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RESUMEN
La Hipercolesterolemia Familiar (HF) se define como una enfermedad hereditaria
autosémica dominante del metabolismo de las lipoproteinas, caracterizada por
concentraciones plasmaticas de colesterol LDL (cLDL) entre 350 y 550 mg/dL, en la

forma heterocigota, y mayores de 550 mg/dL en la homocigota,

Este trastorno se debe a un grupo de errores genéticos que resultan en niveles
anormalmente elevados de colesterol LDL (c-LDL), que causan deposicion de
placas ateroscleréticas en las arterias incrementando el riesgo de infarto agudo de
miocardio en poblacion joven. Se sabe que existen tres mutaciones genéticas
asociadas: del receptor de LDL (rLDL), de la apolipoproteina B (ApoB) y de la pro-

proteina convertasa subtilisina/kexina 9 (PCSK?9).

El proyecto consistidé en un estudio prospectivo, descriptivo, clinico, transversal en
el que se realiz6 medicion de la expresion del gen PCSK9, ya que se ha demostrado
que la pérdida de la funcion de este se asocia a niveles disminuidos de cLDL. Se
reportd y describieron los casos sospechosos de hipercolesterolemia familiar en la
consulta externa de dislipidemias y diabetes del Centro Médico “Lic. Adolfo Lépez
Mateos”, contribuyendo con un estudio que represent6 a una parte de la poblacion

mexiquense, con el fin de difundir el uso de los criterios de sospecha clinica.

Aplicando la correlacion de Spearman se hallé una correlacion negativa entre la
expresion del gen PCSK9 y los niveles de colesterol LDL sin demostrar significancia
tras el analisis estadistico, probablemente debido a la poblacion, a variables como
la edad, localizaciéon sociodemografica, factores medio ambientales u otros que no

fueron considerados dentro del analisis estadistico.

Ademas tras realizar una regresion lineal para predecir los niveles de colesterol LDL,
se encontré que los niveles de triglicéridos tienen valor predictor para colesterol

LDL, mas que la expresion del gen PCSKSO9.
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MARCO TEORICO
HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR

La Hipercolesterolemia Familiar (HF) se define como una enfermedad hereditaria
autosémica dominante del metabolismo de las lipoproteinas, caracterizada por
concentraciones plasmaticas de colesterol LDL (cLDL) entre 350 y 550 mg/dL, en la
forma heterocigota, y mayores de 550 mg/dL en la homocigota, xantomas
tendinosos y un alto riesgo de enfermedad coronaria prematura (1,2). Su
penetrancia es proxima al 100%, lo que significa que la mitad de la descendencia
de una persona afectada tendra el cLDL elevado desde el nacimiento, sin
diferencias entre sexos (3).

Este trastorno se debe a un grupo de errores genéticos que resultan en niveles
anormalmente elevados de colesterol LDL (c-LDL), que causan deposicion de
placas ateroscleréticas en las arterias e incrementa el riesgo de infarto agudo de
miocardio en poblacién joven (4). Se sabe que existen tres mutaciones genéticas
asociadas: del receptor de LDL(rLDL), de la apolipoproteina B (ApoB) y de la pro-
proteina convertasa subtilisina/kexina 9 (PCSK?9) (5).

Existen dos formas de presentaciéon de la HF: heterocigota, de la cual se ha
documentado una prevalencia de 1 en 500 casos y la forma homocigota de 1 en
1,000,000 de casos respectivamente (6). Se ha calculado que entre 14 a 34 millones
de personas en el mundo sufren hipercolesterolemia familiar, de las cuales menos
del 1% se les ha realizado un diagnaéstico integral (7). En la primera se clasifican
niveles de colesterol entre 350-550 mg/dl, que se relaciona con aparicion de
enfermedad coronaria en hombres menores de 55 afios y mujeres menores de 60
anos. En la segunda se alcanzan niveles de c-LDL con valores entre 650 y 1000
mg/dl relacionados con muerte por causas cardiovasculares en menores de 30 afios
(8). Se ha calculado que entre 14 a 34 millones de personas en el mundo sufren HF,

donde a menos del 1% se les realiza un diagnostico aceptable.



A pesar de que se tiene un registro aproximado del indice de personas que la
padecen a nivel mundial, en México no se cuenta con datos especificos, por lo tanto
es muy probable que en su mayoria de las que la padecen no estén conscientes de
ello, de acuerdo al articulo Clinical and molecular aspects of familial
hypercholesterolemia in Ibero-American countries se cree  que en México hay un
total de 200,000 personas con la enfermedad, en su mayoria sin ser diagnosticadas
aun (9).

Generalidades del colesterol

El colesterol (3-hidroxi-5,6 colestereno), es una molécula de suma importancia en
el organismo ya que desempefia distintas funciones biologicas importantes. Se
encuentra situado en las membranas de las células, con la finalidad de proporcionar
estabilidad y flexibilidad, la forma de su estructura permite el anclaje de proteinas
con actividad enzimética y proteinas transportadoras ubicadas en las membranas
de las células, ademés de que proporciona la flexibilidad a las membranas para que
no sean del todo rigidas. También esta involucrado en la absorcion de grasas de la
dieta diaria, ya que por medio de un proceso de emulsificacién permite la absorcién
de éstas grasas a nivel del intestino delgado. Fisiologicamente es precursor de otras
sustancias importantes como las hormonas esteroideas (andrégenos, estrégenos,

progestagenos, gluco y mineralocorticoides, acidos biliares y la vitamina D) (10).

A 37°C el colesterol en la superficie membranal aumenta la fluidez, efecto de las
interacciones entre los grupos hidroxilo de las moléculas de colesterol y las cabezas
polares de los fosfolipidos y entre sus anillos y las cadenas hidrocarbonadas de los
fosfolipidos, en el centro aumenta un poco debido a que las moléculas de colesterol
actian dispersando las colas hidrofébicas de los fosfolipidos. Lo ultimo explica
porque a temperaturas bajas las bicapas lipidicas sin colesterol se rigidizan, por lo

tanto su presencia preserva la fluidez membranal (11).



El colesterol puede provenir de dos fuentes: De la dieta y de la sintesis enddgena,
la sintesis esta controlada por una enzima ubicada en el reticulo endoplasmico de
células ubicadas a nivel hepético la cual es la HMG-CoAR (3-hidroxi-3-metilglutaril-
coenzima A reductasa), mientras que a su vez se encuentra regulada por el flujo de

colesterol absorbido a nivel intestinal hacia el higado (12).

La molécula clave en la sintesis de colesterol es la acetil CoA, ya que proporciona
los &tomos de carbono para su sintesis. Su sintesis se menciona a continuacion de

forma resumida:

Primera etapa: Consiste en la condensacion de 3 moléculas de acetilo para formar
el metabolito de 3-hidroxi-3-metil glutaril CoA (HMG CoA también se forma en la
cetogénesis del catabolismo acelerado de &cidos grasos en el higado el cual se
lleva a cabo en las mitocondrias y la sintesis del colesterol lo realiza en el citosol.

Segunda etapa: HMG CoA se transforma en mevalonato por medio de la enzima
HMG CoA reductasa.

Tercera etapa: El mevalonato se transforma en farnesil pirofosfato. Proceso en el
cual el mevalonato se trifosforila a partir de ATP y posteriormente se descarboxila,
lo cual ayuda a la liberacion de uno de los 3 grupos fosfato, quedando 2 fosfato en
serie, por lo tanto, es el primero de los dos derivados de isopentilpirofosfato, luego

pasa por una fosforilacién lo cual produce dimetialilpirofosfato.

Cuarta etapa: Reaccionan dos moléculas de farnesil pirofosfato para generar un
derivado de 30 carbonos el cual requiere NADPH, el escualeno, se cicla para
producir lanosterol y éste pierde 3 carbonos y posteriormente sufre cambios
estructurales que lo transforman en colesterol. A partir de la formacion de
escualeno, todas las reacciones que intervienen en la sintesis de colesterol se

hallan en el reticulo endoplasmico.



Absorcién del colesterol

A nivel de intestino delgado en la porcién proximal es donde se absorbe
mayoritariamente el colesterol, teniendo en cuenta que para su absorcion se debe
considerar la edad, cantidad, composicion de los acidos biliares secretados para su
absorcién, dieta alimenticia, genética y composicion y densidad bacteriana de la

microbiota intestinal (13).

El colesterol presente a nivel intestinal en parte proviene de la ingesta alimentaria,
otra de las mismas sales biliares secretadas y una pequefia cantidad de la

descamacion del epitelio intestinal.
En el proceso de absorcion conviene dividirla en 3 fases.

1.- Fase intraluminal: Consiste en su emulsificacion por medio de los movimientos
peristalticos, que esparcen las moléculas de colesterol, para poder ser
encapsuladas en micelas formadas a partir de las sustancias contenidas en la bilis,
esto con la finalidad de mantener en su porcion interna al colesterol para poder ser
absorbido. Las micelas tienen las caracteristicas de poseer afinidad hidrofilica en su
porcidn externa otorgada por sus grupos polares, y en su interior su parte
hidrofébica, la cual interactla con el colesterol y le da la posibilidad de ser absorbido
por las células enterociticas a través de las vellosidades que recubren su superficie
(14).

2.- Fase mucosa: El colesterol presente en el lumen del citoplasma de los
enterocitos pasa a través del borde en cepillo hacia la membrana basolateral de la
célula hacia la circulacion sanguinea, por medio de una proteina que permite su
internalizacion, la cual es conocida como proteina de Niemann-Pick C1-like protein
1 (NPC1L1) (15).

3.- Fase intracelular: El colesterol absorbido se difunde al reticulo endoplasmatico
donde se reesterifica por accion de la enzima Aciltransferasa-2 (ACAT2) presente
en el intestino. Principalmente se esterifica con moléculas como el acido palmitico

o con el acido oleico (16).
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Regulacion del colesterol

El higado es uno de los principales reguladores y lo realiza por mecanismos de
retroalimentacion. Cuando la cantidad enddgena o la exdégena de colesterol esta
disminuida, aumenta la actividad de la HMG-Co0AR, la cual aumenta la sintesis de
colesterol, mientras que cuando hay cantidad en exceso es inhibida la HMG-CoAR
y se produce una regulacion a la baja de los receptores de LDL, ademas de la
respectiva disminucion de la absorcion de LDL, e inversamente cuando hay carencia
(17).

Transporte del colesterol

Los lipidos plasmaticos son insolubles en la sangre debido a su caracter no polar,
por ello necesitan ser transportados por medio de particulas que los vuelvan
solubles, tales moléculas indispensables son las lipoproteinas. Estas estan
compuestas por un nucleo de lipidos apolares (colesterol esterificado y triglicéridos)
rodeados por una capa externa donde se encuentran superficialmente proteinas
denominadas apolipoproteinas (apo) lipidos anfipaticos (con dos cargas, una polar
y otra apolar), cada lipoproteina contiene en su superficie distintas apoproteinas que
proporcionan estabilidad estructural y sirven como ligandos para ser reconocidas en
distintas partes del organismo por medio de receptores especiales, dependiendo de
la molécula y sus proteinas de membrana cada uno sera metabolizado de distinta
forma (18).

Cada lipoproteina tiene distinta densidad que esta determinada por la proporcion de
lipidos o proteinas que las componen. Entre ellas encontramos las de alta densidad
o HDL (High-Density Lipoprotein), de baja densidad o LDL (Low-Density
Lipoprotein), de muy baja densidad o VLDL (Very Low-Density Lipoprotein), de
densidad intermedia o IDL (Intermediate-Density Lipoprotein), lipoproteina a Lp(a) y

los quilomicrones (19).
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Quilomicrones: Son sintetizados en los enterocitos, constituidos aproximadamente
90% triglicéridos, 7% fosfolipidos, 1%colesterol y 2% de proteinas especiales como
la apo B-48, son sintetizados en el intestino delgado, mientras que las VLDL, IDL y
HDL son sintetizados en el higado (20).

Los lipidos exdgenos (de la dieta) son absorbidos en el intestino por los
quilomicrones, después de su absorcion son secretados a la linfa que se dirige hacia
el conducto toracico para pasar a la sangre posteriormente. Después son sometidos
a una lipdlisis rapida llevada a cabo por la enzima Lipoprotein Lipasa (LPL) en los
lechos capilares extrahepaticos. A continuacion los productos remanentes (lipidos,
colesterol) son utilizados para la sintesis de VLDL.

VLDL: Tienen un origen enddgeno; estdn compuestos por colesterol plasmatico,
fosfolipidos y presentan en su superficie a las apoproteinas: Apo B-100, apo C-I,
apo C-ll y apo E. Estas lipoproteinas son transportadas por la sangre desde el
higado hasta el musculo y tejido adiposo donde la LPL es activada gracias a la apo
C-ll que le indica llevar a cabo la hidrdlisis de los triglicéridos que contiene, liberando
acidos grasos para poder ser almacenados por los adipocitos. La pérdida de
triglicéridos modifica a las lipoproteinas convirtiéndolas en su caso de VLDL a LDL
(21).

LDL: Son sintetizadas en el higado, tienen alta concentracion de colesterol y de
fosfolipidos y no contienen triglicéridos, la apoproteina asociada a ellas es la apo B-
100 que es indispensable para unirse a su receptor rLDL presente en casi todas las
membranas celulares, es utilizado para introducir a las LDL. Representan alrededor
del 70% del colesterol sérico total y su funcion es transportar colesterol desde el

higado hacia los tejidos periféricos (22).

HDL: Su funcién consiste en transportar el colesterol desde los tejidos periféricos
hacia el higado con la finalidad de excretarlo por medio de las sales biliares y
finalmente para su eliminacion a nivel intestinal. Es producido en el higado y en el

intestino, su principal proteina es la apo A-l, la cual constituye mas del 70% del
12



contenido proteinico de la lipoproteina. La ApoA-Il es la segunda mas abundante en
las HDL, también se encuentran las apo C-I, apo C-Il, apo C-lll y la apo-E. En el
plasma la HDL es convertida en un éster de colesterol por accién enzimatica de la
éster de colesterol transferasa (LCAT), se encarga de aproximadamente el

transporte del 30% de colesterol sérico (23).

La Apo C-lI es sintetizada en el higado y forma parte de los quilomicrones, VLDL,
LDL y HDL. Mientras que la Apo C-lll es sintetizada en el higado e intestino delgado
y tiene la importante funcién de inhibir la actividad de la LPL. Por dltimo la
lipoproteina a (Lpa) contiene ésteres de colesterol y fosfolipidos, presenta una apo
que esta unida a la apo B-100 por medio de un puente disulfuro y es
estructuralmente parecida al plasminégeno, lo cual le da la capacidad de unirse con
la fibrina y a las proteinas de las membranas celulares. Puede favorecer por ello a
los depésitos de lipidos y estimular el crecimiento de células musculares lisas,
favoreciendo la aterosclerosis (24).

Una vez abordado el tema del colesterol en sus generalidades, es conveniente
mencionar una de las principales patologias resultantes de los defectos en la
transcripcion de genes que sintetizan los receptores, transportadores y que afectan
en si el metabolismo del colesterol y tienen como consecuencia la

hipercolesterolemia familiar.

Hipercolesterolemia familiar (HF) (25-27)

Es la dislipidemia mas frecuente e importante, por la presencia de niveles elevados
de colesterol en la sangre por distintas causas y es la primera causa hereditaria de
Enfermedad Coronaria Prematura. Ademas, las personas con HF tienen de 2.5 a 10
veces mas riesgo de Enfermedad Cardiovascular Ateroesclerotica. De acuerdo a su

etiopatogenia se clasifica en:
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Primarias: Con base genética o familiar que afectan a las apoproteinas, a las
enzimas que intervienen en su metabolismo o a los receptores celulares y es

causante de los trastornos lipoproteicos.
e Hipercolesterolemia familiar
e Hiperlipidemia familiar combinada
Secundarias: Esta asociada a otras enfermedades como:
e Diabetes mellitus tipo Il
e Alcoholismo tipo Gamma
e Enfermedad hepatica colestasica
e Sindrome nefroético
e Enfermedad renal cronica
e Hipotiroidismo
e Tabaquismo

e Obesidad

14



Fisiopatologia de la Hipercolesterolemia Familiar

Fisiopatologia de la Hipercolesterolemia Familar

T rLOL

La unién entre receptor-colesterol
o permite el metabolismo del mismo

W PCKS9
—» ApoB 0 La ApoB es el ligando del receptor
Colesterol
.~ : PCSK9 degrada a rLDL
3 Hepatocito ¢ = disminuyendo la absorcién de

colesterol
) y . o
(.11 Mitocondria

D Pocos receptores = aitos
niveles de colesterol

e Los receptores son siempre
intracelulares

Figura 1. A. El primer paso en el metabolsimo del cLDL es la presencia de
receptores de colesterol LDL (rLDL), que en presencia de cLDL se expresan en la
superficie del hepatocito posterior a su transcripcion. B. Mutaciones en APOB-100
(proteina que es reconocida por el hepatocito para la formacion del endosoma del
cLDL en el hepatocito) generan alteraciones en el metabolismo del cLDL. C.
Mutaciones del gen de PCSK9 pueden incrementar o disminuir la degradacion del
receptor de cLDL, disminuyendo o aumentando el metabolismo del cLDL. D.
Mutaciones en el receptor de colesterol LDL (rLDL) impiden la endocitosis del
complejo APOB-cLDL que resulta en niveles periféricos elevados de cLDL. E. Los

receptores ante las mutaciones de rLDL, APOB-100 y PCSK-9 se mantienen
intracelulares, ocasionando en cualquiera de las 3 condiciones niveles elevados de
cLDL periférico como consecuencia de la ausencia de su metabolismo por medio

de la endocitosis y formacion de lisosomas por parte del hepatocito.
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Factores genéticos

La HF se encuentra relacionada con mutaciones en los genes del receptor de
lipoproteina de baja densidad (LDLR), apolipoproteina B (Apo B), el receptor
adaptado de lipoproteina de baja densidad proteina 1 (LDLRAP1) y en la PCSK9,
aunque pueden existir distintas variantes (28).

Se sabe que los genes anteriormente mencionados son los que presentan la mayor
cantidad de mutaciones en el diagndstico genético, que condicionan la enfermedad.
No se debe de descartar la posibilidad de que algun otro gen se encuentre
involucrado en caso de encontrar pacientes con las caracteristicas propias del
padecimiento, por ello es importante tener la sospecha ante un paciente que
presente los criterios de sospecha clinica (29). La HF heterocigota es causada por
mutacion en un alelo, en contraste con la HF homocigota donde son afectados dos

alelos de uno de los genes (30,31).

El gen del rLDL esté localizado en el brazo corto del cromosoma 19 (region p13.1-
pl13.3). Hasta la fecha se han descrito mas de 1000 mutaciones incluyendo
puntuales (en el promotor, en la regién codificadora, y en las uniones intrén-exon),
micro, macrodeleciones e inserciones. Se han documentado mas de 1288
mutaciones asociadas a este receptor, 79% de las cuales pueden generar
hipercolesterolemia familiar que la define como la etiologia mas comun de la
enfermedad (32). Las mutaciones del gen rLDL se dividen en 5 clases en funcién
de su efecto sobre el ciclo del rLDL (33-35).

Mutaciones de clase 1 (alelos nulos): son las mas graves, dado que el defecto
conlleva la ausencia total de produccion del receptor. Para ella los alelos son nulos,
impidiendo la sintesis de cualquier receptor. Se pueden producir alelos nulos por
deleciones que eliminan el promotor del rLDL, de modo que no se produce RNA
mensajero (RNAm). También se originan por mutaciones que afectan a la unién o

por grandes deleciones, que producen un RNAmM de tamafio anormal.
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Mutaciones de clase 2 (alelos defectuosos para el transporte): es la mas frecuente
y se debe al bloqueo en el proceso de transporte del receptor sintetizado desde el
reticulo endoplasmico hasta el aparato de Golgi, las proteinas codificadas no
adoptan la estructura tridimensional adecuada; la mayoria de estas mutaciones se
localizan en los exones que codifican el dominio de unién al ligando o en el dominio

homologo al precursor del factor de crecimiento endotelial (EGF).

Mutaciones de clase 3 (alelos defectuosos para la union): imposibilidad de unién del
cLDL al receptor celular. Los alelos son defectuosos para la union, codificando las
proteinas del receptor y siendo transportadas a la superficie celular de forma

anormal.

Mutaciones de clase 4 (alelos defectuosos para la internalizacién): no transportan
las moléculas de cLDL hacia el interior de la célula. Los alelos son defectuosos para
la internalizacion, codificando proteinas que se transportan a la superficie celular y
se unen al cLDL normalmente, pero siendo incapaces de agruparse en vesiculas

recubiertas de clatrina y por tanto, no internalizando el cLDL unido.

Mutaciones de clase 5 (alelos defectuosos para el reciclado): impiden que los
receptores LDL internalizados regresen de nuevo a la superficie celular para iniciar
de nuevo el proceso de captacion del colesterol LDL. Los alelos son defectuosos
para el reciclado, codificando receptores que unen e internalizan el ligando en
vesiculas recubiertas de clatrina, pero sin liberar el ligando en el endosoma y por

tanto, sin reciclarse a la superficie celular.

Gen Apo B-100

La apolipoproteina B-100 es parte del componente de las lipoproteinas de baja
densidad LDL, que se encuentra ubicado en el brazo corto del cromosoma 2p24-
p23. Cuando hay mutacion en aquella lipoproteina B, el colesterol LDL es incapaz
de unirse a su ligando, teniendo como consecuencia niveles circulantes elevados

17



de cLDL. Se describen cuatro mutaciones importantes de las cuales la mas
importante es Arg3500GIn. Esta mutacion es causa del 5% de las
hipercolesterolemias familiares (36).

Gen PCSK-9 (pro-proteina convertasa subtilisina/kexina 9)

Se encuentra ubicado en el cromosoma 1p32. Es un tercer locus relacionado con la
Hipercolesterolemia autosomica dominante (HAD). Se encuentra relacionado con el
Factor de Crecimiento Epidérmico de tipo A (EGF-A) que interviene en la
disminucién del rLDL que puede conducir a hipercolesterolemia. Ademas es el
encargado de la eliminacion de los rLDL por medio de los endosomas y
lisosomas(37). Las mutaciones que aumentan la accion de esta proteina llevan a
niveles disminuidos del rLDL en los hepatocitos y en consecuencia a hiperlipidemia.
En poblaciones nordicas, en particular en la regién norte de UK, se ha hallado
mutacion de Asp374Tyr, presentandose en éstos pacientes un fenotipo clinico
severo (38). En general las mutaciones de PCSK-9 forman parte del 1% de las

hipercolesterolemias familiares y representa la tercer causa de éstas (39).

Se ha asociado la mutacién en el gen del PCSK9 a la HF con un patrén de herencia
autosdmica dominante. Su papel regulatorio en la actividad del rLDL es complejo y
se ha demostrado que la pérdida de la funcion de este se asocia a niveles
disminuidos de cLDL. Esto se explica por qué la PCSK9 se une al complejo
extracelular de rLDL-LDL y, posteriormente ocurre la endocitosis del complejo,
teniendo como objetivo la degradacion lisosomal de tal complejo(40).

Desde hace 15 afios se ha ido realizando la secuenciacién de 12 exones del gen de
PCSK9, sugiriendo asi nuevos mecanismos de dislipidemia. Se han identificado
sustituciones de Tiamina a Adenina en el exdn 2 en el nucleétido 625, resultando

en un cambio en el coddn 127 de arginina y la sustitucion de Tiamina a Citosina,
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cambiando los aminoacidos de fenilalanina a leucina entre diferentes familias y

generando nuevas variantes de la enfermedad(37).
Gen LDLRAP1/ARH (gen receptor de LDL adaptado a la proteina 1)

Mutaciones en este gen son responsables de producir hipercolesterolemia de tipo
autosomica recesiva lo que alude a sus siglas (ARH). Este gen se encuentra
ubicado en el cromosoma 1p36-3521. Dicha mutacion impide la internalizacion del
complejo ligando-receptor lo que tiene como resultado que todos los receptores de
LDL son acumulados en la membrana de la célula. Es una enfermedad poco
frecuente en comparacion con HAD, donde los casos se han encontrado en
poblaciones libanesas, mexicanas, japonesas, indias, inglesas, turcas, americanas
y de Siria (41).

Manifestaciones clinicas

Pacientes heterocigotos muestran concentraciones cLDL dobles desde el
nacimiento. En la edad adulta muestran cifras entre 250-650 mg/dL en los
heterocigotos y por encima de 550 mg/dL en los homocigotos desde el nacimiento.
La concentracion plasméatica de cLDL suele ser elevada desde edades tempranas
en homocigotos y la concentracion de HDL se encuentra normal. Se pueden
observar xantomas tendinosos frecuentemente en personas mayores de 40 afos
heterocigotos y en la primera década de la vida en homocigotos, siendo su
localizacion mas frecuente en el tendén de Aquiles, aunque también se observan
en codos y extensores de los dedos de las manos, asi como depésito lipidico en el
arco corneal e incluso en gluteos (42). La presencia de xantomas se asocia con un
mayor riesgo de enfermedad cardiovascular prematura con mayor prevalencia y
riesgo de tendinitis en mujeres. En personas jovenes el depoésito de lipidos
subcutaneo puede ser confundido con Artritis Juvenil Idiopatica debido a la
localizacion de dichos depositos, por ello es necesario conocer detalladamente las

caracteristicas clinicas y los estudios necesarios para confirmar el trastorno (43,44).
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Criterios de diagnostico

Se basan mayoritariamente en criterios de sospecha clinicos (Tablal), bioquimicos
y genéticos. Ello incluye la realizacion de la historia clinica en busca de
antecedentes en la historia familiar y antecedentes personales, asi como también la
exploracion fisica en busca de signos como la presencia de xantomas, en el aspecto
genético nos basamos en la identificacion de mutaciones en alguno de los 3

principales genes que se mencionaron anteriormente (25).

Existen distintos indices de diagndstico entre ellos los indices de MedPed, los del
registro de Simon Broome y los de la red de unidades de lipidos de Holanda (indice
DLCN). Para una mayor utilidad empleamos los de la red de unidades de lipidos de
Holanda que nos permiten dar un diagnéstico definitivo basados en un puntaje, que
considera el diagnéstico clinico por medio de 5 aspectos como son la antecedentes
heredofamiliares de dislipidemia y cardiopatia isquémica, la historia personal
patoldgica, los datos de exploracion fisica, los datos bioquimicos y los estudios

genéticos (Tabla 2).

Para el diagnostico también referido a varias guias no solo nos basaremos en los
criterios de manera estricta, debido a que la HF se puede manifestar de manera

diversa de un individuo a otro, existen 3 distintas formas de diagnosticar (45,46):
1.- Aquellos que tienen datos clinicos y alteraciones genéticas.

2.- Tienen datos clinicos de acuerdo a la red de lipidos Holandesa con un puntaje
mayor a 8, pero no alteraciones genéticas.

3.- Aquellos con mutacion positiva pero sin manifestaciones clinicas.
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Consideraciones diagnosticas

La HF puede ser evidente desde edades tempranas debido a que los nifios o
adolescentes sin distincion de edad, sexo 0 raza se encuentran con niveles
elevados de cLDL, de esta forma podemos inferir a las personas con alto riesgo de
sufrir complicaciones por enfermedades cardiovasculares desde edades

tempranas, asi que debemos conocer los factores de riesgo tales como:

e Familiares de primer grado diagnosticados con HF

e Pacientes con historia familiar de cardiopatia isquémica precoz

e Personas con historia personal de cardiopatia isquémica precoz

e Cifras de cLDL >190 mg/dL en adultos 0 >160 mg/dL en nifios y adolescentes

e Deteccion de arco corneal antes de los 45 afios de edad

e Presencia de xantomas tendinosos que es patognomonico de la enfermedad
pero solo se presenta en un 30% de los pacientes.

Es recomendable realizar en todos los procesos diagndsticos un perfil lipidico;
Aquellas personas que obtengan puntajes con valores de alta probabilidad
diagnéstica, la OMS recomienda realizar la confirmacién por medio del estudio
genético con el andlisis del gen del rLDL, debido a su prevalencia en cuanto a
mutaciones en las que se le ve involucrado en un 90% de los casos, ademas se
recomienda un estudio en cascada con estratificacion de riesgo de enfermedades
cardiovasculares, lo que a su vez permitiria detectar a nivel familiar posibles casos

a través de un test en cascada(47).

El estudio genético se realiza con el objetivo de identificar mutaciones en los genes
mas comunmente involucrados en ésta patologia, los cuales involucra mutaciones
en el rLDL, APO B-100 y PCSK-9.
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Tratamiento (48-50)

La modificacion del estilo de vida es la base fundamental en cualquier tratamiento,
podemos abordar cambios de habitos en el aspecto alimenticio, realizaciéon de
actividad fisica constante, procurar mantenerse en el peso ideal y ademas evitar el
consumo de tabaco. El tratamiento precoz permite a los pacientes llevar una calidad
de vida similar al resto de la poblacion,n aumentando su esperanza de vida,

reintegrandolos a sus labores y disminuyendo los costos sanitarios.

Alimentacion

En la alimentacién de estos pacientes debemos considerar la reducciéon del
consumo de grasas saturadas, debido a que aumentan la concentracidén plasmatica
de cLDL, por medio de la inhibicion en la expresion de los receptores de LDL
hepaticos, la grasa saturada més abundante en la alimentacién es el &cido
palmitico. A la inversa los acidos grasos insaturados son recomendados debido a
gue reducen la concentracién de colesterol plasmatico. Los estero/estanoles de
origen vegetal tienen gran importancia en la dieta ya que disminuyen el cLDL por
medio de la inhibicion de la absorcion a nivel intestinal del colesterol. Existe una
serie de recomendaciones mas especificas en la dieta de estos pacientes, el cual

se muestra a continuacion (51) (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Recomendaciones nutricionales en la Hipercolesterolemia Familiar

Grasa saturada <7% de las calorias totales

Grasa poliinsaturada Hasta un 10% de las calorias totales
Grasa monoinsaturada Hasta un 20% de las calorias totales
Grasa total 25-35% de las calorias totales
Hidratos de carbono 50-60% de las calorias totales

Fibra 20-30 g/dia

Proteinas 15% del total de calorias

Colesterol <200 mg/dia

Estanoles, esteroles vegetales 1.5-2 g/dia

Tomado y modificado de Executive Summary of The Third Report of the National Cholesterol,
Education Program (NCEP) Expert Panel on Detection, Evaluation, and treatment of High Blood
Cholesterol In Adults(Adult Treatment Panel 111). JAMA. 2001;285:2486-97.

Tratamiento farmacolégico

El uso de estatinas como hipolipomiantes (atorvastatina 80 mg/dia o la rosuvastatina
40 mg/dia) a altas dosis, es el tratamiento de primera linea, ya como mecanismo de
accion involucran la inhibicion de la HMG-CoA con lo cual reducen la sintesis
endogena de colesterol. La combinacién con otros medicamentos y la aféresis de
LDL en estos pacientes han demostrado un excelente resultado, en el que se

disminuye la mortalidad por cardiopatia coronaria hasta en un 50%.

Los farmacos de eleccidn son la rosuvastatina y secuestradores de acidos biliares
(colesevelam), que igual disminuyen las concentraciones de cLDL entre 10 y 30%,
aunque se debe de tener precaucion con los ultimos mencionados debido a sus
efectos secundarios. Las principales metas en éstos pacientes son mantener cifras
de cLDL <100mg/dL o por lo menos una reducciéon del 50%, ademas del empleo de
inhibidores de la absorcién del colesterol (ezetimibe) como segunda linea de

tratamiento en combinacion con las estatinas cuando no se responde a la primera
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linea de tratamiento(52). En ciertos casos de dificil control se recomienda el uso de

resinas (colesevelam) o inhibidores de la PCSK-9 como el evolocumab (53).

Cabe resaltar que los inhibidores de la PCSK-9 se estan incorporando en el manejo
de esta dislipidemia, en el caso del fracaso del tratamiento de primera linea con
estatinas y dieta, como un nuevo tratamiento innovador que probablemente en
pocos afios se empleara como segunda linea de opcidén debido a la cantidad de

estudios que avalan su eficacia (54,55).

Actualmente estan en uso reciente nuevos tratamientos farmacologicos opcionales,
sin contar con un uso muy frecuente; tienen como obijetivo la inhibicidn de la sintesis
de apoB, inhibidores de la proteina microsomal de transferencia, inhibidores de la
proteina transportadora de ésteres de colesterol, inhibidores del trifosfato de
adenosina citrato liasa que reduce la produccion de mRNA de la apolipoproteina
Clll, a pesar de ser tratamientos nuevos, no se ha realizado su uso cotidiano debido

a la poca experiencia con ellos (50,56).
Aféresis de lipoproteinas de baja densidad

La aféresis de LDL es un tratamiento optativo que ha demostrado buenos
resultados, indicado en la hipercolesterolemia grave refractaria al tratamiento
farmacoldgico intensivo. Su principal limitacion esta relacionada en el costo
econdémico y la baja disponibilidad (57). Por ello también es el tratamiento de Ultima
eleccion en hipercolesterolemia familiar heterocigota, pero de primera eleccion en
la homocigota ya que disminuye la concentracion plasméatica de cLDL hasta en un
50-75% cuando es usada de forma semanal o cada dos semanas (58,59).

En aquellos pacientes en los que los niveles de cLDL no disminuyen por debajo de
100 mg/dL aun después de la aféresis se han realizado combinaciones con
farmacos como Evolocumab, un inhibidor de la actividad de PCSK9 sobre los

receptores de LDL, mostrando una respuesta bastante eficiente (60).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La HF es una enfermedad hereditaria autosémica dominante, que se caracteriza por
una expresion anémala de genes, que involucran el metabolismo del colesterol. De
acuerdo al articulo Clinical and Molecular aspects of hipercolesterolemia in Ibero-
American countries se cree que en México hay un total de 200,000 casos, de los
cuales la mayoria aun no han sido diagnosticados y se estima que su prevalencia
aproximada es de una de cada 200 a 500 en heterocigotos y de una de cada

160,000 a 1,000,000 de personas en homocigotos en la poblacion general (7,8,30).

La expresibn andémala de genes tiene como consecuencia concentraciones
plasmaticas de cLDL entre 350 y 550 mg/dL en la forma heterocigota y mayores de
550 mg/dL en la homocigota, xantomas tendinosos y un riesgo de presentar infarto
de miocardio antes de los 50 afios de 50% en varones y 30% en las mujeres sin
tratamiento del colesterol, que condicionan enfermedad cardiovascular periférica
(SICA, EVC, enfermedad arterial periférica, etc.), en poblacion econémicamente
activa que tiene como secuela la incapacidad o la muerte en poblacién menor de 50
afos (6,26,36).

Se sabe que el 79% de casos se debe a mutaciones en el receptor de LDL, 5% en
el gen de Apo B-100 y 1% en PCSK-9 y a pesar de ser la mutacion hereditaria mas
frecuente en el mundo es la menos diagnosticada y por ello no se cuenta con una
epidemiologia certera (16,19). Este estudio busca realizar el diagndstico oportuno
de la enfermedad. Se creé la organizacion Familial Hypercholesterolaemia Studies
Collaboration (FHSC) en el afio 2016, que reune informacién epidemioldgica de todo
el mundo para tener una visibn mas amplia de la enfermedad y poder realizar
medidas preventivas para evitar la aparicién de secuelas a edad temprana. Entre
los paises que participan se encuentran Uruguay, Inglaterra, Australia, Estados

Unidos, México, entre otros (37,38).

Los altos costos del empleo de la técnica de PCR y su poca disponibilidad han

restringido su uso, ya que implica la toma y almacenamiento de muestras
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sanguineas, uso de técnicas como; electroforesis para corroborar los resultados de
la PCR, también de equipo especifico para la cuantificacion de RNA, lo cual
imposibilita su aplicacion en los hospitales para diagnostico de esta enfermedad de
manera rutinaria. Pese a ello se contd con el apoyo econdmico de investigadores

para su elaboracién y aplicacion a través de los métodos de analisis necesarios.

Se realizdé una investigacion que reporta y describe los casos sospechosos de
hipercolesterolemia familiar en la consulta externa de dislipidemias y diabetes del
Centro Médico “Lic. Adolfo Lépez Mateos”, de esta forma contribuimos con un
estudio que representa a una parte de la poblacibn mexiquense, para facilitar al
sistema de salud un registro propio que pone en evidencia la existencia de estos
pacientes en nuestra poblacion y poder difundir los criterios de sospecha clinica, ya
gue son una herramienta util para el diagndstico temprano y reducir el nimero de
secuelas en poblacibn economicamente activa, la mas severa muerte por

enfermedad isquémica coronaria.

Pregunta de investigacion

¢, Qué grado de expresion manifiesta el gen PCSK9 en pacientes que acudieron a
consulta externa de dislipidemias y Diabetes Mellitus del CMLALM seleccionados
con los criterios de sospecha clinica de hipercolesterolemia familiar durante

septiembre a diciembre del 20187
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JUSTIFICACIONES
La HF es una enfermedad genética que se encuentra subdiagnosticada en México
y en el mundo, representa un reto global para la salud publica. La informacion
disponible sugiere que, de 100 casos, solamente el 5% de ellos han sido
diagnosticados y tratados aun en paises desarrollados que cuentan con un
programa avanzado de deteccion. Aunque el tratamiento oportuno con estatinas
puede mejorar la sobrevida, es subdiagnosticada y por tanto poco tratada, teniendo

como consecuencia la enfermedad coronaria prematura (8,38).

Al hablar de hipercolesterolemia entramos a un numero sin fin de alteraciones
genéticas que causan de forma secundaria un aumento de lipidos en sangre, es por
eso que en este estudio nos enfocamos en buscar y diagnosticar por medio de la
correlacion de los criterios de sospecha clinica de hipercolesterolemia familiar y los
criterios de la red de clinicas holandesas el diagndstico de hipercolesterolemia
familiar, que son dos instrumentos recomendados por la OMS para el diagndstico
de la HF, con el objetivo de prevenir la enfermedad coronaria temprana en la
poblacién portadora de la mutacion funcional en los genes RLDL, APOB, y PCSK9,
Poder describir, presentar los casos para fomentar el uso de estos criterios y hacer
hincapié en la importancia de tener la sospecha clinica al encontrar valores
anormalmente altos de cLDL y utilizar los criterios establecidos de manera oportuna
antes de la aparicién de los primeros eventos cardiovasculares, ya que estamos
frente a una poblacién con dificil control respecto los niveles de cLDL en sangre,
gue ademas puede tener secuelas incapacitantes en poblacion econémicamente

activa, convirtiéendose en un problema de salud publica que se debe atender.

Es necesario hacer hincapié al médico de primer nivel por medio de literatura
mexicana, descartar la HF como causa primaria de dislipidemia, la cual se
manifiesta en personas jovenes por medio de enfermedad coronaria prematura,

causando incapacidad o muerte.
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El diagndstico temprano permite preservar el tiempo de vida y prevenir secuelas de
la ECP en personas menores de 50 afios en su mayoria, otorgando la posibilidad

de tener una mejor calidad de vida.

HIPOTESIS

La expresion génica de PCSK9 se vera aumentada en pacientes con sospecha
diagnostica de Hipercolesterolemia Familiar del CMLALM de Septiembre a
Diciembre del 2018.

OBJETIVOS

Objetivo general

Describir la expresion de PCSK9 en pacientes del CMLALM con sospecha de

hipercolesterolemia familiar.

Objetivos especificos

e Usar los criterios de sospecha clinica y de diagndéstico de la red de clinicas
de lipidos Holandesas para el diagnostico de la hipercolesterolemia familiar.
(Anexo 3).

¢ Medir mediante PCR la expresiéon del gen PCSK9 en pacientes con sospecha

clinica de hipercolesterolemia familiar.
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METODO
Tipo de estudio
Estudio prospectivo, descriptivo, clinico, transversal.
Disefio del estudio
Se trata de un estudio integrado por pacientes mayores de 18 afios tratados en la
consulta externa de dislipidemias y Diabetes Mellitus del Centro Médico “Lic. Adolfo
Lépez Mateos (CMLALM), Instituto de Salud del Estado de México (ISEM), durante
Septiembre a Diciembre del 2018, que por sus antecedentes de enfermedad
coronaria prematura personales y/o familiares o una alteracion en el perfil de lipidos
fueron candidatos a aplicarles los criterios de sospecha clinica de
hipercolesterolemia familiar con previa autorizacion y firma de consentimiento

informado para la participacion del presente estudio (Anexo 1).

Se integré a los pacientes que tuvieron un cLDL mayor a 220 mg/dL, mas alguno de
los siguientes criterios: familiar menor de 18 afios con cLDL mayor a 150 mg/dL,
familiar mayor de 18 afios con cLDL mayor de 190 mg/dL, presencia de enfermedad
coronaria prematura en el caso indice y/o familiar de primer grado o presencia de
xantomas en el caso indice y/o familiar de primer grado. En pacientes en los que no
se disponia de datos familiares se incluyeron a personas con cLDL mayor a 300
mg/dL. En los pacientes que fueron candidatos a seguir con el estudio aplicamos
los criterios de la Red de Clinicas de Lipidos Holandesas para el diagndstico de
Hipercolesterolemia Familiar; el diagnostico de HF de certeza mayor o igual a 8

puntos; probable: 6 a 7 puntos o posible: 3 a 5 puntos e improbable menor de 3.
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Ante la sospecha clinica se aplicaron los Criterios de la Red de Clinicas de

Lipidos Holandesas para el Diagnostico de Hipercolesterolemia Familiar
(CRCLHDHF) siguiendo el algoritmo 1.

Xantoma tendinosos en el caso indice o familiar de 1ra linea

Arco corneal senil en paciente <45 afios

Realizar PCR si tenemos 1 de las

siguientes caracteristicas en un " .
paciente cLDL (a) + Antecedente familiar de Enfermedad Coronaria
Prematura o antecedentes personales

Arco Corneal Senil en paciente < 45 afios + cLDL (b)

(a) o (b) o (c); mas Historia Familiar de Enfermedad
‘ Coronaria Prematura

cLDL en Plasma (b)o(c) Si es UVFR

Analizar si los valores fuera de referencia son parte de una NGTesIER
cLDL en Plasma: patologia incipiente o que aun no es diagnosticada

(a) Mayor o igual a 330 mg/dL
(b)250 - 329 mg/dL

(c) 190 - 249 mg/dL Dx causa de dislipidemia Recomendar que consulte
(d) 155 - 189 mg/dL secundaria si lo amérita a su médico de cabecera

Algoritmo 1. CRCLHDHF: Criterios de la Red de Clinicas de Lipidos Holandesas para el diagnéstico de la Hipercolesterolemia Familiar; AF: UVFR: Unico Valor Fuera del Rango
del Perfil de Lipidos y glucosa > 90 mg/dL y A. trico >4 mg/dL; Dx: Diagnéstico.

Realizacién de Algoritmo a partir de 1. Alcorta I, San Vicente R, Rekue I, Mozo C, Urraca J, Ibargoyen N. Guia de Practica Clinica sobre el manejo de los lipidos como factor de
riesgo cardiovascular. Guia Préactica Clinica sobre el manejo los lipidos como factor riesgo Cardiovasc. 2017;.
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Operacionalizacion de las variables
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complejo RLDL-ApoB100.
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Universo

Pacientes mayores de 18 afios con dislipidemia tratados en la consulta externa de
dislipidemias y Diabetes Mellitus del CMLALM durante Septiembre a Diciembre del
2018

Muestra

Conformada por 25 pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion para la

sospecha de hipercolesterolemia familiar.

Muestreo

No probabilistico y por oportunidad.

Criterios de inclusién

e Pacientes mayores de 18 afios con:
e Historia personal y/ o familiar de enfermedad coronaria prematura.
e Pacientes que tuvieron un cLDL mayor a 220 mg/dL.

e Pacientes que no conocen su historia familiar y presentaron un cLDL mayor
a 300 mg/dL.

e Pacientes que aceptaron participar en el estudio de manera voluntaria,

informada y aceptaron responder los instrumentos de investigacion.

e Pacientes que autorizaron tomar las fracciones de las muestras en resguardo
para control y seguimiento en el laboratorio del CMLALM para cuantificar la
expresion gen PCSK9, mediante la técnica PCR, previa autorizacion del

consentimiento informado.
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Criterios de exclusioén

e Pacientes menores de 18 afios.
e Pacientes con hipotiroidismo, insuficiencia renal cronica, alcoholismo
cronico, hepatopatias, sindrome nefrético.

e Pacientes mayores de 18 afios con dislipidemia secundaria a farmacos.

Criterios de eliminacioén

e Pacientes quienes, una vez iniciado el protocolo de estudio, se negaron a
seguir participando con el mismo.

e Pacientes que fallezcan.

Instrumentos de investigacion

Para los criterios de inclusion al protocolo de estudio se utilizaron los criterios de
sospecha clinica de hipercolesterolemia familiar (Anexo 3; Tabla 1) y para clasificar
el diagnéstico los criterios de la red de clinicas de lipidos holandesas para el

diagnéstico de hipercolesterolemia familiar. (Anexo 3; Tabla 2).

Descripcién

Anexo 3 (Tabla 1) el cual consta de 2 puntos, el primero con 4 incisos. Es de tipo
cualitativo, nominal y dicotomico; criterios de sospecha clinica de
hipercolesterolemia familiar, toman en cuenta a los pacientes que tienen un cLDL
mayor a 220 mg/dL (mas alguno de los siguientes criterios; 1: familiar menor de 18
afios con cLDL mayor a 150 mg/dL, 2: familiar mayor de 18 afios con cLDL mayor
a 190 mg/dL, 3: presencia de enfermedad coronaria prematura en el caso indice y/o
familiar de primer grado o 4: presencia de xantomas en el caso indice y/o familiar
de primer grado) y si no se dispone de datos familiares se sospecha

hipercolesterolemia familiar en personas con cLDL mayor de 300 mg/dL.
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Anexo 3 (Tabla 2) El segundo instrumento de investigacion consta de 9 items cada
uno con distinto valor es de tipo cuantitativo y ordinal, este corresponde a los
criterios de la red de clinicas de lipidos holandesas para el diagndstico de
hipercolesterolemia familiar permite establecer el diagnéstico de HF de certeza:
mayor o igual a 8 puntos; probable: 6 a 7 puntos o posible: 3 a 5 puntos e improbable

menor de 3.

Validacion
De acuerdo al documento de consenso: diagnéstico y tratamiento de

hipercolesterolemia familiar en Espafia 2017.

El diagndstico de la HF se basa en niveles elevados de cLDL (generalmente mayor
a 220 mg/dl), historia familiar de hipercolesterolemia, presencia de enfermedad
coronaria prematura y depositos de colesterol en forma de xantomas y/o arco
corneal. La obtencion del arbol familiar es esencial para evaluar la probabilidad de
HF y para posteriormente realizar la deteccion familiar. Se usaron los Criterios de la
Red de Clinicas de Lipidos Holandesa para el Diagnéstico de Hipercolesterolemia
Familiar (CRCLHDHF) como herramienta de diagndstico, siendo los que se utilizan
en Espafia, ya que han sido validados para el diagndstico genético que es el gold
standard por la OMS (Anexo 3).
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Desarrollo del proyecto

Se aplicaron los criterios de sospecha clinica para el diagnéstico de
hipercolesterolemia familiar a los pacientes que acudieron a consulta externa de
dislipidemias y Diabetes Mellitus del CMLALM durante Septiembre a Diciembre del
2018, en los pacientes con sospecha se utilizaron los criterios para el diagndstico
de hipercolesterolemia familiar, a juicio y por conveniencia se solicitd una fraccion
de las muestras que se tomaron de rutina y seguimiento almacenadas en el
laboratorio del CMLALM, previo a la firma del consentimiento informado en el cual

los pacientes aceptaron formar parte de este estudio (Anexo 2).

Recoleccidn de tejido y extraccion de RNA

A partir de la fraccion de sangre obtenida del laboratorio se extrajo ARNm mediante
el uso del kit de Qiagen, en el laboratorio de Genética de la Facultad de Medicina
de la UAEMex.

Procedimiento de extraccion de RNA:

1. Tomar 100 ul de sangre entera del tubo EDTA 'y colocarlo en un tubo de RNA
mas 350 pl de RLT Plus.

2. Vortex por 30 segundos.
3. Transferir a Mini Spin Column 50.
4. Centrifugar a 10,000 revoluciones por 30 segundos.

5. Quitar la columna y guardar el sobrenadante al cual agregamos 600 pl de
Etanol al 70%.

6. Homogeneizar 10 veces gentilmente.
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7. Colocar 700 pl en un tubo RNAeasy Spin Column dentro del Collection tubo

de 2mly centrifugar 15 segundos a 10,000 revoluciones.

8. Guardar la columna, afiadir 700 yl de Buffer RW1 a la columna dentro del
Collection tubo de 2ml, centrifugar 15 segundos a 10,000 revoluciones y
desechamos el sobrenadante.

9. Afnadimos 500 pl de Buffer RPE dentro de la columna y centrifugamos 15

segundos a 10,000 revoluciones, se desecha el sobrenadante.

10. Andadimos 500 ul de Buffer RPE dentro de la columna y centrifugamos a

10,000 revoluciones por 2 minutos.

11. Colocamos la columna de RNA en tubo de 1.5 mL y agregamos 30 pul de
RNA SEE FREE WATER y centrifugamos a 10,000 revoluciones por 1 minuto
y guardamos el sobrenadante que sera la muestra en la cual mediremos

concentracion y pureza del RNA.

La concentracion de RNA se midié con el equipo Qubit (Thermo Fisher) en el

Laboratorio de linvestigacién de Ciprés Grupo Médico CGM SC.

Medicién de la expresion génica

La cuantificacion de la expresion génica se realizé en el Laboratorio de Investigacion
de Ciprés Grupo Médico CGM SC. Se utilizaron los primers descritos en el Anexo 4
(Tabla 3) por medio de la técnica de Reaccion en Cadena de Polimerasa en tiempo
real (QPCR) en el equipo Prime Q (Techne, UK). Las condiciones de la reaccién
fueron: 0.4 pL de enzima, 25 uL de MIX RT-PCR, 0.2 pyL de Primer Foward, y 0.2
ML de Primer Reverse. Todas las muestras se llevaron a 100 ng completando un

volumen final de 50 uL con agua.

El ciclaje usado fue:

a) Paso de retrotranscripcion: 48°C 30 minutos por 1 ciclo.

b) Activacion de la enzima: 95°C 10 minutos por 1 ciclo.
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C) Desnaturalizacion: 95°C 15 segundos por 40 ciclos.
d) Alineacion: 59°C 30 segundos por 40 ciclos.

e) Extension: 60°C 30 segundos por 40 ciclos.

f) Curva de Melting: 72°C ,1 minuto por 61 ciclos.

Limite tiempo y espacio

Limite de tiempo y espacio (Grafica de Gantt)

Tiempo
Octubre- Febrero — Mayo
Actividad Septiembre Noviembre Diciembre- i Abril Junvi'o
2017 Enero 2018 2021
2017 nero del 2018 2021

Eleccion del tema de investigacion. -
Busqueda y elaboracién del marco tedrico -

Titulo, planteamiento del problema, hipdtesis,
objetivo, método y Operacionalizacién de las
variables.

Justificaciones, implicaciones éticas y disefio del
analisis.
Desarrollo del proyecto (trabajo de campo). -

Presentacién del Protocolo de Tesis

Py
(=]
e
-
[
a
a
5
=
o
=
o
5
W

sa|qesuodsay saiopesisanu|

INTVTND

Presentacion de los resultados, cuadros, graficas,
conclusiones de Tesis.

BUDIP3AI
ap peynoey

Disefio de andlisis
Se realiz6 un andlisis descriptivo y posteriormente se evaluaron las diferencias en
la expresion relativa de los genes mediante la prueba t de Student o U de Mann-
Whitney, de acuerdo al tipo de distribucién gaussiana o no de los mismos, con la
prueba de Kolmogorov. Se considero una diferencia significativa a una p < 0.05 con

el uso del programa SPSS version 23.
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IMPLICACIONES ETICAS
Este estudio se llevo a cabo siguiendo los principios de la Declaracién de Helsinki

con su Ultima actualizacidon de Fortaleza, Brasil.

Es mision del médico salvaguardar la salud de las personas. Su conocimiento y
conciencia estan dedicados al cumplimiento de esta mision. La Declaracion de
Ginebra de la Asociacion Médica Mundial vincula al médico a la aseveracion: «La
salud de mi paciente serd mi empefio principal», y el Cédigo internacional de Etica
Médica declara que «cuando un médico proporcione una asistencia médica que
pudiera tener un efecto de debilitamiento del estado fisico y mental del paciente el
médico debera actuar Unicamente en interés del paciente». La finalidad de la
investigacion biomédica que implica a personas debe ser la de mejorar los
procedimientos diagnosticos, terapéuticos y profilacticos y el conocimiento de la

etiologia y patogénesis de la enfermedad.

La planeacién y realizacion de este estudio se rigi6 bajo los estatutos del
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud,

respetando asi cada uno de sus puntos teniendo en cuenta lo siguiente;

e La informacion relacionada con la identidad de los participantes fue tratada

confidencialmente.

e Se cont6 siempre con el consentimiento de participacion de los integrantes
en estudio de manera verbal y escrita, con la firma de un consentimiento
informado donde se aclar6 el uso de la informacién y la confidencialidad de

la misma.

e Los participantes podian abandonar el estudio en cualquier momento si asi

lo decidian y sin previa explicacion.

e No se utilizd6 lenguaje técnico, sino practico y comprensible para los

participantes, se les explicO cuantas veces fueron necesarias las
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caracteristicas y los motivos del estudio, hasta asegurarnos que los

participantes hubieran entendido la explicacion.

e Se respondieron de manera satisfactoria todas las interrogantes de interés
para los participantes.

Todo lo anterior considerado conforme a las disposiciones del Articulo 16, del
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud
en vigor: “En las investigaciones en seres humanos se protegera la privacidad del
individuo sujeto de investigacién, identificandolo sé6lo cuando los resultados lo

requieran y éste los autorice”

Con respecto a la NOM-012-SSA3-2012 la cual enuncia que la investigacion
cientifica, clinica, biomédica, tecnologica y biopsicosocial en el ambito de la salud,
son factores determinantes para mejorar las acciones encaminadas a proteger,
promover, y restaurar la salud del individuo y de la sociedad en general, por lo que
resulta imprescindible orientar su desarrollo en materias especificas y regular su
ejecucion en los seres humanos, de tal manera que la garantia del cuidado de los
aspectos éticos, del bienestar e integridad fisica de la persona que participa en un
proyecto o protocolo de investigacion y del respeto a su dignidad, se constituyan en
la regla de la conducta para todo investigador del area de la salud. Define los
elementos minimos que deben cumplir de manera obligatoria los investigadores que
realizan esta actividad en seres humanos, de acuerdo con las disposiciones que en
esta materia se establecen con caracter irrenunciable para la Secretaria de Salud
como autoridad sanitaria, segun lo establece la propia Ley General de Salud y su

Reglamento en materia de investigacion para la salud.

En referencia al Articulo 38 de la Ley de Informacién Estadistica y Geogréfica, en
vigor enuncia: “Los datos e informes que los particulares proporcionen para fines
estadisticos o provengan de registro administrativo o civil, seran manejados para
efectos de esta Ley; bajo la observancia de los principios de confidencialidad y

reserva, no podran comunicarse, en ningun caso, en forma nominativa o
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individualizada, ni haran prueba ante autoridad administrativa o fiscal, ni en juicio o

fuera de él”.

También se considerd debido al uso de los expedientes clinicos la NORMA OFICIAL
MEXICANA NOM-004-SSA3-2012, DEL EXPEDIENTE CLINICO la cual establece
los criterios cientificos, éticos, tecnoldgicos y administrativos obligatorios en la
elaboracion, integracion, uso, manejo, archivo, conservacion, propiedad, titularidad

y confidencialidad del expediente clinico.

Esta norma menciona la importancia de que la autoridad sanitaria, garantice la
manifestacion de la voluntad del paciente de ser o no atendido a través de
procedimientos clinicos o quirdrgicos, para lo cual, el personal de salud debe
recabar su consentimiento, previa informacion y explicacion de los riesgos posibles

y beneficios esperados.

Ademas, considera la autonomia del paciente sobre el manejo de sus datos que se
refieren a su identidad personal y los que proporciona en relacibn con su
padecimiento; a los cuales se les considera informacién confidencial. Lo cual

consolida el principio ético del secreto profesional.

Esta norma también reconoce la intervencion del personal del &rea de la salud en
las acciones de diagndstico, tratamiento y rehabilitacion, que se registran y se
incorporan en el expediente clinico a través de la formulacién de notas médicas y
otras de caracter diverso con motivo de la atencion médica. En ellas, se expresa el
estado de salud del paciente, por lo que también se brinda la proteccion de los datos
personales y se les otorga el caracter de confidencialidad.

También en el marco federal esta investigacion considera la Ley General de
Proteccion de Datos Personales en posesion de sujetos obligados debido a que se

hara uso de la informacion proporcionada por los pacientes.
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Esta Ley tiene por objeto establecer las bases, principios y procedimientos para
garantizar el derecho que tiene toda persona a la proteccion de sus datos

personales, en posesion de sujetos obligados.

Son sujetos obligados por esta Ley, en el ambito federal, estatal y municipal,
cualquier autoridad, entidad, dérgano y organismo de los Poderes Ejecutivo,
Legislativo y Judicial, érganos autdnomos, partidos politicos, fideicomisos y fondos

publicos.

Los sindicatos y cualquier otra persona fisica 0 moral que reciba y ejerza recursos
publicos o realice actos de autoridad en el ambito federal, estatal y municipal seran
responsables de los datos personales, de conformidad con la normatividad aplicable
para la proteccion de datos personales en posesion de los particulares. Por ello
debido a que la investigacion se llevara a cabo en una institucion de servicios

publicos y ésta recibe recursos publicos federales nos regiremos bajo esta ley.

En este sentido, se cumpli6 con las disposiciones de caracter obligatorio que
establece el marco juridico sanitario mexicano, quienes realizaron investigacion
para la salud en seres humanos; adaptaron a los principios cientificos y éticos que
justifican a la investigacibn médica que se encuentra en los instrumentos
internacionales universalmente aceptados y a los criterios que en la materia emita

la Comision Nacional de Bioética.

Tipo de investigacion (De acuerdo al Reglamento de la Ley General de

Salud en Materia de Investigacion para la Salud*)

Requieren Consentimiento Informado

Riesgo
Riesgo minimo mayor al
minimo

Sin riesgo
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RESULTADOS
MEDICION DE LA EXPRESION GENICA

FOLIO | TRIGLICERIDOS | COLESTEROL | LpL | DUREEA | CONCENTRACION | EXPRESION RELATIVA

1 3008089 263 275| 163 1.923 10 8.27
2 309011 174 246 1.737 13.2 7.99
3 309085 114 270 | 122 1.8 14.4 18
4 309087 850 377| 216 1.8 10.8 2.9
5 409083 443 318| 218 1.364 6 0.81
6 509003 220 282 | 150 1.75 5.6 2.04
7 509083 255 262 | 163 1.964 22 0.93
8 509084 242 313| 186 1.786 10 0.77
9 609006 221 252 | 136 1.923 10 5.38
10 609010 131 279 | 187 2 7.2 3.31
11 609055 158 263 | 158 1.576 20.8 0.96
12 609071 379 305| 190 1.909 16.8 241
13 709003 299 250 1.864 16.4 0.95
14 709079 372 317| 202 1.706 11.6 0.42

Cuadro 2. Resultados de perfil lipidico (triglicéridos, colesterol total, colesterol LDL, pureza del RNA, concentracién del RNA y

expresion relativa

de PCSKO9.

GLUCOSA UREA LDL|CREATININA| COLESTEROL| TRIGLICERIDOS| AC. URICO BUMN| EXPRESION

GLUCOSA Coeficiente de 1 0.54| 0.023 -0.098 0.086 0.148 0.078 0.616 0.108
correlacion Sig. o 0.057| 0.544 0.738 0.77 0.615 0.792 0.019 0.713

(bilateral) N 14 13 12 14 14 14 14 14 14

UREA Coeficiente de 0.54 1| 0.235 0.256 -0.024 -0.077 0.328 0.932 0.462
correlacidn Sig. 0.057 0.479 0.399 0.912 0.804 0.274 o 0.112

(bilateral) N 13 13 11 13 13 13 13 13 13

LDL Coeficiente de 0.023 0.239 1 0.35 0.823 0.788 0.436 0.339 -0.273
correlacion Sig. 0.544| 0.479 o 0.265 0.001 0.002 0.156 0.281 0.23

(bilateral) N 12 11 12 12 12 12 12 12 12

CREATININA Coeficiente de -0.098 0.256 0.35 1 0.04 0.027 0.64 0.432 0.123
correlacion Sig. 0.738 0.399| 0.265 . 0.893 0.899 0.014 0.123 0.674

(bilateral) N 14 13 12 14 14 14 14 14 14

COLESTEROL Coeficiente de 0.086| -0.034| 0.823 0.04 1 0.552 0.071 0.125 -0.345
correlacion Sig. 0.77| 0.912| 0.001 0.0893 o 0.041 0.81 0.671 0.221

(bilateral) N 14 13 12 14 14 14 14 14 14

TRIGLICERIDOS Coeficiente de 0.148| -0.077| 0.788 0.037 0.552 1 0,091 0.091 -0.248
correlacion Sig. 0.615 0.804| 0.002 0.899 0.041 . 0.758 0.756 0.392

(bilateral) N 14 13 12 14 14 14 14 14 14

ACIDO URICO Coeficiente de 0.078| 0.228| 0.436 0.64 -0.071 0.091 1 0.442 0.24
correlacidn Sig. 0.792 0.274| 0.456 0.014 0.81 0.758 5 0.114 0.234

(bilateral) N 14 13 12 14 14 14 14 14 14

Cuadro 3. Valores bioquimicos de pacientes incluidos en el andlisis

estadistico.

42




Haciendo la correlacion de Spearman se encontré una correlacion negativa entre la
expresion del gen PCSK9 y los niveles de colesterol LDL, asi como son colesterol y

triglicéridos, pero no se alcanzo significancia.

Coeficientes(a)

Coeficientes no Coeficientes Intervalo de confianza
estandarizados estandarizados para B al 95%
Limite Limite

Modelo B Error tip Beta T Sig inferior superior
Constante 176.038 36.169 4.867| 0.001 92.632 259.444
Expresién -3.419 2.997 -0.257| -1.141]| 0.287 -10.33 3.492
Triglicéridos 0.113 0.035 0.737 3.206| 0.013 0.032 0.194
1 Glucosa -0.31 0.391 -0.182| -0.792| 0.451 -1.212 0.592

a Variable dependiente: LDL

Al hacer una regresion lineal para predecir niveles de LDL se encontré que los
niveles de triglicéridos tienen valor predictivo positivo para colesterol LDL mas que

para la expresion del gen.
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DISCUSION
La actividad de la proteina PCSK-9 se ve influenciada por distintos factores, el mas
importante por ser el comun denominador en los pacientes que formaron nuestro
estudio se relaciona con el aumento de su actividad al tomar estatinas, fenomeno
mas evidente cuando se usan dosis plenas de las mismas, condicionando un
aumento paraddjico de la concentracion de colesterol LDL (61). Otros factores de
riesgo no modificables y condiciones metabdlicas que pueden modificar
aumentando la concentracion y actividad de la PCSK-9 son el ritmo circadiano, sexo
femenino, adultos mayores, postmenopausia, niveles elevados de colesterol LDL,
hipertrigliceridemia, obesidad, hiperinsulinemia, prediabetes, diabetes, Proteina C

reactiva elevada (62).

De acuerdo a estudios como el presentado por Marianne Abifadel et al. 2012 donde
se realiz6 un analisis en 75 pacientes con HF con herencia autosémica dominante,
se demostro que pese a ser muy pocos pacientes los que presentan mutaciones de
ganancia, representan una mira para pensar en tratamientos alternativos ya que
pueden presentarse mutaciones no solo a nivel de PCSK?9, sino también sobre otros
genes como el rLDL y APOB100 (63). Comparandolo en nuestro caso con una
probable ganancia de funcién, podria realizarse un nuevo estudio con este enfoque,
ya que esto resulta en niveles elevados de colesterol en sangre periférica, pensando

en una etiologia mas compleja.

En nuestros resultados la expresién de PCSK-9 no sigue una correlacion directa
con la elevacién en la concentracidén de colesterol LDL de nuestros pacientes. Es
importante tomar en cuenta que existen mutaciones con ganancia de funcién y con
pérdida de la misma, podemos tener PCSK-9 en concentraciones elevadas sin
embargo esta puede no ser funcional al no lograr unirse al receptor de LDL el cual
podra seguir siendo reciclado por el hepatocito entre 100 y 150 veces (37). Esto
puede dar lugar a un error metodolégico a la hora de evaluar los resultados, por eso

es importante mencionarlo en este apartado, no hay forma al menos en nuestro
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medio, de diferenciar una mutacion con pérdida o con ganancia de funcién. El
realizar la medicién de la expresion génica de esta proteina no es un método
confiable para diagnosticar HF por el nUmero ain no documentado de polimorfismos
en la PCSK-9.

El tratamiento con biolégicos inhibidores de la PCSK-9 ha logrado los objetivos
terapéuticos nunca antes alcanzados con la terapia dual de estatinas mas
ezetimibe. Actualmente se logran concentraciones de LDL menores de 70 mg/dL en
pacientes con riesgo cardiovascular alto y menores de 100mg/dL en pacientes con
riesgo cardiovascular moderado, han comprobado al igual que las estatinas una
mayor eficacia para reducir la progresion de la placa ateromatosa (64).

El uso de los criterios clinicos de sospecha para el diagnéstico de
hipercolesterolemia familiar (Anexo 3, tabla 1) son utiles en primer nivel de atencién
porque te permiten investigar la historia familiar de enfermedad cardiovascular,
otorgar la posibilidad de un diagndstico integral con los Criterios de la red de clinicas
de lipidos holandesas para el diagndstico de la hipercolesterolemia familiar (Anexo
3 tabla 2), asi mismo ofrecer la posibilidad de un mejor tratamiento a pacientes de
muy dificil control y con riesgo cardiovascular muy elevado por las complicaciones

graves a edad precoz.

En nuestros resultados observamos un aumento directamente proporcional en la
concentracion de colesterol LDL y la presencia de hipertrigliceridemia, situacion que
concuerda con lo reportado en la literatura; la concentracion elevada de triglicéridos

aumenta la sintesis y concentracion de la PCSK9 detectable en el suero.

De acuerdo a diversos autores se concuerda que los niveles de colesterol LDL
muestran correlacion con la elevacion concomitante de triglicéridos (65—67). Por ello
se procura seleccionar pacientes que Unicamente cumplan con los criterios de

diagndstico de la red de clinicas de lipidos holandesa para el diagnostico de HF.
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En el estudio no se demostré una correlacion lineal entre la expresion génica de
PCSK9 vy los niveles de colesterol LDL, pero si la hay en relacién con los triglicéridos,

los cuales aumentan proporcionalmente al incremento de colesterol LDL (68).

CONCLUSION

Aplicando la correlacion de Spearman se hall6 una correlacion negativa entre la
expresion del gen PCSK9 y los niveles de colesterol LDL sin demostrar significancia
tras el analisis estadistico. Lo cual no significa que no haya relacion, sino que por la
cantidad de pacientes probablemente no se observd dicha significancia, lo que
sugiere realizar el estudio con una muestra mas grande de individuos podria llegar

a un resultado mas uniforme.

Al ser una enfermedad poco comun y subdiagnosticada, a nivel mundial no se tienen
cifras exactas, variando entre las bibliografias. En México se tiene registro de

alrededor de 186 pacientes por el INNCM Salvador Zubiran a nivel nacional.

Al hacer una regresion lineal para predecir niveles de colesterol LDL, se encontrd
gue los niveles de triglicéridos tienen valor predictor para colesterol LDL, mas que

la expresion del gen PCSKS9.

Se demostré una correlacion negativa entre los niveles de expresion de PCSK9 y
los niveles de colesterol LDL, aunque no se alcanzo significancia estadistica por la

muestra de este estudio piloto.

No se encontré a algun paciente con nula expresion que nos hubiera indicado la
presencia de una mutacién. A pesar de que no se pudo relacionar se pudo concluir
a partir de las muestras que se obtuvieron que no existe relacién entre la expresion
de PCSK-9 y los niveles de colesterol LDL, probablemente debido a la poblacion, a
variables como la edad, localizacién sociodemografica, factores medio ambientales

u otros que no fueron considerados dentro del analisis estadistico.
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RECOMENDACIONES

Difundir los criterios de sospecha clinica de hipercolesterolemia familiar y los
criterios de diagnostico de la Red de Lipidos Holandesas (Anexo 3, tabla 1y

2) en unidades del primer nivel de atencion.

Tener en cuenta que la hipercolesterolemia familiar tiene un amplio grado de
penetrancia en los pacientes afectados por lo tanto la evolucion de la
enfermedad aterosclerosa puede ser mas lenta pero no inevitable si

evoluciona sin tratamiento.

No esperar encontrar xantomas tendinosos, arco corneal senil y xantelasmas
para sospechar hipercolesteromia familiar ya que solo el 30% de los

pacientes los manifiestan.

Hacer una historia clinica completa prestando mayor atencion a los habitos
alimenticios, adherencia al tratamiento por parte del paciente. Si cumple con
la dieta indicada, cuenta con dosis plena de alguna estatina de alta intensidad
mas ezetimibe y no se alcanzan niveles terapéuticos, sin causa secundaria
evidente de dislipidemia iniciar protocolo diagndstico de hipercolesterolemia
familiar con analisis genético en ausencia de datos clinicos patognomaonicos
de HF.

Ofrecer inhibidores de la PCSK9 a pacientes con riesgo cardiovascular
elevado en los que no se han alcanzado metas terapéuticas con dosis plenas
de estatinas en combinacion con Ezetimibe o intolerancia alguno de los

anteriores.
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ORGANIZACION
TESIS

ALUMNOS

LUIS EDGAR CONCEPCION CARRILLO
BRANDON ITURBE ESQUIVEL

DIRECTOR

DR. HUGO MENDIETA ZERON
M. EN S. H. 0. HECTOR URBANO LOPEZ DIAZ

PRESUPUESTO Y FINANCIAMIENTO

Articulo Cantidad costo costo Financiamiento
unitario total
Total RNA | 1 $4900.9022 | $4900.90 | A cargo de los
Purification kit 50 - estudiantes
preps Mca Norgen
Tubo rojo de 6mL 100 $4.60 $460.00 | A cargo de los
estudiantes
Tubo lila de 4mL 100 $4.60 $460.00 | A cargo de los
estudiantes
Impresiones 500 $1.00 $500.00 | A cargo de los
estudiantes
Total $6320.90

Los gastos contemplados en este estudio fueron cubiertos por cuenta de los
alumnos editores del protocolo de investigacion. Los célculos y lo invertido al
momento no superan los $7, 000.00 00/100 Moneda nacional.

Se aprovecharon los recursos humanos y materiales disponibles al maximo, sin
burlar la confianza de la autoridad, de los pacientes que participaron, agradecemos
el apoyo, confianza a cada persona que hizo posible la realizacibn de esta
investigacion sin remuneracion alguna.
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ANEXOS

ANEXO 1

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE
MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA UAEMex
CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL PROYECTO: DESCRIPCION DE LA EXPRESION DE PCSK9 EN
PACIENTES DEL CMLALM CON ALTA SOSPECHA DE
HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR

Toluca, Estado de México, México a de del 2018

Yo, he sido informado(a) y he leido
sobre los propdsitos y objetivos de este estudio, que se me realizaran para llevar a
cabo esta investigacion y siendo enterado(a) de los posibles riesgos que se puedan
generar ademas de los beneficios y criterios de normatividad que requieren este
estudio para la proteccion de mi informacion y la investigacion en seres humanos,
acepto ser participe de este estudio.

Firma del participante: Fecha:
Testigo 1 Fecha:
Testigo 2 Fecha:

NOMBRE DEL INVESTIGADOR

Ciprés Grupo Médico en Calle Felipe Villanueva N* 1014, Morelos Segunda
Seccion, 50120 Toluca de Lerdo México.
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ANEXO 2

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE
MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA UAEMex
CONSENTIMIENTO INFORMADO

DESCRIPCION DE LA EXPRESION DE PCSK9 EN PACIENTES DEL CMLALM
CON ALTA SOSPECHA DE HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR

Nombre del paciente:

Se le hace una cordial invitacidbn a participar en este estudio de investigacion
informandole acerca de los propésitos de este, beneficios y riesgos a considerar,
para esto debe de comprender cada uno de los puntos mencionados a continuacion,
haciéndole la invitacidbn a comentar cada una de sus dudas en caso de aceptar
participar en el proyecto.
En caso de aceptar se le solicita realizar su firma con la fecha en el formato de
consentimiento informado en el que usted acepta los términos y condiciones de este
estudio.
JUSTIFICACION
Investigadores de la Universidad Autbnoma del Estado de México (UAEMex),
estamos realizando un estudio sobre una enfermedad que predispone al depésito
de placas de colesterol en sus venas y arterias. Su aporte seria de gran ayuda para
futuros pacientes, ya que con base en estos datos se podrian realizar nuevas
recomendaciones al estilo de vida, habitos alimenticios y deportivos para evitar se
presenten complicaciones como claudicacion o infarto al corazén.
ACLARACIONES
Dicha participacién consiste en:

e EIl consentimiento para que el estudiante realice una historia clinica y una

encuesta anénima.
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e Su aprobaciéon para que el laboratorio del CMLALM nos proporcione una
fraccion de sangre tomada de una de sus muestras en resguardo para
seguimiento.

e Su aceptacion para que a dicha muestra de sangre se le realicen las
determinaciones de lipidos y una muestra para un analisis genético.

Una vez realizadas las mediciones, las fracciones seran desechadas.

En caso de que acepte, la informacion que se nos proporcione se utilizara de forma
confidencial y para propositos exclusivos de esta investigacion cientifica. Bajo
ninguna circunstancia podra esta informacién ser objeto de transaccion comercial o
similar.

Por su seguridad, las muestras seran codificadas de tal forma que nadie podra saber
a quién le pertenecen, Unicamente los investigadores tendrdn acceso a dicha
informacion

La participacion del estudiante es voluntaria y el tratamiento o atencion que reciba
en el CMLALM no se vera afectado si deciden no participar en este estudio.
Ademas, estén en libertad de retirarse cuando: lo considere conveniente, si no esta
de acuerdo con el estudio o si tiene algun impedimento social, cultural o religioso.
El entrar a participar en esta investigacion no se genera un beneficio econémico,
para el paciente, para el investigador o para el médico tratante.

Los resultados seran entregados al médico tratante.

Los resultados del estudio se daran a conocer una vez finalizado el proceso de la
investigacién, mediante la entrega de un trabajo escrito en la institucion sede.
Pueden realizar las preguntas que consideren pertinentes en cualquier momento
del estudio.

Este consentimiento informado ha pasado por revision y aprobacién del comité de
Etica e Investigacion del CMLALM.
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ANEXO 3

ITEM SEXO: FEMENININO____ MASCULINO___ EDAD
1. Tabla 1 Criterios de sospecha clinica de hipercolesterolemia familiar
2. 1. Individuo con cLDL > 220mg/dL y al menos uno de los siguientes criterios;
3. a) Familiar < 18 afios con cLDL > 150 mg/ DI.
4, b) Familiar > de 18 afios con cLDL > 190 mg/dl
5. c) Presencia de enfermedad coronaria prematura en el
caso indice y/o familiar de primer grado
6. d) Presencia de xantomas en el caso indice y/o familiar
de primer grado
7. 2. Sino se dispone de datos familiares se debe sospechar una hipercolesterolemia
familiar en personas con cLDL > 300mg/dL.
8. Tabla 2. Criterios de la red de clinicas de lipidos holandesas para
el diagndstico de la hipercolesterolemia familiar
9. Historia familiar
10. Familiar de primer grado con enfermedad coronaria prematura (hombres < 55 afios y 1
mujeres < 60 afios)
11. |ylo
12. Familiar de primer grado con niveles de cLDL > 210mg/dL 2
13. ylo
14, Familiar < 18 afios con LDL > O = 150mg/DI
15. Antecedentes personales
16. Paciente con enfermedad coronaria prematura (hombres < 55 afios y mujeres < 60 afios)
17. Paciente con enfermedad cerebrovascular o arterial periférica prematura (hombres < 55
afios y mujeres < 60 afios)
18. Examen fisico
19. Xantomas tendinosos 6
20. Arco corneal < 45 afios
21. Analisis de laboratorio.
22. | cLDL >0 =330 mg/dL 8
23. | c LDL 250 - 329 mg/dL 5
24, cLDL 190 - 249 mg/dL 3
25. | cLDL 155 - 189 mg/dL 1
26. Andlisis genético
27. Mutacion funcional del gen del RLDL, APOB , PCSK9 8
28. Diagnostico de Hipercolesterolemia Familiar:

Certeza: > 0 = 8 puntos, Probable: 6 a 7 puntos, Posible: 3 a 5 puntos e improbable < 3

De: WHO publication No. WHO7HGN/FH/CONS/99.2
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ANEXO 4

Tabla 3. Primers de genes relacionados con Hipercolesterolemia Familiar

Gen Forward primer Reverse primer

Opcion 1: | ACCATACCGCCATGCATCAG TTGCCTTGCTGGTCSTGCTA
PSCK-9

Opcion 2: | GTTTGTGCCACCACCATACC GGCAAGTGGATCCAAGACCA
PSCK-9

Opcidn 3: | CACCATACCGCCATGCATCA ACCTAGCAGCCCTCAGTGTA
PSCK-9

Tabla 3. Primers de genes relacionados con Hipercolesterolemia Familiar.
Consulta para disefio de primers www.ncbhi.nlm.nih.gov/nuccore/?term=pcsk9;
generacion de primers https://primer3.ut.ee/
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