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Resumen

La proproteina convertasa subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9) se une al receptor de lipoproteinas
de baja densidad (rLDL), lo acompanfa al lisosoma para su destruccion y de este modo evita la
recirculacion del rLDL a la superficie celular de los hepatocitos. En consecuencia, el nimero de
rLDL disminuye y el aclaramiento del colesterol unido a LDL (cLDL) se reduce. Se han descrito
mutaciones con ganancia de funcion en PCSK9 que cursan con un notable incremento en la con-
centracion de cLDL y mutaciones con pérdida de funcion, que se acompaian de modestas reduc-
ciones de cLDL y bajas tasas de enfermedad cardiaca coronaria. La PCSK9 se ha convertido en
una prometedora diana terapéutica para disminuir la colesterolemia. En esta revision se apor-
tan los Gltimos y principales datos sobre la regulacion de PCSK9 y su funcion molecular en la
homeostasis del colesterol.

© 2016 Sociedad Espanola de Arteriosclerosis. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Todos los
derechos reservados.

PCSK9: Structure and function. PCSK9 and low-density lipoprotein receptor.
Mutations and their effects

Abstract

Proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 (PCSK9) binds to the low-density lipoprotein re-
ceptor (LDLr) and then targets it for lysosomal degradation in cells, thus preventing LDLr from
recycling back to the hepatocyte surface, with a consequent decrease in LDLr density and clear-
ance of LDL-cholesterol (LDLc). There have been reports of both gain-of-function mutations in
the PCSK9 gene that cause a marked increase in LDLc conentrations and loss-of-function muta-
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tions, which lead to modest reductions in LDLc and low rates of coronary heart disease. The
PCSK9 gene has become a promising therapeutic target to reduce blood cholesterol levels. This
review discusses the most interesting recent data on PCSK9 regulation and its molecular func-

tion in cholesterol homeostasis.

© 2016 Sociedad Espanola de Arteriosclerosis. Published by Elsevier Espafa, S.L.U. All rights reserved.

Introduccion

De las lineas de investigacion derivadas del estudio de la
estructura y funcion de las proteinas de la familia de pro-
tein-serinas, denominadas protein-convertasas, y de las li-
neas de investigacion de las variables genéticas de
hipercolesterolemia familiar, ha surgido una nueva clase de
farmacos para reducir la concentracion del colesterol unido
a las lipoproteinas de baja densidad (cLDL) conocidos como
inhibidores de la proproteina convertasa subtilisina/kexina
tipo 9 (PCSK9)'. Este nombre proviene de la complejidad del
descubrimiento de la proteina vinculada a la subtilisina
(proteina encontrada en Bacillus subtilis) y la kexina (pro-
teina de las levaduras) y de la protein-serina 9 secretora. En
2001, cientificos de Millennium Pharmaceuticals descubrie-
ron la PCSK9 en estudios de apoptosis de neuronas del cere-
belo?. En paralelo, y de forma independiente, la French
Network for Autosomal Dominant Hypercholesterolemia® y
la Universidad de Utah* identificaron un tercer locus genéti-
co para la hipercolesterolemia familiar —las primeras 2 mu-
taciones estaban localizadas en el gen del receptor de LDL
(rLDL) y de la apolipoproteina (apo) B—. En 2003, Abifadel
et al’ describieron por primera vez las mutaciones en el gen
PCSK9 como causantes de hipercolesterolemia familiar, y
estudios posteriores realizados en familias de Utah¢, Norue-
ga’ y Reino Unido® confirmaron dichos hallazgos.

PCSK9 en la regulacion del metabolismo
del receptor de las lipoproteinas de baja
densidad

La funcion principal de PCSK9 es la maduracion proteolitica
de las proteinas secretadas, como hormonas, citocinas, fac-
tores de crecimiento y receptores de la superficie celular’.
La PCSK9 es una proteina de 692 aminoacidos con un peso
molecular de 72 kDa, que consta de una region prodominio,
un dominio catalitico y un dominio rico en histidina y cistei-
na C-terminal' (fig. 1), que se expresa principalmente en el
higado, el intestino, el rifdn y el sistema nervioso central'".

La funcion mejor caracterizada de PCSK9 hace referencia
a su union con los rLDL en los hepatocitos. La pro-PCSK9 (72
kDa) se sintetiza en el reticulo endoplasmico al igual que el
precursor del rLDL (120 kDa), y la union de ambos facilita el
transporte del receptor desde el reticulo endoplasmico al
complejo de Golgi, donde adquiere sus residuos de carbohi-
dratos maduros (160 kDa)™. El trafico de pro-PCSK9 al apa-
rato de Golgi depende de la presencia de la proteina
Sec24A". En el aparato de Golgi, la region prodominio de la
pro-PCSK9 se escinde autocataliticamente, pero continia
unida de forma no covalente a la PCSK9 madura para facili-
tar el plegamiento de la proteina y el bloqueo de su activi-
dad catalitica. La union de pro-PCSK9 a la forma precursora
del rLDL promueve la escision autocatalitica de PCSK9'.

La principal via de eliminacion del cLDL circulante es a
nivel hepatico por endocitosis, proceso mediado por la
union del cLDL al rLDL en la membrana celular de los hepa-
tocitos (fig. 2). Dado que la vida media del rLDL es de unas
20 h y que en el reciclado se emplean de 10 a 15 min, el
rLDL es capaz de recircular de nuevo a la superficie celular
hasta 150 veces, desempefnando la PCSK9 un papel funda-
mental en el metabolismo del rLDL. La subunidad catalitica
de PCSK9 se une al dominio homologo al factor de creci-
miento epidérmico del rLDL y a continuacion acompana al
receptor a su degradacion dentro del lisosoma.

Ademas de actuar como transportador de la forma precur-
sora del rLDL desde el reticulo endoplasmico, la PCSK9 in-
tracelular juega un papel en la regulacion de la expresion
del rLDL maduro mediante la induccion de la degradacion
intracelular del rLDL previamente a su transporte a la mem-
brana de la superficie celular. Teniendo en cuenta que el
rLDL maduro y la PCSK9 se encuentran en el complejo de
Golgi, es probable que el efecto degradante del rLDL por
PCSK9 se produzca o se inicie en el aparato de Golgi o trans-
Golgi™. El mecanismo de la degradacion del rLDL posreticu-
lo endoplasmico requiere la actividad catalitica de PCSK9'¢.

Si el rLDL no es degradado intracelularmente se transpor-
ta a la superficie celular, en las fosillas recubiertas de clatri-
na, gracias a su interaccion con la proteina adaptadora 1 del
rLDL, que puede ser causante de hipercolesterolemia auto-

TcLDL S127R F216L D374Y N425S* R496W*
533
152
Pro Dominio catalitico
Ll 1 Ll
D H N
186 226 317
lcLDL AR97 | Y142X L253F A443T C679X
G106R

Figura 1

Estructura de PCSK9. Las mutaciones asociadas con concentraciones elevadas de colesterol unido a lipoproteinas de baja

densidad (cLDL) estan representadas en la parte superior y las mutaciones conducentes a la reduccion del cLDL, en la parte inferior.
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Figura 2 Papel de PCSK9 en la degradacion de los receptores de lipoproteinas de baja densidad (LDL).

somica recesiva. El rLDL sufre endocitosis en presencia o
ausencia de su ligando, entrando asi en el compartimiento
de reciclado. El cambio en el pH dentro de este comparti-
miento permite la disociacion del rLDL de su ligando, que
luego se degrada en el lisosoma, mientras que el rLDL se
recicla.

El papel principal de la PCSK9 extracelular secretada es la
regulacion postranslacional del nimero de rLDL en la super-
ficie celular. La PCSK9 secretada se une a la region homélo-
ga al factor de crecimiento epidérmico A del rLDL™"7. Para
dicha unidn, no se requiere la actividad catalitica de
PCSK9'®"  pero los cambios de pH y en las cargas positivas®
o negativas?' de los epitopos de PCSK9 afectan su afinidad
de union al rLDL%. El complejo formado por PCSK9-rLDL se
internaliza de nuevo por endocitosis mediada por clatrina?
y el complejo se dirige al endosoma/lisosoma a través de un
mecanismo que no requiere ubiquitinacion?, pero podria
implicar interaccion de la cola citosélica de PCSK9 con el
analogo de la proteina precursora amiloidea 2%°. A pH acido
en el endosoma/lisosoma tiene lugar la interaccion adicio-
nal entre el dominio de unidn al ligando del rLDL y el domi-
nio C-terminal de PCSK9%¢%’; como consecuencia, la PCSK9
permanece unida al rLDL y el rLDL no adopta la configura-
cion cerrada requerida para el reciclaje del rLDL. Por lo tan-
to, mediante la union al rLDL, la PCSK9 interrumpe el
reciclado del rLDL y lo conduce a su degradacioén, hecho que
comporta una disminucion del nimero de rLDL disponibles.

La PCSK9, mediante un proceso de autoensamblaje, for-
ma dimeros o trimeros de PCSK9, que tienen la mayor acti-
vidad degradante del rLDL. En este sentido, una de las
mutaciones con ganancia de funcion de PCSK9 (D374Y) se
caracteriza por un autoensamblaje intensificado?. La prin-
cipal via de eliminacion de PCSK9 es a través de su union al
rLDL?®, aunque deben existir mecanismos independientes
del rLDL30.

La PCSK9 es escindida por furina, asi como por las protei-
nas convertasas 5/6'¢ entre los aminoacidos Arg 218 y Gln
219%, y ambas formas de PCSK9 se pueden cuantificar en el
plasma®. La fraccion de PCSK9 escindida por furina (55 kDa)
sigue activa y se une al rLDL, pero con una actividad reduci-
da a la mitad. De hecho, la inyeccién en ratones de PCSK9
escindida por furina se sigue de un aumento del cLDL, al
estar el rLDLR regulado a la baja®.

Ademas de su union al rLDL, la PCSK9 también interacta
con otros receptores como el rLDL*, la proteina 1 relaciona-
da con el rLDL*, el receptor de la apo E?, asi como del CD81
en los hepatocitos (receptor del virus de la hepatitis C)* y
CD36 en los macrdfagos®.

Regulacion de la expresion génica de PCSK9

Varios factores de transcripcion o cofactores regulan la ex-
presion del gen PCSK9, incluyendo las proteinas de union al
elemento regulador de los esteroles (SREBP-1/2). Dado que
el gen PCSK9 esta regulado por los esteroles a través de
SREBP2, las dietas con bajo contenido en colesterol supri-
men potentemente sus valores de expresion y disminuyen la
concentracion de PCSK9 durante el ayuno y, por el contra-
rio, aumentan en situacion posprandial**. SREBP2 también
controla la expresion del rLDL.

La expresion de SREBP1 en los hepatocitos se incrementa
por la insulina y, en consecuencia, hay un aumento de la
expresion de PCSK9%. Sin embargo, la insulina también pue-
de activar en los mamiferos la diana complejo rapamicina 1
(mTORC1)/via § proteincinasa inhibiendo asi el factor nu-
clear 1o de los hepatocitos (HNF1a) y la consiguiente menor
expresion de PCSK9 en los hepatocitos*'. De hecho, en las
células HepGz2, la hiperinsulinemia disminuye la expresion
de PCSK9, un efecto que también se ha observado en muje-
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res obesas menopausicas®. Por el contrario, en varones sa-
nos la hiperinsulinemia mantenida durante 24 h no altero las
concentraciones de PCSK9" y la expresion de PCSK9 fue si-
milar en pacientes sanos, prediabéticos y diabéticos*. Por
lo tanto, el efecto global de la insulina sobre la expresion de
PCSK9 parece ser neutro.

El receptor activado de proliferacion de los peroxisomas
(PPAR) regula la expresion de PCSK9; los PPARa reducen la
actividad del promotor de PCSK9; de esta manera atentan
la expresion de PCSK9, mientras que al mismo tiempo los
PPARo incrementan la expresion de furina/PC5/6, que com-
porta un aumento de la escision de PCSK9*. Por el contra-
rio, los PPARy aumentan la expresion de PCSK9 en los
hepatocitos®.

Otros factores de transcripcion o factores como el FXR
(receptor X farnesoide), activado por los acidos biliares, re-
ducen la expresion de PCSK9“, mientras que el receptor X
hepatico (LXR) activado por oxiesteroles y el HINFP (factor
nuclear histona P) aumentan la expresion de PCSK9#047:48,

También, las sirtuinas 1y 6 (SIRT1/6), desacetilasas de
histona NAD-dependientes, reprimen el gen PCSK9%, redu-
cen la secrecion de PCSK9 y aumentan la expresion del rLDL
en los hepatocitos®®, modificando asi la homeostasis del
cLDL. Por ultimo, la adipocina resistina procedente del teji-
do adiposo incrementa la expresion de PCSK9 y reduce la
expresion del rLDL en los hepatocitos®.

En el proceso de internalizacion y degradacion del rLDL,
el degradador inducible del rLDL (Idol) es otra proteina in-
volucrada®. El Idol se une a la region C-terminal del rLDL>3>
y estimula la endocitosis no clatrina dependiente del rLDL>.
Idol se activa a través de la LXR empleando el complejo en-
dosomal necesario para el transporte del rLDL a los lisoso-
mas>¢. Asimismo, puede estimular los SREBP2 aumentando
asi la expresion de PCSK9 y reduciendo de nuevo la expre-
sion de rLDL. Es de destacar que los portadores de una mu-
tacion Idol (pArg266X) presentan una pérdida completa de
la funcion Idol y bajas concentraciones de cLDL".

Mutaciones PCSK9 y concentracion colesterol
unido a lipoproteinas de baja densidad

Los descubrimientos iniciales de las mutaciones en PCSK9
con ganancia de funcidén como causa de hipercolesterole-
mia, fueron seguidos por la descripcion de mutaciones
en PCSK9 con pérdida de funcién acompanadas de una
reduccion del colesterol®®. El descenso de la concentra-
cion de cLDL, aunque modesto (del 15 al 28%), es para
toda la vida y confiere una proteccion cardiovascular
considerable®.

Dado el papel contrarregulador de la PCSK9, las mutacio-
nes con ganancia de funcion en PCSK9 y su correspondiente
sobreexpresion comportan un menor numero de rLDL fun-
cionantes y mayores concentraciones de cLDL. Por el con-
trario, las mutaciones con pérdida de funcion en PCSK9 dan
lugar a valores mas bajos de cLDL (tabla 1; fig. 1).

Las mutaciones con ganancia de funcion en PCSK9 condu-
cen a la hipercolesterolemia y algunas son responsables de
esta forma de hipercolesterolemia familiar, incluyendo la
forma autosémica dominante'®5354¢0 Estas mutaciones, a
veces estan relacionadas con la reduccion de escision de
furina de PCSK9*', mientras que las mutaciones con pérdida

Tabla 1 Mutaciones del gen PCSK9

Mutaciones con ganancia
de funcion

T Funcién de PCSK9
T Degradacion de los rLDL
1 NUmero de rLDL

1 Absorcién de particulas
LDL por el hepatocito

Mutaciones con pérdida
de funcion

1 Funcién de PCSK9
| Degradacion de los rLDL
T NUmero de rLDL

T Absorcion de particulas
LDL por el hepatocito

T Concentracién cLDL 1 Concentracién cLDL

cLDL: colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad;
rLDL: receptor de las lipoproteinas de baja densidad.

de funcion estan relacionadas con la falta de fosforilacion
PCSK9 y posterior aumento de la protedlisis®’3,

Lipoproteina(a)

Un reciente metaanalisis de los estudios clinicos con inhibi-
dores de PCSK9 ha demostrado que estos reducen de forma
considerable la concentracion de la lipoproteina(a)
[Lp(a)]®, reconocido factor de riesgo cardiovascular. En la
actualidad, no se dispone de tratamiento farmacologico
para disminuir la Lp(a), a excepcion del acido nicotinico. Es
de destacar que la inhibicion de PCSK9 reduce la Lp(a) en
pacientes con hipercolesterolemia familiar homocigota, a
pesar de la ausencia de rLDL%. Por lo tanto se plantea la
cuestion de si la regulacion de la Lp(a) por PCSK9 puede ser
independiente del rLDL. Con esta perspectiva, la modula-
cion del receptor de lipoproteinas de muy baja densidad
por PCSK9 puede ser de gran interés, ya que el aclaramien-
to de la Lp(a) por los hepatocitos parece depender de la
expresion de dichos receptores®. Por lo tanto, la reduccion
de la expresion de PCSK9 o la actividad de union al receptor
podria mediar la reduccion de Lp(a). Aunque el mecanismo
molecular subyacente no esta completamente establecido,
entre las diferentes vias que pueden estar involucradas
cabe citar la disminucion de la sintesis de apo(a), la reduc-
cion de apo B o de su ensamblaje, y el incremento de la
eliminacion de la Lp(a) en el rifon, el higado y los tejidos
periféricos.

Conclusion

El descubrimiento de PCSK9 ha cambiado nuestra vision del
metabolismo del colesterol, desde un proceso regulado
completamente a través de mecanismos intracelulares a un
proceso autocrino/paracrino, que puede ser controlado por
componentes plasmaticos. Similar a las LDL, la PCSK9 sirve
de ligando al rLDL; por lo tanto, este Ultimo es el principal
determinante de los valores circulantes de PCSK9. Los por-
tadores de mutaciones con pérdida de funcion de PCSK9 tie-
nen bajas concentraciones de cLDL; incluso pequenas
reducciones de cLDL secundarias a mutaciones comunes en
PCSK9 pueden acompanarse de una reduccion de episodios
cardiovasculares.
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A pesar de que los anticuerpos monoclonales anti-PCSK9
se estan investigando ampliamente en ensayos clinicos de
fase lll y se han convertido en prometedores farmacos hipo-
lipemiantes, es importante recordar que su mecanismo de
accion es relativamente nuevo, y todavia existen lagunas en
la cinética, dinamica y funcion fisiolégica completa de
PCSK9.
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