
E3/E4 50 (61,7) 31(38,3) | 81(100)
E4/E4 4 (57,1) 3(42,9) 7 (100)
ECV Si 5(100) 0 (0) 5(100) 0,126
No 200 (55,7) 159 (44,3) | 359 (100)
Tabaquismo| Fumador 46 (64,8) 25(35,2) | 71 (100) | 0,02
Exfumador 54 (70,1) 23 (29,9) | 77 (100)
No 104 (49,3) 107 (50,7) | 211 (100)

* Utilizado el test de Pearson corregido por continuidad (para muestras mayores de 40y
resultados esperados en celdas inferiores a 5y mayores que 1). N (%)

La presencia de ANA o de autoAc relacionados mas especificamente con patologia

autoinmune de la via biliar no mostré diferencias significativas en los grupos estudiados,

los porcentajes de autoAc fueron similares en ambos grupos (tabla 6).

Tabla 6. Autoanticuerpos en casos y controles.

Hipercolesterolemia primaria Controles Total P
ANA 14 (190), 7,36% 15 (146), 10,27% | 29 (336), 8,63% | 0,389
AMA 2 (203), 0,98% 0(161),0% 2 (364), 0,54% | 0,209
ASMA 0(157), 0% 3(193),1,55% | 3(350),0,85% |0,056
PANCA 0,17 (0,05-0,37) 0,13 (0,05-0,42) | 0,16 (0,05-0,41) | 0,481

Autoanticuerpos positivos (nimero de casos), porcentaje. N de pANCA: 339 sujetos.
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Si analizamos los casos y controles (intragrupo): no hay diferencias significativas en cuanto al colesterol, TG, cHDLy cLDL y demas

variables cuantitativas, segin resultados de ANA, excepto para GPT en sujetos con hipercolesterolemia primaria pero siempre con

cifras dentro de limites considerados normales (tabla 7).

Tabla 7. Diferencias entre las variables cuantitativas en casos y controles, seguin resultado de anticuerpos antinucleares.

Hipercolesterolemia primaria Controles

ANA positivo ANA negativo P ANA positivo ANA negativo P
Edad (afnos) 54,5 (43,7-61,50), 14 55 (49,5-60), 190 0,699 | 37,5(30,7-59),14 | 37,5(26-54),146 |0,467
Colesterol (mg/dL)  296,5 (268,2-313), 14 |304,5 (288-326,2), 190 0,257 | 203,9 (31,7), 14 194,5(32,2), 144 |0,298
TG (mg/dL) 93 (83,2-109,5), 14 100 (80-137,7), 190 0,283 | 54 (43,2-81), 14 61 (46-85,7), 144 0,402
cHDL (mg/dL) 60,5 (49-73,2), 14 63 (54-74), 190 0,375 62,2 (13,2), 14 60 (11,6), 143 0,499
cLDL (mg/dL) 211 (197,5-233,3), 14| 214,58201-234),190 0,649 129,3 (25,2), 14 120,3 (27,7),143 0,247
Lp(a) (mg/dL) 23,1(10,8-88,9),14 | 31,6 (16,1-73,7), 187 0,442|15,9 (7,78-57,1), 14| 16,2 (7,3-37,3), 133 | 0,644
ApoA1 (mg/dL) 179 (143,5-195), 14 169 (148-191),189 | 0,839|164,5(143-176), 14163 (143-183), 130 0,917
ApoB (mg/dL) 151,7 (29,6), 14 150,9 (24,8),189 |0,918 90 (21,6), 14 89,8 (23,6),129 0,974
PCR (mg/dL) 1,35 (0,95-2,08), 14 1,3 (0,6-3), 189 0,952| 0,80 (0,3-1,5), 11 1(0,5-2,25),122 |0,320
GGT 17,5 (14-37,2), 14 18 (14-25), 189 0,748 13(10,2-16), 12 15812,5-19), 125 (0,317
GPT 23,5 (16,5-30,2), 14 18 (14,5-22), 189 0,044 17 (13-21,2),12 15(12-19),126 0,351

Media (desviacion estandar) o mediana (rango intercuartil), N.
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No fue posible realizar estudios estadisticos en los grupos (intragrupo) estudiados separando cada grupo segun resultados de AMA'y

ASMA, ya que s6lo hay dos casos positivos en el grupo de hipercolesterolemia primaria. En controles habian 3 sujetos con AMA'y

ASMA positivo, utilizando el test de Shapiro-Wilk se determiné su distribucién. Los resultados estadisticos son cuestionables debido al

bajo nimero de sujetos estudiados con AMA y ASMA positivos, en ningln caso obtuvimos diferencias significativas (tabla 8).

Tabla 8. Diferencias entre variables cuantitativas entre casos y controles, segun resultados de autoanticuerpos AMA y ASMA.

Hipercolesterolemia primaria Controles
AMA/ASMA positivos  AMA/ASMA negativos AMA/ASMA positivos. N=3 | AMA/ASMA negativos. p
N=157
Edad (afnos) 54 (34-58) 37 (26-54) 0,308
Colesterol (mg/dL) Solo Z‘;‘A‘jzgﬁ;is con 195,5 (32,3) 186,6 (21,2) 0,638
TG (mg/dL) 80 (63-111) 60 (45-85) 0,207
cHDL (mg/dL) 60,4 (11,8) 50 (5,2) 0,130
cLDL (mg/dL) 121,2 (27,7) 119,8 (20,3) 0,930
Lp(a) (mg/dL) 32,1 (24,1-149) 16 (7,3-37,6) 0,103
ApoA1 (mg/dL) 144 (134-166) 164 (143-183) 0,272
ApoB (mg/dL) 89,6 (23,5) 98,4 (9,7) 0,523
PCR (mg/dL) 0,5 (0,3-1,1) 1(0,48-2,25) 0,313
GGT 14 (11-15) 14,5 (12-19) 0,526
GPT 18 (15-18) 15 (12-19) 0,438

Media (desviacion estandar) o mediana (rango intercuartil).
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Diferencias entre grupos ANA positivos vs ANA negativos

Se procedi6 a la separacién de la muestra segln resultados de los ANA. No se
encontraron diferencias en las variables cuantitativas estudiadas entre los sujetos con
ANA positivo vs ANA negativos, independientemente del grupo a que pertenecen (casos
o controles) (tabla 9)

Tabla 9. Diferencias entre las variables cuantitativas, segin resultados de anticuerpos

antinucleares.

ANA positivo. N=25 | ANA negativo. N=296 | p
Edad (afos) 50 (32,2-60,7) 51 (36-59) 0,973
Colesterol (mg/dL) | 256,5(197-297,7) 277 (204-308) 0,437
TG (mg/dL) 82 (49,7-103,7) 85 (60-119) 0,131
cHDL (mg/dL) 63,5 (5,5-72,7) 61 (52-70,5) 0,889
cLDL (mg/dL) 190,1 (122-215) 195 (124-218) 0,653
Lp(a) (mg/dL) 19 (8,3-69,1) 24,1 (10,8-55,6) 0,618
ApoA1 (mg/dL) 167 (145,2-191,2) 166 (146-186) 0,955
ApoB (mg/dL) 121,5 (82,1-149) 130 (93,4-154) 0,372
PCR (mg/dL) 1,2 (0,45-1,85) 1,2 (0,5-2,7) 0,544
GGT 16 (12,7-22) 16 (13-22) 0,636
GPT 19 (14,7-27,2) 17 (13-22) 0,057

Mediana (rango intercuartil).
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Dividiendo los resultados de la determinacién de los ANA en tertiles, obtenemos que en ningln caso se encontraron diferencias

significativas entre las variables cuantitativas. (tabla 10).

Tabla 10. Diferencias entre las variables cuantitativas segun tertiles de anticuerpos antinucleares.

1* tertil de ANA. N=8 2° tertil de ANA. N=9 3¢ tertil de ANA.N=11 P
Edad (afos) 50 (34,7-55,5) 44 (29-58,5) 61 (33-69) 0,183
Colesterol (mg/dL) 256,6 (87,9) 249,1 (61,2) 257 (46,6) 0,627
TG (mg/dL) 73,8 (28,2) 70,2 (36,4) 87,5 (28,3) 0,375
cHDL (mg/dL) 56,1 (16,7) 62,7 (14) 65,1 (20,9) 0,499
cLDL (mg/dL) 182,9 (84,6) 172,1 (51,3) 173 (37,2) 0,916
Lp(a) (mg/dL) 20,2 (9,75-93,7) 19,9 (6,05-61,05) 18,2 (9,96-53,3) | 0,751
ApoA1 (mg/dL) 159 (23,1) 164 (32,8) 179,9 (43,6) 0,352
ApoB (mg/dL) 121 (49,1) 123 (49,3) 118,9 (27,7) 0,983
PCR (mg/dL) 0,9 (0,4-1,9) 0,65 (0,3-3,70) 1,45 (1,2-2) 0,220
GGT 14,5 (9,5-20) 16,5 (12,2-48,2) 16 (14-22,5) 0,294
GPT 16,5 (14,5-21,2) 23 (17-42,2) 21,5(12,7-27,7) 10,571

P: test de Jonckheere-Terpstra
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Diferencias entre grupos con AMA/ASMA positivos vs AMA/ASMA negativos

Por otro lado, agrupando sujetos estudiados segun los resultados de los autoAc
relacionados con patologia autoinmune de la via biliar (AMA y ASMA
positivos/negativos), se encontraron diferencias significativas en cuanto a los valores
plasmaticos de cHDL y apoA1, las otras variables estudiadas no mostraron diferencias
(tabla 11).

Tabla 11. Diferencias entre variables cuantitativas segun resultados de autoanticuerpos
antimitocondriales y antimusculo liso.

AMA y ASMA positivos| AMA y ASMA negativos p
N Media/Mediana N | Media/Mediana

Edad (aios) 5 54 (38,5-61) 360 51 (35,2-59) 0,702
Colesterol (mg/dL) | 5 204 (178-842) 359 276 (204-307) 0,481
TG (mg/dL) 5 111 (71,5-159) 359 84 (59-115) 0,216
cHDL (mg/dL) 5 48,4 (9,52) 358 62,9 (14,1) 0,023
cLDL (mg/dL) | 5| 133(113,2-772) |358| 195(124,5-218) 0,961
Lp(a) (mg/dL) 5 32,1(13,1-147) | 345| 23,7(10,2-55,5) 0,388
ApoA1 (mg/dL) | 5 139 (98-155) | 344 166 (146,2-186,7) 0,018
ApoB (mg/dL) 5 109 (93,1-142,5) |343 129 (93,1-154) 0,537
PCR (mg/dL) 5 1,1 (0,4-2,75) 330 1,2 (0,5-2,6) 0,750
TSH 5 1,39 (0,99-6,92) 331| 2,14(1,41-3,05) |0,581
GGT 5 14 (12-642) 337 16 (13-22) 0,498
GPT 5 18 (16,5-54) 338 17 (13-22) 0,218
Creatinina (mg/dL) | 5 0,78 (0,210) 338 0,73 (0,125) 0,357
Glucosa (mg/dL) | 5 89 (79-95,5) 349 85 (80-92) 0,695
Insulina 5 2,19 (2,4-16) 149 5,6 (3,3-8,2) 0,648
PAS (mmHg) 5| 110(104,5-147,5) | 346 122 (11-138) 0,380
PAD (mmHg) 5 70 (8,5) 347 77,2 (11,1) 0,147
IMC (Kg/m?) 5 25 (2,64) 349 23,6 (3,18) 0,326
Cintura (cm) 5 82,8 (10,2) 340 82,8 (10,1) 0,996
Ferritina 5 30,2(19,5-48,7) 331 39,4(21,8-70,3) |0,406

Media (desviacion estandar) o mediana (rango intercuartil). P: usando t-Students o U-
Mann-Whitney, segln corresponda para variables con distribucién paramétrica o no
paramétrica, respectivamente.
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En los grupos estudiados (AMA y ASMA positivos/negativos), no se encontraron

diferencias significativas en cuanto a las variables cualitativas fenotipo de apoE,

enfermedad cardiovascular y tabaquismo (tabla 12).

Tabla 12. Diferencias entre variables cuantitativas segln resultados de autoanticuerpos
antimitocondriales y antimusculo liso.

Variables AMA y ASMA positivos| AMAy ASMA Total P
negativos
ApoE E2/E3 0(0) 16 (100) 16 (100) | 0,983
E2/E4 0(0) 1(100) 1(100)
E3/E3 4 (1,5) 256 (98,5) 260 (100)
E3/E4 1(1,2) 80 (98,8) 81 (100)
E4/E4 0 (0) 7 (100) 7 (100)
ECV Si 1(20) 4 (80) 5(100) |0,067*
No 4(1,1) 355 (98,9) 359 (100)
Tabaquismo| Fumador 1(1,4) 70 (98,6) 71 0,997
Exfumador 1(1,3) 76 (98,7) 77
No 3(1,4) 208 (98,6) 211

*Prueba exacta de Fisher. N(%)

Valoracién de la proteina C reactiva

Dividiendo los casos segun cuartiles de PCR obtenemos diferencias significativas en

todas las variables cuantitativas estudiadas, por ejemplo, colesterol, triglicéridos, cHDL,

cLDL, etc (datos no mostrados).

Analizando la titulacién de ANA segun cuartiles de PCR, se obtuvo que en los primeros

cuartiles de PCR se agrupaban los casos con menor titulacion de ANA, y en los cuartiles

mas altos de PCR se agrupaban los casos con mayor titulacién de ANA, con valor de

p<0,05 (tabla 13).
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Tabla 13. Titulacién de ANA segun cuartiles de PCR

Cuartiles de PCR Total
1 2 3 4
ANACc 0 86(91,4) | 67 (95,7) | 77 (87,5) | 78(96,2) | 308 (92,4)
1/10  3(3,19) | 2(2,85) | 1(1,13) | 1(1,23) 7(2,1)
1/80  4(4,25) | 1(1,42) | 1(1,13) | 2(2,46) 8(2,4)
1/160 | 1 ( ) 0(0) 4 (4,54) 0 (0) 5(1,5)
3(
(

1/320| 0(0) 0(0) 3(3,4) 0(0) 0,9)
1/640  0(0) 0(0) 2(2,27) 0(0) 2(0,6)

Total 94 (100) | 70 (100) | 88 (100) | 81 (100) | 333 (100)
P=0,040, N(%)

En otras tablas de contingencia, utilizando cuartiles de PCR vs AMA/ASMA/genotipos de
ApoE/presencia de enfermedad cardiovascular/tabaquismo no se encontraron
diferencias significativas, excepto para el fenotipo de ApoE en el cual hay un aumento
del genotipo E3/E3 en casos con mas PCR y menos genotipo E3/E4 en estos mismo casos
con respecto a los casos con menos PCR (P=0,029) (datos no mostrados).

Retomando la titulacién de los ANA vs tiles de PCR, en las tablas 14y 15 puede
apreciarse que se mantiene la significacién estadistica independientemente de que se

disminuyan los tiles de ANA o de PCR.
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Tabla 14. Tertiles de ANA (segun titulacion) vs cuartiles de PCR
Cuartiles de PCR
1 2 3 4 Total
3(37,5)  2(66,6) | 1 ) 1 1(33,3) | 7(28)
4(50) |1(33,3) 1(9,09) | 2(66,6) | 8(32)
1(12,5) | 0(0) 9 ) 0 (0) 10 (4)
Total 8(100) | 3(100) | 11 (100) | 3(100) | 25 (100)
P=0,015, N(%)

Tertiles de ANAc

WIN =

Tabla 15. Tertiles de ANA (segun titulacién) segln 2 tiles PCR
2TILES de PCR
1 2 Total
Tertiles | 1| 5(45,4) | 2(14,2) | 7 (28)
de ANAc |2 | 5(45,4) | 3(21,4) | 8(32)
3 1(9,09) | 9(64,2) 10 (40)

Total 11 (100) | 14 (100) | 25 (100)
P= 0,019, N(%)

En otras tablas de contingencia, utilizando 2 tiles de PCR vs AMA/ASMA/genotipos de
ApoE/presencia de enfermedad cardiovascular/tabaquismo tampoco se obtuvieron
resultados estadisticamente significativos excepto para fenotipo de ApoE en el cual hay
un aumento del fenotipo E3/E3 en casos con mas PCR (grupo 2 de PCR) y menos
fenotipo E3/E4 en estos mismo casos con respecto al primer grupo de PCR (P=0,023)
(datos no mostrados), resultado similar y ya visto en parrafos anteriores.

Anadlisis del GIM carotideo en el grupo de casos, segin resultados de los
autoanticuerpos. Variables estudiadas: edad, colesterol, cHDL, PCR y mediciones

ecogréficas del GIM

Seguidamente analizamos las variables ecograficas en casos con autoAc positivos y
negativos. En ningln caso, tanto para variables ecograficas medidas o calculadas, se
obtienen diferencias significativas comparando todos los casos con autoAc positivos vs

negativos.
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Tabla 16. Variables cuantitativas y mediciones ecograficas calculadas en casos cony sin
autoanticuerpos.

Autoanticuerpos positivos | Autoanticuerpos negativos| p
Edad (afos) 54 (43-62,5), 16 55 (49,5-60), 189 0,724
Colesterol (mg/dL) 296 (271-319), 16 304 (288-326), 190 0,352
cHDL (mg/dL) 59,3 (21,1), 16 65,1 (15), 190 0,157
PCR (mg/dL) 1,45 (1,13-2,43), 16 1,3 (0,58-3), 186 0,659
MediaMd (mm) 0,82 (0,13), 8 0,71 (0,13), 100 0,195
MediaMdint (mm) 0,83 (0,67-0,85), 8 0,73 (0,66-0,82), 102 0,441
MediaMx (mm) 1,01 (0,89-1,17), 8 0,94 (0,83-1,06), 102 0,222
MediaMxInt (mm) 1,02 (0,84-1,06),8 0,92 (0,83-1,04), 102 0,519
MediaBMx (mm) 1,13 (0,94-1,46), 8 1,05 (0,90-1,22), 100 0,236

Media (desviacion estandar) o mediana (rango intercuartil), N.

MediaMd: media aritmética de mediciones md sin la medicién en carétida interna.
MediaMdInt: media aritmética de mediciones md mas la medicion en cardtida interna.
MediaMx: media aritmética de mediciones maximas sin la medicién en carétida interna.
MediaMxint: media aritmética de mediciones maximas mds la medicién en carétida
interna. MediaBMx: Media aritmética de las mediciones maximas en bulbo carotideo.

Andlisis del GIM carotideo en el grupo de casos con autoanticuerpos positivos. Variables

estudiadas: edad, colesterol, cHDL, PCR v mediciones ecogréficas del GIM

Al dividir en tertiles de cHDL no se pudo conocer la distribucién de las variables
ecograficas medidas y calculadas en el tercer tertil. No obstante, considerando que
tuvieran una distribucién no paramétrica como en los tertiles 1y 2, no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos segun el estadistico de Kruskal-Wallis ni con el
test de Jonckheere-Terpstra.

Para el analisis por tertiles de PCR las variables de los tertiles 1y 2 tenian distribuciones
normales, la distribucion del tercer tertil no se pudo conocer aplicando el test de
Shapiro-Wilk por lo que se aplico el test de Kolmogorov-Smirnov sin correccién de
Lilliefors y en este caso la variable se distribuyé normal.

Se encontraron diferencias significativas en las mediciones ecograficas ACBIMXx,

MediaMx y MediaBMax con p de 0,02, 0,031, 0,018; respectivamente, utilizando el test de
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ANOVA de un factor, como puede apreciarse en la tabla 17.

Tabla 17. Mediciones ecograficas segun tertiles de PCR en sujetos con autoanticuerpos
positivos.

PCR 1¢ tertil, n=3 | PCR 2° tertil, n=3 | PCR 3* tertil, n=2| p*
ACBIMx (mm) 1(0,04) 1,33(0,18) 1,84 (0,03) 0,02
MediaMx (mm) 0,89 (0,09) 1,03 (0,11) 1,26 (0,1) 0,031
MediaBMx (mm) 0,97 (0,13) 1,17 (0,15) 1,5 (0,005) 0,018

Media (desviacion estandar).

ACBIMx: Medicién maxima en el bulbo carotideo izquierdo. MediaMx: media aritmética
de mediciones maximas sin la medicién en carétida interna. MediaBMx: Media aritmética
de las mediciones maximas en bulbo carotideo.

* Aplicando ANOVA de un factor. La aplicacion del anélisis post hoc con el test de
Bonferroni demuestra que las diferencias se encuentran entre los tertiles 1y 2 para las
variables ACBIMx, MediaMx y MediaBMx.

Finalmente estudiamos la correlacion entre el colesterol, la PCRy las variables
ecogrdficas, tanto medidas como las variables calculadas, encontrando que la PCR se
correlaciona con algunas variables ecograficas. Tabla 18.

Tabla 18. Correlacién entre PCR y variables ecograficas en casos con autoanticuerpos
positivos

PCR n=8
Coeficiente de correlacién| p
ACCIMd (mm) 0,731 0,040
ACBIMd (mm) 0,838 0,009
MediaMx (mm) 0,802 0,017
MediaBMx (mm) 0,719 0,045

ACCIMd: Medicién media del GIM en arteria carétida interna derecha. ACBIMd: Medicién
media del GIM en arteria bulbo carotideo derecho. MediaMx: Media de todas las
mediciones maximas, excepto la medicién en carétida interna. MediaBMx: Media de las
mediciones maximas en bulbo carotideo.

Extension I: Analisis del GIM carotideo en la muestra (casos + controles), segun
resultados de autoanticuerpos. Variables estudiadas: edad, colesterol, cHDL, PCRy

mediciones ecogréficas del GIM

No se encontraron diferencias significativas en las variables ecograficas medidas y
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calculadas en el andlisis de toda la muestra segin tengan o no autoAc positivos, en este
caso la n de casos con autoAc positivos fue de 20 sujetos. Tampoco se obtuvieron
resultados con diferencias significativas en la edad, colesterol, cHDL y PCR (tablas no

mostradas).

Extensién II: Andlisis del GIM carotideo en el grupo de casos, segun tertiles PCRy cHDL
para las mediciones ecogréficas del GIM

Se encontraron diferencias significativas en ACCIMd, el resto de las variables ecograficas
medidas o calculadas no mostraron diferencias significativas (tabla 19) al dividir segun
tertiles de PCR. El andlisis segun tertiles de cHDL no mostré diferencias en ninguna de
las variables ecograficas estudiadas.

Tabla 19. Mediciones ecograficas segun tertiles de PCR en el grupo de casos.
PCR 1°" tertil, n=31 PCR 2° tertil, n=37 | PCR 3°' tertil, n=37| p*

ACCIMd (mm) 0,67 (0,1) 0,75 (0,11) 0,71 (0,11) 0,028

Media (desviacién estandar).

ACCIMd: Medicion media en carétida comun izquierda.

* Aplicando ANOVA de un factor. La aplicacién del analisis post hoc con el test de
Bonferroni demuestra que las diferencias se encuentran entre los tertiles 1y 2.

Extension lll: Andlisis del GIM carotideo en la muestra (casos + controles), sequn tertiles

de PCR vy cHDL para las mediciones ecogréficas del GIM

Extendiendo el andlisis para toda la muestra se obtuvieron diferencias significativas en
varias variables ecograficas, medidas y calculadas, segun los tetiles de PCR (tabla 20). El

andlisis segun tertiles de cHDL no mostro diferencias significativas (datos no mostrados).
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Tabla 20. Mediciones ecograficas segun tertiles de PCR en la muestra (casos + controles).

PCR 1¢ tertil

PCR 2° tertil

PCR 3¢ tertil

p

p2

ACBDMx (mm)

0,91 (0,79-1,09), 50

1(0,84-1,12), 56

1(0,84-1,25), 65

0,021

0,018

ACBDMd (mm)

0,70 (0,58-0,80), 50

0,76 (0,62-0,85), 56

0,76 (0,65-0,90), 64

0,045

0,040

ACIIMx (mm)

0,73 (0,56-0,96), 50

0,79 (0,69-0,86), 55

0,84 (0,70-1,02), 64

0,024

0,050

ACIIMd (mm)

0,58 (0,46-0,76), 50

0,62 (0,55-0,69), 55

0,65 (0,54-0,78), 64

0,029

0,036

MediaMxInt (mm)

0,84 (0,74-1,02), 50

0,89 (0,77-1,01), 57

0,92 (0,77-1,1), 65

0,033

0,038

Mediana (Rango intercuartil), N.

ACBDMx y ACBDMd: Medicién del GIM en el bulbo carotideo derecho, maximo y medio, respectivamente. ACIIMx y ACIIMd: Medicién
del GIM en carétida interna izquierda, maximo y medio, respectivamente. MediaMxInt: media aritmética de mediciones maximas con la

medicién en carotida interna.

P2: Valor de p aplicando el estadistico de U-Mann-Whitney se obtienen que las diferencias significativas son entre los tertiles 1y 3.
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Discusion
La CBP cursa con cifras elevadas de colesterol como en otras enfermedades con
colostasis, sin embargo cifras muy altas, como el caso descrito anteriormente (en
hipotesis de trabajo), no son frecuentes. Durante la evolucién de la CBP el colesterol
total tiende a disminuir en la medida que avanza la enfermedad hepética y sus cifras
plasmaticas son casi independientes de la bilirrubina total, indicando que la respuesta
inmune dirigida contra las células epiteliales biliares inducen defectos de excrecién
especificos, mas que la destruccion de los conductos biliares dentro de la triada portal. El
caso presentado, que sirve de base para la realizacion de este estudio, confirma el papel
fundamental de la excrecion biliar del colesterol, colestanol y fitosteroles en la CBP (58).
Aparte de ABCG5/ABCGS, no se han identificado otras enzimas o transportadores que
participen en el proceso de excrecion biliar de esteroles. En sujetos con sitosterolemia
con ausencia funcional de actividad de ABCG5/ABCGS los fitosteroles plasmaticos son
extremadamente altos pero el colesterol total esta levemente elevado, esta
discrepancia entre los fitosteroles del plasma'y el colesterol en pacientes con
sitosterolemia ha sido explicado por un aumento de la absorcién intestinal fitosteroles,
gue en sujetos normales es tan bajo como del 1 a 2 %. Por tanto, la alta absorcion
intestinal de fitosteroles junto con una excrecién biliar defectuosa podria llevar a la
acumulacioén de fitosteroles en la sitosterolemia (58).
En el paciente comentado previamente, al exponer la hipotesis, en ausencia de cualquier
defecto de absorcion intestinal, la concentracion plasmatica de fitosteroles estuvo en el
rango superior de los reportados para la sitosterolemia, por lo que se sospeché que la
CBP en este sujeto redujo drasticamente la excrecion biliar de fitosteroles,

probablemente por bloqueo de los transportadores ABCG5/ABCGS8 por un mecanismo
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inmunoldgico desconocido en los conductos biliares (58). La elevacién plasmatica de
fitosteroles ha sido previamente reportado en un caso de CBP con sitosterolemia por
mutaciones en el gen de ABCGS, sin embargo en el caso nuestro este mecanismo no es
planteable al no detectarse mutaciones en el gen de ABCG5/ABCGS (58).

La prevalencia de los autoAc estudiados fue similar en el grupo de hipercolesterolemia
primaria y en el grupo control. Por tanto, nuestra hipétesis que planteaba que los sujetos
con hipercolesterolemia primaria pudieran tener un alteracién inmunolégica cuyo
6rgano diana seria la via biliar, expresado por un aumento en la prevalencia de autoAc
con respecto a controles, no se sostiene segln nuestros resultados.

Al no poder demostrar que la presencia de autoAc sin enfermedad clinica, modifican el
perfil lipidico o explican aumentos del colesterol, no se justifica la bisqueda de estos
autoAc de forma rutinaria en la valoracion de sujetos con hipercolesterolemia. Por tal
motivo, consideramos que la realizacion de bilirrubina total es suficiente para descartar
patologia de la via biliar como causa secundaria de hipercolesterolemia al realizar
estudios de screening de desérdenes del metabolismo lipidico (75,76).

No obstante, y como se vera mas adelante, si el analisis se realiza solamente con sujetos
AMA/ASMA positivos o negativos encontramos diferencias en el perfil lipidico.

Los niveles de pANCA no mostraron diferencias entre los casos y los controles y todos
los resultados fueron normales y muy alejados del punto de corte de normalidad.

HDL, inflamacion y enfermedades autoinmunes

En nuestro estudio no encontramos diferencias significativas en cuanto al perfil lipidico
en sujetos con y sin ANA positivos, lo cual sugiere que la presencia del ANA per se no
modifica dicho perfil, sin embargo encontramos una disminucién significativa del cHDLy

apoA1 en el grupo de sujetos con autoAc AMA y ASMA positivos comparativamente con
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los sujetos AMA y ASMA negativos.

La HDL es una lipoproteina densa y pequena, en relaciéon con las otras lipoproteinas, con
un didametro de 8-10 nm y una densidad de 1,063-1,21 g/mL, es una particula
plurimolecular, casi esférica o discoide, compuesta fundamentalmente por lipidos y
apoproteinas pero también contiene otros tipos de proteinas: enzimas, reactantes de
fase aguda y lipidos no polares. Dicha heterogeneidad de la composicion de las HDL le
aporta propiedades quimicas y bioldégicas también heterogéneas (77).

Se han descrito diferentes subclases de HDL dependiendo de su tamano, forma,
composicion lipidica y proteica, por ejemplo, segin su densidad (ultracentrifugacion):
HDL2 (1.063-1.125 g/mL), HDL3 (1.125-1.21 g/mL), seglin su tamano: HDL2b (9.7-12.0
nm), HDL2a (8.8-9.7 nm), HDL3a (8.2-8.8 nm), HDL3b (7.8-8.2 nm), HDL3c (7.2-7.8 nm),
segun su formay carga (gel de agarose): a-HDL (esféricas), PreB-HDL (discoidal), etc (77).
Los componentes proteicos de las HDL son multiples y heterogéneos: Apolipoproteina
(apo) A1, apo All, apo AlV, apoC, apoD, apoE, apoF, etc, siendo la mds importante la
apoA1; componentes enzimaticos como la lecitin-colesterol-acil-transferasa (LCAT) y
paroxonasas; proteinas transportadoras de lipidos como la proteina transportadora de
fosfolipidos (PLTP) y la proteina transportadora de ésteres de colesterol (CETP);
reactantes de fase aguda como la proteina amiloide sérica A1y A2 (SAA1y SAA2), la a-2-
HS-glicoproteina, el fibrindgeno, componentes del complemento, la a-1-antitripsina, la
transtiretrina, etc (77).

La apoA1 constituye el 70% de las proteinas de las HDL y esta involucrada en la
interaccién con receptores celulares y en la activacién con la lecitin-colesterol-acil-
transferasa (LCAT), su sintesis y secrecion son en el higado y el intestino delgado,

respectivamente (77). La LCAT es otra de las enzimas fundamentales en el metabolismo
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de las HDL y cataliza la esterificacién del colesterol, la proteina transportadora de
fosfolipidos (PLTP) modifica el tamafno de las HDL y modifica su contenido en lipidos y
finalmente la proteina transportadora de ésteres de colesterol (CETP) intercambia
ésteres de colesterol y triglicéridos entre la HDL y las lipoproteinas que contienen apoB
(77). Otro componente fundamental de las HDL son las proteinas de fase aguda. La

SAA1 es producida fundamentalmente en el higado y no existe en plasma en su forma
libre sino que se encuentra fundamentalmente en las HDL, los componentes C3 y C4 del
complemento también se encuentran asociados a las HDL (77).

La ABCA1 es una proteina ubicua que pertenece a la familia de transportadores ABCy se
expresa abundantemente en el higado, cerebro y otros tejidos, en el hepatocito se
localiza en la superficie basocelular. La expresion de ABCA1es inducida por LXRy
promueve el eflujo de colesterol desde la células a las HDL pero no a las apoA1 que no
contengan lipidos (77).

La mayoria de las particulas de HDL se originan a partir de apoA1 libre de lipidos o con
poca cantidad de lipidos, que es producida por el hepatocito o la mucosa intestinal u
obtenidas a partir de la lipdlisis de quilomicrones o VLDL. La interaccién de estas
particulas iniciales con ABCA1 lleva a un eflujo de fosfolipidos y colesterol no
esterificado desde cualquier célula incluyendo hepatocitos, enterocitos y macréfagos
con la formacion de pequenas particulas HDL discoidales. El eflujo continuo de colesterol
y Fosfatidilcolina sirve de sustrato a la LCAT para la formacion de ésteres de colesterol
que se dirigen al centro de la HDL convirtiéndola en una particula mas esférica, que
aumenta su tamano en la medida que gana mas colesterol y fosfolipidos (78). En la figura

14 puede verse un esquema de la formacién de las HDL.
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Figura 14. Esquema de formacién de las HDL. Tomado de (77).

La HDL tiene un tiempo de “vida"” en el plasma de unos 6 dias, diferentes enzimas
pueden remodelar la HDL y modificar la velocidad de su catabolismo, por ejemplo, la
lipasa hepatica, lipasa endotelial, CETP, etc. La proteina SR-B1 es una glicoproteina
transmembrana que se expresa fundamentalmente en el higado, aunque también en las
células endoteliales y su propiedad mas importante es su habilidad para actuar como
receptor de HDL. Cuando la HDL se une al receptor SR-B1 se produce la captacion de
ésteres de colesterol, triglicéridos, fosfolipidos y vitamina E desde la HDL a las células
hepéticas (77).

Como se puede deducir del parrafo anterior, el catabolismo de las HDL difiere del
catabolismo de las LDL, debido a que sélo una pequena proporcién de las HDL seran
eliminadas como holoparticulas captadas al interior de las células (79,80). La dos vias

mejor conocidas de catabolismo de las HDL es a través del efecto de las CETP y de la SR-
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B1, asi como también la lipélisis de triglicéridos y fosfolipidos por la lipasa hepaticay la

lipasa endotelial, respectivamente, o cual lleva a la conversién de HDL, en HDL, como

también en la formacion de pre-B.-HDL. El resultado del catabolismo de las HDL genera

apoA libres de lipidos o con escasa cantidad de ellos y vuelve a iniciar el ciclo al poder
volver a generar HDL maduras a través del proceso de la ABCA1(78) o ser filtradas por el
glomérulo renal que posteriormente, en el tdbulo renal, la apoA1 puede ser endocitada
por los receptores de cubilina y megalina con posterior degradacion lisosomal (81). En la

figura 15 se aprecia un esquema general de metabolismo de las HDL.

- | Captacién de
Macrofagos 10 | Captacién holoparticulas de
¥ otras células selectiva || | HDL via receptor
(SR-BI, HL) de HDL

o

sH-Bl ABCG '

~ TransFerencia Transferencia
» de prokeinas

de lipidos

Figura 15. Metabolismo general de las HDL. LRTG: lipoproteinas ricas en triglicéridos.
Para otras abreviaturas ver texto. Tomado de (78).

La importancia de la HDL radica en su significativa relacién inversa e independiente con
el riesgo de arteriosclerosis (82,83), no obstante, Gltimamente se ha cuestionado si el

cHDL es un espectador inocente o realmente un mediador de la arteriosclerosis (84).
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Debido a los progresos en el conocimiento de la HDL se ha ido cambiando el foco de
atencién desde el valor de la variacion de los niveles plasmaticos de cHDL hacia las
alteraciones en la composicion y funcion de la HDL, esta nueva comprension viene
liderada por los resultados negativos en estudios de intervencion y de aleatorizacién
mendeliana (77), de hecho actualmente se ensayan novedosos agentes terapéuticos que
imitan la estructura natural de las HDL o replican varias de sus funciones, por ejemplo, el
transporte reverso del colesterol, la vasodilatacién, efectos antiinflamatorios o
inhibicién de la agregacion plaquetaria (82), potenciado ademas por la falta de nuevas
terapéuticas dirigidas a modificar los niveles de cHDL(85). La evidencia que indica que los
procesos inflamatorios agudos o crénicos inducen modificaciones en las HDL aumenta
continuamente, dichas modificaciones afectan la funcién de las HDL en cuanto a la
homeostasis lipidica y las propiedades antiinflamatorias e incluso las puede convertir en
complejos moleculares proinflamatorios (77).

Las HDL en individuos sanos pueden ejercer diversos efectos protectores sobre la pared
vascular, en particular sobre las células endoteliales (Figura 16) (78). La HDL puede
estimular la liberacién de 6xido nitrico e incrementar la expresion de la enzima éxido
nitrico sintetasa, puede suprimir la expresion de moléculas de adhesién, puede ejercer
un efecto antitrombético debido a que reduce factores de expresion tisular en las
células endoteliales expuestas a citoquinas y con ello es capaz de reducir la activacién

plaquetaria (78).
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Figura 16. Efecto protectores directos y potencialmente antiaterogénicos vasculares de
las HDL. EPC: Células progenitoras endoteliales. Tomado de (78).

Los procesos infecciosos y/o inflamatorios generan una respuesta de fase aguda,
llevando a cambios importantes que afectan el metabolismo de los lipidos y
lipoproteinas resultando en aumento de los triglicéridos y lipoproteinas de muy baja
densidad. Los reactantes de fase aguda también inducen cambios en la funcién de las
HDL con reemplazo de las apoA1 por amiloide sérico A (SAA), ceruloplasminay
haptoglobina, por ejemplo, el SAA puede llegar a constituir el 87% de las proteinas en
las HDL, transformando estas HDL en lipoproteinas proinflamatorias, ademds de que los
reactantes de fase aguda pueden inducir cambios post-translacionales como la cloracién,
nitracién y carbamilacién de aminodacidos por la mieloperoxidasa, oxidaciény
glicosilacién, todo lo cual compromete la funcién de la HDL (77).

Se considera que la HDL puede formar parte del sistema inmune innato y tener
propiedades antimicrobianas protegiendo a los mamiferos contra infecciones por

Trypanosoma brucei, Escherichia coli, y Klebsiella pneumoniae, gracias a la presencia de
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de moléculas como la ApoA1, ApolL1y haptoglobina (77). El sistema inmune adaptativo
también se puede ver influido por la HDL, este es el caso de los linfocitos By T, cuyos
receptores de membrana se encuentran sumergidos en una “balsa” de lipidos y su
actividad se afecta por la composicion y estructura de estos lipidos (77). En la figura 17
se aprecia el efecto de las HDL en la inmunidad adaptativa (86) y en la figura 18 se

aprecia un resumen de los efectos de las HDL sobre el sistema inmune en general.

Fosfolipidos Colesterol

Pool

g
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Células dendriticas
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Prevencion de la ackivacion de NF-KB mediado por TLR4 | Interferencia con la Funcién de células B | 1 L:“ ion de la sefializacion TCR

Reduccion de la expresion de genes regulados por TLRs bicid ‘!e la :' iony
Inhibicion de la pr tacion de ankigenos proliferacion de células T

Inhibician de la activacion de células T

Figura 17. Efecto de la HDL en la inmunidad adaptativa. Tomado de (86).
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Figura 18. Efecto de las HDL en el sistema inmune en general. Tomado de (86).

En sujetos con LES se ha descrito, aunque no unanime, una reduccién de los niveles
plasmaticos de HDL, pero la modificacion proaterogénicas mas importante es la
transformacion de las HDL en moléculas proinflamatorias que pueden ser detectadas
hasta en el 45% de estos sujetos y se correlaciona con LDL oxidadas, placas de ateroma
en carétidas y aumento del grosor intima-media carotideo (medido por ecografia). Las
HDL proinflamatorias se caracterizan por disminucién de paroxonasas y de apoA1ly
aumento de los niveles de SAA, con lo cual se consigue incrementar la oxidacion de las
LDL, la activacién/atraccién de monocitos, produccion de anticuerpos antiLDL oxidadas 'y
la Formacién de inmunocomplejos (77).

En la AR con actividad inflamatoria se modifica el perfil lipidico, como en el LES, se ha
descrito una reduccién de los niveles de cHDL, cuyo significado no estd bien aclarado.
Por otra parte se ha encontrado una disminucién paralela de las LDL que se correlaciona

inversamente con la enfermedad cardiovascular en estos pacientes (paradoja lipidica de
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la AR) (77). El tratamiento con fFarmacos bioldgicos anti-TNF ha demostrado controlar la
inflamacion y reducir el niUmero de eventos cardiovasculares, sin embargo, estos
beneficios cardiolégicos no parecen deberse a cambios cuantitativos en el perfil lipidico
(87), no obstante, en casos tratados con tofacitinib o con tocilizumab se aprecia un
aumento de los niveles de cHDLy cLDL a diferencia de los tratados con antiTNF (88). Se
han descrito modificaciones en la composicion de las HDL en sujetos con AR: aumento de
SAA, apoJ, fibrindgeno y haptoglobina y disminucién de paroxonasas (77). En conclusién,
en sujetos con enfermedades autoinmunes, LESy AR, se alteran el transporte reverso
del colesterol, las propiedades antiinflamatorias y antioxidantes de las HDL (77).

En la muestra estudiada no podemos plantear que la disminucién del cHDL encontrado
en sujetos AMA/ASMA positivos puedan deberse a un proceso inflamatorio subclinico en
la vias biliares con efecto sistémico o al menos nuestros datos no apuntan a este
contexto puesto que la PCR se comporté de forma similar independientemente de la
presencia/ausencia de autoAc de vias biliares, asi como tampoco es un fenémeno
inmunitario sistémico pues la presencia de ANA no modificé el perfil lipidico en los
sujetos estudiados, sin embargo, mds bien parece un fenémeno local a nivel de las vias
biliares-higado. Otro elemento a tener en cuenta es la titulacién del ANA, que como se
verd mas adelante si demostré relacion con los niveles de PCR.

De manera que planteamos que la reduccién de las HDL en sujetos con AMA/ASMA
postivos con respecto a los AMA/ASMA negativos puede deberse a una inflamacién
relacionada con la titulaciéon del ANA, mas que con su presencia o ausencia. Otra
hipétesis es que teniendo en cuenta que SR-B1 es fundamental para el control y
composicion de las HDL plasmaticas y a su vez es importante para la transferencia de

ésteres de colesterol de las HDL al higado y su consiguiente incorporacién a la bilis por
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excrecion (77), nos inclinamos a pensar que en sujetos con AMA/ASMA positivos puede
haber un incremento de la funcién de SR-B1, y por consiguiente una reduccion
plasmatica del cHDL, secundario a discretas alteraciones subclinicas de la sintesis o
excrecion de acidos biliares por la presencia de estos autoAc.

En nuestro estudio hemos encontrado dos grupos de resultados que no consideramos
significativos desde el punto de vista biolégico aunque lo hayan sido estadisticamente. El
primero de ellos es la diferencia de niveles de GPT en sujetos con hipercolesterolemia
primaria con ANA positivos vs negativos (tabla 7), valoramos que estas diferencias se
producen dentro de rangos estrictamente normales de los valores plasmaticos de estas
enzimas hepaticas por lo que biolégicamente no tienen significaciéon. Otro de los
resultados sin significacion bioldgica es la relacion encontrada entre PCRy apoE:
fenotipo E3/E3 en casos con niveles mds altos de PCR.

Inflamacion subclinica y arteriosclerosis

La inflamacién juega un papel fundamental en el proceso arteriosclerético, se han
identificado numerosos biomarcadores para detectar sujetos con alto riesgo de
enfermedad arteriosclerdtica, por ejemplo, el fibrindgeno, el inhibidor del activador del
plasminégeno, marcadores de agregacién plaquetaria y marcadores de respuesta
inflamatoria crénica. En este Gltimo grupo tenemos la PCR, que es un reactante de fase
aguday sus niveles estan determinados fundamentalmente por la produccién hepética
(89). Diferentes estudios demuestran su influencia directa en el proceso aterogénico,
por ejemplo, produciendo disfuncién endotelial, pero otros estudios que utilizan
aleatorizacién mendeliana no le dan un valor patogénico en la arteriosclerosis (89). A
pesar de esta discrepancia recientemente demostrada, desde hace varios anos se conoce

la fuerte asociacion entre los niveles de PCRYy el riesgo cardiovascular tanto en sujetos
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en prevencion primaria como en prevencion secundaria (89,90).

Considerando la variable ANA como dicotémica no encontramos diferencias en las
variables estudiadas (tabla 9), como tampoco dividiendo los ANAs en tertiles (tabla 10).
La PCR en todos los casos no mostré diferencias significativas. Sin embargo, al dividir la
muestra segun niveles de PCR (tiles de PCR) encontramos que en aquellos sujetos con
mayores cifras de PCR tenian niveles de colesterol, triglicéridos, cLDL, etc, mas elevados
(datos no mostrados en tablas) lo cual es conocido en la literatura (91), por otro lado, y
no descrito en la literatura consultada, encontramos dos grupos de sujetos: aquellos con
menor nivel de PCR, tenian menor titulacion de ANAy aquellos con mayores niveles de
PCR tenian mayores titulaciones de ANA (tablas 13, 14, 15). Estos resultados nos llevaron
a plantearnos que en aquellos sujetos con PCR mas elevadas tenian estados de
autoinmunidad mds significativos e inflamacién, expresados por titulaciones mas altas
de ANA que aunque no se modificara cuantitativamente el perfil lipidico si producia mas
inflamacion sistémica. Por tanto, parecia existir una correlacion entre titulaciones de
ANA y tertiles de PCR, lo cual nos sugeria que estos sujetos podrian tener evidencias de
arteriosclerosis subclinica mas significativas.

Como parte del analisis realizado, se dividi6 la muestra en dos grupos: aquellos con
autoAc positivos (casos) y controles con autoAc negativos y se evaluaron mediciones del
grosor intima-media en diferentes zonas carotideas. No se necesité ajustar el analisis por
edady colesterol, que son variables que modifican el GIM, porque sus valores fueron
similares (sin diferencias estadisticas) en los grupos estudiados.

La valoracion de las propiedades estructurales y funcionales arteriales como predictor
de riesgo aterosclerético y para mejorar la estratificacion del riesgo coronario mas alla

de los factores de riesgo tradicionales, han sido ampliamente utilizados, incluso en
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sujetos asintomaticos (92,93). Elincremento del GIM predice el riesgo de eventos
cardiovasculares (68,94) y con mayor capacidad predictiva para los eventos isquémicos
cerebrovasculares comparado con los eventos coronarios (95). No obstante, la reduccién
de este grosor por la intervencién terapéutica no ha reflejado una reduccién de los
eventos cardiovasculares (96).

En sujetos con LES la prevalencia de arteriosclerosis coronaria, medido por calcificacion
coronaria usando tomografia, es mayor que en sujetos sin LES y es independiente de los
factores de riesgo tradicionales (97,98), esta afirmacion ha sido demostrada con
posterioridad y se plantea que los sujetos con LES tienen entre 9-50 veces mas riesgo de
desarrollar enfermedad cardiovascular comparado con sujetos sin LES, siendo la principal
causa de morbimortalidad en pacientes con lupus. La activacién del complemento,
mediadores inflamatorios como citoquinas y leucocitos, el interferén, la hidrélisis
enzimatica, el estrés oxidativo, el factor de crecimiento endotelial, los receptores toll,
entre otros son los mecanismos y actores que favorecen el desarrollo de arteriosclerosis
en estos sujetos (99).

Por su parte los sujetos con AR tienen una mayor prevalencia de los factores de riesgo
tradicionales y tienen un 68% mas de riesgo de desarrollar infarto cardiaco (100) que la
poblacion general, persistiendo este aumento del riesgo ain cuando el andlisis se ajusta
para los factores de riesgo coronario tradicionales (100,101). Las Recomendaciones
EULAR (102) para la valoracion del riesgo cardiovascular en sujetos con AR propone la
aplicacion de modelos de valoracién de riesgo, por ejemplo, tipo Framingham, en ese
mismo sentido, EULAR recomienda especial atencion a los sujetos con AR de larga
evoluciéon (mas de 10 anos), positividad del factor reumatoide o de los anticuerpos anti-

PCCy aquellos con presencia de manifestaciones extraarticulares (102).
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La aparicién de autoAc en poblacién sana no es infrecuente y en algunos casos
evolucionan, con los afos, a enfermedad clinica, otros se mantienen sin mostrar
evidencias de enfermedad (103). Se ha utilizado el término “autoinmunidad benigna”
para describir la fase inicial de aparicion de autoAc en individuos libres de enfermedad:

anti-PCC o FR sin criterios de AR, presencia de ANA sin criterios de LES (Figura 19) (103).

Influencia genética

Inmunidad Autoinmunidad Autoinmunidad Enfermedad
normal — benigna - patogénica B> linica

Factores ambientales

Figura 19. Esquema de la evolucién desde la apariciéon de autoanticuerpos hasta la
aparicién de enfermedad y su influencia genética y ambiental. Tomado de (103).

Elincremento de la prevalencia de enfermedad cardiovascular en las enfermedades
reumaticas como la ARy el LES, asi como el incremento de la patologia arteriosclerdtica
en sujetos con enfermedad reumadtica y autoAc sugiere que la arteriosclerosis tiene un
componente autoinmune (103). La enfermedad cardiaca isquémica estd asociada a FR
positivo o a presencia de anti-PCC en individuos sin AR, incluso, en sujetos
(afroamericanos y mujeres blancas) sin enfermedad coronaria, la presencia de calcio
coronario es mas frecuente en aquellos sujetos con autoAC relacionados con AR (103).
Existe asociacion entre la presencia de ANAy la enfermedad cardiovascular en sujetos
con LES, de hecho la sola presencia del ANA se ha asociado con aumento del riesgo de

infarto cardiaco, independientemente del diagnéstico de LES, los anticuerpos anti-PCC
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se comportan de forma similar con respecto a la presencia de placas carotideas medidas
por ecografia o eventos cardiovasculares clinicos (103). Los posibles mecanismos para la
asociacion entre estos autoAc, sin enfermedad clinica y la arteriosclerosis puede estar
relacionada con el efecto protrombético de dichos autoAc, el incremento de la oxidaciéon
de las LDLy la inflamacién en general (103).

La asociacién entre los autoAc de enfermedades reumaticas con arteriosclerosis clinica o
subclinica en sujetos sin enfermedad reumatica hace sospechar que la presencia de estos
autoAc no sélo predisponen para la aparicion de enfermedad autoinmune sino también
para el desarrollo de enfermedad aterosclerética en sujetos libres de enfermedad
autoinmune.

Como se habia planteado anteriormente, en la muestra estudiada parece haber una
relacién entre las cifras (titulaciones de ANA) y los niveles de PCR (cuartiles, tertiles). El
analisis del GIM carétideo en el grupo de casos no mostré diferencias significativas en
ninguna de las variables ecogrificas independientemente de si habian autoAc positivos o
negativos (tabla 16). Esto puede deberse a que el anadido inflamatorio que pude aportar
la presencia de titulos elevados de ANA se diluye o queda escondido por la presencia de
hipercolesterolemia como determinante del GIM.

Sin embargo, si separamos los sujetos con autoAc positivos y a su vez los dividimos en
tertiles de PCR obtenemos que al menos 3 variables ecograficas muestran diferencias
significativas entre los tertiles de PCR (tabla 17), expresando que los sujetos con autoAc
positivos pueden presentar cifras de las mediciones ecograficas progresivamente
mayores en la medida que tienen PCR mas altos. Estos resultados estan refrendados por
la correlacion existente entre las variables ecograficas y la PCR (tabla 18), aunque estos

resultados deben verse con cautela pues la n sobre la que basamos estas conclusiones es
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muy baja.

Con los datos anteriores se extendio (extension 1) el analisis a todos los sujetos de la
muestra segun los resultados de los autoAc y tampoco se encontraron diferencias
significativas segln tertiles de PCRy cHDL, consideramos que se debe a la dilucién del
efecto de los autoAc por la presencia de hipercolesterolemia. Seguidamente analizamos
(extensién 1) el comportamiento de las variables ecogréficas en el grupo de casos segln
tertiles de PCRy sin valorar el resultado de los autoAc; en este andlisis obtuvimos
resultados significativos para la variable ACCIMd (tabla 19), lo cual demuestra que existe
una vinculacién entre inflamacién y arteriosclerosis en nuestra muestra de casos.
Finalmente el mismo andlisis anterior se extendié a toda la muestra, encontrando
diferencias significativas en un mayor nimero de variables ecogréficas (tabla 20)
apoyando la hipotesis de que la inflamacién es el mecanismo por el cual los autoAc
pueden aumentar la arteriosclerosis subclinica, medida por ecografia carotidea, en

sujetos con autoinmunidad subclinica.
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Conclusiones

1. La prevalencia de los anticuerpos antinucleares, antimitocondriales y antimusculo
liso en sujetos con fenotipo de hipercoleterolemia primaria sin mutaciones en el
gen del receptor de LDL, en el gen de la apolipoproteina B, el gen PCSK9 y en el
gen de la apoliporpoteina E es del 7,36%, 0,98%, 0% para anticuerpos
antinucleares, anticuerpos antimitocondriales y anticuerpos antimusculo liso,
respectivamente.

2. Los niveles de pANCA no mostraron diferencias entre los casos y los controles y
todos los resultados fueron normales.

3. La proporcién de autoanticuerpos en un grupo de sujetos con fenotipo
hipercolesterolemia primaria sin mutaciones en el gen del receptor de LDL, en el
gen de la apolipoproteina B, el gen PCSK9 y en el gen de la apoliporpoteina Ey en
el grupo control fueron similares.

4. Elfenotipo lipidico de los sujetos con autoinmunidad positiva (ANA positivo) no se
modifica con respecto a la poblaciéon normal, pero los sujetos con autoanticuerpos
relacionados con la via biliar (AMA, ASMA) se caracteriza por una concentracién de
cHDLy de apoA1 mas bajas que los sujetos sin estos autoanticuepos.

5. La concentracién plasmatica de PCR es mayor en sujetos con hiperlipemias
primarias que en el grupo control.

6. La concentracién plasmatica de PCR no estd aumentada en sujetos con
autoanticuerpos (anticuerpos antinucleares) positivos con respecto a controles,
pero parece existir una relacion entre niveles de PCRy titulacién de los
anticuerpos antinucleares: a mayor titiulo de anticuerpos antinuclear, mayor

concentracion plasmatica de PCR.
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7. La arteriosclerosis subclinica medida por ecografia carotidea se asocié con la
concentracion de PCR tanto en casos como en toda la muestray en el grupo de

sujetos con autoanticuerpos positivos se relacioné con los tertiles de PCR.
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Concentraciones séricas de lipoproteina(a)
en pacientes cubanos dislipémicos

A. Nasiff-Hadad®, A. Nufiez-Suarez?, N. Cordero-Rojas?, R. Simén-Carballo®, P. Ramos® y E. Merifio-Ibarra?

aGrupo de Dislipidemias y Aterosclerosis. Hospital Hermanos Ameijeiras. La Habana. Cuba.

"Instituto de Angiologia y Cirugia Vascular. La Habana. Cuba.

Objetivo. Determinar las concentraciones
de lipoproteina(a) (Lp[a]) en una muestra de
poblacién adulta cubana con dislipemia.

Método. Se estudi6 a 170 pacientes con
concentraciones de colesterol total > 6,2 mmol/l
y de cLDL > 3,4 mmol/l, y 197 individuos con
colesterol < 5,2 mmol/l y triglicéridos < 2,3 mmol/l,
como grupo control. Se determinaron las concen-
traciones de colesterol, triglicéridos, colesterol de
alta densidad (cHDL), apolipoproteina B-100 (apo
B-100) y Lp(a) y se calculé el cLDL por la formula
de Friedewald.

Resultados. Se obtuvieron diferencias
significativas (p < 0,0001) para la Lp(a) entre
pacientes y controles (54,44 + 36,93 frente a 31,08
+ 27,79 mg/dl), diferencias que se mantuvieron
para cada sexo por separado. Se demostré una
fuerte correlacion de la Lp(a) con el cLDL y la apo
B-100 y, en menor grado, con el colesterol total
s6lo en los pacientes dislipémicos. El histograma
de frecuencia en los pacientes mostré una
tendencia a la desviacién hacia la derecha (valores
mas altos), mientras en los controles, esta
desviacion a la izquierda. Finalmente, se encontré
valor promedio de Lp(a) mas elevado en el
subgrupo de individuos hipertrigliceridémicos, al
compararlo con los normotrigliceridémicos.

Conclusiones. La muestra de poblacién
cubana analizada present6 concentraciones
séricas de Lp(a) elevadas, tanto en pacientes

hipercolesterolémicos como hipertrigliceridémicos.

Palabras clave:
Lipoproteina(a). Hipercolesterolemia. Adultos cubanos.
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SERUM CONCENTRATIONS OF LIPOPROTEIN(A)
IN CUBAN PATIENTS WITH DYSLIPIDEMIA

Objectives. To determine concentrations of
lipoprotein(a) [Lp(a)] in a sample of the adult
Cuban population with dyslipidemia.

Method. We studied 170 patients with total
cholesterol concentrations of > 6.2 mmol/L and
low-density lipoprotein (LDL) cholesterol of > 3.4
mmol/L and 197 individuals with cholesterol levels
of < 5.2 mmol/L and triglyceride levels
of < 2.3 mmol/L as a control group.

Concentrations of cholesterol, triglycerides, high-
density lipoprotein (HDL) cholesterol,
apolipoprotein B-100 (Apo B-100) and Lp(a) were
determined and LDL cholesterol was calculated
using Friedewald’s formula.

Results. Significant differences (p < 0.0001) were
obtained for Lp(a) between patients and controls
(54.44 + 36.93 vs 31.08 + 27.79 mg/dl) and these
differences were maintained when each sex was
analyzed separately. A strong correlation was found
between Lp(a) and LDL cholesterol and Apo B-100
and to a lesser extent with total cholesterol in
dyslipidemic patients only. Frequency histogram in
patients showed a tendency to deviation toward the
right (higher values) while in controls, deviation
was toward the left. Finally, a higher mean value of
Lp(a) was found in the subgroup of
hypertriglyceridemic individuals compared with
those with normal triglyceride levels.

Conclusions. The sample of the Cuban population
analyzed showed elevated serum concentrations of
Lp(a) both in patients with hypercholesterolemia
and in those with hypertriglyceridemia.

Key words:
Lipoprotein(a). Hypercholesterolemia. Cuban adults.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicoepidemioldgicas en la muestra de poblacién cubana

Varones (n = 170) Mujeres (n = 197)

Pacientes Controles Pacientes Controles

(n=61) (n=109) (n=109) (n=288)
Edad (afos) 55,00 + 10,61 58,15 + 13,6 58,47 +9,8 62,46 + 9,31
IMC (kg/m?) 25,05 + 4,04 25,41 + 2,75 25,88 + 5,10 25,90 + 3,53
Tabaquismo (%) 446 50,0% 243 23,0
Diabetes (%) 10,7 11,5 14,7 15,4
Hipertension (%) 51,8 57,7* 50,0 61,5%
Colesterol (mmol/l) 6,97 + 1,66 4,26 + 0,67 7,18 + 2,05 4,09 + 0,69%*
Triglicéridos (mmol/l) 2,49 +2,12 1,18 £ 0,68** 2,42 +243 0,95 + 0,42%*
cHDL (mmol/l) 1,04 + 0,29 1,10 + 0,25 1,11 £ 0,33 1,09 + 0,26
cLDL (mmol/l) 495+ 1,75 2,65 + 0,68** 5,02 +1,55 2,54 + 0,75%*
Apo B-100 (g/dl) 105,32 + 41,03 81,60 + 31,14%* 98,97 + 44,98 75,80 + 28,43**

*p < 0,05; **p < 0,0001.

Introduccién

En diversos estudios poblacionales se ha encon-
trado que la hiperlipoproteinemia(a) es un factor
de riesgo independiente para la cardiopatia isqué-
mical?, Aunque atin se especula acerca de su papel
fisiol6gico?, la lipoproteina(a) (Lp[a]) interfiere la
trombolisis al competir con el plasminégeno en los
sitios de unién con la fibrina e inhibe la unién de
la fibrina con el activador tisular del plasminége-
no, asi como la uni6én del plasmingeno a los mo-
nocitos y las células endoteliales*>.

La Lp(a) tiene control genético y su concentra-
ci6én no esté influida por la edad, el sexo ni la dieta,
encontrandose grandes diferencias interindividua-
les pero con relativa estabilidad intraindividual.
Los tinicos farmacos con efecto reductor de la con-
centracion plasmatica de Lp(a) son el acido nicoti-
nico, la neomicina y los estrégenos. Concentracio-
nes séricas de Lp(a) superiores a 30 mg/dl
comportan un mayor riesgo de enfermedad coro-
naria, principalmente cuando se asocia a elevacién
del colesterol vehiculizado por las lipoproteinas de
baja densidad (cLDL)!. La Lp(a) no sélo ha sido re-
lacionada con la enfermedad coronaria, sino tam-
bién con otras enfermedades y con otros factores
de riesgo. Mientras Ridker et al® y Wityk et al’ no
hallaron asociacion entre la Lp(a) y el riesgo de
presentar un infarto cerebral isquémico, Scherle et
al® observaron en una serie de pacientes con infar-
to cerebral concentraciones de Lp(a) més elevadas
que el grupo control. Por otra parte, se ha descrito
que la Lp(a) es un factor de riesgo independiente
para el engrosamiento del complejo intima-media’
y la presencia de placas de ateroma de arterias ca-
rétidas en individuos sin enfermedad coronaria®.
Recientemente ha sido descrita esta asociacién en
poblacién anciana, s6lo cuando la Lp(a) contiene

234 Clin Invest Arterioscl 2003;15(6):233-8

isoformas de apo(a) de tamaifio pequefio!'. Concen-
traciones reducidas de Lp(a) se han hallado en in-
dividuos con cirrosis hepatica, y una cierta tenden-
cia a concentraciones bajas se encuentra en la
trombosis venosa profunda, mientras en la hiper-
tension arterial, en el cancer de pulmén y en la in-
suficiencia renal crénica, las concentraciones son
significativamente elevadas'>'*. En los diabéticos
tipo 2 no se encuentran diferencias en relacién a
los controles, y en los fumadores las concentracio-
nes son mas bajas que en los no fumadores®. En
individuos con dependencia al alcohol se demostré
después de cuatro semanas de abstinencia un in-
cremento de las concentraciones séricas de Lp(a)'®.
Los estudios que analizan la Lp(a) en poblacién
dislipémica sugieren que ésta se eleva en las hiper-
colesterolemias'’, sobre todo en presencia de una
elevacion de las particulas de LDL pequeiias y den-
sas'®, no asf en las hipertrigliceridemias, donde se
encuentran valores normales o bajos'”. En el pre-
sente estudio se describen las concentraciones de
Lp(a) en una muestra de poblacién adulta cubana
dislipémica.

Pacientes y método

Poblacion y muestra

Se estudi6 a 170 pacientes de ambos sexos que acudieron
de forma consecutiva a la consulta de dislipemia y ateroscle-
rosis del Hospital Hermanos Ameijeiras en el periodo com-
prendido entre octubre de 2000 y marzo de 2001, con edades
comprendidas entre 16 y 80 afios, en los que se demostr6 con-
centraciones de colesterol total > 6,2 mmol/l y de cLDL > 3,4
mmol/l. De forma paralela se estudié un grupo de 197 indivi-
duos con una colesterolemia < 5,2 mmol/l y trigliceridemia <
2,3 mmol/l, que fue considerado grupo control.

Se excluy6 a quienes se encontraban bajo tratamiento hipo-
lipemiante (dietético o farmacolégico), embarazadas, pacien-
tes con antecedentes de infarto de miocardio o infarto cerebral
de menos de tres meses de evolucion y personas tratadas con

12
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Tabla 2. Concentraciones séricas de lipoproteina(a) (mg/dl) en pacientes dislipémicos y controles

Varones (n = 170) Mujeres (n = 197) Todos (n = 367)
Pacientes Controles Pacientes Controles Pacientes Controles
(n=61) (n=109) (n=109) (n=388) (n=170) (n=197)
51,28 + 33,15 33,17 + 28,38 56,20 + 38,93 28,49 + 26,97 54,44 + 36,93 31,08 £ 27,79
p <0,0001 p <0,0001 p < 0,0001

farmacos que contengan esteroides suprarrenales, tiazidas o
bloqueadores beta. Se excluyé ademas a los individuos con tri-
glicéridos séricos superiores a 4,5 mmol/l, y a los que presenta-
ron un episodio febril o infeccioso agudo en los 30 dias ante-
riores a su evaluacion en la consulta.

Determinaciones

A los pacientes y controles se les determiné la concentra-
cién sérica de colesterol total, triglicéridos, cHDL, apoproteina
B-100 y Lp(a) y se calcul6 el cLDL mediante la férmula de
Friedewald. Las muestras de suero fueron tomadas por pun-
ci6n de una vena periférica sin el uso de torniquetes tras ayu-
no de 12 h.

Método analitico

Las determinaciones séricas de colesterol y triglicéridos se
realizaron mediante métodos enzimaticos automatizados en
Hitachi 705, y el cHDL, por precipitacion selectiva con dcido
fosfotangstico y cloruro de magnesio segin método de Burs-
tein modificado por Lépez Virella. La Lp(a) y la apo-B fueron
determinadas por ELISA (Boehringer Mannheim).

Andlisis estadistico

Se utiliz6 el paquete estadistico SPSS con el fin de calcular
los valores medio y desviacién estandar de las variables lipidi-
cas, entre ellas la Lp(a) en dislipémicos y controles. El test de
Spearman se emple6 para establecer la correlacion entre Lp(a)
y algunas variables lipidicas. La significacién estadistica fue
definida para una p < 0,05.

Resultados

En la tabla 1 se detallan las caracteristicas clini-
coepidemioldgicas de los sujetos incluidos en el es-
tudio. En cuanto a los factores de riesgo cardiovas-
cular cabe destacar que el porcentaje de fumadores
varones fue significativamente mayor en los con-
troles, asi como el porcentaje de hipertensos en el
grupo control en relacion a los pacientes dentro del
mismo sexo. El perfil lipidico fue significativamen-
te diferente entre pacientes y controles de cada
sexo, excepto para el cHDL.

La tabla 2 muestra las concentraciones de Lp(a)
por sexo, observandose una diferencia significati-
va (p < 0,0001) entre pacientes dislipémicos y con-
troles. La distribucion de la frecuencia de pacien-
tes y controles por rangos de valores de Lp(a)
muestra una desviacion hacia la derecha en los pa-
cientes, a diferencia de lo que ocurre en los con-
troles (fig. 1).
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Tabla 3. Anilisis de correlacion de la lipoproteina(a)
con otras variables lipidicas

Pacientes Controles
o] o r e [0 v ]
Colesterol 178 0,15 0,023 189 0,11 0,070
Triglicéridos 178 0,01 0446 189 0,09 0,102
cLDL 166 0,24 0,001 189 0,05 0,233
Apo B-100 172 -0,25 0,001 170 0,12 0,059

cLDL: colesterol transportado por las lipoproteinas de baja densidad,;
Apo B-100: apolipoproteina B-100.

El porcentaje de sujetos con Lp(a) = 30 mg/dl fue
del 64,12% (109 de 170) en los pacientes y del
42,64% (84 de 197) en los controles. La concentra-
cién de Lp(a) en los hipertrigliceridémicos (= 2,3
mmol/l) fue de 52,14 mg/dl (n = 66) y en los normo-
trigliceridémicos (< 2,3 mmol/l) fue de 39,65 mg/dl
(n = 301). El analisis de correlacion entre las con-
centraciones de las variables lipidicas con la Lp(a)
(tabla 3) mostré significacién estadistica entre
Lp(a) y colesterol total, cLDL y apo B-100 sélo en los
pacientes.

Discusion

La cardiopatia isquémica y las enfermedades
cerebrovasculares constituyen la primera y terce-
ra causa, respectivamente, de muerte para todas
las edades en Cuba®. Asimismo, se estima que la
poblacién cubana tiene una alta prevalencia de
dislipemias®. La concentracién plasmatica de
Lp(a) estd determinada por varios factores. El
primero es la isoforma de la apo(a), siendo el ta-
mafo de la misma inversamente proporcional a
la concentraciéon de Lp(a)?'. Rader et al?> demos-
traron que las variaciones en las concentraciones
de Lp(a) entre individuos con la misma isoforma
de apo(a) dependen de la tasa de produccién de
Lp(a). Se han senalado otras condiciones que pu-
dieran influir en la concentracion plasmatica de
Lp(a), entre las que se encuentra la hipercoleste-
rolemia. La poblacién dislipémica cubana mostré
concentraciones séricas de Lp(a) mas altas que la

Clin Invest Arterioscl 2003;15(6):233-8 235
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Histograma de lipoproteina(a)
Colesterol > 6,2 mmol/l

DE = 36,93
Media = 54,4

N =170

Lipoproteina(a)

16 1

Histograma de lipoproteina(a)
Colesterol < 5,2 mmol/l

DE = 25,79
Media = 31,1
N =197
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‘o % % % % % % % % % %, Yo, 9, %,

Lipoproteina(a)

Figura 1. Distribucion de la lipoproteina(a).
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poblacién control no dislipémica, lo que la sitia
en un nivel de riesgo cardiovascular superior, ya
que su efecto aterogénico es mayor cuando a la
elevacion de la Lp(a) se asocia la elevacién del
cLDL!"3, Recientemente, Fan et al** han demos-
trado en conejos transgénicos que expresan
apo(a) humana, que la Lp(a) exacerba el desarro-
llo de la aterosclerosis en la hipercolesterolemia,
posiblemente mediando en la proliferacién de las
células musculares lisas®. Es de destacar que las
concentraciones de Lp(a) y el porcentaje de suje-
tos con Lp(a) > 30 mg/dl de la poblacién cubana
analizada, tanto dislipémica como normolipémi-
ca, son mayores que las descritas en poblaciones
étnicamente diferentes'®?¢33, Si bien Mbewu et
al* s6lo encontraron elevacion de Lp(a) plasmati-
ca en pacientes con hipercolesterolemia familiar
heterocigota, no asi en otras formas de hiperco-
lesterolemias primarias, la poblacién dislipémica
del presente estudio estaba constituida por hiper-
colesterolemias poligénicas. En este sentido, en
poblacién afroamericana se ha descrito que aque-
llos con concentraciones elevadas de cLDL pre-
sentaron Lp(a) mas elevada, independientemente
de la presencia o ausencia de cardiopatia isqué-
mica*. En el presente estudio se demostr6 una
fuerte correlacion entre Lp(a) y colesterol total,
cLDL y apo B-100, tal y como han descrito otros
autores®. Ademds encontramos concentraciones
de Lp(a) mayores en el subgrupo de sujetos hi-
pertrigliceridémicos que en el de los normotrigli-
ceridémicos, resultados similares a los referidos
en la poblacién sueca y en la de Sri Lanka?’. No
se conoce la causa por la que en sujetos dislipé-
micos se detectan concentraciones de Lp(a) mas
elevadas. Bartens et al!” sefialan como posible ex-
plicacién que el higado incrementa la tasa de
produccién de apo(a) contenida en cLDL en esta-
dos de hipercolesterolemia o de apo(a) contenida
en lipoproteinas ricas en triglicéridos, en estados
de hipertrigliceridemias, o como sefialan Fried-
lander et al*® que el efecto de la hipercolesterole-
mia familiar sobre la Lp(a) varia en funcién del
tipo de mutacion del receptor de las cLDL.

La muestra de poblacion cubana analizada
mostré concentraciones séricas de Lp(a) elevadas,
tanto en pacientes hipercolesterolémicos como hi-
pertrigliceridémicos. Dado que la mayoria de far-
macos hipolipemiantes de que disponemos en la
actualidad, y muy especialmente las estatinas, no
tienen efecto sobre las concentraciones de Lp(a),
es imprescindible alcanzar los objetivos terapéuti-
cos en términos de cLDL recomendados por las
guias clinicas al uso.
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Efecto del etofibrato de liberacion sostenida
en pacientes con concentraciones plasmaticas
de lipoproteina(a) > 300 mg/l

A. Nasiff-Hadad?, P. Ramos-Marin?, R. Simén-Carballo®, N. Cordero-Rojas?, J. Soto?, E. Merifio-Ibarra?

2Grupo de dislipidemias y aterosclerosis. Hospital Hermanos Ameijeiras. La Habana.
"Instituto Nacional de Angiologia y Cirugfa Vascular. La Habana. Cuba.

Objetivos. Evaluar el efecto del etofibrato de
liberaci6n sostenida en las concentraciones de
lipoproteina(a) [Lp(a)] plasmatica en pacientes con
concentraciones superiores a 300 mg/l después de
3 meses de dieta tipo etapa I del National
Colesterol Education Program (NCEP).

Método. De un total de 112 pacientes examinados
en la consulta externa de dislipidemias del Hospital
Hermanos Ameijeiras, La Habana, se seleccion6 a
20 pacientes (10 varones y 10 mujeres) que
presentaron concentraciones séricas de Lp(a)
superiores a 300 mg/l después de 3 meses de dieta
hipolipemiante etapa I del NCEP. Se administré a
los pacientes seleccionados etofibrato, 500 mg/dia,
durante 24 semanas. Se determinaron las
concentraciones de colesterol y triglicéridos totales,
de colesterol asociado a las lipoproteinas de baja
(cLDL) y alta (cHDL) densidad y las de Lp(a) antes
y alas 4, 12 y 24 semanas del tratamiento.

Resultados. Se observaron reducciones
significativas de colesterol, triglicéridos y cLDL y
aumentos de cHDL en cada tiempo analizado en
relacion con el valor basal. Las concentraciones
séricas de Lp(a) se redujeron significativamente
(p < 0,01) con la administracién de etofibrato:
856 mg/l en situacién basal, 617 mg/dl a la cuarta
semana después del tratamiento, 594 mg/l ala 12.2
semana y 604 mg/l a la 24.2 semana. La reduccién

Correspondencia: Dr. Alfredo Nasiff-Hadad.
Hospital Hermanos Ameijeiras.

San Lazaro, 701. 10300 La Habana. Cuba.
Correo electrénico: nasiff@infomed.sld.cu
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ya fue significativa desde la cuarta semana de
tratamiento y se mantuvo asi hasta la 24.* semana.
En 4 de los 20 pacientes, cuyas concentraciones
basales de Lp(a) fueron las mas bajas de todo el
grupo, se observé un aumento significativo (p <
0,001) de la Lp(a) en la semana 24 de tratamiento
(desde 559 a 636 mg/l).

Conclusiones. El etofibrato de liberacién
retardada, a dosis de 500 mg/dia, redujo las
concentraciones de Lp(a) en mas del 30%, en
relacién a su valor basal, después de 4 semanas de
su administraciéon y mantuvo esta tendencia
durante las 24 semanas de control en los pacientes
con las concentraciones mas elevadas; en los
pacientes con concentraciones mas bajas (aunque
superiores a 300 mg/l) se incremento ligera, pero
significativamente la Lp(a). Estos efectos del
etofibrato en la concentracién de Lp(a) no han sido
descritos con anterioridad.

Palabras clave:
Lipoproteina(a). Etofibrato.

EXTENDED-RELEASE ETOFIBRATE:
EFFECT IN PATIENTS WITH PLASMA Lp(a)
CONCENTRATIONS > 300 mg/l

Objectives. To evaluate the effect of a sustained-
release form of etofibrate on the lipoprotein(a)
[Lp(a)] concentration in patients showing Lp(a)
concentrations higher than 300 mg/1 after a 3-
month period of NCEP National Cholesterol
Education Program (NCEP) step-I diet.
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Methods. Among 112-screened patients, 20 (10
female and 10 male) were selected when their
Lp(a) concentrations were higher than 300 mg/l
after 3-month period on NCEP step type-I diet.
All selected patients received etofibrate retard
(500 mg/day) during 24 weeks. Total cholesterol
and triglycerides and cholesterol associated to
low (LDLc) and high density (HDLc)
lipoproteins, as well as Lp(a) concentrations were
measured before and after 4, 12 and 24 weeks of
etofibrate therapy.

Results. Significant decrease respect to
pretreatment values was observed for total
cholesterol and triglyceride and for low (LDLc)
and high (HDLc) cholesterol concentrations after
etofibrate therapy. Lp(a) concentrations
decreased significantly (p < 0.01) from 856 to 617
mg/l (after 4 weeks of etofibrate), 594 (after 12
weeks) and 604 (after 24 weeks). Significant
reductions of Lp(a) occurred since week 4 of
therapy. Four of the 20 treated patients, showed
small, but significant (p < 0.001) increases (from
559 to 636 mg/l) of Lp(a) concentrations after
etofibrate therapy; Lp(a) concentrations of these
patients were the smallest among all the analyzed
patients.

Conclusions. Extended-release etofibrate at a
dose of 500 mg/day reduced Lp(a) concentrations
in a 30% after 4-weeks of therapy; the effect of
etofibrate on Lp(a) concentrations extended until
the end of therapy (at 24" week of treatment).
Etofibrate reduced Lp(a) concentrations in
patients showing higher Lp(a) concentrations;
however, in patients showing smallest increases
of Lp(a) a light, but significant, increase of Lp(a)
was observed. These effects of etofibrate on Lp(a)
concentrations are described for the first time.

Key words:
Lipoprotein(a). Etofibrate.

Introduccién

La lipoproteina(a) [Lp(a)], aislada por Berg en
1963, es una macromolécula formada por una li-
poproteina de baja densidad (LDL) unida por
puentes disulfuro a la apoproteina(a) [apo(a)], pro-
teina sintetizada por el higado y con similitud es-
tructural al plasminégeno, con la que compite por
sus sitios de union con la fibrina, las células endo-
teliales y los macroéfagos, y reduce su actividad fi-
brinolitica?. Recientemente se ha demostrado, en

21

conejos transgénicos, que la Lp(a) favorece el desa-
rrollo de la placa de ateroma posiblemente me-
diando la diferenciacién y proliferacion de las célu-
las musculares lisas®*.

Se ha demostrado que la Lp(a) es un factor de
riesgo de cardiopatia isquémica independiente de
otros constituyentes lipidicos y de otros factores de
riesgo cardiovascular clasicos>!3. Asimismo se ha
demostrado que las concentraciones plasmaticas
de Lp(a) en pacientes con accidente cerebrovascu-
lar isquémico'*"® y en pacientes con claudicacién
intermitente'™*! son mayores que en los sujetos no
afectados por estas enfermedades.

Esta relacion entre concentracién plasmatica de
Lp(a) y un mayor riesgo de sufrir un evento agudo
aterotrombdtico? explica el interés de hallar meca-
nismos capaces de reducir el aumento de las concen-
traciones plasmaticas. Las concentraciones plasmati-
cas de Lp(a) estdn determinadas genéticamente?,
hecho que podria justificar el escaso éxito alcanzado
con los tratamientos dietéticos o farmacoldgicos
para reducirlas. Diferentes tipos de dieta (baja en
grasa, hipocaldrica, vegetariana, con modificacion de
la composicion de 4cidos grasos) no han mostrado
resultados satisfactorios en la disminuciéon de las
concentraciones plasmaticas de Lp(a)**?. Entre los
tratamientos para reducir los valores de lipidos y li-
poproteinas, sélo el 4cido nicotinico y la neomicina®,
los estrogenos?®? y la LDL-aféresis fueron capaces
de disminuir las concentraciones plasmaticas de
Lp(a)*.

El etofibrato es un diéster del acido clofibrico y
del 4cido nicotinico cuyos componentes se liberan
inmediatamente después de la absorcion digestiva
y poseen probada accién hipocolesterolemiante e
hipotrigliceridemiante. El etofibrato acttia dismi-
nuyendo la sintesis hepatica de colesterol y triglicé-
ridos y aumentando la degradacion de las lipopro-
tefnas. Este farmaco fue ensayado por Klor et al®
en 10 pacientes hipercolesterolémicos con Lp(a)
superior a 200 mg/l, y se observé una reduccién
sélo en aquellos con concentraciones superiores a
500 mg/l. Este estudio inicial no permiti6 estable-
cer conclusiones definitivas por el escaso nimero
de sujetos analizados y por la exclusiéon de algunos
de los pacientes. Hasta la fecha no se han produci-
do mas descripciones del efecto de este farmaco so-
bre las concentraciones de la Lp(a).

El objetivo del presente trabajo ha sido evaluar el
efecto del tratamiento con etofibrato, durante 6 me-
ses, en las concentraciones plasmaticas de Lp(a) en
pacientes hipercolesterolémicos sometidos a dieta
hipocolesterolemiante y que presentaran concentra-
ciones de la lipoproteina superiores a 300 mg/l.

Clin Invest Arterioscl 2003;15(1):8-15 9
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1.000 1.200 Figura 1. Regre.sién linejal en-
tre el porcentaje de variacién
de la Lp(a) respecto al valor
basal de la Lp(a) para cada
etapa del tratamiento con
etofibrato de accién lenta

Material y métodos

Poblacion y muestra analizada

Durante el periodo comprendido entre junio y septiembre
de 2001 se analiz6 consecutivamente a 112 pacientes visitados
en la consulta externa de dislipemias y aterosclerosis del Hos-
pital Hermanos Ameijeiras de la Habana, Cuba. Entre ellos se
seleccioné solo a 20 pacientes (10 mujeres y 10 varones), con
edad media de 61 afios (29-78 afos), en quienes se observaron
concentraciones plasmaticas de colesterol iguales o superiores
a 6,2 mmol/l (240 mg/dl) y de Lp(a) a 300 mg/l, después de ha-
ber sido sometidos durante tres meses a la etapa I de la dieta
hipolipemiante del NCEP*,

Se excluy6 del estudio a los pacientes que presentaron infar-
to cardfaco en los 3 meses anteriores a la visita, asi como a los
portadores de angina inestable, diabetes mellitus tipo 1, hiper-
colesterolemias secundarias a hipotiroidismo y nefropatias, a
los que presentaban aumento de la actividad catalitica de las
enzimas hepaticas, a las mujeres gestantes y lactantes, a los
pacientes con indice de masa corporal (IMC) superior a 30
kg/m?, asi como a los pacientes tratados con hipolipemiantes,
prednisona y analogos esteroideos, anticonceptivos orales y es-
teroides anabolizantes.

Diserio del estudio

En todos los pacientes seleccionados se siguieron los si-
guientes pasos:

1. Determinacion inicial en suero de Lp(a), colesterol total y
asociado a las lipoproteinas de alta (cHDL) y baja (cLDL) den-
sidad y triglicéridos.

10 Clin Invest Arterioscl 2003;15(1):8-15

(500 mg/dia).

2. Tratamiento con dieta hipolipemiante durante 12 sema-
nas de acuerdo a las recomendaciones para la etapa I de la
dieta del NCEP y la AHA*®, con la orientacién y supervisién de
un dietista. El cumplimiento de la dieta se valor6 mediante
encuesta dietética en visitas del paciente a la consulta cada 3
semanas.

3. Se repitieron las determinaciones analiticas ya referidas.
Se incluy6 en el estudio a los pacientes que cumplieron los cri-
terios de inclusion para el colesterol y la Lp(a) y estos valores
se tomaron como las cifras basales de las variables lipidicas
analizadas.

4. Se inici6 la administracién del etofibrato de liberacién
lenta®" a razén de una tableta de 500 mg en dosis tnica des-
pués de la comida.

5. Se repitieron las determinaciones analiticas a las 4, 12 y
24 semanas del inicio del tratamiento farmacoldgico.

Se retir6 del estudio a 2 pacientes que presentaron manifes-
taciones gastrointestinales, siendo sustituidos por otros 2 que
cumplieron los criterios de inclusion.

El protocolo de este ensayo fue revisado y aprobado por la co-
mision ética del hospital. A los pacientes se les explicé el prop6si-
to, naturaleza y riesgos del estudio antes de obtener el consenti-
miento firmado. El medicamento fue entregado gratuitamente.

Métodos analiticos

El colesterol y los triglicéridos totales se determinaron por
métodos enzimaticos estandarizados adaptados a un autoana-
lizador Hitachi 717 (Roche Diagnostics, Basilea, Suiza); el
cHDL, mediante precipitacién selectiva con dcido fosfottingsti-
co y cloruro de magnesio. La concentracién de cLDL se calcu-
16 mediante la férmula de Friedewald. La concentracién de
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Tabla 1. Variables lipidicas antes y durante cada etapa del tratamiento con etofibrato de absorcion lenta

(500 mg/dia)
Semanas de tratamiento
Basal
4 | 12 | 2
Colesterol total 7,14 (1,00) 5,99 (0,95) 5,73 (1,02) 5,55 (0,80)"
Triglicéridos 1,74 (0,84) 1,30 (0,43) 1,07 (0,42)® 1,07 (0,43)°
cHDL 1,12 (0,39) 1,38 (0,51) 1,43 (0,36) 1,49 (0,44)°
cLDL 5,66 (1,01) 4,37 (1,05) 4,10 (0,96)° 4,00 (0,93)
Lp(a) 36(227) 617 (235)° 94 (241)2 04 (254)2

Los valores estan expresados en medias (desviacion estandar) y todas las concentraciones en mmol/l, excepto Lp(a) en mg/l.

2p < 0,01. °p < 0,001 respecto a las concentraciones basales.

Lp(a) se determiné mediante un método inmunoturbidimétri-
co (Roche Diagnostics, Basilea, Suiza).

Meétodos estadisticos

Se calcul6 la media y la desviacion estandar de las magnitu-
des analizadas en cada etapa del tratamiento, y el porcentaje
de variacién en cada etapa en relacién con el valor basal. La
significacién de las diferencias se analiz6 mediante la prueba
de la t de Student para muestras pareadas y, cuando fue nece-
sario, para muestras independientes; se considerd significativa
una p < 0,05. Se analizé la asociacién entre el porcentaje de re-
duccién de Lp(a) logrado en cada etapa y su concentracién ba-
sal; se ajusto la ecuacion de regresion por el método de los mi-
nimos cuadrados.

Resultados

En la tabla 1, se resumen las medias y desvia-
ciones estandar observadas para las variables lipi-
dicas antes del inicio y en cada etapa del trata-
miento con etofibrato de liberacién lenta. Se
observaron reducciones significativas, respecto al
valor basal, de las concentraciones de colesterol,
triglicéridos totales, cLDL y Lp(a) e incremento de
las de cHDL, en cada una de las semanas analiza-
das. Los valores basales de la Lp(a) oscilaron entre
486 y 1.140 mg/l.

Tabla 2. Concentraciones basales y tras tratamiento
con etofibrato de absorcion lenta (500 mg/dia)

Semana Todos Grupo A Grupo B
de tratamiento (n=20) (n=16) (n=4)
Basal 836 905 5594
4 617 (-21%)° 609 (-31%)° 650 (17%)
12 594 (-25%)c 568 (-38%)° 700 (26%)*
24 604 (-23%)° 596 (-32%)"> 636 (14%)"

Los datos se expresan como media y porcentajes de variacion respecto
a la concentracién inicial durante cada etapa del tratamiento, y las
concentraciones de Lp(a) en mg/l. Grupo A: pacientes en los que dis-
minuy6 significativamente la Lp(a). Grupo B: pacientes en los que no
disminuy6 significativamente la Lp(a).

dp < 0,05 respecto al grupo A. ?p < 0,05. ®p < 0,01. °p < 0,001 para
cada semana respecto a la concentracién basal.

23

En 16 pacientes la Lp(a) sérica disminuy6 desde
la cuarta semana hasta el final del tratamiento. Sin
embargo en los otros 4 (2 varones y 2 mujeres), con
edades entre 43 y 78 afios, las concentraciones de
Lp(a) aumentaron ligeramente; en 3 de ellos en las
semanas 4, 12y 24 y en uno en las semanas 12 y 24
de tratamiento. En estos pacientes, las concentra-
ciones basales de Lp(a) fueron las mas bajas de la
serie analizada (entre 486 y 666 mg/l); la concen-
tracién basal mas baja observada en el grupo A, en
el que disminuy6 la Lp(a), fue 725 mg/l.

Se dividi6 a los pacientes en dos grupos (tabla
2): los 16 en quienes la Lp(a) disminuy6 (grupo A)
y los 4 en quienes aument6 (grupo B). Los del gru-
po A mostraron una reduccién estable de la con-
centracién de Lp(a) respecto al valor basal, con si-
milares porcentajes de reducciéon en cada una de
las etapas (p < 0,01 para la 4.2 y 24.* semanas y p <
0,001 para la 12.2 semana). Los 4 pacientes del gru-
po B tuvieron un valor basal promedio significati-
vamente menor que el valor basal promedio del
grupo A (p < 0,05).

La figura 1 muestra el diagrama de dispersién y
las rectas de regresién del porcentaje de reduccién
de la Lp(a) con respecto a la concentracién inicial en
las semanas 4, 12 y 24 de tratamiento. Las rectas de
regresion muestran pendientes positivas y de magni-
tud similar, lo que indica, por un lado, que una vez
lograda la reduccién a la 4.* semana ésta tiende a
mantenerse y, por otro, que a mayor concentracion
basal de Lp(a), mayor porcentaje de variacion.

Discusion

El etofibrato es un agente hipolipemiante conoci-
do por sus efectos sobre los lipidos y lipoproteinas
del suero al reducir las concentraciones totales de
colesterol y triglicéridos, asi como las de cLDL, e in-
crementar las de cHDL; estos efectos se han corro-
borado en este estudio utilizando una dosis de 500

Clin Invest Arterioscl 2003;15(1):8-15 11
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mg/dia de una forma de liberacion retardada. En el
estudio se evidencié que el etofibrato también dis-
minuia las concentraciones séricas de Lp(a) en 16
pacientes cuyos valores basales eran superiores a
725 mg/l, mientras que no las disminuy6 en 4 pa-
cientes con concentraciones entre 486 y 666 mg/l.

En la literatura se ha descrito la utilizacién de
multiples farmacos hipolipemiantes para reducir la
concentracién de Lp(a) sérica. En 23 trabajos que
han ensayado inhibidores de la HMG-CoA reducta-
sa’*® en los que se utiliz6 lovastatina®**, lovastati-
na combinada con colestipol®, pravastatina®4!44,
lovastatina combinada con colestiramina®, pravas-
tatina combinada con colestiramina o colestipol®,
simvastatina®*37#3161 - fluvastatina® y atorvastati-
na®, sélo se obtuvo reduccién significativa de la
Lp(a) en dos de ellos, en los que se utilizé la lovas-
tatina***%; en el resto, la reduccion no fue estadisti-
camente significativa o incluso se observé que la
concentracién de Lp(a) aument6 con el tratamien-
to. Los ensayos con derivados del acido fibrico se
han realizado con varios medicamentos: con gemfi-
brozil los resultados son contradictorios, ya que se
ha descrito ausencia de modificacién con dosis en-
tre 1.200 mg y 2.400 mg/dia®*¢ o disminucién signi-
ficativa de la concentracion con dosis de 1.200
mg/dia®*®’. En dos ensayos con bezafibrato dismi-
nuy6 la concentracion de Lp(a)®®®’, mientras en
otros cuatro no se redujo significativamente**™"!' o
aument6”. Se ha descrito que el fenofibrato (a do-
sis de 200 mg/dfa) reducia moderadamente la con-
centracion de Lp(a)®'”. Los agentes secuestradores
de acidos biliares tampoco han mostrado efectos
beneficiosos cuando se han administrado aislada-
mente*'#47 o se han combinado con inhibidores
de la HMG-CoA reductasa®#4, E] tinico medica-
mento con accién hipolipemiante que ha mostrado
efecto reductor de la Lp(a) sérica es el 4cido nicoti-
nico, ya sea utilizado aisladamente**”>" o en com-
binacién con otros farmacos®, y farmacos simila-
res como el niceritrol”® y el acipimox®7’. Las
dosis de 4cido nicotinico utilizadas en los diferentes
trabajos oscilaron entre 1,5y 6 g. La principal limi-
tacion del acido nicotinico es la alta frecuencia con
la que produce efectos colaterales y, por tanto, su
baja tolerabilidad en la practica clinica®.

De acuerdo a lo anterior, en la selecciéon de un
farmaco hipolipemiante se deberfa considerar la
concentracién de Lp(a) del paciente, y escoger los
que disminuyan las concentraciones si éstas se ha-
llan elevadas. Este es el caso del etofibrato. El etofi-
brato es metabolizado en parte como hidroxietilés-
ter de acido clofibrinico-2 y 4cido nicotinico y, en
parte, como hidroxietiléster de acido nicotinico-2 y

12  Clin Invest Arterioscl 2003;15(1):8-15

acido clofibrinico y sus conjugados. Los dos hidro-
xiésteres medios, tanto el del 4cido clofibrinico
como el del 4cido nicotinico, son activos farmacodi-
namicamente. Por otra parte, se ha descrito que los
farmacos hipolipemiantes que disminuyen la sinte-
sis de cLDL son mas activos en la reduccién de la
Lp(a) sérica®. Este hecho justificaria la coinciden-
cia de respuestas favorables observadas con la ad-
ministracién del dcido nicotinico y del etofibrato.

Si se comparan las reducciones de la concentra-
ci6n sérica de Lp(a) descritas para el 4cido nicoti-
nico*™7 y las obtenidas con el etofibrato en el
presente trabajo se observan porcentajes similares
de reduccién. Lepré et al”® describieron una reduc-
cién del 24% de la concentracién al utilizar 500
mg/dia de acido nicotinico y del 67% con la dosis
de 2.000 mg/dia durante tres semanas; dosis de
4.000 mg/dia produjeron disminuciones del 38% a
las 6 semanas de tratamiento”™. En el presente tra-
bajo la reduccién alcanzada a las 24 semanas de
tratamiento con la forma de liberacién retardada
del etofibrato, en el subgrupo de 16 pacientes en
los que disminuyé6 la Lp(a), fue del 32%.

En nuestro estudio se observé que 4 pacientes no
disminuian su concentracién de Lp(a) con el trata-
miento con etofibrato. Esta tendencia a modifica-
ciones opuestas entre individuos tratados con el
mismo farmaco ha sido descrita por otros auto-
res’2373848546569 Qe ha sugerido que esta divergencia
en la respuesta de la Lp(a) al tratamiento hipolipe-
miante se debe a su heterogeneidad genética®*33%4, A
diferencia de lo observado en el presente estudio
con etofibrato, en que no se redujo la concentracién
de Lp(a) en los sujetos con menores concentraciones
basales, Kostner et al*’ y Slunga et al>* con simvasta-
tina y Jacob et al®?* con lovastatina y pravastatina
han descrito elevaciones de Lp(a) en los pacientes
con concentraciones basales mas elevadas. Klausen
describié que los pacientes que mas elevaron la
Lp(a) durante el tratamiento con pravastatina fue-
ron aquellos con las isoformas de apo(a) pequefias
(S1-S2), cuyas concentraciones basales fueron mas
elevadas, y que se observaron incrementos inferiores
de Lp(a) en pacientes con las isoformas S3 y S4; no
se observaron cambios en el fenotipo de Lp(a) de los
pacientes durante el tratamiento, lo que indicaba
que el aumento de concentracién no fue debido a
cambios estructurales (p. ej. prote6lisis) inducidos
por la droga. Los 4 pacientes del presente estudio en
quienes no se modificé la concentracién de Lp(a)
durante el tratamiento tuvieron concentraciones ba-
sales escasamente elevadas (entre 487 y 666 mg/l)
comparadas con las del resto de los pacientes anali-
zados. Klor et al* describieron que en 10 pacientes
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con Lp(a) sérica elevada se observaba una reduccién
significativa del 16,6% después de 4 semanas de tra-
tamiento con 1 g/dia de etofibrato en dos tomas; sin
embargo, a las 12 y 16 semanas de tratamiento se
observo un ligero incremento de la concentracién de
Lp(a), aunque el efecto total no fue significativo. En
contraste, estos mismos autores describieron reduc-
ciones individuales de entre el 3,4 y el 33,7% en 5 de
los 10 pacientes analizados que presentaron concen-
traciones basales mas elevadas (> 500 mg/l). Este
comportamiento de la Lp(a), distinto del descrito
con el tratamiento con inhibidores de la HMG-CoA
reductasa, ha sido descrito para el bezafibrato de li-
beracién sostenida®® y el acido nicotinico™. Aun-
que la concentraciéon de Lp(a) esta determinada ge-
néticamente por la isoforma de apo(a)®, existen
factores ambientales®, como los cambios estaciona-
les™, la concentracién de estrgenos circulantes”, la
administracion de aspirina®, las concentraciones cir-
culantes de lipoproteinas ricas en triglicéridos™% y
el aumento concomitante de la concentracién de
proteina C reactiva®, que también pueden influir en
esta concentracién. Por otra parte, se ha descrito
que individuos con la misma isoforma de apo(a)
presentan concentraciones significativamente distin-
tas de Lp(a)®"?, circunstancia que ha sido atribuida
a la tasa de sintesis de la lipoproteina®.

Los ensayos clinicos en los que se ha medido el
efecto de farmacos hipolipemiantes sobre la con-
centracion de Lp(a) difieren en las dosis del medi-
camento utilizado, el tiempo en que se ha evaluado
el efecto, el nimero de pacientes evaluados y la
concentracién basal de Lp(a) que presentaban y los
métodos bioquimicos empleados para determinar
la Lp(a)***. En el futuro serdn necesarios nuevos
ensayos con etofibrato para determinar el efecto
sobre la Lp(a) sérica, en los que se contemplen to-
dos los factores de confusién mencionados, para
poder concluir con certeza el efecto beneficioso del
farmaco sobre la concentracion de esta lipoprotei-
na aterogénica.
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CASOS CLINICOS

Varén de 49 anos remitido

ara estudio

de hiperlipidemia mixta y elevacién

de transaminasas

F. Civeria Murillo y E. Merifo-Ibarra
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Exposicion clinica inicial

e trata de un varén de 49 afos remitido por su médico de Atencién Pri-

maria por tener concentraciones elevadas de colesterol desde hace 3 afios
con escasa respuesta al tratamiento con estatinas.
Su padre de 75 afios estaba sano, con cifras normales de colesterol y triglicé-
ridos (T'G). La madre de 69 afios padecia diabetes mellitus (DM) tipo 2 desde
hace 20 afos y estaba en tratamiento con hipolipidemiantes por presentar ci-
fras de colesterol y TG elevados. Por su parte, una hermana y una hija esta-
ban sanas.
El paciente no ha sido fumador, bebe unos 10 gramos de alcohol al dia en for-
ma de vino en la comida del mediodia. Trabaja en una fibrica en una cadena
de montaje, con una actividad laboral sedentaria, camina una hora al dia y algo
miés durante el fin de semana. Lleva dieta pobre en grasa animal y colesterol
desde hace 3 afos. No ha habido cambios en el peso en los dltimos afios.
Actualmente estd asintomdtico y en tratamiento con 40 mg de lovastatina al dfa.
La exploracion refleja los siguientes datos: peso 72 kg; talla 1,59 m; indice de
masa corporal 28,5 kg/m?; no se aprecia arco corneal, ni xantelasmas; los pulsos
estdn presentes y simétricos en extremidades; no presenta xantomas tendinosos.
La auscultacion cardiaca es normal y la tensién arterial de 122/72 mmHg. El
perimetro de cintura era de 98 cms.
El paciente aporta la siguiente analitica solicitada hace 15 dfas por su médico de
Atencién Primaria. La analitica de sangre se hizo después de 10 horas de ayu-
nas y bajo tratamiento con lovastatina 40 mg/dfa: colesterol total 298 mg/dl, tri-
glicéridos 384 mg/dl, colesterol HDL: 38 mg/dl; colesterol LDL (calculado):
183 mg/dl; glucosa 142 mg/dl; acido urico: 8,1 mg/dl; GOT/AST: 112 Ul/;
GPT/ALT: 156 UL/, bilirrubina, proteinas totales, fosfatasa alcalina, GGT,
urea y creatinina dentro de la normalidad.

A partir de la exposicion
clinica, ¢cual serfa el
diagnéstico sindrémico
inicial?

¢Qué pruebas
complementarias
estarian indicadas?

¢Cudl seria la sospecha
diagnostica actual y el
diagnéstico diferencial?

¢Cuadl fue el

procedimiento
diagnostico de certeza?

¢Cudl serfa el
planteamiento
terapéutico?

:Cudl serfa el diagnodstico
de presuncion inicial?

Ala luz de los resultados de la primera visita y la exploracion
analitica que aporta el enfermo es diagnosticado de: 1. Hi-
perlipidemia mixta IIb, posiblemente secundaria a un sin-
drome metabdlico y una hiperlipidemia familiar combinada.

XX

2. Diabetes mellitus tipo 2. 3. Sobrepeso. 4. Hepatitis secun-
daria a firmacos y/o esteatohepatitis.

El paciente tiene una hiperlipidemia mixta, ya que pre-
senta concentraciones elevadas de colesterol y triglicéridos.
Este patron es frecuente y suele ser debido a una elevacién
simultinea de particulas VLDL (ricas en triglicéridos) y
LDL (ricas en colesterol); por ese motivo se le diagnostica de
una hiperlipoproteinemia tipo IIb. El diagnéstico diferencial
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desde el punto de vista lipoproteico se plantea con la hiper-
lipoproteinemia tipo III, también llamada disbetalipoprotei-
nemia, en la que la hiperlipidemia mixta es secundaria a una
elevacion de particulas remanentes, especialmente de IDL
con cifras de LDL normales.

La hiperlipoproteinemia tipo III es una dislipidemia
poco frecuente que se presenta como una hiperlipidemia
mixta grave, habitualmente con cifras superiores a 350-400
mg/dl, tanto de colesterol total como de triglicéridos, secun-
daria a un defecto genético en el gen de apo E. Habitual-
mente los sujetos son homocigotos para el alelo E2 del gen
de apo E. Los heterocigotos no presentan alteraciones lipi-
dicas, por lo que la hiperlipoproteinemia tipo III es una en-
fermedad autos6mica recesiva. Su diagnéstico requiere la de-
mostraciéon de aumento de IDL en sangre, técnica dificil y
costosa, ya que precisa una ultracentrifugacion, o bien la de-
terminacién del genotipo de apo E. Hoy dia, en presencia de
una hiperlipoproteinemia mixta grave y genotipo apo E2/2,
se acepta el diagndstico de hiperlipoproteinemia tipo II1.

El paciente presenta un sindrome metabélico (SM) de
acuerdo con los criterios del ATP. Los triglicéridos son su-
periores a 150 mg/dl, colesterol HDL es menor de 40 mg/dl
y la glucemia es mayor de 110 mg/dl. Con estos tres criterios
se puede hacer el diagnéstico clinico de SM, lo que le con-
fiere al paciente un riesgo cardiovascular alto, ademds de in-
dicarnos que muy probablemente existe una resistencia peri-
férica a la accién de la insulina, consecuencia del aumento de
grasa abdominal.

Analizando la historia familiar del paciente nos encon-
tramos que la madre presenta una hiperlipidemia mixta y una
DM, es decir, nos encontramos con una transmision autosé-
mica dominante de la dislipidemia en esta familia. La hiper-
lipidemia familiar combinada es una enfermedad genética
compleja con interaccion de factores genéticos y ambienta-
les. Se caracteriza por hiperlipidemia de transmisién autoso-
mica dominante, con fenotipos lipoproteicos variables, pero
con predominio del IIb, es decir, la hiperlipidemia mixta, y
coexiste en muchas ocasiones con el SM. La posibilidad de
ampliar el estudio lipidico a otros miembros de la unidad fa-
miliar podria confirmar el diagnédstico.

El diagnéstico de diabetes mellitus (DM) tipo 2 quedaria
pendiente de una segunda determinacién analitica para su
confirmacién. Segin los criterios de la ADA, la glucemia
mayor de 126 mg/dl en ayunas en al menos dos ocasiones
confirma el diagnéstico de DM. Sospechamos una DM tipo
2 dada la edad, las caracteristicas clinicas del enfermo y la
presencia de una resistencia periférica a la insulina asociada
a su SM. El diagnéstico de una diabetes tiene importantes
implicaciones prondsticas y terapéuticas. Segin el ATP III,
la diabetes es un equivalente de riesgo cardiovascular seme-
jante a la cardiopatia isquémica sintomdtica, ya que el riesgo
cardiovascular de los sujetos con diabetes es semejante al de
los sujetos que han sufrido un evento coronario sin diabetes.
Por este motivo, si se confirma el diagnéstico, el objetivo te-
rapéutico en este enfermo, con respecto a la concentracién
de colesterol LDL, serd situarla por debajo de 100 mg/dl o,
en el caso del colesterol no HDL, por debajo de 130 mg/dl.

El indice de masa corporal (IMC) se encuentra entre 25-
29,9 kg/m?, y por tanto el paciente tiene sobrepeso. Este ex-
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ceso de peso y suacumulacién abdominal han contribuido en
gran medida al desarrollo de la resistencia periférica a la in-
sulina, el SM y la diabetes que presenta este enfermo. Sera
imprescindible que el paciente disminuya la ingesta calérica
y aumente el ejercicio fisico para conseguir una reduccién de
peso hasta valores normales. Este es el objetivo fundamental
del tratamiento en este momento y que el enfermo debe co-
nocer y aceptar.

En cuanto a la sospecha de hepatitis posiblemente secun-
daria a firmacos (estatinas) y/o a esteatohepatitis, aproxima-
damente un 0,2-2% (dependiendo de las dosis fundamental-
mente), de los pacientes presentan una elevaciéon de las
transaminasas con cualquier estatina. Suele elevarse mds la
GPT/ALT, tiende a aparecer en los primeros meses de trata-
miento y desaparece rdpidamente, en unas pocas semanas,
tras la supresion del firmaco. Cuando las elevaciones superan
tres veces el valor superior de la normalidad, se recomienda la
suspension de la estatina, que puede reinstaurarse, habitual-
mente con dosis mds bajas de las empleadas anteriormente o
con una estatina diferente, una vez normalizadas las cifras de
transaminasas. La esteatosis hepdtica es otro hallazgo fre-
cuente que acompaifia al sobrepeso, a la hiperlipidemia mixta
y al SM. De hecho, muchos autores la consideran una mani-
festacion clinica mas del SM. El tratamiento de eleccién de la
esteatohepatitis también es la reduccién de peso.

¢Cuil serfa la actitud terapéutica
inicial?

Al enfermo se le recomienda dejar la medicacién actual con
estatinas e intensificar la reduccién de grasas saturadas e hi-
dratos de carbono simples en su dieta y el ejercicio fisico. Se
le instruye en la necesidad de perder peso hasta los 62 kg
(IMC 25 kg/m?) a lo largo de 6-12 meses. De acuerdo a su
consumo caldrico, se le prescribe una dieta de 1.800 calorfas
(balance negativo diario de 400 calorias), debiendo caminar
2 horas al dia.

¢Qué tipo de exploraciones
complementarias estarfan
indicadas?

Con el objetivo de confirmar los diagnésticos de presuncién
y comprobar la evolucién se le solicita nueva analitica de san-
gre para dentro de 6 semanas que incluya: glucosa, Hb Alc,
colesterol, triglicéridos, colesterol HDL, apo B, colesterol
LDL, TSH, fosfatasa alcalina, GOT/AST, GPT/ALT, se-
rologia de hepatitis B y C; andlisis de orina: para la deteccién
de microalbuminuria; genotipo de apo E y ecografia abdo-
minal y carotidea.

El enfermo es revisado en consulta nuevamente. Ha Ile-
vado bien la dieta y ha aumentado su actividad fisica. Ha per-
dido 2 kg de peso, su peso actual es de 70 kg, IMC 27,7
kg/m’; tension arterial 126/76 mmHg.

Analitica de sangre: glucosa 133 mg/dl, HbAlc 6,2%,
colesterol 279 mg/dl, triglicéridos 333 mg/dl, colesterol

XX
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HDL 36 mg/dl, colesterol LDL 176 mg/dl, colesterol no
HDL 243 mg/dl, apo B 168 mg/dl; GOT/AST: 89 Ul/;
GPT/ALT: 112 UV/; bilirrubina, proteinas totales, fosfata-
sa alcalina, gamma-GT, urea y creatinina TSH dentro de la
normalidad. La serologia a los virus de la hepatitis By C
fueron negativas. Genotipo de apo E: E3/3 y microalbumi-
nuria negativa. La ecograffa abdominal presenté alteracién
difusa de la ecogenicidad hepdtica compatible con esteato-
sis; andmala distribucién de la grasa abdominal con aumen-
to preferente de grasa preperitoneal (fig. 1). La ecografia ca-
rotidea estaba sin placas, con grosor de intima-media
normal (fig. 2).

¢Segin los resultados aportados se
mantendrian los diagnosticos de
sospecha iniciales?

Esta segunda analitica confirma la hiperlipidemia IIb, el
SM, la DM tipo 2, el sobrepeso y la esteatohepatitis como
causa de la elevacién de enzimas hepdticas. La elevacién de
apo B por encima de lo esperado nos indica un aumento del
numero total de particulas conteniendo apo By la probable
presencia de LDL pequenas y densas caracteristicas del SM.
Se descarta hiperlipoproteinemia tipo III por el genotipo de
apo E, asi como la afectacién renal por la ausencia de mi-
croalbuminuria. La TSH, fosfatasa alcalina, gammaGT, y
creatinina normales, junto a la ausencia de proteinuria des-
cartan las principales causas de hiperlipidemia mixta secun-
darias.
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Fig. 1. Ecografia superfi-
cial de la pared abdomi-
nal donde se aprecia una
acumulacion de grasa
preferentemente intraab-
dominal sobre la grasa
subcutanea.

Fig. 2. Ecografia caroti-
dea donde se aprecia un
grosor de intima (linea
roja)-media (linea verde)
dentro de la normalidad.
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En este punto :qué medidas
terapéuticas estarian indicadas?

Llegados a este punto y en vista de las concentraciones lipi-
dicas actuales es poco probable que, con la dieta Gnicamen-
te, este paciente consiga objetivos lipidicos a corto plazo, por
lo que se plantea el inicio de firmacos hipolipidemiantes. En
presencia de TG por encima de 300 mg/dl, las resinas y las
estatinas no son los firmacos de eleccién, al menos en mo-
noterapia. Los fibratos y la niacina son buenos firmacos para
el tratamiento de la hipertrigliceridemia, que ademds consi-
guen ascensos en la concentracién de colesterol HDL y des-
censos moderados en la concentracién de colesterol LDL.
Serd imprescindible continuar con la dieta y el ejercicio para
la reduccién de peso. Para el tratamiento de la resistencia pe-
riférica a la insulina asociada a su DM tipo 2 las tiazolidin-
dionas o la metformina en presencia de obesidad son los far-
macos de eleccién. Ademds, las tiazolidindionas parecen
mejorar la esteatohepatitis asociada al SM.

Evolucién clinica-analitica

El paciente inici6 tratamiento con fenofibrato 160 mg/dia y
pioglitazona 15 mg/dia. Se le insisti6 en mantener la dieta y
el ejercicio, y se le programé revision analitica en 12 sema-
nas. Tras este periodo el paciente habia perdido 1,5 kg de
peso (peso actual 68,5 kg, IMC 27 kg/m?) y sus resultados
analiticos eran lo siguientes: glucosa 118 mg/dl; HbAlc
5,5%; colesterol 210 mg/dl; triglicéridos 152 mg/dl; coleste-
rol HDL 51 mg/dl; colesterol LDL 129 mg/dl; apo B 102
mg/dl GOT/AST: 39 Ul/l; GPT/ALT: 52 Ul/L

La evolucién y respuesta al tratamiento confirman los
diagnésticos iniciales y la necesidad de mantener el trata-
miento actual. La cifra de colesterol LDL no ha alcanzado el
objetivo de < 100 mg/dl, pero se sitda por debajo de < 130
mg/dl, por lo que la decisién de asociar una estatina en dosis
bajas al tratamiento se retras6 hasta futuras revisiones.
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Concepto

Esta bien establecido que determinados factores de riesgo
cardiovascular, muy especialmente obesidad, hiperlipidemia,
diabetes mellitus (DM) tipo 2 e hipertension arterial (HTA),
tienden a presentarse agrupados en muchos pacientes, y que
la incidencia de enfermedad cardiovascular es especialmente
prevalente entre este grupo de la poblacién. Reaven, en
1988, introdujo en la literatura médica el término “sindrome
X” como un sindrome de resistencia periférica a la insulina
inducido por la obesidad y que el hiperinsulinismo asociado
a esta condicién explicaba la asociacién de factores descrita
anteriormente!. Sin embargo, otros nombres como “el cuar-
teto mortal” (deadly quarter), “sindrome plurimetabélico”,
“sindrome de resistencia periférica a la insulina” o “sindro-
me dismetabdlico™ se han usado de forma indistinta para
describir esta asociacién. Recientemente el informe III del
Panel de Tratamiento de Adultos (ATP III), del Programa
Nacional de Educacién sobre el Colesterol de los EE.UU.
(NCEP) hace especial hincapié en la importancia de este sin-
drome clinico como factor de riesgo mualtiple para la enfer-
medad cardiovascular, establece nuevos criterios diagndsti-
cos y adopta la denominacién de sindrome metabélico
(SM)’. Esta denominacién es la mds ampliamente aceptada
en la literatura médica actual.

EI SM es, por tanto, un grupo de factores de riesgo car-
diovascular que tienden a presentarse de forma conjunta, que
presentan una base etiopatogénica comidn y que estd intima-
mente relacionada con la obesidad, muy especialmente con
el cimulo de grasa a nivel abdominal. La importancia del
SM radica en su elevada y creciente prevalencia en los paises
occidentales; y que confiere a los pacientes que lo presentan
un elevado riesgo de enfermedad cardiovascular y de desa-
rrollo posterior de DM.

65
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Concepto. El sindrome metabélico (SM) es una
entidad que agrupa diferentes factores de riesgo
vascular, que tienden a presentarse de forma
conjunta, con una base etiopatogénica com(n que
esta intimamente relacionada con el cimulo de
grasa abdominal.

Etiopatogenia. El SM es muy frecuente;
aproximadamente una cuarta parte de la
poblacién adulta de los paises occidentales lo
padece. Esta entidad confiere un elevado riesgo
de enfermedad cardiovascular y de desarrollo
posterior de diabetes mellitus tipo 2. La
acumulacion de grasa abdominal es la principal
responsable de la resistencia insulinica,
dislipidemia, hipertension arterial y deméas
componentes del SM.

Diagnéstico. Los criterios diagndsticos del SM
propuestos por el ATP Ill, que incluyen aumento
del perimetro de la cintura, hipertrigliceridemia,
colesterol HDL bajo, hipertension arterial y
glucemia elevada en ayunas, son los mas
utilizados en la actualidad.

Tratamiento. La pérdida de peso y el ejercicio
fisico regular son el tratamiento de eleccion del
SM. Debido al elevado riesgo cardiovascular que
conlleva dicho sindrome es frecuente la
necesidad de utilizar firmacos para el control de
los factores de riesgo.

\. J

Epidemiologia

Debido a que los criterios diagnésticos del SM han variado
en los tltimos afios, y que diferentes investigadores han ve-
nido utilizando definiciones del SM diversas, la prevalencia
que se ha comunicado es algo diferente entre estudios y po-
blaciones. En la tercera encuesta de nutricién y salud de los
EE.UU. (NHANES III) que se ha publicado recientemente,
la prevalencia del SM, segtin los criterios diagnésticos pro-
puestos por el ATP III, entre adultos mayores de 20 afios fue
del 24%, pero con un incremento progresivo con la edad. En
los mayores de 50 afios era superior al 30%, y por encima
de los 60 afios la prevalencia se situaba por encima del 40% de
la poblacién. Esta prevalencia era mayor todavia entre los
hispanos y, sin embargo, algo inferior entre los americanos
de raza negra*. En Europa la prevalencia del SM es de 23%
para los varones y de 12% para las mujeres, de acuerdo con
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los criterios de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)°.
Cuando en el mencionado estudio NHANES III se compa-
ran ambas definiciones, el resultado ajustado por edad fue
del 23,9% usando los criterios del ATP Il y del 25,1% usan-
do la definicién de la OMS, con una concordancia superior
al 80% entre ambas definiciones®.

En Espana los resultados son muy semejantes a los pu-
blicados en otras poblaciones occidentales. Alvarez Leén et
al han encontrado una prevalencia del 24,4% del SM entre
un grupo de 578 sujetos del estudio ENCA de la Comunidad
de Canarias’. La prevalencia del SM ha sido algo superior
entre las mujeres espafiolas que entre las mujeres blancas de
procedencia europea del estudio San Antonio en un estudio
reciente, si se comparan las caracteristicas clinicas de nuestra
poblacién con las del citado estudio estadounidense’.

La frecuencia del SM es muy variable de acuerdo con el
estado de tolerancia a la glucosa de la poblacién. Como pue-
de verse en la figura 1 tomada del estudio NHANES I1I, el
SM se presenta en el 25,8% de los sujetos con normogluce-
mia, en el 33,1% de los sujetos con glucemia basal normal,
pero glucemia alterada después de una sobrecarga oral de
glucosa, y asciende hasta el 71,3% y 86% entre los sujetos
con glucosa alterada en ayunas o DM, respectivamente®.

Podemos concluir que en los paises occidentales de nues-
tro entorno, incluido el nuestro, con independencia de la de-
finicién empleada, aproximadamente una cuarta parte de la
poblacién adulta padece el SM, que la prevalencia aumenta
con la edad, es mis frecuente en varones y entre los sujetos
con trastornos del metabolismo hidrocarbonado, y que la
prevalencia del SM en Espafia entre las mujeres es incluso
superior a la de otras poblaciones.

Sindrome metabdlico
y riesgo cardiovascular

Un estudio prospectivo en Finlandia involucré a 1.209 varo-
nes entre 42 y 60 afios libres de enfermedad cardiovascular,
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Fig. 1. Prevalencia del sindrome metabdlico ajustado por edad y tolerancia a
glucosa en mayores de 50 aiios. Tomada de Alexander CM, et al*. NFG: glu-
cemia basal normal; IGT: tolerancia anormal a la glucosa; IFG: glucemia al-
terada en ayunas; DM: diabetes mellitus.
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cincer o DM; fueron seguidos durante 11 afios y se estudi6
la mortalidad coronaria, cardiovascular y total en dependen-
cia de la presencia o no del SM al inicio del seguimiento. Los
sujetos con SM tuvieron aproximadamente 4 veces mas mor-
talidad coronaria, 2,5 veces mas mortalidad cardiovascular, y
2 veces mis mortalidad total que los sujetos sin SM al inicio,
a pesar de ajustar por edad, consumo de tabaco, concentra-
cién de colesterol en lipoproteinas de baja densidad (coleste-
rol LDL) e historia familiar de enfermedad coronaria®. Por
tanto, el SM, aun en ausencia de DM, es evidente que incre-
menta el riesgo cardiovascular y la mortalidad en los sujetos
que lo padecen.

En la figura 2 puede verse la prevalencia ajustada por
edad de enfermedad coronaria en dependencia de la presen-
cia de SM y/o DM. En mayores de 50 afios del estudio
NHANES 1II, la prevalencia fue mds alta entre los sujetos
con DM y SM simultineamente (19,2%), seguida por los su-
jetos con SM pero sin DM (13,9%), que fue muy superior a
la prevalencia observada entre los diabéticos sin SM (7,5%)
o la poblacién sin DM ni SM (8,7%). Este estudio confirma
que el SM supone un riesgo importante de enfermedad car-
diovascular en ausencia de DM, y que la combinacién de am-
bas supone un riesgo adicional. Sin embargo, los sujetos con
DM pero sin SM no fue significativamente diferente a la en-
contrada en la poblacién general®.

En el estudio Framingham el SM por si solo predijo
aproximadamente el 25% de los eventos cardiovasculares.
En ausencia de otros factores de riesgo cardiovascular, el
riesgo de enfermedad coronaria se situd entre el 10%-20% a
los 10 afios para los varones y fue inferior al 10% en muje-
res’. Sin embargo, el diagnéstico de SM no supuso una ven-
taja adicional en la prediccion coronaria cuando se comparé
con los factores de riesgo mas cldsicos. Por este motivo el
ATP II no incluyé al SM en la férmula para el cilculo del
riesgo cardiovascular®. Ello quiere decir que, en ausencia de
DM, la introduccién de la obesidad, concentracién de trigli-
céridos y de glucosa en el cilculo del riesgo cardiovascular
tiene poco valor en el estudio Framingham. La determina-
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cién de proteina C reactiva (PCR) posiblemente mejore el
poder predictivo cardiovascular del SM, pero hacen falta mds
estudios para poder confirmar su utilidad'.

Sindrome metabdlico y diabetes mellitus

El SM es un riesgo muy importante para el desarrollo de
DM. En el estudio Framingham aproximadamente el 50%
de los casos de DM aparecieron entre los sujetos con SM al
inicio del seguimiento. En torno al 85% de los pacientes con
DM presentan simultineamente un SM. De los diferentes
componentes del SM la resistencia periférica a la insulina es
el factor mds asociado con el desarrollo posterior de DM en
un estudio prospectivo en indios Pima seguidos por un pe-
riodo de 4 afios. Por este motivo el SM definido por los cri-
terios de la OMS, que requieren la demostracién de resis-
tencia periférica a la insulina fue mejor predictor que el SM
definido segin el ATP III. La obesidad troncular y las con-
centraciones de lipidos también fueron factores de riesgo in-
dependientes para el desarrollo de DM; sin embargo, la ten-
si6n arterial no se relacioné con el riesgo de DM. Ademds, el
riesgo de DM en los sujetos con el SM parece independien-
te de la historia familiar de diabetes, lo que sugiere que los
factores ambientales asociados al SM también son los res-

ponsables a largo plazo del desarrollo de DM

Componentes del sindrome metabdlico

El informe del ATP III identifica 6 componentes del sindro-
me metabolico® (tabla 1):

Obesidad abdominal

El aumento del tejido adiposo en el organismo como conse-
cuencia de dietas ricas en calorfas y del bajo consumo ener-
gético, asociado al sedentarismo creciente de los paises occi-
dentales es un elemento fundamental y pricticamente
constante que a su vez tiene un papel patogénico de primer
orden. Cualquier aumento del depésito graso se asocia con
mayor riesgo de SM, pero la obesidad abdominal o de distri-
bucién androide, y muy especialmente el cimulo del tejido
adiposo visceral abdominal es el mejor relacionado con el
SM!™. El procedimiento ideal para la medicién de este tipo
de grasa es la tomograffa computarizada o la resonancia
magnética, pero son procedimientos que por su coste, tiem-

po, riesgo potencial y disponibili-
TABLA 1 dad sélo se aplican en el contexto
de la investigacién'®. En la pricti-
ca clinica el indice de masa corpo-
ral (IMC), el perimetro abdomi-
nal y el cociente cintura/cadera
son los parimetros mejor estable-
Resistencia periérica a la cidos y relacionados con el SM. El
insulina ATP TII recomienda tinicamente
Estado proinflamatorio la medicion de la cintura abdomi-
nal como la forma sencilla y mejor

Componentes del sindrome
metabélico

Obesidad abdominal
Dislipidemia aterogénica
Elevacion de la presion arterial

Estado protrombético
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correlacionada con la adiposidad asociada al SM®. La estea-
tosis hepitica como expresién del ctimulo adiposo visceral
abdominal también puede utilizarse como marcador del SM
en ausencia de alcoholismo. Sin embargo, la medicién de la
esteatosis no estd suficientemente estandarizada como para
poder ser aplicada en la prictica clinica como criterio diag-
néstico'.

Dislipidemia aterogénica

Los trastornos cualitativos y cuantitativos de las lipoprotei-
nas plasmdticas son constantes en el SM y posiblemente son
los principales responsables del aumento de la morbimorta-
lidad asociada al mismo. El perfil caracteristico estd formado
por concentraciones normales o sélo discretamente elevadas
de colesterol total, pero con una distribucién anémala de
particulas con aumento de remanentes de lipoproteinas de
muy baja densidad o lipoproteinas de densidad intermedia
(IDL) y quilomicrones, aumento de lipoproteinas de baja
densidad (LDL) pequefias y densas, y descenso del colesterol
en lipoproteinas de alta densidad (colesterol HDL). EL na-
mero total de particulas remanente de LDL estd aumentado,
por lo que su proteina mayoritaria, la apolipoproteina B (apo
B), se encuentra de forma casi constante aumentada, > 125
mg/dl, y es un buen pardmetro de diagnéstico y control de la
dislipidemia del SM. Las lipoproteinas de alta densidad
(HDL) disminuyen de nimero y se altera su composicién
predominando también las particulas mis pequefias y densas
(HDL3). Asimismo, la concentracién de triglicéridos se en-
cuentra habitualmente elevada por aumento de lipoproteinas
de muy baja densidad (VLDL) pequeiias. Desde el punto de
vista clinico, la concentracion de apo B, el colesterol HDL y la con-
centracion de triglicéridos son los pardmetros mejor relacionados
con la dislipidenia del SM, pero sélo la medicion de los dos dl-
timos parametros se recomienda en la prictica clinica en el
momento actual®.

Elevacion de la presion arterial

La presion arterial tanto sistélica como diastdlica se correla-
ciona muy bien al grado de obesidad. Asimismo, es frecuente
encontrar alteraciones en la glucosa, insulina y metabolismo
lipidico entre los pacientes hipertensos. La hiperinsulinemia
se ha propuesto como el elemento causal de esta asociacion,
hecho que se discutird mis adelante. Sin embargo, es el ele-
mento menos metabdlico del SM, el menos relacionado con
el desarrollo posterior de DM, pero muy importante en la
prediccién del riesgo cardiovascular total de estos sujetos,
por lo que todas las definiciones incluyen la HTA dentro del
espectro clinico, diagnéstico y de intervencién en el SM!™.

Resistencia a la insulina o intolerancia
a la glucosa

La resistencia a la insulina (RI) aparece de forma casi inva-
riable en la mayoria de los sujetos con SM. Para muchos
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autores la RI es el denominador comin y el nexo del resto
de las manifestaciones, por lo que en algunos casos el tér-
mico sindrome de RI'y SM se llegan a utilizar como sinéni-
mos. Sin embargo, la RI no es ficil de medir en la prictica,
y sus consecuencias: hiperinsulismo, glucemia alterada en
ayunas o tras sobrecarga oral de glucosa o DM se correla-
cionan peor con el resto de los elementos del SM, y sobre
todo con el riesgo cardiovascular'®. La definicién de la OMS
requiere la demostracién de forma indirecta de RI para lle-
var a cabo el diagnéstico de SM. Sin embargo, la definicién
del ATP III considera tnicamente la glucemia basal altera-
da como un criterio mds, pero no imprescindible del SM.
Para el ATP III es sobre todo un sindrome que asocia ries-
go cardiovascular y, de acuerdo al estudio Framingham, en
ausencia de DM la demostracién clinica de IR no aporta una
mayor prediccién de riesgo vascular. Este criterio del ATP
III permite obviar la realizacién de una prueba de tolerancia
oral a la glucosa en sujetos normoglucémicos pero con sos-

pecha de SM.

Estado proinflamatorio

Es clinicamente demostrable a través del aumento de PCR
en sangre. La PCR ha demostrado correlacionarse bien con
la obesidad, con los otros elementos del SM y parece ser un
factor de riesgo independiente para el desarrollo de enfer-
medad cardiovascular. Ademds, la elevacién de la PCR po-
drfa identificar a un subgrupo de sujetos que van a benefi-
ciarse especialmente del tratamiento farmacolégico con
estatinas. Sin embargo, se considera todavia como factor de
riesgo emergente, sin peso para el diagndstico del SM y fal-
ta por definir si su relacion es totalmente independiente de
la adiposidad medida por métodos mis sencillos’.

Estado protrombético

Estd intimamente relacionado con el estado proinflamatorio
y producido via citocinas como la PCR. Clinicamente se ca-
racteriza por elevacién de fibrinégeno, reactantes de fase
aguda como la PCR, y del inhibidor tisular del plasminége-
no-1 (PAI-1). Ambos estdn bien relacionados con el riesgo
cardiovascular total de estos pacientes de forma indepen-
diente de los factores cldsicos, pero que no se incluyen por el
momento entre los criterios diagnésticos’.

Etiopatogenia

En la etiopatogenia del SM se han identificado los siguientes
factores’:

1. Obesidad y desérdenes del tejido adiposo.

2. Resistencia a la insulina.

3. Liberacién de moléculas relacionadas con la infla-
macién (moléculas de origen hepitico, vascular o inmuno-
légico).

4. Otros factores como el envejecimiento y el estilo de
vida.
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Obesidad y desordenes del tejido adiposo

En el origen de cada uno de estos elementos intervienen fac-
tores genéticos y ambientales, cuya importancia varfa de un
individuo a otro.

Los mecanismos que justifican la asociacién entre obesi-
dad abdominal (visceral) y el SM no son todavia bien cono-
cidos. No obstante, el tejido adiposo con distribucion visce-
ral es muy activo en la liberacién de moléculas con potencial
patogénico en el SM; por ejemplo, dcidos grasos no esterifi-
cados, factor de necrosis tumoral o (TNFa), resistina, adi-
ponectina, leptina, el PAI-1, el factor tisular, angiotensing-
geno, lipoproteinlipasa e interleucina 6. Estos factores
pudieran favorecer la aparicién de un estado proinflamato-
rio, de RI y/o0 dafio endotelial®.

En el desarrollo de la obesidad los factores genéticos y
ambientales estin muy ligados; en el primer caso se han des-
crito varios polimorfismos en genes candidatos que se aso-
cian con una mayor adiposidad, por ejemplo, los genes de la
proteina desacoplante de la termogénesis UCP1, del recep-
tor B3-adrenérgico, del receptor B2-adrenérgico, el gen de la
leptina, el de la proteina adiponectina, el del TNFo. y el del
neuropéptido Y'S. Se han descrito enfermedades monogéni-
cas raras del tejido adiposo causantes de SM, como la lipo-
distrofia por mutaciones en el gen de la laminina A/C, AGP-
TA y seipina®.

La dislipidemia aterogénica del SM, como hemos visto,
se caracteriza por incremento de los triglicéridos, disminu-
cién de colesterol HDL, aumento de los niveles de apo B y
de lipoproteinas remanentes y formacion de LDL pequeiias
y densas*”. En estado de RI el flujo de acidos grasos libres
(AGL) circulantes hacia el higado estimula la sintesis de
VLDL ricas en triglicéridos, y se producen mayores cantida-
des de IDL por accién de la lipoproteinlipasa, todo lo cual
genera aumento de los niveles séricos de triglicéridos y de
apolipoproteina B. La proteina transportadora de ésteres de
colesterol (CETP) media el intercambio de triglicéridos por
colesterol entre las lipoproteinas ricas en triglicéridos y las
HDL, con lo cual en estados de sobreproduccién de VLDL
se potencia el intercambio de lipidos entre estas particulas y se
generan lipoproteinas HDL mds grandes y ricas en triglicé-
ridos, y cuyo catabolismo por la lipasa hepitica estd incre-
mentado. Las LDL generadas a partir de las VLDL ricas en
triglicéridos estin mds cargadas de triglicéridos, siendo estos
hidrolizados por la lipasa hepdtica resultando en unas lipo-
proteinas mds pequefias y mds densas con mayor incremento
de la proporcién de proteinas/lipidos®. Algunos pacientes
con SM pueden tener normotrigliceridemia y colesterol
HDL bajo, lo que sugiere algin otro mecanismo que expli-
que la hipoalfalipoproteinemia. Es posible, por ejemplo, que
estos individuos tengan triglicéridos normales en ayunas vy,
sin embargo, presenten una respuesta postprandial alterada a
la grasa de la dieta y el incremento del intercambio de lipi-
dos mediado por la CETP ocurra exclusivamente en estado
postprandial’’. Por otro lado, el incremento del flujo de
AGL hacia el higado disminuye la sintesis de apolipoprotei-
na Al, la cual es fundamental para el ensamblaje de las HDL.
Finalmente, la sintesis del transportador ABCA1 estd regula-
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da a la baja en estados de RI y ésta es una molécula funda-
mental en la formacién de las HDL, con lo cual se reducen
sus niveles séricos!”.

La activacién de la inmunidad innata produce cambios
en las lipoproteinas plasmidticas, enzimas, proteinas trans-
portadoras y receptores tanto en animales como humanos,
especificamente en estos ltimos puede producir incremento
de la sintesis hepitica de VLDL, disminuir su aclaramiento,
reducir los niveles de colesterol HDL y modificar su com-
posicién’. Una de las enzimas que puede incrementar su sin-
tesis durante procesos inflamatorios es la lipasa endotelial
cuya actividad sobre los fosfolipidos de las HDL promueve
su catabolismo'®.

La hipertensién arterial en el SM puede estar relacio-
nada con la RI y la hiperinsulinemia que genera, pues esta
hormona estimula el sistema nervioso simpitico lo que
provoca vasoconstriccién, aumento del gasto cardiaco, ac-
tivacién del sistema renina-angiotensina (RAS) y aumento
de la absorcion renal de sodio y agua'. La propia activa-
cién del RAS produce disfuncién endotelial con creci-
miento vascular, disfuncién plaquetaria y activacién inmu-
nolégica e inflamatoria'?. Dell’Omo et al demostraron que
en pacientes hipertensos con SM se produce un incremen-
to de la tasa de escape transcapilar de albimina y, ademis,
un fallo en la respuesta vasodilatadora endotelial depen-
diente de 6xido nitrico y que ambos aspectos pueden ser
independientes®’.

Existen evidencias de que la relacién entre adiposidad
central e hipertension arterial puede no estar relacionada con
los niveles de insulina basales, por lo que se han invocado
otros mecanismos para explicar la hipertension arterial en el
SM; por ejemplo, se ha demostrado que el PAI-1 se correla-
ciona positivamente con la tension arterial sistolica y diastd-
lica y el tejido adiposo visceral es significativamente mds
productor de PAI-1 que el subcutdneo por lo que pudiera de-
sempefiar un papel en el desarrollo de hipertension arterial
en estos pacientes®’.

La insulina promueve el almacenamiento de energfa en
forma de lipidos y glucégeno, la biosintesis de macromolé-
culas (icidos nucleicos y proteinas) y sus efectos directos son
el incremento de la captacién de glucosa (misculo y tejido
adiposo), el estimulo de la glucélisis (higado), estimulo de la
sintesis de dcidos grasos y triacilgliceroles (higado y tejido
adiposo), inhibe la gluconeogénesis (higado), incrementa la
sintesis de glucégeno (higado y misculo), incrementa la
captacién de dcidos grasos (musculo) con activacién de la
sintesis proteica. Para ejecutar estas acciones, la insulina
debe unirse a su receptor, que es una glucoproteina tetra-
mérica con dos subunidades o (735 residuos de aminodci-
dos) y dos subunidades B (620 residuos de aminoacidos) uni-
das por puentes disulfuro. La unién de la insulina con su
receptor genera cambios conformacionales en este tltimo
que permite la autofosforilacién de los residuos de tirosina
de la subunidad B del dominio intracitoplamdtico (actividad
tirosinquinasa) con la consiguiente activacién del receptor,
con lo cual se suceden una cascada de reacciones de fosfori-
lacién y desfosforilacién que conducen a la entrada de glu-
cosa al interior de la célula y al resto de las acciones de la in-
sulina’!.
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Resistencia insulinica

La RI se puede generar a tres niveles: prerreceptor, receptor
y postreceptor. La causa postreceptor es la mds frecuente y
sus mecanismos de produccion no estin muy claros. No obs-
tante, puede existir antagonismo entre las sustancias intrace-
lulares generadas de la unién insulina-receptor y adipocito-
quinas derivadas del tejido adiposo. Por ejemplo, el TNFo
inhibe la fosforilacién de los residuos de tirosina de la subu-
nidad B del receptor de insulina; o el estrés oxidativo y la dis-
funcién endotelial que acompafian al SM también pueden
afectar las sefializaciones intracelulares generadas por la in-
sulina'®. E/ mecanismo de produccion de la RI mds conocido es a
través del incremento de los AGL, los cuales pueden actuar de
dos maneras:

1. Elincremento de icidos grasos en el interior de la cé-
lula aumenta la relacién acetilCoA/CoA y NADH/NAD*
con la consecuente inactivacién de la piruvato deshidrogena-
sa, con lo cual aumentan las concentraciones de citrato y se
inhibe la actividad de la fosfofructoquinasa, generando in-
cremento intracelular de glucosa-6-fosfato con lo que se in-
hibe la actividad de hexoquinasa II con incremento de la
concentracién intracelular de glucosa y disminucién de su
captaciéon muscular

2. El otro mecanismo serfa que el incremento del flujo
de AGL hacia el musculo genere incremento intracelular de
metabolitos de dcidos grasos como el acilCoA, diacilglicerol
y ceramidas, se activa entonces la cascada de serinas/treoni-
nas quinasas con lo cual se fosforilan los residuos serina/tre-
onina de los sustratos del receptor de insulina (IRS-1, IRS-2),
reduciéndose la habilidad de estos sustratos para transmitir la
sefial de fosforilacién generada de la unién insulina-recep-
tor?. Recientemente se ha publicado un estudio realizado en
descendientes de pacientes con DM en el cual se demuestra
un defecto en la regulacién del metabolismo intracelular de
dcidos grasos que puede ser causado por un defecto hereda-
do de la fosforilacién oxidativa mitocondrial y por tanto, el
incremento de flujo de AGL hacia el musculo no serfa el
verdadero causante del aumento intramiocelular de lipidos®.

Normalmente en estado postprandial, a partir de los qui-
lomicrones de la dieta se obtienen AGL, y aproximadamen-
te un 50% van hacia los adipocitos y el otro 50% se mantie-
ne circulante en plasma. En pacientes con SM la cantidad de
AGL circulantes es mayor; se ha calculado que por cada 100
UM de incremento plasmitico de AGL se produce una re-
duccién de la sensibilidad a la insulina de aproximadamente
el 8%, que también puede explicarse por el incremento de
los estimulos apoptdticos a las células  pancredticas genera-
das por los AGL*. Por otro lado, el exceso de aporte de
AGL al higado puede estimular la sintesis de VLDL, pues
constituyen el sustrato para la sintesis de estas lipoproteinas.
Los AGL a su vez encuentran dificultad para su almacena-
miento periférico por la propia resistencia de la lipasa sensi-
ble a insulina y estimulan la produccién de PAI-1 con lo cual
se favorece un estado protrombatico?.

Se ha demostrado que el exceso de AGL afecta la sinte-
sis de 6xido nitrico al inhibir la sintasa constitutiva de 6xido
nitrico, con lo cual se rompe el equilibrio entre 6xido nitri-
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co, y endotelina-1 en detrimento del primero, cuyas conse-
cuencias son alteraciones en la reactividad vascular y en la
permeabilidad endotelial. Finalmente, el exceso de AGL
puede afectar importantes vias intracelulares de transmisién
de sefiales, por ejemplo, la Na/K ATPasa, canales de sodio,
potasio y calcio®.

Liberacion de moléculas relacionadas
con la inflamacion

La inflamacién crénica subclinica es un componente impor-
tante del SM, lo cual estd expresado por el aumento en el
plasma de estos pacientes de marcadores inflamatorios como
la PCR, la cual a su vez puede traer consecuencias negativas
como disminuir la angiogénesis, favorecer la apoptosis de
células endoteliales, disminuir la supervivencia y diferencia-
cién de células endoteliales progenitoras e incrementar la ex-
presién endotelial de moléculas de adhesién. Anteriormente
hemos mencionado varias citocinas que intervienen en la pa-
togenia del SM las cuales presentan propiedades proinflama-
torias y proaterogénicas como el TNFo quien promueve la
progresién y vulnerabilidad de la placa a través del estimulo
a la secrecion de interleucina 18 o protrombdticas como el

PAI-17.

Factores genéticos y sindrome metabdlico

Se han descrito polimorfismos en genes cuya existencia en
algunos casos se relaciona con la aparicién o variacion de los
elementos que componen el SM: genes relacionados con la
obesidad comentados mds arriba, genes relacionados con
la sensibilidad a la insulina como el gen de receptores nu-
cleares tipo PPARY, gen de la glucoproteina de membrana
PC-1, el gen de la calpaina 10 que recientemente se ha rela-
cionado con susceptibilidad a DM y genes relacionados con
el metabolismo lipidico como el gen de la lipoproteinlipasa,
de la lipasa hepitica, de la proteina transferidora de ésteres
de colesterol (CETP) y el de la proteina de unién de ele-
mentos reguladores de esteroles 1C (SRBP-1C)!6%,

Otra hipétesis que trata de explicar la RI desde el punto
de vista de la interaccién genes-ambiente es en su relacién
con el bajo peso al nacer. La subnutricién fetal puede ser ne-
gativa para el desarrollo y funcién de las células B pancredti-
cas y de los tejidos sensibles a la insulina (thrifty phenotype hy-
pothesis) cuya causa pudiera estar relacionada con la
activacién de genes vinculados con la RI?.

Ambiente y SM

El estilo de vida sedentario y las dietas hipercaléricas ricas en
acidos grasos saturados y con alto contenido de carbohidra-
tos llevan a un disbalance entre la energfa aportada y la gas-
tada con la consiguiente adiposidad, obesidad, desarrollo de
RIy de SM.

Las neuronas que contienen serotonina estan concentra-
das en los niicleos del rafe del tallo cerebral y se conectan
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con la corteza cerebral, el hipotilamo y los nicleos autoné-
micos donde parecen ejercer funcién reguladora, influyendo
sobre diversos comportamientos como la alimentacién, la re-
produccidn, el suefio, el dolor, la termogénesis, ritmo cardi-
aco y funcién pancredtica. Se ha demostrado una correlacién
inversa entre respuesta serotoninérgica central a estimulan-
tes como la fenfluramina y la aparicién de los componentes
del SM, lo cual puede deberse a disfuncién de las vias sero-
toninérgicas en el cerebro, afectando comportamientos
como los habitos alimentarios, la actividad fisica o ambos,
llevando indirectamente a obesidad, RI y SM*.

Firmacos como los corticoides, antidepresivos, antipsi-
céticos, antihistaminicos pueden generar ganancia de peso y
en algunos casos favorecer la intolerancia a la glucosa pre-
disponiendo a padecer SM?'. Los inhibidores de las proteasas
utilizados en pacientes infectados por el virus de la inmuno-
deficiencia humana usualmente generan un SM secundario a
la lipodistrofia y RI*%.

La infeccién también puede favorecer el desarrollo de
SM vy aterosclerosis, al menos teéricamente, por diferentes
mecanismos: reactividad cruzada, incremento de citocinas
inflamatorias y protrombéticas, disfuncién endotelial, dismi-
nuci6n de la capacidad antiinflamatoria de las HDL e incre-
mento del trifico de macréfagos dentro de la pared arterial®’.

La consecuencia final del padecimiento del SM es el de-
sarrollo de aterosclerosis y la aparicion de eventos cardiovas-
culares isquémicos. Por una parte, la influencia genética vy,
por la otra, los factores ambientales inducen incremento del
tejido graso con depésito central y activacién de la inmunidad
innata, cuya consecuencia es la liberacién de citocinas por las
células que componen ambos tejidos, liberacién de mediado-
res inflamatorios por parte del higado en respuesta a estas ci-
tocinas, las cuales a su vez ejercen acciones proinflamatorias,
proaterogénicas y protrombéticas independientes. Todo lo
anterior lleva al desarrollo del SM con expresién de todos o
algunos de sus componentes, al desarrollo de aterosclerosis y
de eventos cardiovasculares isquémicos' (fig. 3).

Diagndstico del sindrome metabolico

Para intentar delimitar a este sindrome clinico la OMS, a
través de un grupo de expertos, propuso en 1999 unos crite-
rios diagnésticos basados en los trastornos de la glucosa ba-
sal o tras sobrecarga oral de glucosa en presencia de gluce-
mia normal (tabla 2). También incluyé como criterio la
presencia de microalbuminuria, a pesar de que su frecuencia
es baja en el SM*. Ese mismo afio un grupo de expertos
europeos, Grupo Europeo par el Estudio de la Resistencia a
la Insulina (EGIR) propuso unos criterios diagndsticos muy
semejantes a los propuestos por la OMS?** (tabla 3). Mis re-
cientemente el Panel de Expertos del ATP III ha establecido
sus propios criterios® (tabla 4). La diferencia fundamental de
estos criterios estd en el posicionamiento de los autores en
cuanto a la causa del SM. El ATP III, como hemos visto, no
encuentra suficientes evidencias para recomendar la medi-
cién rutinaria de la resistencia a la insulina (por ejemplo, in-
sulina plasmaitica), del estado proinflamatorio (por ejemplo,
PCR) o del estado protrombético (por ejemplo, fibrinégeno
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SINDROME METABOLICO

prevenir o al menos retrasar la evo-
lucién hacfa una DM. El sobrepeso
y la obesidad estin como elemen-
| tos causales del SM por lo que las
medidas higiénico-dietéticas con
reduccién calérica y ejercicio fisico
frecuente para lograr un peso nor-
mal son el tratamiento de eleccion
en la primera fase del tratamiento’®.

Sobrepeso y obesidad

-—
—_—

Monocito/macréfago

Adipocinas Citocinas

Marcadores
inflamatorios

Resistencia a la insulina

I Sindrome metabdlico l V¥ HDL

ATA

!

ATEROSCLEROSIS

!

Todos los pacientes con SM y obe-
sidad o sobrepeso deben seguir una
dieta encaminada hacia la reduc-
cién del peso. La aproximacién
ideal es lograr mantener una dieta
con un balance negativo de unas
500 calorfas al dfa para intentar
conseguir una reduccién de aproxi-
madamente un 10% del peso en
unos 6 meses. La dieta debe ade-
mds seguir las normas generales de
reduccién de colesterol (< 300
mg/dia), de grasa saturada (< 10%
del total de las colorias), y de grasa
total (< 35% de las calorias) reco-
mendadas para el tratamiento de la
hipercolesterolemia o la DM?*.
No se recomiendan en la actua-
lidad la prescripcion de dietas agre-
sivas extremadamente bajas en ca-

Ruptura de la placa/trombosis |‘=

L A Aumento

’ Eventos cardiovasculares ‘

Fig. 3. Fisiopatologia de la enfermedad aterosclerdtica cardiovascular en el sindrome metabdlico.
Modificada de Reilly MP, Rader DJ™. TG: triglicéridos; TA: tension arterial; HDL: lipoproteinas de alta den-

sidad.

o PAI-1) para el diagnéstico de sindrome metabélico y reco-
mienda un diagnéstico del SM muy relacionado con el ries-
go cardiovascular asociado.

Sin duda, el diagnéstico basado en los criterios del ATP
III es mis sencillo, y por tanto mds ficilmente aplicable a la
préctica clinica habitual. Ademds, como hemos sefialado an-
teriormente, la concordancia entre ambos grupos de crite-
rios (OMS y ATP III) es superior al 80%. Por todos estos
motivos la definicién propuesta por el ATP III es la més uti-
lizada en la actualidad.

Tratamiento del sindrome metabdlico

El tratamiento de las personas con el SM debe perseguir dos
objetivos fundamentales: disminuir el riesgo cardiovascular y
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lorfas o con alto contenido en
grasa, debido a que muy rara vez
consiguen reducciones de peso que
se mantengan en el tiempo.

Los depresores del apetito,
como la sibutramina, un inhibidor
de la recaptacién de serotonina, o
los inhibidores de la absorcién in-
testinal de grasa, como el orlistat,
pueden utilizarse para suplementar
el efecto de la dieta, especialmente en personas poco respon-
dedoras. Es de esperar una pérdida de peso de unos 4 kg con
el uso de estos firmacos durante los primeros meses de tra-
tamiento.

Algunos sujetos con IMC > 40 kg/m?, o > 35 kg/m’ con
comorbilidad asociada al SM y que no logren reducciones de
peso con la dieta pueden llegar a ser candidatos para cirugia

de la obesidad.

Inactividad fisica

La inactividad fisica es un hecho comin en nuestra sociedad
y claro predisponente al desarrollo de obesidad y SM. Un
ejercicio fisico aerébico regular debe recomendarse a los su-
jetos con SM en ausencia de complicaciones mayores para
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TABLA2

Criterios clinicos para el sindrome metabolico, segiin la Organizacion
Mundial de la Salud

Insulinorresistencia identificada por uno de los siguientes criterios
Diabetes tipo 2

Alteracion de la glucemia en ayunas

Alteracion de la tolerancia a la glucosa

0 aquellos con niveles normales de glucemia en ayunas (< 110 mg/dl), captacion
de glucosa por debajo del menor quartil para la poblacion de donde proviene
el paciente, con hiperinsulinemia bajo condiciones de euglucemia

Mas cualquiera de los siguientes criterios

Consumo de medicacion antihipertensiva y/o hipertension arterial
(sistdlica > 140 mmHg o diastélica > 90 mmHg

Triglicéridos plasmaticos > 150 mg/dl (> 1,7 mmol/l)

Colesterol HDL < 35 mg/dl (0,9 mmol/l) en hombres o < 39 mg/dI (1,0 mmol/l)
en mujeres

IMC > 30 kg/m? y/o razon cintura:cadera > 0,9 en hombres, > 0,85 en mujeres

Tasa de excrecion urinaria de albdmina > 20 pg/min o razén albimina:creatinina
>30 mg/g

IMC: indice de masa corporal.
Tomada de World Health Organization®.

TABLA3

Criterios clinicos para el diagndstico del sindrome
metaboélico/resistencia insulina del Grupo Europeo para el Estudio
de la Resistencia a la Insulina (EGIR)

Insulinorresistencia o insulinemia en ayunas > percentil 75
(en pacientes no diabéticos) y dos o mas de las siguientes alteraciones

Hiperglucemia > 110 mg/d|
Tension arterial > 140/90 mmHg y/o medicacion antihipertensiva
Dislipidemia: triglicéridos > 180 mg/dl o colesterol HDL < 40 mg/d|

Obesidad central: circunferencia de cintura > 94 cm en varones o
>80 cm en mujeres

Tomada de Balkau B, et al’.

TABLA 4
Diagnéstico del sindrome metabalico, segiin criterios del ATP III?

Factores de riesgo Definicion

Obesidad abdominal Perimetro de la cintura

Hombres > 102 cm
Mujeres >88cm
Triglicéridos > 150 mg/dI
HDL colesterol

Hombres <40 mg/dl
Mujeres < 50 mg/dl
Tension arterial > 130/> 85 mmHg
Glucemia en ayunas > 110 mg/dl

Cuando tres de los criterios estan presentes, se puede considerar el diagnéstico
de sindrome metabélico.
Tomada de la cita bibliografica 3.

ello. El ejercicio mejora todos los componentes del SM y
ademds contribuye a la pérdida de peso. La recomendacién
mis establecida es la de ejercicio aerébico moderado-inten-
so al menos 30 minutos al dia, e idealmente mas de una hora
al dia’.
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Dislipidemia aterogénica

El tratamiento de los diferentes factores de riesgo que com-
ponen el SM no tienen un tratamiento diferencial al pro-
puesto para la poblacién general. Por tanto, en la dislipide-
mia del SM el objetivo fundamental del tratamiento es el
control de la concentracién de colesterol LDL de acuerdo al
nivel de riesgo cardiovascular a 10 afos propuesto por el
ATP III. La dieta y el ejercicio fisico también son de elec-
cién en el tratamiento de la dislipidemia del SM. Las estati-
nas son los firmacos hipolipidemiantes de eleccién para con-
seguir los objetivos de colesterol LDL si no se han logrado
con la alimentacién, el ejercicio y la pérdida de peso. En oca-
siones las estatinas no llegan a controlar la concentracién de
triglicéridos o del colesterol HDL y entonces los fibratos o
la niacina, solos o en combinacién con estatinas pueden es-
tar indicados. El fenofibrato serfa el fibrato de eleccién si hu-
biera que asociarlo a una estatina, ya que no interfiere con el
catabolismo hepdtico de éstas™.

Hipertension

Tampoco este factor de riesgo tiene un tratamiento diferen-
te en el SM con respecto a la poblacion general. Si las cifras
se encuentran > 140/90 mmHg o > 130/80 mmHg en pre-
sencia de DM, el tratamiento farmacol6gico estard indicado.
Ningin firmaco antihipertensivo puede considerarse de
eleccion en el SM. Los inhibidores de la enzima convertido-
ra de angiotensina I en angiotensina IT (IECA) y los bloquea-
dores de la angiotensina (ARA-II) han demostrado ser de uti-
lidad y tener algunas ventajas sobre otros antihipertensivos
en sujetos con DM?.

Estado protrombético

Las actuales recomendaciones de la Asociacién Americana
del Corazén (American Heart Association, [AHA]) indican la
administracién de antiagregantes plaquetarios, como el AAS,
en aquellos pacientes con riesgo coronario superior al 10%
en 10 afios’’. Muchos pacientes con SM debido a la presen-
cia de varios factores de riesgo pueden tener ese nivel de ries-
go o superior, por lo que la administracién de AAS estard in-
dicada en ellos.

Prevencion de la diabetes mellitus

Dos estudios recientes, uno europeo (Estudio Finlandés del
Prevencion de la Diabetes)*®, y otro estadounidense (Progra-
ma de Prevenci6n de la Diabetes)*’, han demostrado que re-
ducciones discretas en el peso y aumentos en el ejercicio fi-
sico en sujetos con RI son capaces de reducir la progresion a
DM. En ambos estudios hubo una reduccién superior al
50% de la incidencia de DM entre aquellos sujetos que man-
tuvieron una pérdida de peso a lo largo del estudio. En el es-
tudio americano, la metformina también logré una reduc-
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cién del 31% en la progresién a DM, aunque su papel en el
SM todavia no estd bien establecido.

Los agonistas PPAR-y o tiazolidindionas son firmacos

utilizados en el tratamiento de la DM que mejoran la sensi-
bilidad a la insulina y varios componentes del SM. Todavia
no existen estudios con eventos clinicos como objetivo final,
por lo que su recomendacién en el SM todavia no estd esta-
blecida. Sin embargo, debido a su mecanismo de accién, sen-
sibilizando a la insulina y conservando la funcién de la célu-
la beta pancredtica han demostrado ser muy eficaces en la
prevencién de DM en mujeres con historia de diabetes ges-
tacional, y con evidencia de tolerancia anormal a la glucosa
por RI¥.
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ABETALIPOPROTEINEMIA
(SINDROME DE BASSEN-
KORNZWEIG)

La abetalipoproteinemia (ABL) es una en-
fermedad de transmisién autosémica recesi-
va que se caracteriza por malabsorcién de
grasas, hipolipoproteinemia, acantocitosis,
retinopatia y deterioro neuroldgico progresi-
vol.
Etiopatogenia
La ABL esta causada por defectos en alguna
de las proteinas involucradas en el ensam-
blaje, procesamiento o secrecién de las lipo-
proteinas que contienen la apoproteina (apo)
B, como los quilomicrones y las lipoprotei-
nas de muy baja densidad (VLDL)'. El de-
fecto mis frecuente asociado a ABL se en-
cuentra en el gen de la proteina microsomal
transferidora de triglicéridos (MTP, microso-
mal triglyceride transfer protein). Se han
descrito alrededor de 20 mutaciones en este
gen que producen un fenotipo de ABL?. Es-
ta proteina se asocia fisicamente a la apo B
probablemente a su regién N-terminal y
transfiere triglicéridos y ésteres de colesterol
durante el proceso de ensamblaje de las li-
poproteinas que contienen apo B, por lo que
es fundamental en el primer paso de su gé-
nesis>.

La consecuencia metabolica de estos de-
fectos es la virtual ausencia en plasma de los

quilomicrones y de las lipoproteinas de la
cascada de las VLDL. En consecuencia, la
concentracién plasmdtica de triglicéridos son
unos pocos miligramos por decilitro que in-
cluso no aumentan después de la ingestion
de grasa. Las concentraciones de colesterol
total se sitdan entre 20 y 45 mg/dl, y las del
colesterol unido a lipoproteinas de baja den-
sidad (cLDL) y apo B pueden no ser detec-
tables (tabla I)M2.

En ausencia de apo B, la apo E se con-
vierte en el tnico ligando del receptor de
apo B-100/E, y el aclaramiento de las parti-
culas que contienen apo E aumenta. Este
hecho probablemente contribuya a explicar
la deficiencia de lipoproteinas de alta densi-
dad (HDL) en la ABL, donde la HDL susti-
tuye a las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) en el aporte del colesterol a los teji-
dos periféricos, por ejemplo para la esteroi-
dogénesis, con una alta eficiencia, como si
hubiera concentraciones de cLDL de 100
mg/dll.

La imposibilidad para la biogénesis de
quilomicrones genera malabsorcién de gra-
sas y, con ella, de varias vitaminas liposolu-
bles, especialmente de tocoferol, pues entra
en el sistema portal formando parte de los
quilomicrones. La mayor parte del tocoferol
del plasma se encuentra en las LDL y llega a
los tejidos periféricos por endocitosis via re-
ceptor de LDL, por lo que la deficiencia de
vitamina E es considerable incluso ante su-

TABLA 1. Concentraciones plasmaticas de lipidos y apolipoproteinas en un caso indice de abetalipoproteinemia y

de su familia

Sujetos Edad cr TG cLDL cHDL Apo B Apo A-1
Caso indice 3 48 11 ND 45 ND 71
Madre 32 186 245 88 49 7 177
Padre 32 219 203 149 29 94 118

Valores expresados en mg/dl.

CT: colesterol total; TG: triglicéridos; cLDL: colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad; cHDL: colesterol unido a lipopro-
tefnas de alta densidad; Apo: apolipoproteina; ND: no detectable. De Di Leo et al2.
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plementos orales o parenterales de dicha vi-
tamina'. La deficiencia en tocoferol puede
explicar algunas de las manifestaciones neu-
romusculares y oculares de la ABL*.

Manifestaciones clinicas y diagnéstico

Manifestaciones hematoldgicas

Lo més llamativo es la acantocitosis, que in-
volucra hasta al 50% de los eritrocitos circu-
lantes y que no se detectan en la medula
6sea. Esta forma de los eritrocitos inhibe su
“rodillo” y comporta una velocidad de sedi-
mentacién globular muy baja'.

La vida media de los eritrocitos estd dis-
minuida y puede producirse un sindrome
hemolitico que no suele ser la principal cau-
sa de anemia en la ABL, sino que se produce
por deficiencia de hierro, folatos y de otros
nutrientes, todo ello secundario a la malab-
sorcién de grasas. En este mismo sentido, la
deficiencia de vitamina K produce prolonga-
ci6n del tiempo de protrombina.

Manifestaciones gastrointestinales

La malabsorcién de grasas es el elemento fi-
siopatolégico central en la ABL. Suele pre-
sentarse en el periodo neonatal con vomitos,
diarreas y pobre ganancia de peso. La ma-
labsorcién de grasas produce malabsorcién
de vitaminas liposolubles (A, D, E, K), con
su consiguiente deficiencia sistémica’.

Manifestaciones neuromusculares

Las manifestaciones neuromusculares en la
ABL la sitdan en el grupo de sindromes he-
reditarios degenerativos espinocerebelosos.
El primer signo neuroldgico es la disminu-
cién de los reflejos osteotendinosos, con pos-
terior pérdida de la sensibilidad vibratoria y
propioceptiva, asi como marcha atéxica'. El
signo de Romberg es frecuentemente positi-
vo'y los pacientes sin tratamiento no son ca-
paces de mantenerse en pie a partir de la
tercera década de la vida. La dismetrfa y la
disartria son comunes, asi como las contrac-
turas musculares; estas dltimas conducen a
pie cavo, pie equinovaro y cifoescoliosis!.

Manifestaciones oculares
La principal manifestacién es la degenera-
cién retiniana pigmentaria. El inicio de los
sintomas es variable, la pérdida de la agude-
za visual puede estar comprometida desde la
primera década de la vida, pero pueden
mantenerse asintomdticos hasta la edad
adulta. El sintoma de presentacién inicial
puede ser la pérdida de la vision nocturna y
de los colores’.

En resumen, las manifestaciones clinicas
se dan en un paciente con valores bajos de li-

poproteinas plasmdticas, por lo que el diag-
néstico de esta enfermedad se basa en 3 pi-
lares: manifestaciones clinicas y analiticas de
la enfermedad (anteriormente descritas), el
arbol genealdgico, que expresa una enferme-
dad cuya transmision es autosémica recesiva,
y el andlisis molecular del gen de la MTP pa-
ra la bisqueda de mutaciones.

Tratamiento

Medidas no farmacolégicas

— Restriccion de los triglicéridos de la dieta,
especialmente los que contienen dcidos gra-
sos de cadena larga, hasta valores de 15 ¢
diarios.

— La administracién de triglicéridos de cade-
na media puede ayudar en nifios extremada-
mente malnutridos, pero no debe ser una
medida rutinaria debido a su asociacién con
fibrosis hepatica.

Medidas farmacoldgicas

— Administracién de 1-2 g/dia de vitamina E
para nifios pequefios y de 5-10 g/dia para ni-
fios mayores y adultos. Con esta medida se
puede detener la progresién e incluso evitar
la aparicién de algunas manifestaciones neu-
romusculares y oculares.

— Administracién de suplementos de vitami-
nas A, B-carotenos y vitamina K.

HIPOBETALIPOPROTEINEMIA
FAMILIAR

La hipobetalipoproteinemia familiar (HBF)
es un trastorno hereditario autosémico codo-
minante que afecta a las lipoproteinas que
contienen apo B!. La caracteristica mas des-
tacable de los individuos con HBF es la pre-
sencia de concentraciones de colesterol to-
tal, cLDL y apo B por debajo del percentil 5
de la distribucién en la poblacién general.
Las causas secundarias de hipobetalipopro-
teinemia suelen ser consecuencia de diver-
sos factores, como dietas vegetarianas estric-
tas o enfermedades que comportan malab-
sorcién intestinal, entre las que cabe
mencionar el hipertiroidismo, la enfermedad
hepadtica grave, la pancreatitis crénica o la
malnutricién®.

Etiopatogenia

En la mayoria de casos de HBF primaria el
defecto genético es desconocido y puede o
no asociarse con el gen de la apo BT. Los ca-
sos mejor caracterizados de HBF son los
que se deben a mutaciones en el gen de la
apo B, localizado en el cromosoma 2. Este
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Figura 1. Mapa esquematico de
apo B con mutaciones que pro-
ducen hipobetalipoproteinemia.

gen codifica 2 proteinas, una de procedencia
hepitica, de 4.536 aminodcidos, conocida
como apo B-100, y otra de procedencia in-
testinal, de 2.152 aminodcidos, denominada
apo B-48. Esta tltima es el resultado de un
proceso de editado intestinal del ARN men-
sajero que convierte el codén 2135 en un co-
don de parada®. Las mutaciones del gen de
apo B que conducen a la formacién de codo-
nes de parada, “sin sentido”, o cambio de
pauta de lectura, “frameshift”, producen for-
mas truncadas de apo B y son causa de
HBF. Las formas truncadas de apo B se de-
signan con la nomenclatura porcentual rela-
tiva a la apo B-100. En la actualidad se han
descrito més de 50 formas truncadas de apo
B, algunas tan cortas como la apo B-2 y otras
muy largas, tales como la apo B-89. Nuestro
grupo ha identificado 3 formas truncadas
(apo B-9, apo B-12 y apo B-53) en pacientes
espafioles con HBF?. Las formas truncadas
inferiores a la apo B-27 no se detectan en el
plasma de los pacientes, probablemente de-
bido a una baja produccién y/o a una rdpida
degradacién (fig. 1).

La HBF es muy heterogénea, y no todas
las causas de HBF se deben a formas trunca-
das de apo B. Recientemente se ha descu-
bierto otro gen situado en el cromosoma 1,
denominado PSCKY9, relacionado con la
HBF que codifica una serinproteasa conoci-
da con el nombre de NARC-1 (neural apop-
tosis-regulated convertase 1)'°. El sustrato
de esta proteasa es desconocido, pero se es-
pecula que estd relacionada con la degrada-
cién del receptor de las LDL. Las mutacio-
nes en PSCK9 pueden causar tanto hiperco-
lesterolemia como hipobetalipoproteinemia.
Las mutaciones que producen ganancia de
funcién cursan con hipercolesterolemias au-
tosémicas dominantes, mientras que las mu-
taciones de pérdida de funcién, tales como

Detectadas en lipoproteinas pequeiias

los codones de parada, se asocian con reduc-
ciones significativas del colesterol total y
cLDL. Dos mutaciones de codén de parada,
Y142X y C679X, en el gen PSCK9 que son
frecuentes en los afroamericanos (2%) y po-
co frecuentes en europeos (menos de 0,1%),
reducen en un 40% las cifras de cLDL!°. Al-
gunos pacientes presentan un fenotipo clini-
co idéntico al de la HBF, que es consecuen-
cia de un defecto combinado situado en el
gen de la proteina MTP%

Clinica
La gran mayoria de sujetos HBF heterocigo-
tos son asintomaéticos o presentan una sinto-
matologia leve, y la tinica caracteristica dife-
rencial es la presencia de concentraciones
plasmadticas bajas de cLDL y de apo B. Los
efectos a largo plazo del cLDL bajo sobre la
salud y longevidad de los heterocigotos no se
conoce con precisiénl. Mediante resonancia
magnética nuclear se ha observado que la
mayoria de sujetos heterocigotos con HBF y
apo B truncadas tienen una esteatosis hepé-
tica; por término medio, la grasa hepética en
los sujetos heterocigotos de HBF es 5 veces
superior a la de los controles (tabla IT)'.
Algunos sujetos heterocigotos de HBF
tienen heces blandas debido a una malabsor-
cién intestinal parcial, mientras que los ho-
mocigotos o) heterocigotos compuestos pre-
sentan una malabsorcién grave de grasa de la
dieta y vitaminas liposolubles. Esta malab-
sorcién puede ocasionar secuelas importan-
tes en la infancia y la y adolescencia, tales co-
mo retraso en el crecimiento, anemia, acan-
tocitosis, ataxia y retinitis pigmentosa, que
configuran un cuadro similar a la ABL.

Diagnéstico

El diagnéstico clinico se basa en la presencia
de concentraciones de colesterol total,
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TABLA II. Principales caracteristicas de la
hipobetalipoproteinemia

Herencia: Autosémica codominante
Frecuencia: Desconocida
Lipidos plasmaticos
Heterocigotos: CT bajo (40-180 mg/dl), TG bajos
(15 mg/dl- normales) )
Homocigotos: igual que abetalipoproteinemia
Clinica
Homocigotos: acantocitosis, malabsorcién
intestinal, manifestaciones neuromusculares,
retinitis pigmentosa
Heterocigotos: esteatosis hepitica, anormalidades
menores en mucosa intestinal
Defecto genético
Mutaciones en gen de apo B que producen formas
truncadas de la proteina
Mutaciones de pérdida de funcién en PSCK9
Otros loci desconocidos

CT: colesterol total; TG: triglicéridos.

cLDL y apo B por debajo del percentil 5,
una vez descartadas las causas secundarias
de hipobetalipoproteinemia. Es importante
realizar un estudio familiar para descartar la
ABL, que mostrard una herencia autosémica
dominante.

El diagnéstico clinico puede confirmarse, en
algunos casos, mediante el estudio molecular
de proteinas o de material genético. Las espe-
cies truncadas de apo B pueden detectarse en
las VLDL y las LDL, e incluso en algunos ca-
sos pasan a formar parte de las HDL. La forma
de deteccién de estas proteinas truncadas es,
una vez obtenido el plasma con inhibidores de
proteasas, separar las lipoproteinas por ultra-
centrifugacién y analizar las especies de apo B
mediante electroforesis desnaturalizante en
gradiente de poliacrilamida. Esta técnica per-
mite determinar el peso molecular de la espe-
cie truncada. Una vez conocido su peso mole-
cular, se identifica el lugar especifico de la mu-
tacién mediante la secuenciacién del ADN
correspondiente. Sin embargo, dado lo laborio-
so y complejo de esta técnica de obtencién de
apo B truncadas, el hecho de que algunas de
ellas no se detecten en el plasma y que no to-
das las HBF se deben al gen de apo B, en la
actualidad es preferible la bisqueda de muta-
ciones en los genes de apo B y PSCK 9°.

Tratamiento

Los trastornos gastrointestinales responden a
las dietas con restriccién de triglicéridos de
dcidos grasos de cadena larga. Los dcidos
grasos de cadena media se absorben en el in-
testino y son transportados unidos a la albu-
mina a través del sistema portal y, por lo tan-
to, no precisan la formacién de quilomicro-
nes. Estos dcidos grasos de cadena media
s6lo aportan energfa, pero no son esenciales
y, como hemos sefialado, no se recomienda
su uso rutinario.

Dado que estos pacientes pueden presen-
tar un déficit de vitaminas liposolubles, pue-
den requerir suplementos de las mismas. En
individuos heterocigotos pueden estar indi-
cados suplementos de cantidades moderadas
de vitamina E para prevenir el desarrollo de
sintomas neurol(’)gicos. Por otra parte, la res-
triccién de la grasa de la dieta en individuos
heterocigotos s6lo debe plantearse si hay evi-
dencia de malabsorcién o urolitiasis oxalical.

HIPOALFALIPOPROTEINEMIAS

La hipoalfalipoproteinemia se define por la
existencia de una concentracién plasméﬁca
baja de colesterol unido a lipoproteinas de
alta densidad (cHDL). Por tanto, cHDL ba-
jo e hipoalfalipoproteinemia son sinénimos.
Tradicionalmente se ha considerado cHDL
bajo cuando las concentraciones son inferio-
res al percentil 10 de la distribucién en una
determinada poblacién, que deben ajustarse
por la edad y, sobre todo, por el sexo, debido
a las importantes diferencias en la concen-
tracién de cHDL entre varones y mujeres.
En Espafia dicho percentil se encuentra en
torno a 35 mg/dl en los varones y a 42 mg/dl
en las mujeres, todo ello en la edad adulta'®.
Sin embargo, a efectos précticos es mucho
mds importante definir cHDL bajo baséndo-
se en el riesgo aumentado de enfermedad
cardiovascular. Aunque la relacién inversa
entre enfermedad coronaria y cHDL es con-
tinua, el National Cholesterol Education
Program (NCEP), en el informe del ATP III
ha definido el cHDL bajo como concentra-
ciones inferiores a 40 mg/dl con el objetivo
de ganar sensibilidad en la prediccién de
riesgo cardiovascular y sefialar la importan-
cia del mismo'®. Ello quiere decir que apro-
ximadamente un tercio de los varones y una
quinta parte de las mujeres adultas tienen
hipoalfalipoproteinemia.

Etiopatogenia

El metabolismo de las particulas HDL es
muy complejo y su concentracién plasmati-
ca, incluida la hipoalfalipoproteinemia, es el
resultado de la interaccién de factores gené-
ticos y ambientales. A pesar de ello, las hipo-
alfalipoproteinemias se clasifican en prima-
rias o secundarias teniendo en cuenta los
factores responsables mds importantes (tabla
111).

Enfermedad de Tangier

La enfermedad de Tangier es una enferme-
dad rara (se han descrito unos 60 casos) que
se caracteriza por una deficiencia casi com-
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TABLA lll. Clasificacion de las hipoalfalipoproteinemias

Hipoalfalipoproteinemias primarias

Aisladas
Enfermedad de Tanger
Hipoalfalipoproteinemia familiar
Enfermedad de Gaucher
Deficiencia familiar de apo A-I
Apo A-T anormales

Asociadas a hipertrigliceridemia
Deficiencia de LCAT
Hiperlipemia familiar combinada
Hiperquilomicronemias

Hipoalfalipoproteinemias secundarias
Asociadas a ?{:ipertrigliceridemias secundarias
Diabetes mellitus descompensada
Consumo excesivo de alcohol
Insuficiencia renal crénica
Pancreatitis aguda
Estrégenos
Asociadas a factores exégenos reductores de cHDL
Obesidad
Sindrome metabélico
Tabaquismo
Farmacos: andrégenos, anabolizantes, diuréticos. ..
Ingestas muy pobres en grasas

Gen responsable

ABCA1 (homocigotos)

ABCAL1 (heterocigotos)
Glucocerebrosidasa (heterocigotos)
Apo A-1

Apo A-1

LCAT
USF1?
LPL, apo C-II

Enfermedades caquectizantes: cincer, enfermedades cronicas graves

Ayuno prolongado
Vegetarianos

Enfermedades inflamatorias o infecciosas agudas y crénicas

Colagenosis
Artritis reunatoide
Sida

Fiebre prolongada
Sepsis

LCAT: lecitin-colesterol aciltransferasa; cHDL: colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad.

pleta de cHDL y se asocia a concentracio-
nes bajas de colesterol total, cLDL, apo A-I
y apo B, y concentraciones aumentadas de
triglicéridos. Clinicamente se asocia con hi-
pertrofia amigdalar, adenomegalias, hepa-
tosplenomegalia, polineuropatia periférica y
riesgo aumentado de enfermedad coronaria
prematura de unas 6 veces sobre la pobla-
cién general'. El descenso en apo A-I se
debe al catabolismo muy rdpido de la parti-
cula HDL. Todas las manifestaciones se de-
ben al depésito aumentado de ésteres de
colesterol en las células macrofégicas a cau-
sa del flujo deficiente de colesterol. La en-
fermedad de Tangier se debe a mutaciones
en el gen que codifica la proteina ABCAI.
La ABCAL pertenece a una familia de pro-
tefnas de membrana que sirven a la célula
para el transporte activo de diferentes sus-
tancias con consumo de energia. Todas
comparten un dominio de unién a ATP co-
nocido como ATP-binding cassette y domi-
nios transmembrana. La ABCA1 se encarga
del transporte de colesterol libre y fosfolipi-
dos desde la membrana celular hasta la par-
ticula HDL. En la enfermedad de Tangier
se produce el defecto en las fases iniciales
del transporte reverso, al ser incapaces las
células de donar a las HDL el colesterol so-
brante.

Hipoalfalipoproteinemia familiar

Al estudiar el metabolismo lipidico en suje-
tos que habian padecido un infarto de mio-
cardio prematuro resulté evidente que el
trastorno mas frecuente, presente en torno
al 40% de los pacientes, era el cHDL bajo'?,
y frecuentemente la hipoalfalipoproteinemia
era la inica anormalidad lipidica encontrada.
Al estudiar a las familias se encontr6 que en
aproximadamente el 10% de los casos el
cHDL bajo tenia una presentacién familiar y
una transmisién autosémica dominante!®.
Este nuevo sindrome, denominado hipoalfa-
lipoproteinemia familiar, se caracteriza por
concentraciones de cHDL en torno a 20-35
mg/dl —es decir, un 50% de la concentracién
normal—, descensos proporcionales en apo
A-T y normalidad en el resto de pardmetros
lipidicos y riesgo aumentado de enfermedad
coronaria prematura. Al identificarse que el
gen ABCALI es responsable en homocigosi-
dad de la enfermedad de Tangier, se ha es-
tudiado la repercusién de dichas mutaciones
en sujetos heterocigotos para dichas muta-
ciones. Los sujetos heterocigotos para muta-
ciones funcionales en el gen ABCAI tienen
una concentracién de cHDL aproximada-
mente la mitad que los sujetos control y
multiplican por 3,5 el riesgo de enfermedad
coronaria prematura. En aproximadamente
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el 75% de los heterocigotos, el cHDL se si-
tda por debajo del percentil 10. Por tanto, el
gen ABCAI es responsable de la enferme-
dad de Tangier y de un grupo de hipoalfali-
poproteinemias familiares, posiblemente de
las que cursan con concentraciones més ba-
jas de cHDL y presencia de enfermedad co-
ronaria precoz. Sin embargo, la mayor parte
de sujetos con cHDL bajo de forma aislada
no tienen mutaciones en ABCAI lo que im-
plica que este fenotipo es heterogéneo des-
de el punto de vista genético.

Deficiencia familiar de apolipoproteina A-I y
variantes de apo A-I

Este grupo de hipoalfalipoproteinemias se
caracteriza por mutaciones en el gen de la
apo A-I que impiden su produccién de for-
ma completa o crean una proteina disfuncio-
nal, habitualmente con un catabolismo au-
mentado, lo que en ambas situaciones lleva a
concentraciones muy bajas de cHDL. Exis-
ten unas 60 mutaciones diferentes en el gen
de la apo A-I, aunque no todas ellas se
acompailan de cHDL bajo. Desde el punto
de vista lipidico, los sujetos homocigotos se
caracterizan por concentraciones nulas de
apo A-I y concentraciones inferiores a 5
mg/dl de cHDL en los homocigotos, y con-
centraciones en torno al 50%, tanto de apo
A-T como de cHDL, en los heterocigotos. La
mayor parte de las mutaciones de apo A-I se
han descrito en una tnica familia y en hete-
rocigosidad. La enfermedad coronaria se ha
descrito asociada a los casos con deficiencia
completa, pero no esta presente en todos los
casos de variantes de la apo A-L. Junto a la
lesiones de arteriosclerosis, algunas mutacio-
nes en el gen de apo A-I se acompaiian de
cataratas, arco corneal, xantomas planos, ne-
fropatia, neuropatia periférica y amiloidosis.
El mecanismo de estas manifestaciones sis-
témicas no esta bien establecido. Dentro de
las variantes de apo A-I destacamos 2 de
ellas: apo A-I Milano y apo A-I Zaragoza.

Apo A-I Milano. Consecuencia del cambio
de una arginina por cistefna en posicién 173.
Se encontré en varias decenas de sujetos de
una zona del norte de Italia, y se caracteriza
por concentraciones en torno a 20 mg/dl de
cHDL, aumento de su catabolismo y sin al-
teraciones clinicas relevantes!’. Esta forma
mutada de apo A-I tiende a polimerizarse,
parece promover el flujo de colesterol celu-
lar y se acompatiia de proteccién frente a la
arteriosclerosis, por lo que se ha propuesto
como tratamiento de la arteriosclerosis.

Apo A-I Zaragoza. Se trata de una mutacién
en el exén 4 del gen de la apo A-I que cam-
bia la leucina en posicién 144 por arginina

(L144R). El probando era un varén de 37
aflos con cifras de cHDL del 40% de la po-
blacién control. Pudo estudiarse a la familia
y se encontrd una perfecta cosegregacion
entre la variante de apo A-I'y la hipobetali-
poproteinemia en esta familia. Esta variante
provoca una velocidad de catabolismo de
apo A-I'y apo A-II mds de 2 veces superior a
los controles, lo que induce a una produc-
ci6n aumentada de apo A-I. No se encontré
ninguna evidencia de enfermedad coronaria
en la familia, posiblemente debido a que un
catabolismo rdpido de las particulas, junto
con una sintesis mayor, permite a estos suje-

tos un transporte reverso de colesterol nor-
mal's,

Enfermedad de Gaucher

La enfermedad de Gaucher es una enferme-
dad autosémica recesiva de presentacion cli-
nica variable producida por depésito de glu-
cosilceramida en los lisosomas de las células
del sistema mononuclear fagocitico, secun-
daria a mutaciones en el gen de la beta-glu-
cocerebrosidasa dcida (GBA). Es una enfer-
medad rara, pero el estado de portador, es
decir, sujetos heterocigotos para mutaciones
funcionales en el gen de la GBA, es relativa-
mente frecuente y se calcula en torno al 1%
de la poblacién no judia®. Nuestro grupo ha
demostrado que el locus del gen de GBA es
responsable del 20% de la variacién genética
en la concentracién de cHDL, y que un gran
nimero de portadores asintomdticos de la
enfermedad de Gaucher y la casi totalidad
de los enfermos presentan hipoalfalipopro-
teinemia®®.

Hipoalfalipoproteinemias secundarias aso-
ciadas a hipertrigliceridemias secundarias

Se observan en enfermedades sistémicas en
las que hay incremento de las concentracio-
nes séricas de triglicéridos como la diabetes
mellitus descompensada, el consumo excesi-
vo de alcohol, la insuficiencia renal crénica,
la pancreatitis aguda o el consumo de estré-
genos.

Hipoalfalipoproteinemias secundarias aso-
ciadas a factores exdgenos reductores de
cHDL

Tales como la obesidad, el sindrome meta-
bélico, el consumo de tabaco, y farmacos
como el probucol, los bloqueadores B-adre-
nérgicos, los corticosteroides o los andrége-
nos.

Hipoalfalipoproteinemia asociada al sindro-
me metabdlico

El sindrome metabdlico se define por la pre-
sencia simultdnea de trastornos del metabo-
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> P90: cHDL > 56 mg/dI

(De Bustamante?, con autoriza-
cion.)

lismo de la glucosa, dislipoproteinemia, hi-
pertensién arterial, hipercoagulabilidad plas-
mética y aumento de la actividad inflamato-
ria, todo ello asociado a obesidad de predo-
minio abdominal. La principal importancia
del sindrome metabdlico es el elevado riesgo
cardiovascular y de desarrollo de diabetes
mellitus tipo 2 en los sujetos que lo pade-
cen®.

De los trastornos del metabolismo lipidico
que acompailan al sindrome metabdlico, el
c¢HDL bajo es uno de los pardmetros mds
constantes y que comportan mayor riesgo
cardiovascular. Se produce por un hipercata-
bolismo de las particulas HDL asociado a un
aumento de la actividad de la enzima lipasa
hepatica®. Debido a la alta prevalencia de
sindrome metabdlico en nuestro medio, la
hipoalfalipoproteinemia asociada al mismo
es la causa més frecuente de cHDL en la ac-
tualidad, y posiblemente la de mayor impor-
tancia clinica, ya que identifica a sujetos de
alto riesgo cardiovascular.

Clinica
El cHDL bajo no se asocia per se a ninguna

manifestacién clinica en la mayor parte de
las ocasiones. Los defectos familiares graves

Hipolipoproteinemias: abetali
E. Bustamante-Rod

1£ali

N =
-~
-
)
s

Tiempo libre de Cl en aiios

pueden presentar esplenomegalia, xantomas
planos, anemia y alteraciones neurolégicas
(véase mds arriba). Pero el cHDL bajo es un
factor de riesgo cardiovascular independien-
te, potente, acumulativo a otros factores de
riesgo, bien establecido en la bibliografia
médica y el mejor predictor de episodios
dentro del metabolismo lipidico. La presen-
cia de un cHDL bajo comporta un riesgo
cardiovascular, especialmente de enferme-
dad coronaria, entre 2 y 4 veces superior en
los sujetos que lo padecen (fig. 2), y por eso
tiene una gran importancia clinica**2. Ade-
més, el cHDL es un criterio diagnéstico del
sindrome metabdlico, y por ese motivo debe
solicitarse su determinacién en todos los su-
jetos que precisen un célculo de riesgo car-
diovascular o con sospecha de sindrome me-

tabélico.

Los mecanismos que se han propuesto,
asociados con las particulas HDL y que seri-
an responsables de su relacién inversa frente
a la arteriosclerosis, son variados e incluyen
una accién antiinflamatoria y antioxidante
sobre la pared vascular, principalmente por
la capacidad de reducir lipidos oxidados
transferidos desde las LDL*. Sin embargo,
la funci6n antiaterogénica mejor aceptada
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seria la de ser elemento clave en el transpor-
te reverso de colesterol, es decir, la vehiculi-
zacién de colesterol desde los tejidos perifé-
ricos, principalmente macréfagos vasculares,
hasta el higado para su posterior excrecién
biliar o reutilizacién en la sintesis de nuevas
lipoprotefnas®.

Tratamiento

Las intervenciones dirigidas a cambiar los
estilos de vida son el pilar fundamental del
tratamiento del cHDL bajo, muy especial-
mente el asociado al stndrome metabdlico.
La abstinencia del consumo de tabaco, la
pérdida de peso en caso de obesidad y el
ejercicio fisico moderado han demostrado
ser herramientas muy ttiles no sélo para ele-
var la concentracién de cHDL, sino, y mu-
cho mds importante, para reducir las enfer-
medades cardiovasculares y el riesgo de dia-
betes®.

Las principales recomendaciones naciona-
les e internacionales para la prevencion del
riesgo cardiovascular identifican al cHDL
como un buen marcador de riesgo, pero no
como objetivo terapéutico, al menos como
objetivo terapéutico principal, como es el ca-
so del cLDL, o del colesterol no HDL si hay
hipertrigliceridemia'®. Es decir, que en suje-
tos con cHDL bajo la medida terapéutica
con farmacos mds eficaz, por el momento,
consiste en reducir la concentracién de
cLDL hasta valores normales habitualmente
con el uso de estatinas'2.

Ademids, los diferentes ensayos clinicos re-
alizados con farmacos que incrementan de
forma clinicamente significativa la concen-
tracién de cHDL, los fibratos principalmen-
te, no han demostrado de forma clara el be-
neficio de dicho incremento®. En el VA-
HIT (Veterans Afairs High density
lipoprotein cholesterol Intervention Trial), el
estudio mds importante publicado hasta la
actualidad en pacientes con cHDL bajo, se
aleatorizé a 2.531 varones con cardiopatia is-
quémica y concentraciones bajas de cHDL y
normales de cLLDL a recibir durante 5 afios
gemfibrozilo o placebo®. El nimero de nue-
vos episodios cardiovasculares se redujo un
24% en el grupo de tratamiento activo, pero
el beneficio clinico no se asocié de forma im-
portante con las modificaciones lipidicas®, y
se limit6 de forma casi exclusiva a los pacien-
tes con diabetes tipo 2 o manifestaciones de
resistencia periférica a la insulina®, resulta-
dos consistentes con los de otros estudios?.
Por este motivo, el tratamiento farmacol6gi-
co con fibratos del cHDL parece indicado
en los sujetos con elevado riesgo cardiovas-
cular asociado con diabetes o sindrome me-
tabdlico y con cifras de ¢cLDL normales o

por debajo de 130 mg/dl. Un ensayo muy
importante con fenofibrato en pacientes con
diabetes, el estudio FIELD, en fase de ana-
lisis de resultados, probablemente aclarard
de forma definitiva esta indicacién.

Recientemente se han comunicado eleva-
ciones muy importantes del cHDL asociadas
con el uso de torcetrapib®, un inhibidor de
la enzima CETP (proteina transferidora de
ésteres de colesterol). Este farmaco podria
ser muy Ttil en el tratamiento del cHDL en
el futuro; sin embargo, habrd que esperar a
los diferentes estudios clinicos en curso an-
tes de saber si el aumento de las concentra-
ciones del cHDL por este mecanismo es be-
neficioso Ppara nuestros pacientes.

En resumen, la hipoalfalipoproteinemia, o
cHDL bajo, es una dislipemia frecuente, de
etiologia muy variada, pero en nuestro me-
dio suele asociarse con la obesidad abdomi-
nal. En dicha situacién es un excelente mar-
cador tanto del sindrome metabdlico como
de riesgo cardiovascular. Su tratamiento fun-
damental es el ejercicio fisico y la pérdida de
peso, e intentar mantener una concentracion
de cLDL normal. En algunos sujetos con
riesgo alto y diabetes pueden estar indicados
los fibratos.
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Abstract

Association between abdominal obesity and cardiovascular disease has been related with visceral adiposity, through the predisposition
of developing type 2 diabetes mellitus and metabolic syndrome (MS). Sonography is a simple and reliable method to measure both
subcutaneous and visceral fat. To analyze the relationship of anthropometric measurements with abdominal adiposity measured by
sonography and to analyze the utility of sonography in the prediction of insulin resistance (IR) and the other components of MS. Visceral
fat measurements by sonography correlated better with components of MS than did subcutaneous fat measurements. Preperitoneal
circumference (PC) was strongly correlated with all components of MS and with IR expressed as a homeostasis model assessment
(HOMA) index for IR. PC was better than waist circumference (WC) in predicting triglyceride levels, apolipoprotein B levels, and HOMA
index, but WC was better than PC in predicting high-density lipoprotein cholesterol levels. The area under the receiver operating
characteristic curve was 0.699 for PC and 0.684 for WC, in subjects with body mass index 25 kg/m* or greater (P = .024 and .015,
respectively). PC and WC showed good correlation with HOMA index (Spearman correlation coefficient = 0.306, P < .001 and .206,
P <.001, respectively). Abdominal visceral fat is better correlated with MS than subcutaneous fat; sonography is a useful method to
evaluate the abdominal fat; PC is the best sonography parameter correlated with components of MS, and in overweight and obese subjects,
PC is better than WC at predicting components of the MS.
© 2005 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction has not been clearly established. However, adipose tissue
with abdominal visceral distribution is very active in the
production of several molecules such as tumor necrosis
factor, resistin, plasminogen activator inhibitor 1, and
interleukin 6, with potent proatherogenic and insulin
resistance (IR) activities [5].

Along these lines, abdominal visceral adiposity mea-
sured by computed tomography scan or magnetic reso-
nance imaging is well correlated with IR [6,7]. However,

these procedures are, for the moment, reserved for

Obesity, especially of abdominal distribution, is an
international health problem that has been on the increase,
especially in occidental countries, in recent years [1,2]. It
has been clearly established that abdominal obesity is
strongly associated with cardiovascular disease (CVD).
The association between abdominal obesity and CVD has
been related with visceral adiposity, through the predispo-
sition of developing type 2 diabetes mellitus and metabolic

syndrome (MS) [3,4]. The mechanism of this association

* Corresponding author. Tel.: +34 976 765500x3481; fax: +1 34 976
566569.
E-mail address: emerino@unizar.es (E. Merifo-Ibarra).

0026-0495/$ — see front matter © 2005 Elsevier Inc. All rights reserved.
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research purposes.

The measurement of abdominal obesity through waist
circumference (WC) has been established as a simple,
inexpensive, and useful method for the diagnosis of
abdominal obesity. For this reason, WC has been proposed
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as a key element for the diagnosis of MS. It has been
proposed as a part of the routine general physical
examination in clinical practice [8]. Moreover, WC is well
correlated with visceral obesity, and in clinical studies, it has
been associated with cardiovascular risk [9]. However, IR
among subjects with elevated WC is highly variable,
probably for a number of reasons, including genetic factors
predisposing to IR and the lack of accuracy in the
measurement of WC in subjects with a pendulous abdomen
[10]. In addition, WC is highly correlated with both
subcutaneous and visceral abdominal fat, the latter being
much more closely related to IR than the former [11].

Sonography is a simple and reliable method for measur-
ing both subcutaneous and visceral fat having been
demonstrated to show a strong correlation with both
adiposities measured with computed tomography scan [12].
The clinical use of abdominal sonography in the prediction
of IR has not been previously compared with WC.

The purpose of this study was to analyze the relationship
of anthropometric measurements, including WC, with
abdominal adiposity measured by sonography, and to assess
the value of sonography in the prediction of IR and other
components of the MS.

2. Materials and methods
2.1. Subjects

We studied 177 volunteers, 68 men and 109 women, who
underwent a routine medical examination. Exclusion criteria
were age younger than 25 or older than 65 years, previous
abdominal surgery, excessive alcohol consumption, current
acute illness, and current use of drugs that modify lipid or
glucose metabolism, including antidiabetic, antihyperten-
sive, and hypolipidemic drugs, and estrogen replacement
therapy. All subjects gave written informed consent. The
local research committee approved the study.

Anthropometric measurements included age, sex,
weight, height, body mass index (BMI), and WC. All
measurements were made while the subjects were wearing
a hospital gown with minimal underwear and no shoes.
The weight was measured to the nearest 0.1 kg with a
calibrated physician’s office scale, and the height was
measured to the nearest | mm with a wall-mounted
stadiometer. Waist circumference was measured with a
heavy-duty inelastic plastic fiber tape measure (Gulick II,
Country Technology, Inc, Gays Mills, Wis) placed directly
on the skin while the subject stood balanced on both feet,
with the feet touching each other and both arms hanging
freely. The measurement was taken immediately above the
iliac crest and at end expiration [13]. Before taking a
reading, specific attention was given to placing the tape
perpendicular to the long axis of the body and horizontal to
the floor. Blood pressure (OMRON M4-I, OMRON Matsu-
saka Co, Ltd, Matsusaka, Japan) was measured as recom-
mended by the seventh report of the Joint National

Committee on Prevention, Detection, Evaluation, and
Treatment of High Blood Pressure [14].

2.1.1. Biochemical measurements

Samples were obtained after at least 10 hours’ fasting
between 8 and 9 AM. Plasma glucose was determined by the
glucose-oxidase method. Cholesterol content of lipoprotein
fractions, serum triglycerides (TG), and uric acid were
measured enzymatically. Apolipoprotein A-I (apo A-I),
apolipoprotein B (apo B), and high-sensitivity C-reactive
protein (hs-CRP) were measured by immunonephelometry.
Low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) was calculat-
ed with the Friedewald formula. Insulin was measured with
a commercial radioimmunoassay kit (Linco Research Inc,
St Charles, Mo). As an indicator of IR, a homeostasis model
assessment (HOMA) index for IR was used [15], which was
calculated as follows:

HOMA index = [fasting plasma glucose (mmol/L)
x fasting serum insulin (WU/mL)]/22.5

Sonography measurements were performed using a
linear-array probe (Aloka SSD-900, Tokyo, Japan) (7.5
MHz and 42 mm) in supine position. It was kept
perpendicular to the skin on the upper median abdomen,
and longitudinal scan was done in the midpoint between
the xiphoid appendix and the navel along the alba line with
regard to the surface of the liver, to be almost parallel to
the skin. Subcutaneous fat thickness (STh) and area (SA)
were measured on the xiphoumbilical line in both
longitudinal and transverse views. Measurements were
taken 3 times directly from the screen using the electronic
calipers at the inner edge of the skin and at the outer edge
of the alba line and the fat-muscle interfaces for area.
Preperitoneal fat thickness or visceral-fat thickness (VTh)
and area (VA) were measured in the same sites and views
(Fig. 1). In this case, measurements were taken at the inner
edge of the alba line and at the peritoneal line for thickness
and area. Then mean values were calculated. Preperitoneal
circumference (PC) was calculated as WC — 2z x STh).
This measurement assumes that WC is a circumference,
hence after measuring WC and STh, the intra-abdominal
radius and PC can be easily calculated with the formula
cited previously. All the subjects were asked to hold their
breath during the examination. Special care was taken to
keep the probe just touching the skin to prevent compres-
sion of the fat layers. All measurements were performed by
the same physician.

2.2. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the SPSS
software package (version 11.0). Mean values, SD, and
ranges of the anthropometric, biochemical, and sono-
graphic measurements were calculated. The Spearman
correlation test was applied to assess the association of
sonographic measures and the rest of studied variables.
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Fig. 1. Sonography scan of the upper abdominal wall on the xiphoumbilical line, showing the subcutaneous fat and preperitoneal fat layers. A, Transverse view.

B, Longitudinal view.

Other Spearman correlation was applied to assess the
association of WC and PC and variables that express IR,
such as fasting insulin levels, glucose/insulin ratio,
McAuley method, Bennett index, quantitative insulin
sensitivity check index, HOMA index, Raynaud index,
and Hanson index [15-24]. P values of less than .05 were
regarded as significant. Multivariate linear regression
analysis was used to establish the independent contribu-
tion of sonography measurements to components of MS,
and the same procedure was used to establish the
independent contribution of WC or PC for prediction of
components of MS in subjects with BMI 25 kg/m? or greater.
Logarithmic transformation was used for variables with
nonnormal distribution. Predictive model was assessed by
the area under the receiver operating characteristic (ROC)
curve for HOMA values less than 3.2 as normal insulin

sensitivity [15], and values of P < .05 were considered
statistically significant.

3. Results

The main anthropometric and biochemical data of sub-
jects included in this study are presented in Table 1. Mean
BMI was 25.3 + 3.45 kg/m® (range 18.5-39.4 kg/m?);
79 subjects (50 men and 29 women) had BMI greater than
25 kg/m?, and obesity (BMI >30 kg/m?) was present in
13 subjects (7.3%). Eleven women (10%) were postmen-
opausal. The prevalence of the MS as defined by the Adult
Treatment Panel III criteria [10] was 13.6% (18 men and
6 women). Most subjects presented normal glucose plasma
levels, although 3 subjects had more than 125 mg/dL, with
the highest value being 127 mg/dL. Significant differences

Table 1
Clinical characteristics of subjects studied
Variable Men (n = 68), Women (n = 109), P values All (n = 177), All (n = 177),
mean = SD mean + SD mean = SD range
Age (y) 39+ 10 43+ 9 .009 42 £ 10 23-61
BMI (kg/m?) 272 + 3.7 24.0 + 2.6 .000 253 + 34 18.5-39.4
WC (cm) 952 + 103 82.9 +£ 9.0 .000 87.6 +£ 11.2 58-118
SBP (mm Hg) 125 £ 11 119 + 15 .002 121 £ 14 90-164
DBP (mm Hg) 79+ 9 77 £ 9 .069 78 £ 9 58-100
Cholesterol (mg/dL) 214 + 46 210 + 36 674 212 + 40 121-335
TG (mg/dL) 113 + 115 59 + 22.77 .000 79.63 + 76.57 27-381
HDL-C (mg/dL) 48 £ 12 62 + 13.63 .000 57.45 + 14.73 27-100
LDL-C (mg/dL) 143 + 43 135 + 32.78 175 138.49 + 36.76 51-269
Apo A-I (mg/dL) 124 + 20 136 £ 18 .000 132 £ 20 74-192
Apo B (mg/dL) 102 + 32 88 + 20 .008 94 + 26 43-203
Glucose (mg/dL) 99 + 14 97 +17 377 98 + 11 27-127
Insulin (¢U/mL) 182 + 7.1 15.1 £ 55 .002 162 + 6.3 2.6-45.4
HOMA index 45 +£22 37+ 15 .007 40+ 20 0.6-13
hs-CRP (mg/L) 244+ 38 1.3+ 1.6 .101 1.7+ 2.7 0.0-21
STh (cm) 1.1 +14 12+ 04 .000 12+ 0.9 0.1-11.7
VTh (cm) 1.5+ 0.5 0.9 + 0.39 .000 1.1 £ 0.5 0.3-2.3
SA (cm?) 95+ 13 9.9 +£ 091 .002 9.8 + 1.1 2-12.4
VA (cm?) 105+ 14 9.6 £ 09 .000 99 + 1.2 2.3-12.5
PC (cm) 88.0 £ 11.1 750 £ 7.9 .000 80.0 = 11.2 35.5-113.2
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Table 2
Spearman correlation between sonographic variables and age and anthro-
pometric and biochemical variables

Variable STh SA VTh VA PC

Age 0.113 0.142 —0.004  —0.036 0.19
Weight 0.096 0.119 0.684* 0.665* 0.791*
BMI 0.313* 0.342* 0.669* 0.675%* 0.736*
wC 0.287* 0.333* 0.794* 0.768* 0.933*
SBP 0.108 0.155 0.381* 0.332% 0.351*
DBP 0.040 0.077 0.247* 0.235%%  (.208%%**
Cholesterol —0.104  —0.094 —0.037  —0.028 0.018
TG —0.040 0.017 0.469* 0.435%* 0.517*
HDL-C —0.076  —0.105 —0.589* —0.553* —0.595%*
LDL-C —0.046  —0.032 0.093 0.090 0.141
Apo A-1 —0.143  —0.131 —0.448* —0.425% —0.447*
Apo B —0.100 —0.089 0.251**  0.243%*  0.277*
Glucose 0.085 0.116 0.343* 0.290%* 0.327*
Insulin 0.096 0.158 0.390* 0.390%* 0.400%*

HOMA index  0.1050 0.165%**  0.430* 0.411%* 0.427*

hs-CRP 0.216%*  0.217** 0.401%* 0.357* 0.264*
Values express correlation coefficient.

* P <.001.

** P < .0l

*¥*x P <.05.

between men and women were found in the following
variables: age, BMI, WC, systolic blood pressure (SBP),
TG, high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C), apo
A-I, apo B, insulin, HOMA index, STh, VTh, SA, VA, and
PC (Table 1).

Table 2 shows the correlation of sonography measure-
ments with age and anthropometric and biochemical
variables. Subcutaneous fat measurements by sonography
were correlated with BMI, WC, and hs-CRP, and visceral fat
measurements were correlated with weight, BMI, WC, SBP,
diastolic blood pressure (DBP), TG, HDL-C, apo A-I, apo B,
glucose, insulin, hs-CRP levels, and HOMA index. PC was
strongly correlated with all components of MS and with IR
expressed as the HOMA index. WC was correlated with
subcutaneous and visceral fat and with all components of
MS (data not shown). hs-CRP was correlated with
subcutaneous and visceral fat and with BMI (data not
shown). The menopausal status did not significantly modify
any correlation observed. Finally, Table 3 shows that both

Table 3
Spearman correlation between WCs and PCs and variables that express IR

Variable (reference) Waist circumference PC

Fasting insulin levels [16] 0.401* 0.400%*

Glucose/insulin ratio [17] —0.320%* —0.323*
McAuley method [18] —0.401%* —0.475*
Bennett index [19] —0.268%* —0.303%*
QUICKI index [15,20] —0.268** —0.306**
HOMA index [15,21,22] 0.268** 0.306%*
Raynaud index [23] —0.401%* —0.400*
Hanson index [24] —0.265%* —0.270*

Values express correlation coefficient. QUICKI index indicates quantitative
insulin sensitivity check index.

* P <.001.

*¥* P < .05.

Table 4

Multilinear regression to assess the contribution of WC and PC to the
components of the metabolic syndrome in subjects with BMI 25 kg/m?
or greater

MS wC PC
components I SER P I SER P
SBP 0.209 0.227 362 —0.108 0.183 .559
DBP —3.07 x 1072 0.154 842 —2.17 x 1072 0.124 .861
TG —9.08 x 107> 0.008 .254 2235 x 1072 0.008 .005
HDL-C —0.655 0.178 .000 —0.101 0.147 492
LDL-C —1.479 1.560 .346  1.850 1.534 230
Apo B 1.130 X 1072 0.002 .606 2.962 x 107> 0.010 .028
HOMA 2.843 x 1073 0.003 .340 5.297 x 107> 0.002 .005
index

circumferences (WC and PC) correlated with the different
variables that express IR.

3.1. Predictors of IR

To establish whether sonography measurements (STh,
VTh, SA, VA, and PC) were good predictors of the major
components of MS (SBP, DBP, TG, HDL-C, LDL-C, apo B,
and HOMA index), a multilinear regression analysis was
performed in subjects with BMI 25 kg/m? or greater. PC was
the best predictor of all the measurements and related
calculations. To determine whether PC was the best
predictor of the major components of MS (SBP, DBP, TG,
HDL-C, LDL-C, apo B, and HOMA index), a multilinear
regression analysis was performed in the same subjects with
WC and PC as independent variables (Table 4). PC was
better than WC in predicting TG levels, apo B levels, and
HOMA index. WC was better than PC in predicting HDL-C
levels. PC significantly improved the prediction of the
HOMA index even after inclusion of WC in the model.
Regression analysis was not significant for SBP, DBP, or
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Fig. 2. ROC curves in subjects with BMI 25 kg/m? or greater for PC and
for WC; areas under the curves were 0.699 (P = .024) and 0.684 (P =
.015), respectively.
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LDL-C levels (Table 4). The calculated area under the ROC
curve was 0.699 for PC and 0.684 for WC, considering
HOMA values less than 3.2 as normal insulin sensitivity
[15] in subjects with BMI 25 kg/m* or greater (asymptotic
significance, P = .024 and .015, respectively) (Fig. 2).

4. Discussion

IR is a complex metabolic disturbance in which many
factors are involved [25]. In this study, we have confirmed
that abdominal fat is a major determinant of IR, and abdo-
minal sonography is an easy and reliable method to assess
abdominal fat, as has been previously reported [26-28]. In
addition, our study demonstrates for the first time that a
simple, widely available, and inexpensive technique, such as
sonography, correlated better with IR and other obesity-
related metabolic disturbances than WC measurement.

Our results show that factors associated with IR and MS,
that is, hyperglycemia, hypertriglyceridemia, hypertension,
and low HDL-C, are strongly linked with visceral fat and
only marginally with subcutaneous adiposity evaluated by
sonography. This has recently been observed in diabetic
patients in whom visceral fat measured by sonography also
correlated with the risk of CVD [29]. In agreement with our
results, it has been recently shown that abdominal liposuc-
tion of large volumes of subcutaneous adipose tissue does
not significantly improve the metabolic abnormalities
associated with obesity [30]. In our study, we found a high
correlation between the amount of preperitoneal fat and the
components of the MS, suggesting a common etiopatho-
genic link among them.

An interesting finding of our study is the relationship
among hs-CRP with BMI and both subcutaneous and
visceral fat, supporting the observation that hs-CRP blood
levels are well correlated with general adiposity, in
agreement with previous results [31].

Noting that WC is actually expressing subcutaneous and
visceral fat, and that only visceral fat is related with MS, 1 of
our objectives was to investigate whether sonographic
measurement of visceral fat would improve the prediction
of IR and MS from WC. In spite of our sample being made
up of volunteers, most with normal weight and normal
abdominal fat, our results show that sonographic measure-
ments are better predictors than WC for the HOMA index,
TG, and apo B levels, especially in obese or overweight
subjects, for whom the prediction is more important. These
results suggest that sonography would be very useful in
obese subjects who present larger variations of the
distribution of the subcutaneous and visceral fat depositions
than do lean individuals.

The best sonographic parameter associated with IR,
expressed as HOMA index and the components of the MS,
was PC; in this context, we have also shown that in subjects
with BMI 25 kg/m” or greater, PC had greater area under
the ROC curve than WC with respect to HOMA values
(<3.2 or >3.2) (Fig. 2). Thus, this indirect evaluation of

visceral fat excluding subcutaneous fat is even better than the
direct visceral measurements themselves. This is probably
caused by the heterogeneous distribution of intra-abdominal
visceral fat, and most likely, only the measurement of the
whole amount of intra-abdominal fat by multislice magnetic
resonance imaging could improve the PC [32].

In conclusion, abdominal visceral fat correlated better
with the components of the MS than subcutaneous fat.
Sonography is a useful method for evaluating abdominal fat.
PC is the best sonographic parameter correlated with
components of the MS. In overweight and obese subjects,
PC is better than WC in predicting components of the MS.
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Screening of APOB Gene Mutations in Subjects with Clinical
Diagnosis of Familial Hypercholesterolemia

ERARDO MERINO-IBARRA,' SERGIO CASTILLO,' PILAR MOZAS,' ANA CENARRO,?
ESPERANZA MARTORELL,? JOSE LUIS DIAZ,* MANUEL SUAREZ-TEMBRA,” RODRIGO
ALONSO,° FERNANDO CIVEIRA,?> PEDRO MATA,® and MIGUEL POCOVI' ON BEHALF
OF THE SPANISH GROUP OF FAMILIAL HYPERCHOLESTEROLEMIA’

Abstract Monogenic hypercholesterolemia is a group of lipid disorders,
most of which have autosomal dominant transmission. Familial defective
apoB (FDB) resulting from mutations in the APOB gene is a well-recognized
cause of autosomal dominant monogenic hypercholesterolemia (ADMH).
However, the frequency of FDB among patients with ADMH is not well
established. The aim of our research was to screen for mutations responsible
for FDB in subjects with a clinical diagnosis of familial hypercholesterol-
emia. We studied 408 patients from the Spanish Register of Familial Hyper-
cholesterolemia, proportionally distributed among all Spanish regions.
Abnormal SSCP patterns of the APOB gene were checked by DNA sequenc-
ing and restriction analysis. Three out of the 408 patients were carriers of
the R3500Q mutation, and 2 subjects were carriers of the silent T3552T
mutation; in both of these patients functional mutations in the LDL receptor
gene were found. We conclude that FDB is not a common cause of ADMH
in Spain; the R3500Q mutation is the only mutation in APOB causing FDB,
and the LDL receptor binding domain of APOB is highly conserved in the
studied sample.

Monogenic hypercholesterolemia is a heterogeneous group of genetic disorders
characterized by high levels of low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) and
an increased incidence of coronary heart disease (CHD) (Rader et al. 2003).
However, two loci are responsible for most cases of autosomal dominant mono-
genic hypercholesterolemia (ADMH): the LDL receptor (LDLR) gene and the
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apolipoprotein B (APOB) gene. ADMH caused by mutations in the LDLR gene
is called familial hypercholesterolemia (FH); when the cause is mutations in the
APOB gene, the disorder is called familial defective apoB (FDB) (Kane and
Havel 2001). In most cases the two entities usually have indistinguishable pheno-
types (Defesche et al. 1993).

The most frequent mutation causing FDB is a replacement of arginine (R)
by glutamine (Q) in residue 3500, the consequence of a G — A substitution at
nucleotide 10708 (the R3500Q mutation) (Kane and Havel 2001). Prevalence of
the R3500Q mutation in the general population is varies depending on the geo-
graphic region. For example, the mutation has a frequency of 0.4% in Switzer-
land (Miserez et al. 1994) and 0.08% in Denmark (Tybjaerg-Hansen et al. 1998).
In patients with CHD the prevalence reaches 0.53%, and in patients with hyper-
cholesterolemia, 5.6% (Tybjaerg-Hansen et al. 1998). However, the frequency of
other mutations in the APOB gene that cause hypercholesterolemia has not been
well established. Furthermore, it has recently been suggested that other mutations
in the APOB gene are even more frequent than the R3500Q mutation as a cause
of ADMH (Soufi et al. 2004).

The aim of this study was to explore the APOB gene region that codes the
APOB-100 domain interacting with LDLR in order to identify the existence of
mutations in a representative sample of Spanish subjects with ADMH.

Materials and Methods

Subjects.  We studied 408 patients from the national Spanish Registry of Fa-
milial Hypercholesterolemia with clinical diagnosis of FH according to the crite-
ria of the MEDPED Program (Defesche 2000). We selected unrelated index cases
that had not been previously studied; the patients are proportionally distributed
according to sex and population from each of the 17 Spanish regions.

Clinical questionnaires, with data obtained from the clinical history and
medical examination, and blood samples from each patient were sent to a central
laboratory, as previously described (Castillo et al. 2002). Informed consent was
obtained from all subjects, and the ethics committee, Comité Etico de Investiga-
ci6én Clinica de la Fundacién Jiménez Diaz de Madrid, approved the research.
Procedures were in accordance with the Helsinki Declaration of 1975, as revised
in 2000.

DNA Extraction. Genomic DNA (gDNA) was extracted from 10 ml of pe-
ripheral blood using a commercial kit (Puregene DNA isolation kit, Gentra Sys-
tems, Minneapolis, Minnesota). The gDNA was diluted in TE X 1 (10 mmol/l
Tris-HCI, 1 mmol/l EDTA, pH 8.0) to a final concentration of 100 ng/p.l.

SSCP Analysis. A fragment of 342 base pairs (bp) from exon 26 of the APOB
gene was amplified by PCR using the forward primer (FP) 5'-GGAGCAGTTGAC
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CACAAGCTTAGC-3’ and the reverse primer (RP) 5'-GGTGGCTTTGCTTGT
ATGTTCTCC-3’, both labeled with CySTM in the 5" position. The amplification
reaction was performed in a 20 pl volume, with 200 ng of gDNA, 1X buffer,
1.5 mM of MgCl,, 200 M of dNTPs, 0.2 wM of the forward and reverse primers,
and 0.6 U of Tag DNA polymerase. The PCR was carried out using a Gene Amp
9700 PCR System (Perkin Elmer), with an initial denaturation step of 2 min at
96°C followed by 35 cycles of 20 s at 94°C and 30 s at 68°C, and a final extension
step at 72°C for 5 min. PCR products were electrophoresed on 2% agarose gel
with ethidium bromide staining.

One microliter of a 1:5 PCR product dilution was mixed with 2 wl of
denaturing buffer (deionized formamide, 0.5% dextran blue, 10 mM NaOH) for
single-strand conformation polymorphism (SSCP) analysis. For denaturation,
samples were heated at 95°C for 5 min and immediately chilled on ice to avoid
renaturation. Electrophoresis of denatured samples was carried out in 0.5X
MDE ey gels under two different conditions: without glycerol at 20°C and with
5% glycerol at 25°C, in an ALF Express DNA sequencer (Amersham Pharmacia
Biotech). Electrophoretic patterns were analyzed with Fragment Manager 1.00
software (Amersham Pharmacia Biotech).

DNA Sequencing. A fragment of 342 bp from exon 26 of the APOB gene
was amplified using the same conditions as described for the SSCP analysis but
with nonlabeled primers. PCR products were purified with the Wizard MagneSil
PCR Clean-Up System kit (Promega) and then sequenced with the CEQ DTCS
Quick Start kit (Beckman Coulter) for Dye Terminator Cycle Sequencing in a
CEQ 8000 Genetic Analysis System sequencer (Beckman Coulter).

Restriction Analysis.  To confirm the APOB R3500Q mutation, a fragment of
143 bp from exon 26 of the APOB gene including the coding sequence of amino
acid 3500 of APOB was amplified by PCR using the following primers: FP3500,
5'-CTTACTTTTCCATTGAGTACTCTACC-3’; and RP3500, 5’-AGTGCCCTG
CAGCTTCACTGAGTAC-3'. Each primer presented two mismatched bases (bold-
faced) to introduce new recognition sites for the restriction enzyme Scal, together
with the mutant allele sequence in the 3’ end and in the 5’ end as a control of
enzyme digestion. The thermal program for DNA amplification was 30 min at
96°C, followed by 30 cycles of 1 min at 94°C, 1 min at 55°C, 1 min at 72°C, and,
finally, 5 min at 72°C. The PCR was performed in a 50 pl volume, with 500 ng
of gDNA, 1 X buffer, 1.5 mM of MgCl,, 200 pM of dNTP, 0.6 wM of the forward
primer, 0.4 pM of the reverse primer, and 1.5 U of Tag DNA polymerase (In-
vitrogen). After amplification, PCR products were digested with Scal (Amersham
Pharmacia Biotech). Digested fragments were separated by electrophoresis on a
3% agarose NuSieve gel (NuSieve GTG, Molecular Applications, Rockland,
Maine) and visualized with ethidium bromide staining.

To check the APOB T3552T mutation, PCR products obtained with for-
ward and reverse primers (as described for the SSCP analyses) were digested
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with Hphl (Amersham Pharmacia Biotech). After digestion the obtained frag-
ments were separated by electrophoresis on a 3% agarose NuSieve gel (NuSieve
GTG) and visualized with ethidium bromide staining.

APOB Gene Haplotyping. Genotypes for three polymorphic sites in the
APOB gene were analyzed by digestion with Xbal (Boehringer Mannheim), Mspl
(Amersham Pharmacia Biotech), and EcoRI (Gibco BRL) restriction enzymes.
The minisatellite-length polymorphism caused by the variable number of tandem
repeats located at the 3’ end of the APOB gene (3'-HVR) was genotyped as
previously described (Boerwinkle et al. 1989; Ludwig et al. 1989; Rauh et al.
1991).

LDLR Gene Mutation Analysis.  In all subjects with a mutation in the APOB
gene, a full screening of the LDLR gene was conducted. LDLR point mutations
and large rearrangements were analyzed using the SSCP and Southern blot tech-
niques, respectively, as previously described (Mozas et al. 1999).

Statistical Analysis.  Continuous variables were compared using a Student’s ¢
test, and categorical variables were compared using the chi-square test. The prev-
alence of the R3500Q mutation in the general population was calculated consid-
ering the R3500Q mutation frequency in the population with FH and the
heterozygous prevalence of FH in the general population (1 in 500). The standard
error of the estimated frequency was calculated with the equation

(g 12
SE = <2n> , (1

where p and g are the allele frequencies and » is the number of subjects studied.
The 95% confidence interval (CI) of allele frequencies was p or g = 1.96 X SE.
All statistical analyses were performed with SPSS 11.0 for Windows.

Results

Clinical and lipid characteristics of the 408 studied subjects, arranged by
sex, are shown in Table 1. Women were significantly older than men, and their
HDL-C levels were higher, whereas their triglyceride levels were lower than
those for men. Personal history of premature CHD was higher in men than in
women.

After SSCP analysis of a region of the APOB gene that included the LDLR
binding domain, three samples displayed an abnormal pattern, similar to that of
the heterozygous control for the APOB R3500Q mutation. To confirm the pres-
ence of this mutation, we used a restriction analysis of PCR products with the
Scal enzyme. After digestion of 143 bp of PCR products, we obtained fragments
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Table 1. Clinical and Lipid Characteristics of Studied Patients

Variable Men (n = 198) Women (n = 210) Total (n = 408)
Age (years)” 45.8 = 13.8 519 + 164 48.7 =154
BMI (kg/m?) 26.5 4.0 26.0 £5.0 26.3 £ 4.5
Total cholesterol (mg/dl) 386 = 73.2 393 + 85.1 389 £ 79.1
Triglycerides (mg/dl)* 140 = 81.6 120 = 69.5 131 =769
HDL-C (mg/dl)* 50 £ 13.5 60 = 15 55 £ 149
LDL-C (mg/dl) 303 = 75.6 303 = 71.5 304 = 73.7
Personal history of premature

coronary heart disease (%)* 25.2 9.8 17.9
Family history of premature

coronary heart disease (%) 37.0 41.5 39.1
Tendon xanthomas (%) 25.6 19.7 22.8
Xanthelasmas (%) 11.9 16.9 14.3
Arcus cornealis (%) 48.2 47.3 47.8
MEDPED diagnosis®

Certain (%) 68.4 67.1 67.8

Probable (%) 31.6 32.8 322

Data are expressed as mean * standard deviation.
a. Significant differences between groups according to sex (p < 0.001).
b. Clinical diagnosis criteria of FH according to the MEDPED Program (Defesche 2000).

of 18, 23, 102, and 125 bp in mutant samples carrying the APOB R3500Q muta-
tion (Figure 1). Two different samples showed an abnormal SSCP pattern, differ-
ent from normal and heterozygous R3500Q mutation patterns. To identify the
cause of this anomalous electrophoretic migration, we sequenced both PCR prod-
ucts. Sequencing revealed a C — T substitution at nucleotide 10865, resulting in
no amino acid change at the 3552 codon (mutation T3552T). This nucleotide
substitution was confirmed by restriction analysis with Hphl. After digestion of
PCR products, we obtained fragments of 18, 26, 298, and 316 bp in mutant
samples (normal samples had 18, 26, and 298 bp), because the C — T change
destroys an existing restriction site (Figure 2).

In order to exclude the possibility that the hypercholesterolemia of studied
patients was caused by mutations in the LDLR gene, we carried out a complete
screening of this gene using SSCP and Southern blot analyses. No mutation was
found in the LDLR gene in subjects carrying the R3500Q mutation. However,
both patients who carry the T3552T mutation were carriers also of mutations in
the LDLR gene: One of them was a carrier of the C74G mutation in exon 3, and
the other patient was a carrier of the D147N mutation in exon 4 of the LDLR
gene.

Therefore 5 out of 408 studied subjects were carriers of a mutation in the
APOB gene; 3 of them were carriers of the R3500Q mutation and the other 2
subjects were carriers of the T3552T mutation and a mutation in the LDLR gene.
When we compared the lipid levels of the APOB R3500Q mutation carriers, the
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Figure 1.  SSCP patterns (A) without glycerol and (B) with 5% glycerol. Lanes Al, A3, A4, and
B1: heterozygous samples for the R3500Q mutation; lanes A2 and B3: wild-type sam-
ple; lane B2: sample with abnormal pattern. SSCP peaks appeared at 480:00 minutes
and at 780:00 minutes for parts A and B, respectively. (C) Restriction enzyme analysis
with Scal. Lane a: normal digested sample; lane b: normal nondigested sample; lanes ¢
and e: digested R3500Q mutation samples; lanes d and f: nondigested R3500Q mutation
samples; lane g: nontemplate PCR; lane h: 100-bp ladder marker. Numbers indicate
fragment lengths in base pairs.

double mutant carriers, and the APOB mutation noncarriers, we did not observe
any significant statistical differences (Table 2).

Two patients carrying the R3500Q mutation were from northwestern Spain,
and the third one was from northeastern Spain. Patients carrying the T3552T
mutation were from different locations: One of them came from northeastern
Spain, and the other one came from southern Spain.
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Figure 2.  (A) Sequencing electropherogram of APOB gene showing heterozygous T3552T muta-
tion (arrow). (B) Restriction enzyme analysis with Hphl for T3552T mutation: lanes b
and d: mutant digested samples; lanes a and c: mutant nondigested samples; lane e:
wild-type digested sample. Numbers indicate fragment lengths in base pairs.

Table 2. Lipid Levels of Studied Patients by APOB Genotype

APOB T3552T

APOB R35000Q and LDLR APOB Mutation
Mutation Carriers Mutation Carriers Noncarriers p
Number of subjects 3 2 403 NS
Total cholesterol (mg/dL) 396 = 60.0 385 +34.6 389 = 79.5 NS
Triglycerides (mg/dL) 115+ 332 199 + 140.7 131 £76.8 NS
HDL-C (mg/dL) 52+2.1 54 =374 55 +14.8 NS
LDL-C (mg/dL) 345 £ 3.8 291 =439 303 = 74.0 NS

Data are expressed as mean + standard deviation.
a. NS, nonsignificant.
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The haplotype of the APOB gene for patients carrying the R3500Q and
T3552T mutations was analyzed for four polymorphic sites. The three subjects
carrying the R3500Q mutation shared the haplotype Xbal —/Mspl+/EcoRI—/
3’-HVRA48, and the two subjects carrying the T3552T mutation shared the haplo-
type Xbal +/Mspl+/EcoRI+/3’-HVR48 (data not shown).

The prevalence of carriers of the R3500Q mutation in the studied group of
subjects with hypercholesterolemia was 0.73%. If these data are extrapolated to
the general population, the prevalence of carriers with the R3500Q mutation
would be 1.4 X 10-° (95% CI, 0-0.0042).

Discussion

In this study we investigated the presence of the mutations in the binding
domain of the APOB gene causing FDB. To our knowledge, this is the first study
evaluating the APOB gene’s contribution to ADMH in a representative sample
of subjects with ADMH coming from a large population with high genetic heter-
ogeneity. The main findings of our study are (1) that the APOB gene region that
codes the APOB binding domain is highly conserved, (2) that FDB is present in
less than 1% of subjects with ADMH, and (3) that the R3500Q mutation is the
only functional mutation responsible for FDB in this population. This is in con-
trast to the contribution of the LDLR gene, of which more than 200 mutations in
the same population have been described. More than 80% of cases of ADMH are
due to LDLR gene mutations.

Molecular diagnosis of FDB can be carried out by several molecular biol-
ogy techniques: restriction enzyme digestion, heteroduplex analysis (Cenarro et
al. 1999; Henderson et al. 1997), SSCP analysis, denaturing gradient gel electro-
phoresis, or direct sequencing of PCR products (Henderson et al. 1997). In this
study we have improved the sensitivity of the SSCP technique by using two
different electrophoresis conditions per sample: gels with and without glycerol
and with different temperatures. Therefore the sensitivity obtained with this ap-
proach is near 100% (Ye and Henney 1999).

In this study we found three subjects carrying the R3500Q mutation in the
APOB gene. This mutation was first described by Soria et al. (1989), and it has
been associated with FDB in all published works, because its binding affinity to
LDLR is diminished. Previous studies have hypothesized a Celtic origin for this
mutation (Miserez and Muller 2000; Myant et al. 1997). Our results also support
this hypothesis, because the haplotype analysis of the APOB gene in carriers of
the R3500Q mutation identified in this study is identical with that reported for
Caucasian populations (Ludwig and McCarthy 1990) and is also consistent with
previously reported APOB haplotypes in heterozygous Spanish patients with
FDB (Castillo et al. 2002). Two out of the three carriers of the R3500Q mutation
were from northwestern Spain, a region where the Celtic invasion has been well
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documented. This fact is indicative of the high prevalence of the R3500Q muta-
tion in this Spanish region, in agreement with a previous report (Castillo et al.
2002). Real et al. (1999, 2001, 2003) reported R3500Q-carrying patients from
eastern Spain, but they did not report the haplotypes of this mutation. Therefore
we cannot rule out the possibility that they would share the same haplotype.

Two subjects with the T3552T mutation in the APOB gene have also been
identified in this study. This mutation was previously reported by Pullinger et al.
(1999). Although it is a silent mutation, because no amino acid change occurs,
subjects carrying the T3552T mutation in Pullinger’s report presented hypercho-
lesterolemia. Pullinger and colleagues found that the binding affinity of LDL
with APOB-T3552T to fibroblast was diminished (Pullinger et al. 1999). In our
patients with the T3552T mutation in the APOB gene we also found a mutation
in the LDLR gene, and therefore these patients’ hypercholesterolemia is probably
caused by defects in the LDLR gene. However, we cannot exclude the possibility
that the presence of two mutations, one of them in the APOB gene and the other
in the LDLR gene, might have an additive effect, because the mutant APOB gene
with defective binding affinity should bind poorly to defective LDLR. Family
cosegregation analysis and mutant protein studies will be necessary to elucidate
the functional effect of this APOB gene mutation.

We have studied a long APOB gene fragment, and only two point muta-
tions, R3500Q and T3552T, were found. We did not find nonsense mutations or
frame-shift short insertions or deletions, probably because these classes of muta-
tion usually generate truncated apoB proteins, which are associated with hypo-
cholesterolemia (familial hypobetalipoproteinemia, OMIM 605019), and our
selected patients are hypercholesterolemic. The fact that only two mutations have
been identified in such a long fragment of the APOB gene points out the high
degree of conservation of that region.

Patients with FDB and FH could have similar levels of plasma cholesterol
(Defesche et al. 1993), although other studies suggest that patients with FDB in
general are less severely hypercholesterolemic and may have a lower prevalence
of cardiovascular disease (Garcia-Alvarez et al. 2003; Hansen et al. 1997). In our
study we found no significant differences between groups (carriers and noncarri-
ers of the APOB mutation) in either clinical characteristics or lipid levels. How-
ever, an estimation of the true prevalence of the R3500Q mutation should be
done based on DNA samples from populations not selected on the basis of their
lipid levels but randomly selected from the basic population of interest.

In conclusion, FDB has a low frequency in Spain and the R3500Q mutation
is the only causative FDB mutation found in this sample. The genetic heterogene-
ity for the LDLR binding domain of APOB is low, as assessed by SSCP analysis.
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Genetic variation in the hepatic lipase gene is
associated with combined hyperlipidemia, plasma
lipid concentrations, and lipid-lowering drug response

Ana Cenarro, PhD,* Marta Artieda, BSc,” Carmen Gonzalvo, MD, PhD,* Erardo Merifio-Ibarra, MD,?*
Rosa Aristegui, MD,? Alberto Gafiin, PhD, Cristina Diaz, MD,” Josep Maria Sol, MD,? Miguel Pocovi, PhD,¢ and
Fernando Civeira, MD, PhD,” on behalf of the ATOMIX Study Group Zaragoza and Barcelona, Spain

Background Combined hyperlipidemia (CHL) is a very frequent dyslipidemia, being lipid-lowering drugs often

necessary in its management. Some genetic loci have been associated with CHL, and modulation of lipid-lowering treatment
by genetic polymorphisms has been reported. We have investigated whether common polymorphisms in the hepatic lipase
gene (LIPC) influence the baseline lipid concentration and the response to atorvastatin or bezafibrate in patients with CHL.

Methods Two genetic polymorphisms in LIPC (—514C—T and +651A—G) were determined by polymerase chain
reaction and restriction analysis in 118 subjects of the ATOMIX (Atorvastatin in Mixed dyslipidemia) study who were
randomized to treatment with either atorvastatin or bezafibrate and in 114 normolipidemic controls.

Results The —514T allele frequency was higher in the ATOMIX group (0.297) than in the control group (0.193) (P =
.01). The —514T dllele carriers in the control group showed higher high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) concen-
trations than the —514C homozygotes, 50.8 + 1.86 versus 45.9 + 1.40 mg/dL (P = .02). The +651G carriers in the
ATOMIX group showed lower total cholesterol and low-density lipoprotein cholesterol than the +651A homozygotes,
274 + 3.72 and 181 £ 3.50 mg/dlL versus 289 + 4.0 and 194 + 3.76 mg/dL, respectively (P < .01).
Homozygotes for the —514C dllele on bezafibrate treatment had greater decrease in triglycerides and greater increase
in HDL-C than —514T dllele carriers after 12 months of bezafibrate treatment, —39.4% and +35.8% versus —25.5%
and +20.4%, respectively (P = .080 and P = .007, respectively).

Conclusions A higher frequency of the —514T allele of LIPC suggests a role of this locus in the pathogenesis of CHL.
The —514T allele is associated with higher HDL-C concentration in normolipidemic population. The —514C—T polymorphism

modulates the lipid-lowering response to bezafibrate, with a better effect in homozygous CC subjects. (Am Heart J

2005;150:1154-62.)

Mixed or combined hyperlipidemia (CHL) is a
commonly found disorder of lipid metabolism charac-
terized by an increased concentration of apolipoprotein
B-containing particles in plasma.' Combined hyperlipi-
demia is usually produced by increased levels of very
low-density lipoprotein and low-density lipoprotein
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(LDL), which produce elevated plasma concentrations
of total cholesterol (T'C) and triglycerides (TGs).

Frequent causes of CHL in the population are type
2 diabetes,” metabolic syndrome,” and familial com-
bined hyperlipidemia (FCH).* All of them are very
common diseases associated with high risk of athero-
sclerosis disease, that, at least in part, is due to the
associated dyslipidemia, which also includes low-plasma
high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) concentra-
tion and dense LDL particles.’

Lipid-lowering drugs are often necessary in the
management of CHL. Hydroxymethylglutaryl coenzyme
A reductase inhibitors (statins) and fibrates are effective
in the treatment of this disorder.® Although no specific
prevention trial has been designed for CHL, post hoc
analyses in large lipid-lowering trials have shown
uniform reduction in coronary artery disease (CAD) risk,
especially in subjects with this phenotype.”®
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Table 1. Baseline characteristics of CHL and normolipidemic
control subjects of the study

ATOMIX Control
Characteristic (n=118) (n=114) P
Age (y) 526 + 104 39.9 + 9.42 <.001
BMI (kg/m?) 275+192 247 +393 <001
Sex (male/female) 84/34 53/61 <.001
TC, mg/dL (mmol/L) 280 + 28.0 180 + 22.5 <.001
(7.25 + 0.73) (4.66 + 0.58)
TGs, mg/dL (mmol/L) 277 + 70.8 75.8 + 26.7 <.001
(3.13 +£ 0.80) (0.86 + 0.30)
LDL-C, mg/dL (mmol/L) 187 + 23.8 115 + 25.0 <.001
(4.84 + 0.62) (2.98 + 0.65)
HDL-C, mg/dL (mmol/L) 39.2 + 6.67 50.3 + 15.1 <.001
(1.02 £ 0.17) (1.30 + 0.39)
Current smokers, n (%) 38 (32.2) 40 (37.0) NS

Values are mean + SD or count number. BMI, Body mass index; NS, nonsignificant.

Like many other drugs, the magnitude of clinical
benefit and plasma lipid response to lipid-lowering drugs
varies considerably among individuals ® partly because
of genetic variability in different candidate genes related
with lipid metabolism.

Hepatic lipase (HL) is a lipolytic enzyme that hydrolyzes
TGs and phospholipids on plasma lipoproteins, leading to
the conversion of buoyant HDL, to denser HDL; particles
and of large, buoyant LDL to denser and more atherogenic
LDL particles. Consequently, plasma HL activity has been
found inversely related to HDL-C concentration and
directly related to LDL and HDL densities. Hepatic lipase
also has nonlipolytic functions, mediating the binding and
uptake of lipoproteins via proteoglycans and receptor-
mediated pathways.'® All these functions make HL as a
key enzyme on HDL metabolism, reverse cholesterol
transport, and density of LDL particles and a good
candidate to explain phenotype in CHL."!

Hepatic lipase activity varies among subjects because it
is influenced by several factors, including genetic varia-
tion in HL gene (LIPC), sex, ethnic background, and
intraabdominal fat.'? Four common polymorphisms
(—250G—A, —514C—T, —710T—C, and —763A—G) in
complete linkage disequilibrium in the promoter region
of LIPC gene have been recently described, producing a
biallelic distribution (named here as —514C or T allele)
that is responsible of approximately 30% of the HDL-C
variation within the general population.'? Besides,
several polymorphisms in the coding region of the LIPC
gene have been described."® From these, an A to G subs-
titution at nucleotide +651, which changes an asparagine
at codon 193 to serine (N193S), and an A to C substitution
at +1075, which changes a leucine at codon 334 to phe-
nylalanine (L334F), have been associated with decreased
postheparin plasma HL activity.14 These coding region
polymorphisms are common in African Americans, but
only N193S was frequently found in white population.' >
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Table II. Cenotype and allelic frequencies of the studied
polymorphisms in LIPC gene

Group
ATOMIX Control
(n=118) (n=114)
Polymorphism Genotypes Genotypes
-514C—-T CcC cT L CcC CT T P*
n (%) 60 46 12 72 40 2 .010
(50.8) (39.0) (10.2) (63.2) (35.1) (1.75)
T dllele 0.297 0.193
frequency
Genotypes Genotypes
+651A—G AA AG GG AA AG GG
n (%) 52 56 10 52 50 12
(44.1) (47.5) (8.47) (45.6) (43.8) (10.5)
G dllele 0.32 0.32 NS
frequency
*Xz Test.

Recently, Zambon et al'® have reported, in a small
but very well-characterized cohort of subjects with
dyslipidemia and CAD, that patients carrying the major
allele (—514C) in the promoter region of LIPC gene have
better lipid-lowering effect and clinical response than
patients with the —514T allele.

To better define the possible effects of these variations
in LIPC gene on plasma lipid concentrations in CHL and
to establish its influence on the lipid-lowering effect of
statins and fibrates, the 2 most common drugs used in
Europe to treat CHL, we have studied the —514C—T and
N193S polymorphisms in subjects participating in the
ATOMIX (Atorvastatin in Mixed dyslipidemia) study, a
double-blind randomized multicenter trial designed to
compare the effect of atorvastatin and bezafibrate in
patients with CHL.

Subjects and methods
Subjects

The study subjects were 118 men and women of the
ATOMIX study and 114 healthy normolipidemic volunteers.
Male and female unrelated patients (aged 18-80 years) with
CHL were recruited from referrals to 25 hospital clinics in
Spain and in Portugal. The control group was composed of
nonrelated Spanish volunteers from Zaragoza city, who were
selected during an annual medical examination at their work
place, because of normal lipid values and absence of drugs
affecting lipid metabolism. Cases and controls were whites
with the same genetic background (Iberia Peninsula). Main
characteristics of the ATOMIX study have been already
published,'7 but in summary, it is a double-blind randomized
multicenter trial, designed to compare the effect of atorvas-
tatin, 10 to 40 mg/d, with that of the fibric acid derivative
bezafibrate, 400 mg daily, on serum lipid and lipoprotein
levels in patients with CHL treated for 12 months. Patients
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Table Ill. lipids and lipoprotein cholesterol according to LIPC genotypes and study group

ATOMIX Control
-514C—T CC (n = 60) CT/TT (n = 58) P CC(n=72) CT/TT (n = 42) P
TC 281 + 407 (7.28 + 0.11) 281 + 3.85(7.28 + 0.10) .985 181 + 3.55(4.69 + 0.09) 177 + 4.72(4.58 + 0.12) .533
TGs 276 + 8.61 (3.12 + 0.10) 286 + 8.13(3.23 + 0.09) .355 84.6 + 7.50 (0.96 + 0.08) 85.9 + 9.98 (0.97 + 0.11) .907
HDL-C 39.2 +£ 1.60(1.02 £ 0.04) 39.9 + 1.52(1.03 £ 0.03) .731 459 +1.40(1.19 £ 0.03) 50.8 + 1.86(1.31 + 0.05) .021
LDL-C 190 + 3.77 (4.92 + 0.10) 185 + 3.56 (4.79 + 0.09) .354 118 + 3.28 (3.06 + 0.08) 110 + 4.37 (2.85 + 0.11) .087
ATOMIX Control
+651A—G AA (n = 52) AG/GG (n = 66) P AA (n = 52) AG/GG (n = 62) P
TC 289 + 4.00 (7.48 + 0.10) 274 + 3.72(7.10 + 0.09) .004 178 + 4.25(4.61 + 0.11) 179 + 3.55(4.64 + 0.09) .951
TGs 285 + 8.78 (3.22 + 0.10) 277 +£8.17(3.13 + 0.09) .473 83.0 £ 9.32(0.94 + 0.10) 85.1 £ 7.79 (0.96 + 0.08) .846
HDL-C 40.2 + 1.65(1.04 £ 0.04) 38.9 + 1.53(1.00 + 0.04) .527 47.0 + 1.75(1.22 + 0.05) 47.6 + 1.46 (1.23 + 0.03) .803
LDL-C 194 + 3.76 (5.02 + 0.10) 181 + 3.50 (4.69 + 0.09) .008 115+ 3.99(2.98 + 0.10) 114 + 3.34(2.95 + 0.08) .906

Lipid and lipoprotein values are mean + SE in mg/dL (mmol/L in parentheses) adjusted for sex, smoking, body mass index, and apolipoprotein E genotype.

Table IV. Variation of lipids and lipoprotein cholesterol after 12 months of treatment with atorvastatin or bezafibrate in the ATOMIX group

according fo LIPC genotypes*

Atorvastatin

Bezafibrate

-514C—T CC (n = 27) CT/TT (n = 30) P CC (n = 33) CT/TT (n = 28) P

c 277 + 2.98 ~29.9 + 2.41 567 -8.25 + 2.25 ~4.85 + 2.28 264
Gs 132+ 7.97 258 + 6.63 226 ~39.4 + 6.04 255 + 6.07 089
HDL-C 15.3 + 5.54 12.6 + 4.60 701 358 + 4.19 20.4 + 4.24 007
LDL-C ~36.4 + 4.04 ~35.6 + 4.68 879 ~582 + 3.05 ~1.94 + 3.08 349
+651A—G AA (n = 27) AG/GG (n = 30) P AA (n = 25) AG/GG (n = 36) P

C —29.1 + 2.83 287 + 2.84 909 674+ 2.44 617 + 2.32 861
TGs 241 +7.33 ~19.0 + 7.39 625 367 + 6.34 ~31.8 + 6.02 557
HDL-C 9.59 + 5.21 140 + 5.26 549 24.5 + 4.55 30.1 + 4.28 350
LDL-C 332+ 373 _37.4+3.675 427 217 +3.24 —4.40 + 3.07 603

*Mean change in percentage + SE of final values (average of the last 2 measurements [weeks 50 and 52]) regarding the baseline values.

included in the study should have a baseline level of TGs
200 to 500 mg/dL and of LDL cholesterol (LDL-C) <250 and
>190, 180, 160, or 135 mg/dL, depending on global risk status
(low, moderate, high, or presence of coronary heart disease,
respectively), according to European Atherosclerosis Society
recommendations.'® After a G-week dietary baseline phase, the
patients were randomly assigned to receive either 10 mg
atorvastatin or 400 mg bezafibrate (slow release) once daily.
During the study, the dose of atorvastatin (or matching
placebo) could be doubled according to the European
Atherosclerosis Society LDL-C target guidelines (LDL-C <175,
155, 135, or 100 mg/dL for patients at low, moderate, high
risk, or with coronary heart disease, respectively).'® If after
2 consecutive titrations LDL-C levels were still above target,
open-label colestipol (3 sachets of 5 g/d) was recommended
for the rest of the study.

The investigational review board of each institution
approved the study. All patients gave written informed consent.

Laboratory determinations

After regular revisions at different times along the treatment,
lipid and apolipoprotein quantifications were performed on
samples from all patients to determine the lipoprotein profile
according to methods described elsewhere.'® Cholesterol and
TGs concentrations were determined, in whole serum and in
each lipoprotein fraction isolated by ultracentrifugation, by an
enzymatic colorimetric assay using an RA-XT autoanalyzer
(Bayer Diagnostics, Tarrytown, NY).

DNA analysis

Genomic DNA was isolated from peripheral blood cells using
the method of Miller et al*® LIPC genotypes were determined
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by polymerase chain reaction amplification and restriction
analysis. To assay the —514C—T polymorphism in the
promoter of LIPC gene, a 254-base pair (bp) fragment was
amplified using the primers 5’ -CTAGGATCACCTCTCAATGGG-
3/ and 5’ -CTGTGACAGCGCTGCAAGGG-3. Amplified frag-
ments were digested with Hsp92II restriction enzyme, and
fragments of 85 and 169 bp were obtained when T was present
instead of C at —514 position. To assay the +651A—G
polymorphism in exon 5 of LIPC gene, a 294-bp fragment was
amplified using the primers 5'-CCCGCGTAACCCTTACCC-3/
and 5’ -GCTCCCGGCCCATGACTT-3'. Amplified fragments
were digested with BseNI restriction enzyme, and fragments of
194 and 100 bp were obtained when G was present instead of
A at +651 position. Apolipoprotein E genotype was determined
as previously described.?!

Statistical analysis

A x? analysis was performed to confirm that the studied
polymorphisms were in Hardy-Weinberg (HW) equilibrium.
Tests for HW equilibrium were carried out separately for cases
and controls. The P value was calculated by comparing the
value of the Pearson (Xz) statistic test of the observed data with
the distribution of the statistic test under the null hypothesis of
HW equilibrium. Genotype and allele frequencies were com-
pared by x? analysis. Analysis of covariance was performed to
compare the effects of LIPC gene polymorphisms and treatment
(atorvastatin or bezafibrate) in terms of percentage change from
baseline in all parameters measured. Baseline was the average of
3 measurements at weeks —4, —2, and 0, and final values were
the average of the last 2 measurements (weeks 24 and 26 and
weeks 50 and 52). The analysis of covariance models included
the effects due to treatment, LIPC polymorphisms, sex,
smoking status, body mass index, apolipoprotein E genotype,
and baseline value. Statistical analyses were performed by using
the SAS v.6.12 program (SAS Institute, Inc., Cary, NC).
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A modified intent-to-treat analysis was performed with data
from patients who were randomized to treatment, met the
preestablished diagnostic criteria for inclusion, were known to
take at least 1 dose of the drugs tested, and provided any
follow-up data for LDL-C. For those subjects who had no
available data for the 52-week time point, data of the last
double-blind observation were used for statistical analyses. A
total of 103 (87.3%) individuals of the 118 ATOMIX patients
had 52-week follow-up values.

Results
Description of subjects

Clinical characteristics of the patients included in the
ATOMIX group and of the subjects included in the
control group are presented in Table I. As expected,
patients with CHL had higher body mass index, TC, TGs,
and LDL-C and lower HDL-C than controls. Also, men
were overrepresented in the ATOMIX group, as com-
monly found in this type of dyslipidemia.

LIPC dllele frequencies: comparison between groups

The resulting genotypic and allelic frequencies are
shown in Table II. The genotype distributions of the
—514C—T and N193S polymorphisms were in HW
equilibrium in the ATOMIX (P = .475, P = .340,
respectively) and in the control (P = .177, P = 997,
respectively) groups. The —514C—T genotype distri-
butions were different between subjects in CHL and
control groups (P = .014). A clear excess of T allele
was observed in the ATOMIX group, in which 12
homozygous TT subjects (7 on atorvastatin and 5 on
bezafibrate) were observed, when the expected num-
ber was 2 (P = .010). The T allele frequency in the
ATOMIX group was statistically higher than in the
control group (0.297 vs 0.193, P = .010). There were
no statistical differences in the genotypic and allelic
distributions for N193S polymorphism between the
studied groups.

Relation of LIPC polymorphisms to baseline lipid and
lipoprotein cholesterol concentrations

Baseline lipid and lipoprotein values were the average
of 3 measurements on a low-cholesterol diet in the
ATOMIX group and 1 sample obtained on free-living diet
in the control group. Obtained results are presented in
Table III. A significant difference in HDL-C levels among
genotypes of the —514C—T promoter polymorphism in
LIPC gene was observed. Subjects carrying single or
double doses of T allele had concentrations approxi-
mately 10% higher than homozygotes for the C allele
(50.8 + 1.86 vs 45.9 + 1.40 mg/dL, P = .021). However,
this difference was observed only in the control group
because the HDL-C distribution was uniform among
—514C—T genotypes in the ATOMIX group. In the
control group, both men and women carrying the T allele
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had higher HDL-C concentrations, but the difference was
more pronounced in men (37.9 + 1.88 vs 45.7 +
2.86 mg/dL, P = .02).

The N193S (+651A—G) polymorphism was associated
with changes in TC and LDL-C values in the ATOMIX
group but not in the control group. Carriers of the minor
allele in the ATOMIX group showed lower TC and LDL-C
concentrations than patients carrying the wild allele
(274 + 3.72 and 181 + 3.50 mg/dL vs 289 + 4.00 and
194 + 3.76 mg/dL, respectively, P < .01 in both cases).
This lowering effect of the G allele was observed with
the same magnitude in men and women.

LIPC polymorphism modulates the lipid-lowering effect
of bezafibrate but not of atorvastatin

Of the 118 subjects, 57 were treated with atorvastatin
and 61 with bezafibrate. The main features of the
2 studied groups were found to be similar in both groups
except for sex, with 12 women in the atorvastatin group
and 22 in the bezafibrate group. Therefore, this fact was
taken into account in the statistical analysis.

The lipidlowering effect of atorvastatin and bezafi-
brate after 12 months of treatment according to LIPC
gene polymorphisms is shown in Table IV. Values did
not differ from the variation observed after 6 months
of treatment.

Subjects carrying the T allele of the —514C—T
polymorphism showed a significantly lower response on
bezafibrate with respect to TGs and HDL-C than subjects
homozygous for the C allele. Triglyceride reduction with
bezafibrate reached 25.5% in carriers of T allele versus
39.4% in those homozygous for the C allele (P = .089).
The HDL-C variation was 20.4% in subjects with the
T allele and 35.8% in the C homozygotes (P = .007).
There was a clear T allele dose-response in the
bezafibrate group because homozygous subjects for the
T allele (n = 5) had the lowest response for TGs and
HDL-C, the C allele homozygotes (n = 33) the highest
response, and the CT heterozygous subjects (n = 23)
an intermediate response (Figure 1). No effect of
—514C—T polymorphism was found in TC and LDL-C
variation in bezafibrate group. In contrast to
bezafibrate, the lipid-lowering effect on TC, TGs, and
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LDL-C and the raising effect on HDL-C of atorvastatin
were not associated with the —514C—T variation.

The +651A—G (N193S) polymorphism was not
associated with the lipid-lowering effect of neither
atorvastatin nor bezafibrate (Table IV).

The better response of bezafibrate over atorvastatin on
TGs and HDL-C is only present in subjects homozygous
for the —514C dllele

The association of each of these polymorphisms with
variability in response to atorvastatin and bezafibrate
treatments was assessed by comparing the percentage
variation of lipid levels between pretreatment baseline
and 12 months posttreatment levels.

Percentage variation of lipid values after 6 and 12
months of treatment regarding the baseline lipid values
before treatment showed that atorvastatin produced a
larger decrease in TC and LDL-C than bezafibrate,
whereas bezafibrate showed a larger effect decreasing
TGs and increasing HDL-C.

The atorvastatin lipid-lowering effect was superior to
that obtained with bezafibrate with respect to TC and
LDL-C, without any significant effect when the LIPC
gene polymorphisms were considered. In contrast, the
—514C—T polymorphism was associated to significant
effects with the bezafibrate treatment. Those subjects
carrying the —514T allele showed similar response with
respect to TG decrease and HDL-C increase with both
drugs, mainly because of the weaker TG and HDL-C
effects of bezafibrate on subjects carrying the —514T
allele. However, bezafibrate caused a larger effect
decreasing TGs and increasing HDL-C than atorvastatin
only in subjects homozygous for the —514C
allele (Figure 2).

Discussion

At least 5 different studies?*?® have determined the
—514T allele frequency in more than 13000 subjects in
different white populations, with frequencies ranging
from 0.162 in Southern Europe®? to 0.228 in the
Bogalusa Heart Study.25 In the 2 largest studies, the
Copenhagen City Heart Study with 9121 subjf:cts24 and
the Framingham Study with 2130 subjects,?” the —514T
allele frequencies were 0.212 and 0.198, respectively.
The —514T allele frequency in our control group was
0.193, in half-range of that previously observed. Inter-
estingly, the —514T allele frequency in patients with
CHL was 0.297, statistically higher than in the control
group and than in previously reported studies with
control populations. This higher —514T allele frequency
in the CHL group was due to a 6 times more TT
homozygous subjects than expected (observed 12,
expected 2). This would suggest that the —514T allele in
homozygosity could be a genetic risk factor for devel-
oping CHL. No previous report has studied the possible
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differences in the —514C—T polymorphism between a
population with CHL and a normolipidemic control
group. However, supporting our results, this polymor-
phism has been studied in 2 different groups of subjects
with mixed hyperlipidemia associated to hyperapobeta-
lipoproteinemia'® and type 2 diabetes.?” In both studies,
the —514T allele frequency was higher than that
reported in the general population: 0.286 and 0.262,
respectively, and was very similar to that found in our
study. The association between LIPC locus and CHL has
also been found in Dutch and Finnish families with
FCH.28’29

The mechanism of this association is probably because
of the fact that LIPC promoter with T at position —514
has approximately 30% lower activity than that with C at
the same position.>” This lower transcriptional activity
of the —514T allele has been associated with lower
plasma HL activity'>'#'>3! and with several metabolic
abnormalities associated with CHL, such as high TG
levels," buoyant LDL particlf:s,32 insulin resistance,>
and high levels of preprandial and postprandial athero-
genic lipoprotein particles containing apolipoprotein
CII and apolipoprotein B,** and also, with coronary
heart disease.>*%°

The lower plasma HL activity caused by the T allele of
—514C—T polymorphism has been very consistently
associated with high HDL-C concentrations in most of
the studies,32%2426:28.33 suggesting that this polymor-
phism causes an important interindividual variation in
the plasma concentration of HDL-C'? and explains
genetic differences in HDL-C concentration between
African American and white American men.'> This effect
is due to the reduction in the hydrolysis of phospholi-
pids and TGs by HL, leading to the formation of larger
and more buoyant HDL, particles. As expected, the
increased HDL-C concentration associated to the T allele
is mainly due to higher HDL, fraction.>>?%*? In our
study control group, T allele carriers had 4.9 mg/dL
higher HDL-C concentrations than CC homozygous
subjects. This 10% higher HDL-C concentration is similar
to that obtained in most of the studies.”*** Two
important aspects of this association should be pointed
out. First, as previously reported,28’54 in our study the
association of the T allele with higher HDL-C was
exclusively due to this effect in men, but not in women.
Although HL has been reported to be stimulated by
androgens,’® the differential effect observed here was
probably not due to that influence, as previously
described.>® Second, the effect of the T allele was only
observed in the normolipidemic group of our study, but
not in subjects with CHL. The effect of the —514C—T
polymorphism on the lipid phenotype in CHL has not
been previously studied. Allayee et al*® have recently
reported the effect of this polymorphism in 27 Dutch
families with FCH, and they found significant higher
HDL-C levels in the unrelated male spouses and

9
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probands, but they did not found significant effect in
individuals affected with FCH. One possible explanation
to this lack of effect of the T allele in subjects with CHL
is that abdominal fat, which is well correlated to HL
activity in human beings®’ and increased in subjects
with CHL, could mask the T allele effect. However, Nie
et al'* have found the HDL-C-lowering effect of the

T allele in presence of obesity. Probably, CHL is a
complex phenotype with multiple genetic and environ-
mental factors in which the effect of a single locus could
be difficult to demonstrate, although it could have a
major effect in some individuals.

The N193S (+651A—G) polymorphism was first
described by Hegele et al’® as a common genetic
variation among whites, and later, it was associated
with low HL activity in white men independently of
the —514C—T polymorphism.'* In our study, the
allele frequency of N193S polymorphism was identical
in subjects with CHL and in the control group and was
very similar to that previously 1‘f:p01’tf:d.143’8 In this
study, we have found that the N193S polymorphism in
the HL protein has an impact on TC and LDL-C
concentrations in subjects with CHL. Those subjects
carrying serine at residue 193 had 5% and 7% lower
TC and LDL-C, respectively, than those subjects
homozygous for asparagine at codon 193. Although the
relation of N193S polymorphism with HL activity or
TC and LDL-C concentrations had not been previously
studied, the association of HL genetic variation and
LDL-C has been observed in other studies.’*° Residue
193 does not seem to be directly involved in the
catalytic or lipid substrate interaction sites, ™ and
therefore, this association could be due to another
polymorphism in linkage disequilibrium with N193S.
Anyway, this association would seem to explain lipid
variability among CHL subjects, although it requires
further confirmation.

This prospective, double-blind, randomized study
confirms that genetic variation at LIPC locus modulates
the lipid-lowering drug response. Zambon et al'®
described for the first time that the —514C—T
polymorphism in LIPC gene influences lipid response
to drugs. They studied 49 men with dyslipidemia and
with elevated apolipoprotein B levels (=125 mg/dL)
and CAD diagnosed by coronary angiography, followed
during 2.5 years after intensive lipid-lowering therapy
with either lovastatin and colestipol or niacin and
colestipol. This study showed that, with lipid-lowering
therapy, homozygous subjects for the C allele had
significantly greater decrease in HL activity, greater
improvement in LDL density, and higher increase in
HDL-C than subjects carrying the T allele. Furthermore,
a better angiographic improvement in CC homozygotes
was observed, with 96% of them experiencing CAD
regression. However, Zambon et al did not report
differential effects among drugs, probably because of
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the low number of subjects studied and the combina-
tion of different lipid-lowering drugs in their study.
More recently, Berk-Planken et al*’ have reported the
lack of influence of the —514C—T polymorphism in
the dose-dependent decrease in HL activity with
atorvastatin in 133 subjects with type 2 diabetes.
However, they did not report lipid variation in this
population. Somekawa et al*! and Yamakawa-Kobayashi
et al*? studied the effect of the —514C—T polymor-
phism on the effects of hormone replacement therapy
on serum lipid values in postmenopausal Japanese
women, finding that they were unaffected by the HL
polymorphism. Our results fully support previous
studies. We have found a profound effect of atorvasta-
tin in the lipid-lowering effect in CHL subjects, but
according to the Berk-Planken study,?” without differ-
ence with respect to the HL promoter polymorphism.
However, we have found a better lipid response with
lower descent of TGs and higher elevation in HDL-C in
those subjects with bezafibrate treatment, with a clear
allele dose-response. These results are also in agree-
ment with those of Zambon et al,'® in which a lipid-
lowering drug with major effects on TGs and HDL-C,
such as niacin, was also used. The effect of the
—514C—T polymorphism on the lipid-lowering effect
of fibrates had not been previously studied. However,
fibrates behave differently to statins with respect to HL
activity, and indeed, gemfibrozil has been reported to
increase HL activity.45 Therefore, it is conceivable that
a different pattern of response with respect to
polymorphism modifies HL gene expression.

Our results may have important clinical consequen-
ces. Statins, atorvastatin in our study, and all of them in
other studies, showed a much higher potency than
bezafibrate when lowering TC and LDL-C. In contrast,
fibrates, bezafibrate in our study, have a more potent
effect on TG lowering and HDL-C raising. However, the
latter was only true in those subjects homozygous for
the C allele of the —514C—T polymorphism, without
finding differences in those subjects carrying the
T allele, although they were almost half of the CHL
population in our study.

In summary, a 6 times higher frequency than expected
in the number of subjects with CHL carrying the T allele
in position —514 of LIPC gene suggests a role of this
locus in the pathogenesis of CHL. The —514T allele is
associated with higher HDL-C concentration only in the
normolipidemic population, but without a significant
effect in the CHL group. Moreover, the —514C—T
polymorphism modulates the lipid-lowering response to
bezafibrate, with a better effect in those subjects
homozygous for the C allele. In those subjects carrying
the T allele, the effect on TGs and HDL-C of atorvastatin
and bezafibrate did not show differences, in contrast
with the decrease in TC and LDL-C that was higher with
atorvastatin in all the LIPC genotypes.



American Heart Journal
Volume 150, Number 6

This work bas been supported by grants from
Fondo de Investigacion Sanitaria FIS RT/G03-181, FIS
RT/C03-01, and FIS 03/1106. We acknowledge and
thank the participants in the ATOMIX trial: Drs J
Olivan, A Rodriguez-Botaro, Hospital Virgen Macar-
ena, Sevilla, Spain, Drs E Ros, D Zambon, C
Rodriguez-Villar, A Pérez-Heras, Hospital Clinico,
Barcelona, Spain; Prof M Vilardell, Dr J Lima,
Hospital Vall d’Hebron, Barcelona, Spain; Dr JM
Mostaza, Hospital Carlos III, Madrid, Spain;, Drs X
Pinto, M Vela, Hospital de Bellvitge, Barcelona, Spain;
Drs A Herndndez, C Morillas, Hospital Dr Peset,
Valencia, Spain; Drs F Civeira, | Ferrando, Hospital
Royo-Villanova, Zaragoza, Spain;, Dr A Espino, Hos-
pital de la Merced, Osuna, Spain; Drs L Simoes, P da
Silva, Centro Hospitalar Vila Nova de Gaia, Oporto,
Portugal; Dr P Marqués da Silva, Hospital Santa
Marta, Lisboa, Portugal; Dr F Almagro, Hospital de
Guipiuzcoa, San Sebastian, Spain, Prof J Millan, Dr L
Alvarez-Sala, Hospital Gregorio Maraiion, Madrid,
Spain; Drs C Calvo, E Lopez-Paz, Hospital Xeral,
Santiago de Compostela, Spain;, Dr M Ziiiiga, Hospi-
tal de Valdecilla, Santander, Spain; Drs | Puzo, M
Villarroel, Hospital General San Jorge, Huesca, Spain,
Prof F Pérez-Jiménez, Dr P Castro, Hospital Reina
Sofia, Cordoba, Spain;, Drs A Mangas, A Macias,
Hospital Universitario Puerta del Mar, Cddiz, Spain,
Dr J Ferndndez-Pardo, Hospital General, Murcia,
Spain; Prof C Rey-Joly, Dr G Aguilar, Hospital Ger-
mans Trias i Pujol, Badalona, Spain; Drs ] Gutiérrez-
Fuentes, A Rueda, A Avellaneda, Hospital Clinico,
Madprid, Spain; Drs J Moreiro, JR Urgelés, Hospital Son
Dureta, Palma de Mallorca, Spain; Prof P Serra e
Silva, Dr JM Silva, Hospital Universitario, Coimbra,
Portugal; Dr JA Garrido, Hospital Arquitecto Marcide,
El Ferrol, Spain; Dr MA Barba, Hospital Generail,
Albacete, Spain, Dr P Gémez-Enterria, Hospital Cen-
tral, Oviedo, Spain; Dr ] Gomez Gerique, Central
Laboratory Unilabs, Madrid, Spain.

References

1. East C. Combined hyperlipidemia as a risk factor for premature
atherosclerosis disease. Am J Med 1999;107:46S - 7S.

2. Steiner G. Risk factors for macrovascular disease in type 2 diabetes.
Classic lipid abnormalities. Diabetes Care 1999;22(Suppl 3):Cé - C9.

3. Ayyobi AF, Brunzell JD. Lipoprotein distribution in the metabolic
syndrome, type 2 diabetes mellitus, and familial combined hyper-
lipidemia. Am J Cardiol 2003;92:27J-33).

4. de Graaf J, Stalenhoef AFH. Defects of the lipoprotein metabolism
in familial combined hyperlipidemia. Curr Opin Lipidol 1998;9:
189-96.

5. Genest Jr JJ, Martin-Munley SS, McNamara JR, et al. Familial
lipoprotein disorders in patients with premature coronary artery
disease. Circulation 1992;85:2025-33.

6. Expert Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood
Cholesterol in Adults. Executive summary of the third report of the

10.

15.

17.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Cenarro et al 1161

National Cholesterol Education Program (NCEP) expert panel on
detection, evaluation, and treatment of high blood cholesterol in
adults (Adult Treatment Panel 1ll). JAMA 2001;285:2486-97.
Scandinavian Simvastatin Survival Study Group. Randomised trial
of cholesterol lowering in 4444 patients with coronary heart
disease: the Scandinavian Simvastatin Survival Study (4S). Lancet
1994:344:1383-9.

Manninen V, Tenkanen L, Koskinen P, et al. Joint effects of serum
triglyceride and LDL cholesterol and HDL cholesterol concentrations
on coronary heart disease risk in the Helsinki Heart Study.
Implications for treatment. Circulation 1992;85:37 - 45.

Ordovds JM, Shen H. Pharmacogenetics of lipid-lowering therapies.
Curr Atheroscler Rep 2002;4:183-92.

Lambert G, Amar MJ, Martin P, et al. Hepatic lipase deficiency
decreases the selective uptake of HDL-cholesteryl esters in vivo.

J Lipid Res 2000;41:667 -72.

. Aovizerat BE, Allayee H, Bodnar J, et al. Novel genes for familial

combined hyperlipidemia. Curr Opin Lipidol 1999;10:113-22.
Cohen JC, Vega GL, Grundy SM. Hepatic lipase: new insights from
genetic and metabolic studies. Curr Opin Lipidol 1999;10:259-67.

. Murtomaki S, Tahvanainen E, Antikainen M, et al. Hepatic lipase

gene polymorphisms influence plasma HDL levels. Results from
Finnish EARS participants. European Atherosclerosis Research
Study. Arterioscler Thromb Vasc Biol 1997;17:1879-84.

Nie L, Wang J, Clark LT, et al. Body mass index and hepatic lipase
gene (LIPC) polymorphism jointly influence postheparin plasma
hepatic lipase activity. J Lipid Res 1998;39:1127-30.

Vega GL, Clark LT, Tang A, et al. Hepatic lipase activity is lower in
African American men than in white American men: effects of 5/
flanking polymorphism in the hepatic lipase gene (LIPC). J Lipid Res
1998,39:228-32.

Zambon A, Deeb SS, Brown BG, et al. Common hepatic lipase gene
promoter variant determines clinical response to intensive lipid-
lowering treatment. Circulation 2001;103:792-8.
Goémez-Gerique JA, Ros E, Olivan J, et al. Effect of atorvastatin and
bezafibrate on plasma levels of C-reactive protein in combined
(mixed) hyperlipidemia. Atherosclerosis 2002;162:245-51.
International Task Force of Coronary Heart disease. Prevention of
coronary heart disease: scientific background and new clinical
guidelines. Recommendations of the European Atherosclerosis
Society. Nutr Metab Cardiovasc Dis 1992;2:113-56.

Garcia-Otin AL, Civeira F, Aristegui R, et al. Allelic polymorphism
—491A/T in apo E gene modulates the lipid-lowering response in
combined hyperlipidemia treatment. Eur J Clin Invest 2002;32:
421-8.

Miller SA, Dykes DD, Polesky HF. A simple salting out procedure for
extracting DNA from human nucleated cells. Nucleic Acids Res
1988;16:1215.

Civeira F, Pocovi M, Cenarro A, et al. Apo E variants in patients with
type Ill hyperlipoproteinemia. Atherosclerosis 1996;127:273-82.
Jansen H, Chu G, Ehnholm C, et al. The T allele of the hepdtic lipase
promoter variant C-480T is associated with increased fasting lipids
and HDL and increased preprandial and postprandial LpClll: B.
European Atherosclerosis Research Study (EARS) Il. Arferioscler
Thromb Vasc Biol 1999;19:303-8.

Chen W, Srinivasan SR, Boerwinkle E, et al. Hepatic lipase promoter
C-514T polymorphism influences serial changes in HDL cholesterol
levels since childhood: the Bogalusa Heart Study. Atherosclerosis
2003;169:175-82.

Andersen RV, Wittrup HH, Tybjaerg-Hansen A, et al. Hepdtic lipase
mutations, elevated high-density lipoprotein cholesterol, and



1162 Cenarro et al

25.

26.

27.

28.

29.

30.

3.

32.

33.

increased risk of ischemic heart disease: the Copenhagen City Heart
Study. J Am Coll Cardiol 2003;41:1972-82.

Ordovés JM, Corella D, Demissie S, et al. Dietary fat intake
determines the effect of a common polymorphism in the hepatic
lipase gene promoter on high-density lipoprotein metabolism:
evidence of a strong dose effect in this gene-nutrient inferaction in
the Framingham Study. Circulation 2002;106:2315-21.

Jansen H, Verhoeven AJ, Weeks L, et al. Common C-to-T
substitution at position —480 of the hepatic lipase promoter
associated with a lowered lipase activity in coronary artery disease
patients. Arterioscler Thromb Vasc Biol 1997;17:2837 - 42.
Berk-Planken II, Hoogerbrugge N, Stolk RP, et al. Atorvastatin dose-
dependently decreases hepatic lipase activity in type 2 diabetes:
effect of sex and the LIPC promoter variant. Diabetes Care
2003;26:427 - 32.

Allayee H, Dominguez KM, Aouizerat BE, et al. Contribution of the
hepatic lipase gene to the atherogenic lipoprotein phenotype in
familial combined hyperlipidemia. J Lipid Res 2000;41:245- 52.
Pihlajamaki J, Karjalainen L, Karhapaa P, et al. G-250A substitution
in promoter of hepatic lipase gene is associated with dyslipidemia
and insulin resistance in healthy control subjects and in members of
families with familial combined hyperlipidemia. Arterioscler Thromb
Vasc Biol 2000,;20:1789 - 95.

Deeb SS, Peng R. The C-514T polymorphism in the human hepatic
lipase gene promoter diminishes its activity. J Lipid Res 2000;41:
155-8.

Tahvanainen E, Syvanne M, Frick MH, et al. Association of variation
in hepatic lipase activity with promoter variation in the hepatic
lipase gene. The LOCAT Study Investigators. J Clin Invest 1998;101:
956-60.

Zambon A, Deeb SS, Hokanson JE, et al. Common variants in the
promoter of the hepatic lipase gene are associated with lower levels
of hepatic lipase activity, buoyant LDL, and higher HDL, cholesterol.
Arterioscler Thromb Vasc Biol 1998;18:1723-9.

Carr MC, Ayyobi AF, Murdoch SJ, et al. Contribution of hepatic
lipase, lipoprotein lipase, and cholesteryl ester transfer protein o

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

American Heart Journal
December 2005

LDL and HDL heterogeneity in healthy women. Arterioscler Thromb
Vasc Biol 2002;22:667 -73.

Guerra R, Wang J, Grundy SM, et al. A hepadtic lipase (LIPC) allele
associated with high plasma concentrations of high density
lipoprotein cholesterol. Proc Natl Acad Sci U S A 1997,94:4532-7.
Tikkanen MJ, Nikkila EA. Regulation of hepatic lipase and serum
lipoproteins by sex steroids. Am Heart J 1987;113:562-7.

Vega GL, Gao J, Bersot TP, et al. The —514 polymorphism in the
hepatic lipase gene (LIPC) does not influence androgen-mediated
stimulation of hepatic lipase activity. J Lipid Res 1998;39:1520- 4.
Katzel LI, Coon PJ, Busby MJ, et al. Reduced HDL, cholesterol
subspecies and elevated postheparin hepatic lipase activity in older
men with abdominal obesity and asymptomatic myocardial ische-
mia. Arferioscler Thromb 1992;12:814-23.

Hegele RA, Tu L, Connelly PW. Human hepatic lipase mutations and
polymorphisms. Hum Mutat 1992;1:320- 4.

Hubacek JA, Waterworth DM, Pitha J, et al. Polymorphisms in the
lipoprotein lipase and hepatic lipase genes and plasma lipid values
in the Czech population. Physiol Res 2001;50:345-51.

Perret B, Mabile L, Martinez L, et al. Hepatic lipase: structure/
function relationship, synthesis, and regulation. J Lipid Res 2002;43:
1163-9.

Somekawa Y, Umeki H, Kobayashi K, et al. Effects of hormone
replacement therapy and hepatic lipase polymorphism on serum
lipid profiles in postmenopausal Japanese women. J Clin Endocrinol
Metab 2002;87:4766-70.

Yamakawa-Kobayashi K, Somekawa Y, Fujimura M, et dl.
Relation of the —514C/T polymorphism in the hepatic lipase gene
to serum HDL and LDL cholesterol levels in postmenopausal women
under hormone replacement therapy. Atherosclerosis 2002;162:
17-21.

Kahri J, Vuorinen-Markkola H, Tilly-Kiesi M, et al. Effect of
gemfibrozil on high density lipoprotein subspecies in non—insulin
dependent diabetes mellitus. Relations to lipolytic enzymes and to
the cholesteryl ester transfer protein activity. Atherosclerosis

1993;102:79-89.



Tendon Xanthomas in Familial Hypercholesterolemia Are
Associated With Cardiovascular Risk Independently of the
Low-Density Lipoprotein Receptor Gene Mutation

Fernando Civeira, Sergio Castillo, Rodrigo Alonso, Erardo Merifio-Ibarra, Ana Cenarro, Marta Artied,
Paula Martin-Fuentes, Emilio Ros, Miguel Pocovi, Pedro Mata; for the Spanish Familial
Hypercholesterolemia Group

Objective—To investigate the significance of tendon xanthomas (TX) in heterozygous subjects with familial hypercho-

lesterolemia (hFH).

Methods and Results—951 men and women with genetic diagnosis of hFH were studied, of whom 278 (29.2%) presented
TX. TX frequency increased with age from 6.9% in subjects 20 to 30 years to 38.3% at 51 to 60 years, with a decrease
in those older than 60 years. Total and low-density lipoprotein (LDL) cholesterol were higher in TX" than in TX™
subjects (439.0=78.5 mg/dL and 363.1+76.5 mg/dL versus 400.6%=73.4 and 323.3*=71.0, respectively; P=0.001).
High-density lipoprotein (HDL) cholesterol was lower in TX" than in TX™ subjects (50.4%=15.0 mg/dL versus
53.1£14.8 mg/dL; P=0.005). Lp(a), apolipoprotein E genotype, and type of LDL receptor gene mutation showed no
differences between groups. 102 TX ™ reported premature cardiovascular disease (CVD) (36.7%) versus 93 TX ™ (13.8%)
(P=0.001). The relative odds for premature CVD were higher in women (4.49 versus 2.26), and increased in hFH
younger than 51 years to 3.60 (95% CI, 1.703 to 7.608) in men and to 17.1 (95% CI, 2.697 to 108.920) in women. In
the multivariate analysis, age, male sex, LDL cholesterol, and hypertension showed significant positive association with
TX, whereas body mass index showed negative association with TX.

Conclusions—TX are associated with cardiovascular risk factors and higher CVD, indicating that their detection indicates
the need for more aggressive lipid-lowering intervention. (Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2005;25:1960-1965.)

Key Words: cardiovascular disease m familial hypercholesterolemia m xanthomas

Familial hypercholesterolemia (FH) is a genetic disorder
of lipoprotein metabolism characterized by very high
plasma concentrations of low-density lipoprotein (LDL) cho-
lesterol, deposition of cholesterol in extravascular tissues,
such as tendon xanthomas (TX), and increased risk of
premature coronary heart disease (CHD).! FH is a common
autosomal codominant disease caused by defects in the
low-density lipoprotein receptor (LDLR) gene.? In heterozy-
gous FH patients, the clinical expression of FH is highly
variable in terms of the severity of hypercholesterolemia, the
presence of TX, and the age of onset and severity of CHD,
even in subjects sharing the same LDLR gene defect.3#

TX are highly specific for FH in subjects with genetic high
LDL cholesterol, and current recommendations include them
as an important clinical diagnostic criterion.> TX are com-
posed of monocyte-derived foam cells resulting from intra-
cellular accumulation of lipids and connective tissue.®

Approximately 30% to 50% of heterozygous FH (hFH)
patients with genetic diagnosis have TX.3#7 The mechanism
by which some subjects with hFH have develop TX and
others do not, even while disclosing similar plasma LDL
cholesterol levels and sharing the same LDLR gene mutation,
is unknown.> A previous report has suggested that the
appearance of xanthomas in hFH is controlled by a second
gene distinct from the LDLR gene, as yet not identified.?

The clinical significance of TX presentation heterogeneity
has not been fully established. Because of the lipid and
cellular similarities between TX and atherosclerotic plaques,
it is conceivable that hFH subjects in whom TX develops
could also have a higher predisposition to atherosclerosis. In
fact, the presence of TX has been associated with very
premature CHD,? although a recent report from the Simon
Broome register in the United Kingdom showed a similar
CHD risk among patients with and without TX.!® However,

Original received March 18, 2005; final version accepted June 30, 2005.

From Unidad de Lipidos and Laboratorio de Investigacion Molecular (F.C., EM.-I., A.C., M.A., P.M.F.), Hospital Universitario Miguel Servet,
Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud, Zaragoza, Spain; Departamento de Bioquimica (S.C., M.P.), Biologia Molecular y Celular, Universidad de
Zaragoza, Spain; Fundacién Jiménez Diaz (R.A., P.M.), Madrid, Spain; Unidad de Lipidos, Servicio de Endocrinologia y Nutricién (E.R.), Institut
d’Investigacions Biomediques August Pi Sunyer, Hospital Clinico, Barcelona, Spain.

Correspondence to Fernando Civeira, MD, Laboratorio de Investigacion Molecular, Hospital Universitario Miguel Servet, Isabel La Catélica 1-3,

Zaragoza 50009, Spain. E-mail civeira@unizar.es
© 2005 American Heart Association, Inc.

Arterioscler Thromb Vasc Biol. is available at http://www.atvbaha.org

DOI: 10.1161/01.ATV.0000177811.14176.2b



Civeira et al

in both studies the diagnosis of hFH was based on clinical
criteria, in which both TX and CHD play an important
diagnostic role that could obscure interpretation of the results.

The Spanish FH register offers a good opportunity to
explore the clinical meaning of TX.!" In the register, >2000
nonrelated probands from lipid clinics all over Spain with
clinical suspicion of FH have been included, and >200
different mutations have been identified.!" Additionally, a
rapid genetic micro-array—based test has been developed,
permitting the genetic diagnosis of >1200 patients to date.!?

Materials and Methods

Subjects

Subjects were selected from the Spanish FH register, supported by
the “Fundacién Espafiola Hipercolesterolemia Familiar.” The main
characteristics of the register have been previously reported.!!!2 In
summary, a total of 77 lipid clinics throughout Spain recruited FH
patients with the same clinical criteria. To homogenize criteria, all
participants attended at least 3 different meetings specially oriented
toward clinical diagnosis, including the physical examination of TX.
hFH subjects were considered positive for cardiovascular disease
(CVD) if they had a documented history of myocardial infarction,
coronary artery bypass graft surgery, percutaneous transluminal
coronary angioplasty, angina pectoris with angiographically coro-
nary atherosclerosis (>50% stenosis), ischemic atherothrombotic
stroke, or chronic arterial peripheral vascular disease. Premature
CVD was considered if the first event occurred before age 56 in men
and before age 66 in women. TX were clinically examined for at the
local lipid clinics by inspection and palpation of tendons and were
considered if the Achilles tendons appeared diffusely enlarged or if
the Achilles tendons or extensor tendons of the hands were deformed
by one or more focal nodularities.

All subjects with genetic diagnosis of hFH caused by functional
mutations in the LDLR gene were selected for this study. Identifi-
cation of mutations in Spain has been performed for our group in the
past 10 years.'12 Of these, all hFH with TX (TX") (n=278, 138
women and 140 men) and all genetically diagnosed hFH without TX
(TX") older than 22 years (n=673 375 women and 298 men) were
selected. This age cutoff point in the TX™ group was established
because it was the age of the youngest TX" hFH subject.

Mutations in the LDLR gene causing FH were classified, when
possible, as receptor-defective or receptor-negative on the basis of
the residual LDLR activity found in previously reported cultured
cells with homozygous LDLR mutation (>5% for receptor defective
and <5% for receptor negative).* Mutations leading to a frame-shift
and a truncated receptor were also considered as receptor-negative.*
All participants gave written informed consent and the protocol was
approved by the local ethics committees.

Lipid Concentrations

Baseline out-of-treatment values for total cholesterol, triglycerides,
and HDL cholesterol were provided in the clinical data set by the
participating lipid clinics. Laboratory methods were standardized
among lipid clinics. All the laboratories are participants in the
standardization protocols developed by the Spanish Society of
Clinical Biochemistry with coefficient of variation for cholesterol
<3%.

Lipoprotein A

Lipoprotein a [Lp(a)] was determined in the central laboratory from
fasting samples sent by the lipid clinics. Serum concentrations of
Lp(a) were measured using kinetic immunonephelometry with poly-
clonal antibodies (Beckman).

Apolipoprotein E Genotyping
DNA was isolated from peripheral blood cells with the method of
Miller et al.!> DNA was quantified and diluted to a final concentra-
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Figure 1. Percentage of hFH subjects with tendon xanthomas
by deciles of age.

tion of 100 ng/L to be used for the polymerase chain reaction
analysis. Apolipoprotein (apo) E genotypes were determined using
the method of Hixson and Vernier,'# as previously described.'>

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using the Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS Inc) version 6.1.3. Distribution of quan-
titative variables was tested for normality. Differences in clinical
characteristics between compared groups were tested with ¢ test for
continuous variables and with ¥ test for categorical variables.
Comparisons of quantitative variables without a normal distribution
were made with nonparametric analysis using the Mann—Whitney
nonparametric test. Multiple logistic regression analyses were per-
formed with the presence of TX as the dependent variable. A value
of P<<0.05 was considered statistically significant for all the above
analyses.

Results

Frequency of TX in Heterozygous Subjects

With FH

TX were clinically detected in 278 (29.2%) subjects. The
frequency of TX was slightly higher in men (32.0%) than in
women (26.9%), but this difference was not statistically
significant (P=0.087). A clear relationship of TX with age
was evident in men and in women (Figure 1). TX were rare
in those younger than 30 years, and their frequency increased
throughout life by ~10% for each decade in both sexes.
Interestingly, the proportion of hFH with TX did not increase
but in fact decreased in subjects older than 60 years in both
sexes, probably indicating a poorer survival rate in subjects
with TX.

Characteristics Associated With the Presence

of TX

Table 1 shows the clinical variables analyzed in the study.
Subjects with TX (TX") were significantly older (54.011.9
years versus 49.4%+14.2 years; P=0.01) than those without
TX (TX"). There were no differences in the distribution of
smoking habits between TX* and TX™ subjects. Because
many subjects were former smokers, especially the men, we
calculated the level of cigarette consumption from the num-
ber of cigarettes consumed per day and the number of years
smoking (cigarettes/day X years). TX" men showed an almost
significant trend to higher consumption than TX  men
(269.8300.8 versus 203.4+227.2; P=0.060). CVD was
more prevalent among TX" subjects in both sexes, but the age
of the first event was only different in women. TX" women
reported their first CVD event 4.6 years earlier than TX™
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TABLE 1. Characteristics of the Subjects in the Study*
Men (n=438) Women (n=513) All (n=951)
™ ™ @+ ™ >+ ™
(n=140) (n=298) P (n=138) (n=375) P (n=278) (n=673) P

Age, y 52.7+11.4 47.3+13.3 0.001 55.3+12.3 51.1+10.9 0.003 54.0+11.9 49.4+14.2 0.001
Sex, males/females 140/138 298/375 0.087
BMI, kg/m? 26.7+3.52 26.6+3.43 0.677 25.8+5.12 26.3+5.21 0.514 26.2+4.40 26.4+4.53 0.973
Smoking, n (%) 0.268 0.996 0.212

Never 46 (33.3) 113 (38.8) 92 (68.1) 248 (68.1) 138 (50.5) 361 (55.0)

Current 29 (21.0) 69 (23.7) 27 (20.0) 72(19.8) 56 (20.5) 141 (21.5)

Former 63 (45.7) 109 (37.5) 16 (11.9) 44 (12.1) 79(28.9) 153 (23.4)
Cigarettes/day < years 269.8+300.8 203.4+227.2 0.060 89.9+150.0 93.4+164.6 0.993  180.8+£254.5 142.6+202.3  0.089
Premature CVD, n (%) 65 (46.4) 62 (20.8) 0.001 37 (26.8) 31(8.3) 0.001 102 (36.7) 93(13.8) 0.001
Age CVD onset, y 45.2+7.96 459+10.9 0.824 50.0+10.3 54.6+10.9 0.041 46.9+9.08 48.7+11.6 0.335
FHPCVD, n (%) 67 (48.2) 146 (49.8) 0.752 70 (52.2) 169 (45.3) 0.168 137 (50.2) 315 (47.3) 0.434
SBP, mm Hg 130.2+15.8 126.9+15.9 0.025 128.1*x19.3 126.4+19.9 0.187 129.2+17.6 126.6+18.2 0.010
DBP, mm Hg 77.2+9.85 75.8x10.1 0.194 76.1+11.5 74.7+11.0 0.127 76.7+10.7 75.2+10.6 0.031
Diabetes, n (%) 4(2.97) 9(3.1) 0.918 10(2.7) 0.321 10 (3.7) 19(2.9) 0.521
Hypertension, n (%) 30(21.7) 33(11.3) 0.004 35 (26.3) 63 (17.3) 0.025 65 (24.0) 96 (14,6) 0.001
Total cholesterol, mg/dL 434.7+66.1 395.5+71.0 0.000  443.4+89.3 404.2+74.6 0.001 439.0+78.5 400.6+73.4 0.001
Triglycerides, mg/dL 137.7+93.5 128.6+73.1 0.254  103.5+46.8 109.4+50.9 0.262 120.8+76.1 117.8+62.2 0.840
LDLc, mg/dL 361.8+64.1 320.5+68.2 0.000 364.5+87.6 325.0+72.9 0.000 363.1+76.5 323.3+71.0 0.001
HDLc, mg/dL 451+11.8 48.0+14.1 0.133 55.8+16.0 57.1+141 0.186 50.4+15.0 53.1+14.8 0.005
LDLc/HDLc 8.57+2.73 7.29+2.79 0.034 7.17%3.02 6.09+2.20 0.001 7.88+2.96 6.61+2.55 0.001
Lp(a), mg/dL 49.3+47.5 41.4+45.3 0.122 52.2+56.1 45.1+46.3 0.261 50.9%+51.9 43.4+45.9 0.061

*Quantitative values are mean=SD.

BMI indicates body mass index; cigarettes/day xyears, number of cigarettes/day<number of years smoking; DBP, diastolic blood pressure; FHPVD, family history
of premature CVD; HDLc, high-density lipoprotein cholesterol; Lp(a), lipoprotein (a); LDLc, low-density lipoprotein cholesterol; premature CVD, premature (younger than
55 years in men or younger than 65 years in women) cardiovascular disease; SBP, systolic blood pressure; TX™, subjects with tendon xanthomas; TX~, subjects

without tendon xanthomas.

women (54.6+10.9 versus 50.0=10.3; P=0.041). The re-
ported history of hypertension and the mean systolic and
diastolic blood pressure were significantly higher in TX *
than in TX™ subjects (Table 1).

Total cholesterol and LDL cholesterol concentrations were
~40 mg/dL higher in TX" than in the TX (439.0=78.5
mg/dL and 363.1£76.5 mg/dL versus 400.6%£73.4 and
323.3%71.0, respectively; P=0.001 in both cases). The
differences in total and LDL cholesterol were consistently
found in both sexes (Table 1). HDL cholesterol was lower in
TX" than in TX™ (50.4%+15.0 versus 53.1=14.8; P=0.005),
but this difference was because of the higher HDL cholesterol
concentration and the lower incidence of TX in women than
in men, in that HDL cholesterol concentrations did not differ
in TX" and in TX™ when the sexes were studied separately.

Lp(a) was higher in TX" in men and in women, but the
differences were slight and did not reach statistical signifi-
cance (50.9%51.9 mg/dL versus 43.4%£45.9 mg/dL,
P=0.061).

Tendon Xanthomas and ApoE Genotype

The apoE genotype was analyzed in 681 (71.6%) subjects of
the total sample, 230 TX" (82.7%) and 451 TX  (67.0%).
ApoE genotype distribution and apoE3, apoE4, and apoE2
allele frequencies were similar to those previously reported in

the Spanish general population. There was a nonsignificant
trend toward a higher frequency of apoE4 allele—containing
genotypes among TX™ subjects (Table 2); this did not change
when only E4/4 and E4/3 were compared with E3/3 subjects.

TX, Lipid Levels, and LDLR Gene Mutations

A total of 224 different mutations in the LDLR gene were
responsible for hFH in the total group. The genetic defects
included 206 different point mutations and 18 different large
rearrangements in the LDLR gene. LDLR mutation could be
classified in 677 cases as defective or negative according to
the previously reported receptor residual activity “in vitro.” In
the remaining 274 patients, most with previously unreported
mis-sense mutations and mutations affecting splicing, LDLR
residual activity was unknown. No differences were found in
the distribution of the type of the LDLR mutation and the
presence of TX (Table 3). TX  men and women with
defective LDLR mutations and men with unclassified muta-
tions had lower LDL cholesterol concentrations than men and
women with negative LDLR mutations. This difference was
not observed in TX™ subjects (Table 3).

Tendon Xanthomas and CVD

Premature CVD was present more frequently in TX" than in
TX". A total of 102 TX" reported premature CVD (36.7%)
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TABLE 2. Apolipoprotein E Genotype Distribution Relative to
the Presence of Tendon Xanthomas*

Genotype X", n (%) X7, n (%) P
Men 0.565
E3/3 85 (73.9) 147 (78.6)
E2 6(5.2) 6(3.2)
E4 23(20.0) 33(17.6)
E2/4 1(0.87) 1(0.53)
Women 0.090
E3/3 80 (69.6) 197 (74.6)
E2 4(3.5) 18 (6.8)
E4 30 (26.1) 46 (17.4)
E2/4 1(0.87) 3(1.1)
All 0.375
E3/3 165 (71.7) 344 (76.3)
E2 10 (4.3) 24 (5.3)
E4 53 (23.0) 79(17.5)
E2/4 2(0.87) 4(0.9)

*Apolipoprotein E genotype was determined in 681 subjects (230 TX* and in
451 subjects TX").

E2 includes E2/3 and E2/2 subjects; E4 includes E4/3 and E4/4 subjects.

TX indicates tendon xanthomas; TX*, subjects with tendon xanthomas; TX~,
subjects without tendon xanthomas.

versus 93 TX™ (13.8%) (P=0.001). This higher frequency
was present and highly significant in TX" men and women
(46.4% and 26.8% versus 20.8% and 8.3%, respectively)
(Table 1). This strong association was present at all ages, but
it was more pronounced in women at any age and in men
younger than 51 years (Figure 2). The presence of CVD
before 51 years of age was observed in 10 of 42 (23.8%) TX"*
women and 5 of 175 (2.9%) TX™ women (P=0.001), and in
24 of 61 (39.3%) TX" men and 13 of 168 (7.7%) TX ™ men
(P=0.001) (Figure 2).

Multivariate Analysis
Multiple logistic regression analyses were performed with the
presence of xanthomas as dependent variable, and LDL
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Figure 2. Percentage of hFH subjects with cardiovascular dis-
ease relative to the presence of tendon xanthomas by age
groups and sex.

cholesterol, HDL cholesterol, triglycerides, body mass index,
age, sex, cigarette consumption, family and personal history
of premature CVD, hypertension, diabetes, apoE genotype,
and the type of mutation in the LDLR gene as independent
variables. ApoE genotype and the type of mutation in the
LDLR were found not to be significantly associated with TX
in the multiple logistic regression analysis and were taken out
in further analyses to avoid missing values.

The multivariate analysis was performed with the whole
population and with men and women younger than 51 years
of age. LDL cholesterol and premature CVD were found to be
significantly associated with TX (Table 4). When the analysis
was performed by sex, age in men and TG in women were
also significantly associated with TX. Although LDL choles-
terol and premature CVD were the main associated variables
in both sexes, the relative odds for premature CVD were
higher in women (4.49 versus 2.26) than in men. This odds
ratio increased when subjects younger than 51 years were
considered, and increased to 3.60 (95% CI, 1.703 to 7.608) in
men and to 17.1 (95% CI, 2.697 to 108.920) in women. It is
noteworthy that all CVD classic risk factors disappeared,
except LDL cholesterol, when premature CVD was present in

TABLE 3. Presence of Tendon Xanthomas and Lipid Levels Relative to the Type of Mutation in

the LDLR Gene

Men Women

Defective Negative Unclassified Defective Negative Unclassified
X*, n (%) 42 (30.0) 50 (35.7) 48 (34.3) 38 (27.5) 43 (31.2) 57 (41.3)
LDLc, mg/dL 350.2+59.1 362.9+74.7 363.1+66.6 360.2+71.8 373.1+91.9 360.0+93.7
HDLc, mg/dL 44.4+12.8 44,5+9.88 46.4+12.6 59.1+13.8 52.3+15.9* 56.7+17.0
TG, mg/dL 115.7+43.5 161.3+139.2* 135.1£56.0 102.5+42.7 108.2+59.9 99.1+37.1
X7, n (%) 105 (35.2) 120 (40.3) 73 (24.5) 141 (37.6) 137 (36.5) 97 (25.9)
LDLc, mg/dL 300.5+61.2 324.0+81.4* 335.063.21 313.4+67.6 334.4+72.2% 327.9+80.0
HDLc, mg/dL 47.4+135 47.4+13.7 49.8+15.3 57.5+15.1 56.2+13.7 57.2+13.9
TG, mg/dL 128.0+71.6 133.9+87.4 119.7+43.8 103.645.2 113.9+55.8 111.2+49.8

Quantitative values are mean=SD.
TG indicates triglycerides.
*P<0.05 negative vs defective; 1P<<0.01 unclassified vs defective.

P denotes the significance of f test considering the type of LDLR mutation.
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TABLE 4. Multiple Logistic Regression Analysis for Presence
of Tendon Xanthomas in Heterozygous Subjects With Familial
Hypercholesterolemia

Variable 0dds Ratio 95% Cl P
LDL cholesterol 1.0067 1.005-1.009  0.001
Premature CVD 3.137 2.211-4.452 0.001
Men Age 1.0223 1.004-1.041 0.016

LDL cholesterol 1.0081 1.005-1.011 0.001
Premature CVD 2.2597 1.404-3.637  0.001

Entire group*

Women LDL cholesterol 1.0068 1.004-1.010  0.001
Premature CVD 4.4911 2.538-7.948 0.001
Triglycerides 0.9922 0.987-0.997  0.003

Entire groupt LDL cholesterol 1.007 1.005-1.009 0.001

Sex (women) 0.614 0.451-0.838  0.002
Age 1.018 1.006-1.031 0.004
BMI 0.954 0.917-0.991 0.016

Hypertension 1.535 1.015-2.320 0.042

*The variables included in the model for association with the presence of TX
included age, sex, BMI, smoking status, cigarette consumption, family and
personal history of premature CVD, hypertension, diabetes, total cholesterol,
triglycerides, LDL cholesterol, HDL cholesterol, and Lp(a).

1The variables included in the model for association with the presence of TX
included age, sex, BMI, smoking status, cigarette consumption, family history
of premature CVD, hypertension, diabetes, total cholesterol, triglycerides, LDL
cholesterol, HDL cholesterol, and Lp(a).

the model. Therefore, we analyzed the multivariate analysis,
removing premature CVD from the model. As a result,
traditional risk factors such as age, male sex, LDL cholester-
ol, and hypertension showed significant positive associations
with TX, whereas body mass index showed negative associ-
ation with TX (Table 4).

Discussion
The importance of TX has been traditionally limited to
clinical diagnosis of FH. TX has been used as a key feature
for the diagnosis of FH worldwide.!*-1® However, TX are not
frequent at early ages; in fact, the youngest hFH subject with
TX in our register was aged 23 years, and when clinically
detected the frequency of TX is, approximately, one-third that
of the subjects with genetic diagnosis (Figure 1). Therefore,
sensitivity of TX is quite low for diagnosis of FH, especially
in the case of younger relatives.'® The frequency of TX in
hFH varies greatly among studies. This can probably be
explained by the different mean ages of the subjects in the
various studies, the methods of detection of TX used, and the
criteria used for the diagnosis of FH. As one would expect, in
those studies in which TX are a major clinical criteria the
frequency of detection tends to be higher.' In 2 previously
published studies with genetically based diagnoses, the fre-
quency of TX was 29% and 33.1%,*7 quite similar to that
obtained in our study. Ultrasonography accurately quantifies
tendon thickness, which is enlarged when xanthomas are
present. Because the Achilles tendon is the most common
location for xanthomas to develop, ultrasonography of the
Achilles tendon has been demonstrated to increase sensitivity
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up to 75%, with, however, a probable loss of specificity
regarding other forms of hypercholesterolemia.”

The mechanism of production of TX is not known. It is clear
that several decades of very high LDL cholesterol in blood are
needed in most cases for their formation, but some other factors
must be involved, because not all hFH have TX develop, and
some other forms of hypercholesterolemia, such as familial
combined hyperlipidemia, also usually produce very high levels
of LDL cholesterol for many years and TX never develops.?°
One factor that might be involved is the presence of hypercho-
lesterolemia during childhood when tendons are growing. An-
other possibility is that enhanced mechanical stress caused by
higher levels of exercise in TX™ than in TX™ subjects is involved
in TX development. Unfortunately, a physical activity question-
naire was not included in the study.

Vergopoulos et al, studying the transmission of TX in a
large Syrian kindred with FH, have described how TX in that
family were probably caused by an unknown autosomal gene,
distinct from LDLR.? Several rare genetic diseases other than
hypercholesterolemia produce TX, including cerebrotendi-
nous xanthomatosis and sitosterolemia. Cerebrotendinous
xanthomatosis is a rare autosomal recessive disease brought
on by cholestanol accumulation in the brain, lens, and
tendons of affected subjects; it is caused by mutations in
sterol 27-hydroxylase (CYP27) gene.?! Sitosterolemia is also
caused by accumulation of another noncholesterol sterol,
sitosterol, caused by mutations in the ABCGS5 or ABCGS
genes.?? Although the possible contribution of these genes to
the development of TX in FH has not been explored, normal
concentrations of both cholestanol and sitosterol have been
reported in hFH.?? Despite this, the question of plant sterol
and other noncholesterol sterol in hFH subjects both with and
without TX requires further attention.

Several conclusions may be drawn from our study about the
mechanism of production of TX. First, as one would expect,
because of the histological similarities between TX and athero-
sclerotic vascular lesions, TX are associated with traditional
cardiovascular risk factors such as age, male sex, higher blood
pressure, and higher LDL cholesterol concentrations. We could
not find any association between TX and the apolipoprotein E
genotype, in accord with what we have previously demonstrated
for CVD,?* nor with tobacco consumption even when the total
amount consumed was considered. Second, the type of mutation
in the LDLR gene is not an important factor associated with the
presence of TX. FH is genetically heterogeneous in Spain, with
>200 different mutations discovered so far. For this reason, the
only possible approach was to classify the mutations as defective
or null alleles when it was possible to do so. Negative alleles are
usually associated with higher LDL cholesterol concentrations,?’
but LDL cholesterol variation in hFH is caused by multiple
environmental and polygenic factors,?® and when adjusted for
LDL cholesterol, the type of mutation does not explain the
presence of TX.

The most important finding of our study is the strong
independent association found between the presence of TX
and premature CVD. Men and women showed an increased
risk when TX were detected during clinical examination. This
was even more impressive in women, among whom prema-
ture CVD disease is not often seen even among hFH, but it is
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very high in women with TX. Among the 15 women in whom
CVD developed before age 50 year, 10 had TX, which means
the odds ratio is 17.1 (P<<0.0001) (Figure 2). This has evident
clinical implications, and TX must be seen as not only a
diagnostic tool for FH but also, and more importantly, a
prognostic factor, which should suggest a more aggressive
approach to treatment for this subgroup of hFH subjects—
something that has not previously been considered.’

One previous study has analyzed the clinical implication of
TX in FH. The Simon Broome Register in UK recently
published similar CHD mortality in subjects with and without
TX,!0 in clear contrast to our results. However, important
differences in the inclusion criteria between the 2 studies may
explain this discrepancy. In our study, suspected FH subjects
were included because high total cholesterol concentration
and genetic confirmation were required; thus, only patients
with definitive and highly specific diagnoses were analyzed.
In the Simon Broome Register, the diagnosis of FH was based
on 2 possibilities: (1) hypercholesterolemia plus TX or (2)
hypercholesterolemia plus personal or familiar history of
premature myocardial infarction. As the authors pointed out,
TX"™ subjects in their study could be easily misclassified as
FH and, in fact, the LDLR mutation detection rate for this
group of TX™ patients is low (14% to 18%), much lower than
in the TX * patient group (32% to 79%).1°

In summary, in this large group of genetically defined hFH
adult subjects, TX were present in 29.2% of cases. The
frequency increased with age until 60 years, and decreased
after this, probably indicating a poor survival associated with
TX. Subjects with TX were older and had higher systolic
blood pressure, total cholesterol, and LDL cholesterol; they
were more frequently men than women. Most importantly,
there was a greater presence of premature CVD in subjects
with TX, indicating that their clinical detection implies a
higher cardiovascular risk that requires a more aggressive
lipid-lowering intervention.
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La hiperlipemia familiar combinada (HFC) se
caracteriza por hipercolesterolemia y/o
hipertrigliceridemia de transmisién dominante y
un elevado riesgo cardiovascular.
Aproximadamente un 10% de las familias en
nuestro entorno presenta HFC. Sus bases
moleculares se desconocen, pero es una
enfermedad genética compleja con interaccién con
el ambiente, sobre todo con dietas hipercaldricas y
obesidad. Recientemente se ha descrito un factor
de trascripcion (USF1) que podria ser el causante
de parte del componente genético de la HFC. No
hay ningin marcador genético ttil en el
diagnéstico de la HFC, que se basa en la
hipercolesterolemia, la hipertrigliceridemia y la
elevacion de la apolipoproteina B.

El tratamiento de la HFC debe controlar la disli-
pemia y los factores de riesgo que se hallan asocia-
dos a ella, como la hipertension arterial y la diabe-
tes. En el tratamiento de la dislipemia, una dieta
pobre en grasa saturada y lograr el normopeso son
los pilares de la intervencién. Cuando fallan, las in-
dicaciones farmacoldgicas deben basarse en la con-
centracion de colesterol unido a lipoproteinas de
baja densidad y no difieren de las indicadas en la
poblacién general. Las estatinas son el tratamiento
farmacoldgico de eleccién, y el fenofibrato o el
gemfibrozil se prescriben en caso de cifras de tri-
glicéridos > 500 mg/dl.

Palabras clave:
Hiperlipemia familiar combinada. Hiperlipemia mixta.
Diagndstico. Tratamiento.

FAMILIAL COMBINED HYPERLIPIDEMIA.
DIAGNOSTIC AND THERAPEUTIC CRITERIA

Familial combined hyperlipidemia (FCH) is
characterized by dominantly inherited
hypercholesterolemia and/or hypertriglyceridemia
and elevated cardiovascular risk. Approximately
10% of families in Spain have FCH. Its molecular
bases are unknown, but it is a complex genetic
disease that interacts with the environment,
especially with high calorie diets and obesity.
Recently, a transcription factor (USF1) that could
be partly responsible for the genetic component of
FCH has been described. There is no genetic
marker that is useful in the diagnosis of FCH,
which is based on hypercholesterolemia,
hypertriglyceridemia and apoB elevation.

The treatment of FCH should control
dyslipidemia and its associated risk factors such as
hypertension and diabetes. The treatment of
dyslipidemia is based on a diet low in saturated fat
and achieving normal body weight. When these
measures fail, pharmacological indications should
be based on low-density lipoprotein (LDL)-
cholesterol concentrations and do not differ from
those in the general population. The
pharmacological treatments of choice are statins
and fenofibrate or gemfibrozil when triglyceride
levels exceed 500 mg/dl.

Key words:
Combined familial hyperlipidemia. Mixed hyperlipidemia.
Diagnosis. Treatment.
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Introducciéon

La hiperlipemia familiar combinada (HFC) fue
descrita por primera vez por Goldstein et al en
1973 como un trastorno hereditario del metabolis-
mo de los lipidos caracterizado por la elevacion de
las concentraciones plasmaticas de colesterol, tri-
glicéridos, o de ambas simultdneamente. La des-
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cripcion inicial surgié al estudiar a las familias de
sujetos que habian sobrevivido a un infarto de mio-
cardio y que, en su mayor parte, presentaron en el
momento del ingreso una concentracién de coles-
terol y/o triglicéridos superior al percentil 95 de un
grupo control'. Goldstein et al consideraron que la
HFC era una enfermedad autosémica dominante
con la caracteristica de una baja prevalencia en los
menores de 25 afios, inferior al 20%, una frecuen-
cia en la poblacién general del 0,3-0,5% y un eleva-
do riesgo coronario, ya que la HFC fue diagnostica-
da en el 11,3% de los sujetos < 60 afios con un
infarto agudo de miocardio'.

Desde su descripcion inicial hace mas de 30
afios, su definicion no ha cambiado sustancialmen-
te y en la actualidad es considerada como un «un
trastorno caracterizado por la elevacion de coleste-
rol y/o triglicéridos en los miembros de una misma
familia, asociado con un riesgo elevado de enfer-
medad coronaria prematura y una gran variabili-
dad en el fenotipo lipidico intraindividual e intrafa-
miliar»?.

Frecuencia de la HFC y riesgo cardiovascular

Establecer la frecuencia real de la HFC es com-
plicado en la actualidad debido a la ausencia de
criterios inequivocos para su diagndstico, como ve-
remos mas adelante. El estudio mas importante
para conocer el impacto de la HFC ha sido el Fa-
mily Heart Study del NHLBI de Estados Unidos,
que se ha publicado recientemente’. En dicho estu-
dio se analiza la frecuencia de HFC, definida por
concentraciones de colesterol total y/o triglicéridos
superiores al percentil 90 en, al menos, 2 miem-
bros de la misma familia, en 334 familias escogidas
de forma aleatoria y en 293 familias con historia de
enfermedad coronaria prematura. El porcentaje de
diagnostico de HFC fue del 10,2 y del 16,7% res-
pectivamente®, lo que indica una frecuencia muy
elevada de este fenotipo entre la poblacién y un
riesgo coronario no tan alto como el sugerido en la
descripcién inicial de la HFC.

Diagnéstico genético de la HFC

A pesar de los muiltiples esfuerzos de diferentes
grupos de trabajo en varias partes del mundo, las
bases moleculares de la HFC no se han descubier-
to. Incluso el modo de herencia es discutido, aun-
que la mayor parte de autores la consideran como
un trastorno hereditario complejo cuya expresion
esta influida por factores genéticos, metabdlicos y
ambientales*. Los factores genéticos posiblemente
son poligénicos, con heterogeneidad genética entre
poblaciones y, tal vez, con la presencia de loci
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modificadores de la expresién de algunos compo-
nentes metabdlicos asociados a la HFC®. Se ha
descrito que la variacién en el claster génico Al-
CIII-AIV-AV se ha relacionado con la concentracién
de triglicéridos® y colesterol unido a lipoproteinas
de alta densidad (cHDL) y el tamafio de las parti-
culas lipoproteinas de baja densidad (LDL)’; el gen
de la lipasa hepética (LIPC) con cHDLS; el gen de
lipoproteinlipasa con la concentracién de triglicéri-
dos’,0 el gen de la lecitin-colesterol aciltransferasa
(LCAT) con el tamafio de las LDL',

Sin embargo, la regiéon genética candidata que
mas consistentemente se ha encontrado asociada
con la HFC se encuentra en el cromosoma 1 (1g21-
23). Diferentes grupos han estudiado niicleos fami-
liares y han mostrado un ligamiento entre esta re-
gi6n y los diferentes fenotipos asociados a la
HFC!'2, Recientemente, el gen localizado en esta
region cromosémica que se ha asociado con HFC
es el USF1 (upstream transcription factor 1)'3. USF1
es un factor de transcripciéon que reconoce la caja
E en la zona promotora de diferentes genes y mo-
difica la activacién transcripcional de distintos
genes, principalmente relacionados con el metabo-
lismo de los hidratos de carbono, las apolipoprotei-
nas (CIII, All y E), los genes de la familia ABC1 y la
renina, por lo que podrian ser el nexo de unién de
la frecuente asociacion de diabetes, dislipemia e hi-
pertension arterial en la poblacién general, y muy
especialmente con HFC',

A pesar de los prometedores hallazgos de los es-
tudios sobre la genética, todavia no disponemos de
ningin marcador suficientemente util como para
otorgarle un valor clinico en la HFC. Por este moti-
vo, los analisis genéticos siguen reservados al cam-
po de la investigaciéon y no pueden ser empleados
todavia en el diagnéstico de la HFC.

Diagnostico bioquimico de la HFC

El diagnéstico clésico de la HFC se ha basado en
las concentraciones elevadas de colesterol y/o tri-
glicéridos en sangre. Sin embargo, estos 2 constitu-
yentes lipidicos se han mostrado muy poco sensi-
bles y especificos. En los 2 estudios de seguimiento
realizados en familias diagnosticadas de HFC so-
bre la base de estos 2 constituyentes'>'¢, hasta una
tercera parte de los sujetos cambiaron el diagnésti-
co de afectado a no afectado, o viceversa, durante
el seguimiento, que en un caso fue tan sélo de 5
afios'®. Los factores més relacionados con el cam-
bio de estatus de no afectado a afectado fueron:
una mayor edad al inicio del seguimiento, ser va-
rén y, muy especialmente, la ganancia de peso. Es-
tos estudios sugieren que debemos encontrar mejo-
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res marcadores de enfermedad, que debieran bus-
carse a través del analisis de la patogenia del HFC.

La HFC se caracteriza por un aumento en la
produccion hepatica de particulas ricas en triglicé-
ridos, muy especialmente de particulas VLDLI,
con alto contenido en triglicéridos y bajo en apoli-
poproteina A-1 y apolipoproteina E* y, en ocasio-
nes, asociado con una disminucién de su catabolis-
mo. Esto lleva a un aumento del numero de
particulas LDL pequefas y densas y, por tanto, a
un incremento de la apolipoproteina B (apo B). Por
este motivo, desde el punto de vista bioquimico se
han propuesto como buenos marcadores de HFC
los aumentos de las particulas LDL pequefias y
densas, y de la concentracién de apo By triglicéri-
dos*®17, Debido a las dificultades técnicas en la de-
terminacion del tamafio de las LDL y a la buena
correlacion entre el tamano de LDL y la concentra-
cién de triglicéridos, la cuantificacién de LDL pe-
quefias y densas podria obviarse y, por tanto, utili-
zar la apo By los triglicéridos como marcadores
bioquimicos de la enfermedad. Este criterio ha
sido defendido recientemente por un grupo de ex-
pertos en nuestro medio'®,

Sindrome metabdlico, resistencia a la insulina
e HFC

Al igual que en la HFC, la resistencia periférica a
la insulina se acomparfia de hiperproduccién hepa-
tica de particulas VLDLI, ricas en triglicéridos, y
particulas LDL pequefias y densas. La hiperinsuli-
nemia induce la produccién de este tipo de particu-
las, frente a las particulas VLDL2, con mayor con-
tenido en colesterol y que en su catabolismo son
transformadas en particulas LDL maés grandes y
menos densas, cuya produccién no esta regulada
por la insulina*. En la actualidad, la mayor parte
de los componentes del sindrome metabdélico aso-
ciados con la resistencia a la insulina se relacionan
con el aumento del contenido de grasa intraabdo-
minal'®, al igual que en la HFC, donde la hiperlipe-
mia depende en gran medida del grado de obesidad
del sujeto y, como se ha senalado anteriormente, el
diagnéstico de un sujeto afectado de HFC en el
seno de familias a lo largo del tiempo es muy de-
pendiente del aumento de peso'>'®.

En realidad, la mayor parte de los sujetos con
HFC tienen resistencia periférica a la insulina vy,
por tanto, la separacién entre HFC e insulinorresis-
tencia es muy complicada. Ascaso et al fueron los
primeros en sefalar la elevada frecuencia de resis-
tencia a la insulina en sujetos con HFC afectados
de enfermedad cardiovascular® y, posteriormente,
se ha confirmado que la mayor parte del riesgo

cardiovascular asociado a los sujetos con HFC de-
pende de la presencia de las manifestaciones aso-
ciadas con el sindrome metabélico relacionado con
la resistencia a la insulina’. También es cierto que
la resistencia periférica a la insulina no explica to-
das las diferencias lipoproteinicas entre sujetos con
HFC y controles de igual peso para cualquier nivel
de sensibilidad a la insulina?'. Por tanto, parece
evidente que la interacci6n entre factores genéticos
todavia parcialmente conocidos y la resistencia pe-
riférica asociada al incremento de la grasa intraab-
dominal pueden explicar la mayor parte del fenoti-
po lipidico de los sujetos con HFC.

Diagnostico de la HFC

Como se ha comentado anteriormente, no hay
ningtin marcador clinico, genético o bioquimico
especifico de la HFC, por lo que el diagnéstico lipi-
dico basado en las concentraciones de colesterol
total y triglicéridos propuesto hace mas de 30 afios
sigue siendo el mas utilizado en los diferentes estu-
dios. La incorporacién mas reciente de la apo B pa-
rece ofrecer algunas ventajas sobre las determina-
ciones lipidicas clasicas, muy especialmente para
identificar a los sujetos con HFC y mayor riesgo
cardiovascular?. Al ser el colesterol, los triglicéri-
dos y la apo B de variables continuas, sus concen-
traciones son muy dependientes de factores exdge-
nos y hay un alto solapamiento entre la poblacién
general y los sujetos con HFC; en consecuencia,
cualquier punto de corte para el diagnéstico de
HFC resulta inexacto.

En la actualidad se dispone de 3 procedimientos
principalmente recomendados para el diagnéstico
de la HFC, que son:

1. Diagnostico clasico. Se realiza egtn el pro-
puesto por Goldstein et al en la descripcion inicial
de la enfermedad y se basa en la presencia de 2 o
mas familiares de primer grado en la misma familia
con fenotipos ITb o combinaciones de fenotipos IIb
con ITa o IV (definiendo el fenotipo ITa por concen-
traciones de cLDL > percentil 90 y triglicéridos < al
percentil 90, el IIb por cLDL [o colesterol total] y
triglicéridos > al percentil 90, y el IV por triglicéri-
dos > al percentil 90 con cLDL [o colesterol total] <
al percentil 90). La inclusién del colesterol total, en
lugar de cLDL, en los fenotipos IIb y IV se basa en
la dificultad del célculo del cLDL en presencia de
hipertrigliceridemia. Este diagndstico clasico es el
que todavia se sigue utilizando en la mayor parte de
estudios. En la tabla 1 se expone una aplicacién
practica basada en este diagndstico clasico.

2. Diagnostico basado en la concentracién de
apo By triglicéridos. Presencia en 2 o mas familia-
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Tabla 1. Criterios diagndsticos de hiperlipemia
familiar combinada

Criterios de familia afectada
Dos 0 mas miembros de primer grado afectados
de hiperlipemia mixta, o de combinaciones de fenotipos,
entre hipercolesterolemia pura (fenotipo Ila),
hiperlipemia mixta (fenotipo IIb) o hipertrigliceridemia
(fenotipo IV)
Criterios de exclusion
Presencia de xantomas tendinosos en la familia
Concentraciones de cLDL > 300 mg/dl en 2 o més
familiares de primer grado que presenten fenotipo ITa
(hipercolesterolemia pura)
Criterios diagnésticos de afectados
En adultos, que pertenezcan a familias con hiperlipemia
familiar combinada, CT > 240 mg/dL (o cLDL > 160
mg/dl) y/o triglicéridos TG > 200 mg/dL. En < 20 afios
pertenecientes a dichas familias, CT > 200 mg/dl
(o cLDL > 130 mg/dl) y/o TG > 120 mg/dl
Causas secundarias de dislipemia
Criterios de exclusion
IMC > 35
HbAlc > 10% (en sujetos con hiperlipemia mixta
o hipertrigliceridemia segtin criterios anteriores)
Hipotiroidismo (TSH > 5 mU/l)
Consumo de alcohol > 40 g/dia
Consumo de farmacos (corticoides, antipsicéticos
de nueva generacion)
Enfermedad hepatica, insuficiencia renal, procesos
inflamatorios agudos, trasplantes, infecciones en fase
aguda, neoplasias y procesos cronicos

cLDL: colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad; CT: colesterol
total; TG: triglicéridos; IMC: indice de masa corporal.

res de primer grado con concentraciones de apo B
> 1,2 g/l y de triglicéridos > 1,5 mmol/l. Este crite-
rio ha sido propuesto recientemente por un grupo
de expertos, entre los que figuran esparfioles'®.

3. Diagnostico basado en un normograma que in-
cluye las concentraciones de colesterol, triglicéridos
y apo B. Este normograma ha sido propuesto muy
recientemente por Veerkamp et al, y se basa en el
estudio de 32 familias holandesas con HFC defini-
da, seguidas durante 5 afios*. Este normograma,
que asigna un determinado ntimero de puntos de
acuerdo con el percentil de colesterol y triglicéridos
y la concentracién de apo B del sujeto, calcula la
probabilidad de que éste se encuentre afectado de
HFC, en el seno de una familia que presente un fe-
notipo lipoproteinico compatible (fig. 1).

Tratamiento de la hiperlipemia familiar
combinada

El tratamiento de los pacientes con HFC debe
perseguir los 2 objetivos: a) «normalizar» el perfil
lipidico, y b) controlar otros factores de riesgo con-
comitantes, con lo cual se lograra reducir el riesgo
cardiovascular y evitar o retrasar el desarrollo de
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enfermedades que pueden acompariar a la HFC,
como el sindrome metabdlico, la diabetes melltus
tipo 2 y la obesidad.

Estos objetivos se pueden alcanzar con cambios
terapéuticos en el estilo de vida y tratamiento far-
macoldgico. Al igual que en la poblacién general, el
cLDL es la concentracién hacia la que se encami-
nan las medidas terapéuticas en la HFC, de acuer-
do con el nivel de riesgo cardiovascular a 10 afos
propuesto por las ecuaciones del ATP III. En pa-
cientes con triglicéridos elevados (200-499 mg/dl),
el colesterol no-HDL se convierte en objetivo tera-
péutico secundario (con objetivos cuyos valores
son 30 mg/dl superiores a la concentracién de
cLDL). Cuando los triglicéridos son muy elevados
(> 500 mg/dl), el objetivo terapéutico principal es
disminuir sus concentraciones?.

Cambios terapéuticos en los estilos de vida

En principio, los cambios terapéuticos en los es-
tilos de vida en un paciente con HFC no difieren de
los recomendados en el ATP III; solamente se debe
insistir en evitar el excesivo consumo de alcohol y
las dietas ricas en hidratos de carbono. Los cam-
bios recomendados son:

- Evitar el tabaquismo.

- Evitar el consumo excesivo de alcohol. El ATP
III recomienda no ingerir mas de 2 consumiciones
al dia (~ 30 g de alcohol) para varones y no mas de
1 consumicién (~ 15 g de alcohol) para las mujeres
(entiéndase por consumicién: 150 ml de vino, 1
mediana [330 ml] de cerveza o 44 ml (1 racién) de
whisky o equivalentes). Si el paciente presenta hi-
pertrigliceridemia debe evitarse completamente el
consumo de alcohol.

- Ejercicio fisico y/o reduccién de peso: el ejerci-
cio fisico y el ajuste de la ingesta calérica permitiran
mantener el peso corporal deseable (indice de masa
corporal < 25) y evitar el aumento de peso. Para per-
sonas sin enfermedad coronaria se recomienda rea-
lizar ejercicio fisico durante 30 a 45 min, 4-5 dias/se-
mana, en periodos cortos de intensidad moderada
(60-75% de la capacidad méxima). Para personas
con enfermedad cardiovascular establecida se reco-
mienda un incremento de la actividad fisica en ge-
neral y la realizacién de ejercicios fisicos bajo super-
vision facultativa®?, El ATP III recomienda de
forma general ejercicio moderado para un gasto
energético diario de, al menos, 200 kcal**.

- Dieta: se recomienda que del total de calorias
de la dieta, menos del 7% corresponda a &cidos
grasos saturados. La ingestion de acidos grasos
trans debe ser baja y se debe favorecer el consumo
de aceite vegetal, margarina blanda y margarina li-
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Figura 1. Nomograma para calcular la probabilidad de presentar una hiperlipemia familiar combianda. Tomada de Veerkamp et

a123

HFC: hiperlipemia familiar combinada; TG: triglicéridos; CT: colesterol total; Apo B: apolipoproteina B.

bre de 4cidos grasos trans. La ingesta de dcidos
grasos monoinsaturados puede representar hasta el
20% de las calorias totales; en el caso de los 4cidos
grasos poliinsaturados, su consumo puede llegar
hasta el 10% de las calorias totales. Las calorias
provenientes de las grasas en general pueden llegar
a constituir un 35% del total de calorias. No debe-
rian consumirse mas de 200 mg diarios de coleste-
rol; no mas del 50% de la ingesta calérica diaria
deberia corresponder a hidratos de carbono?.

Otras medidas terapéuticas en la dieta pueden
ser el aumento en el consumo de fibra soluble (5-
10 g diarios), de alimentos enriquecidos con esta-
noles/esteroles vegetales a razén de 2-3 g diarios y
de proteina de soja. El consumo de 4cidos grasos
omega-3 depende del tipo de paciente. Seguin reco-
mendaciones de la American Heart Association, en
pacientes sin enfermedad cardiovascular demostra-
da se recomienda ingerir pescado al menos 2 veces
por semana, ademas de incluir aceites y alimentos
ricos en 4cido o-linolénico, como las nueces; los
pacientes con enfermedad cardiovascular demos-
trada deben consumir 1 gramo de EPA + DHA por
dia, preferiblemente en forma de aceite de pesca-
do, y los pacientes que necesitan reduccién de tri-
glicéridos pueden consumir hasta 2-4 g de EPA +
DHA diarios?.

Tratamiento farmacoldgico
Habitualmente se plantea que el tratamiento far-
macolégico de la HFC depende del fenotipo dislipi-

démico del paciente; sin embargo, si tenemos en
cuenta las definiciones actuales de HFC, en las cua-
les la hipertrigliceridemia y la hiperapo B son fun-
damentales'®?, es mejor clasificar las opciones tera-
péuticas farmacoldgicas segin las concentraciones
de triglicéridos, como se decribe a continuacion.

Pacientes con triglicéridos < 200 mg/dl

En estos casos, el objetivo primario es la «nor-
malizacién» de las concentraciones de cLDL segun
el célculo de riesgo cardiovascular a 10 afios pro-
puesto por el ATP III. En consecuencia, el firmaco
de eleccién debe ser los inhibidores de la HMG-
CoA reductasa (estatinas), que han demostrado ser
efectivas para reducir las concentraciones de cLDL
y el riesgo cardiovascular. En pacientes con HFC
que presentan bajos niveles del ligando Fas
(CD95L), medido a través de su forma soluble, las
estatinas han demostrado tener un efecto ateropro-
tector al normalizar los niveles de este ligando, que
es capaz de inducir apoptosis en las células mono-
nucleares que intentan invadir la pared vascular?,
Con las estatinas se logra un efecto hipotrigliceri-
demiante que es variable dependiendo de la estati-
na y la dosis utilizada; por ejemplo, con el uso de la
atorvastatina se logra una reduccion de los triglicé-
ridos de un 20-309%*..

Pacientes con triglicéridos de 200-499 mg/dl
El objetivo primario en estos pacientes es redu-
cir las concentraciones de cLDL segun el célculo de
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riesgo cardiovascular a 10 afios propuesto por el
ATP TII, y la reduccién del colesterol no-HDL se
convierte en objetivo secundario del tratamiento.
Para el tratamiento se dispone, en primer lugar, de
las estatinas, que no sélo reducen la concentracién
de cLDL sino que también son efectivas para redu-
cir el colesterol no-HDL vy, en pacientes con HFC,
se ha demostrado que reducen la marginacién de
las lipoproteinas ricas en triglicéridos, paso previo
para la migracién de estas lipoproteinas por la pa-
red vascular y su retencién subendotelial®!. Si con
la dosis inicial de estatinas no se logran los objeti-
vos terapéuticos propuestos, puede incrementarse
la dosis, anadirse EPA + DHA en dosis de 2-4 g, con
lo cual se pueden reducir los triglicéridos en un
30%*, y también puede afnadirse el acido nicotini-
co, no disponible en Espana, con el cual se obtiene
una reduccién de alrededor del 40% de las concen-
traciones de triglicéridos y un aumento concomi-
tante del cHDL del 20-30%?3. Los fibratos (deriva-
dos del 4cido fibrico) son otros fdrmacos
disponibles que pueden afiadirse a las estatinas, ex-
cepto en el caso del gemfibrozilo por su interac-
ci6n con éstas. La combinacién de fibratos y estati-
nas lograria una disminucién de los triglicéridos
del 40-60% y un aumento del cHDL del 15-25%. En
pacientes con hiperlipemia combinada los fibratos
(gemfibrozilo y fenofibrato) han demostrado dis-
minuir las concentraciones de particulas similares
a los remanentes (remanent like particles [RLP]),
tanto en ayuno como en estado posprandial®. Fi-
nalmente, la ezetimiba, un farmaco de reciente in-
troduccién, ha mostrado gran eficacia para reducir
las concentraciones de cLDL, triglicéridos plasma-
ticos y colesterol no-HDL y para incrementar las de
cHDL en combinacién con las estatinas, logrando
un cambio adicional de un -14, -7, -13 y 3%, res-
pectivamente, al compararlo con la intervencién
con simvastatina en monoterapia. Por tanto, esta
combinacién (ezetimiba + estatina) constituye otra
opcion terapéutica realista’>>®,

Pacientes con triglicéridos > 500 mg/dl

En estos casos, el objetivo primario es reducir
los niveles de triglicéridos para evitar una pancrea-
titis aguda. Las medidas no farmacolégicas son
muy importantes y destacan la eliminaciéon del
consumo de alcohol y la interrupcién de farmacos
que eleven los triglicéridos; cuando los niveles de
triglicéridos superan los 1.000 mg/dl debe iniciarse
una dieta muy baja en grasas que aporten menos
del 15% de las calorfas totales.

Los fibratos son los farmacos mas recomenda-
dos teniendo en cuenta que reducen significativa-
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mente los niveles de triglicéridos; por ejemplo,
1.200 mg diarios de gemfibrozilo logran una reduc-
cién de los triglicéridos séricos de hasta un 75%*".
Otras opciones farmacolégicas son los acidos gra-
sos omega-3 (EPA + DHA) en las dosis previamente
recomendadas y el dcido nicotinico en dosis > 2 g
diarios®.

Los pacientes con HFC pueden presentar con-
centraciones de cHDL disminuidas, pero los cam-
bios terapéuticos del estilo de vida y las medidas
farmacolégicas anteriormente citadas contribuiran
al incremento del cHDL3.
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A pesar de que en varios ensayos clinicos con
dosis altas de estatinas se alcanzan concentracio-
nes 6ptimas de colesterol unido a lipoproteinas de
baja densidad (cLDL), la incidencia de episodios
cardiovasculares en éstos sigue siendo alta. La in-
tervencion sobre otros factores de riesgo, como el
colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad
(cHDL), puede lograr minimizar los episodios en
sujetos con cLDL normal. Los estudios con farma-
cos que incrementan el cHDL son escasos y con re-
sultados menos consistentes que los que logran
una reduccion de cLDL, expresién del complejo
metabolismo de las HDL, y nos indica que la modi-
ficacion de la concentracién de cHDL no es el obje-
tivo, sino mejorar sus funciones antiaterogénicas
que incluyen el transporte reverso de colesterol y
su capacidad antioxidante y antiinflamatoria. Los
nuevos farmacos con actividad PPAR alfa y/o gam-
ma, inhibidores de la proteina transferidora de és-
teres de colesterol (PTEC), inhibidores de los re-
ceptores cannabinoides, apolipoproteina A-I
recombinante, agonistas LXR (liver X receptor) y
FXR (farnesoid X receptor), son farmacos con alto
potencial clinico al mejorar no sélo la concentra-
cidn, sino las funciones deterioradas asociadas a
un cHDL bajo.

Palabras clave:
HDL. Transporte reverso de colesterol. Tratamiento
farmacoldgico. Apolipoproteina A
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CLASSIC LIPOPROTEINS, MODERN
THERAPIES. THE PHARMACOLOGY OF HIGH-
DENSITY LIPOPROTEINS

Several clinical trials with high-dose statins have
reported optimal low-density lipoprotein
cholesterol (LDL-C) concentrations. However the
incidence of cardiovascular episodes in these
clinical trials continues to be high. Interventions
designed to act on other risk factors such as high-
density lipoprotein cholesterol (HDL-C) can
minimize these episodes in subjects with normal
LDL-C levels. Few studies have been performed
with drugs that increase HDL-C and their results
are less consistent than those that achieve a
reduction of LDL-C, indicating the complex
metabolism of HDL and that modification of HDL-
C concentrations is not objective but rather
improves its antiatherogenic functions, which
include reverse cholesterol transport and its
antioxidant and antiinflammatory capacity. New
drugs with peroxisome proliferator activated
receptors (PPAR) alpha and/or gamma activity,
cholesteryl ester transfer protein (CETP)
inhibitors, cannabinoid receptor inhibitors,
recombinant apolipoprotein A-I, LXR and FXR
agonists have strong clinical potential to improve
not only the concentration but also the impaired
functions associated with low HDL-C.

Key words:
HDL. Reverse cholesterol transport. Drug treatment.
Apolipoprotein A.

Introduccién
Durante los tdltimos afios, el tratamiento de la
hipercolesterolemia se ha convertido en un pilar



CIVEIRA F. ET AL. LIPOPROTEINAS CLASICAS, TERAPEUTICAS MODERNAS. FARMACOLOGIA DE LAS LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD

Endpoint

Non-fatal Ml
CHD death

Any major coronary event

CABG
PTCA
Unspecified

Haemorrhagic stroke

Presumed ischaemic stroke

Any stroke
Figura 1. Efecto de la re-
duccién del cLDL durante
5 afios. Por cada mmol/l de
reduccién en el cLDL, se
reducen un 21% los episo-
dios vasculares importan-
tes. cLDL: colesterol unido
a lipoproteinas de baja
densidad. (Tomada de Bai-
gent et al?.)
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fundamental, posiblemente el mas importante,
para la prevencién primaria y secundaria de las en-
fermedades cuya base patogénica es la arterioscle-
rosis. Los estudios de intervencién hipolipemiante,
de forma muy especial con las diferentes estatinas,
han puesto de manifiesto que la intervencién sobre
las concentraciones elevadas de colesterol unido a
lipoproteinas de baja densidad (cLDL) reduce de
forma espectacular el nimero de episodios cardio-
vasculares en sujetos con alto riesgo vascular!. En
un reciente metaanalisis de 14 estudios prospecti-
vos con estatinas, que incluyeron un total de
90.056 pacientes, el grupo de colaboracién cientifi-
ca denominado Cholesterol Treatment Trialists
(CTT) demuestra que por cada mmol/l (38,7 mg/dl)
de reduccién en la concentracién de cLDL se redu-
ce un 21% los episodios vasculares mayores?.

Sin embargo, también es cierto que a pesar de
conseguir descensos importantes en las concentra-
ciones de cLDL hasta cifras consideradas actual-
mente como “6ptimas”, el nimero de sujetos que
contintian teniendo episodios sigue siendo excesi-
vamente elevado. En el estudio TNT (Treating to
New Targets), donde 10.001 pacientes con cardio-
patia isquémica y cifras de cLDL < 130 mg/dl fue-
ron aleatorizados para recibir 10 u 80 mg de ator-

vastatina al dia. Los sujetos en tratamiento con 80
mg de atorvastatina lograron mantener unas cifras
medias de cLDL de 77 mg/dl durante el estudio. A
pesar de ello, al final del seguimiento de 4,9 afios,
ocurrié un episodio cardiovascular importante en
el 8,7% de los sujetos®.

Resultados similares se desprenden del estudio
PROVE-IT, en el que 4.162 pacientes hospitaliza-
dos por un sindrome coronario agudo fueron alea-
torizados a 40 mg de pravastatina u 80 mg de ator-
vastina  diariamente. Los  pacientes con
atorvastatina 80 mg que tuvieron una media de
cLDL de 62 mg/dl durante el estudio, obtuvieron
beneficio con respecto al grupo con pravastatina;
pero, a pesar de ello, un 22,4% de ellos tuvo un epi-
sodio cardiovascular a lo largo de 2 anos, incluyen-
do hospitalizacién por angina®.

Resulta evidente, segtin los datos anteriores, que
todavia se esté lejos de conseguir un buen control
de la enfermedad arteriosclerética, a pesar de las
buenas expectativas apuntadas a finales del siglo
Xx°, y que el tratamiento tnicamente de los facto-
res de riesgo clasico como el tabaquismo, la hiper-
tension arterial y el aumento del cLDL pueda no
ser suficiente, al menos, en algunos sujetos. Con
esta idea, una opcién muy atractiva es la posibili-
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Figura 2. Incidencia de
810 138 muerte o episodio cardio-
842 133 vascular en el seguimiento

del estudio PROVE-IT. (To-
manda de Cannon et al*.)

dad de aumentar farmacolégicamente la concen-
tracion plasmética de cHDL.

Multiples estudios epidemiolégicos observacio-
nales y prospectivos han demostrado que la con-
centracion de cHDL se relaciona de forma inversa,
intensa e independiente con la enfermedad cardio-
vascular, especialmente con la enfermedad corona-
ria, y en muchos estudios es el factor de riesgo con
mayor poder predictivo®’. Incluso la diferencia en
la frecuencia de la enfermedad cardiovascular pre-
matura entre sexos se ha querido explicar por la di-
ferente concentracién de cHDL entre varones y
mujeres’. Sin embargo, a pesar de la estrecha rela-

Tabla 1. FaArmacos en el tratamiento del colesterol
unido a lipoproteinas de alta densidad

Hipolipemiantes
Estatinas
Ezetimiba
Fibratos
Niacina
Otros farmacos
Agonistas PPAR-gamma: tiazolidindionas
Inhibidores receptores cannabinoides: rimonabant
Inhibidores PTEC: torcetrapib
Farmacos en desarrollo clinico
Perfusion de apo A-I: apo A-I Milano
Agonistas PPAR-alfa y PPAR-gamma: ragaglitazar
Agonistas PPAR-delta
Péptidos recombinantes de apo A-I: D-4F
Moléculas en desarrollo preclinico
Activadores LXR: GW3965

Inhibidores lipasa hepatica
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cién entre enfermedad cardiovascular y cHDL, que
se conoce desde hace varias décadas, el tratamien-
to para modificar su concentracion ha estado muy
en segundo plano en la prevencion cardiovascular.
Este “abandono” terapéutico de la particula HDL
ha estado motivado por varias razones muy impor-
tantes. En primer lugar, el mecanismo o mecanis-
mos por el que la particula HDL se comporta como
antiaterogénica sigue sin estar totalmente dilucida-
do; en segundo lugar, no se disponia de farmacos
que de forma potente y selectiva modificaran la
concentracién del cHDL, y, ademas, en los estudios
de intervencién con los diferentes farmacos dispo-
nibles en el tratamiento de las dislipemias, el bene-
ficio clinico no se habia relacionado de forma clara
con las modificaciones en la concentracién del
cHDL observada en dichos estudios.

Sin embargo, en los ultimos afios se ha avanza-
do de forma notable en el desarrollo de nuevas es-
trategias terapéuticas basadas en la particula HDL,
algunas de ellas con resultados muy prometedores,
por lo que la particula HDL parece que pudiera es-
tar viviendo una “segunda juventud” durante la
cual tomara un papel no sélo la prediccion cardio-
vascular como en la actualidad, sino que se conver-
tird en un objetivo terapéutico como lo ha sido la
concentracién de cLDL.

En la tabla 1 se enumeran las principales herra-
mientas farmacoldgicas, algunas de ellas disponibles
y otras todavia en fase de investigaci6n, para elevar
la concentracién plasmatica de cHDL, y que se des-
criben a continuacién de forma mas pormenorizada.
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Inhibidores de la HMG CoA reductasa o estatinas
Las estatinas son los farmacos de eleccién en la
mayor parte de casos cuando el objetivo del trata-
miento es la reduccién del cLDL. Ademas, las esta-
tinas tienen un efecto nada despreciable en la re-
duccién de los triglicéridos, al disminuir la sintesis
de particulas de lipoproteinas de muy baja densi-
dad (VLDL) hepaticas que esta relacionada con la
inhibicién en la produccién de colesterol®. Por este
motivo, la reduccion en los triglicéridos suele rela-
cionarse con la intensidad en la reduccién en la
concentracion de cLDL. Aproximadamente por
cada 2 mg/dl de reduccién en cLDL, las estatinas re-
ducen 1 mg/dl la concentracion de triglicéridos’.
Las estatinas también modifican a la particula de
HDL, y aumentan entre un 3 y un 10% la concen-
tracion de cHDL. Sin embargo, los incrementos en
cHDL no se relacionan bien con los descensos en
cLDL vy triglicéridos, lo que sugiere un mecanismo
de accidn diferente. Por ejemplo, la simvastatina re-
duce menos la concentracién de cLDL y triglicéri-
dos que la atorvastatina, pero tiene un efecto mas
potente sobre el aumento del cHDL’. La rosuvasta-
tina, la més potente de las estatinas hasta la actuali-
dad en la reducci6n de cLDL, parece tener también
el perfil mas potente en los ascensos del cHDL!.
Todo ello sugiere diferencias metabdlicas entre es-
tatinas. El mecanismo responsable del incremento
en la concentracion de cHDL por las estatinas no es
conocido, y pudiera relacionarse con el aumento en
la expresion de apolipoproteina (apo) A-I via PPAR-
alfa al inhibir a una proteina de la familia Rho (Rho

A)!'. En la figura 3 se reflejan las modificaciones en
la concentraciéon de cHDL de las diferentes estati-
nas. A pesar de ello, no existen datos que sugieran
que las diferencias en el metabolismo de las HDL
entre estatinas tengan repercusioén en los episodios
clinicos, ya que los efectos clinicos de las estatinas
guardan relacién con la reduccién del cLDL'.

Por ultimo, el efecto beneficioso en la reduccién
de episodios cardiovasculares con las estatinas se
ha estudiado en relacién con la concentracién ba-
sal de cHDL, y se ha podido comprobar que las es-
tatinas son eficaces a cualquier concentraciéon de
cHDL, sin diferencias entre los que tienen el cHDL
bajo con respecto al resto. Sin embargo, debido al
mayor riesgo de los sujetos con cHDL bajo, el be-
neficio absoluto es mayor y el nimero de sujetos a
tratar para evitar un episodio es menor en el sub-
grupo de sujetos con hipoalfalipoproteinemia!®!4,

Ezetimiba

La ezetimiba es el primer fairmaco disponible del
nuevo tipo de farmacos denominado inhibidores
selectivos de la absorcion intestinal de colesterol.
En monoterapia reduce de forma consistente la
concentracién de cLDL en torno al 17-20%, con
descensos menores en la concentracién de triglicé-
ridos y ascensos pequefios, aunque significativos,
de la concentracion de cHDL'" (1-4%). Debido a
que su principal indicacién es en combinacién con
estatinas, es destacable que en coadmnistracién
mantiene el ascenso del cHDL'. Recientemente, se
ha publicado un estudio acerca de la asociacién

12 7

9.5 9,6 [JRosuvastatin ~ [J Atorvastatin
4 [ Pravastatin [l Simvastatin
10
CefL L L
C
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Figura 3. Cambios en el cHDL (%) con respecto a la concentracion basal, tras 6 semanas de tratamiento con las diferentes dosis de
estatinas. cHDL: colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad. (Tomada de Jones et al'°.)
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Figura 4. Cambios en la
concentracion de cHDL
tras la administracion de
fenofibrato durante 12 se-
manas en funcién de la
concentracién basal de
cHDL. cHDL: -colesterol
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Davidson et al'®.)

ezetimiba y fenofibrato en sujetos con dislipemia
mixta, muchos de los cuales tienen entre sus mani-
festaciones una concentracién baja de cHDL. En
combinacién con fenofibrato, la ezetimiba se tole-
16 bien, potencié el efecto sobre el cLDL del fenofi-
brato, pero no modificé de forma significativa la
concentracion de cHDL obtenida por el fibrato ex-
clusivamente!”.

Fibratos

Los fibratos son un grupo heterogéneo de farma-
cos cuyo efecto clinico principal es la reduccién de
triglicéridos. Su mecanismo de accién es complejo
y no esta totalmente aclarado, pero entre sus accio-
nes muestra actividad agonista PPAR-alfa, factor
de trascripcion que modifica la expresion de genes
importantes en el metabolismo lipidico, como apo
A-I, apo C-III y lipoproteinlipasa. Asi, aumentan el
catabolismo de las lipoproteinas ricas en triglicéri-
dos y disminuyen su sintesis hepatica'®. Aunque
con diferencias entre los diferentes fibratos, ascien-
den la concentracién de cHDL entre un 10 y un
35%, muy especialmente en dependencia de la cifra
basal de triglicéridos y de cHDL. Su efecto sobre el
cHDL es mayor en sujetos con hipertrigliceridemia
y con cHDL bajo, y el incremento de este tltimo
puede ser > 50%" (fig. 4).

En los 4 grandes estudios prospectivos con fibra-
tos que tenian como objetivo principal la preven-
cién cardiovascular, los incrementos de cHDL fue-
ron: 6% con gemfibrozilo en el estudio VA-HIT
(Veterans Affairs High-Density Lipoprotein Choles-
terol Intervention Trial)?’; 11% con gemfibrozilo en
el Helsinki Heart Study?!; 18% con bezafibrato en
el estudio BIP (Bezafibrate Infarction Prevention
Study)?, y 5% con fenofibrato en el reciente estu-
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dio FIELD (Fenofibrate therapy on cardiovascular
events in people with type 2 diabetes mellitus)®.

Niacina

La niacina o acido nicotinico o vitamina B3 es
un importante precursor de un grupo de coenzi-
mas que participan en la glucélisis, el metabolismo
mitocondrial y en otras vias metabélicas importan-
tes relacionadas con el metabolismo lipidico!’. La
niacina mejora de forma global el perfil lipoprotei-
co, ya que desciende las VLDL y las LDL, e incre-
menta cHDL.

Existen 3 presentaciones de la niacina: niacina
de liberacién inmediata (IR), prolongada (extended
en inglés, ER) y de larga duracién o sostenida (LA).
Se diferencian en la velocidad de su absorcion in-
testinal, lo que modifica principalmente los efectos
secundarios. La niacina IR se absorbe rapidamente
y, con frecuencia, se asocia a rubicundez facial tras
su administracion; la formulacién LA pocas veces
produce rubicundez, pero se acompafia con fre-
cuencia de hepatotoxicidad; la presentacién ER se
absorbe entre 8 y 12 h tras su administracién, lo
que permite su administracion en una sola dosis
diaria y minimiza sus efectos secundarios. La nia-
cina ER actualmente se comercializa en muchos
paises con el nombre de Niaspan.

Las niacina es el firmaco mas potente de los co-
mercializados hasta la actualidad para incrementar
la concentracién de cHDL, y logra de forma depen-
diente de la dosis incrementos entre el 15 y el
35%?*. El mecanismo de accién de la niacina sobre
la particula de HDL no esta totalmente aclarado,
pero parece que disminuye su catabolismo hepati-
co durante el proceso de captacién de colesterol
desde la particula de HDL por el higado. Esto per-
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mite mayor cantidad de particulas con apo A-I po-
bres en colesterol que son buenas aceptoras de co-
lesterol periférico®.

Diferentes estudios clinicos, con episodios clini-
cos como objetivo principal, avalan el uso de la
niacina en el tratamiento de las dislipemias muy
especialmente en la dislipemias mixtas. Se us6 en
monoterapia en el Coronary Drug Project, el objeti-
vo combinado de muerte coronaria e infarto de
miocardio no mortal se redujo un 11% en 5 afios*.
En combinacién con clofibrato, en el estudio de
prevencién secundaria de Estocolmo (Stockholm
Ischaemic Heart Disease Secondary Prevention), la
mortalidad coronaria se redujo un 36%, y un 26%
la mortalidad total en los 5 afios de seguimiento®.
Al menos 3 estudios angiograficos que han utiliza-
do: niacina y colestipol en el estudio CLAS (Choles-
terol Lowering Atherosclerosis)?; niacina, lovasta-
tina y colestipol en el estudio FATS (Familial
Atherosclerosis Treatment Study)”, y niacina y
simvastatina en el estudio HATS (HDL-Atheroscle-
rosis Treatment Study)®, han demostrado el bene-
ficio de la coadmistracién de la niacina con otros
hipolipemiantes, muy especialmente en el estudio
HATS donde la combinacién redujo los episodios
clinicos un 90%*.

Agonistas PPAR-gamma: tiazolidindionas

Las tiazolidindionas o glitazonas son agonistas
de los receptores nucleares PPAR-gamma, factores
de trascripcién que se expresan fundamentalmente
en el tejido adiposo, y que son imprescindibles en la
diferenciacion y proliferacién del adipocito. Ade-
mas de intervenir en la captaciéon y almacenaje de
los 4cidos grasos por parte del tejido adiposo, las 2
glitazonas disponibles, rosiglitazona y pioglitazona,
son farmacos que se utilizan en la diabetes mellitus
tipo 2, ya que la activacién PPAR-gamma mejora la
captacion dependiente de insulina por parte de los
tejidos periféricos al optimizar su sensibilidad a la
insulina’!. Al mejorar la lipogénesis en el tejido adi-
poso, mejoran la produccién de adiponectina, dis-
minuyen los acidos grasos libres en plasma, el con-
tenido graso hepatico, la sensibilidad hepatica a la
insulina e inhiben la produccion de glucosa?.

Los efectos de las glitazonas sobre el metabolis-
mo lipidico consisten en una reduccién de la con-
centracion de triglicéridos, mds marcada con la
pioglitazona, y un aumento entre un 5 y un 13% en
la concentracién de cHDL. Los cambios en el cLDL
parecen ser diferentes entre las glitazonas ya que
no se modifican con la pioglitazona y tienden a su-
bir en torno al 5-16% con la rosiglitazona (fig. 5).
Estas diferencias posiblemente radican en que la

rosiglitazona es una agonista PPAR-gamma puro, y
la pioglitazona es un agonista PPAR-gamma con
actividad parcial alfa®>. El mecanismo por el que
las glitazonas ejercen su accién sobre las lipoprote-
inas plasmaticas no est4 establecido.

Muy recientemente se han publicado los resulta-
dos del estudio PROACTIVE, ensayo con una glita-
zona, la pioglitazona, en prevenciéon secundaria
cardiovascular en sujetos con diabetes tipo 233. Se
aleatorizaron a pioglitazona 15-45 mg/dfa o place-
bo y seguidos durante casi 3 afos, 5.238 pacientes
diabéticos con antecedente de enfermedad macro-
vascular. El grupo en tratamiento con pioglitazona
aument6 la concentracion de cHDL un 19% con
respecto al cHDL y un 10% con respecto al grupo
placebo al final del estudio, por lo que confirmé
que es un buen agente para lograr elevar la concen-
tracién de cHDL en poblacién diabética. Més im-
portante, hubo una reduccién significativa del 16%
en el objetivo combinado de muertes totales, infar-
to de miocardio no mortal e ictus, y una reduccion
del 53% en la necesidad de uso permanente de in-
sulina; aunque aumentaron los episodios de insufi-
ciencia cardfaca no mortales®. Si el beneficio ob-
servado en el estudio PROACTIVE en el perfil
lipidico se relaciona con la mejor evolucién clinica
con la pioglitazona no se ha publicado todavia®.

Inhibidores de los receptores cannabinoides:
rimonabant

El sistema endocannabinoide consiste en un
grupo de productos endégenos derivados de fosfo-
lipidos (endocannabinoides) y su receptor denomi-
nado CBI. Este sistema juega un papel muy impor-
tante en la regulacion de la ingesta, al modificar el
apetito por via central y la lipogénesis periférica®.
El rimonabant es el primer antagonista de los re-
ceptores CB1 de uso clinico que ha demostrado, en
diferentes estudios, inducir la pérdida de peso en
obesos®, a la vez que mejora su perfil metabédlico
de riesgo cardiovascular’’. En el estudio de rimo-
nanbant en sujetos con obesidad y dislipemia se
aleatorizaron 1.036 sujetos con obesidad o sobre-
peso (indice de masa corporal > 27 kg/m?) para to-
mar rimonabant 5 o 20 mg/dfa, o placebo durante
1 afio. Los principales resultados del estudio se re-
cogen en la figura 6, donde puede comprobarse
como el rimonabant ejercié un potente efecto de-
pendiente de la dosis sobre la concentraciéon de
cHDL con incrementos desde la cifra basal del
23,4% (11,2% sobre el placebo) y sin efectos sobre
el cLDLY. Las modificaciones sobre el cHDL fue-
ron superiores a las esperadas por la pérdida de
peso, lo que sugiere que el rimonabant puede me-
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Figura 5. Efecto de la rosiglitazona (8 mg) y la pioglitazona (30-45 mg) en diferentes estudios sobre las concentraciones plasmati-

cas de lipidos. (Tomada de Yki-Jarvinen®'.)

jorar el metabolismo periférico del tejido adiposo®,
como parece indicar la elevacion encontrada en la
adiponectina periférica y el descenso en la proteina
C reactiva®.

Inhibidores de la PTEC: torcetrapib

La PTEC modula las concentraciones de las lipo-
protefnas plasmaticas con la transferencia de lipi-
dos no polares entre las diferentes lipoproteinas.
Esta proteina transporta ésteres de colesterol desde
la particula de HDL a las lipoproteinas ricas en tri-
glicéridos y a las LDL, y triglicéridos desde las lipo-
proteinas ricas en triglicéridos a las HDL¥. Los de-
fectos genéticos de la PTEC se acompafian de un
gran aumento en la concentracion de cHDL, conse-
cuencia de la acumulacién en sangre de las parti-
culas de HDL grandes tipo HDL1 y posiblemente
un menor riesgo cardiovascular*’. Desde el punto
de vista tedrico, la inhibiciéon de la PTEC puede
evitar la transferencia de colesterol a las LDL y fa-
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cilitar su eliminacién hepatica*. Este parece ser el
caso en algunos modelos animales como el cone-

jo*

El torcetrapib es un inhibidor parcial de la activi-
dad de la PTEC que ha demostrado ser un farmaco
muy potente para elevar la concentracién de cHDL.
En el estudio de Brousseau et al 19 sujetos con
cHDL bajo recibieron 120-240 mg/dia solo o en
combinacién con atorvastatina durante 4-8 sema-
nas. El cHDL aument6 un 46% con 120 mg/dl, y un
106% con la dosis de torcetrapib de 240 mg/dia®.
Ademas, las particulas de HDL y LDL aumentaron
de tamario, lo que se cree les confiere mayor protec-
ci6n cardiovascular®. No se dispone de resultados
de ningtn estudio clinico con el torcetrapib en hu-
manos con episodios clinicos como objetivo clinico,
por lo que la repercusion sobre la enfermedad car-
diovascular que la inhibicién de la PTEC y los as-
censos espectaculares en la concentracién de cHDL
que logran son desconocidos en el momento actual.
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Figura 6. Cambios en peso (panel A), perimetro de circunferencia (B), triglicéridos (C) y cHDL (D) tras 52 semanas de rimonabant
(5 0 20 mg/dia) o placebo en sujetos con sobrepeso y obesidad. cHDL: colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad. (Tomada

de Despres et al*’.)

Apolipoproteina A-I Milano

La apo A-I Milano es una variante rara de la apo
A-I que se caracteriza por una cisteina en posicion
173 en lugar de arginina. Este cambio de aminodci-
do permite la formacién de puentes disulfuro entre
2 moléculas de apo A-I que forman dimeros. Los
sujetos con esta variante de apo A-I se caracterizan
por concentraciones bajas de cHDL a pesar de lo
cual parecen estar protegidos frente a la arterios-
clerosis*. El mecanismo ateroprotector de la apo
A-I Milano radica en que los dimeros de apo A-I
Milano movilizan eficazmente colesterol de la peri-
feria y, por tanto, los sujetos tienen un transporte
reverso de colesterol mas activo. Esto hace que la
administracién de apo A-I recombinante se plantee

como medida terapéutica para mejorar la concen-
tracién de cHDL, el transporte reverso de coleste-
rol y la arteriosclerosis. Diferentes estudios en mo-
delos animales de arteriosclerosis avalan el papel
ateroprotector de la apo A-I Milano*#. Con esta
hipétesis, Nissen et al estudiaron el efecto de la
perfusion de un complejo de apo A-I recombinante
y fosfolipidos en las lesiones coronarias de 57 pa-
cientes con sindrome coronario agudo que recibie-
ron semanalmente durante 5 semanas la perfusién
intravenosa del complejo. La arteriosclerosis coro-
naria se estudié por ecografia, que se realizé antes
y después de las 5 semanas de tratamiento®’. A pe-
sar del escaso tiempo entre los estudios, la perfu-
sién de la apo A-I produjo una reduccion significa-
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tiva del 4,2% en el volumen de las placas corona-
rias frente a una progresion del 0,14% en el grupo
placebo?’.

Otras moléculas en desarrollo
Péptidos semejantes a apo A-I

Ademas de la apo A-T humana y la apo A-I Mila-
no, varios péptidos recombinantes con estructuras
semejantes a apo A-I se han estudiado en modelos
animales con buenos resultados clinicos. Los mas
prometedores son los resultados obtenidos con el
péptido D-4F, que es activo por via oral y que ha
demostrado reducir la arteriosclerosis sin modifi-
car las concentraciones de cHDL, con la mejora de
la actividad antioxidante y antiinflamatoria del
plasma®,

Activadores LXR

Los LXR son receptores nucleares activados por
oxisteroles que controlan la expresién de diferentes
genes celulares importantes en el transporte rever-
so de colesterol, muy especialmente los genes
ABCAI, ABCG1 y ABCG4¥. Se han estudiado varios
ligandos con actividad activadora de LXR como el
compuesto GW3965 (GlaxoSmithKline), que ha de-
mostrado inhibir la arteriosclerosis pero que, al
mismo tiempo, también favorece el desarrollo de
higado graso por la induccién, via LXR, de la sinte-
sis de 4cidos grados hepatica®. El potencial desa-
rrollo de agonistas mas especificos de la isoforma
de LXRP que aumenta el trasporte reverso de co-
lesterol sin modificar la lipogénesis pueden tener
un muy importante papel clinico en el futuro.

Activadores FXR

El FXR es otro factor nuclear activado por 4ci-
dos biliares que modifica la expresién de genes re-
lacionados con la eliminacién de colesterol por la
bilis. El ratén manipulado genéticamente sin el gen
FXR desarrolla precozmente arteriosclerosis con
disminucién de la actividad hepatica de SR-B1°.
Se estan desarrollando activadores de esta via me-
tabdlica aunque todavia no se dispone de resulta-
dos sobre su efecto vascular.

Comentarios finales

La particula de HDL ha demostrado ser el mejor
predictor lipidico de nuevos episodios cardiovascu-
lares en la mayor parte de estudios prospectivos,
tanto en varones como en mujeres®. Sin embargo,
el beneficio de la intervencién sobre las concentra-
ciones de cHDL no ha sido tan claro como el obte-
nido con los descensos de cLDL. Ello, muy posible-
mente, se debe al complejo metabolismo de las
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HDL, cuya manipulacién puede tener muy diferen-
te significado que dependera del tipo de particula
de HDL que se modifique en plasma. El transporte
reverso de colesterol parece ser uno de los meca-
nismos mas importantes del papel antiaterogénico
de las HDL. Sin embargo, del total del cHDL plas-
matico, la cantidad de colesterol que procede de
los tejidos periféricos es muy pequena, lo que pro-
bablemente indica que en el futuro se debera medir
el transporte reverso mas que la cantidad de cHDL
para poder comprobar qué farmacos modifican
sustancialmente el transporte reverso de colesterol.

La arteriosclerosis es un proceso multifactorial
en su origen, por lo que, probablemente, el trata-
miento que logre hacerla desaparecer en el futuro
serd la intervencién multifactorial. La manipula-
ci6én farmacolégica de las HDL parece una herra-
mienta de enorme potencial en este propdsito. Se
empieza a disponer de farmacos muy atractivos
que actiian a este nivel, pero seran los estudios cli-
nicos de morbimortalidad cardiovascular, que no
se disponen todavia, los que tengan que poner en
su sitio a este grupo de farmacos.
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Evaluacion de la aterosclerosis
en la practica clinica a traves de la medida
del grosor intima-media carotideo
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INTRODUCCION

La prevencién de las enfermedades cardiovasculares
es uno de los importantes retos socio-sanitarios de
nuestra sociedad en la actualidad, ya que constituyen
la principal causa de muerte y discapacidad en nues-
tro pais y en la mayor parte de paises de nuestro en-
torno’.

A pesar de los enormes avances en el conocimiento
de las bases etiopatogénicas de la aterosclerosis, asi
como en su diagndstico y en el tratamiento de los
principales factores que contribuyen a ella, todavia es-
tamos lejos de prevenirla en un porcentaje muy ele-
vado de casos.

Desde la introduccion de los conceptos de factor de
riesgo y valoracion de riesgo cardiovascular introduci-
dos por el estudio del corazén de Framingham, la pre-
vencion cardiovascular esta basada principalmente en
la identificacion de factores de riesgo «clasicos»: hi-
pertensién arterial, tabaquismo, hipercolesterolemia y
diabetes mellitus. Estos factores explican una buena
parte de la enfermedad cardiovascular prematura, pe-
ro pierden capacidad de predicciébn en personas ma-
yores de 65 afos, precisamente donde la enfermedad
aterosclerosa es mas prevalente. Ademas, el riesgo
atribuible a los diferentes factores de riesgo clasico
presenta grandes variaciones interterritoriales e inte-
rindividuales por razones no totalmente establecidas,
tanto genéticas como ambientales. Por todo ello, ha
surgido en los ultimos afios el concepto de factores de
riesgo «emergentes», expresion del esfuerzo de la co-
munidad cientifica en mejorar la prediccion cardio-
vascular en el ambito individual®. Entre los factores de
riesgo emergentes destaca la medicion del grosor del
complejo intima-media de la arteria carétida (GIM) o
IMT del inglés «intima-media thickness», como para-
metro relacionado con la aterosclerosis preclinica que
ha demostrado su relaciéon con los factores de riesgo
clésicos y la enfermedad cardiovascular, y su capaci-
dad de prediccion independiente de eventos cardio-
vasculares, por lo que en la actualidad es la unica
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prueba de imagen no invasiva recomendada por la
American Heart Association (AHA) en la evaluacion
del riesgo cardiovascular®.

La medicién del GIM carotideo se basa en que la ate-
rosclerosis es una enfermedad difusa del arbol arterial
y que la carétida extracraneal, especialmente carétida
comun (CC) y carétida interna (CI), es un territorio ac-
cesible y representativo de las arterias donde asienta
la aterosclerosis.

GROSOR INTIMA-MEDIA

Cuando hablamos del GIM nos referimos al complejo
que forman las capas intima y media de la carotida
que puede medirse facilmente por ecografia por el es-
pacio entre las interfases que forman la luz arterial y
la intima por la parte interna y capa media y adventi-
cia por la parte externa (fig. 1). La medicion del GIM
como parametro indicativo del grado de aterosclero-
sis arterial fue utilizada por primera vez por Pignoli et
al hace 20 anos®. Ellos demostraron que existe una
buena correlacion entre el GIM histologico y ecogra-
fico a nivel atrtico y carotideo, y propusieron la téc-
nica como una buena herramienta para la medicién
de la aterosclerosis in vivo. Desde entonces multiples
trabajos han confirmado dicha observacién inicial®”.

El concepto importante de la medicion del GIM es
que el engrosamiento de la pared de la carétida se co-
rresponde con una fase precoz de la aterosclerosis y
por ello puede ser utilizado para ver la carga de ate-
rosclerosis de un individuo. El aumento del GIM pue-
de ser debido a un engrosamiento de la intima, de la
media o de ambas. En una arteria de mediano calibre
normal el tamarfio de la media es mayor que el de la
capa intima, por lo que en el GIM representa prefe-
rentemente la capa media, muy especialmente si la
arteria es muscular como las arterias femorales. Sin
embargo, en las fases precoces de la aterosclerosis se
produce preferentemente un engrosamiento subinti-
mal y la afectacién macroscédpica de la media es més
posterior. Las cardtidas son arterias elasticas o de
conduccién, como la aorta o subclavias, cuya pared
es relativamente delgada en proporciéon con su dia-
metro y su capa media contiene sobre todo fibras
elasticas y menor proporcién musculo liso, en con-
traste con las arterias musculares o de distribucion,
como branquial, radial, o femorales cuya capa media
contiene muchas mas fibras de musculo liso que elas-
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Fig. 1. Esquema de los segmentos carotideos estudiados en el examen ecogrdfico.

tico vy son capaces de vasodilatacion y vasoconstric-
cién mayor, para ajustar el volumen de sangre a las
necesidades de la estructura que irrigan. Por este mo-
tivo, al ser las cardtidas unas arterias elasticas con es-
casas fibras musculares, el GIM carotideo expresa
predominantemente el engrosamiento subintimal®®.
El espacio subintimal, componente importante en el
GIM carotideo, tiende a aumentar con la edad, espe-
cialmente en las zonas de mayor estrés hemodinami-
co como la bifurcaciones. Este engrosamiento se de-
be preferentemente a un aumento de tejido conectivo
no ateroscleroso y explica que el GIM aumente con la
edad aun en ausencia de factores de riesgo cardio-
vasculares o de lesiones de arteriosclerosis en otros
territorios vasculares. Por este motivo la medicion del
GIM debe ajustarse por edad y, probablemente, por
cifras de presion arterial (PA) cuando sea utilizado co-
mo sustituto de aterosclerosis. Sin embargo, cuando
el GIM se encuentra por encima de ciertos limites, po-
siblemente por encima de 1 mm, entonces lo maés
probable es que esté reflejando cambios debidos a la
aterosclerosis’. Muy recientemente, Junyent et al han
publicado un estudio con la distribucion por edad y se-
xo de las medidas del GIM de CC en un grupo de 250
sujetos sanos que puede servir de referencia para es-
tudios posteriores en nuestro medio®.

Como podemos comprobar, el GIM carotideo no es
un factor de riesgo en si mismo, mas bien nos infor-
ma de la repercusion vascular del conjunto de los fac-
tores de riesgo (conocidos y desconocidos) en un de-
terminado individuo, lo que supone una informacion
complementaria de gran valor clinico. Ademas, la me-
dicion ecogréfica del GIM nos informa de la ateros-
clerosis vascular en todas sus fases desde el engrosa-
miento focal subintimal a las diferentes fases de la
aterosclerosis incluidas las placas avanzadas. Incluso
es capaz de identificar la composicion de las placas
debido a la diferente ecogenicidad del material lipidi-
co, fibrético o contenido en calcio de las lesiones. Es-
to supone una gran ventaja con respecto a otras téc-
nicas como el doppler, la ergometria o la angiografia

que son Utiles en fases avanzadas de la aterosclerosis,
ya que habitualmente son positivas cuando existe un
compromiso en flujo arterial con estenosis superiores
al 50%.

Técnica de la medicién del grosor intima-media

Para la medicién del GIM carotideo se utiliza un ecé6-
grafo equipado con una sonda lineal de 5-10 MHz.
La captacién de imagenes se realiza con el sujeto en
decubito supino con una rotaciéon de 45° del cuello en
direcciéon opuesta a la cardtida explorada. Es conve-
niente disponer de algun dispositivo donde el pacien-
te apoye la cabeza para asegurar su posicion correc-
ta. El transductor se coloca longitudinalmente a la
arteria carétida manteniendo en todo momento un
angulo de 90° con el cuello. Un registro electrocar-
diografico simultaneo es conveniente para realizar las
mediciones siempre en la misma fase del ciclo cardla-
co, habitualmente coincidiendo con el complejo QRS,
es decir en la telediastole, para evitar las pequenas di-
ferencias en el grosor de las paredes vasculares que se
producen durante la sistole y diastole cardiacas que se
han calculado en torno a las 8 y, lo que corresponde
aproximadamente al 1,3% del GIM. La exploracion
resulta indolora e incruenta y viene a durar entre 15-
40 minutos en dependencia del protocolo utilizado, el
numero total de mediciones a realizar y sobre todo de
la anatomia del sujeto. La exploraciéon puede resultar
muy complicada en sujetos con cuello corto y grueso,
en aquellos que toleran mal el decubito, con carotidas
tortuosas o profundas, o en aquellos sujetos con ano-
malias esqueléticas cervicales o toracicas. A pesar de
ello, iméagenes de buena calidad para poder obtener
mediciones fiables pueden lograrse en méas del 95%
de los sujetos, aunque con diferencias notables entre
los segmentos a estudio. En el estudio de Rotterdam,
la visualizacion correcta de CC, bulbo y CI fue posible
en el 97%, el 83% y el 56%, respectivamente, de los
sujetos del estudio''.
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Mediciones del grosor intima-media

No existe un protocolo universalmente aceptado pa-
ra la medicién del GIM carotideo, lo que dificulta
enormemente la comparacion de resultados entre es-
tudios. Por ello es imprescindible, con independencia
del protocolo utilizado, la consistencia y reproducibili-
dad dentro de cada centro y estudio. Las mediciones
pueden realizarse en diferentes zonas carotideas y
tanto en la pared proximal como distal; pueden ex-
presarse como valores medios de GIM o como valo-
res maximos que a su vez pueden incluir o no la me-
dicién de placas. Por tanto, a la hora de valorar un
GIM carotideo es importante conocer el protocolo
para poder hacer una interpretaciéon correcta de re-
sultados.

Muchos estudios se han limitado al GIM de CC, debi-
do a que es sencillo, rapido y es el segmento caroti-
deo més consistentemente reproducible y su medicién
puede hacerse de forma automatizada. Ademas, co-
mo hemos sefialado anteriormente, esta determina-
cién puede obtenerse en casi la totalidad de los suje-
tos. Sin embargo, limitar la exploracién a la CC tiene
inconvenientes, en ocasiones importantes ya que: a)
las placas de ateroma aparecen mas frecuentemente
en el bulbo carotideo (BC) y CI que en CC, donde son
raras; b) los factores de riesgo clasicos y el riesgo co-
ronario se relacionan mejor con las lesiones de CI que
con las de CC, y c) los estudios de intervenciéon que
han utilizado el GIM carotideo como parametro de va-
loraciéon principal dieron resultados positivos cuando
midieron CI, pero hubiesen sido negativos si se hu-
biesen limitado a la CC%*. Por este motivo la medi-
cion de BC y CI es conveniente aunque sea mas difi-
cil de visualizar, tenga mayor variabilidad y no sea
posible en un porcentaje alto de sujetos.

El protocolo maés frecuentemente utilizado en la ac-
tualidad incluye la medicién en modo B del GIM en
tres segmentos carotideos en ambos lados coincidien-
do con el complejo QRS del registro electrocar-
diogréfico simultaneo. Dichos segmentos se corres-
ponden con el centimetro distal de CC antes de la
dilataciéon carotidea, el bulbo completo y un centime-
tro de CI desde la bifurcaciéon (fig. 1). Aunque en al-
gunos estudios se ha estudiado el GIM en las paredes
proximal y distal, las mediciones de la pared proximal
debido a condicionantes técnicos son menos fiables
que las mediciones de la pared posterior. La medicion
de la pared anterior tiende a minusvalorar el grosor
histolégico real de la CC en torno a un 20%, cosa que
no ocurre con la pared posterior con la que existe
muy buena correlacion entre los datos ecogréaficos e
histologicos™. Por este motivo las mediciones de la
pared posterior son las que se consideran mas ade-
cuadas en la mayor parte de estudios en la actualidad.
Las mediciones incluyen la medida del GIM maxima
en cada uno de los 6 segmentos, la media de las GIM
maximas, las medias de GIM en cada segmento que
se obtienen bien de forma automatica o de la medi-
cién en 3 o 4 puntos equidistantes en todos los seg-
mentos, obteniéndose el GIM medio de cada seg-
mento y el GIM medio del sujeto. La posibilidad de

realizar varias mediciones independientes aumenta la
consistencia del método. No todos los estudios han
utilizado las mismas mediciones y aunque existe bue-
na correlaciéon entre ellas, el GIM méaximo parece ser
la medicién con mayor poder predictivo cardiovascu-
lar.

Junto a la mediciéon del GIM, la exploracion permite
la identificacion de placas. Se han utilizado varios cri-
terios en la definiciéon de placas: a) engrosamientos de
la pared superiores al 50% de los segmentos adya-
centes'*; b) engrosamientos focales > 1,2 mm'; ¢) en-
grosamientos focales con protrusion > 1 mm en la luz
carotidea’, y 4) en muchos casos le definicién de pla-
ca se ha basado en la presencia de engrosamientos
focales que protruyen en la luz a juicio del investiga-
dor sin mediciones concretas en su definicion'.

Relacion del grosor intima-media con los factores
de riesgo cardiovascular

El GIM carotideo medio y méximo esta asociado con
los diferente factores de riesgo clasico que incluyen:
edad, PA sistélica y diastélica, diabetes, consumo de
cigarrillos, concentracion de colesterol total, triglicéri-
dos y colesterol ligado a lipoproteinas de alta densi-
dad (c-HDL)"Y. En el estudio Suita de Japén, los fac-
tores significativamente relacionados con el GIM en
los hombres fueron: edad, PA sistélica, colesterol to-
tal, c-HDL, ntimero de cigarrillos y glucemia, expli-
cando el 34,4% de la variabilidad del GIM medio. El
GIM méximo se relacioné especialmente con la edad,
la PA sistélica v la glucemia, v la presencia de placas
carotideas con la edad, PA sistélica, colesterol total,
c¢-HDL y nimero de cigarrillos. En las mujeres, el GIM
medio se relaciond especialmente con la edad, PA
sistélica, colesterol total y nimero de cigarrillos. Asi
pues, todos los factores clasicos mostraron una fuer-
te asociaciéon en ambos sexos, pero la edad fue la mas
fuertemente asociada a todos los indices de ateroscle-
rosis estudiados’®. Edad, hipertension arterial y diabetes
también fueron los factores de riesgo mejor asociados
con el GIM medio y maximo en el Cardiovascular
Health Study®.

En el estudio de Junyent en Espaiia, el GIM medio vy
maximo también se relacioné principalmente con la
edad tanto en hombres como en mujeres. Las corre-
laciones del GIM también fueron positivas con el in-
dice de masa corporal, PA sistolica y diastélica y con-
centracion de colesterol ligado a lipoproteinas de baja
densidad (LDL). La presencia de placas, muy predo-
minantemente en varones jovenes, se relacion6 con
el habito tabaquico™.

Grosor intima-media en pacientes con
aterosclerosis sintomdtica

El GIM carotideo est4d aumentado en todas las formas
de aterosclerosis con respecto a los sujetos control, lo
que confirma que es habitualmente una enfermedad
sistémica afectando a multiples territorios vasculares.
En el estudio Atherosclerosis Risk in communities
(ARIC), donde se midi6 el GIM medio de los 6 seg-
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mentos carotideos principales en 13.870 sujetos con
y sin enfermedad cardiovascular, el GIM fue un 10%
superior en los sujetos con historia de enfermedad co-
ronaria, un 6% superior en aquellos con historia de ic-
tus y un 19% mas grueso si el antecedente era de en-
fermedad vascular periférica. Las diferencias en el
GIM se mantuvieron a pesar de ajustar por principa-
les factores de riesgo20. Datos muy semejantes se ob-
tuvieron en el estudio Cardiovascular Health Study,
donde, ademés, la historia de enfermedad coronaria
se correlacioné mejor con el GIM méaximo de CI, y la
historia de ictus con el GIM de CC¥. En el estudio de
Rotterdam, aquellos sujetos con un GIM > 0,89 mm
tuvieron una incidencia de enfermedad arterial perifé-
rica hasta 3,4 veces superior a la de los sujetos con
GIM < 0,89 mm*.

Asi mismo, existe una buena relaciéon entre GIM vy las
lesiones coronarias determinadas por angiografia. El
GIM méximo, especialmente de CI, se relaciona me-
jor con las lesiones angiogréaficas coronarias y, mas
con las lesiones en segmentos coronarios medios y
distales que en los proximales®. En un estudio re-
ciente que ha correlacionado las lesiones coronarias y
carotideas, por ecografia intracoronaria (IVUS) y por
ecografia carotidea transcutanea, se ha confirmado la
excelente asociacién entre ambos tipos de lesiones,
especialmente cuando se utiliza el GIM carotideo mé-
ximo?.

El grosor intima-media carotideo como predictor
de riesgo cardiovascular

Se han publicado multiples estudios en los que de for-
ma unanime el GIM carotidea ha demostrado ser un
buen predictor de nuevos eventos cardiovasculares.
El estudio Rétterdam, realizado en 7.983 sujetos ma-
yores de 55 afos del barrio de Ommoord de Rotter-
dam, estudi6 el poder predictivo de la medicion del
GIM en los 6 segmentos principales carotideos en la
aparicion de nuevos cerebrovasculares y coronarios.
En los primeros 2,7 afios de seguimiento se produje-
ron un total de 98 nuevos infartos de miocardio y 95
ictus. Por cada incremento en 0,16 mm en el GIM de
CC aumenté un 41% y un 43% el riesgo de ictus y el
de infarto de miocardio, respectivamente, que se
mantuvieron significativos después de ajustar por los
principales factores de riesgo™.

El estudio ARIC examiné el GIM a 15.792 sujetos en-
tre 45 y 64 afos de edad de cuatro ciudades de
EE.UU. que fueron seguidos durante entre 3 y 9
anos. Los resultados fueron muy semejantes a los del
estudio de Roétterdam, ya que por cada incremento de
0,2 mm en el GIM medio de CC se asocié con un
riesgo del 28% y del 33% mayor de ictus y de infarto
de miocardio?’.

El estudio de Salud Cardiovascular (Cardiovascular
Health Study) incluyé a 5.888 sujetos mayores de
65 afios que fueron examinados entre 1989 y 1993
v que han sido seguidos desde entonces. Al inicio de
seguimiento un 31% de los participantes habia tenido
enfermedad cardiovascular sintomatica. A los 6,2
anos de seguimiento los sujetos en el quintil méas alto
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Fig. 2. Indice acumulado del tiempo libre de eventos (ictus e
infarto de miocardio) de acuerdo al quintil basal de grosor in-
tima-media en estudio de Salud Cardiovascular. Modificada de
O’Leary DH et al®.

de GIM méaximo medio tuvieron un riesgo, ajustado
por edad y sexo, 3,87 veces superior que los sujetos
en el quintil méas bajo (fig. 2). Cada incremento en 0,2
mm en el GIM de CC y CI, ajustado por edad y sexo,
se asoci6é a un incremento de eventos cardiovascula-
res del 33% y del 46%, respectivamente®. En una pu-
blicaciéon reciente del mismo estudio después de un
seguimiento medio de 10 afos se continué demos-
trando de forma clara que el aumento en el GIM se
asocia de forma independiente con el riesgo de pade-
cer un evento coronario o cerebrovascular, especial-
mente en sujetos con diabetes e hipertension arterial®®.
El valor predictivo de enfermedad cardiovascular del
GIM en la diabetes también ha sido confirmado en un
estudio maés reducido de 229 pacientes con diabetes
tipo 2 seguidos durante 5 afios, con un valor seme-
jante a la prediccion basada en el estudio Framing-
ham y mejorando al combinar ambos parametros.

Factores asociados a la progresién del grosor
intima-media

Este aspecto del estudio del GIM ha sido analizado
por el estudio de Progresion de la Aterosclerosis Ca-
rotidea en el que a 3.383 sujetos de una comunidad
en Alemania se les practic6 una medicion del GIM en
dos momentos diferentes separados tres afos. Al ini-
cio del estudio se analizaron los diferentes factores de
riesgo clésicos, pero no se hizo una intervencién es-
pecifica. La intensidad de la progresiéon del GIM es
muy variable en dependencia del segmento carotideo
analizado. En un periodo de tres afios la progresion
en CI fue muy superior a la encontrada en el BC o
CC (fig. 3), que a su vez se relacion6 mucho mejor
con los factores de riesgo clésicos®®. Sin embargo, la
progresion de CC no se relacion6 con los factores de
riesgo al inicio. Esto mismo ocurri6é en el estudio de
Salud Cardiovascular®. Otro hallazgo interesante es
que el impacto de los factores de riesgo sobre el GIM
basal fue entre 2 y 3 veces mayor que con los cam-
bios evolutivos en el GIM, lo que sugiere que el GIM
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Fig. 3. Progresién media del grosor intima-media (GIM) en re-
lacién con el segmento carotideo. Modificada de Mackinnon
AD et al?. CI: carétida interna; BC: bulbo carotideo; CC: caré-
tida comun.

nos informa muy especialmente de la carga de los
factores de riesgo a lo largo de espacios de tiempo
muy largos. En el plazo de los tres afios del estudio los
factores de mayor impacto en la progresion de CI fue-
ron: edad, sexo masculino, hipertension arterial y dia-
betes, muy probablemente porque en su mayoria son
no modificables.

El grosor intima-media como marcador sustituto
de aterosclerosis

Al menos 9 ensayos clinicos han utilizado el GIM co-
mo marcador sustituto de enfermedad cardiovascular
y un metaanalisis ha demostrado que puede ser con-
siderado un buen marcador de la eficacia de un de-
terminado tratamiento frente a la aterosclerosis, muy
especialmente con farmacos hipolipemiantes, v que
existe una buena correlaciéon entre cambios en c-LDL
y de GIM30, especialmente con los cambios en el
GIM de CI y BC*. Como puede observarse en la fi-
gura 4 la correlacion entre reduccion de c-LDL y GIM
es importante (r = 0,55, p = 0,004). Cada 10% de
reduccion en la concentracion de c-LDL se acompairia
de una reduccién anual del GIM del 0,73% (intervalo
de confianza entre el 0,27-1,19%).

El GIM carotideo cumple todo los criterios de marca-
dor sustituto: es facil de evaluar, no agresivo, precede
en el tiempo a la enfermedad que sustituye, tiene una
buena relacién cuantitativa y cualitativa con la ateros-
clerosis basada en los factores de riesgo de la enfer-
medad, v sus cambios parecen ser equivalentes en
riesgo y beneficio a los acontecimientos clinicos®.

Importancia de la presencia de placas carotideas

Ya hemos comentado anteriormente que la definicion
de placa y su busqueda ha sido mal definida en la ma-
yor parte de estudios, por lo que en muchos de ellos
no ha sido evaluada. En el estudio del Pronostico de
la Angina de Estocolmo (Angina Prognosis Study in
Stockholm [APSIS)) se evalu6 el efecto de verapamil

Fig. 4. Relacion entre la reduccién del colesterol ligado a li-
poproteinas de baja densidad (c-LDL) vy el cambio en el grosor
intima-media (GIM). Modificada de Amarenco P et al®.

o metoprolol en pacientes con angina estable duran-
te tres arfios. Al inicio del estudio a 540 de los 809 pa-
cientes incluidos se les realiz6 una ecografia carotidea
que incluyé el GIM de CC y la presencia de placas en
CC, definidas por engrosamientos localizados de la
pared con protrusiéon en la luz. La presencia de pla-
cas carotideas fue dos veces superior en los pacientes
que tuvieron un evento cardiovascular durante la evo-
lucién con respecto a los que no lo tuvieron (fig. 5).
El GIM de CC no fue predictor de eventos, sin em-
bargo, los sujetos con placas en CC presentaron un
riesgo relativo 2,73 (1,83, después de ajustar por los
principales factores de riesgo) veces superior de even-
tos que los sujetos que no presentaron eventos32. En
el estudio de Salud Cardiovascular comentado ante-
riormente, a un subgrupo de 3.502 sujetos se le rea-
lizb, junto a la ecografia carotidea, una resonancia
magnética nuclear (RMN) cerebral para estudiar la re-
lacién entre los hallazgos de ambas exploraciones. La
presencia de lesiones isquémicas en la RMN estuvie-
ron intensamente asociadas con la presencia de pla-
cas carotideas y en menor grado con su composicién
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Fig. 5. Porcentaje de presencia de placas en arteria carétida y
riesgo de revascularizacion o evento cardiovascular (muerte
cardiovascular o infarto no mortal en el estudio APSIS). Modi-
ficada de Held C et al*’. IAM: infarto agudo de miocardio.
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después de ajustar por estenosis®.

CONCLUSIONES

La deteccion de aterosclerosis preclinica a través de la
medicion del GIM carotideo y de placas ha demostra-
do ser una herramienta de enorme utilidad en la va-
loraciéon del riesgo cardiovascular al ser resultado de
la carga de factores de riesgo de un individuo a lo lar-
go de su vida. Multiples estudios han demostrado que
el GIM se asocia con los principales factores de ries-
go, con la presencia de enfermedad cardiovascular en
cualquier territorio y, lo que es méas importante, se
comporta como un excelente predictor de nuevos
eventos cardiovasculares a corto plazo. El GIM maéxi-
mo en la CI parece ser la medicién con mayor capa-
cidad de prediccion de nuevos eventos®.

En los ultimos afos el GIM carotideo se viene utili-
zando como marcador sustituto de la aterosclerosis en
la evaluacion del tratamiento de la aterosclerosis, es-
pecialmente de los farmacos hipolipemiantes, con
muy buenos resultados. Sin embargo, debido a que
los cambios en el GIM en el tiempo son pequerios, su
utilizaciéon en la monitorizacion de la eficacia de un
determinado tratamiento esta, por el momento, re-
servada Unicamente a ensayos clinicos controlados y
no tiene utilidad en la practica clinica.

En el momento presente la medicion del GIM puede
ser util para identificar a individuos con un riesgo car-
diovascular alto no detectado por otros procedimien-
tos de valoraciéon basados en los factores de riesgo
clasicos. En este grupo estarian sujetos mayores de
45 afios con riesgo intermedio calculado por las dife-
rentes tablas, o en aquellos con un factor de riesgo
extremo, como son la hipercolesterolemia familiar, la
hipertension arterial grave o el tabaquismo importan-
te35. La presencia de aterosclerosis preclinica en es-
tos sujetos deberia llevar asociada una actitud te-
rapéutica mas agresiva. La posicion contraria, es
decir, reducir la intensidad de la intervencion en suje-
tos con riesgo calculado por tablas alto pero GIM nor-
males no parece recomendable, ya que la especifici-
dad del GIM no es lo suficientemente alta como para
justificar dicha actitud®.
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FUNDAMENTO Y 0OBJETIVO: El sindrome metabélico (SM) es un trastorno relacionado con obesidad
abdominal e insulinorresistencia (IR) y con un elevado riesgo cardiovascular. Recientemente, la
International Diabetes Federation (IDF) ha propuesto una modificacién de los criterios diagnés-
ticos tradicionales del SM del Adult Treatment Panel 11l (ATP Ill). Sin embargo, la sensibilidad
de estos nuevos criterios no se ha establecido. Los objetivos del estudio fueron definir sensibili-
dad y especificidad de los diferentes criterios del SM en nuestra poblacion.

SuJETOS Y METODO: Se estudié en 177 voluntarios adultos sanos (68 varones y 109 mujeres): el
indice de masa corporal (IMC), el perimetro de cintura (PC), la presion arterial y los valores de
glucosa, insulina, lipidos y apolipoproteinas (apo) Al y B. Como indicador de IR se utilizé el in-
dice HOMA, considerando IR un indice HOMA = 3,8.

ResuLTADOS: Los sujetos con IR tuvieron mayores edad, IMC, presion arterial sistélica, triglicéridos
y apoB y menos colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad (cHDL). Un PC = 102 cm en va-
rones y = 88 cm en mujeres (criterio ATP 111) mostré baja sensibilidad para IR (el 29,4 y el 44,7%
respectivamente), con alta especificidad (el 81 y el 90%). Un PC = 94 cm en varones y =2 80 cm
en mujeres (criterio IDF) mostré buena sensibilidad (el 73,5 y el 73,7% respectivamente), pero
menor especificidad (el 57,1 y el 53,3%). Los criterios IDF mostraron mejor sensibilidad que los
ATP I, sin empeorar sustancialmente la especificidad, para el punto de corte de HOMA.
ConcLUsIONES: Los criterios del ATP Il tienen baja sensibilidad en nuestra poblacion. Los nuevos
criterios, PC = 94 cm en varones y = 80 cm en mujeres y glucemia > 100 mg/dl, mejoran 3 ve-
ces la sensibilidad diagnéstica de IR y, por tanto, parecen ser mas utiles para detectar IR en
nuestro medio.

Palabras clave: Sindrome metabdlico. Resistencia a la insulina. HOMA. Perimetro de cintura. Diagndstico.

Sensitivity and specificity of metabolic syndrome criteria for insulin resistance
diagnosis in Spanish population

BACKGROUND AND OBJECTIVE: Metabolic syndrome (MS) is an abdominal obesity and insulin resis-
tance (IR)-related syndrome associated with a high cardiovascular risk. Recently, the Interna-
tional Diabetes Federation (IDF) has proposed a modification of the Adult Treatment Panel Il
(ATP I11) diagnostic criteria. However, the sensitivity of these new criteria has not been estab-
lished. The aim of the present study was to define the sensitivity and specificity of the different
criteria used for the diagnosis of the MS in our population.

SuBJECTS AND METHOD: We studied in 177 healthy subjects, 68 men and 109 women, the body
mass index, waist circumference (WC), blood pressure, glucose, insulin, lipids and apolipopro-
teins A1 and B. The HOMA index was used as an IR indicator. IR was considered with an
HOMA index 2 3.8.

ResuLTs: Subjects with IR showed higher age, systolic blood pressure, triglycerides and apo B, and
lower HDL cholesterol. A WC > 102 cm in men and > 88 cm in women (ATP Il criteria) had a low
sensitivity for IR (29.4% and 44.7% respectively), with high specificity (81% and 90%). A WC >
94 cm in men and = 80 cm in women (IDF criteria) showed good sensitivity (73.5% and 73.7%
respectively) but less specificity (57.1% and 53.3%). The IDF criteria showed better sensitivity
than ATP Ill, without substantial change in the specificity for the different HOMA cut-off points.
ConcLusions: ATP 111 criteria had low sensitivity in our population. The new criteria (WC = 94 cm
in men and > 80 cm in women, and blood glucose > 100 mg/dL) improve three-fold the diagnos-
tic sensitivity and, therefore, seems to be more useful for detecting IR in our country.

Key words: Metabolic syndrome. Insulin resistance. HOMA. Waist circumference. Diagnosis.
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El sindrome metabdlico (SM) es un tras-
torno complejo que se caracteriza por la
presencia de un grupo de factores de
riesgo cardiovascular que tienden a pre-
sentarse de forma conjunta y podrian te-
ner una base etiopatogénica comun inti-
mamente relacionada con la obesidad,
muy especialmente con la acumulacion
abdominal de grasal. La importancia del
SM radica en su elevada y creciente pre-
valencia en los pafses occidentales? que
confiere a los pacientes que lo presentan
un elevado riesgo de enfermedad cardio-
vascular y de posterior desarrollo de dia-
betes mellitus (DM)3. Por todo ello, el SM
es uno de los principales problemas de
salud en la mayor parte de los paises de-
sarrollados, incluida Espafia®.

Aunque se conocia desde hacia décadas
que diferentes factores de riesgo como la
DM, la hipertension arterial (HTA) o la
dislipemia se presentaban de forma con-
junta con una frecuencia superior a la es-
perada“, no fue hasta 1988 cuando Rea-
ven® sistematizd el cuadro metabdlico,
definié sus componentes y adelanté su
mecanismo fisiopatolégico fundamental,
la resistencia periférica a la insulina aso-
ciada con la obesidad.

Sin embargo, no ha sido hasta el afio
2001 cuando el conocido grupo de profe-
sionales de Estados Unidos denominado
US National Cholesterol Education Pro-
gram: Adult Treatment Panel Il (ATP 1lI)
establecié una denominacién Unica, unos
criterios clinicos sencillos para su diag-
nostico, subrayé la importancia del SM
como factor de riesgo cardiovascular y del
tratamiento de sus componentes®. Aun-
que existen otros criterios diagnosticos del
SM7, incluso anteriores a los criterios del
ATP lll, son bastante concordantes con
éstos pero mucho menos utilizados en la
actualidad.

A partir del informe del ATP Ill, el interés
clinico y cientifico del SM viene crecien-
do de forma exponencial en los Ultimos
afios y, aunque con reticencias sobre la
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conveniencia de su existencia como enti-
dad clinica diferenciada’®, una gran parte
de la comunidad cientifica ve el SM
como una buena férmula para identificar
y tratar a sujetos en elevado riesgo cardio-
vascular'!. Muy recientemente la Interna-
tional Diabetes Federation (IDF) ha pro-
puesto una modificacion de los criterios
iniciales del ATP Ill con tres cambios: a)
definir como condicion esencial la obesidad
central; b) establecer puntos de corte dife-
rentes del perimetro de cintura (PC) de
acuerdo con el origen étnico de la pobla-
cion donde se aplique, y ¢) reducir la cifra
de glucemia de = 110 mg/dl a > 100 mg/dl.
En nuestro medio, mayoritariamente de ori-
gen europeo, proponen como criterios para
el SM un PC > 94 cm en varones y > 80
cm en mujeres!?. Sin embargo, la sensibili-
dad y la especificidad de estos nuevos cri-
terios no se ha establecido.

Los objetivos del presente estudio son de-
finir sensibilidad y especificidad de los cri-
terios diagnésticos del SM segun los crite-
rios propuestos por la IDF con respecto a
los previos del ATP Ill'y, en su caso, pro-
poner nuevos valores de PC ajustados a
nuestra poblacion.

Sujetos y método

Sujetos

Se estudiaron a 177 voluntarios, 68 varones y 109
mujeres, a quienes se realizd una evaluacién médica
sistematica en su centro de trabajo. Los criterios de
exclusion fueron: sujetos menores de 25 afios y ma-
yores de 65 afos, consumo excesivo de alcohol (>
30 g/dia), enfermedad aguda en curso o uso actual
de farmacos que modifiquen el metabolismo lipidico
o glucidico (p. €j., farmacos antidiabéticos, antihiper-
tensivos, hipolipemiantes y de tratamiento hormonal
sustitutivo). Todos los sujetos firmaron un consenti-
miento informado y el comité de investigacion del
hospital aprobd el protocolo del estudio. Ademas, se
cumplieron las normas éticas de la Declaracion de
Helsinki de 1975, revisada en octubre del afio 2000.
Las medidas antropométricas incluyeron: edad, sexo,
peso, talla, indice de masa corporal (IMC), PC y pre-
sion arterial. Todas las medidas se realizaron con los
sujetos llevando ropa hospitalaria, con minima ropa
interior y sin zapatos. Para el peso se utilizd una ba-
lanza calibrada con una escala de 0,1 kg, y la talla se
midié con un tallimetro montado en la pared con una
escala de 1 mm. EI PC se midié con una cinta mili-
metrada e inelastica (Gulick II, Country Technology,
Inc.). La cinta milimetrada se colocé directamente
sobre la piel del sujeto mientras éste estaba de pie,
frente al investigador y con ambos miembros superio-
res colgando libremente a los lados del cuerpo. La
medida fue tomada inmediatamente sobre las crestas
iliacas y al final de la espiracién. Antes de tomar la
lectura, se prest6 especial atencion en ubicar la cinta
milimetrada perpendicular al eje longitudinal del
cuerpo del sujeto y horizontal al suelo. La presién ar-
terial se midi6 siguiendo las recomendaciones del VII
Informe del Comité Nacional Conjunto para la Pre-
vencion, Deteccion, Evaluacién y Tratamiento de la
Hipertension Arterial (JNC-VII, Seventh Report of the
Joint National Committee on Prevention, Detection,
Evaluation, and Treatment of High Blood Pressure)'.
Las principales caracteristicas de este grupo de suje-
tos han sido publicadas anteriormente!4.

Estudios analiticos

Las muestras se obtuvieron entre las 8.00 y las 9.00 h,
después de al menos 10 h de ayuno. La glucosa plas-
matica se determiné por el método de la glucosa-oxi-

TABLA 1

Caracteristicas clinicas y lipidicas de los sujetos estudiados, segtn valores

del indice HOMA

Variable HOMA < 3,8 HOMA = 3,8 p Todos
(n = 92), media (DE) (n = 85), media (DE) (n = 177), media (DE)

Sexo (varén/mujer), % 26/74 48/52 0,005 38/62
Edad, afios 39 (9) 43 (8) 0,005 41 (9)
IMC 24,1 (3) 26,5 (3,5) 0,000 25,2 (3,4)
PC, cm 83,5(9,5) 92,1(11) 0,000 87,5(11,2)
PAS, mmHg 117 (13) 125 (13) 0,001 121 (13)
PAD, mmHg 76 (8) 79 (9) NS 77 (9)
Colesterol, mg/dl 206 (34) 215 (42) NS 211 (39)
TG, mg/dl 60 (24) 90 (55) 0,000 74 (43)
cHDL, mg/dl 61 (13) 53 (15) 0,001 57 (14)
cLDL, mg/dl 133 (29) 142 (39) NS 138 (36)
ApoAl, mg/dl 134 (18) 128 (20) NS 132 (19)
ApoB, mg/d| 86 (189 98 (26) 0,004 94 (25)
Glucosa, mg/dl 93 (10) 102 (9) 0,000 98 (11)
Insulinemia, nU/mi 11,9 (2,6) 21,0 (5,6) 0,000 16,2 (6,3)
Indice HOMA 2,7 (0,6) 2,7 (0,6) 0,000 4,0 (2,0)

apoAl: apolipoproteina Al; apoB: apolipoproteina B; cHDL: colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad; cLDL: colesterol
unido a lipoproteinas de baja densidad; DE: desviacion estandar; IMC: indice de masa corporal; Indice HOMA: modelo para la
evaluacion de la insulinorresistencia (del inglés, homeostasis model assessment for insulin resistance); NS: no significativo; PAD:
presion arterial diastdlica; PAS: presion arterial sistélica; PC: perimetro de cintura; TG: triglicéridos.

dasa. El colesterol contenido en las fracciones lipoprotei-
nicas, los triglicéridos séricos y el acido Urico se midie-
ron enziméticamente. La apolipoproteina Al (apoAl) y
apolipoprotefna B (apoB) se midieron por inmunonefe-
lometria. El colesterol unido a lipoproteinas de baja
densidad (cLDL) se calculd segin la férmula de Frie-
dewald'®. La medicién de la insulina se realiz6 por ra-
dioinmunoanélisis con un kit comercial (Linco Rese-
arch Inc.).

Con los datos hasta aqui obtenidos, se aplicé a todos
los sujetos los criterios diagndsticos del ATP 111° de la
siguiente forma (cuando tres de los criterios estan pre-
sentes, se puede considerar el diagnéstico de SM):

1. Obesidad abdominal (perimetro de cintura): varones,
> 102 cm; mujeres, > 88 cm.

2. Triglicéridos = 150 mg/dl.

3. Colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad
(cHDL): varones, < 40 mg/dl; mujeres, < 50 mg/dl.

4. Presion arterial > 130/> 85 mmHg.

5. Glucemia en ayunas > 110 mg/dl.

Como indicador de insulinorresistencia (IR) se utilizé
el modelo para la evaluacion de la IR (HOMA, home-
ostasis model assessment for insulin resistance)®. El
HOMA se calculé a partir de una Unica determina-
cion de insulinemia y de la siguiente forma:

Indice HOMA = [glucemia en ayunas (mmol/l)
x insulinemia en ayunas (uU/mi)1/ 22,5

Definicion de insulinorresistencia

Se definié la IR basada en el HOMA, con el punto de
corte que expresa IR: indice HOMA > 3,8. Se definio
este punto de corte considerando un estudio de As-
caso et al’, quienes seleccionaron a 96 sujetos espa-
floles que no tenfan caracteristicas clinicas ni analiti-
cas del sindrome de insulinorresistencia y obtuvieron
que el percentil 90 para el valor del indice HOMA es-
taba en 3,8.

Andélisis estadistico

Se utilizo el estadigrafo de la t de Student para deter-
minar si habia diferencias significativas entre los gru-
pos de sujetos con y sin SM segun las variables estu-
diadas. Se construyeron curvas de caracteristicas
operativas para el receptor (curvas ROC) para el cél-
culo de la sensibilidad y la especificidad que implica
la definicién diagnostica del SM segun el ATP Il y la
IDF y para el célculo de la sensibilidad y la especifici-
dad de los puntos de corte de PC y glucemia. Se ob-
tuvo estas curvas al representar la frecuencia de ver-
daderos positivos (sensibilidad) y la frecuencia de
falsos positivos (1 — especificidad) a lo largo de los
ejes vertical y horizontal, respectivamente, y conside-
rando al indice HOMA < 3,8 como sensibilidad nor-
mal a la insulina. Todos los procedimientos estadisti-

cos se realizaron con el programa estadistico SPSS
para Windows versién 11.0.1 y se calcularon con un
intervalo de confianza del 95%.

Resultados

Las mediciones antropomeétricas y los re-
sultados de los estudios analiticos de los
sujetos incluidos en este estudio segun la
presencia o ausencia de IR se presentan
en la tabla 1. Para el valor de HOMA utili-
zado como punto de corte, encontramos
que los sujetos que tienen mayores valo-
res del indice HOMA tienen significativa-
mente mayores edad, IMC, presion arterial
sistolica, triglicéridos y apoB y menores ci-
fras de cHDL. No se encontraron diferen-
cias significativas en cuanto a presion ar-
terial diastolica, colesterol total y cLDL
segun el valor de HOMA utilizado. Las
concentraciones de apoAl fueron signifi-
cativamente diferentes entre los grupos.
A pesar de los criterios de exclusion, se
detectd en la muestra a 24 (13,5%) suje-
tos con cifras elevadas de presion arte-
rial, 66 (37,3%) sujetos con sobrepeso,
13 (7,3%) obesos y 3 (1,7%) sujetos con
cifras de glucemia de 126 mg/dl.

Los nuevos puntos de corte para el PCy
la glucemia propuestos por la IDF mejo-
ran la sensibilidad y la especificidad de
estas variables para el diagnostico de IR,
evaluado por el indice HOMA (tabla 2).
En cuanto al PC, utilizando las cifras pro-
puestas por el ATP Il para el diagnéstico
del SM, en nuestros casos se obtuvo un
44,7% de sensibilidad diagnostica de IR
en mujeres y un 73,7% segln las cifras
propuestas por la IDF. Por otro lado, la
especificidad cae desde el 90% para las
cifras del ATP Il al 53,3% para las cifras
de la IDF. El analisis ROC para el PC en
varones y utilizando el punto de corte del
HOMA en 3,8 no fue significativo. Se ob-
tuvo similares resultados para las cifras
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Fig. 1. Curvas ROC que
muestran las proporciones
de verdaderos positivos
(sensibilidad) y de falsos
positivos (1 - especifici-
dad) utilizando los criterios
diagndsticos del sindrome
metabdlico propuestos por
el ATP Il y los propuestos
por la IDF. Indice HOMA >
38 como criterio de insuli-
norresistencia, las areas bajo
las curvas fueron de 0,750
(significacion asintdtica p =
0,000) y de 0,774 (significa-
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TABLA 2

Sensibilidad y especificidad de los puntos de corte del perimetro de cintura segin
el sexo y de los puntos de corte de la glucemia para detectar insulinorresistencia

3,8 <HOMA = 3,8
Criterios Puntos de corte Sexo
S E Area
ATP I PC =102 cm Varén 29,4% 81,0% 0,651
IDF PC =94 cm Varén 73,5% 57,1%
ATP I PC =88 cm Mujer 44,7% 90,0% 0,718°
IDF PC=80cm Mujer 73,7% 53,3%
ATP Il Glucemia = 110? 19,2% 98,8% 0,773
IDF Glucemia = 1007 57,5% 86,4%

Area: area bajo la curva ROC; ATP IIl: Adult Treatment Panel Ill; E: especificidad; HOMA: modelo para la evaluacion de la insuli-
norresistencia (del inglés, homeostasis model assessment for insulin resistance); IDF: International Diabetes Federation; PC: pe-

rimetro de cintura; S: sensibilidad.
2En mg/dl.
bSignificacion asintética de la curva ROC, p < 0,001.

de glucemia, y se encontré una sensibili-
dad del 19,2 y el 57,5% para las cifras
propuestas por el ATP Ill y la IDF, res-
pectivamente. Con respecto a la especifi-
cidad, ésta va desde el 98,8% con las ci-
fras del ATP Il al 86,4% con las cifras de
la IDF. La curva ROC obtenida para las
cifras de glucemia mostrd significacion
estadistica, con un area bajo la curva sig-
nificativamente amplia.

TABLA 3

Sensibilidad y especificidad de los criterios
diagnésticos de sindrome metabdlico (SM)
del ATP Ill y de la IDF

Criterios de SM 3,8 <HOMA > 3,8
(3 0 mas criterios) s E Area
ATP I 13,7% | 100% 0,750*
IDF 34,2% 93,8% | 0,774*

Area: 4rea bajo la curva ROC; ATP III: Adult Treatment Panel
Il; E: especificidad; HOMA: modelo para la evaluacién de la
insulinorresistencia (del inglés, homeostasis model assess-
ment for insulin resistance); IDF: International Diabetes Fede-
ration; S: sensibilidad.

*Significacion asintética de la curva ROC, p < 0,001.
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La tabla 3 muestra la sensibilidad y la es-
pecificidad con que se cuenta cuando un
sujeto presenta 3 0 méas de los criterios
diagnosticos de SM seguin el ATP 1l o con
la aplicacion de los criterios de la IDF.
Como puede verse, estos criterios tienen
una baja sensibilidad y alta especificidad
en la muestra estudiada. No obstante, la
introduccion de los cambios propuestos
por la IDF garantizan un incremento de
casi 3 veces en la sensibilidad diagnosti-
ca para el SM, que pasa desde un 13,7%
a un 34,2% utilizando como punto de
corte para el HOMA un valor de 3,8. Las
curvas ROC realizadas mostraron signifi-
cacion estadistica (fig. 1).

Discusion

En nuestro estudio escogimos el indice
HOMA como variable que puede expre-
sar IR. Si bien es cierto que el clamp eu-
glucémico es el estandar para el diagnos-
tico de la IR!8, el indice HOMA ha sido
ampliamente usado y se correlaciona con

el clamp euglucémico, por lo que es un
método bien establecido de estimacion
indirecta de IR19?°. En estudios previos
de nuestro grupo demostramos que el in-
dice HOMA se correlaciona muy bien con
los componentes del SM en nuestra po-
blacion y con otras variables también re-
lacionadas con esta entidad!4.

La IDF propone criterios diagndésticos para
el SM en los cuales la condiciéon esencial
es la existencia de obesidad central; ade-
mas, proponen disminuir el punto de cor-
te del PC, diferente seglin sexo y segln
condicién étnica, y de la glucemia a partir
de los cuales considerarlo criterio diag-
noéstico de SM'2. En la muestra estudiada
los puntos de corte propuestos por la IDF
elevan significativamente la sensibilidad
de estas variables para expresar IR con
poco detrimento de la especificidad en
muijeres, lo cual se aviene mejor a lo que
esperamos de estos métodos de detec-
cién del SM aplicados en la atencion pri-
maria. En nuestras curvas ROC para el
PC, segln sexo y valores de HOMA, asi
como para la glucemia, también segun
valores de HOMA, las cifras que mejor
balance muestran entre sensibilidad y es-
pecificidad son las propuestas por la IDF.
Nuestros resultados expresan que los cri-
terios diagnosticos para el SM, 3 0 més
segin ATP lll, tienen baja sensibilidad y
alta especificidad, lo que coincide con
otros autores. Por ejemplo, Liao Y et al®®
han demostrado que los criterios para el
diagnostico del SM aportados por el ATP
Il son insuficientes e incluso son menos
sensibles que otros criterios elaborados
por otros grupos de expertos. En ese sen-
tido, recientemente se publicé una actua-
lizacion de los criterios diagnosticos del
SM elaborados por el ATP Ill en los que
se asume que el punto de corte para
considerar un diagnéstico de SM por la
glucemia sea 100 mg/dl y se reconoce la
diferencia étnica en cuanto al punto de
corte para el PCL. De esta manera, la in-
troduccioén de los nuevos puntos de corte
para el PC y para la glucemia aumentan
considerablemente la sensibilidad de es-
tos criterios en nuestra muestra, por lo
que consideramos que se debe asumir-
se. A pesar de las modificaciones pro-
puestas, los criterios diagnosticos del SM,
segun la IDF, contintan teniendo escasa
sensibilidad para el diagnéstico de IR (al-
rededor del 34%).

Nuestro estudio tiene limitaciones, ya que
fue realizado en sujetos «normales» y me-
nores de 65 afios, lo cual puede limitar su
extrapolacion a grupos de sujetos de ma-
yor edad, con enfermedades establecidas
0 que consuman medicamentos que mo-
difican la sensibilidad a la insulina. Final-
mente se deben interpretar con cautela
nuestros resultados, teniendo en cuenta
que el tamafio de la muestra no es repre-
sentativo de la poblacion espafiola.
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En conclusion, los criterios diagnosticos
de SM propuestos por el ATP Il tienen
muy baja sensibilidad y alta especificidad
para el diagnoéstico de IR. La modifica-
cién de la IDF'? en los puntos de corte
del PC y de la glucemia mejoran la sensi-
bilidad diagnoéstica en la poblacion espa-
fiola y, por tanto, parece razonable apli-
car dichas propuestas en la practica
clinica.
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Sensibilidad y especificidad de los criterios
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FuNDAMENTO Y 0BJETIVO: El sindrome metabélico (SM) es un trastorno relacionado con obesidad
abdominal e insulinorresistencia (IR) y con un elevado riesgo cardiovascular. Recientemente, la
International Diabetes Federation (IDF) ha propuesto una modificacién de los criterios diagnés-
ticos tradicionales del SM del Adult Treatment Panel 11l (ATP Ill). Sin embargo, la sensibilidad
de estos nuevos criterios no se ha establecido. Los objetivos del estudio fueron definir sensibili-
dad y especificidad de los diferentes criterios del SM en nuestra poblacion.

SUJETOS Y METODO: Se estudié en 177 voluntarios adultos sanos (68 varones y 109 mujeres): el
indice de masa corporal (IMC), el perimetro de cintura (PC), la presion arterial y los valores de
glucosa, insulina, lipidos y apolipoproteinas (apo) Al y B. Como indicador de IR se utiliz6 el in-
dice HOMA, considerando IR un indice HOMA > 3,8.

REsuLTADOS: Los sujetos con IR tuvieron mayores edad, IMC, presion arterial sistélica, triglicéridos
y apoB y menos colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad (cHDL). Un PC > 102 cm en va-
rones y > 88 cm en mujeres (criterio ATP 111) mostré baja sensibilidad para IR (el 29,4 y el 44,7%
respectivamente), con alta especificidad (el 81 y el 90%). Un PC = 94 cm en varones y > 80 cm
en mujeres (criterio IDF) mostré buena sensibilidad (el 73,5 y el 73,7% respectivamente), pero
menor especificidad (el 57,1 y el 53,3%). Los criterios IDF mostraron mejor sensibilidad que los
ATP Ill, sin empeorar sustancialmente la especificidad, para el punto de corte de HOMA.
ConcLUSIONES: Los criterios del ATP Ill tienen baja sensibilidad en nuestra poblacién. Los nuevos
criterios, PC > 94 cm en varones y > 80 cm en mujeres y glucemia > 100 mg/dl, mejoran 3 ve-
ces la sensibilidad diagnédstica de IR y, por tanto, parecen ser mas utiles para detectar IR en
nuestro medio.

Palabras clave: Sindrome metabdlico. Resistencia a la insulina. HOMA. Perimetro de cintura. Diagnéstico.

Sensitivity and specificity of metabolic syndrome criteria for insulin resistance
diagnosis in Spanish population

BACKGROUND AND OBJECTIVE: Metabolic syndrome (MS) is an abdominal obesity and insulin resis-
tance (IR)-related syndrome associated with a high cardiovascular risk. Recently, the Interna-
tional Diabetes Federation (IDF) has proposed a modification of the Adult Treatment Panel 111
(ATP 111) diagnostic criteria. However, the sensitivity of these new criteria has not been estab-
lished. The aim of the present study was to define the sensitivity and specificity of the different
criteria used for the diagnosis of the MS in our population.

SuBJECTS AND METHOD: We studied in 177 healthy subjects, 68 men and 109 women, the body
mass index, waist circumference (WC), blood pressure, glucose, insulin, lipids and apolipopro-
teins Al and B. The HOMA index was used as an IR indicator. IR was considered with an
HOMA index > 3.8.

ResuLTs: Subjects with IR showed higher age, systolic blood pressure, triglycerides and apo B, and
lower HDL cholesterol. A WC > 102 cm in men and > 88 cm in women (ATP Il criteria) had a low
sensitivity for IR (29.4% and 44.7% respectively), with high specificity (81% and 90%). A WC >
94 cm in men and = 80 cm in women (IDF criteria) showed good sensitivity (73.5% and 73.7%
respectively) but less specificity (57.1% and 53.3%). The IDF criteria showed better sensitivity
than ATP Ill, without substantial change in the specificity for the different HOMA cut-off points.
Concrusions: ATP 111 criteria had low sensitivity in our population. The new criteria (WC = 94 cm
in men and > 80 cm in women, and blood glucose > 100 mg/dL) improve three-fold the diagnos-
tic sensitivity and, therefore, seems to be more useful for detecting IR in our country.

Key words: Metabolic syndrome. Insulin resistance. HOMA. Waist circumference. Diagnosis.
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El sindrome metabdlico (SM) es un tras-
torno complejo que se caracteriza por la
presencia de un grupo de factores de
riesgo cardiovascular que tienden a pre-
sentarse de forma conjunta y podrian te-
ner una base etiopatogénica comun inti-
mamente relacionada con la obesidad,
muy especialmente con la acumulacion
abdominal de grasal. La importancia del
SM radica en su elevada y creciente pre-
valencia en los paises occidentales® que
confiere a los pacientes que lo presentan
un elevado riesgo de enfermedad cardio-
vascular y de posterior desarrollo de dia-
betes mellitus (DM)3. Por todo ello, el SM
es uno de los principales problemas de
salud en la mayor parte de los paises de-
sarrollados, incluida Esparia®.

Aunque se conocia desde hacia décadas
que diferentes factores de riesgo como la
DM, la hipertension arterial (HTA) o la
dislipemia se presentaban de forma con-
junta con una frecuencia superior a la es-
perada*, no fue hasta 1988 cuando Rea-
ven® sistematizd6 el cuadro metabdlico,
definié sus componentes y adelantd su
mecanismo fisiopatolégico fundamental,
la resistencia periférica a la insulina aso-
ciada con la obesidad.

Sin embargo, no ha sido hasta el afio
2001 cuando el conocido grupo de profe-
sionales de Estados Unidos denominado
US National Cholesterol Education Pro-
gram: Adult Treatment Panel Il (ATP 1II)
establecié una denominacién Unica, unos
criterios clinicos sencillos para su diag-
noéstico, subrayd la importancia del SM
como factor de riesgo cardiovascular y del
tratamiento de sus componentes®. Aun-
que existen otros criterios diagnosticos del
SM7®_ incluso anteriores a los criterios del
ATP I, son bastante concordantes con
éstos pero mucho menos utilizados en la
actualidad.

A partir del informe del ATP Ill, el interés
clinico y cientifico del SM viene crecien-
do de forma exponencial en los ultimos
afios y, aunque con reticencias sobre la
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conveniencia de su existencia como enti-
dad clinica diferenciada’®, una gran parte
de la comunidad cientifica ve el SM
como una buena férmula para identificar
y tratar a sujetos en elevado riesgo cardio-
vasculartl. Muy recientemente la Interna-
tional Diabetes Federation (IDF) ha pro-
puesto una modificacién de los criterios
iniciales del ATP Il con tres cambios: a)
definir como condicion esencial la obesidad
central; b) establecer puntos de corte dife-
rentes del perimetro de cintura (PC) de
acuerdo con el origen étnico de la pobla-
cion donde se aplique, y ¢) reducir la cifra
de glucemia de > 110 mg/dl a > 100 mg/dl.
En nuestro medio, mayoritariamente de ori-
gen europeo, proponen como criterios para
el SM un PC =94 cm en varones y > 80
cm en mujeres!?. Sin embargo, la sensibili-
dad y la especificidad de estos nuevos cri-
terios no se ha establecido.

Los objetivos del presente estudio son de-
finir sensibilidad y especificidad de los cri-
terios diagnosticos del SM segln los crite-
rios propuestos por la IDF con respecto a
los previos del ATP Ill'y, en su caso, pro-
poner nuevos valores de PC ajustados a
nuestra poblacion.

Sujetos y método

Sujetos

Se estudiaron a 177 voluntarios, 68 varones y 109
mujeres, a quienes se realiz6 una evaluacion médica
sistematica en su centro de trabajo. Los criterios de
exclusion fueron: sujetos menores de 25 afios y ma-
yores de 65 afios, consumo excesivo de alcohol (>
30 g/dia), enfermedad aguda en curso o uso actual
de farmacos que modifiquen el metabolismo lipidico
o glucidico (p. €j., farmacos antidiabéticos, antihiper-
tensivos, hipolipemiantes y de tratamiento hormonal
sustitutivo). Todos los sujetos firmaron un consenti-
miento informado y el comité de investigacion del
hospital aprob¢ el protocolo del estudio. Ademads, se
cumplieron las normas éticas de la Declaracion de
Helsinki de 1975, revisada en octubre del afio 2000.
Las medidas antropométricas incluyeron: edad, sexo,
peso, talla, indice de masa corporal (IMC), PC y pre-
sion arterial. Todas las medidas se realizaron con los
sujetos llevando ropa hospitalaria, con minima ropa
interior y sin zapatos. Para el peso se utilizé una ba-
lanza calibrada con una escala de 0,1 kg, v la talla se
midié con un tallimetro montado en la pared con una
escala de 1 mm. EI PC se midi¢ con una cinta mili-
metrada e ineldstica (Gulick Il, Country Technology,
Inc.). La cinta milimetrada se colocé directamente
sobre la piel del sujeto mientras éste estaba de pie,
frente al investigador y con ambos miembros superio-
res colgando libremente a los lados del cuerpo. La
medida fue tomada inmediatamente sobre las crestas
iliacas y al final de la espiracién. Antes de tomar la
lectura, se prest6 especial atencién en ubicar la cinta
milimetrada perpendicular al eje longitudinal del
cuerpo del sujeto y horizontal al suelo. La presién ar-
terial se midioé siguiendo las recomendaciones del VII
Informe del Comité Nacional Conjunto para la Pre-
vencion, Deteccion, Evaluacion y Tratamiento de la
Hipertension Arterial (JNC-VII, Seventh Report of the
Joint National Committee on Prevention, Detection,
Evaluation, and Treatment of High Blood Pressure)®3.
Las principales caracteristicas de este grupo de suje-
tos han sido publicadas anteriormente!.

Estudios analiticos

Las muestras se obtuvieron entre las 8.00 y las 9.00 h,
después de al menos 10 h de ayuno. La glucosa plas-
matica se determind por el método de la glucosa-oxi-

TABLA1

Caracteristicas clinicas y lipidicas de los sujetos estudiados, segtin valores

del indice HOMA

Variable HOMA < 3,8 HOMA = 3,8 p Todos
(n = 92), media (DE) (n = 85), media (DE) (n = 177), media (DE)

Sexo (varon/mujer), % 26/74 48/52 0,005 38/62
Edad, anos 39 (9) 43 (8) 0,005 41 (9)
IMC 24,1 (3) 26,5 (3,5) 0,000 25,2 (3,4)
PC, cm 83,5(9,5) 92,1(11) 0,000 87,5(11,2)
PAS, mmHg 117 (13) 125 (13) 0,001 121 (13)
PAD, mmHg 76 (8) 79 (9) NS 77 (9)
Colesterol, mg/dl 206 (34) 215 (42) NS 211 (39)
TG, mg/dl 60 (24) 90 (55) 0,000 74 (43)
cHDL, mg/dl 61 (13) 53 (15) 0,001 57 (14)
cLDL, mg/dl 133 (29) 142 (39) NS 138 (36)
ApoAl, mg/dl 134 (18) 128 (20) NS 132 (19)
ApoB, mg/d| 86 (189 98 (26) 0,004 94 (25)
Glucosa, mg/dl 93 (10) 102 (9) 0,000 98 (11)
Insulinemia, uU/ml 11,9 (2,6) 21,0 (5,6) 0,000 16,2 (6,3)
Indice HOMA 2,7 (0,6) 2,7 (0,6) 0,000 4,0 (2,0)

apoAl: apolipoproteina Al; apoB: apolipoproteina B; cHDL: colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad; cLDL: colesterol
unido a lipoproteinas de baja densidad; DE: desviacion estandar; IMC: indice de masa corporal; indice HOMA: modelo para la
evaluacion de la insulinorresistencia (del inglés, homeostasis model assessment for insulin resistance); NS: no significativo; PAD:
presion arterial diastélica; PAS: presion arterial sistélica; PC: perimetro de cintura; TG: triglicéridos.

dasa. El colesterol contenido en las fracciones lipoprotei-
nicas, los triglicéridos séricos y el acido Urico se midie-
ron enziméaticamente. La apolipoproteina Al (apoAl) y
apolipoproteina B (apoB) se midieron por inmunonefe-
lometria. El colesterol unido a lipoproteinas de baja
densidad (cLDL) se calculé segln la férmula de Frie-
dewald*®. La medicién de la insulina se realizé por ra-
dioinmunoanélisis con un kit comercial (Linco Rese-
arch Inc.).

Con los datos hasta aqui obtenidos, se aplicé a todos
los sujetos los criterios diagnosticos del ATP 111° de la
siguiente forma (cuando tres de los criterios estan pre-
sentes, se puede considerar el diagnéstico de SM):

1. Obesidad abdominal (perimetro de cintura): varones,
> 102 cm; mujeres, > 88 cm.

2. Triglicéridos = 150 mg/dl.

3. Colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad
(cHDL): varones, < 40 mg/dl; mujeres, < 50 mg/dl.

4. Presion arterial > 130/ 85 mmHg.

5. Glucemia en ayunas > 110 mg/dl.

Como indicador de insulinorresistencia (IR) se utilizd
el modelo para la evaluacion de la IR (HOMA, home-
ostasis model assessment for insulin resistance)®. El
HOMA se calcul6 a partir de una Unica determina-
cién de insulinemia y de la siguiente forma:

{ndice HOMA = [glucemia en ayunas (mmol/l)
x insulinemia en ayunas (uU/ml)] / 22,5

Definicion de insulinorresistencia

Se definié la IR basada en el HOMA, con el punto de
corte que expresa IR: indice HOMA > 3,8. Se definio
este punto de corte considerando un estudio de As-
caso et al'’, quienes seleccionaron a 96 sujetos espa-
foles que no tenian caracteristicas clinicas ni analiti-
cas del sindrome de insulinorresistencia y obtuvieron
que el percentil 90 para el valor del indice HOMA es-
taba en 3,8.

Andélisis estadistico

Se utilizé el estadigrafo de la t de Student para deter-
minar si habia diferencias significativas entre los gru-
pos de sujetos con y sin SM segun las variables estu-
diadas. Se construyeron curvas de caracteristicas
operativas para el receptor (curvas ROC) para el cél-
culo de la sensibilidad y la especificidad que implica
la definicién diagnostica del SM segtn el ATP Il y la
IDF y para el célculo de la sensibilidad y la especifici-
dad de los puntos de corte de PC y glucemia. Se ob-
tuvo estas curvas al representar la frecuencia de ver-
daderos positivos (sensibilidad) y la frecuencia de
falsos positivos (1 — especificidad) a lo largo de los
ejes vertical y horizontal, respectivamente, y conside-
rando al indice HOMA < 3,8 como sensibilidad nor-
mal a la insulina. Todos los procedimientos estadisti-

cos se realizaron con el programa estadistico SPSS
para Windows versiéon 11.0.1 y se calcularon con un
intervalo de confianza del 95%.

Resultados

Las mediciones antropométricas y los re-
sultados de los estudios analiticos de los
sujetos incluidos en este estudio segun la
presencia o ausencia de IR se presentan
en la tabla 1. Para el valor de HOMA utili-
zado como punto de corte, encontramos
que los sujetos que tienen mayores valo-
res del indice HOMA tienen significativa-
mente mayores edad, IMC, presion arterial
sistolica, triglicéridos y apoB y menores ci-
fras de cHDL. No se encontraron diferen-
cias significativas en cuanto a presion ar-
terial diastolica, colesterol total y cLDL
segun el valor de HOMA utilizado. Las
concentraciones de apoAl fueron signifi-
cativamente diferentes entre los grupos.
A pesar de los criterios de exclusion, se
detectd en la muestra a 24 (13,5%) suje-
tos con cifras elevadas de presion arte-
rial, 66 (37,3%) sujetos con sobrepeso,
13 (7,3%) obesos y 3 (1,7%) sujetos con
cifras de glucemia de 126 mg/dl.

Los nuevos puntos de corte para el PCy
la glucemia propuestos por la IDF mejo-
ran la sensibilidad y la especificidad de
estas variables para el diagnostico de IR,
evaluado por el indice HOMA (tabla 2).
En cuanto al PC, utilizando las cifras pro-
puestas por el ATP Il para el diagnéstico
del SM, en nuestros casos se obtuvo un
44,7% de sensibilidad diagnéstica de IR
en mujeres y un 73,7% segun las cifras
propuestas por la IDF. Por otro lado, la
especificidad cae desde el 90% para las
cifras del ATP Il al 53,3% para las cifras
de la IDF. El analisis ROC para el PC en
varones y utilizando el punto de corte del
HOMA en 3,8 no fue significativo. Se ob-
tuvo similares resultados para las cifras
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Fig. 1. Curvas ROC que
muestran las proporciones
de verdaderos positivos
(sensibilidad) y de falsos
positivos (1 - especifici-
dad) utilizando los criterios
diagnosticos del sindrome
metabdlico propuestos por
el ATP Ill y los propuestos
por la IDF. Indice HOMA >
38 como criterio de insuli-
norresistencia, las dreas bajo
las curvas fueron de 0,750
(significacion asintdtica p =
0,000) y de 0,774 (significa-

— |IDF

cién asintdtica p = 0,000),
para los criterios del ATP
Il 'y de la IDF, respectiva-
mente. ATP [II: Adult Treat-
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ment Panel Ill: HOMA: mo-
delo para la evaluacion de
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la insulinorresistencia (del
inglés, homeostasis model as-
sesment for insulin resistan-
ce); IDF: International Diabe-
tes Federation.

1,00

TABLA 2

Sensibilidad y especificidad de los puntos de corte del perimetro de cintura segin
el sexo y de los puntos de corte de la glucemia para detectar insulinorresistencia

3,8<HOMA=3,8
Criterios Puntos de corte Sexo
S E Area
ATP Il PC =102 cm Varén 29,4% 81,0% 0,651
IDF PC =94 cm Varén 73,5% 57,1%
ATP Il PC =88 cm Mujer 44,7% 90,0% 0,718°
IDF PC=80cm Mujer 73,7% 53,3%
ATP I Glucemia = 1107 19,2% 98,8% 0,773°
IDF Glucemia = 100° 57,5% 86,4%

Area: area bajo la curva ROC; ATP IlI: Adult Treatment Panel IlI; E: especificidad; HOMA: modelo para la evaluacion de la insuli-
norresistencia (del inglés, homeostasis model assessment for insulin resistance); IDF: International Diabetes Federation; PC: pe-

rimetro de cintura; S: sensibilidad.
2En mg/dl.
“Significacion asintética de la curva ROC, p < 0,001.

de glucemia, y se encontré una sensibili-
dad del 19,2 y el 57,5% para las cifras
propuestas por el ATP Ill y la IDF, res-
pectivamente. Con respecto a la especifi-
cidad, ésta va desde el 98,8% con las ci-
fras del ATP Il al 86,4% con las cifras de
la IDF. La curva ROC obtenida para las
cifras de glucemia mostrd significacion
estadistica, con un &rea bajo la curva sig-
nificativamente amplia.

TABLA 3

Sensibilidad y especificidad de los criterios
diagnésticos de sindrome metabdlico (SM)
del ATP Il y de la IDF

Criterios de SM 3,8 <HOMA > 3,8
(3 o mas criterios) s E Area
ATP Il 13,7% | 100% 0,750*
IDF 34,2% 93,8% 0,774*

Area: 4rea bajo la curva ROC; ATP IlI: Adult Treatment Panel
IIl; E: especificidad; HOMA: modelo para la evaluacién de la
insulinorresistencia (del inglés, homeostasis model assess-
ment for insulin resistance); IDF: International Diabetes Fede-
ration; S: sensibilidad.

*Significacién asintética de la curva ROC, p < 0,001.

170 Med ciin (Barc). 2007;128(5):168-71

La tabla 3 muestra la sensibilidad y la es-
pecificidad con que se cuenta cuando un
sujeto presenta 3 0 méas de los criterios
diagnosticos de SM seguin el ATP Il o con
la aplicacion de los criterios de la IDF.
Como puede verse, estos criterios tienen
una baja sensibilidad y alta especificidad
en la muestra estudiada. No obstante, la
introduccion de los cambios propuestos
por la IDF garantizan un incremento de
casi 3 veces en la sensibilidad diagnosti-
ca para el SM, que pasa desde un 13,7%
a un 34,2% utilizando como punto de
corte para el HOMA un valor de 3,8. Las
curvas ROC realizadas mostraron signifi-
cacion estadistica (fig. 1).

Discusion

En nuestro estudio escogimos el indice
HOMA como variable que puede expre-
sar IR. Si bien es cierto que el clamp eu-
glucémico es el estandar para el diagnés-
tico de la IR!®, el indice HOMA ha sido
ampliamente usado y se correlaciona con

el clamp euglucémico, por lo que es un
método bien establecido de estimacion
indirecta de IR%. En estudios previos
de nuestro grupo demostramos que el in-
dice HOMA se correlaciona muy bien con
los componentes del SM en nuestra po-
blacion y con otras variables también re-
lacionadas con esta entidad!.

La IDF propone criterios diagnosticos para
el SM en los cuales la condicién esencial
es la existencia de obesidad central; ade-
mas, proponen disminuir el punto de cor-
te del PC, diferente seglin sexo y segln
condicién étnica, y de la glucemia a partir
de los cuales considerarlo criterio diag-
nostico de SM'?. En la muestra estudiada
los puntos de corte propuestos por la IDF
elevan significativamente la sensibilidad
de estas variables para expresar IR con
poco detrimento de la especificidad en
mujeres, lo cual se aviene mejor a lo que
esperamos de estos métodos de detec-
cién del SM aplicados en la atencién pri-
maria. En nuestras curvas ROC para el
PC, segln sexo y valores de HOMA, asi
como para la glucemia, también segln
valores de HOMA, las cifras que mejor
balance muestran entre sensibilidad y es-
pecificidad son las propuestas por la IDF.
Nuestros resultados expresan que los cri-
terios diagnosticos para el SM, 3 o0 mas
segun ATP Ill, tienen baja sensibilidad y
alta especificidad, lo que coincide con
otros autores. Por ejemplo, Liao Y et al®
han demostrado que los criterios para el
diagnostico del SM aportados por el ATP
Il son insuficientes e incluso son menos
sensibles que otros criterios elaborados
por otros grupos de expertos. En ese sen-
tido, recientemente se public6 una actua-
lizacion de los criterios diagnoésticos del
SM elaborados por el ATP Il en los que
se asume que el punto de corte para
considerar un diagnostico de SM por la
glucemia sea 100 mg/dl y se reconoce la
diferencia étnica en cuanto al punto de
corte para el PC!. De esta manera, la in-
troduccion de los nuevos puntos de corte
para el PC y para la glucemia aumentan
considerablemente la sensibilidad de es-
tos criterios en nuestra muestra, por lo
que consideramos que se debe asumir-
se. A pesar de las modificaciones pro-
puestas, los criterios diagnosticos del SM,
segun la IDF, continlan teniendo escasa
sensibilidad para el diagnéstico de IR (al-
rededor del 34%).

Nuestro estudio tiene limitaciones, ya que
fue realizado en sujetos «normales» y me-
nores de 65 afios, lo cual puede limitar su
extrapolacion a grupos de sujetos de ma-
yor edad, con enfermedades establecidas
0 que consuman medicamentos que mo-
difican la sensibilidad a la insulina. Final-
mente se deben interpretar con cautela
nuestros resultados, teniendo en cuenta
que el tamafio de la muestra no es repre-
sentativo de la poblacion espafiola.
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En conclusion, los criterios diagnoésticos
de SM propuestos por el ATP Il tienen
muy baja sensibilidad y alta especificidad
para el diagnostico de IR. La modifica-
cién de la IDF' en los puntos de corte
del PC y de la glucemia mejoran la sensi-
bilidad diagndstica en la poblacion espa-
fiola y, por tanto, parece razonable apli-
car dichas propuestas en la préactica
clinica.
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Summary Autosomal dominant hypercholesterolae-
mias (ADH) are a heterogeneous group of monogenic
lipid disorders. The plasma level of lipoprotein(a)
(Lp(a)) is a heritable trait associated with increased
coronary heart disease (CHD) risk. Objective: To
evaluate the frequency of elevated Lp(a) as a cause
of ADH and the characteristics of subjects with high
Lp(a) (hyperLp(a)). Material and methods: 200
healthy subjects and 933 unrelated Spanish subjects
with a clinical diagnosis of ADH who were screened
for low-density lipoprotein receptor (LDLR) and
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apolipoprotein B (APOB) gene mutations. Standard
cardiovascular risk factors and blood lipid levels,
including Lp(a), were evaluated. HyperLp(a) was
defined as Lp(a) levels >95th centile of control values.
Results: Lp(a) was higher in 263 subjects without
LDLR or APOB mutations (nonLDLR/nonAPOB
group) than in 670 subjects with mutations (FH group):
40.0 mg/dl (interquartile range (IR) 15.0-89.0) versus
31.0 mg/dl (IR 11.0-73.7) respectively, p=0.002. Hyper-
Lp(a) was present in 23% of ADH subjects (odds ratio
(OR) 5.6 (95% CI, 2.9 to 10.7) versus controls) and
29% of nonLDLR/nonAPOB subjects (OR 7.7; 3.9 to
15.4). After adjusting for Lp(a), LDL cholesterol levels
were <95th centile in 28 (10.6%) nonLDLR/non-
APOB subjects and in 9 (1.3%) FH subjects. Lp(a)
levels were nonsignificantly higher in ADH subjects
with early-onset CHD than in those without (43.5 mg/dl,
(IR, 12.0-82.0) versus 31.7 mg/dl (11.8-76.5), respec-
tively). Conclusions: HyperLp(a) is responsible for
ADH in approximately 6% of nonLDLR/nonAPOB
subjects. HyperLp(a) would not appear to be a risk
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factor for early-onset CHD in ADH, independently of
whether genetic defects have or have not been
demonstrated.

Abbreviations
ADH autosomal dominant
hypercholester-olaemias

apo B apolipoprotein B-100

apo(a) apolipoprotein(a)

apoA apolipoprotein A

APOB apolipoprotein B gene

CHD coronary heart disease

FDB familial defective apo B

FH familial hypercholesterolaemia

HDL high-density lipoprotein

hyperLp(a) hyperlipoprotein(a)

IR interquartile range

LDL low-density lipoprotein

LDLR LDLR gene

LDLR low-density lipoprotein receptor

Lp(a) lipoprotein(a)

NARC-1 neural apoptosis-regulated convertase 1

PCSK9 proprotein convertase subtilisin/kexin-
type 9 gene

TG triglycerides

Introduction

Autosomal dominant hypercholesterolaemias (ADH)
are a heterogeneous group of genetic lipid disorders
characterized by high levels of total and low-density
lipoprotein (LDL) cholesterol, elevated risk of early-
onset coronary heart disease (CHD), and familial
transmission with an autosomal dominant pattern
(Rader et al 2003).Well-known causes of ADH include
defects in the LDL receptor (LDLR) or its cognate
ligand apolipoprotein B-100 (apo B), leading to
familial hypercholesterolaemia (FH, OMIM #143890)
and familial defective apo B (FDB, OMIM #144010),
respectively (Kastelein et al 2005). Genetic studies
have shown mutations in either LDLR or APOB
genes in 50-80% of subjects with ADH (Bhatnagar
et al 2000; Castillo et al 2002; Hadfield and Humphries
2005). Thus, the cause remains unknown for 20-50%
of ADH cases (Damgaard et al 2005). More recently,
mutations in the proprotein convertase subtilisin/
kexin-type 9 gene (PCSK9, OMIM *607786) coding
for the neural apoptosis-regulated convertase
1(NARC-1, OMIM *607786) have been described as
a rare cause of ADH in caucasian populations
(Abifadel et al 2003).

Lipoprotein(a) (Lp(a), OMIM+152200), first de-
scribed in 1963 by Berg (Berg 1963), is made up of
an LDL particle with an apoprotein(a) (apo(a))
molecule covalently linked to apo B by at least one
disulfide bond. Plasma Lp(a) levels are highly variable
within and between populations (Jenner et al 1993;
Marcovina et al 1996). The rate of formation of Lp(a),
rather than its catabolism, is the main determinant of
plasma concentrations (Utermann 2001). Additionally,
apo(a) isoform size is inversely related to plasma Lp(a)
concentrations because of an increased retention time
for larger apo(a) isoforms in the endoplasmic reticu-
lum, which favours intracellular degradation in hep-
atocytes (White et al 1994). On the basis of amino acid
sequencing, apo(a) contains 10 types of plasminogen
kringle 4-like motifs (designated k4 types 1-10)
(Utermann 2001). The size of apo(a) depends on the
variable number of identical copies (3 to >40) of the
K4 type 2 motif, which is the consequence of multiple
autosomal alleles differing in the number of sequences
encoding for this motif in the apo(a) gene (Marcovina
et al. 2003). Lp(a) is inherited as an autosomal
dominant trait by a major dominant gene (Utermann
2001). Thus, a single gene largely determines the Lp(a)
level in caucasian populations.

We hypothesized that some cases of ADH could be
due to high levels of Lp(a). Therefore, we determined
Lp(a) concentrations in a large sample of Spanish
subjects with ADH and assessed the frequency of high
plasma levels of Lp(a) (hyperLp(a)) and the clinical
and biochemical characteristics of subjects with this
lipid disorder.

Material and methods
Study subjects

All consecutive subjects aged 18 years or older with a
clinical diagnosis of ADH (n=933) attending seven
Spanish lipid clinics were recruited following the
protocol previously described (Pocovi et al 2004) from
September 1999 to December 2005. Lipid clinics are
located in general hospitals mainly associated with
academic institutions. Physicians running the lipid
clinics participating in the study have ample experi-
ence in the management of lipid abnormalities, and
patients are referred to them by general practitioners
of their region. Three meetings were held with the
physicians of the study to homogenize the recovery of
data, including personal and family history of cardiovas-
cular disease (CVD), anthropometric measurements,
and detection of tendon xanthomas and arcus corneae.

@ Springer
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Secondary hyperlipidaemia, including hypothyroid-
ism, renal disease, diabetes mellitus, cholestasis, Cush-
ing syndrome and the use of drugs affecting lipid
metabolism were ruled out in all subjects. A diagnosis
of ADH was made in subjects with off-treatment LDL
cholesterol levels, specific according to age and sex,
>05th centile of a Spanish reference population
(Gomez-Gerique et al 1999); triglyceride (TG) levels
below 200 mg/dl; at least two first-degree relatives with
a similar lipid phenotype; and with vertical transmis-
sion trait. A group of 200 healthy control subjects was
also studied.

Clinical data, history of early-onset CHD, demo-
graphic and anthropometric measurements, and a
physical examination searching for tendon xanthomas
were obtained in each subject. Early-onset CHD was
defined as occurring before 55 years of age in men and
65 years of age in women. Informed consent was
obtained from all subjects and the ethical committee
on human research from each institution approved the
protocol. Procedures were in accordance with the
Helsinki Declaration of 1975, as revised in 2000.

Laboratory methods

To obtain a baseline lipid profile in asymptomatic
subjects, overnight fasting blood was drawn after at
least 4 weeks without hypolipidaemic drug treatment
in each lipid clinic participating in the study by well-
standardized methods. In patients with CHD, baseline
lipid levels were obtained prior to the cardiovascular
event from review of clinical histories. LDL cholester-
ol was estimated with the Friedewald equation. Lp(a)

was determined in a central laboratory by kinetic
immunonephelometry with polyclonal antibodies
(Beckman). Lp(a)-adjusted LDL cholesterol was cal-
culated as recommended by Dahlen (Dahlen 1990;
Dahlen 1992) as follows (in mg/dl): total cholesterol —
triglycerides/S — HDL cholesterol — 0.3xLp(a).
HyperLp(a) was diagnosed when the Lp(a) level was
>05th centile (82.0 mg/dl) of the control group.

Genetic analyses

The DNA of individuals with a clinical diagnosis of
ADH was screened for LDLR and APOB mutations
following standard protocols described elsewhere
(Pocovi et al 2004). For LDLR gene analysis we used
a microarray (Lipochip) (Tejedor et al 2005) and,
when no mutations were detected, we sequenced the
LDLR gene (Pocovi et al 2004). Large rearrangements
in LDLR were analysed using a method based on
quantitative fluorescent multiplex PCR (Heath et al
2000). Mutations within the putative receptor-binding
region of the APOB gene were screened as described
(Merino-Ibarra et al 2005).

Statistical methods

Data are expressed as means, standard deviations and
ranges for continuous variables with normal distribu-
tion and as medians and interquartile ranges (IR) for
variables with a skewed distribution. Statistical differ-
ences were calculated by using Student’s ¢-test or the
Mann-Whitney U-test, as appropriate. Categorical
variables were compared using the chi-square test.

Table 1 Clinical, anthropometric and lipid characteristics of study subjects by presence or absence of LDLR or APOB mutations

Variable FH group nonLDLR/ p All Range
nonAPOB
group
Number 670 263 933
Male [n (%)] 299 (44.6) 128 (48.6) 0.265 427 (45.8)
Age (years) 50.0 (14) 53.5(12) 0.001 51 (14) 18-87
Early-onset CHD [n (%)] 139 (20.7) 36 (13.6) 0.011 175 (18.8)
Tendon xanthomas [ (%)] 174 (25.9) 21 (7.9) 0.001 195 (20.9)
Body mass index (kg/m?) 26.1 (4.8) 26.0 (3.3) 0361  26.1 (4.4) 16.0-76.7
Total cholesterol (mg/dl) 406 (75) 349 (43) 0.001 390 (73) 271-835
Triglycerides (mg/dl) 102 (80-134) 118 (91-153) 0.001 106 (82-140) 11-199
HDL cholesterol (mg/dl) 54 (15) 57 (14) 0.002 55 (14) 21-129
LDL cholesterol (mg/dl) 331 (75) 268 (43) 0.001 313 (74) 193-786
Lipoprotein(a) (mg/dl) 31.0 (11.0-73.7)  40.0 (15.0-89.0) 0.002  32.6 (11.7-77.0) 1.0-321
Lipoprotein(a)-adjusted LDL cholesterol (mg/dl)* 317 (75) 250 (44) 0.001 298 (74) 141-786

CHD, coronary heart disease.

Data as number (percentage), means (standard deviation), or medians (interquartile range).
“Estimated by the Friedewald formula and adjusted for the Lp(a) concentration using Dahlen’s modification.
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q Fig. 1 Lp(a) distribution. Top: Subjects with LDLR or APOB

?

gene mutations, in text FH group. Middle: Subjects without

mutations in LDLR or APOB genes, in text nonLDLR/non-

APOB group. Bottom: Control subjects. Dotted line: 95th
200 centile of Lp(a) concentrations (82.0 mg/dl).

All statistical analyses were performed with SSPS

& 150
§ software (version 13.0), with significance set at
E‘ p<0.05. Odds ratios were calculated using Wolf test
i and with Epidat 3.1 free software with significance set
100
at p<0.05.
50 Results

We studied 933 ADH subjects, 45.8% men and 54.2%
women, with a mean age of 51 years. A causative
iy mutation in LD LR gene was found in 665 subjects and
an APOB gene mutation was demonstrated in 5
subjects (Supplemental table in Electronic Supplemen-
tary Material). Thus, there were 670 subjects with a
genetic diagnosis (FH group) and 263 subjects with no
genetic defect identified (nonLDLR/nonAPOB
group). The main characteristics of the two groups
are shown in Table 1. FH subjects were younger, had a
higher frequency of early-onset CHD and tendon
xanthomas, and showed higher levels of total choles-
terol, LDL cholesterol, and Lp(a)-adjusted LDL
cholesterol. On the other hand, the nonLDLR/non-
APOB subjects had higher levels of triglycerides, HDL
cholesterol, and Lp(a).

Frequency

Lp(a) distribution among ADH and control groups

Ly The distribution of Lp(a) concentrations was skewed
in all groups (Fig. 1). Levels varied widely in ADH
subjects, ranging from 1.0 to 321 mg/dl (Table 1 and
Fig. 1, top and middle), and were significantly higher
60 than those of the control group (Fig. 1, bottom): 32.6
(IR 11.7-77.0) mg/dl and 16 (IR 5.60-38.5) mg/dl,
respectively. High Lp(a) levels (>95th centile) were
present in 212 (22.7%) subjects with ADH and 10
(5%) control subjects, indicating an odds ratio of 5.58
(95% CI, 2.90 to 10.74), p<0.001.

Frequency

Lp(a) concentration and genetic diagnoses

Lp(a) levels were higher in the nonLDLR/nonAPOB
group than in the FH group (Table 1). This was due to
the presence of more subjects with hyperLp(a) among
: . . nonLDLR/nonAPOB subjects. A total of 76 (28.9%)
100 200 250 300 nonLDLR/nonAPOB subjects had Lp(a) levels >95th

Lp(a) (mg/dL) centile compared with 136 (20.3%) FH subjects
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Table 2 Clinical, anthropometrics and lipids characteristics of ADH subjects in the nonLDLR/nonAPOB group according to

lipoprotein(a) levels

Variable Lp(a) <95th centile Lp(a) =95 centile p
Number 187 76

Male [n (%)] 98 (524) 30 (39.5) 0.057
Lipoprotein(a) (mg/dl) 23.0 (9.2-45.8) 120 (100-171) 0.001
Age (years) 53 (12) 54 (12) 0.388
Early-onset CHD [n (%)] 23 (12.3) 13 (17.1) 0.304
Tendon xanthomas [n (%)] 16 (8.6) 5  (6.6) 0.577
Body mass index (kg/m?) 26.2 (3.3) 25.7 (32) 0.293
Total cholesterol (mg/dl) 344 (40) 360 (47) 0.008
Triglycerides (mg/dl) 124 (39) 113 (40) 0.049
HDL cholesterol (mg/dl) 56 (14) 59 (15) 0.325
LDL cholesterol (mg/dl) 263 (41) 280 (45) 0.004
Lipoprotein(a)-adjusted LDL cholesterol (mg/dl)* 254 (42) 239 (49) 0.023

CHD, coronary heart disease.

Data as number (percentage), means (standard deviation), or medians (interquartile range).
“Estimated by the Friedewald formula and adjusted for the Lp(a) concentration using Dahlen’s modification.

(p=0.004). The between-group differences in the
frequency of hyperLp(a) can be easily identified in
Fig. 1. Compared with the control group, the OR for
hyperLp(a) was 7.72 (95% CI, 3.87 to 15.38) in
nonLDLR/monAPOB subjects. When hyperLp(a) sub-
jects were taken out of the analysis, the medians and
distribution of Lp(a) were very similar in both ADH
groups (21.0 mg/dl (IR 7.8-43.6) and 23.0 mg/dl (IR
9.2-45.8) in FH and nonLDLR/nonAPOB, respective-
ly) but remained higher than control values.

Characteristics of hyperLp(a)
in nonLDLR/nonAPOB subjects

Table 2 shows the characteristics of nonLDLR/non-
APOB subjects by presence or absence of hyperLp(a).
Compared with subjects with Lp(a) levels <95th
centile, those with hyperLp(a) had higher levels of
total and LDL cholesterol and lower triglycerides.
After adjusting for Lp(a), the LDL cholesterol level
fell below the 95th centile of the reference population
(Pocovi et al 2004) in 28 (10.6%) subjects in the
nonLDLR/nonAPOB group and only in 9 (1.3%)
subjects in the FH group.

Early-onset coronary heart disease and hyperLp(a)
The Lp(a) level in ADH subjects with and without
early-onset CHD was 43.5 mg/dl (IR 12.0-82.0) and

31.7 mg/dl (IR 11.8-76.5), respectively (p=0.086). The
frequency of premature CHD in subjects with and

@ Springer

without hyperLp(a) in the nonLDLR/nonAPOB ADH
was 17.1% and 12.3%, respectively, without statistical
difference between groups, p=0.304 (Table 2). Similar-
ly, among the FH subjects, premature CHD was
present in 31(22.8%) with hyperLp(a) and in 108
(20.4%) without hyperLp(a), and this difference was
also not statistically different between groups, p=0.550.

Discussion

We determined the Lp(a) concentration in a large
group of subjects with ADH, with and without
mutations in the LDLR or APOB genes and with
and without early-onset CHD. Three main conclusions
can be drawn from our results.

First, hyperLpa(a) is not uncommon among subjects
with a clinical diagnosis of ADH, and in some cases it
is the main cause of hypercholesterolaemia. The
calculation of LDL cholesterol by the Friedewald
formula does not differentiate the cholesterol associ-
ated with Lp(a) (Li et al 1994), a fraction that could be
significant in subjects with hyperLp(a). In our study,
hyperLp(a) was an important cause of ADH in 21
(2.2%) subjects from the overall study group because,
when LDL cholesterol was corrected for the amount
linked to Lp(a), a value >95th centile was no longer
present. When subjects with LDLR or APOB gene
mutations were excluded, the proportion of subjects
with hyperLp(a) and an LDL cholesterol <95th centile
increased to 6.4%. Thus, approximately 1 in 15 ADH
without mutations in the LDLR or APOB genes are
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related to the Lp(a) locus. The frequency of hyper-
Lp(a) among subjects with ADH has not been
previously studied. The clinical and anthropometrics
characteristics were similar in subjects with and
without hyperLp(a) in the nonLDLR/nonAPOB
group. Thus, we believe that Lp(a) concentrations
should be considered in the diagnostic protocol of
ADH and that LDLR and apo B genetic studies are
probably unnecessary in subjects with hyperLp(a) and
normal Lp(a)-adjusted LDL cholesterol because ele-
vated Lp(a) levels justify the excess LDL cholesterol.

Second, the Lp(a) concentration was higher in the
nonLDLR/monAPOB group than in the FH group
owing to a higher frequency of subjects with hyper-
Lp(a). When subjects with hyperLp(a) were excluded
from the calculations, no differences were found
between ADH groups, but the Lp(a) level remained
higher than control values. Variably elevated Lp(a)
levels have been described in subjects with FH or FDB
(Bowden et al 1994; Ejarque et al 2004; Jenner et al
1993; Kraft et al 2000). Our FH group showed median
Lp(a) values that were similar to (Ejarque et al 2004)
or higher than (Elisaf et al 1996; Kraft et al 2000) those
reported in other studies. The reason for elevated
Lp(a) levels in FH is not completely understood. Some
authors suggested that this was due to an increased
production rate of Lp(a), which also involves fatty
acid metabolism (Nassir et al 1998; Rader et al 1995),
while earlier studies considered that FH subjects had
a slow catabolic rate of Lp(a) particles, similar to
that of Lp(a)-free LDL particles (Mbewu et al 1991;
Utermann et al 1989; Wiklund et al 1990). The fact
that Lp(a) levels are higher than control values in both
the FH and the nonLDLR/nonAPOB groups suggests
that these two types of genetic hypercholesterolaemia
share a common mechanism for hyperLp(a).

Lastly, the presence of hyperLp(a) in subjects with
ADH would not appear to confer on them a high risk of
early-onset CHD; however, both the Lp(a) concentra-
tion and the frequency of subjects with hyperLp(a)
tended to be higher in patients with premature CHD
than in those without, independently of the cause of
ADH. An association of high Lp(a) levels and athero-
genesis in the general population has been described in
some studies (Ariyo et al 2003; Gaw et al 2005;
Kronenberg et al 1999; Morita et al 2006 ), but not in
others (Cantin et al 1998; Grebe et al 2007). A meta-
analysis of prospective studies concluded that subjects
in the top third of baseline Lp(a) levels are at increased
risk for CHD compared with those in the bottom third
(Danesh et al 2000). The significance of Lp(a) as a risk
factor in subjects with FH is unclear. Studies in
different FH populations have found that the Lp(a)

level either was (Holmes et al 2005; Hopkins et al 2001;
Jansen et al 2004) or was not (Bowden et al 1994; Neil
et al 2004) an independent predictor of cardiovascular
risk. The mechanism of increased atherogenesis asso-
ciated with Lp(a) is not fully understood, but is
probably related to multiple mechanisms that include
impaired fibrinolysis due to the interference of apo(a)
with the physiological functions of plasminogen in the
fibrinolytic cascade, increased cholesterol deposition in
the arterial wall, and enhanced oxidation of LDL
cholesterol (Jenner et al 1993).

A limitation of our study is that we did not
investigate PCSK9 mutations as a potential cause of
ADH. However, recent reports indicate that the
frequency of PCSK9 defects is <2% in nonLDLR/
nonAPOB subjects (Allard et al 2005; Graham et al
2005), which makes it improbable that any such cases
were present in our series. On the other hand, we did
not investigate the Lp(a) isoforms in all or some ADH
families because Lp(a) plasma levels have an inverse
correlation with the Lp(a) isoforms (Utermann 2001)
and could possibly surrogate the Lp(a) phenotype
from the plasma Lp(a) concentration.

In summary, we have demonstrated that some forms
of ADH are due to hyperLp(a), thus obviating the need
for studies of the LDLR and APOB genes looking for
causative mutations. FH and nonLDLR/nonAPOB
groups have higher Lp(a) concentrations than controls.
HyperLp(a) is not a clear risk factor for early-onset
CHD in subjects with ADH, independently of whether
genetic defects have or have not been demonstrated.
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La artritis reumatoide es una enfermedad que tiene una alta prevalencia en mujeres en edad fértil. Se
realiza una revision de las caracteristicas de la barrera placentaria, el paso de medicamentos a través de
ella y del uso de farmacos durante el embarazo: los que son potencialmente seguros, los farmacos que
sélo pueden ser usados si la vida materna se ve comprometida, los fairmacos que estan contraindicados y
aquéllos con informacién insuficiente sobre seguridad y que por tanto deben ser evitados, en este Gltimo
grupo se ubican los farmacos biolégicos. También se realiza una revisién acerca del uso de farmacos
durante la lactancia, periodo en el cual es frecuente un rebrote de la artritis reumatoide.
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Rheumatoid arthritis: How to use drugs during pregnancy and lactation?
ABSTRACT
Keywords: Rheumatoid arthritis is a disease that is highly prevalent in women of childbearing age. A review is done

Rheumatoid arthritis
Immunosuppressive agents
Pregnancy

Lactation

about the characteristics of the placental barrier, the passage of drugs through it and the use of drugs
during pregnancy: those which are potentially safe drugs, those drugs that can only be used if there is a
life threatening condition for the mother, drugs that are contraindicated and those with insufficient data
on safety and therefore should be avoided, the latter group comprises biological drugs. Also a review is

done about the use of drugs during lactation, a period that a flare of rheumatoid arthritis can occur.

© 2010 Elsevier Espaiia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad que afecta apro-
ximadamente al 1% de la poblacién general, de ellos la mayoria
son mujeres y una gran parte de éstas se encuentran en edad
reproductora!, por tanto la coincidencia de AR y embarazo no
resulta un hallazgo infrecuente. El manejo de la AR durante este
periodo es complicado; no obstante la actividad de la enfermedad
mejora sustancialmente durante el embarazo!-3, pero la remisién
completa se producira en alrededor del 16% de las pacientes?; en
aquellas que presenten una actividad de su enfermedad leve o
moderada al iniciar la gestacion se producird mejoria en mas del
48% de los casos>. Sin embargo, el 39% puede sufrir un brote de la
enfermedad durante el posparto? y la artritis aguda estara presente

* Nota: Seccién acreditada por el SEAFORMEC con 1,7créditos.
Consultar preguntas de cada articulo en: URL: http://www.reumatologiaclinica.org.
* Autor para correspondencia.
Correo electrénico: erardomerino@gmail.com (E. Merifio-Ibarra).

en el 10-20% de las pacientes en algiin momento del embarazo®. El
prondstico del embarazo en gestantes con AR bien controladas es
comparable al de la poblacién generall.

La AR es una enfermedad patogénicamente mas ligada alainmu-
nidad celular (Th1) que a la humoral (Th2). La reduccién de la
actividad inflamatoria en la AR durante la gestacién parece relacio-
nada con el incremento en la actividad Th2 que tiene lugar durante
el embarazo, con aumento de citoquinas como la IL-4 e IL-10, que
podrian ser inmunosupresoras en la AR. Otros mecanismos pue-
den ser la disminucién de la funcién de polimorfonucleares en el
liquido sinovial por la alfafetoproteina®, el incremento del ntimero
de receptores del TNF-a y el incremento de los niveles plasmaticos
del antagonista del receptor de IL-16,

Algunos datos sugieren que la mejoria de la actividad de la AR
durante el embarazo depende de la disparidad HLA entre la madre
y el feto, a mayor disparidad mayor posibilidad de remisién de la
enfermedad’.

Por otra parte, la lactancia parece favorecer la aparicién de bro-
tes de AR3: la mayoria de las mujeres con AR tiene un brote de la
enfermedad durante el posparto, generalmente en los 3 primeros

1699-258X/$ - see front matter © 2010 Elsevier Espafia, S.L. Todos los derechos reservados.

doi:10.1016/j.reuma.2010.11.017
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Tabla 1
Clasificacion de los farmacos utiles en la artritis reumatoide segin riesgo/beneficio
durante el embarazo.

Categorias de riesgo Farmacos Clasificacién
FDA
Potencialmente seguros AINE', corticoides, B,C,D

durante el embarazo. azatioprina y

6-mercaptopurina,

sulfasalazina, antipalddicos,
inmunoglobulinas IV,

ciclosporina y tracrélimus
Ciclofosfamida, clorambucilo  C,D
y sales de oro

Pueden ser usados si la vida
materna se ve comprometida

Informacién insuficiente sobre ~ Farmacos biol6gicos B, C
seguridad, deben ser
evitados

Contraindicados Metotrexato, leflunomida y D, X

micofenolato

AINE: farmacos antiinflamatorios no esteroideos; FDA: Food and drug administration.

meses!. La causa de este comportamiento no se conoce, pero puede
estar relacionada con el efecto proinflamatorio de la prolactina’.

Embarazo
Placenta y barrera placentaria

La funcién de la placenta es la nutricién fetal (aunque durante
las primeras semanas es de origen trofoblastica), el intercambio de
gases, la excrecién de productos de desecho fetales y otras funcio-
nes tipo hormonal e inmunolégica®9.

En la placenta madura, la sangre fetal llega a través de dos
arterias umbilicales, avanza por los capilares de las vellosidades
y regresa al feto por la vena umbilical. Por otro lado, el flujo sangui-
neo materno procede de las arterias uterinas, penetra en los senos
maternos que rodean las vellosidades y retorna a ella por las venas
uterinas maternas®.

La barrera placentaria estd compuesta por las vellosidades cori6-
nicas (sangre fetal) y las lagunas trofoblasticas (sangre materna) y
entre ambos sistemas vasculares una capa de células trofoblasticas
y tejido conjuntivo, este Gltimo se ira adelgazando en la medida
que progrese el embarazo y envejezca la placenta®.

La transferencia placentaria esta regulada por factores anaté-
micos, fisiolégicos y bioquimicos como por ejemplo, grosor de la
barrera, presion hidrostatica, flujo sanguineo a ambos lados de la
barrera y metabolismo placentario® 19,

Mecanismos de transferencia placentarial®:

1. Difusién simple y facilitada.
2. Transporte activo.
3. Pinocitosis y fagocitosis.

La mayoria de los fairmacos atraviesan la barrera placentaria por
difusiéon simple y algunos como los corticoides lo hacen por difusién
facilitada® 10,

Clasificacion y revision de los farmacos usados en el embarazo

La Food and Drug Administration (FDA, por sus siglas en inglés) de
los Estados Unidos clasifica los farmacos segtn el riesgo que com-
porta para su uso en el embarazo, basado en estudios animales y
en humanos, en 5 grupos: A, B, C, Dy X. En esta revision clasificare-
mos los farmacos para su uso en el embarazo seg(in una valoracién
de riesgo-beneficio con relacién al embarazo-artritis reumatoide
(tabla 1)1,

Fdrmacos potencialmente seguros durante el embarazo (categoria
B,C, D, FDA)

Los farmacos que a continuacién mencionaremos pueden uti-
lizarse durante el embarazo con cierto nivel de seguridad. No
obstante, hay reportes de casos en los cuales se asocian con algunas
malformaciones congénitas, se irdn exponiendo separadamente.

e Farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE): en principio
son farmacos seguros pero la administracién de AINE durante
el embarazo se ha asociado a gastrosquisis (ibuprofeno)!'2, mal-
formaciones cardiacas y paladar hendido, esto dltimo ligado
al uso de naproxeno!3. No deben administrarse después de
las 32 semanas de embarazo por la posibilidad de cierre tem-
prano del ductus arterioso con hipertensiéon pulmonar, ademas
de otras malformaciones como disgenesia renal, enterocolitis
necrotizante y lesiones quisticas cerebrales con hemorragias
intraventriculares'4, en esta etapa del embarazo la FDA los clasi-
fica en el grupoD.

Recientemente se ha publicado un posible efecto negativo del

meloxicam sobre el cierre del tubo neural; este estudio se ha
realizado en embriones de pollo, con dosis supraterapéuticas del
farmaco y los autores concluyen que se requieren estudios adi-
cionales con dosis mas bajas!®.
Corticoides: los mas cominmente usados son la prednisona, la
prednisolona y la metilprednisolona dentro de los corticoides de
accion corta y la dexametasona y la betametasona dentro de los
corticoides fluorados de accién prolongada. Los segundos alcan-
zan grandes concentraciones en el feto, por lo que se utilizan para
acelerar la maduracién fetal y en caso de administrar a embara-
zadas con AR para el control de su enfermedad es preferible la
betametasona; no obstante, en pacientes con AR se utilizan mas
frecuentemente la prednisona, la prednisolona y la metilpredni-
solona que, aunque atraviesan la barrera placentaria, no alcanzan
grandes concentraciones en el feto'6.

Con la exposicién intraitero a corticoides flourados debe con-
siderarse administrar tratamiento esteroideo posnatal®.

El consumo de corticoides se ha asociado en el nifio a paladar
hendido (si se usa en el primer trimestre y sobre todo a dosis
mayores de 15 mg/kg de peso corporal por dia), rotura prema-
tura de membranas, retardo del crecimiento intrauterino y parto
pretérmino y en la madre: hipertension, diabetes gestacional,
infeccién y osteoporosis®17.

Sulfasalazina: pertenece a un grupo de sustancias antagonistas

del acido félico y puede producir paladar fisurado, anoma-

lias cardiacas (defectos septales) y también alteraciones de la
hematopoyesis'819. En caso de utilizar este firmaco debe admi-
nistrarse suplementos de acido félico8.

En el sexo masculino puede producir esterilidad reversibleZ0 y
hay muy poca informacién sobre teratogenicidad.
Antipaladicos: el uso de hidroxicloroquina no ha demostrado
diferencias con respecto a las embarazadas normales en cuanto
a pronoéstico y complicaciones del embarazo?!. Se ha descrito
relacién con malformaciones en el borde libre de las orejas en
pacientes que han usado cloroquina®. La hidroxicloroquina seria
preferible a la cloroquina.

e Azatioprina y 6-mercaptopurina: estas drogas no son de pri-
mera linea en el tratamiento de la AR, la combinacién de:
«Azathioprines[Mesh] AND «Arthritis, Rheumatoid»[Mesh]) AND
«Pregnancy»[Mesh] en pubmed no genera ningln articulo en
pacientes con AR; sin embargo, en otras situaciones patolégicas
como el trasplante de 6rganos, la enfermedad de Crohn y pacien-
tes con lupus eritematoso sistémico, el uso de estos farmacos se
ha relacionado con bajo peso al nacer, prematuridad, ictericia,
distrés respiratorio y alteraciones cromosémicas'22, Clasificado
como D por la FDA.
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e Ciclosporina: la prevalencia de malformaciones congénitas no
difiere de lo esperado en la poblacién gestante normal, pero se
ha asociado a bajo peso al nacer, malformaciones congénitas sin
patrén definido, asi como HTA y diabetes gestacional!623,

e Tacrélimus: las evidencias de sus efectos sobre el embarazo no
provienen de pacientes con AR, sino sobre todo de pacientes tras-
plantados y el articulo mas recurrido corresponde a Kainz et al
(2000), en el cual no encuentran efectos negativos de esta droga
sobre el embarazo?*.

¢ Inmunoglobulinas IV: atraviesa la barrera placentaria a partir de
2.° trimestre y sobre todo en el 3.¢" trimestre (32 semanas). Es
posible la transmisién de hepatitis C y la produccién de anemia
hemolitica en el neonato!619,

Fdrmacos que pueden ser usados si la vida materna se ve
comprometida (Categoria C, D, FDA)

¢ Ciclofosfamida: la embriopatia por ciclofosfamida varia segtin el
momento del embarazo en el cual se utilice el firmaco y el riesgo
de teratogenicidad es mayor en el primer trimestre!®. La embrio-
patia consiste en alteraciones en la calota craneal, estructuras
craneofaciales, oidos, extremidades y 6rganos viscerales, ademas
de retardo del crecimiento!925,

Clorambucilo: la exposicién a este fairmaco puede producir age-
nesia/hipoplasia renal y defectos en la formacién 6sea’®.

Sales de oro: farmaco en desuso para el tratamiento de la AR. Toxi-
cidad fetal poco probable. Un reciente estudio considera estos
farmacos como una posible opcién para mujeres con AR que pla-
nifican embarazo?S.

Fdrmacos contraindicados (Categoria D, X, FDA)

e Metotrexato: este farmaco se distribuye ampliamente en los teji-
dos maternos y persiste en el higado cerca de 4 meses después de
la exposicién'S. El periodo mas vulnerable para el uso del meto-
trexato se encuentra entre la semanas 5 y 8 de gestacién, pero
también se han producido malformaciones fetales después de la
11 semana®. Este firmaco es abortivo, puede producir retardo
del crecimiento fetal, alteraciones en la osificacion del craneo,
arcos superciliares hipoplasicos, implantacién baja de las orejas,
micrognatia y alteraciones en las extremidades*19. La probabili-
dad de malformaciones fetales es dependiente de la dosis'4.
Leflunomida: su metabolito activo (teriflunomida) permanece
detectable hasta 2 afios!6. Los datos de malformaciones congé-
nitas en humanos son escasos y un reciente estudio evalud las
consecuencias del uso de leflunomida en 64 mujeres embara-
zadas y no encontré alteraciones significativas que sugieran un
incremento del riesgo de efectos adversos en aquellas emba-
razadas que se sometieron al procedimiento de «lavado» del
metabolito activo de la leflunomida con colestiramina2’. Este pro-
cedimiento se lleva a cabo después de la suspensién del fairmaco y
consiste, tanto en mujeres como en varones, en la administraciéon
de 8 g de colestiramina 3 veces al dia durante 11 dias, como alter-
nativa se puede utilizar 50 g de carbén activo en polvo, 4 veces
al dia, durante 11 dias. Adicionalmente deben medirse los niveles
plasmaticos del metabolito activo de la leflunomida (A771726) a
través de un programa para la deteccién de estos niveles plasma-
ticos, para cuyo procedimiento debemos ponernos en contacto
con el representante de la casa comercial del firmaco, quien nos
aportard instrucciones para el procesado y envio de las muestras.
En cualquier caso, para permitir la gestacién es necesario que
se demuestren unas concentraciones del metabolito inferiores a
0,02 mg/l mediante la realizacién de dos andlisis separados por
14dias.
® Micofenolato: probablemente produce un fenotipo caracteris-
tico con labio y paladar fisurado, microtia y alteraciones en el

conducto auditivo externo?8, ademds de otras malformaciones
congénitas!®.

Fdrmacos con informacién insuficiente sobre seguridad, deben ser
evitados (CategoriaB, C, FDA)

En este grupo ubicamos los farmacos biol6gicos. Las eviden-
cias del uso de farmacos bioldgicos durante el embarazo son
escasas y dispersas y los estudios realizados carecen de grupo
control. La FDA clasifica, de forma general, a los anti-TNF en la
categoriaB.

Los reportes de uso de anti-TNF, especialmente infliximab,
durante la gestacion sugieren que en caso necesario y consensuado
con la paciente podrian utilizarse estos farmacos, pues parece que
el beneficio supera al riesgo y por otro lado no seria una condicién
suficiente para la interrupcién del embarazo2939,

e Etanercept: se ha relacionado con un conjunto especifico de

malformaciones congénitas conocidas por el recurso mnemo-

técnico de VACTERL: V-anomalias vertebrales; A-atresia anal;

C-defectos cardiacos (septo ventricular); TE- fistula traqueoe-

sofagica; R-anomalias renales; L-alteraciones en extremidades

(displasia radial)!®. Las evidencias no son consistentes en cuanto

a la produccién de estas malformaciones congénitas3!, reciente-

mente se hareportado una gestante con AR que recibi6 etanercept

durante todo el embarazo sin presentar complicaciones32.

Infliximab: el estudio méas importante involucra 131

embarazadas con exposicién directa. Los resultados no difieren

de los esperados en las gestantes no expuestas33.

¢ Adalimumab: algunas series reportan abortos, partos pretérmino,

displasia de cadera o ausencia de malformaciones estructurales

y problemas durante el embarazo34.

Golimumab: no hay datos disponibles.

e Certolizumab: realizando una bisqueda en pubmed con palabras
clave para la basqueda «<MESH: certolizumab and pregnancy», apa-
rece un Unico articulo en una paciente con enfermedad de Crohn
que utilizé el fairmaco durante el 1.6 y el 3.°" trimestre, la des-
cendencia fue normal®>.

e Anakinra: no hay datos en humanos.

Rituximab: en madres que han usado este farmaco se reduce la

concentracion de linfocitos B en el nifio con recuperacién rapida

y sin aparentes consecuencias. Los reportes de complicaciones

hematolégicas, partos pretérmino o infecciones severas no son

concluyentes en cuanto a su relacién con este firmaco36.

e Abatacept: No hay estudios en humanos de exposicién al farmaco.

Manejo de la artritis reumatoide antes y durante el embarazo

En una situacién ideal en pacientes con AR que planifican su
embarazo nos encontraremos con dos opciones (fig. 1): enferme-
dad temprana o activa y enfermedad estable o en remision. En
el primer caso debemos posponer el embarazo hasta conseguir la
remision o estabilidad de la enfermedad con los farmacos disponi-
bles sin distincién, con excepcion de la leflunomida. Una vez que se
alcance la remisién, se suspenden los farmacos incompatibles con
el embarazo, se espera el tiempo recomendable para cada uno de
ellos (tabla 2) y se ajusta el tratamiento con fairmacos compatibles
con el embarazo?.

En caso de reagudizaciones de la enfermedad, el tratamiento
dependera del tipo de reagudizacion (tabla 3): artritis aguda en
una o mas articulaciones: infiltracién con corticoides y/o AINE;
dolor: paracetamol que a dosis de hasta 4 g/dia es seguro durante el
embarazo; reagudizacién sistémica: corticoides (dosis < 15 mg/dia
en el 1.°" trimestre), antipalddicos (preferible hidroxicloroquina),
azatioprina (dosis <2 mg/dia), ciclosporina (monitorizar/controlar
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Paciente con AR que
planifica embarazo

Enfermedad estable o
en remision

Enfermedad temprana
0 activa

Ajustar tratamiento con farmacos
compatibles con el embarazo: corticoides,
AINEs*, sulfasalazina, antipaltdicos,
azatioprina, ciclosporina
A

Retrasar embarazo. Obtener mejoria de la
enfermedad o remisién con la terapia méas
efectiva (MTX, biologicons, etcétera)

( N

¢ Mejoria sustancial y Si
estable o remisiéon?

\_ )
No

N

Continuar con el
tratamiento hasta
lograr establildad

Figura 1. Algoritmo para el manejo del embarazo en pacientes con artritis reumatoide. AINE: farmacos antiinflamatorios no esteroideos; AR: artritis reumatoide; MTX:
metotrexato. *Suspender antes de las 32 semanas.
Fuente: tomado y con permiso de: @stensen y Férger?.

Tabla 2
Tiempo de espera para algunos farmacos antes de la concepcion.

la tensi6n arterial materna), sulfasalazina (suplementar con acido
folico)t.

Farmaco Recomendacién En pacientes con exposicion inadvertida a algunos de los farma-
Wi Sieemlr S meses ates ok [ consEmen cos Potenc1almente q9c1vos dur.:mte el embarazo, debemos conocer
Leflunomida  Suspender cuando se planifique el embarazo y realizar lavado el farmaco en cuestion, la dosis utilizada, la edad gestacional al
con colestiramina o carbén activo, después de lo cual y cuando momento del consumo del farmaco y solicitar ecografias por perso-
;31 metabolito ;CUVO Se“o-?z mg/dl: esperar 1,5 meses para nal entrenado entre las 11-12 semanas y entre las 18-20 semanas
COIMIREDY SMED RGNS con biisqueda del patrén de malformaciones esperadas segtin el far-
Abatacept Suspender 10 semanas antes de la concepcién . X X R R .
R Suspender 12 meses antes de la concepcién maco empleado, asi como amniocentesis o biopsia de vellosidades
Infliximab Suspender a la primera falta o después del test positivo coriénicas en caso necesario. Con la normalidad de estos estu-
Etanercept Suspender a la primera falta o después del test positivo dios, es poco probable que se produzca una patologia mayor en el

Adalimumab  Suspender a la primera falta o después del test positivo

feto?.

Fuente: tomado y con permiso de: @stensen y Férger?.

Tabla 3 Lactancia

Tratamiento de las reagudizaciones

Durante el embarazo, los estrégenos secretados por la placenta

T. d d .2 F, p 1A . M
R LSRN Cg%zct?;les recaucion hacen que el sistema ductal de las mamas crezca y se ramifique. Al
mismo tiempo el estroma glandular aumenta y se deposita grasa
Artritis agudaen 1 o Corticoides Suspender AINE antes de las

mas articulaciones

Dolor

Reagudizacién
sistémica

intraarticular, AINE
(diclofenaco,
ibuprofeno,
ketoprofeno,
naproxeno)
Paracetamol

Corticoides orales

Antipaladicos
Azatioprina

Ciclosporina

Sulfasalazina

32 semanas de embarazo

1-4 g son seguros durante
todo el embarazo

Usar < 15 mg diarios en el
primer trimestre

Preferible hidroxicloroquina
Usar <2 mg por kg de peso
corporal al dia
Monitorizar/controlar la
tensién arterial materna
Suplementar con acido félico

AINE: farmacos antiinflamatorios no esteroideos.

Fuente: tomado y con permiso de: @stensen y Foérger?.

en él. Pero es indispensable el estimulo de la prolactina para que se
produzca una lactancia con normalidad®.

El paso de farmacos a la leche materna depende de varios facto-
res como, por ejemplo: la unién de éstos a las proteinas plasmaticas
(efecto negativo), la liposolubilidad (efecto positivo), el caracter
basico del farmaco (efecto positivo), el momento de produccién de
laleche (ayuno, posprandial) y la farmacocinética, pues los medica-
mentos que se absorben poco o que tienen un fuerte metabolismo
del primer paso son menos problematicos durante la lactancia'®.

Habitualmente se considera que la «dosis relativa del farmaco»
que recibira el nifio no debe exceder el 10% de la relacién: dosis
que recibira el nifio en la leche (mg) /dosis materna (mg) x 100%,
para considerarse seguro. Por ejemplo, los AINE tienen una «dosis
relativa» del 1% y por tanto son considerados seguros. La dosis del
nifio en la leche materna depende de la concentracién del firmaco
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en la leche y del volumen de leche ingerida (estimado en 0,151/kg
de peso diario).

Casi todos los farmacos llegan a la leche materna, con excepcién
de insulinas y heparinas por su peso molecular, generalmente el
paso es por difusién pasiva y el uso de cualquier medicacién tépica
como cremas, spray nasal o inhaladores aportan menor riesgo al
lactante que los firmacos administrados por via sistémica!®37, El
aclaramiento de los farmacos en el recién nacido puede estar sig-
nificativamente reducido con respecto al adulto, especialmente en
prematuros3’,

Los AINE, azatioprina, 6-mercaptopurina, sulfasalazina, antipa-
lGdicos (evitar en prematuros y recién nacidos de menos de 1 mes)
e inmunoglobulinas IV son farmacos compatibles con la lactancia.
La lactancia no esta contraindicada con el uso de corticoides, pero
sila dosis es mayor de 40 mg diarios hay que considerar la lactancia
4h después del consumo del farmaco. La ciclosporina, tacrélimus,
ciclofosfamida, metotrexato, leflunomida, micofenolato, clorambu-
cilo, sales de oro y biolégicos no son firmacos compatibles con la
lactancial®19.

Conclusiones

Con frecuencia el embarazo mejora la evolucién de la AR, pero
una gran parte de las pacientes requeriran algiin tipo de tratamiento
y en algunas se producird un brote de la enfermedad, por tanto
la decisién de embarazo en una paciente con AR debe retrasarse
hasta conseguir un adecuado control de la enfermedad y una vez
conseguido utilizar los firmacos inocuos para el feto. Por su parte,
la lactancia es un periodo que favorece la aparicién de brotes de AR
y muy frecuentemente modificaciones del tratamiento.
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Mieloma multiple no secretor

Non secreting multiple myeloma
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Caso clinico

Mujer de 70 afios, sin antecedentes de interés, que presentaba
dolor costal de 8 meses de evolucién, diurno y nocturno, de inten-
sidad progresiva, acompafiado de una pérdida ponderal de 8 kgs en
los Gltimos 4 meses. En la exploracién se apreci6é una disminucién
marcada de la movilidad lumbar con intenso dolor a la palpacién
de articulaciones condroesternales y rodillas.

El hemograma y la bioquimica fueron normales. VSG:
16 mm/1.2 h. Inmunoglobulinas: IgG 649 mg/dl (690-1400), IgA

Figura 1. Radiografia simple de rodillas que muestra las lesiones liticas sin bordes
esclerosos de distintos tamafios sin destruccién cortical en ambos fémures.

118 mg/dl (70-370), IgM 32,8mg/dl (40-240), IgD<23,3Ul/ml
(0-100), IgE 29,5UI/ml (0-100). Proteinas totales: 7,1g/dl. Pro-
teinograma (%): Albimina 61,9, globulinas a1 4,5, globulinas a2
12,4, globulinas 3 12,4 y globulinas y 8,8. Inmunoelectrofore-
sis: sangre: Cadenas Kappa 180 mg/dl (200-440), cadenas Lambda
92,7 mg/dl (110-240); orina: cadenas Kappa 6,7 mg/dl, Cadenas
Lambda<0,39 mg/dl; conservacién del arco de precipitaciéon de IgG,
IgA e IgM, equilibrio de cadenas ligeras en suero con minima elimi-
nacién urinaria.

En la radiologia simple se evidenciaron lesiones osteoliticas, sin
bordes esclerosos de distintos tamafios y sin destruccién cortical en

* Autor para correspondencia.

Figura 2. Detalle de radiografia simple de parrilla costal que muestra mltiples
lesiones osteolaticas sin actividad osteoblastica visibles en hiimero, claviculay varias

Correo electrénico: berpauma@hotmail.com (B. Magallares Lopez). costillas.

1699-258X/$ - see front matter © 2009 Elsevier Espafia, S.L. Todos los derechos reservados.
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Figura 3. Radiografia simple lateral de craneo que muestra las lesiones en sacabo-
cados caracteristicas de mieloma multiple.

fémures (fig. 1), himeros (fig. 2), parrilla costal, claviculas y craneo
(fig. 3), sin captacién gammagrafica (Tc99) de las mismas.

Ante el diagnéstico diferencial de dichas lesiones (mieloma ml-
tiple, metastasis de carcinoma de mama, pulmoén, rifién y tiroides,
enfermedad granulomatosa, mastocitosis, enfermedad de Gaucher)
se realizé un aspirado de médula 6sea que mostré una infiltracién
por células plasmaticas dismoérficas del 23% y permitié confirmar
el diagnoéstico de MM no secretor (tabla 1).

Discusion

El MM no secretor representa alrededor del 1-4% del total de
todos los MM!. Su presentacién clinica, supervivencia y respuesta
al tratamiento no difieren del MM clasico, aunque si suele cursar
con menor incidencia de insuficiencia renal dado que existe una
ausencia de excrecién urinaria de cadenas ligeras!=.

Tabla 1
Criterios diagnésticos de mieloma muiltiple®

o Presencia de componente M en suero y/o orina mas células plasmaticas
monoclonales en médula 6sea y/o plasmocitoma documentado.

e Mas uno o mas de los siguientes:

e Elevacion de calcemia (>11,5 mg/dl)

o Insuficiencia renal (Creatinina >2 mg/dl)

o Anemia (Hemoglobina <10g/dl o descenso de 2 g/dl con respecto a base)

o Enfermedad 6sea: lesiones liticas u osteopenia

En pacientes con componente M no detectable, una relacién sérica anormal de
cadenas ligeras libres puede sustituir y satisfacer este criterio.

Para pacientes sin componente M detectable y relacion de cadenas ligeras
normal: la médula ésea basal deberia presentar >10% de células plasmaticas
clonales (mieloma no secretor)

La gammagrafia 6sea con Tc99 tiene poco valor en la evaluacion
de las lesiones del MM debido a la resorcién 6sea excesiva-ausencia
de actividad osteoblastica que las caracteriza; sin embargo, la gam-
magrafia con Tc99-sestamibi es un procedimiento alternativo que
puede detectar lesiones adicionales3.

EI MM no secretor es una patologia de gran dificultad diagnéstica
por su baja incidenciay escasa expresividad analitica?, adquiriendo
especial relevancia una prueba tan sencilla y de bajo coste como
es la radiografia simple. Por ello debe siempre considerarse en el
diagnéstico diferencial del enfermo con dolor 6seo persistente, par-
ticularmente costal y vertebral, pues se trata de una patologia grave
cuyo pronéstico mejora con un diagndstico precoz.
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Cardiovascular risk assessment in rheuma-
toid arthritis and other inflammatory
arthritides

The article by Martin-Martinez et al. titled “Recommendations
for the management of cardiovascular risk in patients with
rheumatoid arthritis: Scientific evidence and expert opinion”
comes to delving into the EULAR recommendations [1] for the
management of cardiovascular risk, making it more complex and
probably with less applicability in daily practice.

In my opinion, the evaluation of cardiovascular risk should be
easy to perform, because it is aimed to large population groups, for
example, subjects with rheumatoid arthritis (RA). The authors
suggest, in their first recommendation, to perform a carotid
ultrasound or ankle-brachial index in RA patients without clini-
cally evident cardiovascular disease. Both the procedures require
special equipment, time, and expertise.

In the second recommendation, the authors introduce new
criteria for the assessment of cardiovascular risk, the metabolic
syndrome. This syndrome has a different definition: the World
Health Organization criteria, the European Group for the Study of
Insulin Resistance criteria, the National Cholesterol Education
Program Adult Treatment Panel III criteria, the International
Diabetes Federation criteria, and others [2]. Which criteria to
use? The waist circumference cutoff is different among some of
these criteria; even in a Spanish population, it has been demon-
strated that the ATP III criteria had low sensitivity [3]. Finally,
doubts have been raised about the existence of metabolic syn-
drome, if it is a real entity or if it is only a set of several pieces
attached to each other [4]. For all these reasons, I think that the
introduction of these new criteria for cardiovascular risk assess-
ment in RA subjects is confusing and unnecessary.

A new guideline has been published about the treatment of
atherosclerotic blood cholesterol to reduce cardiovascular risk in
adults by the American College of Cardiology (ACC) and the
American Heart Association (AHA) [5]. The Expert Panel found
“extensive and consistent evidence” supporting the benefit of
using statins to reduce cardiovascular risk in subjects with LDL-C
levels above 70 mg/dL. In total, 4 groups of subjects who would
benefit from statin use were identified [5]. These new treatment
guidelines show a partial abandonment of cardiovascular risk
assessment as has been traditionally done and calls for an attitude
aimed at identifying risk groups in whom statin therapy is
imperative.

Because cardiovascular risk in RA subjects is similar to diabetes
mellitus [6], we should consider that RA subjects, without clinical
cardiovascular disease and LDL-C between 70 and 189 mg/dL, are

http://dx.doi.org/10.1016/j.semarthrit.2014.11.004
0049-0172/© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

placed in group 3 of the 4 groups identified by the 2013 ACC/AHA
guidelines and should receive statins on a “moderate intensity.”
However, subjects with long-standing RA, Rheumatoid factor or
anti-CCP positivity, or extraarticular manifestations, who meet at
least 2 of these criteria, should be considered for statin use on a
“high intensity” [5]. These recommendations can be extended to
patients with spondyloarthritis, including psoriatic arthritis [7].

In subjects with inflammatory arthritis, it has been shown that
statin use modifies the plasma lipid profile and coronary risk in a
similar manner as in subjects without inflammatory arthritis, and
this reduction can be extend to RA, spondylitis, and psoriatic
arthritis subjects [8].

The cardiovascular risk approach targeting on statin regimen
probably saves time and money and ensures that patients are
undergoing treatment with statins.
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Artritis reumatoide, un nuevo enfoque del
riesgo cardiovascular

@ CrossMark

Rheumatoid arthritis, a new focus on cardiovascular risk
Sr. Editor:

Los sujetos con artritis reumatoide (AR) tienen una mayor preva-
lencia de los factores de riesgo tradicionales y tienen un 68% mas de
riesgo de desarrollar infarto cardiaco' que la poblacién general, per-
sistiendo este aumento del riesgo aun cuando el anélisis se ajusta
para los factores de riesgo coronario tradicionales'2. Las recomen-
daciones EULAR® para la valoracién del riesgo cardiovascular en
sujetos con AR propone la aplicacién de modelos de valoracién
de riesgo, por ejemplo, tipo Framingham. Por otro lado, EULAR
recomienda especial atencién a los sujetos con AR de larga evo-
lucién (mas de 10 afios), positividad del factor reumatoide o de los
anticuerpos anti-PCC y aquellos con presencia de manifestaciones
extraarticulares?.

El reumat6logo, en su practica diaria, debe realizar diferentes
indices: para diagnéstico, clasificacion, actividad de la enferme-
dad, progresién radiolégica, riesgo de fracturas por fragilidad (FRAX
y otros), calidad de vida del paciente, etc., a lo cual sumamos la
valoracién del riesgo coronario.

Recientemente, se ha publicado la 2013 ACC/AHA Guideline
on the Treatment of Blood Cholesterol to Reduce Atherosclerotic
Cardiovascular Risk in Adults: A Report of the American College
of Cardiology/American Heart Association Task Force on Practice
Guidelines?, en la cual se plantea la «extensa y consistente» evi-
dencia acerca del beneficio del uso de estatinas para reducir el
riesgo cardiovascular en sujetos con niveles de cLDL por encima de
70 mg/dL. Se identifican 4 grupos de sujetos que se beneficiarian del
uso de estatinas: 1) sujetos con enfermedad cardiovascular clinica;
2) sujetos con cLDL > 190 mg/dL; 3) diabéticos entre 40-75 afios
de edad con cLDL entre 70-189 mg/dL y sin enfermedad cardiovas-
cular clinica, y 4) sujetos sin enfermedad cardiovascular clinica o
diabetes, con cLDL entre 70-189 mg/dL y un riesgo estimado a 10
afios > 7,5%*.

Dado que la AR tiene un riesgo cardiovascular similar a la
diabetes mellitus®, que el uso de estatinas aporta un efecto antiin-
flamatorio, modesto aunque significativo®, y que el uso de firmacos
antiinflamatorios (coxibs y no coxibs) se asocia a mayor riesgo
coronario’, proponemos que los sujetos con AR sin enfermedad
cardiovascular clinica, con cLDL entre 70-189 mg/dL y sin limite
superior para la edad sean considerados en el grupo 3 de los 4
grupos anteriormente identificados, lo cual implica el uso de esta-
tinas en «moderada intensidad»* para la mayoria de los pacientes
con AR; no obstante, en sujetos con AR de larga evolucién, factor
reumatoide/anti-PCC positivos o manifestaciones extraarticulares
que cumplan al menos 2 de estos criterios podria considerarse el

uso de estatinas en régimen de «altaintensidad»*. Estas recomenda-
ciones pueden extenderse a sujetos con espondiloartritis, incluida
la psoriasica®.

En sujetos con artropatias inflamatorias se ha demostrado que
el uso de estatinas modifica el perfil lipidico plasmatico y el riesgo
coronario de forma similar que en sujetos sin artropatias inflama-
torias y estareduccion se extiende ala AR, la espondilitis y la artritis
psoriasica’; incluso en aquellos sujetos con AR que utilizan estati-
nas, la interrupcién del tratamiento esta asociada a un incremento
del riesgo de muerte cardiovascular!®,

A pesar de los beneficios en el riesgo cardiovascular que, a
nuestro juicio, aportarian las estatinas en sujetos con artropatias
inflamatorias, siempre debe tenerse en cuenta la posibilidad de
miopatia y sobre todo de hepatotoxicidad que pueden producir en
sujetos que ademads utilizan otros farmacos hepatot6xicos.

En conclusién, recomendamos que todos los sujetos con artro-
patia inflamatoria, especialmente AR, mayores de 40 afios de edad,
con cLDL entre 70-189mg/dL y sin enfermedad cardiovascular
clinica reciban estatinas a dosis moderadas y en aquellos con
riesgo especialmente alto (con 2 o mas de estas condiciones: AR
de larga evolucién, factor reumatoide/anti-PCC positivos, mani-
festaciones extraarticulares) reciban estatinas a régimen de alta
intensidad.
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