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FunpamenTo: El defecto familiar de union de la apolipoproteina B-100 (DFB) es una enferme-
dad hereditaria autosomica dominante debida a mutaciones localizadas en el gen de la apolipo-
proteina B-100, clinicamente indistinguible de la hipercolesterolemia familiar. Describimos el
primer homocigoto espafol para el DFB.

MeTopos: Estudiamos por técnica de PCR-SSCP la mutacion R3500Q en los familiares de pri-
mer y segundo grado de la familia con DFB previamente descrita por nuestro grupo. Ademas,
analizamos la actividad del receptor de LDL en un ensayo con LDL conjugada con oro coloidal.

ResuLtADOS: El paciente presenta en ambos alelos la mutacion R3500Q causante de DFB. El
estudio de la actividad del receptor de LDL es normal, lo que descarta que se trate de una hi-
percolesterolemia familiar. El grado de hipercolesterolemia es menor del esperado tratdndose
de un homocigoto (colesterol total, 415, y cLDL, 352 mg/dl), y presenta una buena respuesta
terapéutica a estatinas y resinas (descensos de hasta un 42% para el colesterol total y de un
51% para el cLDL).

ConcLusiones: Hemos detectado y caracterizado el primer homocigoto espaiiol para el DFB (mu-
tacion R3500Q), que presenta valores moderadamente elevados de colesterol total y cLDL a
pesar de su situacion de homocigosis. Estos datos demuestran que el fenotipo lipoproteico de
los homocigotos DFB es diferente de la situacion de homocigosis para la hipercolesterolemia
familiar.

Palabras clave: Defecto familiar de unién de apolipoproteina B. Homocigosis. Mutacién R3500Q.
Andlisis por PCR-SSCP. Gen de la apo B. Actividad del receptor de LDL.

Identification and characterization of the first Spanish familial ligand-defective
apolipoprotein B homozygote

BackgrounD: Familial ligand-defective apolipoprotein B 100 (FDB) is an autosomal inherited di-
sease due to mutations on apo B 100, clinically indistinguishable from familial hypercholeste-
rolemia (FH). We described the first Spanish homozygote for FDB.

MeTHODS: We have screened R3500Q mutation of apo B gene (PCR-SSCP analysis) in a large
family with FDB and have identified the first Spanish homozygote for FDB.

ResuLts: The homozygote is a 58 year-old man with coronary heart disease, no presence of
xanthomata and with total cholesterol and LDL cholesterol plasma levels of 415 and 352
mg/dl. The response to statins and resins was up to 42% for total cholesterol and 51% for
LDLc plasma values. The LDL receptor activity was normal in the FDB homozygote.
ConcLusions: We have identified and characterised the first Spanish homozygote for FDB
(R3500Q mutation). Our data indicate a moderate lipoprotein phenotype in FDB homozygote,
different as expected comparing to homozygous FH.
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El defecto familiar de unién de la apolipo-
proteina B-100 (DFB) es una enferme-
dad hereditaria autosémica dominante,
debida a mutaciones localizadas en el
gen de la apolipoproteina B-100, caracte-
rizada por la presencia de xantomas ten-
dinosos, arco corneal, concentraciones
elevadas de colesterol total (CT) y coles-
terol LDL (cLDL) y cardiopatia isquémica
temprana'®. Se han descrito cuatro mu-
taciones préximas al codén 3500 en el
gen de la apo B (R3480P, R3500Q,
R3500W y R3531C) que interfieren con
el aclaramiento de las particulas LDL** y
dan lugar al DFB. La mutacién R3500Q,
gue supone un cambio de Arg a GIn y re-
duce en un 90% la capacidad de unién
de la apo B-100 con el receptor de LDL,
fue la primera descrita y es la més fre-
cuente, siendo el resto de mutaciones
poco prevalentes?®. Esta forma de hiper-
colesterolemia primaria es clinicamente
indistinguible de la hipercolesterolemia
familiar (HF), ocasionada por mutaciones
heterogéneas localizadas en el gen del
receptor de LDL®. Por tanto, el diagnésti-
co del DFB es genético, mediante la de-
teccion de las mutaciones causantes de
la enfermedad.

Al estudiar a 95 sujetos clinicamente
diagnosticados de HF, nuestro grupo
identificé recientemente al primer sujeto
afectado por esta enfermedad en nuestro
pais’. En este grupo de sujetos con HF se
realizd una deteccion de tres mutaciones
causantes del DFB (R3500Q, R3500W y
R3531C), utilizando la técnica de PCR-
SSCP, encontrando un portador de la
mutacion R3500Q. Al ampliar el estudio
de deteccion al resto de familiares de pri-
mer y segundo grado hemos identificado
a cuatro sujetos mas con la mutacion
R3500Q, y a un sujeto homocigoto para
esta enfermedad. En la actualidad, des-
conocemos la prevalencia de la forma
homocigota del DFB en nuestra pobla-
cion, habiendo sido descritos pocos ca-
sos de homocigotos DFB en diferentes
paises centroeuropeos®!”. En esta publi-
cacién describimos el primer homocigoto
espafiol para el DFB.
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Observacion clinica y métodos

Observacion clinica

Varén de 58 afos remitido a la Unidad de Lipidos y
Arteriosclerosis del Hospital Clinico Universitario de
Valencia para estudio y tratamiento de una dislipemia
lla. El paciente era familiar de segundo grado de la
familia portadora de la mutacién R3500Q detectada
previamente por nuestro grupo’ (fig. 1). Ademas,
presentaba antecedentes familiares de hipercoleste-
rolemia en su hermano y en una hija (fig. 1). EI her-
mano, de 60 afios y enfermo de diabetes tipo 2, pre-
sentaba un valor de CT de 274 mg/dl; triglicéridos,
229 mg/dl; colesterol HDL (cHDL), 38 mg/dl; cLDL,
181 mg/dl, y apo B, 159 mg/dl. La hija de 24 afios
presentaba un valor de CT de 260 mg/dl; triglicéri-
dos, 63 mg/dl; cHDL, 68 mg/dl; cLDL, 189 mg/dl, y
apo B, 130 mg/dl. Ninguno de los dos presentaban
xantomas, xantelasmas ni arco corneal, y no toma-
ban medicacién hipolipemiante en el momento de
practicarles el estudio analitico.

Entre los antecedentes personales de interés del pa-
ciente cabe destacar que era ex fumador de dos pu-
ros/dia desde hacia 8 afios; no referfa ingestion habi-
tual de alcohol; no presentaba hipertension arterial ni
diabetes; tenia artrosis de cadera derecha y enferme-
dad arteriosclerdética con obstruccion aortoiliaca bila-
teral revascularizada en 1984, asi como cardiopatia
isquémica. En el afio 1992 sufrié un infarto agudo de
miocardio anteroseptal, realizdndose fibrindlisis con
estreptocinasa. En dicho ingreso se detectd la dislipe-
mia lla, afiadiendo a su tratamiento 20 mg/dia de lo-
vastatina. Se le realizé una coronariografia en la que
se objetivd una lesion de la arteria descendente ante-
rior proximal del 90%. Se practicé una aterectomia
sobre dicha lesién, quedando una estenosis residual
del 25%, y el paciente permaneci6 asintomatico. En
el afio 1994 sufrié un nuevo infarto agudo de miocar-
dio, en esta ocasion de cara inferior. En la ecocardio-
grafia se objetivd un ventriculo izquierdo dilatado,
con alteraciones segmentarias de su contractilidad,
con una funcion sistélica del 40%. La Ultima prueba
de esfuerzo practicada en 1999 sin medicacion fue
subméxima negativa a 100 W. En mayo de 1998 se
practicé una nueva revascularizaciéon aortobifemoral,
con buen resultado para la claudicacién. En ese afio
la ventriculografia isotépica reflejo una fraccion de
eyeccion del 21,1% para el ventriculo izquierdo y del
46% para el derecho.

En cuanto a la historia dietética, basada en el recorda-
torio de 24 h y en la tabla de frecuencias semanal, se
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calculé una ingestion aproximada de 2.000 kcal/dia
rica en grasa saturada y colesterol.

La medicacion, en el momento de su estudio, consis-
tia en: 25 mg/p.0./12 h de captopril, 40 mg/p.o./dia
de furosemida, y 20 mg/p.o./dia de monitrato de iso-
sorbida. Destacaba que no recibia ningin farmaco
hipolipemiante ni antiagregante.

En la exploracioén fisica el indice de masa corporal
era de 28,4 kg/m? y la presion arterial de 155/95
mmHg. No se observaron xantomas ni xantelasmas,
y presentaba un arco corneal completo bilateral. La
exploracion por aparatos fue normal.

Se le practicé un estudio bioquimico completo inclu-
yendo hormona tirotropina que fue normal. Los valo-
res de lipidos y lipoproteinas en situaciéon basal fue-
ron los siguientes: CT, 415 mg/dl; cLDLc, 352 mg/dl;
cHDL, 46 mg/dl; triglicéridos, 84 mg/dl; apolipopro-
tefina B, 186 mg/dl, y Lp (a), 20 mg/dl. Genotipo de
apo E: E3/E3.

Se le realizd deteccion genética de la mutacion
R3500Q que presentaba su prima hermana, caso in-
dice de la primera familia descrita’, detectando en el
estudio por PCR-SSCP ausencia total de las bandas
correspondientes a los alelos normales, lo que indica-
ba que se trataba de un homocigoto (fig. 1); esta sos-
pecha se confirmé por secuenciacién, mientras que
no se encontré ninguna mutaciéon en el gen del re-
ceptor de LDL.

Como se observa en la figura 1, la técnica de barrido
permitié detectar en el nucleo familiar a sus dos hijos
(heterocigotos obligados) y su hermano como porta-
dores de la mutacién R3500Q. Ademés, estudiamos
la actividad del receptor de LDL en el homocigoto y en
su hermano heterocigoto (fig. 2) comparandola con la
de un control sano del mismo sexo y edad similar, y
con la de un paciente con HF portador de la mutacion
E256K del receptor de LDL. Como se observa en la fi-
gura 2, la actividad del receptor de LDL es normal en
el homocigoto y heterocigoto DFB, como cabria espe-
rar, y muy baja en el portador de la mutaciéon E256K.
Tras este estudio inicial, se afiadié al tratamiento una
dieta hipocalérica de 1.600 kcal/dia baja en grasa sa-
turada y colesterol (tipo NCEP-1), asi como 30
mg/dia de atorvastatina y 200 mg/dia de aspirina.

Los valores de lipidos y lipoproteinas durante el se-
guimiento en la Unidad de Lipidos y Arteriosclerosis
se presentan en la tabla 1. Pese a utilizar altas dosis
de estatinas asociadas a resinas, no se han consegui-
do los objetivos terapéuticos de prevencién secunda-
ria. No obstante, con 80 mg/dia de simvastatina y 10
g/dia de colestipol hemos obtenido descensos del
42% para el CT, del 51% para el cLDL y del 26%
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para los triglicéridos, asi como un ascenso del 20%
en las concentraciones plasmaticas de cHDL.

Meétodos

Determinacion de pardmetros bioquimicos. Tras 12-
14 h de ayuno en situacion basal, se determinaron
por técnicas estandarizadas el CT y los triglicéridos
(método enzimatico colorimétrico), el cHDL (precipi-
tacién con polianiones), el colesterol de las lipoprotei-
nas de muy baja densidad (cVLDL) (ultracentrifuga-
cién secuencial), el cLDL (por sustraccion del cHDL y
del cVLDL) y la apolipoproteina B (inmunodifusion ra-
dial). En los pacientes con tratamiento farmacolégico
se establecié un periodo de lavado de 4 semanas.

Estudio de la actividad del receptor de LDL. La activi-
dad del receptor de las LDL se determiné empleando
linfocitos aislados de sangre periférica. De forma re-
sumida, los linfocitos purificados se estimularon con
fitohemaglutinina y se cultivaron durante 48 h en
presencia de suero deficiente en lipoproteinas, con el
fin de provocar una expresion maxima del receptor
de las LDL. La cantidad de LDL unida e internalizada
por las células se midi6 empleando como ligando
LDL conjugada con oro coloidal, en un ensayo similar
al previamente descrito para fibroblastos'®.

Amplificacion de ADN gendmico por PCR y anélisis
por técnica de SSCP, y secuenciacion de la mutacion
R3500Q. En cada sujeto estudiado se amplificaron
de una zona del exén 26 del gen de la apo B 320 pa-
res de bases (pb) por PCR, utilizando los oligonuclet-
tidos descritos por Schuster et al'*. Una vez amplifi-
cado el fragmento, se obtuvieron las cadenas simples
de ADN afiadiendo 8 ul de formamida 95%/10 mM
EDTA a 2 pl del producto amplificado por PCR, sien-
do todo ello calentando a 95 °C durante 2 min y de-
positado rdpidamente en agua con hielo y cargando
1 ul de la mezcla en un gel (90 x 90 x 0.5 mm) del
12% de acrilamida (29: 1) y el 5% de glicerol. La
electroforesis se realiz6 a 350 voltios durante 4 h a
8 °C. Posteriormente el gel fue tefiido con plata.

La secuenciacion del fragmento analizado del gen de
la apolipoproteina B se realiz6 en un secuenciador
ALF DNA sequencer de Pharmacia mediante la téc-
nica de Sanger modificada, y utilizando dUTP mar-
cado con fluoresceina como marcador interno. Se
analizé el ADN de controles sanos, heterocigotos y
homocigotos para la mutacién R3500Q, y el del pa-
ciente con HF portador de la mutacién E256K del
gen del receptor de LDL.
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Fig. 1. Familia inicialmente diagnosticada de hipercolesterolemia familiar numerada como FH 70. Tras el estudio molecular se demuestra que los sujetos
afectados son portadores de la mutacion R3500Q causante del defecto familiar de union de la apolipoproteina B. Los afectados son 70.00, 70.01 (previamente descri-
tos por Real et al’), 70.08, 70.09, 70.10y 70.11, como se observa en el estudio por PCR-SSCP. Las bandas anormales se sefialan con flechas en el gel.

El sujeto 70.09 fue clinicamente diagnosticado como heterocigoto, pero presenta dos bandas anormales en el gel, tratandose de un homocigoto. El sujeto 70.11 fue cli-
nicamente diagnosticado como sano al no presentar hipercolesterolemia, sin embargo el estudio molecular demostré que se trataba de un heterocigoto. Forma hetero-

cigota; forma homocigota.
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El estudio del gen del receptor de LDL del paciente
homocigoto con DFB, asi como el de varios controles
sanos y pacientes con HF, se realizé mediante ampli-
ficacién por PCR de todos los exones, regiones intro-
nicas préximas y region promotora del gen del recep-
tor de LDL y andlisis de SSCP de todos ellos
mediante el sistema anteriormente indicado y en di-
ferentes condiciones de electroforesis (10-15% de
acrilamida 29:1; 0-15% de glicerol; 2-25 °C de tem-
peratura, y bajo una diferencia de potencial entre
350y 500 W).

La determinacion del genotipo de apo E se realizd uti-
lizando el método descrito por Hixon y Vernier'®.

Discusion

Estudios epidemioldgicos realizados en
diferentes paises del norte de Europa y
América demuestran una alta prevalencia
de la mutacion R3500Q en su forma he-
terocigota, que oscila entre 1/700 habi-
tantes en la poblacion germénica y 1/300
en la poblacién suiza®. En el estudio de
Tybjaerg-Hansen et al'®, la prevalencia de
esta mutacion en la poblacion danesa ge-
neral fue del 0,008, siendo significativa-
mente superior en pacientes con isque-
mia coronaria y en sujetos con HF.
Ademaés, se calcula que la prevalencia de
la forma heterocigota entre sujetos con
hipercolesterolemia oscila entre 0,01 y
0,03, lo que indica que se trata de una
forma frecuente de hipercolesterolemia
primaria®. En la actualidad, se desconoce
la prevalencia de la mutacion R3500Q
en la poblacién espafiola, aunque la de-
tecciéon de la mutacién R3500Q en suje-
tos con HF diagnosticados clinicamente
apunta que debe de ser muy baja’. Cu-
riosamente, al ampliar el estudio familiar
de un portador R3500Q detectado en tal
deteccion, hemos sido capaces de identi-
ficar cuatro nuevos casos de heterocigo-
tos con DFB y un homocigoto con DFB
(fig. 1). Esta aparente contradiccion entre
baja prevalencia en nuestro pais y la de-
teccion de una forma homocigota se
debe a la gran endogamia que existe en
la zona de donde procede la familia estu-
diada. El pueblo donde se detecto la pri-
mera familia diagnosticada de DFB perte-
nece a una comarca de montafia muy
aislada por accidentes geograficos, don-
de es frecuente encontrar una elevada
endogamia. De hecho, los padres del ho-
mocigoto eran primos hermanos. Esta ca-
racteristica ha permitido detectar a dife-
rentes heterocigotos y al homocigoto
descrito.

TABLA'1

100

75—
50—
Fig. 2. Estudio de la acti-
vidad del receptor de LDL
presentada como el por-
centaje de actividad con
respecto a los controles. 25—

Los sujetos portadores de
la mutacion R3500Q tie-
nen una actividad del re-
ceptor de LDL normal. En
cambio, el sujeto con hi-
percolesterolemia familiar
(HF) portador de la muta-
cion E256K presenta una
actividad de aproximada-
mente un 20% con res-
pecto a la normalidad.

Actividad del receptor LDL respecto a los controles (%)

Controles

HF
(E256K)

Apo B 3500 Apo B 3500
(homocigoto) (heterocigoto)

La prevalencia de la forma homocigota
no se conoce, y se han descrito pocos
casos. Gallagher et al® describieron dos
€asos, un varon de 66 afios con enferme-
dad coronaria y valores de CT de 367
mg/dl, y su hermana de 69 afios, sin evi-
dencia de enfermedad coronaria y con
concentraciones plasmaticas de CT de
463 mg/dl. Méarz et al’ han descrito otro
homocigoto con enfermedad coronaria y
cifras moderadamente elevadas de CT y
cLDL, al igual que el homocigoto descrito
por Funke et al'°.

Como ocurre en el paciente que presen-
tamos, los homocigotos con DFB hasta
ahora descritos presentan frecuentemen-
te enfermedad coronaria y cifras modera-
damente elevadas de CT y cLDL, diferen-
tes de las esperadas. Asi, en teorfa, un
homocigoto con DFB que presente en
sus dos alelos una mutacion como la
R3500Q, que reduce en un 90% la union
de la particula LDL a su receptor, deberia
tener concentraciones de CT y cLDL del
rango que presentan los homocigotos
con HF. Se han realizado diferentes estu-
dios in vivo para tratar de explicar esta
caracteristica. Gallagher y Myant® han
propuesto que en estos homocigotos la

actividad residual de union de apo B jun-
to con un aclaramiento normal de los
precursores de LDL, las lipoproteinas
VLDL, explicaria los valores moderada-
mente elevados de CT y cLDL. Ademas,
Schaefer et al'” han demostrado que la
via catabolica de las lipoproteinas VLDL
que contienen apo E esta elevada en el
homocigoto con DFB estudiado por su
grupo. Este mayor aclaramiento de las
particulas precursoras de LDL explicaria
la moderada elevacion de CT y cLDL que
presentan los homocigotos con DFB.
También se han encontrado estas carac-
teristicas en los sujetos con DFB hetero-
cigotos. lgualmente Pietzsch et al'® de-
mostraron in vivo un mayor aclaramiento
de los precursores de LDL en sujetos he-
terocigotos con DFB.

Estos hallazgos también podrian explicar
la buena respuesta farmacolégica a esta-
tinas (descensos del 42% para el CT y
del 51% para cLDL) observada en el ho-
mocigoto con DFB que presentamos,
aunque no se hayan conseguido todavia
los objetivos terapéuticos de prevencion
secundaria. En teorfa, al igual que ocurre
con la forma homocigota para la HF, ca-
bria esperar una falta de respuesta a es-

Lipidos y apolipoproteina B plasmaticos durante el seguimiento clinico del paciente homocigoto
con defecto familiar de unién de la apolipoproteina B-100

Septiembre de 1999
(80 mg/dia de simvastatina + 10 g/dia de colestipol)

Basal Febrero de 1998 Julio de 1998 Diciembre de 1998 Febrero de 1999
(atorvastatina, 30 mg/dia) | (atorvastatina, 40 mg/dia) |(atorvastatina, 60 mg/dia) | (simvastatina, 80 mg/dia)
CT (mg/dl) 415 294 (29) 280 (33) 290 (30) 250 (40)
cLDL (mg/dl) | 352 229 (35) 225 (36) 240 (32) 189 (46)
cHDL (mg/dl) | 46 52 (13) 40 (13) 34 (26) 50 (9)
TG (mg/dl) 84 64 (23) 74 (12) 87 (4) 58 (30)
Apo B (mg/dl) | 186 182 (2) 176 (5) 155 (17) 145 (20)

240 (42)
173 (51)
55 (20)
62 (26)
132 (29)

Entre paréntesis se indica el porcentaje de descenso o ascenso con respecto a la basal. CT: colesterol total; cLDL: colesterol LDL; cHDL: colesterol HDL; TG: triglicéridos; apo: apolipoproteina.
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tatinas en el homocigoto con DFB, al te-
ner completamente alterada la unién de
apo B con el receptor de LDL. En cam-
bio, como se observa en la tabla 1, se
consiguen importantes descensos de las
concentraciones plasmaticas de CT vy
cLDL con dosis elevadas de diferentes
estatinas y resinas. Por tanto, la sobrex-
presion del receptor de LDL sano induci-
do por las estatinas, junto con una activi-
dad residual de union de la apo B
defectuosa y un mayor aclaramiento de
los precursores de LDL, podria explicar
esta buena respuesta a estatinas y resi-
nas'®.

En conclusién, hemos detectado y carac-
terizado el primer homocigoto espafiol
para el DFB que presenta valores mode-
radamente elevados de CT y cLDL a pe-
sar de su situacion de homocigosis. Este
hallazgo, junto con la buena respuesta a
las estatinas, indica que el fenotipo lipo-
proteico de los homocigotos con DFB es
diferente de la situaciéon de homocigosis
para la HF. Probablemente también en-
contremos diferencias en la expresién fe-
notipica de la enfermedad al compararla
con la HF en la situacién de heterocigo-
sis. En la actualidad, esta hipotesis esta
siendo analizada por nuestro grupo de in-
vestigacion'.
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