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Resumen

Objetivo: La hipercolesterolemia familiar (HF) es una enfermedad monogénica asociada a variantes en los genes RLDL,
APOB y PCSKO9. El diagndstico inicial se basa en criterios clinicos, como el de la red de clinica de lipidos holandesa (DLCN).
Un puntaje > 8 puntos califica al paciente como “definitivo” para diagndstico de HF. La identificacion de una variante en
estos genes permite realizar el cribado en cascada familiar y caracterizar mejor al paciente en cuanto al prondstico y el
tratamiento. Métodos: En el marco del Programa de Deteccion de HF en Argentina (Estudio Da Vinci) se evalué a 246 pa-
cientes hipercolesterolémicos, 21 con puntaje DLCN > 8 (diagndstico definitivo). Se estudio a estos pacientes con secuen-
ciacion de préxima generacion para reconocer variantes genéticas, con un panel ampliado de 23 genes, sumado al anélisis
de grandes rearreglos y por ultimo se aplicé un score poligénico de 10 SNP (polimorfismo de nucledtido unico) relacionados
con aumento del c-LDL. Resultados: De los 21 pacientes, 10 presentaron variantes en RLDL, uno en APOB junto a APOE,
uno en LIPC mds puntaje poligénico elevado, dos pacientes con una delecion y una duplicacion en RLDL y este ultimo caso
con una variante en LIPA. Es destacable que 6 de los 21 pacientes con puntaje DLCN > 8 no mostraron ninguna alteracion
genética. Conclusiones: E/ 28% de los pacientes con diagndstico clinico definitivo de HF no evidencio alteracion genética.
Las posibles explicaciones de este resultado serian la presencia de mutaciones en nuevos genes, los efectos confundidores
del ambiente sobre los genes o la interaccion gen-gen y por dltimo la imposibilidad de detectar variantes con la metodologia
actual disponible.

Palabras clave: Hipercolesterolemia Familiar. Diagndstico genético. Score poligénico.

Abstract

Objective: Familial hypercholesterolemia (FH) is a monogenic disease, associated with variants in the LDLR, APOB and
PCSK9 genes. The initial diagnosis is based on clinical criteria like the DLCN criteria. A score > 8 points qualifies the patient
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as “definite” for FH diagnosis. The detection of the presence of a variant in these genes allows carrying out familial cascade
screening and better characterizes the patient in terms of prognosis and treatment. Methods: In the context of the FH de-
tection program in Argentina (Da Vinci Study) 246 hypercholesterolemic patients were evaluated, 21 with DLCN score > 8
(definite diagnosis). These patients were studied with next generation sequencing to detect genetic variants, with an extended
panel of 23 genes; also they were adding the large rearrangements analysis and a polygenic score of 10 SNP (single nu-
cleotide polymorphism) related to the increase in LDL-c. Results: Of the 21 patients, 10 had variants in LDLR, 1 in APOB
with APOE, 1 in LIPC plus elevated polygenic score, and 2 patients showed one deletion and one duplication in LDLR, the
later with a variation in LIPA. It is highlighted that 6 of the 21 patients with a score > 8 did not show any genetic alteration.
Conclusions: We can conclude that 28% of the patients with definite clinical diagnosis of FH did not show genetic alteration.
The possible explanations for this result would be the presence of mutations in new genes, confusing effects of the environ-
ment over the genes, the gene-gene interactions, and finally the impossibility of detecting variants with the current available

methods.

Key words: Familial Hypercholesterolemia. Genetic diagnosis. Polygenic score.

Introduccion

La hipercolesterolemia familiar (HF) es una enferme-
dad monogeénica, autosémica dominante, asociada
con variantes en los genes del receptor de la lipopro-
teina de baja densidad (RLDL), de la apolipoproteina B
(APOB) y de la proproteina convertasa subtilisina/ke-
xina tipo 9 (PCSK9)'.

Los pacientes portadores de esta patologia se pre-
sentan a menudo en forma asintomatica con valores
de c-LDL > 200 mg/dl o con episodios cardiovasculares
precoces (< 50 afios en varones y < 60 afios en muje-
res). Las caracteristicas de su herencia permiten iden-
tificar a familiares afectados y a mudltiples integrantes
en una misma familia con niveles elevados de c-LDL
o0 eventos cardiovasculares®?.

El diagnostico inicial se basa en diferentes criterios
clinicos que evaluan los antecedentes cardiovascula-
res personales, familiares y estigmas clinicos caracte-
risticos, como los xantomas tendinosos y el arco
corneal temprano, y por ultimo los valores plasmaticos
de c-LDL. Los criterios de la red de clinicas de lipidos
holandesas (DLCN, dutch lipid clinic criteria network)
son los mas utilizados. Un valor > 8 puntos califica al
paciente como “definitivo” para el diagndstico de HF®.

Si se considera que la herencia es autosémica domi-
nante y que la forma heterocigota de la HF es efecto
de una variante monogénica Unica en uno de los tres
genes primarios relacionados con HF en las siguientes
proporciones: 95% de RLDL, 3% de APOB vy 1% de
PCSK9, ademas de la mayor disponibilidad en el acce-
so a las técnicas modernas de secuenciacion, el
diagndstico genético es una herramienta central en el
diagnostico de la HF*.

Luego de verificar la ausencia de una variacion o
mutacion puntual en algunos de estos tres genes es

imperativo descartar la presencia de los denominados
grandes rearreglos, fundamentalmente, duplicaciones
o deleciones, con técnicas de biologia molecular o
bioinformatica, los cuales no pueden detectarse en la
secuenciacion génica. Distintos reportes muestran que
60% a 80% de los pacientes con diagndstico definitivo
de HF por criterios clinicos, presentan variantes gené-
ticas relacionadas con la HF*.

La verificacion de la presencia de una variante en los
genes vinculados con HF permite a su vez realizar la
deteccidn en cascada en el resto de los familiares y
caracterizar mejor al paciente en cuanto al prondstico
y tratamiento®.

En los pacientes con fenotipo compatible con HF y sin
variantes detectadas, las causas poligénicas explican la
mayor parte de los casos. Diferentes grupos de investi-
gadores han desarrollado célculos para obtener un pun-
taje a partir de polimorfismos de nucledtidos Unicos
(SNP) relacionados con el aumento de los valores cir-
culantes de c-LDL®°. Por tiltimo, es posible sefialar otras
causas potenciales de casos fenotipicamente compati-
bles con HF sin hallazgos genéticos, entre ellas las raras
mutaciones en otros genes menores relacionados con
el metabolismo lipidico, como APOE, ABCG5, ABCGS8,
LIPA, CYP27A1 o STAP1 y las mutaciones o variantes
inaccesibles con secuenciacion exonica'”.

El objetivo del presente trabajo consiste en la evalua-
cion de un grupo de pacientes con fenotipo y diagndstico
definitivo de HF y resultado genético negativo, luego de
un analisis biomolecular completo y ampliado.

Material y métodos

Se evalud a 246 pacientes hipercolesterolémicos in-
cluidos durante el afio 2016 en el Programa De Detec-
cion De Hipercolesterolemia Familiar en la Argentina
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(Estudio Da Vinci), llevado a cabo en el Partido de
General Pueyrreddn, Provincia de Buenos Aires. Los
participantes registraron niveles de colesterol >
300 mg/dl o c-LDL > 190 mg/dl y otorgaron su consen-
timiento informado para su evaluacion clinica, bioqui-
mica y genética. El estudio recibié aprobacion del Co-
mité de Etica, Res CD FFyB Res CD 1762/17.

De cada paciente se obtuvo su historial familiar y per-
sonal, con especial foco en enfermedad cardiovascular
aterosclerdtica (angina de pecho, infarto de miocardio,
cirugia de revascularizacién miocardica, accidente cere-
brovascular y/o enfermedad vascular periférica o caroti-
dea), hospitalizaciones, hipertension, diabetes mellitus y
tratamiento hipolipemiante actual. Se efectu6 una cuida-
dosa exploracion fisica, con especial dedicacién en la
deteccion de xantomas tendinosos o arco corneal.
Cuando estaban disponibles, se obtuvieron estos datos
clinicos de familiares de primer grado (padres, hijos y
hermanos). Se considerd enfermedad cardiovascular
prematura como la presencia de alguna de las manifes-
taciones de enfermedad cardiovascular aterosclerdtica
ya mencionadas previamente, antes de los 55 afos para
hombres y 65 para mujeres. Se aplicaron los criterios
DLCN, considerando el mayor valor de c-LDL registra-
do®. Un total de 40% de pacientes recibian tratamiento
hipolipemiante y, cuando no se disponia del valor maxi-
mo de c-LDL sin tratamiento, se aplicé una correccion
basada en dosis y tipo de estatina''.

No se incluyeron a 21 sujetos por los siguientes ctri-
terios de exclusion aplicados: n = 8 presentaron un
valor de TSH > 10 mUI/L, 4 con creatinina > 1.7 mg/d|,
2 con fosfatasa alcalina > 200 U/L, un paciente con
triglicéridos > 1,000 mg/dl, 3 mujeres excluidas por
embarazo y 3 pacientes que se opusieron a la toma de
muestra de sangre. Por lo tanto, finalmente se incluye-
ron al final a 225 sujetos con potencial HF.

Se extrajeron las muestras de sangre en estado sin
ayuno, las cuales se remitieron al Laboratorio de Lipi-
dos y Aterosclerosis de la Universidad de Buenos Aires
para el estudio bioquimico. Se determinaron en suero
colesterol total, triglicéridos, c-HDL, c-LDL directo,
creatinina y fosfatasa alcalina mediante métodos enzi-
maticos estandarizados (Roche Diagnostics, Mann-
heim, Alemania) con un autoanalizador Cobas C-501.
El promedio de los coeficientes de variacion (CV) in-
traanalisis para estos parametros fue < 2.3% y CV in-
teranalisis < 3.0%. La apoproteina B se determiné por
método inmunoturbidimétrico en el mismo autoanaliza-
dor, con un CV interanalisis < 2.5%. Se midié TSH por
quimioluminiscencia (DPC, Immulite, Los Angeles, CA,
EE.UU.) con CV intraandlisis e interanalisis < 3.5%.

En todos los sujetos con puntaje de DLCN > 8 se
efectud el estudio genético. De la muestra de sangre
entera se extrajo DNA de los pacientes en el Centro
Nacional de Genética Médica'. El estudio genético se
llevo a cabo en el Boston Heart Diagnosis, Massachu-
setts, EE.UU., mediante secuenciacion de nueva gene-
racion descrito en el estudio previo'® con el fin de
identificar variantes genéticas en los genes clasicos
relacionados con c-LDL elevado: RLDL, APOB, PCSKO9,
y en otros genes asociados con dislipidemias: LDL-
RAP1, STAP1, ABCG5, ABCG8, APOE, LIPA, CYP27A1,
LIPC, LIPG, y DHCR24. Ademas, se estudié un panel
de 10 variantes comunes (SNP: polimorfismo de nu-
cleétido unico) en los siguientes genes: rs6544713 en
ABCG8, rs515135 en APOB, rs12740374 en CELSR2,
rs3846663 en HMGCR, rs2650000 en HNF1, rs6511720
en RLDL, rs6102059 en MAFB, rs10401969 en NCAN,
rs11206510 en PCSK9, yrs1501908 en TIMDA4. A partir
de la deteccion de los SNPs se calcul6 el puntaje de
riesgo genético (PRG) con el fin de evaluar la contri-
bucién poligénica del c-LDL elevado'. Por dltimo, se
efectud analisis bioinforméatico de variaciones en el
numero de copias (VNC) para identificar los grandes
rearreglos en la estructura de genes que no se detec-
tan por la secuenciacion genética'®.

Los datos se expresan como mediana y rango y por-
centaje. El andlisis estadistico se llevé a cabo con
SPSS 19.0.

Resultados

Veintitn de los 225 pacientes estudiados con hiper-
colesterolemia registraron un puntaje de DLCN > 8, en
un intervalo de 9 a 14. De estos 21 pacientes con
diagndstico clinico definitivo de HF, dos tuvieron fami-
liares de primer grado con enfermedad cardiovascular,
una mediana (rango) de c-LDL de 250 mg/dl (181-431),
que correspondia al valor maximo registrado eventual-
mente o corregido al final por el tratamiento recibido.
Nueve pacientes tuvieron arco corneal antes de los 45
afnos, ocho xantomas tendinosos, tres enfermedad co-
ronaria prematura y dos enfermedad arterial cerebral
prematura. El resto del perfil lipidico demostré una
mediana (rango) de triglicéridos: 121 mg/dl (62-314);
c-HDL: 50 mg/dI (36-68); y ApoB: 164 mg/dl (91-278).

Diez de los 21 pacientes con fenotipo definitivo de HF
mostraron variantes puntuales en RLDLy uno en APOB,
junto con una variante en APOE, lo que constituyé un
52.4% de pacientes que poseen variantes puntuales en
genes clasicos. El estudio del panel ampliado de genes
en los pacientes con fenotipo definitivo reveld también



un caso con mutacién en LIPC, uno con variante en
LIPA'y otro en CYP27A1. En la tabla 1 se muestran las
variantes detectadas, asi como su clasificacion con res-
pecto a su patogenicidad.

El estudio bioinformatico de VNC a posteriori para
detectar grandes rearreglos en la estructura del gen
demostré que uno de los casos con estudio genético
negativo y el portador de la variante genética en el gen
LIPA eran portadores de una delecion de los exones
16-18 y una duplicacién de los exones 2-8, respectiva-
mente, en el gen ALDL (Tabla 1).

Con respecto al calculo del puntaje de riesgo gené-
tico, 5 de los 21 pacientes presentaron un PRG mayor
al valor de corte de 1.96 establecido en el percentil 90°,
aunque tales casos también eran portadores de varian-
tes en RLDL (n = 2) y en los casos con variantes en
APOB/APOE, CYP27A1 y LIPC. Cabe destacar que
6 (28%) de los 21 pacientes con puntaje de DLCN > 8
no mostraron ningun tipo de alteracion genética luego
del estudio genético ampliado y de la deteccion de
causas poligénicas (Fig. 1).

Discusion

La HF es una enfermedad monogénica, con alta pe-
netrancia, asociada clasicamente a variantes en los
genes RLDL, APOBy PCSK9'. La amplia disponibili-
dad actual de los estudios genéticos, en parte por la
reduccion de los costos, ha permitido profundizar el
estudio de los pacientes con fenotipo de HF y realizar
una correlacién entre su sospecha clinica y los resul-
tados de la secuenciacion de los genes potencialmente
participantes en el metabolismo del colesterol.

Luego de la sospecha clinica de HF, el procedimiento
que sigue es la aplicacion de un puntaje clinico o
criterios diagndsticos para establecer el diagnostico
clinico de la HF. Los criterios clinico-bioquimicos mas
utilizados son los DLCN, donde en base a cinco items
se concluye si el paciente tiene un diagndstico defini-
tivo (> 8 puntos), probable (6-8), posible (3-5) o impro-
bable (< 3)°.

El andlisis genético, en busca de la variante genéti-
ca, es el paso posterior, siempre que se tengan los
recursos e instrumentos necesarios para realizar la
secuenciacion'®.

La identificacion de la variante genética permite carac-
terizar mejor al paciente; las diferentes mutaciones orien-
tan acerca del prondstico de la enfermedad; y es posible
realizar un tamizaje o cascada familiar y, en casos se-
leccionados, apoyar una terapéutica especifica'®'”.

LIPC
CYP27A1

Figura 1. Distribucion de las variantes genéticas
detectadas en los 21 pacientes con puntaje DLCN > 8.
CNV: variaciones en el ndmero de copias; RLDL, gen del
receptor de las LDL; L/PC: gen de la lipasa C, CYP27AT:
gen del citocromo P450 familia 27 tipo A1; APOB: gen de
la apolipoproteina b; APOE: gen de la apoproteina E;
LIPA: gen de la lipasa A.

Durante el desarrollo del Estudio Da Vinci (Estudio
Argentino Prevalencia en Hipercolesterolemia Familiar)
se evalué a 246 pacientes con niveles elevados de
colesterol y/o c-LDL, de los cuales 21 registraron un
puntaje de DLCN > 8, es decir, un diagndstico definitivo
de HF. Se estudiaron a estos pacientes con secuencia-
cion genética para la deteccion de variantes monogé-
nicas, con un panel ampliado de 23 genes, sumado al
andlisis de grandes rearreglos; por ultimo se aplicd
puntaje poligénico (PRG) de 10 SNP relacionados con
aumento de c-LDL. De los 21 pacientes, 10 presenta-
ron variantes en RLDL, uno en APOB junto a APOE,
uno en LIPC y uno en CYP27A1, éstos también con
puntaje poligénico elevado, y dos pacientes con una
delecion y una duplicacién (rearreglos genéticos) en
RLDL, este ultimo con una variante en LIPA.

Cabe destacar que seis de los 21 pacientes con pun-
taje > 8 no mostraron ninguna alteracion genética. Por
lo tanto, este 28% de los pacientes comprende la cate-
goria de sujetos con fenotipo de HF y estudio genético
negativo, teniendo en cuenta que en el presente estudio
el panel genético evaluado se amplié e incluyé causas
poligénicas, lo cual valoriza atin més el hallazgo'®.

Las posibles explicaciones a este hallazgo serian las
siguientes: a) existencia de variaciones o0 mutaciones en
genes aun no reconocidos como causante de HF; b) pre-
sencia de mutaciones en regiones no detectadas por las
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tecnologias disponibles en la actualidad como las muta-
ciones mapeadas en zonas intrénicas profundas o pro-
motoras distales; c) efectos del medioambiente sobre los
genes (fendmenos epigenéticos), d) interacciones entre
diferentes genes en un mismo individuo'®-%".

Por otro lado, la validacion en esta poblacién del pun-
taje DLCN para diagndstico clinico, asi como PRG, es
necesaria para confirmar su utilidad en el medio y ase-
gurar la especificidad y sensibilidad diagnéstica'®'.

La implementacion del panel ampliado de genes mas
alla de los tipicos relacionados con HF ha permitido
reconocer variantes inusuales relacionadas con hiper-
colesterolemias severas'®. En este estudio, un paciente
mostré una variante en el gen de la enzima &cida liso-
somal (LIPA), cuya deficiencia se ha vinculado con
dislipemia y mortalidad prematura®?. Este paciente es
un doble heterocigoto, ya que también mostré una du-
plicacion en RLDL; en cualquier caso, la variante en
LIPA es de significancia incierta. Otras variantes en
genes infrecuentes que se identificaron en los pacien-
tes con diagndstico definitivo de HF se detectaron en
el gen de la lipasa hepética (LIPC) y en CYP27A1 re-
lacionado con la xantomatosis cerebrotendinosa. Sin
embargo, esas variantes también coexistieron con
PRG elevado, lo que sefiala causas poligénicas. Por lo
tanto, queda por dilucidar la alteracién que ocasiona
mayormente la elevaciéon de c-LDL, ya que pueden
coexistir causas poligénicas o variantes en genes in-
usuales cuya patogenicidad aun es incierta'.

La utilidad actual de los estudios genéticos en cuanto
a la toma de decision terapéutica no esta establecida.
Resultaria de utilidad en casos de pacientes con HF
homocigota, con objeto de cuantificar la actividad resi-
dual del receptor LDL, pero no en la mayoria de los
casos de HF. Por lo tanto, el nivel de c-LDL y el riesgo
global del paciente deben ser los factores determinan-
tes en cuanto a la conducta terapéutica en los pacien-
tes con HF'820,

Puede concluirse que, a pesar de una busqueda ex-
haustiva y ampliada de las causas genéticas en pacientes
con diagndstico clinico definitivo de HF, el 28% (6/21) de
los pacientes no evidencio alteracion genética. Futuros y
mas complejos estudios, como la realizacion de exomas
a diferentes integrantes de una misma familia, quiza ter-
minen de demostrar y explicar los hallazgos referidos.

Conclusion

Puede afirmarse que dentro de la cohorte analizada
en una region especifica de la Provincia de Buenos
Aires, el 28% de los pacientes con diagndstico clinico

de HF (DLCN) no tuvo alteracién genética alguna, lue-
go de realizar un analisis extenso, no sélo de las va-
riantes en genes comunes relacionadas con HF, sino
también del estudio de genes considerados no clasicos
y de la aplicacién de un PRG a fin de evaluar la con-
tribucion poligénica del c-LDL elevado y, por ultimo, del
andlisis bioinformdtico para identificar grandes rearre-
glos en la estructura de genes no reconocidos por
secuenciacion genética.
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