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RESUMEN

Objetivo: Estudiar los valores plasmdticos de Lp(a) en el defecto
familiar de unién de apo B 100 (DFB) en poblaciones sur Europea donde
no existen datos al respecto.

Meétodos: Hemos estudiado a 19 heterocigotos DFB (8 varones), por-
tadores de la mutaciéon R3500Q del gen de la apo B y a 90 controles (34
varones). El diagndstico genético se realizé por técnica de PCR-SSCP y
secuenciacién automadtica. En todos los sujetos se determind de forma
estandarizada las concentraciones plasmadticas de lipidos, apolipoprotei-
na By Lp(a).

Resultados: Los valores plasmdticos de Lp(a) y su transformacion
logaritmica fueron significativamente mayores en el grupo con DFB
frente al grupo control. Ademas, la prevalencia de Lp(a) > de 30 mg/dl,
como punto de corte de alto riesgo para cardiopatia isquemia fue signifi-
cativamente mayor en el grupo portador de la mutacién R3500Q.

Conclusion: Los sujetos portadores de la mutacion R3500Q del gen
de apo B mostraron valores plasméticos superiores de Lp(a) que los con-
troles, sin que conozcamos por el momento el mecanismo y sus implica-
ciones clinicas.

PALABRAS CLAVE: Defecto familiar de unién de apo B 100. Lipopro-
tefna A. Fenotipo lipoproteico.
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ABSTRACT

Aims: 1) to study lipoprotein (a) (Lp(a)) plasma values in subjects
with familial ligand-defective apo B 100 (FDB) .

Methods: We studied 19 heterozygous FDB subjects (8 males) from
12 families, carriers of R3500Q mutation on apo B gene and 90 controls
(34 males). The genetic diagnosis was established with PCR-SSCP
analysis and automatic sequencing. In all subjects plasma lipids, apoli-
poprotein B and Lp(a) levels were determined with standard procedures.

Results: Subjects carriers of R3500Q mutation on apo B gene have
significantly higher plasma Lp(a) and log transformed Lp(a) values and
prevalence of Lp(a) > 30 cut point for coronary heart disease than con-
trols.

Conclusions: Subjects with FDB showed higher Lp(a) plasma values
than controls, although the mechanism and the clinical consequences of
these result are not known.

KEY WORDS: Familial ligand defective apo B. Lipoprotein A,Lipid and
lipoproteins.

Ejarque I, Real JT, Ascaso JF, Chaves FJ, Milian E, Priego MA, Carmena R. Estudio de los valores plasmdticos de Lp(a) en el defecto fami-
liar de union de la apo B 100 en una poblacion mediterrdnea del sur de Europa. An Med Interna (Madrid) 2004, 21: 322-325.

INTRODUCCION

El defecto familiar de unién de apo B 100 (DFB) se hereda
de forma autosémica dominante y se caracteriza por la presen-
cia de xantomas tendinosos, concentraciones plasmaticas ele-
vadas de colesterol total (CT) y colesterol de la lipoproteina
de baja densidad (LDL), y cardiopatia isquémica (CI) precoz
(1,2). Cuatro mutaciones localizadas en el gen de la apo B

Trabajo aceptado: 11 de marzo de 2004

(R3500Q, R3500W, R3531C y R3480P) son las responsables
del DFB. La mas prevalente de ellas es la mutacién R3500Q
(2-5).

La prevalencia estimada del DFB en nuestro pais es muy
baja, 2,8 x 10-5 para poblacién general y aproximadamente
del 1% en sujetos con diagndstico clinico de HF, siendo mas
elevada en poblaciones centroeuropeas y norteamericanas
(2,5-8). Nuestro grupo encontrd y caracteriz6 en 1999 la pri-
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mera familia espafiola afectada de DFB (6) y el primer homo-
cigoto (8). El despistaje de portadores de la mutacién R3500Q
en la zona donde se encontr¢ la primera familia ha permitido
detectar un mayor nimero de casos y conocer las caracteristi-
cas clinico — bioldgicas de la enfermedad en una zona del sur
de Europa donde existen pocos datos sobre la misma.

La lipoproteina a (Lp(a)) es una lipoproteina LDL modifi-
cada, al unirse una apoproteina (a) por puentes disulfuro con
la apoproteina B de la LDL (9). En miiltiples estudios epide-
mioldgicos, se ha demostrado que las elevaciones plasmaticas
de la Lp(a) son un factor de riesgo cardiovascular (10). La
Lp(a) es en parte aclarada del plasma por el receptor LDL (9).
En sujetos con DFB se ha demostrado que la Lp(a) contiene
apo B defectuosa, lo que podria contribuir a la elevacién plas-
madtica de esta particula (11), al disminuir su aclaramiento
plasmatico por la falta de unién de la apo B defectuosa con el
receptor de LDL.

Nuestro objetivo ha sido estudiar los valores plasmadticos
de Lp(a) en el DFB en una poblacién del sur de Europea don-
de no existen datos al respecto.

MATERIAL Y METODO
SUJETOS

Hemos estudiado 19 heterocigotos DFB (8 varones) porta-
dores de la mutacién R3500Q del gen de la apo B 100 y 90
controles (34 varones). Los 19 heterocigotos DFB pertenecen
a 12 familias relacionadas con la primera familia afectada por
DFB descrita en nuestro pais (7). Los 90 controles proceden
de una seleccién aleatoria de sujetos sanos, sin antecedentes
personales ni familiares de enfermedad coronaria, ni dislipe-
mia. Estos sujetos sanos proceden de trabajadores, estudian-
tes, donantes de plasma y sangre del Banco de Sangre de
nuestro Centro previamente seleccionados y reclutados por
nuestro grupo de investigacion.

Todos los participantes son caucasianos y residen en la
Comunidad Auténoma de Valencia. El comité de ética de
nuestro Centro aprobé el protocolo de estudio y todos los
sujetos dieron su consentimiento por escrito, para participar
en el mismo.

En todos ellos se realizé una historia clinica y exploracién
fisica completas. El indice de masa corporal (IMC) se calculd
dividiendo el peso entre la talla al cuadrado (kg/m?). La car-
diopatia isquémica se definié por una historia clinica docu-
mentada de infarto agudo de miocardio (clinica, elevacién de
CPK-MB y ECG patolégico) o presencia de angor pectoris
con test de esfuerzo y coronariografia patoldgicas.

METODOS DE LABORATORIO
Medicion de lipidos y apo B

Tras 12-14 horas de ayuno y en situacidn basal se recogié
una muestra de sangre de la vena antecubital en tubos con
EDTA (sistema Vacutainer) siendo centrifugadas en menos de
4 horas. Con situacién basal nos referimos a la suspensién de
farmacos hipolipemiantes 6 semanas previas a la toma de
muestras para el estudio.

El colesterol y los triglicéridos (TG) fueron medidos por
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técnicas enzimaticas (12). El colesterol HDL (cHDL) se
determind tras precipitacién de lipoproteinas con apo B con
polianiones (13) el colesterol VLDL (cVLDL) tras separacién
de VLDL (d < 1.006 g/mL) por ultracentrifugacién (14). El
colesterol LDL (cLDL) se calcul6 por diferencia. Los niveles
plasmaticos totales de apo B se midieron por inmunoturbime-
tria (15). La Lp(a) se midié por ELISA con un kit comercial
(Macra Lp(a) SDI strategic diagnosis).

Los coeficientes de variacion para los lipidos y lipoprotei-
nas de nuestro laboratorio son < 5%.

METODOS GENETICOS

La extraccién de ADN se realiz6 con un método estandari-
zado (16). El diagnéstico genético de DFB se basé en andlisis
de PCR-SSCP para despistaje de la presencia de mutaciones
localizadas en el gen de apo B responsables del DFB
(R3480P, R3500Q, R3500W y R3531C). Posteriormente se
llevé a cabo la secuenciacién. El protocolo escalonado de
diagnéstico molecular para hipercolesterolemias primarias
que se realiza en nuestro centro se detalla en las referencias 17
y 18.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron analizados utilizando el “Statistical Pac-
kage for the Social Sciences (SPSS version 9 para Windows)”
y se expresan como medias, mediana y desviacion estandar.
Las medias de las variables cuantitativas se compararon utili-
zando el test de Mann Whitney. Las proporciones se compara-
ron utilizando tablas de contingencia y Chi cuadrado () o el
test de Fischer (n < 5).

Utilizamos el andlisis de correlacién de Pearson para ana-
lizar las asociaciones entre edad, IMC, lipidos y Lp(a) plas-
maticos.

RESULTADOS

Despistaje de la mutaciéon R3500Q en una zona de la
Comunidad Valenciana

Partiendo de la primera familia diagnosticada de DFB en
nuestro pais y de la familia del homocigoto (6,8) se realiz6 un
despistaje de la mutaciéon R3500Q en todos los familiares
accesibles relacionados.

Logramos contactar y estudiar la presencia o no de la
mutacién R3500Q en 51 sujetos, pertenecientes a 12 familias
relacionadas. 19 de los 51 sujetos resultaron ser portadores de
la mutacién R3500Q.

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE LOS SUJETOS DFB

Las caracteristicas clinicas y concentraciones de lipidos y
apoproteinas estudiados se presentan en la tabla I. No encon-
tramos diferencias estadisticamente significativas en los para-
metros referidos entre varones y mujeres portadores de la
mutacién R3500Q (datos no mostrados). En el grupo comple-
to, no hallamos correlaciones entre la edad o el IMC y los lipi-
dos y apoproteinas.
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TABLA |

CARACTERISTICAS GENERALES, LIPIDOS Y APOPROTEINA B
PLASMATICOS DE LOS SUJETOS ESTUDIADOS

DFB Controles
(n=19) (n=90)
Edad (afos) 45,36 (15,93) 42,31 (14,25)
Varon/mujer 8/11 34/56
IMC (kg/m?) 27,47 (4,65) 26,08 (4,01)
CT (mmol/l) 7,4 (1,49) 5,12 (0,82)*
TG (mmol/l) 1,28 (0,51) 1,22 (0,51)
cLDL (mmol/I) 5,69 (1,47) 3,30 (0,72*)
Apo B (g/l) 1,49 (0,32) 0,92 (0,25)*

* p < 0,01 DFB frente a controles

Media (desviacién estandar). IMC: indice de masa corporal. CT: coleste-
rol total. TG: triglicéridos. cLDL: colesterol LDL. apo B: apolipoproteina
B.

Los portadores de la mutacién R3500Q presentaron de
forma estadisticamente significativa mayores concentraciones
plasmaticas de CT, cLDL y apo B comparados con el grupo
control (Tabla I). Estas diferencias se mantuvieron al realizar
la comparacién entre géneros.

No hallamos diferencias estadisticamente significativas en
el IMC, concentraciones plasmdticas de TG o cVLDL entre
controles y portadores de la mutacién R3500Q.

Al compararlos con el grupo control, los valores plasmati-
cos de Lp(a) y su transformacién logaritmica fueron significa-
tivamente mayores en el grupo con DFB (Tabla II). Ademds,
la prevalencia de Lp(a) > de 30 mg/dl, como punto de corte de
alto riesgo para cardiopatia isquemia fue significativamente
mayor en el grupo portador de la mutaciéon R3500Q (28%
frente a 8% respectivamente).

TABLA I

VALORES PLASMATICOS DE LP(A) EN CONTROLES Y
SUJETOS CON DEFECTO FAMILIAR DE UNION DE APO B 100

DFB Controles

N=19 N =90
Lp(a) mg/dl
Media 32,94* 12,8
DE 27,67 14,22
Mediana 21,25* 7,25
Log Lp(a)
Media 1,32* 0,85
DE 0,48 0,51
*p < 0,05

DFB: defecto familiar de unién de apo B. Lp(a): lipoproteina A. DE: des-
viacion estandar.

DISCUSION

En nuestro estudio queda demostrado que los sujetos por-
tadores de la mutacién R3500Q del gen de la apo B presentan

una elevacion significativa de los valores plasmadticos de la
Lp(a). Estudios anteriores, realizados en poblacién holandesa
y del Reino Unido, también observaron en los sujetos DFB
una elevacion plasmadtica de la Lp(a), comparado con los
valores presentados por sus familiares no afectados. En el
estudio de Perombelon y cols. (11) los sujetos portadores de la
mutaciéon R3500Q presentaban mayores valores de Lp(a)
plasmatica y menor tamafio de apo a, aunque existia una gran
variabilidad en el fenotipo de apo a. En 5 sujetos DFB aparea-
dos por tamafio de apo a con sus familiares de primer grado no
afectados también se demostré una mayor elevacion plasmati-
cadelaLp(a).

En el estudio de van der Hoek y cols. (19), la mediana de
la Lp(a) plasmadtica no fue diferente entre los 85 sujetos DFB
y sus 106 familiares DFB no afectados, sin embargo, al anali-
zar parejas de hermanos si se encontraron diferencias signifi-
cativas, siendo los valores plasmaticos de la Lp(a) mayores en
los portadores de la mutacién R3500Q.

La elevacion plasmdtica de la Lp(a) en sujetos DFB ha
sido relacionada con la disminucién del aclaramiento de las
particulas de Lp(a) portadoras de la apoB defectuosa.

Por otra parte, diferentes estudios han demostrado que la
Lp(a) plasmédtica también se encuentra elevada en sujetos con
hipercolesterolemia familiar (HF) (20,21). Ademads, esta ele-
vacion ha sido relacionada con el papel que juega el receptor
de LDL en el aclaramiento de la Lp(a) plasmatica (9). Asi, los
sujetos HF con diferentes defectos en el receptor de LDL,
deberian presentar un aclaramiento alterado de la Lp(a) plas-
matica, lo que justificaria la consiguiente elevacion plasmaéti-
ca de la particula. De forma contraria a esta hipétesis, un estu-
dio en homocigotos HF con nula actividad del receptor de
LDL mostraba que los valores plasmaticos de Lp(a) no depen-
dian del aclaramiento de dicha particula por el receptor de
LDL (22). El mismo estudio mostraba también que los valores
plasmaticos de Lp(a) dependian més de la sintesis de Lp(a)
que de su catabolismo (22). Por otro lado, si bien el aclara-
miento de la Lp(a) es posible por via del receptor de LDL,
este aclaramiento es minimo por la gran afinidad de la particu-
la LDL por el mismo, que compite con la particula de Lp(a)
(23). Ademds, estudios de intervencién con estatinas que
inducen la sobreexpresion del receptor de LDL no demuestran
disminuciones de la Lp(a) (24). Finalmente, en estudios de
heterocigotos HF genéticamente caracterizados y de sus fami-
liares de primer grado las elevaciones plasmaticas de la Lp(a)
no se relacionaban con el tipo de mutacién del receptor de
LDL ni con la condicion de HF (25,26).

Por tanto, la hipdtesis de que la interaccidon de la apo B
defectuosa que portan las particulas de Lp(a) de los sujetos
con DFB es la causa de las elevaciones plasmaticas de Lp(a)
encontradas en diferentes poblaciones estudiadas, al igual que
en la nuestra, es probablemente falsa. De hecho, en el estudio
de Perombelon y cols. (11), se demostré que las particulas de
Lp(a) contenian una menor proporcion de apo B defectuosa
que las LDL de los sujetos DFB, indicando que la contribu-
cién de la interaccién de la apoB defectuosa con el receptor de
LDL en la elevacién plasmatica de la Lp(a) era pequeia y no
justificaba la elevacién plasmadtica de la Lp(a) en estos suje-
tos. Por otro lado y en este sentido, estudios in vivo del meta-
bolismo de la Lp(a) demuestran que la fraccion catabdlica de
la apo B y apo a contenidas en la Lp(a) son similares pero un
50% menores a la fraccion catabdlica observada para la LDL

(9).
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Es pues necesario realizar un mayor nimero de estudios in
vivo del metabolismo de la Lp(a) en sujetos DFB para poder
conocer la causa de la elevacién de esta particula en estos
sujetos.

Si bien la Lp(a) plasmdtica se encuentra elevada en
pacientes afectados del DFB, no se han realizado estudios
para conocer el impacto de esta elevacién en el riesgo cardio-
vascular de estos sujetos, teniendo en cuenta que en otras
poblaciones la Lp(a) es un reconocido factor de riesgo cardio-
vascular (10).

La mayor limitacién de nuestro estudio, es el bajo nimero
de sujetos con DFB incluidos, lo que implica un elevado error
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Lp(a) plasmatica es un factor de riesgo cardiovascular adicio-
nal en los sujetos con DFB.
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