











Introduccion

A nivel hepatico, se produce la sintesis de colesterol endégeno, por medio de la HMG-CoA
reductasa, y este sera empaquetado junto con TG y apo-B100 en VLDL. Las VLDL saldran al
torrente sanguineo, liberando los TG por accidn de la LPL, convirtiéndose asi en IDL, que seran
reconocidas por receptores hepaticos para eliminarlas o transformadas a LDL por medio de la
LH. Las LDL seran eliminadas de la circulacién, tras ser reconocidas por el rLDL, localizado en el
higado o los tejidos periféricos. Por ultimo, las HDL que han ido recogiendo colesterol de las
membranas tisulares y otras lipoproteinas circulantes terminaran siendo reconocidas por el

receptor hepatico SRB1 y serdn degradadas y eliminadas por via biliar y rifién.
1.3 ESTEROLES NO COLESTEROL

Los esteroles son un grupo de moléculas que aparecen de forma natural en el reino animal y
vegetal. El esterol de origen animal mds conocido es el colesterol y los esteroles vegetales,
también llamados fitoesteroles, mas comunes son el B-sitosterol, campesterol y estigmaterol.
Todos los esteroles comparten una estructura quimica similar, un ciclopentafenantreno
tetraciclico con una cadena lateral de iso-octilo en el carbono 17 y un grupo hidroxilo en el
carbono 3. La diferencia entre unos y otros radica en la adiciéon de un grupo metilo, etilo o
hidroxilo extra en la cadena lateral (42). La estructura molecular contiene un doble enlace que
al ser hidrolizado formara moléculas insaturadas llamadas estanoles, en el caso de los esteroles
de origen vegetal. Por lo tanto, los fitoestanoles se forman a partir de los fitoesteroles y el 5a-

colestanol a partir del colesterol.

Otros esteroles son los precursores de la sintesis de colesterol. Los principales son el demosterol,
el lanosterol y el latosterol. Estos precursores se encuentran en suero humano en una
proporcién mucho menor que el colesterol. Los esteroles no colesterol también incluyen las
formas oxidadas del colesterol, como el 24S-hidroxicolesterol, el 27S-hidroxicolesterol y el 7a-
hidroxicolesterol, que se forman durante la conversion hepatica de colesterol a cidos biliares y
el 5a-colestanol, un metabolito del colesterol que se produce directamente por la oxidacién de

colesterol. La estructura molecular de los diferentes esteroles se presenta en la figura 10.

El colesterol constituye el 95% de los esteroles de la bilis, siendo el 5% restante precursores de
colesterol y esteroles de origen vegetal (5). Los esteroles vegetales (fitoesteroles) se sintetizan
en plantas, donde tienen la misma importancia bioldgica que el colesterol en los animales. Los
mas abundantes en el ser humano son el B-sitosterol y el campesterol, que se obtienen por

medio de la dieta en cantidades que varian desde los 150 a 450 mg/dia (43).
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Figura 10. Estructuras moleculares de los principales esteroles
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Adaptada de Mackay y cols (42).

Los fitoesteroles y fitoestanoles comparten el mismo mecanismo de absorcién intestinal y
secrecion que el colesterol (Figura 11). La concentracién de plasmatica de fitoesteroles es muy
baja, ya que su absorcién a nivel intestinal es muy pobre. La eficacia de absorcidn del sitosterol
es el 4%, la del campesterol un 10%, la estigmasterol un 5% y la del sitostanol es practicamente
nula. Estos porcentajes difieren mucho de la absorcién de colesterol, que llega al 30-70%. Los
fitoesteroles y fitoestanoles compiten con el colesterol en su absorcién, donde han demostrado
ejercer un efecto inhibitorio en la absorcién intestinal de colesterol. Esto se debe a que los
fitoesteroles son moléculas mas hidréfobas que el colesterol y lo desplazan eficazmente de las
micelas mixtas, generando su precipitacién con otros esteroles vegetales no solubilizados. La
mayor parte de los fitoesteroles que entran en el enterocito son bombeados rdpidamente de
nuevo a la luz intestinal por medio del transportador ABCG5/GS8, que limita su absorcidon
intestinal y promueven su excrecidn a través de la bilis. La combinacién de la escasa absorcidony
la secrecién efectiva por la bilis, son los mecanismos responsables de la baja concentracion
plasmatica de estos esteroles, que es 100 veces menor a la del colesterol. El incremento de la

ingesta de fitoesteroles en forma de suplementos, es una medida efectiva para la reduccion de
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la concentracidn plasmatica de CT y colesterol LDL (cLDL) (44). Al disminuir el colesterol
intestinal que llega a través del higado mediante los QM remanentes se reduce el contenido
hepatico de colesterol y TG (45). Disminuye asi la disponibilidad de colesterol para su
incorporacién a particulas VLDL, incrementando ademas la expresion del gen encargado de la
sintesis del rLDL (LDLR). Por lo tanto, disminuye la absorcidn intestinal de colesterol procedente

de la dieta como de la bilis y aumenta su excrecidn por las heces.

Figura 11: Trafico de colesterol a nivel de los enterocitos
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Adaptada de lkonen y cols (46). La solubilizacién micelar de los esteroles de la dieta por accidn de los

acidos biliares les permite moverse a través de la barrera de difusidn que recubre la superficie luminal de
los enterocitos. La proteina NPC1L1, marcada en rojo, se localiza en la membrana apical de los enterocitos
y facilita la absorcion de colesterol a través de la membrana del borde en cepillo. Esta absorcion puede
bloquearse por medio del farmaco ezetimibe. En contra partida a NPC1L1, el transportador ABCG5/G8
promueve la transferencia activa de colesterol y esteroles vegetales a luz intestinal para su excrecién por
heces. La isoforma 2 de la acil CoA colesterol aciltransferasa (ACAT2) esterifica el colesterol absorbido que
se incorpora a los QM nacientes. Los QM se sintetizan alrededor de la apolipoproteina apo B-48 en el
reticulo endoplasmatico. Los AG de la dieta se usan para la sintesis de TG en el reticulo endoplasmatico

por medio de la accién de la MTP, que transfiere los TG y esteres de colesterol a la apo B-48. Los QM

21



Metabolismo lipidico

nacientes abandonan el reticulo endoplasmatico en vesiculas recubiertas de COPIIl y se secretan a través

del complejo de Golgi hasta el lado basolateral del enterocito y alcanzan la circulacion venosa.

22



Introduccion

2. TRASTORNOS DEL METABOLISMO LIPIiDICO

En la actualidad, las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la principal causa de muerte
en los paises desarrollados y se considera que seguira siendo en el futuro. La Organizacion
Mundial de la Salud registré que en el afio 2012 murieron por esta causa 17,5 millones de
personas, representando un 31% de todas las muertes registradas en el mundo. Se calcula
que en 2030 morirdn cerca de 23,3 millones de personas por ECV, sobre todo por

cardiopatias e ictus y se prevé que sigan siendo la principal causa de muerte (47) .

Una de las principales causas de las enfermedades cardiovasculares es la alteracion del
metabolismo lipidico, produciendo acumulacién de lipidos a nivel arterial y la formacion de
placa de ateroma, causantes de cardiopatia isquémica y otros accidentes cardiovasculares

(4).

Las dislipemias son un conjunto de patologias caracterizadas por alteraciones en las
concentraciones lipidicas plasmaticas. Es un término genérico para denominar cualquier
situacién clinica en la cual existan concentraciones anormales de CT, colesterol HDL (cHDL),
cLDL o TG (4). Cuando estos trastornos se acompafian de un trastorno de las vias

metabdlicas se denominan hiperlipoproteinemias.

Frederickson y Lees realizaron una clasificacion de las hiperlipoproteinemias dividiéndolas
en 6 tipos, en funcidn del tipo de particulas lipoproteinas que se acumulan en sangre (48).
En la tabla 2, se muestra un resumen de las principales hiperlipoproteinemias, de acuerdo
al fenotipo y mostrando las principales caracteristicas clinicas, que son explicadas a

continuacion.
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Tabla 2. Clasificacion de Fredrickson v Lees de las dislibemias nrimarias
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Adaptada de Frederickson y cols (48). Abreviaturas no descritas anteriormente: proteina adaptadora de rLDL (LDLRAP1).
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2.1 HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR

La hipercolesterolemia familiar (HF) es un trastorno autosdémico dominante caracterizado por
concentraciones plasmaticas muy elevadas de colesterol unido a particulas de cLDL, xantomas
tendinosos y elevado riesgo de ECV (22). Tradicionalmente, la HF ha sido descrita como una
enfermedad monogénica, con transmision autosdmica dominante, con una prevalencia
estimada en poblacion general de 1:500 en sujetos heterocigotos y 1:1.000.000 para sujetos
homocigotos (22). Sin embargo, estudios recientes como el proyecto Copenhagen General
Population Study (49) han demostrado que esta prevalencia es superior a la estimada, llegando
a 1:217 en sujetos heterocigotos en poblacién general. Esta prevalencia puede llegar a 1:70
sujetos, en poblaciones con efecto de gen fundador, como la poblacién Afrikaners de Sudafrica
(50). De igual modo, la prevalencia de sujetos homocigotos en HF se ha comprobado superior a
la estimada tradicionalmente, llegando a 1: 450.000 en poblacion espafiola (51) y hasta

1:300.000 en poblacion mundial (52).

La mayor parte de los casos de HF estan causados por mutaciones en el gen LDLR, seguidos de
mutaciones en el gen que codifica la apo B (APOB), que es el ligando de las LDL, para el rLDL; o
en el gen PCSK9, que codifica una serin-proteasa que regula el reciclado intercelular del rLDL
(53-56). En el caso de mutaciones en el gen APOB, la HF se denomina apo B-100 defectuosa
familiar, un trastorno poco frecuente, ya que junto los casos de HF causados por mutaciones en
PCSK9 no superan el 10% de los casos HF (57). Recientemente, se han descrito nuevas causas
que podrian explicar el fenotipo de HF en sujetos sin mutacién en los genes candidatos, como
seria la mutacién p.(Leul67del) del gen de APOE y mutaciones en el gen que codifica la proteina

transductora de sefales 1 (STAP1) (58,59).

Los sujetos afcetos de HF con mutaciones en heterocigosidad presentan concentraciones de
cLDL por encima del percentil 95 de la poblacién, ajustado por edad y sexo. Asi, las
concentraciones en la edad adulta en sujetos heterocigotos varian entre 250 a 400 mg/dL,
llegando a valores por encima de 600 mg/dL en sujetos homocigotos ya desde la infancia (60,61).
Todos estos individuos presentan un exceso de particulas LDL circulantes, debido a que tienen
un catabolismo disminuido, sin embargo, las caracteristicas de las particulas LDL en la HF no
difieren de las normales (62). La concentracién de TG suele ser normal o ligeramente elevada,
al igual que las concentraciones de cHDL. La deposicion de colesterol en compartimentos
extravasculares se produce generalmente a dos niveles: en tendones y la piel, generando los
xantomas; y a nivel de cdrnea, generando el denominado arco corneal. La presencia de
xantomas tendinosos es frecuente en sujetos heterocigotos mayores de 40 afios, mientras que,

en lo sujetos homocigotos, estos xantomas aparecen en la primera década de vida. La
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localizaciéon habitual de los xantomas es el tenddn de Aquiles, pero también son frecuentes en
codos y extensores de los dedos de la mano (63). El arco corneal en la primera década es otro
deposito lipidico superficial caracteristico de la HF, que al igual que los xantomas, esta incluido

como criterio diagndstico (62).

La enfermedad coronaria es el problema clinico fundamental de la HF. Tanto es asi, que algunos
estudios han postulado que aproximadamente el 85% de los varones y el 50% de las mujeres
con HF sufrirdn un ECV antes de los 65 afios, si no son tratados farmacolégicamente (57,61). La
incidencia de arteriosclerosis y por ende de ECV en pacientes con HF homocigota es todavia
mayor, ya que estos pacientes generalmente presentan arteriosclerosis, enfermedad de la
valvula adrtica y ECV antes de los 20 afios si no reciben tratamiento farmacoldgico. La exposicidon
de por vida a una hipercolesterolemia grave es la responsable del dafio del endotelio vascular,
arteriosclerosis acelerada, enfermedad arterial periférica y enfermedad valvular que
experimentan estos pacientes (51). A pesar de que el diagndstico de HF conlleva un riesgo
cardiovascular elevado por si solo, debe de realizarse una valoracién del paciente que incluya la
presencia de otros factores de riesgo adicionales, como la diabetes mellitus (DM), hipertension,
habito tabaquico, obesidad o concentraciones elevadas de Lp (a) (61,62,64). Aunque gracias a la
terapia preventiva farmacolégica se han conseguido una reduccion de la mortalidad por ECV del
37% en los sujetos HF, la prevalencia de ECV en estos sujetos sigue siendo 4 veces superior a la
media de la poblaciéon general (65). Por ello, la estratificacion del riesgo es esencial para el
correcto manejo terapéutico y la determinacion del tratamiento farmacolégico, aunque el
tratamiento precoz e intensivo se ha demostrado beneficioso en esta poblacién (52). Un nivel
de cLDL< 100 mg/dL o conseguir reducciones del 50%, seria el objetivo terapéutico, siendo las
estatinas el grupo farmacoldgico de eleccién. En la Ultima década se han desarrollado nuevos
farmacos, como los inhibidores de PCSK9, que consiguen reducciones de las concentraciones de
cLDL por encima del 50%, regulando la vida media del rLDL. Estos nuevos farmacos responde a
la necesidad de terapias mas agresivas o alternativas a las estatinas, ya que se sabe que sélo el

20% de los pacientes HF alcanzan objetivos terapéuticos de cLDL con estatinas Unicamente (66).

El diagndstico clinico de la HF se basa en criterios clinicos, bioquimicos y genéticos. Estos
incluyen: historia personal y familiar de hipercolesterolemia grave o de ECV precoz, arco corneal
o xantomas tendinosos; y presencia de una mutacién funcional en los genes candidatos (67). Sin
embargo, no todos los criterios diagndsticos estan siempre presentes en todos los pacientes,
por lo que se han establecido diferentes indices diagndsticos basados en diversos aspectos
clinicos. Los algoritmos mas frecuentes utilizados son el elaborado por la red de Unidades de

Lipidos de Holanda, el indice de MedPed y el de Simon Broome que estratifican la posibilidad de
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presencia de HF en un individuo (68-70). La presencia de mutaciones funcionales en los genes
candidatos confirman el diagnéstico de HF de forma definitiva. Sin embargo, estas mutaciones
solo son detectadas en el 20-30% de pacientes clinicamente diagnosticados como HF posibles y
entre el 60-80% de pacientes con diagndstico clinico de HF definitiva (71). Lo que plantea la
hipdtesis de la existencia de nuevos loci, todavia pendientes de descubrir, implicados en la
etiologia de la HF o bien la combinacién de formas oligogénicas en las que un numero de
variantes de cambio de aminoacido o single nucleotide variant (SNV) de diferentes genes, que
por si solas tienen efectos discretos sobre el colesterol plasmatico, pero que peden provocar un

efecto aditivo si se trasmiten de forma conjunta (57,71,72).
2.2 HIPERCOLESTEROLEMIA POLIGENICA

La hipercolesterolemia poligénica (HP) es el resultado de la acumulacion de multiples defectos
genéticos que en su mayor parte, no han sido identificados todavia, con un patrén de herencia
aditivo (72). En este trastorno, los antecedentes familiares no son tan claros como en la HF y
tampoco se dan las manifestaciones clinicas tipicas de la HF, como la presencia de xantomas
tendinosos (61). Los sujetos con HP presentan un fenotipo lla (véase la tabla 2), aunque con
concentraciones de cLDL inferiores a las formas monogénicas u oligogénicas. Sin embargo, el
riesgo de sufrir un ECV es igualmente elevado y por ello el manejo terapéutico es similar al de la
HF heterocigota. La intervencion dietética, el control o eliminacién de otros factores de riesgo
junto con el tratamiento hipolipemiante se encuentran dentro del manejo terapéutico de

eleccién (61,62,72).
2.3 HIPERLIPEMIA FAMILIAR COMBINADA

La hiperlipemia familiar combinada (HFC) fue descrita por primera vez como un trastorno del
metabolismo lipidico autosémico dominante en 1973 por Goldstein y Brown (73). Estudios
posteriores han evidenciado, sin embargo, que se trata de un modelo hereditario multigénico,
con una acumulacidn de SNV pertenecientes a diferentes genes asociados con CT, TG, cLDL, HDL
e Indice de Masa Corporal (IMC) entre otros. Estos SNVs generan efectos pequefios e
independientes que implican un aumento de las concentraciones de lipidicos y una fuerte
asociacién con factores ambientales fundamentales para el desarrollo de este fenotipo (74).
Todo ello explicaria la variabilidad del fenotipo lipidico dentro de la HFC (habitualmente del tipo
Ilb segun la clasificacion de Frederickson y Lev, véase la Tabla 2). Esta susceptibilidad genética
tiende a acumularse en determinadas familias, aunque la transmisién no se produce de forma

mendeliana. Esto explicaria porque algunos familiares sdlo presentan algunos patrones del
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fenotipo HFC, con niveles elevados de cLDL, TG y disminuciéon de cHDL de forma aislada o en

combinacion.

La HFC es un desorden lipidico muy comun dentro de los trastornos lipidicos hereditarios, con
una prevalencia estimada entre el 1-2% en poblaciéon general, ascendiendo al 10-20% en
pacientes que han sufrido un episodio de infarto agudo de miocardio (75). Esta hiperlipemia se
caracterizada por concentraciones elevadas de CT y/o TG (por encima del percentil 95 en
poblacién general ajustado por edad y sexo) en plasma y suele cursar con niveles bajos de cHDL.
Estas alteraciones lipidicas se acompafian generalmente de una alta concentracién de apo B
(>120 mg/dL), una sobre produccién hepaticas de particulas pequefias de VLDL y un aumento
de particulas pequenas y densas de LDL, ambas especialmente aterogénicas (76). Los
antecedentes familiares de primer grado de dislipemia y de ECV prematura son igualmente
criterios fundamentales para su diagnostico (75,77). La HFC se ha asociado directamente con al
menos 35 genes diferentes, entre ellos genes relacionados con desérdenes metabdlicos como
la obesidad, la resistencia periférica a la insulina, la DM tipo 2, la hipertensién y el sindrome

metabdlico (78-80).

Los sujetos con HFC sufren una alta predisposicién a desarrollar ECV ateromatosa prematura
(81). De hecho, la prevalencia de ECV en pacientes con HFC menores de 60 afios se estima
superior al 15% (82). Sin embargo, el incremento de riesgo cardiovascular estd influido por la
variabilidad fenotipica y por la presencia de otros factores de riesgo no lipidicos, como el
sindrome metabdlico, la hipertensién o la DM tipo 2 (83). Algunos estudios, sugieren que el
riesgo cardiovascular del paciente HFC es equivalente al paciente HF, y esta similitud puede
deberse a la mayor prevalencia, en sujetos HFC, de otros factores de riesgo no lipidicos (83). En
esta misma linea, algunos autores han demostrado que la presencia de HFC es un factor de
riesgo independiente de incremento del grosor de la intima media de la carétida (84). Por ello,
se ha propuesto para optimizar el manejo clinico, que los pacientes con HFC sean considerados
como pacientes de muy alto riesgo cardiovascular. Este aspecto es fundamental en la practica
clinica, que incluye una intervencion dietética sobre los habitos de vida, tratamiento
hipolipemiante y el tratamiento de los trastornos metabdlicos asociados como la obesidad,

hipertension arterial, DM, habito tabaquico o sindrome metabdlico.
2.4 HIPERTRIGLICERIDEMIA ESPORADICA

Este trastorno lipidico es también conocido como HTG tipo IV o HTG simple (Tabla 2). La HTG
esta definida como la concentracién de TG en plasma en ayunas, sin tratamiento previo, por

encima del percentil 90 ajustado por sexo y edad en la poblaciéon (3.0 mmol/l en adultos de edad

28



Introduccion

media) (85). El incremento de la concentracion de TG es debido a un aumento aislado de las
VLDL, resultado de una sobreproduccidn o una eliminacién disminuida de estas particulas, que
pueden acompafarse o no de QM elevados. Se estima que el 5-10% de la poblacién presenta
HTG tipo IV, cuyo desarrollo es el resultado de la presencia de un grupo heterogéneo de

mecanismos responsables del incremento de VLDL (11).

La HTG tipo IV se diagnostican en adultos, con un rango de TG entre 200 y 900 mg/dL y suele
cursar con concentraciones bajas de cHDL. Los pacientes con HTG presentan un cuadro que
puede cursar con xantomas palmares, hepatoesplenomegalia, pancreatitis lipémica, asi como la
formacidén de placas de ateroma que suponen un aumento del riesgo de padecer un evento
cardiovascular. Como se ha comentado con anterioridad, estos pacientes presentan elevadas
concentraciones de VLDL plasmaticas, que ademas tienen un tamafio mayor de los normales y
mayores que las que caracterizan la HFC, y se asocian a particulas HDL ricas a TG, lo que
probablemente favorezca que den lugar a una menor concentracién de cHDL, con niveles
normales de apo Al (86). Una moderada HTG es factor de riesgo independiente para
enfermedades arterioescleréticas, particularmente para un evento cardiaco prematuro (ECP)
(87,88). Un estudio con cientos de sujetos seguidos durante mas de 10 afios, muestran que un
incremento de 1 mmol/l en los niveles de TG plasmaticos incrementan el riesgo de un ECP del
32% al 76%, incluso después de ajustar el c-HDL (89). Mas recientemente, se ha confirmado que
concentraciones en plasma de TG en ayunas tienen una fuerte asociacion con el riesgo de ECP
(90,91). Complejos mecanismos subyacen la asociacidon TG- arterioesclerosis, ya que existen
anormalidades metabdlicas, como la obesidad, la DM tipo 2, niveles de c-HDL bajos,
concentraciones elevadas de LDL, altos niveles de AGL, la hiperinsulinemia y el incremento de la
viscosidad plasmadtica que pueden estar asociadas con niveles altos de TG. Sin embargo, se ha
demostrado que las lipoproteinas ricas en TG (QM y VLDL) y sus remanentes pueden contribuir

directamente la formacién de la placa de ateroma (92).

Factores ambientales como el consumo de alcohol, de hidratos de carbono simples, la obesidad
y la resistencia a la insulina contribuyen tanto al desarrollo de la HTG como su a exacerbacion.
La HTG desencadenada a raiz de factores ambientales, es conocida como HTG secundaria, y
puede deberse a otras anormalidades como la diabetes mal controlada, el consumo de alcohol,
el hipotiroidismo, la enfermedad renal o una infeccién por el virus de la inmunodeficiencia
humana. La obesidad, en particular la troncular, esta asociada con un incremento de los niveles
de TG, una disminucién de los niveles de c-HDL. y resistencia a la insulina, siendo éste el mayor
factor que puede contribuir a la dislipemia asociada con la DM tipo 2 (93). Por todo lo

anteriormente expuesto, el tratamiento de primera linea en este trastorno son las medidas
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dietéticas, principalmente la reduccion del consumo de alcohol y de azucares simples, ademas
de la pérdida de peso en el caso que coexista sobrepeso u obesidad. A estas medidas se le
sumara el tratamiento farmacoldgico en casos de que persistan los niveles de TG por encima de

500 mg/dL tras la adherencia al tratamiento dietético (94).
2.5 HIPERTRIGLICERIDEMIA FAMILIAR

Como se ha expuesto anteriormente, la HTG constituye un trastorno con un aumento de las
particulas VLDL, y en ocasiones también de QM, que se observa a las 12-14 horas de ayuno. Su
prevalencia es de 1 de cada 600 sujetos y suele aparecer en la edad adulta, al contrario que el
hiperquilomicronemia familiar. Se caracteriza por un patrén hereditario variable en el que los
factores ambientales o las alteraciones hormonales juegan un papel importante en su desarrollo

(85)

Su base molecular alin es desconocida, en gran parte debido a su componente poligénico y la
necesidad de la presencia factores secundarios para su expresion (95). En esta linea, estudios
previos han demostrado que la asociacion entre factores ambientales junto con variantes raras
y comunes en multiples genes pueden determinar colectivamente las concentraciones de TG
(91). Estos hallazgos fueron confirmados y ampliados por Teslovich y colaboradores, en un
metaanalisis del Global Lipids Genetics Consortium con mas de 100.000 sujetos de diferentes
etnias, donde identificaron 32 Joci que albergan variantes comunes que contribuyen a las

variaciones de TG plasmadticas (96).

La HTG familiar en ocasiones se presenta como hiperlipoproteinemia tipo V, que se
caracterizada por niveles de TG plasmaticos por encima de los 1000 mg/dL, con un aumento de
las particulas VLDL que en ocasiones cursa con un incremento de los niveles de colesterol.
Normalmente los pacientes son asintomaticos, pero dependiendo del grado de HTG, pueden
presentar caracteristicas clinicas de hiperquilomicronemia, como xantomas eruptivos, lipemia
retinalis, hepatomegalia, sintomas focales neurolégicos, dolor recurrente epigastrico y episodios
de pancreatitis. Los sujetos con este desorden lipidico pueden presentar un caracteristico suero
turbio y con un sobrenadante de aspecto cremoso, tras dejarlo reposar (85,95). El manejo
terapéutico de estas HTG es similar a la HTG esporadica, siendo las medidas higiénico-dietéticas

el pilar clave (94).
2.6 SINDROME DE QUILOMICRONEMIA FAMILIAR

El sindrome de quilomicronemia familiar o hiperlipoproteinemia tipo | es un trastorno lipidico
monogénico que se caracteriza por el mantenimiento de niveles muy elevados de QM tras 12-

24h de ayuno. La hiperquilomicronemia tiene una frecuencia en la poblacién menor a 1:10° suele
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aparecer en la infancia o adolescencia y se caracteriza por niveles de TG de 1000-10000 mg/dI
debidos a la deficiencia en la actividad de la LpL o a su cofactor apo C-Il (97). Mutaciones en al
menos 5 genes diferentes (LPL, APOC2, APOAS5, GPIHBP1 y LMF1) se han identificado como
causantes de quilomicronemia familiar. Actualmente, se conocen mas de 80 variantes
disfuncionales en el gen LPL que producen la reduccidon o eliminacién de la actividad LpL,
resultando en la acumulacién de lipoproteinas ricas en TG (98). Mutaciones en homocigosis en
APOC2 pueden generar un fenotipo similar, ya que codifica para la apo C-Il, un cofactor clave
para la LpL. Variaciones en homocigosis que se han demostrado disfuncionales para el gen
APOC2 son causantes de modificaciones en la actividad de LpL en plasma (97). A pesar de ello,
en torno al 30% de los sujetos con quilomicronemia no presenta mutacién en ninguno de estos

genes, por lo que otros genes podrian estar implicados en la etiopatogenia de la enfermedad.

Las manifestaciones clinicas de la quilomicronemia dependen del grado de elevacién de la
concentracidn de TG. Los niveles de TG oscilan entre 1000 y 10000 mg/dL, debido alta capacidad
que tienen los QM de albergar TG en su interior. El resto del perfil lipidico también se encuentra
alterado en estos pacientes, con elevaciones ligeras de CT y niveles bajos de cHDL y cLDL,
presentando un plasma turbio y lechoso, con un sobrenadante de aspecto cremoso, muy
caracteristico (75,95). Este trastorno suele aparecer en la infancia o adolescencia y suele ir
acompafiada de alteraciones cutaneas y oculares, como xantomas eruptivos en superficies
extensoras y nalgas, lipemia retinales, hepatoesplenomegalia, dolor recurrente abdominal,
nauseas y vomitos asi como pancreatitis recurrente (85). Los sujetos con hiperquilomicronemia
presentan un riesgo aumentado de presentar pancreatitis recurrentes, principalmente cuando

los TG superan los 1000 mg/dL, y mas aln cuando estas cifras superan los 2000 mg/dL (99).

Se ha asociado un aumento del riesgo cardiovascular en sujetos con quilomicronemia familiar.
Sin embargo, Benlian y colaboradores demostraron ya hace dos décadas que los sujetos con
quilomicronemia familiar a los que practicaron autopsia no presentaban lesiones
arteriosclerdticas significativas (100). Los autores proponen que los niveles bajos de cLDL
combinados con QM de gran tamafio, que presentarian dificultad para penetrar el endotelio,
podrian explicar la ausencia de la arteriosclerosis en estos sujetos. Por el contrario, otros
estudios han indicado el aumento de desarrollo de aterosclerosis prematura en estos sujetos,
proponiendo los QMr o las bajas concentraciones de cHDL como potenciales causantes de los

mecanismos aterogénicos.

El manejo terapéutico de la quilomicronemia familiar sigue los principios generales del
tratamiento de la HTG. Esto incluye la intervencién del estilo de vida como base principal, el

control de los factores secundarios que coexistan y el tratamiento farmacoldgico. Los niveles
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tan elevados de TG que presentan estos pacientes hacen que en ocasiones los fadrmacos sean
insuficientes, para evitar las pancreatitis recurrentes que presentan estos individuos. Por lo que
la intervencién dietética, que comprende consumos de grasa por debajo del 15% de la ingesta
caldrica diaria, consumo de AG de cadena corta, restriccion del consumo de alcohol y de
azlcares simples son las medidas dietéticas esenciales en el manejo terapéutico de los pacientes
con hiperquilomicronemia (101). Algunos autores han reportado que casos en los que la
plasmaféresis podria ayudar a disminuir los niveles de TG (102). También se han desarrollado
nuevos tratamientos basados en terapia génica, como la inoculacién en tejido muscular del
adenovirus-LPL>*"X que consigue reducciones muy significativas de TG en todos los pacientes a
las 12 semanas, sin embargos estos valores retornan a los niveles basales tras 18-30 meses, fallo
gue los autores achacan a la respuesta inmunitaria frente a las proteinas de la cdpside del virus
(103). En esta misma linea, se esta desarrollando el farmaco Volanesorsen (IONIS
FARMACEUTICAL, INC.), aun en experimentacion (fase 4), cuyo objetivo es disminuir la expresion
de apo C-lll, por medio de un nucleétido antisentido, que logra amplias reducciones de la

concentracién de TG en plasma (104).
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3. FACTORES GENETICOS RELACIONADOS CON LOS NIVELES LIPiDICOS

Los niveles lipidicos en sangre son factores de riesgo hereditarios y modificables que influyen en
el desarrollo de la ECV. Los niveles de CT, cLDL, cHDL, y TG estan finamente regulados por genes

que codifican proteinas involucradas en el metabolismo lipidico.

Los primeros estudios se basaron en la busqueda de mutaciones graves en pacientes con
fenotipos extremos de dislipemias, lo que ha permitido descubrir genes como el LDLR, APOB,
PCSK9 o LPL entre otros. Tras el descubrimiento de los genes causales los siguientes pasos
consistian en la caracterizacién de estas mutaciones, lo que permitié ahondar en conocimiento

del metabolismo lipidico.

Finalmente, el desarrollo de nuevas técnicas de secuenciacion, ha permitido encontrar nuevos
genes con efectos menores sobre el metabolismo lipidico e incluso genes cuyo efecto a nivel

celular esta todavia pendiente de conocer.
3.1 GENES RELACIONADOS CON LA HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR

Los niveles de colesterol estan estrechamente regulados y se ven afectados tanto por la genética
como factores ambientales. Se estima que del 40% al 50% de las concentraciones plasmaticas
de cLDL estarian explicados por factores genéticos. En la actualidad, se conocen un pufado de
trastornos monogénicos del metabolismo de LDL: unos cursan con cLDL bajo, como la
hipobetalipoproteinemia primaria o la abetalipoproteinemia (producida por mutaciones en los
genes MTTP, APOB, PCSK9 y ANGPTL3), y otros cursan con cLDL alto, como |la
hipercolesterolemia familiar, atribuible a mutaciones en LDLR, PCSK9 o APOB, o la

hipercolesterolemia autosdmica recesiva, atribuible a mutaciones en LDLRAP1 (105).

El diagndstico de HF se esta volviendo cada vez mds dependiente de las caracterizaciones
moleculares, porque se ha observado que las mejoras en el estilo de vida, la dieta y el uso la
medicacidn para la reduccidn de lipidos han cambiado la expresidn clinica de HF en las ultimas
décadas (106). Ademas, conocer con precision el diagndstico molecular permite guiar la eleccidn
de la terapia y asegurar un mejor prondstico en pacientes con HF. La HF estd causada
predominantemente por mutaciones en los genes LDLR, APOB y PCSK9 y mas del 90% de las
mutaciones causantes de HF reportadas se localizan en el LDLR. Los sistemas de secuenciacion
de nueva generacidon han permitido descubrir nuevas mutaciones en heterocigosidad en los
genes STAP1 y APOE, asi como mutaciones bialélicas en los genes ABCG5/G8, que pueden cursar

con un fenotipo similar a la HF (107).
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3.1.1 LDLR

En 1938, el clinico noruego Carl Miiller, describié la HF como un “error innato del metabolismo”,
que producia altas concentraciones de colesterol en la sangre, infartos de miocardio y con una
trasferencia autosémica dominante, pero no fue hasta 1974, gracias a los estudios de Goldstein
y Brown cuando se descubrid el papel del rLDL en la etiopatogenia de la HF (22). En 1972
Goldstein y Brown iniciaron sus experimentos con fibroblastos cultivados, donde en primer lugar
confirmaron la autorregulacion entre la sintesis y absorcién de colesterol, midiendo la actividad
de la HMG-CoA reductasa. Encontraron que cuando se eliminaban lipoproteinas ricas de
colesterol del medio de cultivo, la actividad de la HMG-CoA reductasa se elevaba; y al contrario,
la actividad de la enzima se reducida tras la adicion de particulas LDL al medio. A continuacidn,
realizaron los mismos experimentos en cultivos celulares de pacientes FH homocigotos, vy
observaron que estos individuos presentaban valores enzimaticos de HMG-CoA reductasa 50 o
100 veces por encima de lo normal y que la actividad de dicha enzima no se veia afectada por la
presencia o ausencia de particulas LDL en el medio. La interpretacién mas simple para estos
resultados era que los pacientes HF homocigotos presentaban mutaciones en HMG-CoA
reductasa. Esta hipdtesis fue inmediatamente refutada por el siguiente experimento, en el cual
adicionaban colesterol emulsionado en etanol (esta emulsion tiene la capacidad de atravesar la
membrana plasmatica). Tras la adicion del colesterol emulsionado, los niveles de HMG-CoA
reductasa tantos de fibroblastos sanos, como de fibroblastos de pacientes HF homocigotos, eran
igualmente suprimidos. Este experimento, indicd que el defecto de las células homocigotas HF
residia en su capacidad de extraer el colesterol de las lipoproteinas. La existencia del rLDL fue
postulada formalmente en 1974 cuando al realizar experimentos con LDL marcado, encontraron
que las células normales tenian sitios de union de alta afinidad para el LDL, mientras que las
células homocigotas HF carecian de estos sitios. Este mismo experimento, mostrd que las
particulas LDL marcadas en células sanas, eran incorporadas al interior celular, donde se
hidrolizaban generando colesterol no esterificado, que suprimia la actividad enzimatica de la

HMG-CoA reductasa (22).

Como se ha descrito anteriormente, el rLDL se localiza en la membrana plasmatica y tras la
captacion de las particulas LDL, se produce una invaginacion de la membrana, generando una
vesicula que contiene el colesterol que sera posteriormente esterificado en el interior de los
lisosomas. El colesterol derivado de las particulas LDL, actia a varios niveles, inhibiendo la
actividad de la HMG-CoA reductasa, por medio de la via SREBP; activa la enzima ACAT, para que
el exceso de colesterol se pueda almacenar como gotas de esteres de colesterol en el

citoplasma. Al inhibir la via SREBP, el colesterol también suprime la transcripcién del gen LDLR,
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lo que permite a las células ajustar la cantidad de rLDL expuestos para proporcionar suficiente

colesterol a la célula para las necesidades evitando su acumulacién (22).

El rLDL es una glicoproteina que se sintetiza como un precursor de 860 aminoacidos y tras la
escision de los 21 primeros aminodacidos se obtiene una proteina madura de 839 aminoacidos
con cinco dominios reconocibles. El primer dominio del receptor maduro contiene el sitio de
unién para las apos B y E. Este dominio consta de aproximadamente 300 aminodacidos, que se
ensambla a partir de multiples repeticiones de 40 residuos cada una (denomina L1-L7). El
segundo dominio es una secuencia de aproximadamente 400 aminodcidos con una homologia
del 33% al precursor al factor de crecimiento de la epidermis (EGF). El tercer dominio es una
secuencia de 48 aminodcidos que contiene serinas y treoninas, muchas de las cuales parecen
servir como sitios de unién para las cadenas de carbohidrato ligadas a oxigeno. El cuarto dominio
es una regién membrana hidrofébica de 22 aminodacidos, y el quinto dominio es una cola

citoplasmatica COOH-terminal de 50 aminoacidos (Figura 12) (108).

Figura 12: Estructura de los dominios del rLDL

LDLR

172 b ........ ........................................... L 5-EGFPH
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Adaptada de Lo Surdo y cols (109). Abreviaturas anteriormente no descritas y que aplican para esta figura:

LBD (Ligand-binding domain, dominio de unién al ligando); EGFPH (Precursor homology domain epidermal
growth factor, dominio homélogo al precursor del factor de crecimiento epidérmico). El dominio LBD estd
compuesto por secuencias repetitivas de 40 residuos cada una, denominas L1-L7. El dominio EGPH esta

compuesto por dominio EGF A, By Cy una B-hélice.

El gen LDLR contiene mas de 45 kilobases de longitud y codifica 18 exones, la mayoria de los
cuales correlacionan con los dominios proteicos anteriormente descritos. Trece de los 18 exones
codifican secuencias de proteinas que son homdlogas a otras secuencias de proteinas: cinco de
estos exones codifican una secuencia similar al componente C9 del complemento, tres exones

codifican una secuencia similar al precursor del factor de crecimiento epidérmico (EGF) y a
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proteinas de sistema de coagulacion sanguineo (factor IX, factor X y proteina C) y otros cinco

exones codifican secuencias no repetidas homélogas con el precursor EGF (109).

Como se ha expuesto anteriormente, la vida media del rLDL en la membrana plasmatica, esta
regulada por la proteina PCSK9. Tras la unién de PCSK9 al rLDL expuesto en la superficie celular,
este complejo serd internalizado en el interior celular para la posterior degradacién del receptor.
La mayoria de uniones entre PCSK9 y rLDL se producen entre el dominio catalitico de PCSK9 y el

dominio EGF A del rLDL (Figura 13) (109).

Figura 13: Estructura del complejo rLDL/PCSK9

Adaptada de Lo Surdo y cols (109). En PCSK9, el prodominio estd indicado en azul, el dominio catalitico en

rojo y el dominio C-terminal en marrdn. En rLDL el dominio de unidn al ligando esta indicado en beige, la

region EGF (A) en amarillo, la region EGF (B) en verde y las regiones EGF (C) y la B-hélice en azul.

En la actualidad, la mayoria de individuos (60-80%) diagnosticados clinicamente con HF
presentan mutacion en el gen que codifica el rLDL. Se han reportado mas de 2000 mutaciones
en el LDLR causales del HF, de las cuales, el 8-10% son mutaciones que generan deleciones

parciales; el 12-15%, son mutaciones sin cambio de aminodcido en regidn codificante; el 15-
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20%, son mutaciones que generan pequefias inserciones o deleciones que alteran el marco de
lectura; el 8-10%, son mutaciones que la region de ayuste intron-exén; y el 40-50% son

mutaciones que generan un cambio de aminoacido
3.1.2 APOB

Dentro de la HF, aquellas que cursan con una mutacién del gen de APOB, dan lugar a un trastorno
poco frecuente, denominado, apo B-100 defectuosa familiar (ADF). La ADF es un trastorno
genético autosémico dominante caracterizado por elevadas concentraciones de cLDL debido a
una disminucidn de la eliminacion a nivel hepatico de particulas que contienen apo-B (110). La
ADF fue descrita por primera vez en 1987 por Inneraty y cols, quienes reportaron una familia
con la actividad de unién del cLDL al rLDL de tan solo el 32% e indicaron que este defecto de

union se debia a una anomalia genética de la apo B-100 (111).

La apo B-100, codificada por el gen APOB, tiene dos funciones principales conocidas: mantener
laintegridad de la particula LDL y permitir la unién de LDL al receptor, y asi promover la retirada
de las particulas LDL del plasma mediante el proceso de internalizacién por medio del rLDL (73).
apo B-100 es el ligando del rLDL y la Unica apolipoproteina en la superficie de las particulas LDL;
apo B-100 envuelve la particula LDL como si fuera un “cinturén”, y existe unos residuos

aminoacidicos que son criticos para la afinidad entre apo By el rLDL (112).

El gen APOB abarca 43 kilobases incluyendo 28 exones y codifica una péptido sefial de 27
aminodcidos seguidos de una proteina madura de 4536 aminoacidos, siendo una de las
proteinas monomeéricas mas grandes conocidas. El dominio de unidn al rLDL de apo B se localizd
en un principio en la region entre los residuos 3386 y 3396 (113). Sin embargo, la mutacion mas
comun, p.(Arg3527GIn), que ademas fue la primera mutacidn reportada, se encuentra fuera de
esta region (111). Posteriormente, se demostroé que la alteracion que involucra este aminoacido
desestabiliza un cluster de variantes importantes para la conformacién de apo B-100. Ademas,
también se ha demostrado que las regiones entre los aminoacidos 3174-3184 y 4181-4540 son
importantes para el correcto plegamiento del extremo carboxilo terminal de la apo B-100,
necesario para la unidn del rLDL. En 2007, Krisko y Etchebest propusieron un modelo para la
estructura terciara de apo B-100, definiendo 8 dominios diferentes, y estableciendo que el
dominio para la unién con el receptor estaba entre los residuos 2820-3202 y 3243-3498 (114).
Sin embargo, este modelo tedrico no ha podido ser reproducido experimentalmente, debido a
la longitud de apo B-100 y a que esta solo adopta su correcta conformacidn cuando se asocia

con lipidos, y por tanto es dificil de cristalizar (115).
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Se estima que las mutaciones en APOB que causan HF ocurren en 1/300-1/700 en poblacion
europea caucasica (116). Se han dientificado un total de 132 variantes: de las cuales, una se
encuentra a, 2000 pares de bases antes del comienzo del gen; otra, en la region 5'UTR, 63
variantes que codifican un cambio de aminodcido, 22 variantes que no generan cambio de
aminodcido, 44 en la regidn intrénica y una variante en la region 3’UTR. La asociacién de SNVs
no sinénimos se ha examinado ampliamente en varios pequefios estudios y metaanalisis,

aunque con resultados contradictorios (117,118) (Figura 14).

Figura 14: Representacion del gen de APOB y de la estructura de la proteina
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Adaptada de Marianne (116). En la parte superior del dibujo estan marcados los 10 SNVs estudiados y en

rojo cuatro mutaciones que generan un cambio de aminoacido y que se han demostrado causales de ADF.
En la parte inferior se representa un diagrama esquemdtico de la estructura de apo B-100. La
apolipoproteina B envuelve la LDL como un cinturén que completa el cerco alrededor del residuo de
aminodcido 4050. El extremo carboxilo terminal forma un arco que cruza hacia atras sobre la cadena entre

los residuos 3000 y 3500.

Como se ha comentado anteriormente, la primera mutacién causal identificada en APOB y
también la mas frecuente, es la p.(Arg3527GIn) (111). Posteriormente, se identificaron otras
variantes, como p.(Asn1914Ser), p.(His1923Arg), p.(Arg3507Trp), p.(Arg3527Trp),
p.(Arg3558Cys), p.(Trp4396Tyr) y p.(Ala8881Thr) (116,119,120). Sin embargo, sélo se demostré
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que fueran patogénicas las variantes p.(Arg3507Trp), p.(Arg3558Cys), p.(Trp4396Tyr) vy
p.(Arg3527Trp). Las mutaciones p.(Arg3527Trp) y p.(Arg3527GIn) han demostrado que reducen
la fraccion de cLDL catabolizado entre un 33-70% en estudios in vivo (121). Por otro lado, existen
datos controvertidos respecto a la mutacién p.(Arg3558Cys), ya que, aunque se ha identificado
en pacientes con altos niveles lipidicos y en estudios funcionales con fibroblastos la mutacion
reportéd que el cLDL tenia una afinidad reducida por el LDL del 28-51%, anteriormente, un
estudio habia mostrado que la mutacién p.(Arg3558Cys) no estaba asociada con los niveles
lipidicos en poblacién general (122) y un estudio in vivo mostré que la actividad de catabdlica

del cLDL estaba disminuida solo un 17% en los sujetos que padecian esta mutacién (121).

La penetrancia de las mutaciones patogénicas de APOB es del 100% y los pacientes con
mutaciones en APOB tienen un fenotipo similar al de los sujetos con mutaciones en el LDLR,
aungue suele ser menos grave. En 2012 se publicaron dos nuevas variantes en APOB mediante
el estudio de la secuenciacién del exoma y el andlisis de ligamiento en dos familias no
relacionadas, p.(Arg3059Cys) y p.(Lys3394Asn). Los ensayos in vitro con células HepG2
demostraron una reduccién en la captacion de cLDL en pacientes portadores de dichas
mutaciones del 28-49% (123). Estas alteraciones estan localizadas en la tedrica region de union
al receptor postulada por Krisko y Etchebest, sin embargo, la cosegregacién en estas familias no
es completa, mostrando una baja penetrancia en ambos casos. Mas recientemente, en 2014, se
identificaron 2 nuevas mutaciones en APOB, p.(Arg1164Thr) y p.(GIn4494del), que producian un
40% de disminucion de la internalizacion de cLDL en linfocitos y células HepG2. En este estudio,
se identificaron otras 8 variantes genéticas, pero los experimentos in vitro demostraron que no
afectan a la funcionalidad y se catalogaron como polimorfismos (124). Por lo tanto, todavia no
se conoce bien el papel de los diferentes dominios de apo B en el metabolismo lipidico, ya que
mutaciones que afectan drasticamente al mismo, como p.(Arg3527GIn), estan fuera del dominio
de unidn al rLDL, lo que indica que hay que profundizar en su estudio para conocer mejor el

papel de los diferentes dominios de apo B en la interaccion con el rLDL, PCSK9 y la Lp(a).
3.1.3 PCSK9

En la década pasada la busqueda de nuevas variables genéticas causales de HF junto con la
investigacion en la estructura y funcién de las proteinas de la familia de las protein-convertasa
permitid el descubierto de la proteina PCSK9 en 2001 por cientificos de Millenium
Phamarceuticals en estudios de apoptosis neuronal del cerebelo (125). En paralelo y de forma
independiente, la French Network for Autosomal Dominant Hypercholesterolemia junto con la

Universidad de Utah, identificaron PCSK9, como un tercer locus involucrado en la etiopatogenia
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de la HF (126). Finalmente, en 2003, Abifadel y cols reportaron por primera vez mutaciones en

el gen PCSK9 como causantes de HF.

La PCSK9 es una proteina de 692 aminoacidos con una peso molecular de 72 kDa, que consta de
una regién prodominio, un dominio catalitico y un dominio rico en histidina y cisteina C-terminal
(127), que se expresa principalmente en higado, intestino, rifidn y sistema nervioso central

(Figura 15).

Figura 15: Estructura de PCSK9
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Adaptada de Botet-Pedro y cols (128). Las mutaciones asociadas con concentraciones elevadas de cLDL

estan representadas en la parte superior (azul) y las mutaciones vinculadas a niveles bajos de cLDL en la

parte inferior (verde).

La pro-PCSK9 se sintetiza en el reticulo endoplasmatico al igual que el precursor del rLDL, y la
unién de ambos facilita el transporte de colesterol desde el reticulo endoplasmatico al complejo
Golgi, donde completan la maduracion. El trafico de pro-PCSK9 al aparato de Golgi depende de
la presencia de Sec24A (129). En el aparato de Golgi, la region prodominio de la pro-PCSK9 se
escinde autocataliticamente, pero continda unida de forma no covalente a la PCSK9 madura
para facilitar el plegamiento de la proteina y el bloqueo de su actividad catalitica. La unién de

pro-PCSK9 a la forma precursora del rLDL promueve la escision catalitica de PCSK9 (130).

La principal via de eliminacién de cLDL circulante a nivel hepatico es por endocitosis, proceso
mediado por la uniéon del cLDL al rLDL en la membrana celular de los hepatocitos (Figura 15).
Dado que la vida media del rLDL es de aproximadamente 20 horas y que en el reciclado se
emplean de 10 a 15 minutos, el rLDL es capaz de recircular de nuevo a la superficie celular hasta
150 veces, lo que indica el papel fundamental que juega PCSK9 en el metabolismo de la rLDL. La
subunidad catalitica de PCSK9 se une al dominio epidérmico de rLDL y a continuacién acompania

al receptor a su degradacién en el interior del lisosoma (128).

A nivel intracelular, PCSK9 juega un papel en la regulacion de la expresion de rLDL maduro

mediante la induccion de la degradacidn intracelular del receptor previo a su transporte a la
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membrana de la superficie celular. Esta degradacidn del receptor se produce en el aparato de
Golgi y gracias a la actividad catalitica de PCSK9 (131). Si el rLDL no es degradado
intracelularmente se transporta a la superficie celular, en las fosillas recubiertas de clatrina,
gracias a su interaccién con la proteina adaptadora 1 del rLDL (LDLRAP1). El rLDL sufre
endocitosis en presencia o ausencia de su ligando, entrando asi en el compartimento de
reciclado. Un cambio de pH dentro de este compartimento permite la disociacidon del rLDL de su

ligando, que luego se degrada en el lisosoma, mientras que el rLDL se recicla (128) (Figura 16).

Figura 16: Papel de PCSK9 en la degradacidn de los receptores de cLDL
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Receptor de LDL @

Adaptada de Botet-Pedro y cols (128).

El papel del PCSK9 extracelular es la regulaciéon postranslacional del nimero de rLDL en Ila
superficie celular. La PCSK9 secretada se une a la region homdloga al factor de crecimiento
epidérmico A del rLDL. El complejo PCSK9-rLDL se internaliza de nuevo por endocitosis mediada
por clatrina (132) y el complejo se dirige al endosoma/lisosoma a través de un mecanismo que
no requiere ubiquitinacién. A pH acido en el endosoma/lisosoma tiene lugar una interaccidn
adicional entre el dominio de unién del ligando del receptor y el dominio C-terminal de PCSK9
(133). Como consecuencia de esta unidn, la PCSK9 permanece unida al receptor y el este no

adopta la configuracidn cerrada requerida para su reciclaje. Por lo tanto, mediante esta unién al
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rLDL, PCSK9 interrumpe el reciclado de rLDL y lo conduce a la degradacidn, lo que conlleva una

disminucidn significativa del nimero de rLDL disponibles en la superficie celular.

Varios factores de transcripcion o cofactores regulan la expresion del gen PCSK9, incluyendo las
proteinas de unidn al elemento regulador de los esteroles (SREBP-1/2). Dado que el gen PCSK9
esta regulado por los niveles de esteroles a través de SREBP2, las dietas con bajo contenido en
colesterol suprimen potentemente sus valores de expresion y disminuyen la concentracion de

PCSK9 durante el ayuno y, por el contrario, aumentan en situacién postprandial (134).

PCSK9 mediante un proceso de autoensamblaje, forma dimeros o trimeros de PCSK9, que tienen
la mayor actividad degradante del rLDL. En este sentido, una de las mutaciones con ganancia de
funcién de PCSK9 (p.Asp374Tyr) se caracteriza por un autoensamblaje intensificado (135). Las
mutaciones con ganancia de funcion en PCSK9 (p.Asp374Tyr) y su correspondiente
sobreexpresién comportan un menor nimero de rLDL funcionantes y mayores concentraciones
de cLDL. Por el contrario, las mutaciones con pérdida de funcién en PCSK9 dan lugar a valores
mas bajos de cLDL. El descenso de la concentracidn de cLDL, aunque modesto (del 15 al 28%),

es para toda la vida y confiere una proteccion cardiovascular considerable (136).

El descubrimiento de PCSK9 ha permitido el desarrollo en la Ultima década de nuevos
tratamientos altamente eficaces, como los anticuerpos monoclonales anti-PCSK9,
comercializados en Espafia desde inicios del 2017, que consigue reducciones de los niveles de
cLDL superiores al 50%. Sin embargo, todavia existen lagunas en la cinética, dinamica y funcion

fisiolégica completa de PCSK9.
3.1.4 APOE

La apo E, codificada por el gen APOE, es una proteina multifuncional con funciones centrales en
el metabolismo lipidico, neurobiolégico y enfermedades neurodegenerativas. Apo E es una
glicoproteina de 299 aminoacidos, que fue descubierta en 1970 con un papel clave en el
metabolismo lipidico, donde en plasma media el aclaramiento de lipoproteinas remanentes;
mientras que a nivel del endotelio vascular, la apo E secretada por macréfagos, participa el flujo
de colesterol hacia la placa de ateroma (137,138). La importancia de apoE en el metabolismo
lipidico ha sido reconocida hace décadas. En modelos animales, la deficiencia de apoE esta
asociada con el desarrollo de la arteriosclerosis. Debido a su alta afinidad con los miembros de
la familia de los rLDL, apo E facilita la captacion hepatica y extrahepatica de las lipoproteinas
plasmaticas. La lipidacién de apo E y apo Al dirige la generacidon de nuevo de particulas HDL.
Ademas, la unién de varias proteinas a las particulas HDL depende del contenido de esta apo E

de las mismas (137).
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La apo E esta compuesta por dos dominios funcionales y estructurales diferentes, un dominio
N-terminal, que comprende los aminoacidos 1-191, y un dominio C-terminal, con aminodacidos
del 206 al 299, unidos por un bucle sensible a proteasa (Figura 17). El dominio N-terminal esta
formado por 4 a-hélices antiparalelas que contienen la regién de unién al receptor (entre los
aminoacidos 136 a 150 y el aminoacido Argl72) y la regién de unidn a los HSPG, con una
capacidad débil de unién al lipidos (139,140). El dominio C-terminal estd formado por a-hélices
anfipaticas que contiene la region de alta afinidad de unidn a lipidos, entre los aminoacidos 244
a 272, y la regidn responsable de la auto asociacion de apo E entre los aminoacidos 267 a 299
(141). Se ha determinado que las regiones altamente conservadas estan vinculadas a las
funciones primarias de apo E, como la unién al ligando y se ha encontrado una menor

conservacion en aminodcidos en los extremos de la proteina (137).

Los humanos presentan tres isoformas de apo E, denominadas apo E2, apo E3, apo E4, que son
productos de los alelos €2, €3 y €4 (142). El alelo €3, es el alelo mas comun, con una prevalencia
del 77% en poblacién general, mientras que el alelo con menor frecuencia es el alelo €2, con una
prevalencia del 8% en poblacion general y finalmente el alelo €4 tienen una frecuencia en la
poblacion del 15% (143). Las tres isoformas difieren en los aminodcidos en las posiciones 112 y
158. La isoforma apo E3, la isoforma mas prevalente en la poblacién normolipémica, tiene el
aminodcido cisteina en la posicion 112 y una arginina en la posicion 158. Manteniendo los
niveles homeostaticos lipidicos, apo E3 juega un papel protector en las enfermedades
cardiovasculares. La isoforma apo E2 tiene dos cisteinas en las posiciones 112 y 158 y se asocia
con la disbetalipoproteinemia. La isoforma apo E4 tiene dos residuos arginina en las posiciones
112 y 158 y representa un factor de riesgo para el desarrollo del Alzhéimer. En la isoforma apo
E4, el residuo arginina 61, localizado en la segunda a-hélice y el residuo acido glutdmico 255 son
responsables de la interaccién del dominio. La isoforma apo E4 presenta una mayor afinidad por
el rLDL, mayor asociacién con las particulas VLDL y mayor capacidad para convertir mas
rapidamente los restos de VLDL a LDL. Sin embargo, cuando la unidn Arginina61-acido glutdmico
255 se rompe, la isoforma apo E4 tiene una mayor preferencia de uniéon por particulas HDL en

vez de por particulas VLDL, presentando un funcion similar a la isoforma apo E3 (144).

En 2012, Solanas-Barca y colaboradores describieron una delecién en apo E causante de
hiperlipemia mixta y de hipercolesterolemia aislada (145). Marche y colaboradores describieron,
posteriormente una amplia familia francesa compuesta por 14 miembros con HF sin mutacién
en los genes LDLR, APOB y PCSK9. Estos pacientes eran portadores de una variante rara, una
delecion de tres pares de bases, en el gen de APOE, que generaba una delecion de una leucina

en la posicidn 167 (146). Una observacion similar fue reportada por Awan y colaboradores (147)
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en un paciente con fenotipo de HF portador de la variante p.(Leul67del) en heterocigosidad.
Esta variante habia sido previamente descrita en sujetos con fenotipo de HTG asociada con

histiocitosis (145).

Figura 17: Representacidn de la proteina apo E

Adaptada de Wintjens y cols (148). Los residuos mutados encontrados por Wintjens y colaboradores estan

representados y etiquetados para su localizaciéon en la estructura de la proteina 3D. Las hélices N-
terminales adicionales estan coloreadas en salmoén, el dominio N-terminal en naranja, el dominio de
bisagra (es decir, la region entre los dos dominios funcionalmente distintos) en amarillo, y el dominio C-
terminal en purpura. La regién putativa de unidn a rLDL (residuos 158-168) se muestra en rojo. Las cuatro

hélices a del dominio N-terminal estan marcadas como H1 a H4.

Recientemente, nuestro grupo (58) realizé un estudio sistematico para determinar la frecuencia
de lavariante p.(Leul67del) en pacientes HF sin mutacién en los genes candidatos y encontraron
9 pacientes (3,1%) de 288 pacientes HF-, portadores de la mutacion. Analizaron también todos
los familiares disponibles de los probandos, de ellos 10 fueron portadores de la variante, de los
cuales, 6 presentaron una hipercolesterolemia aislada, tres presentaron una hiperlipemia mixta
y solo uno tenia niveles de colesterol por debajo del percentil 90. Se encontré que la

concentracién de cLDL era aproximadamente 50 mg/dL menor en los portadores de la mutacion
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p.(Leul67del) que los sujetos portadores de mutaciones en el LDLR. Esta hipercolesterolemia

mas ligera se asocié con la ausencia de xantomas tendinosos y una menor prevalencia de ECV.

Wintjens y colaboradores (148) secuenciaron el gen completo de APOE en una cohorte de 106
pacientes, sin mutacion en los genes candidatos y reportaron 4 pacientes (1,7%) portadores de
4 variantes raras en el gen de APOE: p.(Argl63Cys), previamente descrita en sujetos con
disbetalipoproteinemia; p.(Leul67del), una delecién previamente descrita en pacientes HF; un
raro polimorfismo p.(Leu48Pro); y la variante p.(Glyl145Asp), descrita en pacientes con
disbetalipoproteinemia. Los tres pacientes portadores de las tres primeras mutaciones descritas
presentaban una hipercolesterolemia aislada, mientras que el ultimo presentaba una
hiperlipemia mixta. Todas las mutaciones estan situadas en el dominio N-terminal (Figura 16).
El residuo Leu48 estd localizado en la primera a-hélice en el dominio N-teminal y la insercidn de
una prolina en esta region, genera una desestabilizacion de la estructura proteica. Muy
recientemente, se ha descubierto a nivel experimental que esta variante desestabiliza la
termodinamica de apo E, generando una isoforma mds propensa a la protedlisis y afectando su
unién a lipidos. El residuo Gly145 estd ubicado dentro de una regién de bucle que conecta las a-
hélices H3 y H4. Por el contrario, los residuos Argl63 y Leul67 estan en el medio de la a-hélice
H4, precisamente en el sitio de unidn de rLDL putativo (regidon 158-168). Por lo tanto, se cree
que los mutantes p. (Argl63Cys) y p. (Leul67del) afectan a las propiedades de unidén a rLDL de

la proteina apo E (Figura 17).
3.1.5 LDLRAP1

En 1973 un estudio realizado en 52 HF homocigotos por Khachadurian y colaboradores (149)
reportd una familia en la cual 4 nifios habian sido diagnosticados como HF homocigotos a pesar
de que nacieron de padres normolipémicos. Estos niflos presentaban grandes xantomas y
niveles de colesterol algo inferior a lo observada en los HF homocigotos. En 1974 Morganroth y
colaboradores describieron el caso de dos nifios no relacionados que presentaban un fenotipo
similar a los HF homocigotos, con niveles plasmaticos de LDL muy elevados junto xantomas
planos y acufiaron por primera vez el término “hiperlipemia tipo Il pseudo-homocigota” para
diferenciarla de HF homocigota clasica (150). En 1991 Harada-Shibay colaboradores reportaron
dos pacientes con caracteristicas clinicas de HF homocigdticos nacidos de padres cosanguineos
normolipémicos. Los probandos presentaban una actividad del rLDL normal, por lo que los
autores sugirieron un defecto en el catabolismo del colesterol (151). Un estudio posterior,
llevado a cabo por Zuliana y colaboradores en 1995, presentd el caso de dos hermanos con un
claro fenotipo del HF homocigoto sin antecedentes previos de colesterol familiar, provenientes

de un pequefio pueblo del interior de la isla de Cerdefia, caracterizado por el aislamiento
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geografico. Un amplio estudio familiar, permitié construir un enorme pedigri, donde se confirmé

la presencia de otros familiares afectos y la transmisién recesiva de este trastorno (152).

Estudios posteriores con los fibroblastos de estos sujetos confirmaron que la etiologia de la esta
HF recesiva se debia a una reduccién del catabolismo LDL causada por un defecto selectivo en
el absorcidon hepatica de LDL (153). Esta hipétesis fue confirmada por medio del estudio de
ratones con hipercolesterolemia autosémica recesiva, donde encontraron una gran proporcion
de rLDL localizado en la superficie sinusoidal de los hepatocitos. Lo que sugeria un defecto en el
proceso de internalizacion del rLDL, y confirmd que la ausencia de la proteina, que denominaron
ARH, causaba la incapacidad del rLDL para ingresar en el ciclo endocitico. Estos datos sugieren
gue la proteina ARH era una proteina adaptadora de selecciéon endocitica que participaba

activamente en la internalizacidn del complejo LDLR / LDL en los hepatocitos (Figura 16) (154).

Para intentar localizar el gen responsable de la HF recesiva el profesor Soutar y colaboradores
(155) genotiparon mas de 500 SNVs en una familia con hijos afectos de padres consanguineos,
previamente caracterizados, asumiendo que los individuos afectos debian de ser homocigotos
para una regién del genoma que albergara el mismo alelo genético defectuoso heredado de un
ancestro comun. Dicho genotipado indic6 que en esta familia el gen putativo de
hipercolesterolemia recesiva se localizaba en una sola regidn cromosémica en el cromosoma 1.
Un posterior mapeo fino del cromosoma 1 les permitié identificar el gen responsable del

desorden que abarcaba 29 kb y codificaba nueve exones.

En vista de la funcidn establecida de una proteina adaptadora desde 2005, la proteina ARH fue
designada como Proteina Adaptadora del Receptor de Lipoproteina de Baja Densidad 1,
LDLRAP1 y el gen correspondiente se designé LDLRAP1 (156). La proteina LDLRAP1 contiene un
dominio dcido compuesto por 170 de que comparte similitud de secuencia considerable con el
dominio de unién a fosfotirosina (PTB) de muchas proteinas adaptadoras Los dominios PTB se
unen a la secuencia consenso NPXY, que estd presente en las colas citopldsmicas de varias

células de la superficie receptores, incluido el rLDL (157) (Figura 18).

Tras el descubrimiento del gen LDLRAP1, otros pacientes con HF recesiva fueron caracterizados
a nivel molecular, lo que ha permitido identificar mas de una docena de mutaciones, cuya
caracteristica comun es la produccion de proteinas truncadas que carecen de funcion.
Recientemente, se han reportado algunos heterocigotos dobles para mutaciones en LDLR y
LDLRAP1 en sujetos con fenotipo de HF autosémica recesiva. Tada y colaboradores describieron

a tres pacientes japoneses, pertenecientes a la misma familia, que eran heterocigotos para una
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mutacion sin sentido del gen LDLR p. (Lys790*) y un cambio de marco de lectura en el gen

LDLRAPI p. (Lys204Glufs*17) (158).
Figura 18: Representacidon esquematica de la funcion de la proteina LDLRAP1
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Adaptada de Fellin y cols (159). Tras la unién de LDL al rLDL superficial, LDLRAP1 es reclutada por fosas

recubiertas de clatrina (CCP) y promueve la internalizacién del complejo LDL-rLDL y recicla proteinas
asociadas al compartimento del endosoma temprano (EEA1, Rab4). Abreviaturas no descritas
anteriormente, que aplican en esta figura: vesiculas recubiertas de clatrina (CCV), antigeno endosémico
temprano 1 (EEA1), proteina de membrana 1 asociada a lisosomas (LAMP1), pequefia proteina asociada

de GTPasa (Rab4).

3.1.6 ABCG5/G8

La homeostasis del colesterol se mantiene principalmente por la sintesis de novo, absorcién
intestinal y la excrecidn fecal y biliar. NPC1L1 media la absorcidn intestinal de colesterol y la
reabsorcidon de colesterol biliar. En oposicion directa a NPC1L1, el heterodimero ABCG5/GS,
localizado en la membrana del enterocito y de los hepatocitos, inhibe la absorcidn de colesterol
y esteroles vegetales de la dieta mediante la salida de esteroles de los enterocitos a la luz
intestinal y promoviendo la secrecion de colesterol y esteroles vegetales en los hepatocitos por
medio de la bilis (160). Por lo tanto, el heterodimero ABCG5/G8 constituye el sistema de defensa

frente a la acumulacion de esteroles derivados de la dieta.

Los genes ABCG5 y ABCGS, codifican el heterodimero ABCG5/GS8, localizado en el cromosoma 2.
Ambos genes estan separados por 140 pares de bases, compartiendo la regiéon promotora, ya

que se transcriben en direcciones opuestas. Cada uno de ellos estd compuesto por 13 exones y
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12 intrones. Cada proteina tiene un cassette de unién al ATP cerca del extremo N terminal, un
dominio transmembrana que contiene 6 a-hélices y un dominio de unién a nucleétidos, que
contiene dos dominios peptidicos conservados (161). ABCG5 o ABCGS8 actian como un
transportador no funcional cuando se expresan solos, deben de formar un heterodimero para
obtener la funcionalidad en el transporte de esteroles. ABCG5/G8 heterodimerizan en el RE y se
transfieren juntos al aparato de Golgi y finalmente pasan a subdominios apicales de la

membrana plasmatica (162).

Figura 19: Papel de ABCG5/G8 en el flujo de colesterol
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Adaptada de Yu y cols (163). El heterodimero ABCG5/GS8 se localiza en la membrana del borde en cepillo

de los enterocitos y la membrana canicular de los hepatocitos. ABCG5/G8 secretan esteroles que incluyen
fitoesteroles y colesterol de los hepatocitos a la bilis. Los esteroles de la bilis representan mas de dos
tercios de la cantidad total de esteroles en la luz intestinal. Debido a que los esteroles son hidrofébicos,
se transfieren a la membrana del borde en cepillo de los enterocitos a través de micelas. ABCG5/G8
median el flujo de salida de los esteroles biliares y absorbidos en la dieta desde la membrana del borde
en cepillo excreta de nuevo a la luz intestinal. NPC1L1, presente en la membrana apical de los enterocitos
y hepatocitos, facilitan la absorcién de colesterol a nivel intestinal y biliar. La mayoria de colesterol
absorbido en los enterocitos por NPC1L1 se empaqueta en quilomicrones y posteriormente se secreta a
la linfa. El farmaco Ezetimiba suprime la absorcidn de colesterol dependiente de NPC1L1 en el intestino

delgado e higado.
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El heterodimero ABCG5/GS esta localizado en el borde en cepillo de los enterocitos y en borde
apical de los hepatocitos. A nivel hepatico, ABCG5/G8 promueven la eliminacidn de colesterol y
esteroles vegetales por la secrecidon hepatobiliar. A nivel intestinal, ABCG5/GS8, transportan
colesterol y esteroles vegetales desde los enterocitos a la luz intestinal para su eliminacién fecal
(Figura 19). Los ratones con sobreexpresion de ABCG5/G8 exhiben una disminucién del 50% en
la absorcién de colesterol proveniente de la dieta (164). Un estudio reciente de Wang y
colaboradores encontré una correlacién negativa entre la eficiencia de la absorcién de colesterol
y la abundancia de ABCG5/G8 en el yeyuno y el ileon, pero no en el duodeno, lo que sugiere que
el heterodimero ABCG5/G8 localizados en el yeyuno y el ileon son determinantes de la absorcion
de colesterol intestinal. En sentido contrario, los ratones deficientes en ABCG5/G8 tienen una
absorcién de esteroles vegetales 2-3 veces superior a la absorcidon normal, lo que genera unos

niveles plasmaticos de esteroles 30 veces por encima de los niveles plasmaticos normales (163).

Los esteroles vegetales son el componente no saponificable de los aceites vegetales y tienen
una estructura quimica similar al colesterol, excepto por la adiccidon de un grupo extra metilo o
etilo. La ingesta dietética de esteroles vegetales puede disminuir los niveles plasmaticos de CT
o LDLc debido a su capacidad para desplazar el colesterol a partir de las micelas mixtas en el

intestino delgado superior reduciendo la absorcion de colesterol (165).

La expresion de ABCG5/G8 esta regulada principalmente a nivel transcripcional por medio del
receptor hepatico X a (LXRa), que es un factor de transcripcion nuclear implicado en el control
del metabolismo lipidico. Ademds de LXRa, la hormona tiroidea es un importante regulador del
metabolismo del colesterol junto con el factor nuclear de los hepatocitos 4a (HFN4a) y la
proteina 4 de union GATA (GATA4) estimulan la transcripcién de los genes ABCG5/G8 en las
células hepaticas (166,167).

Recientemente, una variedad de estudios se han centrado en estudiar la implicacién de
polimorfismos genéticos de ABCG5/G8 en las hipercolesterolemias de origen genético. Renner
y colaboradores encontraron que los individuos portadores de la variante p.(Asn19His) en
ABCG8 presentaban una absorcién de colesterol aproximadamente 24% mas baja que los
sujetos wild-type (168). Otro estudio reciente reportd que los sujetos portadores de la variante
p.(Thr400Lys) del gen ABCGS8 tienen un mayor riesgo cardiovascular (169). Garcia-Rios y
colaboradores reportaron que los portadores del alelo menor G en el SNV p.(GIn604Glu) en el
gen ABCG5 mostraron menores concentraciones de VLDL-C y de TG en pacientes con HF (170).
Ahondando en esta linea, se encuentra el articulo que presentamos como parte de esta tesis,
en el que reportamos sujetos con hipercolesterolemia autosémica dominante sin mutacién en

los genes clasicos, pero que son portadores de mutaciones raras en ABCG5/G8, descritas como
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patogénicas, presentan significativamente mayores niveles de los marcadores de la absorcion
intestinal de colesterol, lo que sugiere que estos loci contribuyen a la hipercolesterolemia de

estos sujetos, por medio de la elevacidn de absorcién intestinal de colesterol.

El descubrimiento de ABCG5/G8 ha supuesto un resultado emocionante en la investigacion
cardiovascular. En contraste con NPC1L1, el heterodimero ABCG5/G8 es una ruta importante
para facilitar el exceso de eliminacién de colesterol del cuerpo. Los defectos en ABCG5/G8 se
han demostrado causales de sitosterolemia. A la inversa, la regulacion positiva de los niveles de
ABCG5/G8 puede promover el retroceso el transporte de colesterol y reducir la aterosclerosis.
Sin embargo, aln es necesario identificar cémo el heterodimero es transportado desde el RE a
la membrana plasmatica y, la union de esos heterodimeros a sus sustratos. Conocer la
funcionalidad completa del heterodimero, permitird identificar si este heterodimero podria ser

una posible diana terapéutica.
3.1.7 STAP1

El gen STAP1 fue descubierto por Fouchier y colaboradores (59) en 2014 por medio de la
secuenciacion del exoma y del analisis de ligamiento en sujetos afectos y no afectos
pertenecientes a una familia con un fenotipo claro de HF. El andlisis de ligamiento paramétrico
les permitid identificar tres regiones cromosdémicas vinculadas en los cromosomas 4, 11 y 13.
Posteriormente se llevé a cabo la secuenciacién del exoma de 3 miembros de la familia afectos
con haplotipos compartidos en las 3 regiones cromosdmicas previamente identificadas y 3
familiares no afectos. Todos estos pasos, les permitieron identificar la variante p.(Glu97Asp) en
el gen STAP1, que no habia sido previamente descrita, no estaba presente en 400 controles y
que fue predicha como patogénica tras el analisis bioinformatico. A continuacidn, los autores
secuenciaron todas las regiones codificantes del gen STAP1 en 400 pacientes HF sin mutaciones
en los genes candidatos (HF-), esto les permitié encontrar otro paciente HF- portador de la
variante p.(Glu97Asp) y 3 nuevas variantes patogénicas que generaban cambio de aminoacido
en 3 pacientes diferentes p.(Leu69Ser), p.(lle71Thr) y p.(Asp207Asn). Todas las variantes
estaban localizadas en el exdn 3, excepto la variante p.(Asp207Asn) localizada en el exén 6, y
todas las variables alteran residuos de aminoacidos altamente conservados. Ninguna de estas

variantes esta presente en ninguno de los 400 controles secuenciados.

Las familias de los 4 sujetos HF- que presentaron alguna variante en STAP1 fueron analizadas
también y los autores reportaron que los sujetos portadores de las variantes presentaban
mayores niveles de CT y cLDL que sus parientes no portadores de las variantes STAP1. Los niveles

lipidicos de pacientes con mutaciones en STAP1 son significativamente menores que los
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pacientes con mutacion en heterocigosidad en el LDLR, pero muy similar al perfil lipidico de los

pacientes portadores de mutaciones en APOB.

La funcién de STAP1, que es una proteina adaptadora de células madre, es desconocida a dia de
sin hoy. Sin embargo, un dominio con varios sitios de fosforilacidon de tirosina, que le permite
interactuar con la membrana o con proteinas de membrana. Por lo que los autores plantean que
el efecto de STAP1 sobre los niveles de colesterol sea por medio de la interaccién con proteinas

de membrana.

Estudios posteriores reportaron un sujeto con la mutacion p.(Glu97Asp) en STAP1, con un
fenotipo de HF-y EVC prematura (171). Otro estudio, con seleccién de 255 individuos con ECV y
antecedentes familiares de enfermedad cardiovascular, se encontré un paciente con portador

de la mutacion p.(Thrd7Ala) del gen STAP1 (172).

Actualmente el gen STAP1 se incluye en las plataformas de secuenciaciéon para el diagnéstico de
la HF, lo que permitira la obtencién de mayor nimero de mutaciones identificadas en sujetos
HF (173). Por otro lado, deben de ponerse en marcha estudios a nivel celular, que permitan

identificar el efecto de la proteina STAP1 sobre el metabolismo del colesterol.
3.2 GENES CAUSALES DE HIPERTRIGLICERIDEMIA

Junto con las influencias ambientales, variantes genéticas comunes y raras pueden determinar
las concentraciones de TG en plasma. Por tanto, identificar genes y variantes genéticas asociadas
con la concentracién de TG en plasma permite mejorar el entendimiento sobre las vias
metabdlicas de las lipoproteinas ricas en TG e identificar a los sujetos con alta susceptibilidad al
desorden metabdlico, lo que permite desarrollar intervenciones terapéuticas para mejorar los

niveles de TG, su concentracion, disminuyendo asi el riesgo de ECV (174).
3.2.1 LPL

La existencia de la enzima LpL fue descubierta por primera vez en 1943 por Paul y colaboradores,
tras encontrar que inyeccion intravenosa de heparina causaba un aclaramiento de la lipemia
alimentaria asociada con la absorcién de comida grasa (175). Estudios posteriores revelaron que
este efecto de limpieza hepatica activada por heparina era debido a una enzima lipolitica con
caracteristicas antiquilomicronémicas (176). A partir de este momento, numerosos estudios se
centraron en estudiar el papel de la LpL en el metabolismo y transporte de lipidos y se identificd

gradualmente la estructura del gen, la sintesis, la regulacion y la funcién enzimatica.

El gen LPL se encuentra en el cromosoma 8, codifica 488 aminoacidos, se extiende 30 kb y

contiene 10 exones (177). El primer exdn codifica una larga region 5'UTR de 188 nucledtidos,
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todo el péptido senal y los 2 primeros aminoacidos de la proteina madura. El segundo exdn
codfica el dominio proteico que se une a la lipoproteina. El cuarto exén contiene la serina y
residuos flanqueantes que se han identificado previamente como la regién de unién a lipidos
(178). El quinto exdn codifica la secuencia de Gly154-Gly231 de la proteina madura, que estd
involucrada en el proceso de catabolismo. El sexto y noveno exones codifican regiones proteicas
ricas en aminoacidos basicos y que se cree que estan involucrados en el anclaje de la enzima al
endotelio capilar por medio de la interaccidn con la heparin sulfato. El gen LPL codifica una
proteina de 55 kb, dimérica, que solo sera funcionalmente activa al formar un homodimero. La

disociacion de los homodimeros, dard lugar a una pérdida de su funcién catalitica (179).

La LpL se sintetiza y secreta principalmente en el RE de una variedad de células
parenquimatosas, incluyendo miocitos, adipocitos, células del musculo esquelético y
macroéfagos. En el RE la LpL es una proenzima monomérica inactiva, que por medio de la proteina
LMF1, proteina en ubicada en la membrana del RE, conseguira la maduracion postraduccional
de la LpL, logrando un su correcto pliegue terciario y el ensamblaje de los homodimeros (180).
Las LpL con un plegamiento parcial o incorrecto seran degradas en el RE. La proteina Selll, es
una proteina adaptadora esencial involucrada en el sistema de degradacién del RE. Estudios
recientes han demostrado que Selll, forma un complejo funcional con LpL-LMF1 en la
membrana del RE indispensable en el plegamiento y secrecién de LpL. Sin presencia de Selll en
el RE, los dimeros de LpL, son inestables y quedaran atrapados en el RE, formando agregados
que seran degradados parcialmente por autofagia (181). La mayoria de los homodimero de LpL
con un plegamiento correcto y con actividad enzimatica, saldran del RE hacia el aparato de Golgi.
La LpL puede enlazar con el receptor relacionado con la sortilina (SorLA), que media la actividad
endocitica y el trafico entre vesiculas intracelulares (182). Alternativamente, la LpL puede
secretarse desde el parénquima celular en una via constitutiva (183). Tras ser secretada, la LpL
activa se une a los proteoglicanos de heparan sulfato, este paso es clave, ya que las cadenas
laterales del heparan sulfato son cruciales para mantener la actividad de la proteina.
Recientemente, se ha descubierto que el anclaje de LpL a la superficie endotelial se produce por
medio de la glicoproteina GPIHBP1, que es la responsable también del transporte de LpL desde
el espacio intersticial a la superficie de la célula endotelial y se estudiara con mas detalle mas

adelante en este mismo capitulo (15) (Figura 20).
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Figura 20: Biosintesis, secrecion y transporte de LpL.
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Adaptada de He PP y cols (184). Después de sintetizarse y secretarse como una proenzima monomeérica e

inactiva en el RE rugoso de células parenquimatosas, la LpL se ensambla en homodimeros gracias a la
ayuda de LMF1. Selll forma un complejo funcional con LpL-LMF1 en la membrana del RE, que ayuda a
regular las LpL nacientes y permite su salida del RE. Por un lado, LpL se une a SorLA y luego se introduce
en endosomas tardios, gracias a la accién de SorLA. Por otro lado, otra parte de LpL puede secretarse
fuera de las células parenquimatosas en una via constitutiva. La LpL se une a los proteoglicanos de heparan
sulfato en la superficie de las células del parénquima y se transloca por accién de GPIHBP1, que transporta
LpL desde el espacio intersticial hasta la luz endotelial, donde se unird a QM y VLDL y provocara la hidrolisis
de los TG que contienen. Posteriormente la enzima se transmite a la superficie apical para facilitar la
hidrdlisis de las lipoproteinas. Finalmente, la sortilina puede transferir exceso de LpL a endosomas

tempranos o tardios, donde sufriran su degradacion lisosomal.

La LpL se expresa en principalmente en corazén, musculo esquelético, tejido adiposo, sistema
nervioso, higado, glandula mamaria, rifidn, gldndulas suprarrenales, células pancredticas,
pulmon y bazo (185,186). La produccién de LpL esta altamente regulada en la transcripcidn,

post- transcripcién y mecanismos postraduccionales (179). La sintesis, procesamiento
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(glicosilacidn) y secreciéon de LplL esta bajo control hormonal. Se ha demostrado en estudios
con ratas que la adicidn de insulina, genera un aumento de la actividad de LpL. En humanos, el
aumento de la ingesta de carbohidratos genera un incremento de LpL de 3 a 6 h después,
aunque el papel de la insulina todavia no es claro (187). También se ha demostrado que el
sistema adrenérgico disminuye la actividad de LpL en tejido adiposo y aumenta la sintesis de
LpL en el musculo. La LpL hidroliza los TG de QM y VLDL liberando AGL, que podrdn ser usados
para re-sintetizar de nuevo TG en tejido adiposo o ser oxidados en el mudsculo. La accién de LpL
es dependiente de apo C-ll, un cofactor esencial para su activacién. Sin embargo, la apo C-llI
puede inhibir la lipolisis mediante inactivacion de LpL. A nivel post-transcripcional, estudios
recientes han descubierto diferentes microRNA (miR), como los miR-467b, miR-29a, que son
reguladores de LpL en hepatocitos inducidos por esteatosis y células dendriticas

respectivamente (188,189).

La LpLy su cofactor, apo C-ll, se expresan en el cerebro y SNC de diferentes mamiferos. Ademas,
la LpL es un importante regulador de la homeostasis lipidica neuronal, por lo que la deficiencia
de LpL es probable que esté asociada con un deterioro del aprendizaje y la memoria. En este
mismo sentido, existen diferentes polimorfismos como p.(Asn291Ser) y p.(Ser447*) de LpL
asociados con un mayor riesgo de padecer Alzheimer (190,191). Dado el vinculo de LpL con el
metabolismo de las lipoproteinas, diferentes estudios han evaluado el papel de LpL como factor
de riesgo de ECV y en esa linea Jensen y colaboradores encontraron que la variante p.(Serd47%)

se encuentra asociada con un menor riesgo de ECV (192).

La LpL juega un papel fundamental en el metabolismo de lipidico y esta asociado con numerosas
enfermedades, por lo que se ha establecido como una posible diana terapéutica. Farmacos con
Orlistat, Lipstatin y Cetilistat de amplio uso en el tratamiento enfermedades asociadas a la
obesidad, arteriosclerosis y ECV, pueden inhibir la expresion de LpL (193,194). Recientemente,
se ha desarrollado un sintetizador quimico de LpL, NO-1886, que suprime la acumulacién de
lipidos y aumenta la expresion de LpL a nivel renal, mejorando la proteinuria y ejerciendo efectos
reno-protectores. NO-1886 también aumenta la expresion de NPC1L1 en los macrofagos, lo que
indica el potencial efecto que puede tener LpL en el manteniendo del colesterol intracelular.
Vale la pena sefialar que la LpL juega un papel pro o antiaterogénico en funcién del tejido que

deriva y del entorno local (195).

La LpL es un atractivo objetivo terapéutico para la intervencion farmacoldgicay clinica. La mayor
compresion de su biosintesis, secrecidon y transporte ha permitido en los ultimos afios la
identificacion de varias proteinas reguladoras como LMF1, GPIHBP1, que también podran ser

objetivos terapéuticos. Sin embargo, la relacién entre la arteriosclerosis, enfermedades
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neurodegenerativas y LpL es compleja y requiere de nuevos estudios, que permita el desarrollo

de nuevas perspectivas terapéuticas.
3.2.2 APOA5

La apo A-V es un miembro de la familia de las apos plasmaticas asociadas con VLDL, HDL y en
menor medida QM. El gen que codifica para la apo A-V (APOA5) fue identificado
bioinformaticamente dentro de la agrupacién génica APOA5-APOA4-APOC3-APOA1 en el
cromosoma 11 en 2001 (196). El gen APOA5 de 1,9 Kb esta formado por 4 exones que codifican
366 aminoacidos. Se expresa exclusivamente en el higado, particularmente en zonas de
regeneracion hepatica. El 80% de apo A-V esta asociado con QMs, VLDLs y HDLs, mientras que
aproximadamente el 20% es retenido a nivel intrahepatico asociado con gotas lipidicas. La apo
A-V en plasma afecta, probablemente, a la distribucion de moléculas de apo C-lll en VLDL,
aunque el papel intracelular de apo A-V no esta claro. Presumiblemente, apo A-V afecta

directamente al ensamblaje intracelular de VLDL o a su secrecién a nivel hepatico (197).

La concentracidn plasmatica de apo A-V es muy baja, con rangos entre 0,1 a 0,4 pug/mL. El papel
de apo A-V todavia debe ser dilucidado. Ensayos celulares sugieren que el complejo QM/apo A-
V, pero sin particulas de apo E y apo C- Ill esta dvidamente unido al dominio 4cido de GPIHPB1,
aunque apo A-V puede no competir con el LpL unido. Por otro lado, los QM unidos requieren
tanto de Ly6, como del dominio acido. Asi los QMs se unen a GPIHPB1 en presencia tan solo de
LpL, y apo A-V no parece desempefiar un papel esencial en este proceso. Otros estudios sugieren
que el efecto de apo A-V en LpL podria ser por accidn directa sobre los proteoglicanos enlazados

a LpL o la unidn a la lipoproteina HDL (198).

Se ha observado en ratones que la sobreexpresion de APOA5 disminuye marcadamente la
concentracién de TG plasmaticos, mientras que en ratones KO para APOAS5 se observa una HTG
grave (los TG se ven multiplicados por cuatro, respecto a concentraciones basales) (93,197). La
expresion de APOAS estd regulada por factores transcripcionales, que estdn involucrados en las
lipoproteinas plasmaticas y en la homeostasis de la glucosa, sugiriendo que responde a multiples
sefiales ambientales (199). La apoA-V es claramente crucial en el metabolismo de las
lipoproteinas ricas en TG tanto en ratones como en humanos, aunque su regulacién y funciones
moleculares son todavia desconocidas. Algunas variantes comunes de APOA5 se han asociado

con los niveles de TG en plasma en numerosas etnias.

Los anadlisis funcionales realizados en las mutaciones en APOA5 que se asocian con HTG, han
revelado generalmente una pérdida de la actividad de LpL, particularmente cuando existe

mutaciones en el extremo C-terminal, que interfiere con la capacidad de apo A-V para
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interactuar con lipidos y lipoproteinas (200). Mutaciones en APOAS5 de los aminodacidos Gly255,
Leu231y Cys185 han demostrado tener efectos parciales sobre LpL, sin embargo, las mutaciones
que afectan a los aminodcidos Cys271, X139, X148, Deltal49 y Deltal47 presentan un escaso
efecto sobre la actividad de LpL. La mutacién p.(Gly185Cys) juega un papel importante en la
hidrélisis mediada por LpL, produciendo una disminucidon de la actividad de LpL y una
modulacién concomitante de TG. Se han encontrado ademas tres mutaciones causales de HTG,
como p.(Ser232 Leu235), p.(Leu234Pro) y p.(Asp332Valfs*4). Un estudio reciente reveld el
papel de la mutacidn p.(Gly185Cys) en el desarrollo de una HTG severa durante el desarrollo de
la gestacién. Tonelero y colaboradores demostraron nuevas mutaciones que generaban una
pérdida de funcién de APOA5 en pacientes con HTG grave, como son las mutaciones de

p.(Leul55Pro) de LPL y la mutacidn p.(GIn275*) en APOAS.

El papel de APOAS en el metabolismo de TG es notable, sin embargo, son necesario nuevos

estudios que expliquen el mecanismo molecular de apo A-V.
3.2.3 LMF1

Las proteinas LpL, LH y lipasa endotelial son enzimas lipoliticas involucradas en el metabolismo
lipidico. En 1983 fue descrita por primera vez una mutacién en ratén denominada deficiencia
combinada de lipasa (c/d) que cursaba con deficiencia tanto de LpL como de LH (201). Los
ratones homocigotos para la mutacién cld desarrollaban hiperquilomicronemia postparto y
morian por isquemiay cianosis debida a un aumento de la viscosidad sanguinea (13). El fenotipo
cld fue mapeado en el cromosoma 17 usando analisis de ligamiento, y posteriormente se
identifico el gen Tmen112, renombrandolo como Lmf1 (factor 1 de maduracién de la lipasa) (13).
Estudios posteriores han demostrado que Lmfl esta localizado en tejidos que expresan LpL o
HL. La proteina Lmf1 se localiza en la membrana del RE estimulando la maduracidn tanto de LpL

como de HL (202).

La mutacion cld produce un truncamiento prematuro de Lmfl que afecta a un dominio
conservado de funcién incierta, que impide la maduracién de las lipasas, independientemente
de la localizacidon subcelular y sin requerir ninguna intervencion directa (202). Se ha demostrado,

en estudios, in vitro que mutaciones en Lmf1 comprometen la actividad de la proteina (203).

En humanos se ha identificado el gen LMF1, homdlogo al de los ratones vy, localizado en el
cromosoma 16, como un candidato para el metabolismo de TG. En un estudio realizado con 11
pacientes con hiperquilomicronemia y un defecto en la actividad de LpL se identificd la mutacion
p.(Tyr439*) que genera un coddén de parada en el exdn 9 de LMF1 en un paciente que presentaba

episodios de pancreatitis recurrente y una concentracion de TG de 30 mmol/l. Ademas, se
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identificd la mutacidn p.(Trp464*) en pacientes con una actividad disminuida en LpLy HL en un
76% y un 27% respectivamente (13). Asi, LMF1 parece ser un gen clave que regula el

metabolismo de TG (204).

Se cree que las mutaciones identificadas truncan el dominio C- terminal, que indica el papel
esencial de esta region en la maduracién de las lipasas (Figura 21). Mientras que la mutacion
p.(Tyr439%*) causa una pérdida completa de la funcionalidad, la mutacién p.(Trp464*) es menos

severa, generando tan sélo una pérdida de la funcionalidad del 60% (205).

Figura 21: Papel del factor de maduracidn de la lipasa 1 en el ensamblaje y maduracion de la

lipoprotein lipasa
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Adaptada de Doolittle y cols (180). Las chaperonas y factores de plegamiento ayudan al péptido naciente, tan

pronto como los péptidos penetran en la luz del RE, el translocén Sec6layuda a su plegamiento. Esto proporciona
vigilancia en la maduracién de las proteinas, asegurando que todas las cadenas nacientes permanecen en el RE hasta
su completo plegamiento. Por otra parte, las proteinas mal plegadas son dirigidas por diferentes vias de degradacion
del RE (denominada ERAD) a la degradacidn lisosomal, lo que proporciona garantias contra las proteinas mal
formadas. Ademas, la maduracion de la lipasa requiere de la chaperona Calnexina (CNX), que es un factor general que
es requerida en la maduracion eficiente de la lipasa. LMF1 probablemente promueve las etapas posteriores de
plegamiento y ensamblaje en las lipasas, mientras CNX juega un importante papel en la estabilizacion de la salida de

la porcidon N- terminal en las lipasas durante su plegamiento.

Lmfl es una proteina transmembrana localizada en el RE. La proteina esta formada por 5
segmentos transmembrana, que separan la proteina en 6 dominios, la mitad de los cuales dan
al lumen del reticulo endoplasmatico y la otra mitad al citoplasma. LMF1 media el ensamblaje

de los homodimeros de LpL y protege a las cadenas nacientes de LpL de interacciones inter o
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intra cadenas. Los defectos en Lmfl producen una deficiencia combinada de LpL y HL. Ambas,
junto con la lipasa endotelial, son lipasas homodimeéricas, pero no afecta a la lipasa pancreatica,
monomérica. Por tanto, la proteina Lmfl interviene en la dimerizacién y maduracién de estas

lipasas, para convertirlas en enzimas activas (Figura 22) (206).

Figura 22: Estructura del factor de maduracidn de la lipasa.
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Adaptada de Doolittle y cols (180). LMF1 puede unirse a las proteinas y estabilizar sus formas, en contraste, las

lipasas malformadas no pueden asociarse con Lmfl y terminardn en ERAD. De hecho, con la mutacién en cld, los
homodimeros de LPL disminuyen drasticamente, mientras que las lipasas malformadas se acumulan, asi la

disfuncionalidad de Imf1 genera un plegamiento insuficiente.

3.2.4 GPIHBP1

El gen GPIHBP1 codifica una glicoproteina unida a glicosifosfatidilinositol, perteneciente a la
familia linfocitaria Ly6, localizada en la superficie basolateral y apical de células endoteliales (15).
GPIHBP1 es el gen descubierto mas recientemente involucrado en el metabolismo de los TG,
siendo el responsable del transporte de LpL desde el espacio intersticial a la superficie endotelial
de la cara luminal. La GPIHBP1 es una glicoproteina compuesta por 184 aminoacidos que
contiene 4 dominios principales: el péptido sefial, que se elimina dentro del RE; el dominio acido,
en el cual 21 de 26 aminoacidos son aspartatos o glutamatos; el dominio Ly6, que contiene 10
cisteinas; y el dominio de anclaje GPI, este dominio estda compuesto por una secuencia de
aminodcidos hidrofébicos que son eliminados en el RE y sustituidos por el anclaje GPI (figura

23A) (207).

Dos de estos dominios, el dominio Ly6 y el dominio acido estan involucrados en el trafico de
GPIHBP1 a la superficie de la célulay en la unién de LpL y QM (208). Aunque se han identificado
mutaciones causales de quilomicronemia en todos los dominios, la mayoria se encuentran en el

dominio Ly6. La mayoria de estas mutaciones causales de enfermedad, eliminan las cisteinas
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conservadas del dominio Ly6, por ejemplo, p.(Cys65Tyr), p.(Cys68Arg), p.(Cys83Arg) y

p.(Cys89Phe); o introducen una nueva cisteina, como por ejemplo p.(Ser107Cys).

Figura 23: Caracteristicas estructurales de GPIHBP1 y ubicaciones de las mutaciones

clinicamente significativas en GPIHBP1
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Adaptada de Fongy cols (207). Modelo molecular de GPIHBP1. GPIHBP1 tiene un dominio acido altamente

desordenado, un dominio Ly6 altamente ordenado y el anclaje GPI que se une a membrana plasmatica.
Los aminoacidos glutamato o aspartato del dominio 4cido se encuentran sefializados con color rojo. Las
hojas B del dominio Ly6 estdn coloreadas en azul y numeradas de la A-F, como se ha descrito
anteriormente (209). Los enlaces disulfuro del dominio Ly6 estan sefialados en amarillo. La figura B

muestra las mutaciones de identificadas actualmente como causales de quilomicronemia.

Todas estas mutaciones perjudican la formacién del enlace disulfuro, dando lugar a la formacién
de dimeros y multidimeros de GPIHBP1 (210). Las mutaciones p.(GIn115Pro) y p.(Thr111Pro)
introducen una prolina adyacente a una cisteina conservada. Mencién especial merecen la
mutacion, p.(Thr80Lys), que elimina el sitio de glicosilacién del dominio Ly6 y se espera que
reduzca el trafico de GPIBHP1 hacia la membrana plasmatica (Figura 23B) (211); y la mutacion

p.(Glyl75Arg), que introduce un cambio de aminoacido en el dominio C-terminal, que puede
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interferir con la adiccidn de anclaje GPI, aunque son necesarios mas estudios para confirmar el

efecto molecular de dicha mutacién (212).

Figura 24: Papel de GPIHBP1 en el metabolismo de los TG.
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Adaptada de Fong y cols (207). La LpL es sintetizada en el RE y tras su maduracidn en el aparato de Golgi

es expulsada al espacio intersticial, donde sera capturada por los proteoglicanos heparan sulfato (HSPGs).
Rapidamente seran captadas por la GPIHBP1 localizada en la superficie de las células endoteliales
capilares. El dominio Ly6 de GPIHBP1 es el principal responsable de la uniéon de alta afinidad a LpL, pero
el dominio acido (marcado en naranja) juega un papel accesorio en la captura y vinculacion de la LpL. El
dominio 4cido también estabiliza la actividad de LpL. La LpL unida a GPIHBP1 es internalizada al interior
de la luz capilar, donde se encargara de la hidrélisis de TG de particulas ricas en TG (TRL), liberando

particulas remantes.

La proteina GPIHBP1 se encuentra expresada en todos los tejidos periféricos, pero se localiza en
altas concentraciones en el tejido adiposo marrén y corazdn, indicando los altos niveles de
transcripcidén de LpL en estos tejidos (14). El primer estudio que demostré la necesidad de
GPIHBP1 para la correcta localizacién de LpL en la luz capilar, se hizo con ratones gpibph1”
donde se demostrd que en ratones wild-type la LpL se liberaba rdpidamente tras una inyeccion
venosa de heparina y muy lentamente en ratones gpihbpl” (213). Estudios posteriores

mostraron que en ausencia de GPIHBP1, la LpL se localizaba en tejidos intersticiales
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(presumiblemente unida a los proteoglicanos y alejada de la superficie endotelial) demostrando
que GPIHBP1 era capaz de recoger LpL desde un lado de la monocapa de las células endoteliales
e internalizarlo en la luz del capilar, siendo por tanto, la proteina responsable de la entrada de

la LpL en el interior de los capilares (15) (Figura 24).
3.2.5 APOC-II

La apo C-ll es un miembro de la familia de las apos que forman parte de QM, VLDL, LDL y HDL
(214). El gen que codifica la apo C-1l (APOC2) se identificé dentro de la agrupacién génica APOE-
APOC1-APOC4-APOC2. La apo C-ll humana contiene 79 aminoacidos, un peso molecular de 8916
Da, 3 a-hélices anfipaticas, una regién N-terminal de naturaleza anfipatica, donde se localiza el
dominio de unién a lipidos y un dominio C-terminal, que es el responsable de la activacion de
LpL (215). Las técnicas de resonancia magnética nuclear mostraron que los 12 primeros residuos
de apo C-ll son estructuralmente heterogéneos, mientras que el resto de la proteina forma una
estructura helicoidal (216). La estructura de apo C-lIl comprende dos regiones a-hélice, una en
extremo N-terminal, que abarca los residuos del 14 al 38 y otra en el dominio C-terminal, que se
extiende desde el residuo 50 a 76. Una region altamente desordenada vincula esos dominios
helicoidales (Figura 25). Estudios estructurales de la apo C-ll mostraron la importancia del
aminodcido Leucina72 y otros aminodcidos hidrofdbicos ubicados en la a-hélice de la regién C-
terminal para la activacién de LpL. En este sentido, estudios de mutagénesis dirigida que
generaban una sustitucion de la Leu en la posicién 72 por una alanina mostraron que este
cambio no afecta a la afinidad de unién ni a su capacidad de activar LpL, lo que se puede explicar
ya que ambos aminoacidos son hidrofébicos y formadores de a-hélice (217). Por el contrario, la
sustitucidn de este residuo por una prolina, rompe la estructura a-hélice del dominio C-terminal

y genera una actividad reducida de LpL (218).

La apo C-ll se expresa sobre todo a nivel hepatico y en menor medida en intestino y pancreas
(219). Ademads, se ha demostrado que la expresion a nivel hepatico aumenta tras la ingesta de
una dieta rica en acidos grasos (220). Los factores que influyen en la disociacién y el intercambio
de las apo C-ll entre las lipoproteinas no han sido bien definidos todavia. En sujetos
normolipémicos, se encontré apo C-ll principalmente distribuida en HDL, mientras que en
sujetos con HTG se distribuye predominantemente en VLDL y LDL (221). Apo C-Il en sujetos
normolipémicos tiene una concentracién de 4 mg/dL y juega un papel fundamental como

activador de LpL (222).
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Figura 25: Estructura representativa calculada de apo C-IlI
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Adaptada de MacRaild y cols (216). En la apo c-Il existen tres regiones hélice particularmente bien

definidas, que comprenden los residuos 16-36, 50-56 y 63-76, representadas en esta imagen mediante

cilindros.

La deficiencia de apo C-ll se caracteriza por unos elevados niveles plasmaticos de TG, VLDLy QM
y concentraciones disminuidas de LDL, IDL, HDL, apo By apo A-1 (223). Estos pacientes también
presentan LDL mds densas y aterogénicas y sub-fracciones de HDL maduras disminuidas, esto
ultimo es debido a que la maduracion de la HDL estd mediada en parte por la accidn de la LpL
(durante el catabolismo de particulas ricas en TG, los componentes de superficie de estas
particulas se transmiten a HDL) y por tanto es necesario la presencia de apo C-ll para la
maduracién de las HDL (224). La deficiencia de apo C-Il es un defecto autosémico recesivo, en el
cual los sujetos heterocigotos presentan menores alteraciones del aclaramiento de TG, pero sin
cambios significativos en los niveles plasmaticos en ayunas de lipidos totales, lipoproteinas y
apos (225). Ademas, hay que destacar que altas concentraciones de apo C-ll impiden la actividad
de LpL en lugar de estimularla, generando una HTG grave. Este efecto posiblemente se deba a
que el exceso de apo C-ll se interpone en el acceso fisico de LpL a las lipoproteinas ricas en TG

impidiendo asi el aclaramiento de QM y VLDL remanentes (226).

Se han descrito numerosas mutaciones (cambio de aminoacido, truncamiento de la proteina,
region de splicing, incluso en el promotor) en el gen de APOC2 que generan una sintesis
deficiente o una produccién no funcional de apo C-lI, cursando con diferentes fenotipos clinicos,

como HTG, quilomicronemia o dislipemia (227-229).

La apo C-ll ha sido identificada en lesiones arteriosclerdticas, donde se co-localiza con
macroéfagos, formando fibrillas de amiloide. Ademas, concentraciones elevadas de apo C-lI

conllevan un aumento de los niveles de TG y alteran la distribucién de HDL, por lo que se ha
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hipotetizado que los niveles de apo C-ll pueden ser un factor de riesgo independiente en el
desarrollo de ECV (230). En esta linea, un estudio llevado a cabo por Gerber y colaboradores con
352 sujetos con ECV y 395 controles, demostré que los sujetos con ECV presentaban mayores
concentraciones de apo C-ll en plasma. Sin embargo, son necesarios otros estudios
epidemioldgicos que confirmen el papel de apo C-Il como factor de riesgo para el desarrollo de

ECV (231).
3.2.6 APOC-II

La apo C-lll es una glicoproteina de 8,8 KDa secretada en el higado y en menor medida en el
intestino, asociada con particulas ricas en TG, HDL y LDL., y que correlaciona positivamente con
los niveles de TG en plasma y riesgo de ECV (232). La apo C-lll esta codificada por el gen APOC3,
localizado dentro de la agrupacidon genética APOA1-APOC3-APOA5-APOA4, ubicada en el
cromosoma 11. La expresién de apo C-lll en hepatocitos esta regulada por muchos componentes
metabdlicos y nutricionales, incluyendo la glucosa circulante, insulina y los dcidos grasos. Los
niveles elevados de glucosa inducen la expresion de apo C-lll en higado a través de la activacion
del factor nuclear hepatocito 4 alfa (HNF4a). Ademas, individuos que presentan una mutacion
en heterocigosis que provoca el aumento de la expresion del gen HFN4a, tienen los niveles
plasmaticos de Apo C-lll significativamente reducidos (233). Del mismo modo, niveles elevados
de 4cidos grasos saturados aumentan la los niveles plasmaticos de apo C-lll por medio del

receptor activado de proliferacién de peroxisoma (PPAR) (234).

La mayoria de estudios se centran en evaluar el efecto de los defectos genéticos de APOC3 sobre
el metabolismo de las Particulas ricas en TG. La sobreexpresion de apo C-lll genera QM mas
pequefios, debido a una reduccién de la absorcién de lipidos en la dieta y la esterificacién de
acidos grasos a nivel intestinal (235). La relevancia clinica de apo C-lll fue indicada hace una
década en estudios realizados en la comunidad Amish del condado de Lancaster, donde unarara
mutacion nula de APOC3 correlacionaba con niveles negativamente con niveles de TG y menor
riesgo de ECV (236). Con la llegada de los sistemas de secuenciacién masiva, se encontraron
nuevas mutaciones nulas o de pérdida de funcién en APOC3, como la mutacién p.(Ala43Thr),
que reduce la inhibicidn de LpL, sin alterar la produccién de VLDL, mejorando la el aclaramiento
de particulas ricas en TG, en sujetos con una fenotipo de hipotrigliceridemia y un menor riesgo
cardiovascular (237). En sentido contrario, pacientes con mutaciones de ganancia de funcion en
APOC3, como la mutacién p.(GIn38Lys), presentan un aumento significativo de sus niveles
lipidicos junto con un aumento del riesgo cardiovascular. De hecho, el estudio Framingham

demostré que los niveles de apo C-lll son un factor de riesgo independiente para el desarrollo
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de ECV, indicando que por cada unidad, en mg/dL, de aumento de apo C-lll se elevaba el riesgo

cardiovascular un 4% (238).

El mecanismo por el cual apo C-lll regula los niveles de TG es bastante controvertido. Apo C-llI
se establecid inicialmente como un inhibidor de LpL, pero también se encontré que promueve
la produccidn de VLDL y obstaculiza la eliminacion de particulas ricas en TG a nivel hepatico
(Figura 18). Apo C-lll lleva a cabo la inhibicidn de LpL compitiendo a por la unién a lipidos. Los
residuos aromaticos del dominio C-terminal de apo C-lll median la unién a lipoproteinas ricas en
TG, impidiendo asi la unidn de LpL con estas lipoproteinas. Es importante destacar que apo C-llI
tiene efecto sobre la actividad de LpL solo cuando su concentracidn es 5 veces superior a la
concentracién de apo C-ll, condiciones que casi si nunca se observan en situaciones fisioldgicas

(239) (Figura 26).

Figura 26: Descripcidn general del papel de apo C-lll sobre el metabolismo de los TG.
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Adapta de Ramms y cols (240). Apo C-lll se produce en el higado y en menor medida en el intestino. Tras

su secrecion, apo C-lll se une a QM, VLDL, LDL y HDL y afecta a su metabolismo.

Un estudio clinico realizado en pacientes con quilomicronemia, con mutaciones funcionales en
los genes causales de HTG (LPL, APOA5, LMF1, GPIHBP1 y APOC2) y con niveles de TG >2000
mg/dL, a los cuales se les administro un farmaco, denominado Volanesorsen que inhibe la

expresion de APOC3, presentaron reducciones drasticas de sus niveles de TG, llegando a 265
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mg/dL. Estos datos, siguieren que apo C-lll podria actuar de forma independiente sobre el

metabolismo de los TG (241).
3.3 OTROS LOCI ASOCIADOS A DISLIPEMIAS

Los estudios de asociacidn de la variabilidad genética humana con los niveles lipidicos permiten
identificar nuevas dianas terapéuticas para el diagndstico, tratamiento y prevencion de las
enfermedades del corazén. El entendimiento de la arquitectura genética, mediante el estudio
de todas las variantes genéticas que puedan tener efecto sobre las concentraciones plasmaticas
de TG, CT, cLDL o cHDL se ha visto incrementado substancialmente mediante el estudio de los
GWAS (Genome Wide Association Study). Los GWAS muestran asociaciones entre SNVs con
frecuencias superiores al 1% y otros rasgos cualitativos y discretos (96,242). Gracias a estos
estudios se han identificado nuevas regiones gendmicas que pueden relacionarse con los TG,

CT, cHDL o cLDL para estudios posteriores (243).

Los GWAS permiten identificar nuevos loci, mediante el andlisis de asociacion de variaciones
genéticas en individuos no relacionados o por medio de la investigacidon de formas mendelianas
en familias con dislipemias primarias. Los primeros estudios GWAS realizados por Kathiresan y
colaboradores (245), secuenciaron el genoma completo de 1049 sujetos procedentes del
estudio Framingham e identificaron de 94 a 149 SNV (p<0,001) asociados con los niveles
lipidicos. En esta misma linea, Willer y colaboradores (246) realizaron la secuenciacién de 8816
individuos, en el cual identificaron 11 genes, previamente asociados con el metabolismo lipidico
y 11 genes con mayor frecuencia en los pacientes con ECV que los sujetos controles. En 2010,
Teslovich y cols (96) identificaron 95 loci asociados (p <5 x 10%) en mas de 100.000 individuos
de ascendencia europea, de los cuales 59 muestran asociacion significativa con los niveles
lipidicos. En 2013, Willer y colaboradores (244) reclutaron 94.595 sujetos pertenecientes a 23
GWAS y 93.982 sujetos incluidos en 37 estudios de genotipado y evaluaron el efecto de cada
SNV sobre los niveles lipidicos ajustados por sexo y edad. Encontraron 157 loci asociados con los
niveles lipidicos en sangre (p <5 x 10%), de los cuales 62 de ellos aparecian relacionados con los

lipidos por primera vez (Figura 27).
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Figura 27: Superposicidn de loci asociados con diferentes rasgos lipidicos.
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Adaptada de Willery cols (244). El diagrama de Venn ilustra el nimero de loci que se encuentran asociados

con multiples rasgos lipidicos. El nimero de loci asociados con cada rasgo se indica entre paréntesis. Los

loci que muestran su asociacidén con dos 0 mas rasgos se muestran en el segmento apropiado.

Son numerosos los genes asociados con los niveles de lipidos, mencion especial, merece el gen
SORT1, ya que forma parte de uno de los articulos que componen esta tesis. El gen SORT1
codifica la sortilina que esta implicada en la homeostasis del colesterol en humanos. La sortilina
aumenta la produccidn hepatica de VLDL que actia como un precursor de LDL en plasma. Esta
proteina también mejora la secreciéon de PCSK9 de los hepatocitos, lo que provocard la
degradacion del receptor de LDL. Ambas acciones de la sortilina conducen a una elevacién del
nivel de cLDL en plasma (72). Mas recientemente, también se demostré que la sortilina reduce
la secrecion de apo B por el higado (247). Varios estudios han identificado una asociacion
significativa de variantes del gen SORT1 con el nivel de cLDL en diferentes poblaciones (248,249).

Otros dos genes, como CELSR2 y PSRC1 estan mapeados en el mismo locus que el gen SORT1 en
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el cromosoma 1. La asociacion de los SNVs en este locus con los rasgos lipidicos plasmaticos,
especialmente con los niveles de cLDL-C y colesterol total se vio reforzada por varios GWAS
(96,96,245,250,251). Un estudio funcional en variantes de SORT1 ha sugerido que rs12740374
afecta la expresién hepatica del gen, ya sea al crear (alelo minoritario) o al alterar (alelo

principal) un sitio de unién para CCAAT / factores de transcripcidn de unién potenciadora

Los estudios GWAS muestran la asociacion de diferentes SNVs con los niveles lipidicos en
plasma, sin embargo, se requieren experimentos complementarios para establecer totalmente
la arquitectura gendmica de las concentraciones de TG, CT o cLDL en plasma, incluyendo
secuenciacion, estudio con modelos animales, estudios familiares de cosegregacién, funciones

celulares y experimentos bioquimicos (252).
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4. FACTORES AMBIENTALES Y GENETICOS RELACIONADOS CON LA OBESIDAD Y
SOBREPESO

La etiologia de la arteriosclerosis es multifactorial incluyendo factores de riesgo como la edad,
el consumo de tabaco, la hipercolesterolemia, la hipertension arterial, la diabetes mellitus y la
obesidad, entre otros (253). El exceso de peso constituye el sexto factor de riesgo mas
importante en la carga global de enfermedad en todo el mundo. La OMS describe la obesidad
como uno de los mayores problemas visibles de salud publica que amenaza tanto a paises

desarrollados como a no desarrollados (254).
4.1 FACTORES AMBIENTALES

La obesidad, considerada como muchos como la epidemia del siglo XXI, se define como un
exceso de peso corporal desproporcionado para la altura del individuo con una acumulacion
excesiva de tejido adiposo, que es usualmente acompafiado de una inflamacién sistémica
crénica leve. La obesidad estd asociada con el desarrollo de la diabetes mellitus, enfermedades
cardiovasculares, algunos tipos de cancer y otras condiciones patoldgicas adversas (255). El
aumento de la deposicidn de grasa, resulta del desequilibrio entre la ingesta calérica y la energia
gastada. Sin embargo, la etiologia de la obesidad es mds compleja y depende de circunstancias
como el estado socioecondmico, el medio ambiente y el comportamiento personal y las
interacciones genotipo-fenotipo (256). El control del peso y la composicién corporal tienen en
cuenta la ingesta de energia, el gasto energético y la deposicién de grasa, que estan
interconectadas y reguladas por los sistemas neuronales y endocrinos, donde participan
diferentes neuropéptidos y hormonas. Varios agentes modifican estos procesos regulatorios:
factores ambientales, nivel de actividad fisica, la microbiota intestinal, los sustancias que

interfieren a la regulacion endocrina, factores reproductivos y efectos epigenéticos (257).

Seguln la OMS, se estimd que en 2014 mas de 2100 millones de adultos presentan sobrepeso u
obesidad. La prevalencia de obesidad en 2014 fue del 10,8% en hombres y 14,9% entre mujeres
adultas. Estos datos indican que el sexo femenino estd asociado con un mayor riesgo de
obesidad, mientras que el sobrepeso es mas frecuente entre los hombres. Respecto a la
distribucidon geografica, los estadounidenses exhibieron una mayor prevalencia de extrema
obesidad, sin embargo, las poblaciones asidticas tienen valores de IMC mds bajos que los
individuos blancos, pero han demostrado ser propensos a la deposicidn de grasa visceral, lo que
hace que las poblaciones asidticas sean mas susceptibles al desarrollo diabetes mellitus tipo 2

con niveles de IMC mas bajos que individuos blancos (258,259).
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Entre 1980 y 2008, el estandar mundial de la edad la media del IMC aumentd de 0,4 kg/m? en
hombres a 0,5 kg/m? en mujeres por cada década. El porcentaje de adultos con un IMC >25
kg/m? ha aumentado entre 1980 y 2013 del 28,8% al 36,9%, y del 29,8% al 38% en hombres y
mujeres, respectivamente. Para 2030, las estimaciones pronostican que el 57,8% (3300 millones
de personas) de la poblacién adulta mundial tendrd un IMC >25 kg/m?. Sin embargo, esta
tendencia se ha revertido en los ultimos afos, ya que en 2016 se ha estimado que 1900 millones

de adultos presentan sobrepeso, de los cuales 650 millones eran obesos (257,260).

Existen periodos criticos en el desarrollo de la obesidad, como son el periodo prenatal, la
infancia y la adolescencia. La impresién metabdlica, que se define como la programacién del
metabolismo durante los periodos prenatales y neonatales a nivel gendmico y epigendmico,
podria permanecer constante durante toda la vida del individuo y afectar al riesgo de padecer
obesidad y sobrepeso en el fututo. En el periodo prenatal, un exceso de la ingesta caldrica,
especialmente al principio del embarazo (las primeras 20 semanas), es un factor de riesgo para
el desarrollo de sobrepeso en nifios. Tanto la sobrenutricién como la desnutriciéon durante la
vida fetal pueden desencadenar vias que son responsables de la obesidad mas adelante en la
vida. Un alto peso al nacimiento se ha asociado con un mayor riesgo de obesidad en los adultos.
Sin embargo, un bajo peso al nacer también se ha relacionado con un mayor porcentaje de grasa
corporal, independiente del IMC, y obesidad abdominal en adolescentes. En los bebés, un rapido
aumento de peso también se ha asociado con un alto riesgo de sobrepeso mas adelante en la

vida (261,262).

La regulacién del control del hambre y de la saciedad estd controlado por complejas
interacciones entre el sistema nervioso, nutrientes, deteccién mecanica, ritmo circadiano y
multiples hormonas. La ingesta de alimentos desencadena sefiales gastrointestinales mediadas
por distensidn mecanica u hormonas paracrinas, y seiales de nutrientes que modulan el apetito
involucrando diferentes neurotransmisores, péptidos del cerebro, aminoacidos vy

neuropéptidos.

A nivel del sistema nervioso central (SNC) hay dos grupos neuronales localizados en el nucleo
arcuado: Agrp/Npy y Pomc/Cart, que estan regulados por hormonas circulantes. El primer grupo
neuronal esta formado por Agrp (proteina relacionada con agluti) y Npy (neuropéptido Y) que
son neuropéptidos que estimulan la ingesta de alimentos y disminuyen el gasto de energia. El
segundo grupo neuronal estd formado Pomc (un derivado postraduccional de la propio-
melanocortina) y Cart (proteina de transcripcidon regulada por cocaina y anfetamina), que son
neuropéptidos que inhiben la ingesta de alimentos y aumentan el gasto energético (Figura 28).

Lainsulinay la leptina son hormonas que circulan en funcién de las reservas adiposas corporales,
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inhibiendo las neuronas Agrp/Npy y estimulan las neuronas Pomc/Cart adyacentes. La grelina
es un péptido circulante secretado por el estdmago que puede activar las neuronas Agrp/Npy,
estimulando asi la ingesta de alimentos; esto proporciona un mecanismo molecular potencial

para la integracion sefiales de balance de energia a largo plazo dependientes a corto plazo (263).

Figura 28: Control de la homeostasis energética por neuronas del nucleo arcuato.
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Adaptada de Barsh y cols (263). Abreviaturas no descritas previamente, que aplican en la figura: Ghrs:

receptor de la hormona del crecimiento; Lepr: receptor de la hormona de la leptina; Mc3r/Mc4r: receptor

de la melanocortina 3/4; Y1r: receptor del neuropéptido Y1.

Las sefales eferentes generadas por el SNC son transmitidas por hormonas tiroideas
(triyodotironina y tiroxina) que estan involucradas en varios procesos fisioldgicos, incluida la
regulacion de la tasa metabdlica basal y la temperatura corporal o por el sistema nervioso
auténomo entre otros. Todas estas sefales actian sobre el tejido adiposo, pancreas o intestino.
Hay que diferenciar entre dos tipos de tejidos adiposo: el tejido adiposo blanco, considerado un

endocrino que se encarga de la secrecidn de adipoquinas; y el tejido adiposo marrén, que se
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encarga sobre todo del mantenimiento de la termogénesis, es fundamental en la infancia e
involuciona con la edad. El tejido adiposo blanco secreta una serie de sustancias denominadas
adipoquinas (como la leptina, adiponectina, resistina, interleukina 6, RBP4, TNFa...), las cuales
junto con el sistema gastrointestinal y pancredtico realizan un feedback sobre el SNC y pueden

mediar el apetito, la termogénesis, la inflamacién y el depédsito de grasa (Figura 29).

Figura 29: Control del hambre y de la saciedad
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Adaptada de Gonzalez-Muniesa y cols (257).

La leptina se conoce como la hormona de la saciedad, regula el balance energético, al inhibir el
hambre y se opone a la accién de la grelina, secretada a nivel gastrico. La adiponectina regula
varios procesos metabdlicos (incluida la homeostasis de la glucosa y la oxidacion de los acidos
grasos) y tiene un poder propiedades antiinflamatorias, antidiabéticas y anti-aterogénicas. A
nivel gastrointestinal y pancredtico también se secretan hormonas como la grelina,
colecistoquinina (CCK), péptido similar al glucagébn 1 (GLP1), péptido insulinotrépico
dependiente de glucosa (también conocido como polipéptido inhibidor gastrico) (GIP)), insulina,

glucagdn y serotonina) que estan involucrados en la absorcion de alimentos, metabolismo y el
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control del hambre. Algunas de estas hormonas aumentan la ingesta de alimentos (por ejemplo,
grelina) y otros disminuyen la ingesta de alimentos (como GLP1, serotonina, CCK e insulina)

(Figura 29).
4.2 FACTORES GENETICOS

La contribucién ambiental al desarrollo de la obesidad es evidente. Sin embargo, el fuerte
componente genético de la obesidad se ha puesto de manifiesto en numerosos estudios
(264,265). Un meta-analisis sugiere que aproximadamente el 50-70% de variacidn en el IMC es
atribuible a diferencias genéticas (266). Los primeros estudios se basaron en la busqueda de
defectos genéticos implicados en formas monogénicas y sindromes de obesidad extrema,
centrando su atencion en la disfuncién de la via leptina-hipotdlamo. Los genes clasicamente
asociados con el fenotipo extremo de obesidad monogénica son: gen de la leptina (LEP),
proopiomelanocortina (POMC), prohormona convertasa 1 (PCSK1) y melanocortina 4 receptor
(MC4R). Los avances posteriores y el desarrollo de los estudios de asociacion del genoma
completo han permitido identificar nuevos loci involucrados en las formas mas comunes de
obesidad y ayudando a identificar nuevos genes involucrados en el desarrollo de la obesidad.
Entre estos genes destaca el gen asociado a masa grasa y obesidad (FTO), la proteina
transmembrana 18 (TMEM18), GALNT10 (UDP-N- acetilgalactosaminiltransferasa 10) vy
MIR148A (microRNA148A) (267).

Hasta la fecha se han asociado mas de 835 Jociy 317 SNVs con la obesidad (268,269). Entre este
grupo de genes, el gen FTO se considera el primer gen y el que presenta una mayor asociacion
al desarrollo de la obesidad en numerosas poblaciones de diferentes paises (270). La asociacion
de FTO con la obesidad ha sido inequivocamente confirmado por la existencia de numerosos
SNVSs (rs9939609, rs17817449, rs3751812, rs1421085, y rs9930506, rs7202116) involucrados en
el desarrollo de la obesidad tanto en poblaciones adultas como infantiles (271). Sin embargo,
los mecanismos moleculares exactos responsables del efecto de FTO sobre la obesidad siguen
siendo en gran medida desconocidos. Andlisis recientes de estudios asociados a todo el genoma
revelan que las variantes genéticas en el gen FTO estan asociadas no solo con la adiposidad
humana y trastornos metabdlicos, sino también con cancer. El gen FTO se expresa de forma
ubicua en los tejidos humanos, pero alcanza su mayor expresion en la region hipotalamica del
tejido cerebral que controla la ingesta de alimentos y modelos celulares han demostrado que la
perturbacién de la actividad enzimatica de FTO desregula los genes relacionados con el
metabolismo energético, generando una desregulacién de la homeostasis del tejido adiposo

(271).
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El avance mas significativo sobre FTO es el reciente descubrimiento de FTO como el primer N6-
metil-adenosina (m6A), que es una ARN demetilasa que cataliza una desmetilaciéon en a-
cetoglutarato dependiente de hierro. Este hallazgo proporciona la fuerte evidencia de que FTO
actla sobre el procesamiento del ARN como un marcador epitranscriptémico. Ademads, se
observd que la proteina FTO estaba parcialmente localizada en puntos nucleares que enriquecen
los factores de procesamiento de ARNm, lo que implica un papel potencial de FTO en la

regulacion del procesamiento de ARN (271).

Figura 30: Genes involucrados en el desarrollo de la obesidad
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Adaptada de Loos y cols (272). Abreviaturas no descritas previamente, que aplican en la figura: WHRadj:

relacién cintura-cadera.
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Justificacion

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte tanto en Espafia como el
en el resto de paises occidentales, constituyendo ademas la principal causa de invalidez y de
consumo de los recursos sanitarios. Las enfermedades cardiovasculares son, en su mayoria de
origen vascular siendo la aterosclerosis la principal causa de desarrollo de las mismas. La
etiologia de la placa de ateroma es multifactorial incluyendo la edad, el indice de masa corporal,

la hipertension arterial, el habito tabaquico, la diabetes y la dislipemia fundamentalmente.

Las hiperlipemias primarias son un grupo heterogéneo de trastornos del metabolismo lipidico
gue se caracterizan por un elevado riesgo cardiovascular. Las formas clinicas mas importantes
se acompanan de aumentos en la concentracién plasmadtica de colesterol, triglicéridos o de
ambos. Aunque la concentracidn de colesterol y triglicéridos depende de multiples mecanismos
genéticos y ambientales, los sujetos que presentan concentraciones extremas de
hipercolesterolemia o de hipertrigliceridiemia suelen tener trastornos genéticos como

responsables de su etiopatogenia.

A pesar de los importantes avances en el campo de la genética que han permitido identificar
numerosos loci responsables de diferentes dislipemias, todavia existe un porcentaje elevado de
dislipemias genéticas cuyo origen es desconocido. Basicamente las dislipemias se pueden
producir por un aumento de absorcidon a nivel intestinal, por un aumento de su sintesis a nivel
hepatica, por una disminucidn en su catabolismo o por una alteracién en su eliminacién a nivel

biliar.

El objetivo principal de esta tesis es estudiar el papel de diferentes genes involucrados en la
absorcién y la sintesis hepatica del colesterol y triglicéridos en la patogenia de las dislipemias
hereditarias de las que desconocemos su gen responsable y su mecanismo de produccién. Un
problema clinico que existe en la actualidad en el diagndstico de dislipemias primarias es
solapamiento del fenotipo clinico que existe entre las dislipemias de origen poligénico u

oligénico y en menor medida monogénico.

Este trabajo pretende, identificar el efecto de nuevos loci, estudiar su asociaciéon con la
etiopatogenia de las dislipemias primarias y evaluar el efecto sumatorio de la concentracién de
alelos de riesgo. Todo esto permitiria un mayor entendimiento sobre la arquitectura genética

de las dislipemias y permitiria un abordaje clinico individualizado.
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Resumen La mayoria de las hipertrigliceridemias (HTG) primarias graves se diagnostican en
la edad adulta, y sus bases moleculares no se han dilucidado completamente.

Varios son los genes relacionados con este tipo de HTG, entre ellos el gen LMF1, que codifica
la proteina Lmf1, la cual participa en la funcion de la lipoproteina lipasa (LpL). Teniendo en
cuenta estos hechos, nuestro objetivo es identificar las variantes génicas comunes y no comunes
en el gen LMF1 en sujetos con HTG primaria.

Hemos secuenciado el promotor, los exones y las regiones exon-intron del gen LMF1 en 112
pacientes con HTG primaria grave, definida por triglicéridos por encima de 500 mg/dl, exclu-
yendo causas secundarias. Cinco pacientes (4,46%) fueron portadores de 4 variantes raras
en LMF1 asociadas previamente a HTG. Ademas, se identificaron 2 variantes comunes con
una frecuencia alélica diferente de la que se observa en poblacion general: c.194-28 T>G y
€.729+18C>G.

Se llevo a cabo un analisis bioinformatico de las variantes encontradas, identificando las
variantes p.Arg364Gln, p.Arg451Trp, p.Pro562Arg y p.Leu85Leu como potencialmente daninas.

Nuestros resultados sugieren que el gen LMF1 contribuye a la etiologia de la HTG primaria
grave en un porcentaje significativo de los pacientes, con una combinacion de mutaciones de
efecto entre moderado y agresivo y polimorfismos clasicamente asociados con esta dislipidemia.
© 2014 Sociedad Espanola de Arteriosclerosis. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Todos los
derechos reservados.
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Abstract

Background: Hypertriglyceridemia (HTG) is a common complex metabolic trait that results of the accumulation of
relatively common genetic variants in combination with other modifier genes and environmental factors resulting
in increased plasma triglyceride (TG) levels. The majority of severe primary hypertriglyceridemias is diagnosed in
adulthood and their molecular bases have not been fully defined yet. The prevalence of HTG is highly variable
among populations, possibly caused by differences in environmental factors and genetic background. However, the
prevalence of very high TG and the frequency of rare mutations causing HTG in a whole non-selected population
have not been previously studied.

Methods: The total of 23,310 subjects over 18 years from a primary care-district in a middle-class area of Zaragoza
(Spain) with TG >500 mg/dL were selected to establish HTG prevalence. Those affected of primary HTG were
considered for further genetic analisys. The promoters, coding regions and exon-intron boundaries of LPL, LMFI,
APOC2, APOA5, APOE and GPIHBPT genes were sequenced. The frequency of rare variants identified was studied in
90 controls.

Results: One hundred ninety-four subjects (1.04 %) had HTG and 90 subjects (46.4 %) met the inclusion criteria for
primary HTG. In this subgroup, nine patients (12.3 %) were carriers of 7 rare variants in LPL, LMF1, APOA5, GPIHBP1 or
APOE genes. Three of these mutations are described for the first time in this work. The presence of a rare
pathogenic mutation did not confer a differential phenotype or a higher family history of HTG.

Conclusion: The prevalence of rare mutations in candidate genes in subjects with primary HTG is low. The low
frequency of rare mutations, the absence of a more severe phenotype or the dominant transmission of the HTG
would not suggest the use of genetic analysis in the clinical practice in this population.
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ABSTRACT

Introduction and objectives: Approximately 20% to 40% of clinically defined familial hypercholesterolemia
cases do not show a causative mutation in candidate genes, and some of them may have a polygenic
origin. A cholesterol gene risk score for the diagnosis of polygenic hypercholesterolemia has been
demonstrated to be valuable to differentiate polygenic and monogenic hypercholesterolemia. The aim of
this study was to determine the contribution to low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) of the single
nucleotide variants associated with polygenic hypercholesterolemia in probands with genetic
hypercholesterolemia without mutations in candidate genes (nonfamilial hypercholesterolemia genetic
hypercholesterolemia) and the genetic score in cascade screening in their family members.
Methods: We recruited 49 nonfamilial hypercholesterolemia genetic hypercholesterolemia families
(294 participants) and calculated cholesterol gene scores, derived from single nucleotide variants in
SORT1, APOB, ABCG8, APOE and LDLR and lipoprotein(a) plasma concentration.
Results: Risk alleles in SORT1, ABCG8, APOE, and LDLR showed a statistically significantly higher
frequency in blood relatives than in the 1000 Genomes Project. However, there were no differences
between affected and nonaffected members. The contribution of the cholesterol gene score to LDL-C was
significantly higher in affected than in nonaffected participants (P = .048). The percentage of the LDL-C
variation explained by the score was 3.1%, and this percentage increased to 6.9% in those families with
the highest genetic score in the proband.
Conclusions: Nonfamilial hypercholesterolemia genetic hypercholesterolemia families concentrate risk
alleles for high LDL-C. Their contribution varies greatly among families, indicating the complexity and
heterogeneity of these forms of hypercholesterolemias. The gene score explains a small percentage of
LDL-C, which limits its use in diagnosis.

© 2017 Sociedad Espafiola de Cardiologia. Published by Elsevier Espaiia, S.L.U. All rights reserved.

Variantes de un solo nucleotido asociados con la hipercolesterolemia poligénica
en familias diagnosticadas de hipercolesterolemia familiar

RESUMEN

Introduccion y objetivos: Aproximadamente un 20-40% de los casos de hipercolesterolemia familiar
diagnosticada no muestran mutacion causal en los genes candidatos, por lo que algunos de estos casos
pueden tener un origen poligénico. Se han identificado diferentes variantes genéticas de un solo nucleétido
que ayudan a diferenciar las hipercolesterolemias poligénicas de las monogénicas. El objetivo es estudiar la
contribucion de dichas variantes a la concentracion de colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad
(cLDL) en probandos con hipercolesterolemia genética sin mutacién en genes candidatos (hipercoleste-
rolemia genética sin hipercolesterolemia familiar) y establecer el valor de una puntuacion genética basada
en las frecuencias de dichas variantes de un solo nucledtido en el cribado en cascada de sus familiares.
Meétodos: Se recluté a 49 familias con hipercolesterolemia genética sin hipercolesterolemia familiar
(294 sujetos) y se calcul6 la puntuacion genética derivada de las variantes de un solo nucleétido de los
genes SORT1, APOB, ABCG8, APOE y LDLR mas la concentracién plasmatica de lipoproteina(a).

Resultados: Los alelos de riesgo en SORT1, ABCG8, APOE y LDLR presentaron mayor frecuencia en los
consanguineos que en el proyecto 1.000 Genomas, con diferencia estadisticamente significativa. La
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What is already known about this subject?

e Obesity is a multifactorial disorder that has a genetic predisposition

e GWAS have allowed to identified new genes involved in pathology of this disease.

e However, it is still far from knowing the importance of genetic predisposition in
obesity and the contribution of this predisposition to the loss or gain of weight in

subjects with a hypocaloric diet.

What does your study add?

Our study is the first study which analyze the effect of genetic contribution on the weight
variation in a large cohort the subjects with obesity and overweight under homogeneous

hypocaloric dietary intervention.
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Abstract

Objective

The aim our study was to establish the genetic factors associated to weight loss that could be
used as predictive markers in weight loss interventions in a large cohort of overweight subjects

under a homogeneous dietary intervention.

Methods

We retrospectively recruited all subjects (N= 788) aged over 18 with BMI >25 kg/m? with at

least one-year of follow-up from 2008 to 2016 and a control group of subjects (168 patients)
with normal BMI. All cases received counselling which included healthy diet and increase of
physical activity. We genotyped 25 single nucleotide variants (SNV) in 25 genes previously

associated with obesity and calculated weighted genetic score derived from 5 SNV.

Results

The mean follow-up was 5.58 + 2.68 years. Subjects with lower genetic score showed higher
weight loss along follow-up. The genetic score was the variable that explained best weight
change variance after baseline weight, explaining 1.7% weight change variance at one year and
1.5% weight change variance at the end of follow-up adjusting by baseline weight, sex, age and

years of follow-up.

Conclusion

Genetic score based on 5 SNV predicted body weight change in subjects; a low genetic score

leads to greater weight loss both in short and long-term

Keywords

SNV, Obesity, weight loss, genetic score, overweight
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obese women
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KEYWORDS Abstract Background and aims: High-protein (HP) diets have shown benefits in cardiometabolic
Protein; markers such as insulin or triglycerides but the responsible mechanisms are not known. We
Weight loss; aimed to assess the effect of three energy-restricted diets with different protein contents (20%,
Adipokines; 27%, and 35%; ~80% coming from animal source) on plasma adipokine concentration and its as-
Adipose tissue; sociation with changes in cardiometabolic markers.

Obesity; Methods: Seventy-six women (BMI 32.8 + 2.93) were randomized to one of three calorie-
Overweight reduced diets, with protein, 20%, 27%, or 35%; carbohydrates, 50%, 43%, or 35%; and fat, 30%,

for 3 months. Plasma adipokine (leptin, resistin, adiponectin, and retinol-binding protein 4;
RBP4) levels were assessed.

Results: After 3 months, leptin concentration decreased in all groups without differences among
them, while resistin levels remained unchanged. Adiponectin concentration heterogeneously
changed in all groups (P for trend = 0.165) and resistin concentration did not significantly
change. RPB4 significantly decreased by —17.5% (—31.7, —3.22) in 35%-protein diet (P for
trend = 0.024 among diets). Triglycerides improved in women following the 35%-protein diet
regardless of weight loss; RBP4 variation significantly influenced triglyceride concentration
change by 24.9% and 25.9% when comparing 27%- and 35%- with 20%-protein diet, respectively.
Conclusions: A 35%-protein diet induced a decrease in RBP4 regardless of weight loss, which was
directly associated with triglyceride concentration improvement. These findings suggest that HP
diets improve the cardiometabolic profile, at least in part, through changes in adipokine secre-
tion. Whether this beneficial effect of HP diet is due to improvements in hepatic or adipose tissue
functionality should be elucidated.

Clinical trial registration: The clinical trial has been registered in ClinicalTrials.gov (Identifier:
NCT02160496).

© 2017 The Italian Society of Diabetology, the Italian Society for the Study of Atherosclerosis, the
Italian Society of Human Nutrition, and the Department of Clinical Medicine and Surgery,
Federico II University. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

Abbreviations: AgRP, Agouti-related peptide; BMI, Body mass index; CRP, C-reactive protein; GGT, Gamma-glutamyl transpeptidase; GPT,
Glutamic-pyruvic transaminase; HbA1c, Glycated hemoglobin; HP, High protein; NPY, Neuropeptide Y; RBP4, Retinol-binding protein 4.
* Corresponding author. Unidad Clinica y de Investigacién en Lipidos y Arteriosclerosis, Hospital Universitario Miguel Servet, Av. Isabel La Catdlica,
1-3, 50009 Zaragoza, Spain. Fax: +34 976369985.
E-mail address: mateo@iisaragon.es (R. Mateo-Gallego).
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0939-4753/© 2017 The Italian Society of Diabetology, the Italian Society for the Study of Atherosclerosis, the Italian Society of Human Nutrition, and the Department of Clinical
Medicine and Surgery, Federico II University. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
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Association between non-cholesterol

@ CrossMark

sterol concentrations and Achilles tendon
thickness in patients with genetic familial

hypercholesterolemia

Lucfa Baila-Rueda’, Itziar Lamiquiz-Moneo, Estibaliz Jarauta, Rocio Mateo-Gallego, Soffa Perez-Calahorra,
Victoria Marco-Benedi, Ana M. Bea, Ana Cenarro and Fernando Civeira

Abstract

Background: Familial hypercholesterolemia (FH) is a genetic disorder that result in abnormally high low-density
lipoprotein cholesterol levels, markedly increased risk of coronary heart disease (CHD) and tendon xanthomas (TX).
However, the clinical expression is highly variable. TX are present in other metabolic diseases that associate increased
sterol concentration. If non-cholesterol sterols are involved in the development of TX in FH has not been analyzed.

Methods: Clinical and biochemical characteristics, non-cholesterol sterols concentrations and Aquilles tendon
thickness were determined in subjects with genetic FH with (n = 63) and without (n = 40) TX. Student-t test o
Mann-Whitney test were used accordingly. Categorical variables were compared using a Chi square test. ANOVA and
Kruskal-Wallis tests were performed to multiple independent variables comparison. Post hoc adjusted comparisons
were performed with Bonferroni correction when applicable. Correlations of parameters in selected groups were
calculated applying the non-parametric Spearman correlation procedure. To identify variables associated with Achilles
tendon thickness changes, multiple linear regression were applied.

Results: Patients with TX presented higher concentrations of non-cholesterol sterols in plasma than patients
without xanthomas (P = 0.006 and 0.034, respectively). Furthermore, there was a significant association between
5a-cholestanol, B-sitosterol, desmosterol, 24S-hydroxycholesterol and 27-hydroxycholesterol concentrations and
Achilles tendon thickness (p = 0.002, 0.012, 0.020, 0.045 and 0.040, respectively).

Conclusions: Our results indicate that non-cholesterol sterol concentrations are associated with the presence of TX.
Since cholesterol and non-cholesterol sterols are present in the same lipoproteins, further studies would be needed
to elucidate their potential role in the development of TX.

Keywords: Non-cholesterol sterols, Xanthomas, Familial hypercholesterolemia

Background

Familial hypercholesterolemia (FH), among the most
common inherited metabolic disorders, is due to a
group of genetic disorders that result in abnormally high

*Correspondence: Ibaila@iisaragon.es; lubailarueda@gmail.com

Unidad Clinica y de Investigacién en Lipidos y Arteriosclerosis, Hospital
Universitario Miguel Servet, Instituto de Investigacion Sanitaria Aragon
(IS Aragon), CIBERCV, Universidad de Zaragoza, Av. Isabel La Catdlica, 1-3,
50009 Saragossa, Spain

( ) BiolVled Central

low-density lipoprotein (LDL) cholesterol levels that
cause atherosclerotic plaque deposition in arteries and a
markedly increased risk of coronary heart disease (CHD)
at a young age [1, 2]. FH has an autosomal codominant
inheritance, with homozygotes having twice the LDL
cholesterol levels of heterozygotes [1, 2]. The frequency
of the heterozygous FH (HeFH) state has traditionally
been estimated at 1 in 500 and of the homozygous FH
(HoFH) state at 1 in 1,000,000, although recent popula-
tion analysis have estimated a prevalence as high as 1 in

© The Author(s) 2018. This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0 International License
(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium,
provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to the Creative Commons license,

and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver (http://creativecommons.org/
publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.

127


http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/
http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1186/s12967-018-1380-3&domain=pdf

128



Journal of Clinical Lipidology (2014) 8, 520-524

Case Studies

Severe hypercholesterolemia and

Journal of
Clinical
Lipidology

///'\~
@ CrossMark

phytosterolemia with extensive xanthomas
in primary biliary cirrhosis: Role of biliary
excretion on sterol homeostasis
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KEYWORDS:
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Primary biliary cirrhosis

Abstract: Primary biliary cirrhosis (PBC) is an autoimmune, chronic, cholestatic liver disease that
affects primarily women. PBC is commonly associated with hypercholesterolemia that has been asso-
ciated with cholestasis. We report an exceptionally high blood cholesterol and phytosterols with just
mild cholestasis indicating a selective defect in sterol biliary secretion in a patient with PBC.

© 2014 National Lipid Association. All rights reserved.

Background

Primary biliary cirrhosis (PBC) is an autoimmune, chronic,
cholestatic liver disease that primarily affects women. Histo-
pathologically, PBC is characterized by portal inflammation
and immune-mediated destruction of the intrahepatic bile
ducts. Serologically, PBC is characterized by the presence of
antimitochondrial antibodies, which are present in 90 to 95%
of patients and are often detectable years before clinical signs
appear.’ Pruritus can be the most distressing symptom.” Other
common findings in PBC include fatigue, hypothyroidism,
osteopenia, and coexisting autoimmune diseases, including
Sjogren’s syndrome and scleroderma.” PBC is commonly
associated with hypercholesterolemia and marked alterations
of the enterohepatic circulation of bile acids.” Cholesterol

* Corresponding author. Hospital Universitario Miguel Servet, Paseo
Isabel La Catodlica 1-3, 50009 Zaragoza, Spain.

E-mail address: civeira@unizar.es

Submitted March 12, 2014. Accepted for publication May 18, 2014.

precursors are lower in PBC patients than in control subjects,
probably reflecting decreased cholesterol synthesis, whereas
increased level of phytosterols or plant sterols (eg, campes-
terol and sitosterol) and cholestanol, a biliary cholesterol
metabolite, are mainly from impaired biliary elimination.’
Plant sterols and cholestanol plasma concentrations in hu-
mans are only about 0.5% of the respective cholesterol values
in normal subjects, and this is believed to be produced by a dif-
ferential intestinal absorption among sterols. Intestinal sterol
absorption is mediated by several transporter proteins located
at the intestinal brush border membrane. All intestinal sterols
are taken up by the enterocyte to a similar extent through the
Niemann-Pick C1 Like 1 transporter,” and the ATP-binding
cassette (ABC) transporters G5 and G8 actively efflux plant
sterols back into the intestinal lumen. However, cholesterol
is mainly incorporated to chylomicrons and poorly eliminated
by ABCGS5/G8 transporters.” In addition, ABCG5/G8s are
located at the canalicular membranes of hepatocytes,
where they facilitate efflux of cholesterol and plant sterols
into bile.®

1933-2874/$ - see front matter © 2014 National Lipid Association. All rights reserved.
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Background and aims: Recurrent pancreatitis is a severe complication of familial chylomicronemia syn-
drome (FCS) mainly secondary to lipoprotein lipase deficiency. The mechanism and interindividual
variability of pancreatitis in FCS are not fully understood, but abnormalities in the drainage system of
pancreatic veins could be involved.

Methods and results: Two cases of typical FCS are described with a past history of recurrent pancreatitis
that dramatically improved after splenectomy performed in both cases for reasons non-related to FCS.

Conclusions: These are the first reports of the disappearance of pancreatitis after splenectomy in FCS and
they should be considered of anecdotal nature at this time. The disappearance of pancreatitis following
splenectomy could be in part due to subsequent improvements in pancreatic drainage. Extrahepatic
portal hypertension induced by hypertriglyceridemic splenomegaly leading to pancreatic congestion

Keywords:

Familial chylomicronemia
Lipoprotein lipase deficiency
Pancreatitis

Splenectomy

could also be a contributing factor.

© 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Familial chylomicronemia syndrome (FCS) deficiency is a rare
autosomal recessive disorder characterized by the absence or the
severe reduction of lipoprotein lipase (LPL) activity and a massive
accumulation of chylomicrons in plasma, leading to a large in-
crease of plasma triglyceride concentration, usually greater than
22.5 mmol/l (2000 mg/dl) in the fasting state [1]. FCS is clinically
characterized by repeated abdominal pain episodes, recurrent
acute pancreatitis, eruptive cutaneous xanthomatosis, lipemia
retinalis and hepatosplenomegaly. FCS is mostly identified in
childhood due to recurrent episodes of pancreatitis and high
fasting triglycerides [2]. Pancreatitis is the most serious compli-
cation of LPL deficiency. The underlying pathophysiological
mechanisms are not fully understood [3]. FCS is a very rare disease
with a frequency at about one per million in the general
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population, although it may be higher in some populations due to
a founder effect [4].

The degree of hyperchylomicronemia in FCS depends, at least in
part, on dietary fat intake, but genetic heterogeneity can play a role
[5]. It has been observed that a severe restriction of dietary fat to
less than 20 g/day is enough to control the symptoms in some cases
[6]. In contrast, FCS is usually not responsive to conventional lipid-
lowering therapy. Acute pancreatitis characterizes early stages of
the disease while some patients may develop recurrent abdominal
pain and chronic pancreatitis as the disease progresses. Hepato-
megaly and splenomegaly could appear over time when the chy-
lomicronemia becomes chronic. Splenomegaly is less frequently
observed than hepatomegaly and can be notably hard. The orga-
nomegaly occurs as result of triglyceride uptake by macrophages.
These individuals might show anemia and/or thrombocytopenia
due to secondary hypersplenism [1,7].

In this study, we describe two unrelated cases of typical FCS
with a past history of recurrent pancreatitis controlled in two
different lipid clinics in Spain. Both cases have shown a dramatic
improvement in pancreatitis after a splenectomy was performed
due to reasons non-related to FCS.
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