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Nuestro objetivo es proporcionar al clinico los conoci-
mientos béasicos para la interpretacion de datos referidos
a enfermedades genéticas que le sirvan de ayuda a la
hora de tomar decisiones clinicas. Se hace un simil del
genoma humano con una enciclopedia, la «enciclopedia
de la vida», analizando como se transmite la informacion
genética, las causas, las consecuencias y las principales
reglas de nomenclatura de las mutaciones. Se discute a
continuacion qué mutaciones y como pueden contribuir
a la aparicion de la enfermedad cardiovascular. Por ulti-
mo, se describe la contribucion de la genética a la mejora
del diagndstico y el tratamiento de la hipercolesterolemia
familiar (HF), una de las entidades en que el tratamiento
hipolipemiante es eficaz y coste-efectivo. Se justifica el
empleo de técnicas de deteccion genética a gran escala
como son los biochips que analizan las principales muta-
ciones de los genes que originan el HF.

Palabras clave: Mutacion génica. Genética. Nomencla-
tura de las mutaciones. Hipercolesterolemia familiar.

Introduction to Genetics and Its Value in
Cardiovascular Disease Diagnosis: Basic
Concepts and the Example of Familial
Hypercholesterolemia

The main aim of this article is to provide clinicians with
the basic knowledge needed to interpret data on genetic
disorders that may be relevant to clinical decision-making.
The human genome is likened to an encyclopedia, “The
encyclopedia of life”, which is used to explain how genetic
information is transmitted and to describe the causes
and consequences of mutations, along with the main
rules used for naming them. There follows a discussion
of which mutations can contribute to the development
of cardiovascular disease and how they do so. Finally,
there is a description of how genetics has contributed to
improvements in the diagnosis and treatment of familial
hypercholesterolemia, one of the conditions in which
lipid-lowering therapy is efficacious and cost-effective.
In addition, there is an explanation of how large-scale
genetic assays, such as biochips, are used for detecting
the principle mutations found in the genes responsible for
familial hypercholesterolemia.

Key words: Gene mutation. Genetics. Mutation
nomenclature. Familial hypercholesterolemia.

EL GENOMA HUMANO

El simil mas utilizado para describir el genoma
humano, cuya secuencia se publicd por primera vez
en 2001'2, es el de una enciclopedia®. La “enciclo-
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pedia de la vida” consta de 44 volumenes (dos co-
pias de cada uno de los 22 cromosomas denomi-
nados autosomas) y dos volimenes adicionales, los
cromosomas sexuales (dos copias del X en las mu-
jeres y XY en los varones) lo que hace un total de
46 tomos.

El alfabeto utilizado en el genoma humano tiene
solamente 4 letras, o bases: adenina A, guanina G
(purinicas), timina T y citosina C (primidinicas). El
numero total de letras del genoma humano (ge-
noma diploide) es 3.000 millones y una parte de las
letras se encuentran agrupadas en capitulos (los
genes). Como si de un libro secreto se tratase, los
capitulos no son uniformes. Las zonas que poseen
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ABREVIATURAS

apoB: apolipoproteina B.

EC: enfermedad cardiovascular.

HAD: hipercolesterolemias autosémicas domi-
nantes.

HF: hipercolesterolemia familiar.

LDL: lipoproteinas de baja densidad.

LDLR: gen del receptor de las lipoproteinas de
baja densidad.

PCSKO9: gen de la proproteina convertasa subtili-
sina/kexina tipo 9.

PIC: complejo de preiniciacion.

SNP: polimorfismo de un unico nucleotido (sin-
gle nucleotide polymorphism).

«significado» (los exones, que suponen un 1-2% del
total de la enciclopedia) estan separadas por zonas
que carecen de ¢l (los intrones), que constituyen al-
rededor del 25% del total. Entre los capitulos hay
grandes areas (un 75% del total de la enciclopedia)
cuyo significado se desconoce (zonas intergénicas);
estas zonas son las mas numerosas.

Las zonas de los capitulos de la enciclopedia que
poseen «significado» (los exones) se traducen a otro
lenguaje formado por veinte palabras diferentes
(aminoacidos) que dan lugar a frases (las proteinas).
Las palabras de este nuevo lenguaje son el resultado
de traducir combinaciones de tres letras del lenguaje
original (codones). Algunas combinaciones de tres
letras codifican la misma palabra, por eso decimos
que el codigo genético es degenerado. Existen se-
flales mediante combinaciones de letras que indican
donde empiezan (ATGQG) las frases (coddn de inicia-
cion [start codon]) y tres combinaciones de letras
(TGA, TAG y TAA) que marcan donde terminan
(codon de parada [stop codon]).

En la actualidad la enciclopedia no tiene un in-
dice completo, es decir, no conocemos todos los
genes, sino uno parcial. Algunos capitulos todavia
no estan localizados y, por lo tanto, carecen de un
titulo. Como en una enciclopedia en la que algunos
capitulos carecen de titulo, existen zonas que con
gran probabilidad son genes pero cuyas identidad y
funcion todavia son desconocidas. Nuestro ge-
noma, segun el Human Genome Project, podria
tener unos 30.000 genes que podrian dar lugar a la
sintesis de hasta 100.000 proteinas diferentes.

TRANSMISION DE LA INFORMACION
GENETICA

Cada capitulo de nuestra «enciclopedia» se copia
y se transmite de célula a célula y de generacion en

hipercolesterolemia familiar

generacion. Durante la realizacién de las copias se
pueden producir errores (mutaciones) en la se-
cuencia del ADN, entre los que podemos encontrar
pequeias y grandes inserciones y deleciones. Estos
errores se transmiten en las sucesivas reproducciones
de la enciclopedia (transmision a la descendencia)®.
Aunque el 99,9% del genoma humano es idéntico en
todos los individuos, hay cierta variabilidad como
consecuencia de los procesos mencionados. Se pro-
duce aproximadamente un cambio de letra, lo que
denominamos polimorfismo de un solo nucledtido
(single nucleotide polymorphism [SNP]) cada 1.000
letras, pares de bases (pb). Por lo tanto, hay cerca de
3 millones de SNPs en todo el genoma que explica-
rian la mayor parte de la variabilidad interindivi-
dual.

Los SNP son, en gran medida, la causa de la va-
riabilidad genética interindividual observada. Se
pueden distinguir varios tipos de SNP: los rSNP
(aleatorios [random]) son los que estan situados en
la zona silenciosa del genoma y representan el 90%
del total; los gSNP (gen asociado), que podrian in-
fluir en el control de los genes, supondrian cerca de
1 millon, y los cSNP (de codoén), que se encuentran
en zonas codificantes y a menudo influyen en la
funcién del gen. El SNP Consortium ha anotado
1,7 millones. Se ha podido relacionar algunos de
estos cambios (se han anotado unos 80.000 en la
base de datos de la Universidad de Cardiff: http://
www.hgmd.cf.ac.uk) con alguna enfermedad, pero
el efecto de la mayoria es totalmente desconocido e
impredecible.

TRASCRIPCION DE LA INFORMACION
GENETICA

El acido desoxirribonucleico (ADN) gendmico
posee dos tipos de secuencias, las que llevan infor-
macion para la sintesis de proteinas (genes) y las
que no conducen a la sintesis de una molécula ac-
tiva de acido ribonucleico (ARN) o proteina (re-
giones intergénicas). Estas podrian desempefiar
funciones muy variadas: funciones estructurales en
el cromosoma, empaquetamiento del ADN, de or-
ganizacion de la cromatina dentro del ntcleo, o in-
cluso de regulacion de la expresion génica.

Por su parte, los genes dan lugar a los transcritos
de ARN, un proceso en el que interviene la enzima
ARN polimerasa. La molécula de ARN sintetizada
puede tener sus propias funciones (ARN de transfe-
rencia [ARNt], ribosémicos [ARNr] y micro-ARN),
pero en muchos casos es necesaria la traduccion a
proteina para que sea funcional. Como ya se ha co-
mentado, la mayoria de los genes estructurales de
los organismos eucariotas estan organizados en re-
giones codificantes interrumpidas por secuencias no
codificantes llamadas intrones (fig. 1).
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Fig. 1. En el proceso de transcripcion, la ARN polimerasa Il realiza una copia de ARN correspondiente al gen. Los intrones son eliminados del transcrito del
ARN inmaduro durante un proceso denominado de ayuste (splicing), para producir una molécula de ARN mensajero (ARNm), que posteriormente se traducira

en una molécula de proteina en los ribosomas.

ARN

O
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Fig. 2. Los factores de transcripcion (FT) —bien directamente, bien a tra-
vés de coactivadores (CoAct)— estabilizan la union del complejo de preini-
ciacion (PIC), que incluye la ARN polimerasa Il (POLII), al promotor del gen.
La estabilizacion da lugar al comienzo de la sintesis del ARN.

La transcripcion es el proceso mediante el cual se
sintetiza una molécula de ARN a partir de una se-
cuencia complementaria de ADN. Los puntos
correctos de inicio y final de la transcripcion de un
gen estan identificados en el ADN molde por una
secuencia promotora, situada corriente arriba del
gen (extremo 5°), y una secuencia terminadora, si-
tuada corriente abajo del gen (extremo 3’). Las se-
cuencias promotoras contienen regiones conser-
vadas (denominadas cajas TATA, GC, CAAT, etc.)
a las que se unen proteinas, denominadas factores
de transcripcion, que facilitan o impiden que la
ARN polimerasa II inicie el proceso de transcrip-
cion (fig. 2). Ademas de estas secuencias promo-
toras, existen otras secuencias reguladoras situadas

16B Rev Esp Cardiol Supl. 2009;9:14B-23B

en la zona 5’ del promotor, que permiten o facilitan
la union de moléculas que regulan la transcripcion
del gen. Algunos genes también poseen secuencias
potenciadoras (enhancers) ylo atenuadoras, que
pueden estar situadas tanto en la zona 5’ como en
la zona 3’ del gen, e incluso en determinados casos
en una regién situada dentro del gen.

Una vez sintetizado el ARN, éste debe ser despo-
jado de sus secuencias no codificantes (intrones) en
el proceso de ayuste (splicing en la terminologia in-
glesa) gracias a la existencia de secuencias conser-
vadas’. Todo ello conduce a la formacion del
ARNmMm, que en los ribosomas es traducido a pro-
teina (fig. 3).

MUTACIONES MOLECULARES, CAUSAS
Y CONSECUENCIAS

Las interacciones con agentes quimicos (altera-
ciones quimicas de la molécula de ADN como re-
sultado de hidrolisis, oxidacién o mutilacioén) o fi-
sicos (la luz ultravioleta es capaz de formar
fotoproductos, como los dimeros de pirimidina
entre bases de pirimidina adyacentes) pueden pro-
ducir cambios en el ADN, pero la mayoria de ellos
se producen de forma espontanea durante procesos
celulares, tales como los que tienen lugar durante la
replicaciéon o la reparacion del ADNS. En muchos
casos estos cambios en el ADN crean desaparea-
mientos de bases y dan lugar a mutaciones pun-
tuales. Pero también pueden producirse cambios
moleculares mayores, como deleciones e inserciones



Civeira F et al. Introduccién a la genética y su utilidad en el diagnostico

de las enfermedades cardiovasculares: conceptos basicos y el ejemplo de la
hipercolesterolemia familiar

Exon Intron Exon
Fig. 3. Proceso de ayuste: a) la secuencia do- Y —GT oo PyNPyPyPuAPy-........ AG —
nora esta constituida por los nucledtidos GT Junt Secuencia Junt
y situada en la posicion 5’ del intron; b) la se- dounno?a formadora ac:pnt(?ra
cuencia aceptora, que esta en el extremo 3’ de lazo
del intron y esta formada por el par AG, y ¢) la
secuencia formadora de lazo, que esta situada
entre =18 y —40 pb del extremo 3’ del intrén y Corte junta
tiene la secuencia PyNPyPyPuAPy (Py: base de izquierda  e—— ——
pirimidina; N: cualquier base; Pu: base de pu- l
rina). En el proceso de ayuste se forma un lazo _,
entre el grupo fosfato de la posicion 5’ de la G Fodrmlacmn — G —
(invariable de la junta izquierda del intrén) y el & lazo A
grupo OH de la posicién 2’ de la ribosa unida
a la A (invariable de la secuencia formadora i
de lazo). Una vez que se ha formado el lazo, el Podado del intrén Eones Intr6n
paso siguiente es la eliminacion del intron y la y empalme de exones
union de los extremos de los exones correspon- T —
dientes para dar lugar al ARNm.

de diferente tamafio. Las deleciones o inserciones se
producen cuando un fragmento de ADN se elimina
o se inserta en un lugar especifico del genoma.

Cuando una pequena delecién o insercidon tiene
lugar en una region codificante, se obtiene como re-
sultado una proteina mutada. En ocasiones puede
mantenerse el marco de lectura de los codones (de-
lecion o insercion en marco [inframe]), pero tam-
bién puede ocurrir que dicho marco de lectura se
vea modificado (delecidn o insercion con cambio de
marco [frameshift]) y se altere la secuencia protei-
nica corriente abajo de la mutacion. Este tipo de
mutaciones suele conducir a la aparicion de un
codon stop prematuro, por lo que se obtiene una
proteina truncada.

Las mutaciones puntuales, segin la zona del gen
en que tienen lugar y dependiendo del tipo de muta-
cion, pueden producir efectos muy variados en la
funcionalidad de la proteina correspondiente. Las
mutaciones que tienen lugar en las zonas promo-
toras, reguladoras o potenciadoras afectan a la ex-
presion del gen si el nucleotido o los nucledtidos
afectados son esenciales para la union de un factor
de transcripcion. En cambio, las mutaciones si-
tuadas en la zona codificante de la proteina pueden:
a) cambiar el marco de lectura, como hemos indi-
cado, y dar como resultado una proteina con una
secuencia diferente; ») modificar un solo aminoa-
cido, en cuyo caso la proteina mutada es idéntica a
la silvestre (wild type), con la excepcion de que
tiene un aminoacido cambiado (missense muta-
tion); ¢) cambiar un codon que codifica un ami-
noacido por un codon stop (nonsense), en cuyo caso
la proteina mutada serd una proteina truncada, y
d) cambiar un nucleotido que sea esencial para que
el proceso de ayuste se efectue de forma correcta,
en cuyo caso se producira un ARNm aberrante.

NOMENCLATURA DE LAS MUTACIONES:
REGLAS BASICAS

Hay cierta confusién en la terminologia. El tér-
mino mutacion se utiliza en ocasiones para indicar
un cambio y en otras para indicar un cambio que
causa cierta enfermedad. De forma similar, el tér-
mino polimorfismo se utiliza tanto para describir
un cambio que no causa enfermedad como para se-
flalar un cambio que se encuentra con una fre-
cuencia > 1% de la poblacion. Para evitar esa con-
fusién, es preferible no utilizar los términos
mutacién y polimorfismo (incluso SNP) y emplear
términos tales como variaciones de secuencia, alte-
racion o variante alélica’s.

Segun el tipo de nucleoétido sustituido, las muta-
ciones puntuales se denominan: a) transicion, que
consiste en la sustitucion de una pirimidina por otra
o de una purina por otra, de tal forma que un par
G-C es reemplazado por un par A-T o viceversa, y
b) transversion, cuando una purina es reemplazada
por una pirimidina o viceversa, en cuyo caso un par
A-T es reemplazado por un par T-A o C-G.

Para nombrar las mutaciones se recomienda uti-
lizar una serie de reglas elaboradas por el Human
Genome Organization (HUGO) Gene Nomencla-
ture Committee (HGNC), que se detallan en su pa-
gina web (www.hgvs.org/mutnomen/recs) y resu-
mimos a continuacion:

— La regla mas importante es que las variantes
deben ser descritas en el nivel mas basico posible, es
decir a nivel de ADN. La descripcion siempre debe
referirse a una secuencia de referencia, ya sea la se-
cuencia genomica o la codificante de ADN.

— Para genes/proteinas, solo se utilizaran los sim-
bolos recomendados por el HGNC (disponibles en:

Rev Esp Cardiol Supl. 2009;9:14B-238  17B
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www.genenames.org/guidelines.html). Cuando se
hace referencia a nivel de ARN o proteina en un de-
terminado texto, la primera vez que se menciona
debe utilizarse el siguiente formato: en primer lugar
ADN vy entre paréntesis proteina o ARN. Ejemplo:
c.48G>C (p.Trpl16Cys).

— Cuando se describen varios cambios, €s conve-
niente proporcionar una tabla con la lista de los ha-
llazgos, utilizando columnas separadas para ADN,
ARN vy proteinas, e indicar si los cambios fueron
deducidos de forma experimental o teorica.

— Para hacer referencia a un nucleétido, debera
precederle la letra g en minuscula si se trata del ADN
gendmico, la ¢ minuscula si se refiere a un ADN co-
dificante (ADN-c), la m minuscula si se refiere a un
ADN mitocondrial, la r mindscula si se refiere a una
secuencia de ARN ribosomal y la p mintscula si se
refiere a una proteina. Para evitar posibles confu-
siones entre el numero del nucledtido y la g, la ¢, etc.,
se intercalara un punto. Por ejemplo g.576, significa
que se trata del nucleétido que esta situado en la po-
sicién 576 del ADN gendmico.

Descripcion a nivel de ADN

En la numeracion de nucleétidos de la secuencia
de ADN de referencia, la A del codon de iniciacién
(ATG) se considera el nucledtido +1. No hay
ningun nucledtido que se enumere con el cero. Los
nucleoétidos que se encuentran en posicion corriente
arriba del +1 deben ir precedidos por el signo
menos; por ejemplo, —1, -2, -3, etc. Los nucledtidos
situados corriente abajo del +1 no van precedidos
de ningn signo.

La secuencia de referencia que se utilice para el
ADN debe ser preferentemente la descrita en
RefSeq database, que se encuentra en: www.ncbi.
nlm.nih.gov/RefSeq/

En las secuencias de referencia genomicas: a) la
numeracién de nucleotidos es puramente arbitraria
y empieza en el 1 del nucledtido de la base de datos
de la secuencia de referencia. No se utilizan los
signos + y — Cuando no se conoce la secuencia ge-
noémica completa, se debe utilizar una secuencia de
ADN codificante de referencia.

Para la descripcion de cambios especificos:

— El simbolo > indica una sustitucion a nivel de
ADN; por ejemplo, c.75A>T.

— El simbolo _ indica un cambio que afecta a
varios residuos, que separa el primero y el ultimo
de los residuos afectados; por ejemplo,
¢.77_79delACT.

— Con del se indica una delecion; por ejemplo,
c.77delA.

— Con dup se indica una duplicacidon; por
ejemplo, c.dupA.

18B Rev Esp Cardiol Supl. 2009;9:14B-23B

— Con ins se indica una insercion; por ejemplo,
c.75_76insG.

Los cambios de nucledtido deben empezar por el
numero del nucleétido seguido del cambio que tiene
lugar en esa posicion; por ejemplo, 576G>C signi-
fica que el nucledtido de la posicion 576 que en la
secuencia de referencia es una G ha sido reempla-
zado por una C.

Al describir dos variantes de secuencia en un
mismo individuo:

— Dos cambios en la secuencia en diferentes alelos
se representan entre corchetes, separados por el
signo +; por ejemplo, c.[76A>C]+[87delG].

— Dos variantes de secuencia en el mismo alelo se
ponen entre corchetes separados por punto y coma;
por ejemplo, c.[76A>C; 83G>C].

— Dos variantes de secuencia en alelos descono-
cidos se ponen entre corchetes separadas por (+);
por ejemplo, ¢.[76A>C(+)83G>C].

Para designar la localizacion de una variacion en
un intrén, se puede utilizar la numeracion de los
nucledtidos correspondientes al ADN-c. Por
ejemplo, ¢.1232+1G>C significa la sustitucién de G
por C del primer nucle6tido del intrén que sigue a
la posicion 1232 del ADN-c. Cuando no se dispone
de la secuencia completa del ADN gendmico para
designar las mutaciones que tienen lugar en los in-
trones, se antepone IVS seguido del numero del in-
tréon y un numero positivo, que corresponde a la
posicidn del nucleotido a partir de la G de la junta
donora (GT), o un numero negativo, que corres-
ponde a la posicion del nucledtido a partir de la G
de la junta aceptora (AG). Asi, por ejemplo,
IVS4+1G>C significa la sustitucion de G por C del
nucledtido +1 del intron 4.

Descripciones a nivel de proteina

Las descripciones de variantes a nivel de proteina
deben reflejar los cambios observados a nivel de
proteina y no tratar de incorporar ningin conoci-
miento relativo a cambios a nivel de ADN.

El codigo de tres letras debe ser el preferido para
describir los aminoacidos (tabla 1).

La descripcion cambio de marco de lectura
(frameshift) no debe incluir la delecion del sitio
donde esta localizado dicho cambio del extremo
C-terminal natural (codon stop) de la proteina; es
decir, p.Arg97ProfsX23 y no p.97_Pro109delfsX23.
La misma recomendacion para las inserciones en
marco, es decir, no describir los aminoacidos in-
sertados, solo la longitud total del nuevo frag-
mento; por ejemplo, p.Glu5ValfsX5 y no p.
Glu5Valins2fsX3.
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Alanina Aa A Glutamato
Arginina Arg R Glutamina
Asparagina Asn N Histidina
Aspartato  Asp D Isoleucina
Cisteina Cys C Leucina
Fenilalanina Phe F Lisina
Glicina Gy G Metionina

Glu E Prolina Pro P
Gin Q Serina Ser S
His H Tirosina Tyr Y
lle | Treonina THr T
leu L Triptéfano Trp w
Lys K Valina Val v
Met M Codon de parada Ter X

Para la nomenclatura de mutaciones basada en
aminoacidos, el codon de iniciacion metionina es el
codén +1.

Las secuencias de referencia de la proteina
deben ser representativas del producto de traduc-
cion primario, no de una proteina procesada, y
por lo tanto han de incluir toda la secuencia del
péptido senal.

Los aminoacidos originados por cambios intro-
ducidos corriente arriba de la iniciacion de la tra-
duccion son numerados como los nucledtidos; por
ejemplo, Ser-3, Thr-2.

Los aminoacidos originados por cambios resul-
tantes en la traduccion de secuencias intronicas
deben ser numerados como los nucleotidos; por
ejemplo, Phe5-3, GIn5-2, Cys4+1.

Los aminoéacidos originados por la desaparicion
de un codon stop que producen que la traduccion se
prolongue se nombran Arg*1, Ser*2, etc.

La X se utiliza para describir un codén de finali-
zacion de la traduccion.

Para describir una sustitucion, el aminoacido sil-
vestre (wild type, el de mayor frecuencia en la po-
blacion) se nombra antes y el mutado después; por
ejemplo, Arg370Ser.

LA ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR COMO
UNA ENFERMEDAD GENETICA COMPLEJA.
IDENTIFICACION DE VARIANTES GENICAS
QUE LA ORIGINAN

En las enfermedades monogénicas casi todos los
poseedores de un alelo padecen la enfermedad (se
habla entonces de penetrancia elevada), lo que faci-
lita la identificacién de la variante génica que las
causa. Ese no es el caso de la enfermedad cardio-
vascular (EC). Es cierto que existen tipos monogé-
nicos, como la hipercolesterolemia familiar (HF)
(véase mas adelante), pero en general la enfermedad
no sigue un patréon mendeliano tipico. Algunos au-
tores seflalan que en el proceso podrian participar
al menos un centenar de genes’, cuyo efecto depen-
deria, ademas de determinadas condiciones ambien-
tales, de un patron caracteristico de las enferme-
dades comunes.

La hipotesis denominada «enfermedades co-
munes, variantes comunes» propone que las va-
riantes que causan las enfermedades comunes
tienen elevada frecuencia en la poblacion general'®.
Aunque se trata de la hipdtesis con mas apoyo, ac-
tualmente un numero importante de cientificos
respaldan una alternativa en la que se incluirian
también las combinaciones de variantes raras''. En
ambas, sin embargo, se propone que el efecto ais-
lado de cada una de las variantes debe de ser muy
pequeno. Es la combinacion de muchas variantes
patogénicas lo que incrementaria la probabilidad
de padecer la enfermedad. Asi, en la poblacion ha-
bria un continuo en uno de cuyos extremos esta-
rian los poseedores de las variantes mas patogé-
nicas, que padeceran la enfermedad incluso
cuando su estilo de vida sea saludable. En el otro
extremo estarian los poseedores de las variantes
saludables que pueden eludir la enfermedad in-
cluso si su estilo de vida se aleja del aconsejado.
Por lo tanto, la futura identificacion de las va-
riantes que causan la enfermedad podria tener un
importante valor predictivo.

Como se ha comentado, existen millones de va-
riantes en el genoma, de las cuales sélo unos pocos
cientos estarian implicadas en el desarrollo de la
EC. Los grandes estudios del genoma completo per-
miten el analisis simultaneo de méas de medio millén
de marcadores genéticos distribuidos por todo el
genoma en grupos de individuos que presentan la
enfermedad y su comparacién con grupos de con-
trol. Aunque estos estudios integrales han revelado
asociaciones importantes'?, el anélisis de tantas va-
riantes supone una gran limitacion estadistica, de
manera que sélo las asociaciones muy fuertes (con
valores de p = 10®) se aceptan como estadistica-
mente significativos en el analisis'®.

Una estrategia complementaria es la de los genes
candidatos, en la que se buscan variantes asociadas
a determinados genes. Si, por ejemplo, se sabe que
el riesgo cardiovascular aumenta en presencia de
concentraciones elevadas de colesterol o presiones
sanguineas altas, los genes que codifican proteinas
que tengan un papel reconocido en estos procesos
constituirian un objeto de estudio obvio. Como es
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logico, la seleccion de los genes a estudiar exige un
conocimiento previo de su papel y/o de la etiologia
de la enfermedad.

LAS VARIANTES EN LAS REGIONES
REGULADORAS COMO CANDIDATAS
IDEALES

Las variantes situadas en las regiones codificantes
normalmente producen efectos muy graves y no en-
cajan en el modelo actual de enfermedades co-
munes. De ahi que la atencion de los investigadores
haya derivado hacia las variantes en las regiones re-
guladoras. Hay dos razones por las que este tipo de
variantes resultan idéneas para explicar las enfer-
medades comunes. La regulacion de la expresion
génica se lleva a cabo sobre todo en la iniciacién de
la transcripcién. Aqui tiene lugar la union de un
complejo multiproteinico (complejo de preinicia-
cion [PIC]) en el promotor del gen para asi co-
menzar la sintesis de ARNm. Tanto el acceso de las
proteinas al ADN como la estabilidad del complejo
formado son los principales factores que deter-
minan la cantidad de ARNm sintetizada. En ambos
procesos los factores de transcripcion desempefian
un papel muy relevante. Llevan a cabo su funcion
uniéndose a sus secuencias de reconocimiento en la
region reguladora. Estas secuencias son especificas
para cada uno de los factores y los cambios de se-
cuencia pueden dar lugar a cambios en la afinidad
del factor o incluso producir la aparicion de un
nuevo elemento regulador. En las secuencias de re-
conocimiento hay un elevado grado de flexibilidad
y muy raramente la secuencia pierde totalmente su
capacidad de unirse al factor como consecuencia
del cambio de un nucleotido. Esta flexibilidad es la
que puede servir para explicar la baja penetrancia
de las mutaciones y lo que las hace ideales para ex-
plicar la base genética de las enfermedades co-
munes.

En general, este tipo de enfermedades no se hace
evidente hasta que concurren ciertos factores am-
bientales. En casos como éste, es mucho mas sen-
cillo explicar la genética de la enfermedad si supo-
nemos un modelo basado en la existencia de una
variante en un elemento regulador. Hay que tener
en cuenta que no todos los factores de transcripcion
estan activados en la célula en todo momento. De
hecho, la sintesis y/o la activacidn de los factores de
transcripcién son los principales sistemas por los
que la célula responde a las senales del ambiente.
Por otra parte, algunos factores de transcripcion se
expresan de forma exclusiva en algunos periodos
del desarrollo y otros solamente se expresan o son
activos ante determinado estimulo, sea éste quimico
u hormonal, algo también caracteristico de enfer-
medades como la EC.
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EJEMPLO DE LA HIPERCOLESTEROLEMIA
FAMILIAR

La HF es una enfermedad autosémica codomi-
nante caracterizada por concentraciones muy ele-
vadas de colesterol de las lipoproteinas de baja den-
sidad (cLDL) en sangre, aumento del riesgo de
enfermedad coronaria prematura y depoésitos extra-
vasculares de lipidos como son los xantomas tendi-
nosos y el arco corneal en las primeras décadas de
la vida'*. La HF se produce por mutaciones en el
gen que codifica el receptor celular de las LDL
(LDLR). Su ligando natural es la apoliproteina B
(apoB), que es la proteina mayoritaria de las LDL.
La HF es una enfermedad frecuente, ya que en la
mayoria de los paises la prevalencia de HF se situa
en 1/500 sujetos en su forma heterocigota, por lo
que se calcula que hay cerca de 100.000 sujetos
afectos en Espanal®.

La HF es la causa mas frecuente (70%) y mejor
conocida de las hipercolesterolemias autoséomico-
dominantes (HAD) caracterizadas por la presen-
tacion familiar de hipercolesterolemia con un
claro patron bimodal en las concentraciones de
cLDL entre sus miembros'®. Otras causas menos
frecuentes (5%) de HAD son: a) las mutaciones
en el gen de apoB, y entonces la HAD se deno-
mina apoB-100 defectuosa familiar; 5) muta-
ciones con ganancia de funcién en PCSK9 (<
1%), proteasa que esta involucrada en la degra-
dacion del LDLR y se denomina FH3, y ¢) la
hiperlipoproteinemia(a), que es la causa de HAD
en aproximadamente un 2-3% de los casos'’.
Aproximadamente, en un 30% de las HAD se
desconoce el defecto genético que las origina,
aunque en algunas de ellas un aumento en la ab-
sorcion intestinal de esteroles pudiera desem-
penar un papel patogénico importante!®. Los fe-
notipos lipidico y cardiovascular de las HAD
dependientes del LDLR y apoB son indistingui-
bles entre si y mas graves que para el resto de las
HADY, por lo que su manejo clinico suele abor-
darse de forma conjunta y bajo la denominacion
HF?,

La HF es un ejemplo paradigmatico de ateroscle-
rosis precoz in vivo dependiente del cLDL y una de
las entidades en las que el tratamiento hipolipe-
miante es mas eficaz y coste-efectivo. La preva-
lencia de enfermedad coronaria en los sujetos hete-
rocigotos HF antes de la era de las estatinas se
situaba en torno al 50% de los varones y el 20% de
las mujeres antes de los 50 afios. En la actualidad
todas las series muestran un descenso importante
en la morbilidad y mortalidad cardiovascular de-
bido al uso mucho mas extensivo en estos pacientes
de estatinas en monoterapia o en combinacion con
otros farmacos hipolipemiantes como ezetimiba?..
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TABLA 2. Indicaciones para el diagnéstico genético con la sospecha de HF*

Sujetos con cLDL elevado y triglicéridos normales
Presencia personal o familiar de xantomas tendinosos
Si el cLDL > 160 mg/dl
Ausencia personal o familiar de xanthomas tendinosos
Edad 18-30 si el cLDL > 220 mg/dI
Edad 30-39 si el cLDL > 225 mg/dl
Edad > 40 si el cLDL > 235 mg/dl

Sujetos con hiperlipemia mixta (colesterol total elevado y triglicéridos > 200 mg/dI)

Colesterol total > 335 mg/dl
0
Apolipoproteina B > 185 mg/dl

cLDL: colesterol de las lipoproteinas de baja densidad; HF: hipercolesterolemia familiar.

*En el seno de familias con la sospecha clinica de HF debido a distribucion bimodal de colesterol en la familia y ausencia de causas secundarias.

Diagnéstico clinico de la HF

Dado que disponemos de un tratamiento muy
eficaz, el diagnoéstico precoz de la HF es una prio-
ridad sociosanitaria, como ha sefialado la OMS?.
El diagnéstico de la HF se ha venido realizando
tradicionalmente segtn criterios clinicos basados en
la presencia familiar y personal de enfermedad co-
ronaria prematura, concentraciones de cLDL en
sangre y la presencia de depodsitos superficies de co-
lesterol en el arco corneal y los xantomas tendino-
so0s?*%, Sin embargo, el diagnostico clinico presenta
problemas: las concentraciones de colesterol total y
cLDL no discriminan con suficiente sensibilidad a
los sujetos afectos en la poblacién general e incluso
en el seno de una familia con el diagnostico de HF.
El solapamiento entre afectos y no afectos es espe-
cialmente importante en personas jovenes, entre
quienes aproximadamente el 20% tienen cifras de
cLDL que pueden dar un diagndstico equivocado®.
Asimismo, el arco corneal y los xantomas son muy
raros en los heterocigotos en las primeras décadas
de la vida, por lo que ayudan poco en el diagnods-
tico, especialmente en jovenes. Por estos motivos,
los criterios clinicos empleados en el momento ac-
tual presentan una escasa correlacion con el diag-
nostico genético?’. Nosotros hemos evaluado re-
cientemente el valor de los tres criterios mas
frecuentemente utilizados en el diagnoéstico clinico
de la FH, y su sensibilidad y especificidad se en-
cuentran en torno al 70%", por lo que recomen-
damos realizar el diagndstico genético en los casos
descritos en la tabla 2.

Diagnostico genético en la HF

Se conocen mas de mil mutaciones diferentes en
LDLR y al menos tres en 4POB causantes de HF,
aunque la mutacion CGG/CAG en el codon 3500
que sustituye glutamina por arginina (R3500Q) es
la mas frecuente causa de apoB defectuosa familiar.

Esta gran heterogeneidad molecular es constante en
la mayor parte de las poblaciones, incluida Espaiia,
donde se conocen mas de 250 mutaciones dife-
rentes'>. Los defectos son variados: desde muta-
ciones puntuales o pequefias deleciones o inser-
ciones (< 20 pb) a grandes reordenamientos que
afectan a una gran parte del LDLR. Solamente en
determinadas poblaciones con elevado aislamiento
genético existen mutaciones con efecto fundador
que hacen que muy pocas mutaciones originen HF
y que la frecuencia de la enfermedad sea mas alta
de lo encontrado en otras poblaciones. Esto ocurre
con la poblacion franco-canadiense, los libaneses
cristianos, los finlandeses, los judios asquenazies o
poblacion blanca de Sudafrica!®!e,

La confirmacion de una mutacion funcional en
los genes del LDLR o apoB es de elecciéon en la HF
porque proporciona un diagnostico de certeza. La
utilidad del diagnéstico genético ha sido confir-
mada en muchos estudios, ya que identifica precoz
¢ inequivocamente a sujetos con riesgo cardiovas-
cular elevado, facilita el consejo genético, estratifica
mejor el prondstico de acuerdo con el tipo de muta-
cién®, ayuda a la busqueda de familiares afectos,
facilita al médico la indicacién de tratamiento y a
los pacientes, su cumplimiento®, y en nuestro pais,
en muchos casos, permite a los pacientes acceder a
una aportacion reducida en la compra de las esta-
tinas.

El analisis genético no puede aplicarse todavia a
grandes grupos de poblacidén debido su coste, su
disponibilidad y su complejidad, por lo que actual-
mente la principal recomendacion de las guias inter-
nacionales para el manejo clinico de la HF es el
diagndstico genético en las siguientes situaciones?:

1. Poblaciones en que unas pocas mutaciones
causan la mayor parte de los casos de HF.

2. Poblaciones en que la mayor parte de las mu-
taciones son conocidas y existen herramientas de
diagnéstico genético rapido.
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3. Sujetos con fenotipos lipidicos equivocos en el
seno de familias con mutacion causante de la HF
conocida.

Herramientas para el diagnéstico genético
en la HF

El hecho de que al menos tres genes y no menos de
varios centenares de mutaciones puedan ser la causa
de una HF en la mayor parte de los sujetos obliga a
emplear técnicas de deteccién genética a gran escala.
Basicamente existen dos procedimientos: @) la secuen-
ciacion completa del LDLR, y b) el uso de mi-
croarrays o biochips de ADN. El del LDLR es un gen
grande, por lo que su secuenciacion y su analisis son
costosos y laboriosos. Los microarrays consisten en
un soporte donde se encuentran depositadas sondas
de ADN que incluyen las mutaciones causales de la
HF en una determinada poblacion. La hibridacién del
ADN a estudiar permite la identificacion de las muta-
ciones de forma rapida y con sensibilidad y especifi-
cidad > 99%. Su principal inconveniente es que re-
quiere el conocimiento previo de las mutaciones de la
HF en la poblacién a la que se va a aplicar el test.
Afortunadamente, en Espafia se ha realizado un labo-
rioso analisis de LDLR y APOB en la HF", por lo
que se ha optimizado un microarray que comprende
234 mutaciones en LDLR, las mutaciones de APOBy
las principales mutaciones causales de hipercolestero-
lemia en PCSK9*. Este microarray, denominado
Lipochip, es pionero en el mundo en el diagnoéstico de
una enfermedad genética, su uso se ha generalizado en
Espana y se estd desarrollando en otros paises con
base genética conocida de la HF como Paises Bajos,
Italia y Estados Unidos.

CONCLUSIONES

Para entender la estructura y como funciona el
genoma humano, se puede comparar con una enci-
clopedia. Para nombrar las mutaciones genéticas se
debe seguir unas reglas de nomenclatura aceptadas
por la comunidad cientifica. Se puede considerar
que la enfermedad cardiovascular es una enfer-
medad genética compleja, consecuencia de la inte-
raccion entre factores tanto genéticos como am-
bientales. La hipercolesterolemia familiar es una
enfermedad autosdmica codominante, ejemplo pa-
radigmatico de aterosclerosis precoz cuyo diagnos-
tico constituye una prioridad sociosanitaria, ya que
se puede disminuir el riesgo cardiovascular de los
pacientes mediante tratamientos que son eficaces.
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