SECUENCIACION DEL GEN LDLR Y MANEJO NUTRICIONAL EN FAMILIAS

COLOMBIANAS CON HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR

LUISA FERNANDA GOMEZ NAVARRO

PONTIFICIA UNIVERSIDAD JAVERIANA
FACULTAD DE CIENCIAS
CARRERA DE NUTRICION Y DIETETICA

BOGOTA D.C
2018



SECUENCIACION DEL GEN LDLR Y MANEJO NUTRICIONAL EN FAMILIAS

COLOMBIANAS CON HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR

LUISA FERNANDA GOMEZ NAVARRO

TRABAJO DE GRADO

Presentado como requisito parcial para optar por el titulo de

Nutricionista Dietista

Greizy Lépez, Bact, PhD
Instituto de Genética Humana
Directora

Lilia Yadira Cortes, ND., MSc., PhD
Departamento de Nutricién y Bioquimica

Directora

Nancy Gelvez, Bact, MSc
Instituto de Genética Humana

Codirectora

Marta Lucia Tamayo, MD, MSc
Instituto de Genética Humana

Codirectora

PONTIFICIA UNIVERSIDAD JAVERIANA
FACULTAD DE CIENCIAS
CARRERA DE NUTRICION Y DIETETICA
BOGOTA D.C. 2018



NOTA DE ADVERTENCIA

Articulo 23 de la Resolucion N° 13 de Julio de 1946

“La Universidad no se hace responsable por los conceptos emitidos por sus
alumnos en sus trabajos de tesis. Solo velara por que no se publique nada
contrario al dogma y a la moral catdlica y por qué las tesis no contengan ataques
personales contra persona alguna, antes bien se vea en ellas el anhelo de buscar

la verdad y la justicia”



SECUENCIACION DEL GEN LDLR Y MANEJO NUTRICIONAL EN FAMILIAS
COLOMBIANAS CON HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR

LUISA FERNANDA GOMEZ NAVARRO

APROBADO

reizy Lopez, Hact, PhD Yadyra Cortes-ND, PhD

Instituto de Genética Humana Departamento de Nutricién y
Directora Bioquimica
Directora
i}.l.lu.m\ (.\ L\,\Mfu,t Mtﬁ ﬂa&v\’d "’T;w s lq J
Nancy Gelvez, Bact, MSc Marta Lucia Tamayo, MD, MSc
Instituto de Genética Humana Instituto de Genética Humana
Codirectora Codirectora

Wilson Teran, PhD
Departamento de Nutricion y Departamento de Biologla
Bloquimica Jurado

Jurado



SECUENCIACION DEL GEN LDLR Y MANEJO NUTRICIONAL EN FAMILIAS

COLOMBIANAS CON HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR

LUISA FERNANDA GOMEZ NAVARRO

APROBADO

Concepcién Judith Puerta Bula Martha Constanza Liévano
Bacteriéloga., MSc, PhD Nutricionista Dietista. MSc
Decana de Facultad Directora de Carrera



DEDICATORIA

A mis padres por su incondicional apoyo, amor, paciencia y entrega, sin importar
las adversidades nunca desistieron, me ensefiaron que por mas grande que sea
el problema siempre hay una solucion, asi no lo parezca.

Me siento realmente orgullosa de ustedes.



AGRADECIMIENTOS

A la Dra. Greizy Lopez por su dedicacién, apoyo y confianza, por sus consejos
gue ayudaron a formarme como persona y como investigador; todo lo que se dé

genética se lo debo a ella.

Al Instituto de Genética (Visual auditivo) por abrir sus puertas a esta estudiante

novata, gracias por la confianza depositada.

A la profesora Yadyra Cortes por sus consejos y apoyo.

A mi hermano por siempre estar a mi lado y ayudarme.

A todas las personas que aportaron su granito de arena para que este proyecto

culminara con éxito.

vii



TABLA DE CONTENIDOS

1. INTRODUCCION

2. MARCO TEORICO Y REVISION DE LA LITERATURA

3. FORMULACION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

3.1 FORMULACION DEL PROBLEMA

4. OBJETIVOS
4.10bjetivo general

4.2 Obijetivos especificos

5. MATERIALES Y METODOS
5.1 POBLACION OBJETO DE ESTUDIO
5.2 TECNICAS MOLECULARES

5.2.1 ANALISIS MOLECULAR
5.2.2 ANALISIS DE VARIANTES

5.3 REVISION BIBLIOGRAFICA SOBRE EL MANEJO NUTRICIONAL DE
PACIENTES CON HIPERCOLESTEROLEMIA Y ELABORACION DE LA

HERRAMIENTA NUTRICIONAL

6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 FAMILIA 26HF

6.2 FAMILIA 27HF

6.3 MANEJO NUTRICIONAL: REVISON DE LA LITERATURA

6.3.1 Dieta saludable
6.3.2 Actividad fisica

6.3.3 Reduccioén del peso corporal cuando hay sobrepeso/obesidad

6.3.4 No fumar
6.3.5 Alcohol
6.3.6 Educacion

6.4 HERRAMIENTA DE EDUCACION NUTRICIONAL

11

12

17

17

19

19

19

20

20

20

21
22

23

25

25

29

32
32
35

36
36
36

37



7. CONCLUSIONES 39

8. RECOMENDACIONES 39
10. ANEXOS 43
10.1 ANEXO 1: Historia clinica nutricional del propésito 26HF1 43
10.2 ANEXO 2: Historia clinica nutricional del propésito 26HF2 51
10.3 ANEXO 3: Historia clinica nutricional del propésito 26HF3 58

ANEXO N 4: Revision de la literatura sobre manejo nutricional del paciente con
hipercolesterolemia 64

ANEXO N 5: GEN LDLR / PRIMERS 81

INDICE DE ILUSTRACIONES

ILUSTRACION 1: A) Xantomas eruptivos y planos en manos y rodillas de un nifio de 5
afios con hfho. b) arco corneal completo 12

ILUSTRACION 2: Ubicacion del gen LDLR 14
ILUSTRACION 3: Sitio adecuado para la medicién de la circunferencia del carpo. 15
ILUSTRACION 4: Pedigree de la familia 26HF 25
ILUSTRACION 5: Electroferograma de la mutacion c.11G>A, P.W4X 26
ILUSTRACION 6: Arco corneal completo del propdsito 26HF1 28
ILUSTRACION 7: Pedigree de la familia 27HF 29
ILUSTRACION 8: Electroferograma de las variaciones ¢.1187G>A P.G396D Y C.1187-
1G>T 30
ILUSTRACION 10: Iméagenes de la aplicacion para el celular desarrollada 38

INDICE DE TABLAS

TABLA 1: Protocolo estandar utilizado en la amplificacién de los 18 exones del gen LDLR

21
TABLA 2: Primers utilizados para la amplificacion de los 18 exones del gen LDLR 22
TABLA 3: Variantes no patogénicas identificadas en el andlisis del gen LDLR 31



RESUMEN

La Hipercolesterolemia Familiar (HF) es una enfermedad genética causada por
mutaciones en diferentes genes. E e ellos, el gen LDLR es el mas
frecuentemente asociado, ya que es responsable de aproximadamente el 90% de
los casos. Se han descrito mas de 1.700 mutaciones en este gen a nivel mundial,
pero en Colombia poca es la informacién que se tiene al respecto. De otro lado,
tampoco existe informacion sobre el estado nutricional de los individuos
diagnosticados con HF en nuestro pais. Este estudio se centré en el andlisis de
familias con hipercolesterolemia familiar autosémica dominante. Por un lado, se
pretendia realizar el diagnéstico molecular de la familia por medio del andlisis
mutacional del gen LDLR, y el diagndéstico nutricional de la misma familia a través
de una valoracién nutricional completa. Adicionalmente, se realizé una completa
revision de la literatura sobre el manejo nutricional de la hipercolesterolemia
familiar, con el fin de desarrollar una aplicacion para celular que ayude a los
individuos afectados a minimizar las complicaciones de salud. Se lograron analizar
5 familias con diagndstico clinico de hipercolesterolemia familiar y se identificaron
dos variantes patogénicas en dos familias diferentes. La primera variante se
identifico en 2 integrantes de una familia en los cuales su estado nutricional no era
el mas adecuado. La segunda variante se identific6 en los tres miembros

afectados de otra familia.



ABSTRACT

Familial hypercholesterolemia (HF) is a genetic disease caused by mutations in
different genes. Among them, the LDLR gene is the most frequent associate, since
it is responsible for approximately 90% of the cases. More than 1,700 mutations
have been described at this global level, but in Colombia isn’t the information that
is available about it. On the other hand, there is no information on the nutritional
status of individuals diagnosed with FH in our country. This study focused on the
analysis of a family with autosomal dominant familial hypercholesterolemia. On the
one hand, it is intended to perform the molecular diagnosis of the family by means
of the mutational analysis of the LDLR gene, and the nutritional diagnosis of the
same family through a complete nutritional assessment. Additionally, a complete
review of the literature on the nutritional management of familial
hypercholesterolemia was carried out in order to develop a cell phone application
that helps individuals affected by health complications. Five families with a clinical
diagnosis of familial hypercholesterolc ia were analyzed and two pathogenic
variants were identified in two different families. The first variant was identified in 2
members of the family in which their nutritional status wasn’t the most appropriate.

The second variant was identified in the three affected members of another family.



1. INTRODUCCION

La hipercolesterolemia familiar (HF) es un desorden genético de herencia
autosomica dominante. Se caracteriza por concentraciones muy elevadas de
lipoproteinas de baja densidad (cLDL) en sangre, convirtiéndola en una de las
principales causantes de enfermedades cardiovasculares, principal causa de

muerte en Colombia.

La HF es causada por mutaciones en varios genes: el gen LDLR asociado
aproximadamente al 90% de los casos, seguido por los genes APOB, PCSK9 y
LDLRAP1 (Merchéan, y otros, 2016). El elevado porcentaje de asociacion del gen

LDLR, resalta la importancia del estudio de este gen.

Se han descrito mas de 1.700 mutaciones en el gen LDLR, pero en Colombia no

se tiene informacién sobre éstas ni su relacién con el estado nutricional.

El objetivo de este trabajo fue realizar el analisis molecular del gen LDLR en
familias colombianas con HF, asi como también elaborar una herramienta
educativa que ayude a minimizar las complicaciones de salud en este grupo. La
identificacion de la mutaciéon genética permite brindar asesoria y un diagnéstico
mas acertado, lo que conllevara a dar un tratamiento mas adecuado, mejorando
asi el pronostico de la enfermedad. Por otro lado, la valoracién nutricional de
familias con HF, permite determinar el diagndstico nutricional de cada individuo,
asi como los habitos alimentarios inadecuados. Igualmente, se resalta la
necesidad de establecer una revision de literatura sobre el manejo nutricional de
los pacientes con HF ya que la dieta juega un papel muy importante en la
prevencion y manejo de las enfermedades cardiovasculares. La revision de la
literatura es importante para el desarrollo de la herramienta que permitira que los
pacientes conozcan un poco mas sobre su enfermedad y se responsabilicen de

su alimentacion.
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2. MARCO TEORICO Y REVISION DE LA LITERATURA

La hipercolesterolemia familiar (HF) es una enfermedad genética con un
mecanismo de herencia autosémico dominante, caracterizada por
concentraciones muy elevadas de lipoproteinas de baja densidad (cLDL) (Castro-
Oros, y otros, 2011) y una alta tasa de morbimortalidad por enfermedad
cardiovascular, principalmente coronaria, en edades tempranas (Merchan, y otros,
2016).

La Hipercolesterolemia Familiar se puede presentar en dos formas: la HF
heterocigotica (HFHe) y la HF homocigética (HFHo); la prevalencia para la HFHe
es de un caso en 500 personas y para la HFHo de un caso por cada millén de
personas (Merchan, y otros, 2016).

Las caracteristicas clinicas de la HF se manifiestan segun el genotipo. La HF
homocigotica (HFHo) ocurre cuando se heredan los dos alelos con mutaciones en
los genes asociados a HF. Se caracteriza por niveles de cLDL >500mg/dl sin
tratamiento hipolipemiante o >300 mg/dl con tratamiento, signos clinicos por
depositos subcutaneos de colesterol (llustracion 1), enfermedad cardiovascular y
compromiso valvular aértico, generalmente entre los 10 y 30 afios de edad. La HF
heterocigotica (HFHe) ocurre si solo uno de los alelos tiene la mutacion y el otro
es normal y se caracteriza por niveles plasméticos de cLDL que en general
superan los 190 mg/dL. Los signos clinicos son menos frecuentes y enfermedad
cardiovascular y compromiso valvular adrtico se observan en edades mas tardias

gue oscilan entre los 30 y 50 afios (Merchéan, y otros, 2016).

llustracion 1: A) Xantomas eruptivos y planos en manos y rodillas de un nifio de 5 afios con HFHo. B) Arco
corneal completo en un varén < 45 afios HFHo. Disponible en: Diagnéstico y tratamiento del
hipercolesterolemia familiar en Espafia Consultado el: 19 de diciembre del 2017.
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ENFOQUE MOLECULAR

Los genes asociados a la HF son LDLR, APOB, PCSK9, y LDLRAP1/ARH; el
LDLR es el mas frecuente ya que se encuentra asociado aproximadamente al 90%
de los casos, seguido del APOB que representa entre el 5 al 10% de los casos, el
gen PCSK9 que representa entre el 1 y el 3% de los casos y el gen LDLRAP1
representa menos del 1% de los casos. (Merchan, y otros, 2016). El gen LDLR
localizado en el brazo corto del cromosoma 19 entre las regiones p13.1-p13.3
(ilustracién 2) consta de 18 exones (Pérez, Pérez, & Garcia, 2015) y codifica para
el receptor de la lipoproteina de baja densidad (LDLR), una proteina de 860
aminoacidos (Stoll, Lorenzo, Raggio, Esperdn, & Zelarayan, 2011). Si la sintesis
del receptor LDL, su transporte, su union, su internalizacion o su reciclado no
funcionan correctamente, se producird un aumento y acumulacion de colesterol
en sangre (Pérez, Pérez, & Garcia, 2015). El gen APOB esta conformado por 29
exones que codifican dos isoformas principales, ApoB-48 y ApoB-100, siendo la
apolipoproteina B-100 (ApoB-100) un componente de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL). Cuando esta se encuentra dafiada, el colesterol-LDL no puede
unirse a su ligando por lo cual se eleva en sangre. El gen de la proproteina
convertasa subtilina/kexina tipo 9 (PCSK9), se encuentra ubicado en el
cromosoma 1p32 y se relaciona con el Factor de Crecimiento Epidérmico de tipo
A (EGF-A) el cual incide en la disminucion del LDLR, lo que puede conducir al
desarrollo de Hipercolesterolemia. El gen receptor de LDL adaptado a la proteina
1(LDLRAP1) se encuentra ubicado en el cromosoma 1p36-35, conformado por 9
exones que codifican una proteina de 308 aa. Debido a que la internalizacion del
complejo ligando-receptor no se lleva a cabo, los receptores de LDL son
acumulados en la membrana de la célula. Por tal motivo, este gen es el
responsable de causar la hipercolesterolemia autosémica recesiva (HAR). El
namero de casos reportados hasta hoy, no rebasa los 100. (Salinas, Pérez, &
Garber, 2004)

El gen del LDLR con un tamafio de 5.3 kb (Berrade, Oyarzabal, & Chueca, 2012),
codifica para el receptor de la lipoproteina de baja densidad (LDLR), el cual capta
e internaliza las particulas de LDL hacia el interior de las células hepaticas donde
se metaboliza, retirandolas del torrente sanguineo (Stoll, Lorenzo, Raggio,
Esperon, & Zelarayan, 2011). Segun Alonso Merchan y colaboradores, en su

articulo de revision sobre hipercolesterolemia, se menciona que se han descrito
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como hipercolesterolemia familiar (Merchan, y otros, 2016).
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llustracion 2: Ubicacion del gen rLDL 19p13.2, en el brazo corto (p) del cromosoma 19 en la posicién 13.2 (Homo
sapiens Annotation Release 108, GRCh38.p7) (NCBI) disponible en:
https://ghr.nim.nih.gov/gene/LDLR#location.Consultado el: 19 diciembre del 2017

Las mutaciones del gen LDLR se dividen en 5 clases segun su efecto sobre el
ciclo del rLDL. Clase 1: el defecto conlleva la ausencia total de produccién del
receptor. Clase 2: se presenta un bloqueo en el proceso de transporte del receptor
sintetizado desde el reticulo endoplasmico hasta el aparato de Golgi. Clase 3:
imposibilidad de unién de LDL al receptor celular. Clase 4: no transportan las LDL
hacia el interior de la célula, Clase 5: las cuales impiden que los receptores LDL
internalizados regresen de nuevo a la superficie celular para iniciar de nuevo el
proceso de captacion del colesterol LDL (Berrade, Oyarzabal, & Chueca, 2012).

Los cambios en el estilo de vida son muy importantes en el tratamiento de la HF
pero se deben incluir farmacos como las estatinas, aunque no siempre se logra
una reduccion eficiente de las concentraciones de cLDL con monoterapia y por
ello se requiere asociar otros hipolipemiantes como ezetimibe o anticuerpos
monoclonales contra la PCSK9, los cuales han sido aprobados por la
Administracion de Drogas y Alimentos y la Agencia Europea de Medicamentos

para estos pacientes, pero aun no en Colombia (Merchéan, y otros, 2016).

ENFOQUE NUTRICIONAL

La valoracion nutricional es un abordaje integral del estado nutricional por medio
de un conjunto de précticas clinicas, en las que se retnen y valoran indicadores
dietéticos, antropométricos, bioquimicos e inmunol6gicos con el fin de tomar
decisiones acerca de la naturaleza y causa de problemas relacionados con la
nutricion (Tejeda, 2017).
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Una valoracion completa del estado nutricional debe incluir: antropometria y la
evaluacién de la ingesta de fuentes de energia y nutrientes, de los patrones
alimentarios, de parametros bioquimicos y de indicadores de independencia
funcional y actividad fisica (OPS & OMS, 2002).

La antropometria es una técnica para evaluar el tamafio, las proporciones y la
composicion del cuerpo humano, refleja el estado nutricional y de salud que
permite predecir el rendimiento, la salud y la supervivencia (OMS, s.f.). Entre las
medidas antropométricas mas empleadas se encuentran: Talla, circunferencia del
carpo, estructura 6sea, peso, indice de masa corporal (IMC), pliegues cutaneos y
circunferencia de la cintura (FELANPE, 2008).

Se define como circunferencia del carpo a la mediciébn en centimetros de la
mufieca de mano derecha del paciente la cual se mide con una cinta métrica en

la parte distal de la apdfisis estiloides del cubito y el radio (llustraciéon 3).

La talla se define como el registro entre el vértex y el plano de apoyo del paciente,
la estructura Gsea es una medida que se refiere al esqueleto del individuo que
clasificara al paciente con una estructura pequefia, mediana o grande. Respecto
a la medida antropométrica peso, cabe mencionar que hay diferentes tipos: el
peso actual que es aquel que reporta la sumatoria de todos los compartimientos
corporales al momento de tomar la medida, el peso usual es el manifestado por el
paciente como el peso que ha tenido por un periodo de tiempo representativo y el
peso ideal, el cual es una medida tedrica que se determina teniendo en cuenta la
estructura y la talla del paciente. Finalmente, los pliegues cutaneos, son aquellas
medidas del tejido graso de la region subcutanea, y la circunferencia de la cintura
es una medida para determinar obesidad abdominal y esta asociada con
enfermedad cardiovascular (FELANPE, 2008).

Estioides del cibio y radio
(hueso delamufieca) Deda pulga

Ubicaciondelacintamélnca

llustracion 3: Sitio adecuado para la medicion de la circunferencia del carpo.
Disponible en: http://www.aanep.com/docs/Consenso-Final-Evaluacion-Nutricional.pdf .Consultado el: 2 febrero
del 2018.
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Los métodos més usados que consideran la medicién de la ingesta alimentaria,
son el registro diario de alimentos, el recordatorio de 24 horas y el cuestionario de
frecuencia de consumo (Alvarez & Zapata, 2011). Los cuestionarios de frecuencia
de consumo (CFC) pretenden evaluar la dieta habitual preguntando con qué
frecuencia y qué cantidad se consume un alimento o de grupos de alimentos
incluidos en una lista en un periodo de tiempo; existen tres tipos de cuestionarios
de frecuencia de consumo: los cualitativos, cuantitativos y los semicuantitativos.
Los CFCs cualitativos no piden informacién sobre las raciones de consumo usual
(Pérez, Aranceta, Salvador, & Varela, 2015), a diferencia de los CFC cuantitativos
que requieren ayudas visuales y el diligenciamiento por parte de un entrevistador
para indagar el peso del alimento (Alvarez & Zapata, 2011). Mientras que los CFC
semicuantitativos incluyen tamafos de raciones de referencia y se pide a los
encuestados que respondan con qué frecuencia consumen la cantidad
especificada para cada alimento o bebida (Pérez, Aranceta, Salvador, & Varela,
2015).

Por otro lado el recordatorio de 24 horas es un método utilizado para conocer la
ingesta habitual de una personal, consiste en definir y cuantificar todas las
comidas y bebidas ingeridas durante el dia anterior a la entrevista, por lo cual se
pide a la persona que recuerde y describa el tipo y cantidad de todos los alimentos

que consumié durante las 24 horas previas. (Moreno & Gorgojo, 2007)

Los parametros bioquimicos pretenden estimar a nivel plasmatico las cantidades
de nutrientes y la situacién de funciones metabdlicas o corporales que estan
directamente implicados (FELANPE, 2008).

Como menciona Silvia Berciano y José Ordova en su articulo titulado Nutricion y
salud cardiovascular, la dieta y un estilo de vida saludables son las mejores armas
para luchar contra la enfermedad cardiovascular, y debido a que la HF es uno de
los factores del desarrollo de esta enfermedad, la modificacién de malos habitos
alimentarios en conjunto con el tratamiento farmacol6gico pueden prevenir y tratar
las situaciones de sobrepeso y obesidad, lo cual esta encaminado a minimizar las

complicaciones a futuro.

16



3. FORMULACION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION
3.1 FORMULACION DEL PROBLEMA

La hipercolesterolemia familiar (HF), es la enfermedad genética més frecuente en
Colombia, con un mecanismo de herencia autosémico dominante caracterizada
por concentraciones muy elevadas de lipoproteinas de baja densidad (cLDL) en
sangre (Castro-Oros, y otros, 2011); siendo asi, uno de los principales factores del
desarrollo de enfermedades cardiovasculares, las cuales son la principal causa de
muerte en Colombia (OMS, 2015).

Entre los genes que tienen participacion directa en el desarrollo de la HF el LDLR
es el mas comun ya que se encuentra asociado con la mayoria de los casos
(Merchéan, y otros, 2016) ademas hasta la fecha, se han descrito mas de 1.700
mutaciones de este gen en el mundo, pero en Colombia no se tiene informacién

sobre las mutaciones presentes en la poblacion con HF (Merchéan, y otros, 2016).

Por otro lado, la valoracion del estado nutricional del paciente con HF es un
aspecto muy importante, el cual brinda informacion que permite tomar decisiones
sobre la causa de los problemas relacionados con los habitos alimentarios. Por
esta razon y debido a que la HF es un factor del desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, una dieta y un estilo de vida saludable son herramientas que

podrian minimizar complicaciones en la salud del paciente.

Si bien en la actualidad existen varios métodos de diagnostico para la HF, el
método diagndstico por excelencia es la prueba molecular que evidencia
mutaciones en los genes mencionados. Por tal motivo, mediante esta prueba
molecular se pretende dar un primer paso frente al problema de carencia de
informacion de mutaciones presentes en la poblacion Colombiana con HF, un
acercamiento de su impacto en el estado nutricional y cémo se pueden minimizar
las complicaciones propias de la enfermedad mediante un adecuado manejo
nutricional. De esta forma, se plantearon las siguientes preguntas: ¢,cuales son los
cambios presentes en la secuencia de ADN del gen LDLR en las familias
seleccionadas para el estudio? ¢Cudl es el estado nutricional de las familias en
estudio? y ¢Cual es el manejo nutricional reportado en la literatura para los

pacientes con Hipercolesterolemia familiar? ¢Como se pueden presentar los
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hallazgos sobre el manejo nutricional a los pacientes para que sean comprensibles

y faciles de realizar?

Mediante el andlisis molecular del gen LDLR de las familias colombianas con
diagndstico clinico de hipercolesterolemia familiar su valoraciéon nutricional y la
revision bibliogréfica sobre el manejo nutricional en estos pacientes, se buscé dar

respuesta a todos los interrogantes anteriormente mencionados.

3.2 JUSTIFICACION

La frecuencia de la HF en la poblacion caucasica es aproximadamente de 1/500
(0,20%), basandose en la que presentan los supervivientes de infartos de
miocardio en EE. UU, siendo similar en Jap6n, Noruega, Dinamarca y en Hungria
con una frecuencia de 0,11%, 0,22%, 0,11% y 0,19% respectivamente (Merino,
2006). Aunque las cifras pueden ser mayores debido a que se supone de casos
donde no se detecta 0 no se realiza el diagndstico correcto por diferentes motivos
(Martinez, y otros, 2017).

El diagnéstico de la HF en gran parte de los casos se realiza utilizando diversos
criterios clinicos y de laboratorio, pero el diagndstico definitivo se logra con el
estudio genético (Merchan, y otros, 2016). Soélo cuando se observan
manifestaciones clinicas, enfermedades cardiovasculares o compromiso valvular
se piensa en realizar un diagnéstico molecular. Pero, ¢por qué razén hay que
esperar tanto cuando la solucién se tiene en las manos?. Un diagndstico temprano
hace la diferencia en la vida de una persona, entre mas precoz este se realice, se
podré establecer un mejor tratamiento y evitar las complicaciones propias de la
Hipercolesterolemia, contribuyendo a la disminucién de la mortalidad. Ya que las
personas afectadas pueden presentar enfermedad cardiovascular prematuray por
tanto, una corta expectativa de vida, se debe considerar que ademas de un
adecuado diagnostico se debe contar con asesoria genética, ya que esta ofrece
informacion a las personas que tienen riesgos de aparicion de un trastorno

hereditario en la familia (Merchan, y otros, 2016).

La identificacion de la mutacién genética y el gen causante de la enfermedad es
de suma importancia, puesto que esta informacion permite brindar asesoria
genética y un diagnéstico mas acertado y temprano en otros miembros de la
familia que presentan el riesgo de padecerla, lo que conlleva a dar un tratamiento

adecuado, mejorando el prondstico de la enfermedad.
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Por lo anteriormente expuesto, es de suma importancia realizar el diagnéstico
geneético en este tipo de enfermedades. En este proyecto se realizé el diagndstico
molecular de la enfermedad en familias colombianas con HF autosémica

dominante, realizando la secuenciacion del gen LDLR.

Adicionalmente, la dieta juega un papel muy importante en la prevencion y manejo
de las enfermedades cardiovasculares, por tal motivo mediante la busqueda
bibliogréfica sobre el manejo nutricional para pacientes con hipercolesterolemia
familiar se obtuvo informacién importante la cual fue la base de la herramienta
nutricional (Aplicacién para celular) que se elaboré como uno de los productos de
este proyecto; La tecnologia esta presente en todo lo que nos rodea por lo cual,
se quiso desarrollar una App que permitira al paciente acceder de manera rapida

y sencilla a las recomendaciones nutricionales.

Ademas, se realizé la valoracién nutricional para obtener informacién tanto de la
composicion corporal de cada integrante, como de su dieta habitual, cambios en
la ingesta cambios en el peso y capacidad funcional de cada uno. Esto permitié

tomar decisiones y plantear estrategias en pro de la calidad de vida de esta familia.

4. OBJETIVOS

4.10bjetivo general

e Identificar las variantes patogénicas y no patogénicas del gen LDLR
en familias Colombianas con hipercolesterolemia familiar
autosomica dominante.

e Identificar las recomendaciones sobre manejo nutricional de la
hipercolesterolemia familiar teniendo en cuenta la revisién de la
literatura con el fin de desarrollar una herramienta de educacion
que ayude a minimizar las complicaciones de salud en este grupo.

4.2 Objetivos especificos

¢ Identificar los cambios presentes en la secuencia de ADN del gen
LDLR en las familias seleccionadas para el estudio.

o Definir si las variantes identificadas en las muestras analizadas
corresponden a variantes patogénicas o0 no patogenicas.
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e Elaborar una herramienta de educacion nutricional basada en la
revision del manejo nutricional de la hipercolesterolemia familiar y
en la tabla de composicién de alimentos colombiana 2015.

e Determinar el estado nutricional de las familias con
Hipercolesterolemia en estudio mediante una valoracion teniendo
en cuenta cuatro componentes: antropomeétricos, dietarios clinicos
y biogquimicos.

5. MATERIALES Y METODOS

Esta es una investigacion de tipo descriptivo y analitico, que forma parte de un
proyecto de investigacion previamente aprobado por el comité de ética de la
Pontificia Universidad Javeriana.

5.1 POBLACION OBJETO DE ESTUDIO

La poblacion objetivo se trataba de 1 familia con diagndstico clinico de
Hipercolesterolemia Familiar remitidos por genetistas del Hospital
Universitarios San Ignacio. Previamente se realizé la toma de muestra de
sangre periférica de los individuos con firma previa del consentimiento
informado y asentimiento en el caso de participantes mayores de 7 y menores
de 18 afios, aunque principalmente se plante6 una familia para el analisis
molecular la poblacion objeto de estudio puedo ser ampliada a 5 familias.
Inicialmente se planteé hacer la valoracion nutricional a las familias que
presentaran variantes patogénicas en el gen LDLR, pero debido a que no se

logré el contacto con una de ellas, se realizé Unicamente a la familia 26HF.

5.2 TECNICAS MOLECULARES

A partir de la muestra de sangre periférica (10ml) se realiz6 la extracciéon de
ADN por el Método Fenol/Cloroformo (Payarés, 2012) y se realizé la
confirmacion del fragmento del ADN por medio de electroforesis en gel de

agarosa al 1.5%.
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5.2.1 ANALISIS MOLECULAR

Se realiz6 amplificacion por PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa) de
cada uno de los 18 exones del gen LDLR utilizando el protocolo estandar que se
observa en la Tabla 1, para la amplificacién de cada exdn se utilizé 1l de ADN,
2.5 nM de cada primer forward y reverse, 5 mM de dNTPs, 5 mM de MgCI2, Buffer
1X (Invitrogen) y 0.5 U de taq DNA polimerasa (Invitrogen). Posteriormente, se
realizé la purificacion de los productos de PCR para realizar la secuenciacion
directa por el método de Sanger basada en la polimerizacion del ADN y el uso de
dideoxinucledtidos que sirven como terminadores de la reaccion. Se realizo
secuenciacién bidireccional y confirmacion de los cambios con el primer Forward

en una segunda amplificacion.

La secuenciacion se realizé inicialmente solo en el propésito de la familia, y una
vez se identificd una mutacion o una posible mutacion, se analiz6 en el resto de la
familia (26HF/27HF).

Tabla 1: Protocolo estandar utilizado en la amplificacion de los 18 exones del

gen LDLR
CICLOS T °c/ Tiempo
95° C x 5 min
1x R
Ciclo inicial
95°C x 1min
X°C x 1 min
30x La temperatura de hibridacién
correspondiente en cada caso
72°C x 1 min
1x 72°C x 7 min
Ciclo de elongacion final
1x 20°C =
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Tabla 2: Primers utilizados para la amplificacion de los 18 exones del gen LDLR

EXON | Pb PRIMERS T° | EXON | Pb PRIMERS T°
1 F 5’'ggaatcagagcttcacgggttaaa3’ F 5'gtctgacctgtcccagagaatgat3’
355 9 94 999 68.1 10 396 g 9 gagaslg 68.1

R 5’gggctccctctcaacctattctd’ R 5’tccttcctgctecctccatt3’
F 5'ggcaggaaatagacacaggaaacgd’ F 5’'gcctggctgtticttccagaatt3’ R

2 377 99ca99 g 99 9 68.1 11 375 geelggcta 9 71,5°
R 5’aaggggttaagaatcgtgtcacagd’ 5’'gggtgacagaccaagacctcatct3’
F 5’tcagtgggtctttcctttgagtgad’ F 5'ctctccaggtgcttttctgctaggd’

3 248 91999 98d'9 68.1 12 363 99%9 gcagq 68.1
R 5’ggaccccgtagagacaaagtcaga3d’ R 5’cacaaccagttttctgcgttcatc3’
F 5’atagaatgggctggtgttgggaga3’ F 5’tcccagtgtttaacgggatttgtc3’

4A 335 gaatgggciggigtilgggag 70° 13 245 99 gggatitg 68.1
R 5’actgtcccecttggaacacgtaaag3’ R 5’ccagagtttccacaaggaggtttc3’
F 5ttccagtgcaacagctccacctd’ F 5’gatgatctcgttcctgcectgad’

4B 320 99 9 68.1° 14 270 989 g geects 68.1°
R 5’'taaatcactgcatgtcccacacct3’ R 5'gacagatgagcagagagaggctca3’
F 5'ggcaaaaggccctgcttctttd’ F 5’cccaaggtcatttigagactttcgtd’

5 276 9 ggeectd 71,5° 15 388 9 949 9 71,5°
R 5’'gccctetggcticacaaatcat3’ R 5’agagaaggtcagcaagggagtgag3’
F 5’tgaatgagtgccaagcaaactgagd’ F 5'ttggtggccttcctttagacctgd’

6 243 gaaloagls 9 929 68.1° 16 217 99%99 9 g 68.1
R 5'ctttcctggceteccccacaaactct3’ R 5’aaaagtgaacaggcccaaccag3’
F 5’tggaggttgtaatgagccaaggttd’ F 5’gtacgatgcccgtgttttcactc3’

7 286 g9aggtiglaaigag 99 71,5° 17 326 glacgaigeecd’g 71,5°
R 5'gaaactgaggcatgaggggtitg3’ R 5’gcetggteccttgaggatcatad’
F 5’catcgctccgtctctagecattd’ F 5’cctgaatgctggactgatagtttcc3d’

8 274 geiees 9 68.1° 18 224 gaaigelagacigatag 68.1°
R 5’'gcaaagttcagaggatgaaactcc3’ R 5’cctgttctgcctcccagatgaata3d’
F 5’aggcactcttggticcatcgac3d’

9 368 99 99 9 70° - - - -
R 5’'tgacggtgtcataggaagagacg3’

5.2.2 ANALISIS DE VARIANTES

Las variantes fueron identificadas al comparar la secuencia consenso de cada
exon hallada en la base de datos Ensembl, con la secuenciada identificada en
cada proposito. Posteriormente se realizo la busqueda de dichas variantes en
bases de datos (NCBI, Ensemble y HGMD) con el fin de determinar si ya se
encontraban reportadas en la literatura. En los casos en que se identificé una
variante no reportada, se realiz6 andlisis de segregacién del cambio en la familia
y posteriormente se tamizé el cambio en 100 controles sanos colombianos. Esto

con el fin de determinar si se trata de un polimorfismo o una mutacion.

Base de datos: La secuencia consenso utilizada para el gen LDLR fue obtenida
de:http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Exons?db=core;g=ENSGO
0000130164;r=19:11089362-11133816;t=ENST00000558518.
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5.3 REVISION BIBLIOGRAFICA SOBRE EL MANEJO NUTRICIONAL DE
PACIENTES CON HIPERCOLESTEROLEMIA Y ELABORACION DE LA
HERRAMIENTA NUTRICIONAL

Se efectu6 una busqueda en bases de datos electronicas PubMed, EBSCO,
ScienceDirect y ClinicalKey utilizando como palabras clave los términos
Hipercolesterolemia familiar, pacientes, manejo nutricional y tratamiento en
espafol y en ingles. Igualmente se utilizaron los operadores booleanos AND y OR
para ampliar y definir la busqueda. Se le dio prioridad a los trabajos que fueron
publicados desde el afio 2000. La informacion se sistematizO en una tabla
teniendo en cuenta: autor, nombre de articulo, afio, objetivo del estudio, que se
hizo y resultados.

Con base en esta revision se desarrolld la aplicacion para celular (herramienta de
educacién nutricional) la cual brinda a los pacientes informacién sencilla que
facilita el entendimiento de la importancia de la nutricion en el manejo de su
enfermedad y que sera entregada a los pacientes una vez sea aprobada.
Adicionalmente y como un beneficio para los pacientes de la familia objeto de
estudio, se les realizé6 una valoracion nutricional teniendo en cuenta los cuatro

componentes: datos antropométricos, bioquimicos, clinicos y dietarios.

Historia clinica y nutricional

A cada miembro de la familia se le tom6 un registro de datos generales,
antecedentes familiares, psicosociales, quirtrgicos y de uso de medicamentos.
Ademas se registraron los parametros bioquimicos mas actuales y el examen

fisico para determinan signos y sintoma de deficiencias nutricionales.

Antropometria

A cada integrante de la familia en estudio se le tomaron los siguientes datos:

e Peso: Se utilizo la técnica estandarizada por la Lohman y col. (Lohman,
1992). Se utilizaron basculas digitales marca Seca con sensibilidad de 0 —
150Kg, que son calibradas semanalmente. La medicién se tom6 con una
precision de 0,1 Kg

e Talla: Se utilizé la técnica estandarizada por Lohman y col. (Lohman,
1992). Se realiz6 la medicion utilizando tallimetros portétiles de pared
homologados, marca Seca. La medicién se tomo con una precision de 0,1

cm
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e Perimetro abdominal: Se tomé la mediciébn del perimetro en la zona
abdominal, a un nivel intermedio entre el Ultimo arco costal y la cresta
iliaca, en la posicidn mas estrecha del abdomen. Se utilizé la técnica de
cinta yuxtapuesta, sostenida en nivel horizontal. Se midi6 con cintas
métricas inextensibles marca SECA; se considera como un método
sencillo y practico para identificar poblacion en riesgo de enfermedad
cardiovascular. (Arauz, Guzman, & Rosell, 2013).

e Circunferencia del brazo: Se utiliz6 la técnica estandarizada por Lohman
y col (Lohman, 1992). Se utilizaron cintas métricas inextensibles.

e Circunferencia de la pantorrilla: (CP) es un indicador del tejido muscular
y graso, tiene un papel valioso en la determinacién de la composicion
corporal en adultos mayores. (Cuervo, y otros, 2009)

e Pliegues: Se utilizé la técnica estandarizada por Lohman y col. (Lohman,
1992). Los pliegues fueron medidos utilizando Adipémetro marca
Harpender, previamente calibrado.

Con los anteriores datos se obtuvo:

e IMC: El indice de masa corporal calculado teniendo en cuenta el peso
actual en Kg y la Talla en metros cuadrados. IMC= Peso / Talla?. Se utilizé
como puntos de corte los reportados por la OMS.

e Relacién cintura talla: Se calcul6 teniendo en cuenta la formula Cintura
(cm)/Talla (cm) y como punto de corte para riesgo a enfermedad

cardiovascular se utilizaron los valores >0,5.

Anamnesis alimentaria y habitos alimentarios

Para evaluar la dieta habitual de cada persona de la familia en estudio, se utilizé
el cuestionario de frecuencia de consumo cualitativo en donde se preguntd con
gué frecuencia consume un alimento o grupos de alimentos incluidos en una lista
en un periodo de tiempo ademds se realizo un recordatorio de 24 horas a cada
integrante de la familia, este consiste en recolectar informacion lo mas detallada
posible respecto a los alimentos y bebidas consumidos el dia anterior donde se

tiene en cuenta tipo, cantidad, modo de preparacion.
Se realizaron diversas preguntas a cada miembro de la familia sobre su apetito,

cambios en la ingesta, masticacion entre otras, que permitieron identificar a

profundidad los habitos alimentarios de cada persona.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

En este estudio fueron incluidos los propésitos de 5 familias no relacionadas entre
si, con diagnostico clinico de HF a quienes se les realizé secuenciacion automética
por el método de Sanger de los 18 exones del gen LDLR. Se logré sumar cuatro
familias adicionales a la familia propuesta inicialmente. Se identificaron 13
variantes en toda la poblacion analizada, de las cuales 2 corresponden a variantes
patogénicas que estaban presentes en dos familias diferentes, y las 11 restantes
corresponden variantes no patogénicas previamente reportadas en la literatura. A
continuacion, se detallan las dos familias en las cuales se identificaron las

variantes patogénicas.

6.1 FAMILIA 26HF

Familia conformada por padre, madre y tres hijos de la ciudad de Bogota viven en
suba, Estrato 2 (llustracion 4). En el analisis de secuenciacion se identific6 un
cambio en el exén 1 del gen LDLR en dos miembros de la familia 26HF, el
propésito de 61 afios (II: 2) y su hijo afectado de 13 afios (lll: 3). Esta variante
patogénica de tipo sin sentido (non-sense) fue reportada por Hobbs y
colaboradores en 1992 y segun lo reportado en la base de datos HGMD se
encuentra relacionada con el fenotipo de Hipercolesterolemia; Esta mutacion
corresponde a una transicion ¢.11G>A (llustracion 5) en estado heterocigoto que
cambia de triptéfano a un codén stop (p.W4X), produciendo un RNAm de tamafio
normal, pero en bajas concentraciones debido a que solo uno de los alelos
continua con su funcionalidad total. este cambio no fue identificado en la hija sana
(n: 2).

llustracion 4: Pedigree de la familia 26HF

7 ‘ | l ]

26HF3 26 HF2
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llustracién 5: Electroferograma de la mutacién c.11G>A, p.W4X
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El propdsito fue diagnosticado a la edad de 33 afios por haber presentado dos
infartos agudos de miocardio. Le han colocado 18 stent desde el afio 1989 hasta
el 2015 y un marcapasos a la edad de 58 afios. El paciente presentaba niveles de
colesterol total para el afio 2016 de 442 mg/dl, colesterol LDL de 384 mg/dly cHDL
de 41 mg/d quien refiere que al momento de empezar a utilizar el medicamento
Repatha sureclick empieza a nivelar exitosamente los niveles de los paraclinicos
anteriormente mencionados, obteniendo para el afio 2018 cifras de colesterol total
de 118 mg/dl, cLDL 52 mg/d y cHDL 52 mg/dL. Actualmente el individuo se
encuentra con manejo farmacoldgico en el cual se incluye Repatha sureclick,
Ezetimida, acido acetilsalicilico, Ticagrelor, Trimetazidina, losartan, Carvedilol,
Rosuvastatina, amlodipino, alopurinol, citrato de calcio méas colecalciferol.

El propoésito menciona que ha notado una leve disminucion de peso lo cual
concuerda con el 7% de pérdida de peso en aproximadamente 1 afio calculado,
segun su IMC tiene un peso bajo (IMC=19,2.), pero la circunferencia de pantorrilla
se encuentra en normalidad (32 cm).

El apetito se encuentra normal. En el momento de la consulta no refiere tener
problemas al momento de masticar o deglutir los alimentos. Segun la frecuencia
de consumo y recordatorio de 24 horas la alimentacién es completa ya que incluye
todos los grupos de alimentos pero no es equilibrada ya que no provee los
nutrientes en proporciones y relacién adecuada debido a que el consumo de grasa
y proteina se encuentra por encima de la recomendacion y no es adecuada debido
a que no se adapta a la patologia presentada por el paciente, cabe mencionar que
solo se analiz6 el consumo de un dia del fin de semana y que el paciente refiere
que entre semana no come “mas saludable”, evitando los alimentos fritos. De igual
manera, se puede observar que tiene 3 tiempos de comida, consume pocas frutas
y verduras, ademas que afiade a los jugos 2 a 3 cucharadas de azlcar y que

consume 1 vez a la semana bebidas gaseosas.

En el examen fisico, se identificé presencia de arco corneal (llustracion 6), el cual
es caracteristico de esta patologia, cabello seco, claviculas prominentes, hombros
cuadrados evidenciando asi deplecion de masa magra y grasa. Analizando todo
lo anterior el diagnéstico nutricional del propésito 26HF1 es desnutricion crénica

de etiologia mixta.
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llustracion 6: Arco corneal completo del proposito 26HF1

El individuo 26HF2 (l11:3) es el hijo menor del proposito 26HF1 tiene 13 afios de
edad y fue diagnosticado con colesterol de alto riesgo desde los 7 afios.

Actualmente, se encuentra con manejo farmacologico (Atorvastatina y Ezetimida).

En los paraclinicos se confirma la dislipidemia que ha presentado el paciente, con
una evolucion adecuada ya que como se observa en el afio 2017 present6 valores
de colesterol total de 236mg/dl, cLDL 135mg/dl en comparacion a los presentados
para el afio 2018 en donde se encuentran dentro de los rangos de normalidad.
En cuanto a la antropometria del paciente, su IMC/E segun la resolucion 2465
indica riesgo de delgadez el cual concuerda con el analisis de la antropometria del
brazo donde las circunferencias y areas del brazo indican tendencia a la deplecion
aunque el pliegue del triceps se encuentra en normalidad. La talla es adecuada
para la edad (z-score -1y 0).

El paciente refirid tener un apetito normal, masticacion y deglucién adecuadas
para la fecha de valoracion. La alimentacion segun la frecuencia de consumo y
recordatorio de 24 horas realizado indican que no es completa ya que no incluye
las verduras, no es equilibrada ya que no provee los nutrientes en proporciones y
relacion adecuada debido a que el consumo de grasa se encuentra por encima de
la recomendacion; El paciente tiene un alto consumo de productos de paquetes,
galletas y de postres. La alimentacion tampoco es adecuada debido a que no se
adapta a la patologia presentada por el paciente. En cuanto al examen fisico no
se observé presencia de arco corneal; teniendo en cuenta todo lo anteriormente
mencionado el diagnostico nutricional el propdsito 26HF2 es riesgo de

desnutricién de etiologia mixta.
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Por ultimo, el proposito 26HF3 corresponde a la segunda hija del propdsito 26HF.
Se observa en sus paraclinicos un colesterol total y triglicéridos en limites
superiores y demas paraclinicos dentro de pardmetros normales. No esta bajo
ningun tratamiento farmacoldgico, es un paciente con un IMC y antropometria del
brazo normales. Esto concuerda con el diagnéstico molecular en el que se
determiné que la paciente no tiene la mutacion ¢.11G>A que si se encontré en el
padre y el hermano menor. La alimentacion de la paciente no es completa, ni
equilibrada ya que primero, no incluye las verduras y segundo, no provee los
nutrientes en proporciones y relacion adecuada debido a que el consumo tanto de
kcal, Grasa como de carbohidratos se encuentran deficientes en relacién a lo
recomendado. En el examen fisico no se evidenci6 deficiencias de
macronutrientes ni de micronutrientes por lo cual el diagnostico nutricional del

proposito 26HF3 fue paciente eutrofico.

6.2 FAMILIA 27HF

En el andlisis de secuenciacion se identificaron 2 variantes en el exén 9 del gen
LDLR en 3 tres miembros de la familia 27HF (llustracion 7). El propésito de 46
anos (I:2), el hermano de 40 afios (11:4) y la madre de 64 afios (I1:2). La primer
variante corresponde a la transicion c¢.1187G>A y la segunda, al cambio
€.1187-1G>T (llustracion 8).

llustracion 7: Pedigree de la familia 27HF
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La primera variante corresponde a la transicion ¢.1187G>A, que produce un
cambio en el aminoacido p. G396D (ilustracién 8). Esta variante corresponde a
una mutacion, reportada por el Laboratorium voor Moleculaire Diagnostiek
Experimentele Vasculaire Geneeskunde. Este cambio fue analizado en los
programas Mutation taster, PROVEAN y ClinVar, los cuales mostraron que esta
mutacién corresponde a una mutacion deletérea y patogénica. Adicionalmente,

esta variante fue tamizada en 100 controles sanos colombianos.

La segunda variante, corresponde a la transicion ¢.1187-1G>T. Esta variacion
produce un cambio en el sitio aceptor del splicing y fue clasificada como
posiblemente patogénica ya que segun el analisis in silico produciria la delecion
del sitio aceptor (Chmara, y otros, 2010).

El proposito 27HF1 (II:1) refiere a la edad de 38 afios valores de colesterol total
de 400mg/gL, infarto agudo de miocardio en el afio 2015 y 3 stent medicados. En
el examen fisico, se observé arco corneal completo y xantomas. El hermano (11:4),
fue diagnosticado a la edad de 35 afios por cuadro de lipomas, hipercolesterolemia
e hipertrigliceridemia. No present6 xantomas ni arco corneal. La madre (I: 2) fue
diagnosticada a la edad de 20 afios por cifras de colesterol LDL elevado con
presencia de arco corneal. Actualmente los tres individuos, se encuentran con

manejo farmacolégico

llustracion 8: Electroferograma de las variaciones ¢.1187G>A p.G396D y
c.1187-1G>T
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Tabla 3: Variantes no patogénicas identificadas en el analisis del gen LDLR

Variantes intrénicas no patogénicas Variantes exdénicas no patogénicas
Intrén Camb}c_) SNP Ex6n Cambio identificado SNP
nucleotidico

7-8 ¢.1060+7T7>C rs2738442 8 Cc.1171G>A  p. A391T rs11669575

7-8 ¢.1060+10G>C rs12710260 10 C.1413A>G  p.R471R rs5930
9-10 €.1359-30C>T rs1003723 11 c.1617C>T  p.P539P rs5929
11-12 c.1705+56C>T rs4508523 12 c.1725C>T  p.L575L rs1799898

-- -- -- 12 c.1773C>T  p.N591IN rs688

- - - 13 c.1959T>C  p.V653V rs5925

-- -- -- 15 C.2232A>G  p.R744R rs5927
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Con respecto a las 11 variantes no patogénicas identificadas en las familias
analizadas, 4 de ellas corresponden a variantes en region intrénica y 7 a variantes

en region exodnica (tabla 3).

Las variantes rs688 y rs5925 segun lo mencionado por Rodriguez vy
Colaboradores se han asociado con fenotipos relacionados con el sobrepeso y
obesidad, en cinco etnias de amerindios brasilefios, también se menciona que solo
la variaciébn rs688 tiene relacion con la obesidad en pacientes obesos e
hipertensos. (Rodriguez, Paradisi, Vivenes, Castro, & Rodriguez,2016). Lo
mencionado anteriormente concuerda con los resultados de 2 de los propdsitos
(23HF1/24HF1) que no presentaron alguna variante patogénica pero que, Si
presentaron los polimorfismos rs688 y rs5925 y segun su IMC 26,2 y 27,3 se
encuentran en sobrepeso, sin embargo, es necesario realizar posteriores estudios
que demuestren la asociacién de estos polimorfismos a la obesidad en nuestra

poblacion.

De las 5 familias analizadas, se identific la mutacion causante de la enfermedad
en dos de ellas, lo que sugiere que la mutacion causante en las tres familias
restantes pudiera estar presente en otros genes asociados a HF, o en regiones no

analizadas por la metodologia utilizada.

6.3 MANEJO NUTRICIONAL: REVISON DE LA LITERATURA
A continuacién se encontraran las recomendaciones nutricionales sobre el manejo
nutricional para pacientes con HF, obtenidas a partir de la revisién de literatura
realizada, estas fueron seleccionadas ya que se mencionan en el 50% de los

articulos revisados (ver anexo 4).

Como parte importante en el manejo de la hipercolesterolemia familiar los
pacientes deben hacer modificaciones del estilo de vida, lo cual comprende: una
dieta saludable, actividad fisica moderada, reduccion del peso corporal cuando
hay sobrepeso/obesidad, abstenerse de fumar (Masan et.al, 2013) y disminuir del

consumo de bebidas alcohdlicas (Ascaso, y otros, 2017).
6.3.1 DIETA SALUDABLE

Estudios de intervenciéon han demostrado que una dieta saludable, reduce el

riesgo cardiovascular (Civeira, 2003).
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6.3.1.1 GRASAS

No debe hablarse de una reduccién dréstica del porcentaje de calorias
procedentes de los lipidos, sino de una optimizacion de la calidad de esa grasa,
ya que el seguimiento de una dieta baja en grasa se traduce en un aumento del
consumo de carbohidratos lo cual puede contribuir al sobrepeso (Mordis, More,

Serra, 2009) y aumento de los triglicéridos (Jellinger, y otros, 2017).

La recomendacion de ingesta de grasa debe ser de 25 a 35% del valor cal6rico
total (VCT) (Jellinger, y otros, 2017). El colesterol dietético y los acidos grasos
saturados (AGS) en especial los &cidos palmitico, miristico y ladrico aumentan los
valores de cLDL (Moréis, More, & Serra, 2009) por lo cual se recomienda una
ingesta de colesterol <200mg/dia, asi como de AGS <7% del VCT. En cuanto a

las grasas trans se recomienda <1% del VCT (Jellinger, y otros, 2017).

Las grasas saturadas se encuentran en las grasas visibles de la carne y de las
aves, también en los lacteos enteros, mantequillas, cremas, quesos curados,
aceites de coco y de palma. En cuanto a los acidos grasos trans industrializados,
éstas se encuentran en las margarinas hidrogenadas, en los productos de
pasteleria, galleteria y helados que utilizan grasas hidrogenadas en su confeccion.
(Kunstmann & Grazia, 2012).

Por otro lado, los &cidos grasos monoinsaturados (AGMI) como el acido oleico
tienen un efecto reductor de los valores de cLDL, por lo que su consumo es
beneficioso siendo su recomendacion hasta el 20% de VCT (Jellinger, y otros,
2017). En cuanto a los acidos grasos poliinsaturados (AGPI), como el acido
linoleico (omega-6) y el A&cido alfa linolenico (Omega-3), tienen una
recomendacion solo hasta el 10% debido a que si bien, los dos contribuyen a la
disminucion de los valores de colesterol total, cabe mencionar que el &cido
linoleico a través de su metabolismo a acido araquidonico y tromboxano A2 puede
originar un efecto trombogénico y vasoconstrictor, mientras que los metabolitos
del acido linolenico como el acido eicosapentaenoico dan lugar a la formacion de

prostaciclina, que tiene efecto antitrombogénico (Morais, More, & Serra, 2009).
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Mantequilla, cames grasas, productos camicos (hamburguesas, embutidos, salchichas
efc.), lacteos enteros, quesos curados. bolleria y pasteleria industrial, precocinados, y
aceites de coco y de palma

LG ERTTE Rl Aceite de oliva, aceitunas, aguacate, almendras y avellanas

Pescados azules (caballa, sardina, boquerdn, salmén, atlin, trucha...) ricos en acidos
grasos omega-3 de cadena larga, EPA o acido eicosapentaenoico y DHA o acido
docosahexaenoica) y nueces

Aceites de girasol. maiz. soja y cacahuete

Galletas saladas, bolleria y pasteleria industrial, tartas congeladas, palomitas para el
microondas, snacks, productos preparados con grasas hidrogenadas, pizzas
congeladas, manteca vegetal.

Tabla 4: Fuentes de grasas: Disponible en: Fundacién de Hipercolesterolemia Familia-
https://www.colesterolfamiliar.org/habitos-de-vida-saludables/dieta-y-nutricion/grasas-y-aceites/. Consultado el:
13 de mayo del 2018.

6.3.1.2. CARBOHIDRATOS

La ingesta de carbohidratos debe ser de un 50-60% de la energia total (Soca,
2009), Sin embargo, se recomienda que se priorice el consumo de carbohidratos
complejos, presentes especialmente en la pasta, leguminosas, papas, pan y
cereales (sobre todo en su variedad integral) (Morais, More, & Serra, 2009)
verduras y frutos secos. El consumo de azlcares simples no debe exceder el 10%
del VCT para evitar el aumento de los triglicéridos enddgenos (Catapano, y otros,
2017).

6.3.1.3 PROTEINAS

Se recomienda un aporte del 15% del valor cal6rico total, basado en carnes con
los cortes menos grasos y las aves de corral sin piel, limitar las visceras y las
carnes procesadas (embutidos) (Morais, More, & Serra, 2009). Ademas se
recomienda el consumo de pescado 1 a 3 veces a la semana (Kunstmann &
Grazia, 2012). Aunque algunos estudios mencionan que solo se debe consumir
un huevo a la semana debido a la asociacion con el incremento del colesterol
sérico y eventos cardiovasculares (Merchan, y otros, 2016); el huevo es uno de
los alimentos mas nutritivos y varias investigaciones cientificas han demostrado

gue no es responsable del aumento del colesterol sanguineo (Sayar, 2016).
6.3.1.4 ESTEROLES Y ESTANOLES VEGETALES

Existen opciones terapéuticas que potencian la disminucién del cLDL como como
los estanoles y esteroles vegetales (Molina, 2010). Estos son producidos por los

vegetales y son estructuralmente similares al colesterol, no se sintetizan en el
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organismo humano y son escasamente absorbidos en el intestino. Ciertos
esteroles vegetales extraidos del aceite de soya 0 pino se han incorporado a
algunos alimentos como el yogur, leche y margarina con el propésito de disminuir
los valores de colesterol en sangre (Morais, More, & Serra, 2009). En adultos, se

recomienda una ingesta de 2 g/dia (Jellinger, y otros, 2017).
6.3.1.5 FIBRA

Se recomienda aumentar el consumo a 20 - 30 gr/dia (Kunstmann & Grazia, 2012)
como minimo 7-13g de fibra soluble (Catapano, y otros, 2017). En algunos
estudios las dietas con mayor contenido de fibra soluble produjeron reducciones
de colesterol total del 5 a 19% y reducciones de cLDL de 8 a 24% (Jellinger, y
otros, 2017). La fibra soluble se encuentra en frutas como la pera, manzana,
guayaba y mora, también en la avena y cebada, entre otros. Este tipo de fibra
atrapa agua y forma una solucién viscosa en el intestino, haciendo la digestion
mas lenta y recubriendo la pared intestinal con una capa gruesa disminuyendo de
esta manera la absorcion intestinal de algunos nutrientes como la glucosa vy el
colesterol. Asi mismo, es fermentada por las bacterias del colon, favoreciendo el

crecimiento y mantenimiento de la microbiota intestinal (FHF, 2017).
6.3.2 ACTIVIDAD FISICA

Se recomienda aumentar la actividad fisica realizando minimo 30 minutos de
ejercicio de intensidad moderada para los adultos y 60 min al dia para nifios, que
permita generar un gasto energético de al menos 200 calorias diarias, todos o la
mayoria de los dias de la semana (Molina, 2010). El ejercicio fisico es también
primordial en la dislipemia aterogénica y en la prevencion y el tratamiento del
sindrome metabdlico, la hiperglucemia, la diabetes y la enfermedad cardiovascular

(Ascaso, y otros, 2017).

6.3.3 REDUCCION DEL PESO CORPORAL CUANDO HAY
SOBREPESO/OBESIDAD

Segun lo reportado en la guia ESC/EAS 2016 sobre el tratamiento de las
dislipemias, el sobrepeso y la obesidad corporal o abdominal contribuyen al
desarrollo de las dislipemias por lo cual se debe reducir la ingesta calérica y
aumentar el gasto energético. El exceso de peso se define como un IMC = 25

(Catapano, y otros, 2017).
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6.3.4 NO FUMAR

Se considera esencial el abandono del habito de fumar ya que incrementa el riesgo
de céncer y favorece la aterosclerosis (Soca, 2009). La nicotina tiene un efecto
propio téxico sobre el endotelio, ya que induce estrés oxidante produciendo LDL
oxidadas que, a su vez, estimulan una respuesta inflamatoria por parte de los

macroéfagos (Gorbatchev, y otros, 2006).
6.3.5 ALCOHOL

Segun lo reportado en la literatura los pacientes con Hipercolesterolemia Familiar
necesitan regular el consumo de alcohol para reducir los riesgos cardiovasculares,
por lo cual los hombres deben limitar su consumo de 3-4 unidades/dia (30-40 g
alcohol) y las mujeres de 2-3 unidades/dia (20-30 g alcohol) (Patel, Scopelliti, &
Savelloni, 2015). Esto difiere con lo mencionado por Catapano y colaboradores,
ya que mencionan que el consumo de alcohol para los hombres deberia ser de 20
g/dia (2 unidades) y para las mujeres de 10 g/dia lo equivalente a 1 unidad
(Catapano, y otros, 2017). El consumo de alcohol se debe evitar en casos de
hipertrigliceridemia moderada o grave (Ascaso, y otros, 2017).

6.3.6 EDUCACION

Segun los resultados obtenidos por Mostaza y colaboradores la mayoria de
pacientes con hipercolesterolemia que estan bajo tratamiento dietético y
farmacoldgico tienen un conocimiento satisfactorio de los alimentos que deben
evitar por su patologia. Pero son pocos los que conocen los alimentos que tienen
un efecto favorable, reafirmando la manera negativa en la que tradicionalmente se
ha explicado la dieta, ya que se hace especial énfasis en los alimentos que estan
prohibidos dejando de lado los que son buenos (Mostaza, y otros, 2007). Por lo
anteriormente mencionado, es crucial cambiar el modo de explicarle la dieta al
paciente ya que, si bien es trascendental dar a conocer los alimentos que se deben
evitar, es aun mas importante mostrarle todos los alimentos que pueden incluir en

la dieta para favorecer la adherencia al tratamiento nutricional.
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6.4 HERRAMIENTA DE EDUCACION NUTRICIONAL

El mundo esta en constante cambio, por lo cual los métodos de ensefianza se
deben ajustar a los gustos y necesidades de cada generacion. En este estudio se
quiso desarrollar una herramienta para teléfonos mdviles sencilla y facil de
entender, que en un futuro cercano sea ampliamente utilizada por grandes y
pequefios. La aplicaciéon para el celular incluye informacion sobre la HF, su
definicibn causas y caracteristicas, también recomendaciones nutricionales
basadas en la revision de literatura realizada en este estudio sobre el manejo
nutricional de pacientes con hipercolesterolemia familiar, asi mismo los aportes de
grasa total, saturada, monoinsaturada, poliinsaturada y colesterol de varios
alimentos basados en lo reportado en la tabla de composicion de alimentos 2015;
de esta manera el paciente podra consultar cuando y donde quiera esta
informacion. cabe mencionar que la absorcion de colesterol a nivel intestinal de
cada alimento es diferente.

La aplicacién cuenta con 4 opciones en las cuales puede consultar informacién
sobre:

e Hipercolesterolemia familiar: Informacioén sobre la Hipercolesterolemia
familiar definicion, caracteristicas y signos clinicos caracteristicos.

e Recomendaciones nutricionales: actualizadas basadas en la revision de
literatura realizada en la cual se incluyeron articulos de revision y las guias
de manejo propuestas a nivel mundial.

e Consumo diario: en el cual se muestra el aporte de grasa total, saturada,
monoinsaturada, poliinsaturada y colesterol que va a consumir, segun el
tamafio de la porcién en gramos segun los aportes establecidos en la tabla
de composicion de alimentos colombiana del 2015.

e Reporte: Consumo total diario de grasa total, saturada, monoinsaturada,

poliinsaturada y colesterol que va a consumiendo el paciente.
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7. CONCLUSIONES

Se identificaron 13 variantes, de las cuales 2 corresponden a variantes

patogénicas.

Se identificd la mutacion p.W4X en dos integrantes de la familia 26HF.

Se identificd la mutacion p. G396D en 3 individuos de la familia 27HF.

Es importante que los individuos afectados tengan una vida saludable la cual
abarca: modificaciones en la dieta, actividad fisica moderada, la reduccion del
peso corporal cuando hay sobrepeso/obesidad, abstenerse de fumar y disminuir
del consumo de bebidas alcohdlicas.

De la valoracion nutricional realizada a 3 individuos de la familia 26 HF se
concluyo: el individuo 26HF1 tiene desnutricion crénica de etiologia mixta, el
individuo 26HF2 tiene riesgo de desnutricion de etiologia mixta y el individuo
26HF3 es un paciente eutréfico. Esto se correlaciona con el andlisis molecular ya

que es el tnico que no presenta la mutacion c.11G>A.

Se propuso como primer paso una herramienta de aplicacion para teléfonos
moviles la cual debe ser validada para proporcionar a los pacientes las
recomendaciones nutricionales obtenidas de la revision de literatura realizada de

manera rapida, sencilla y confiable con el fin disminuir las complicaciones HF.

8. RECOMENDACIONES
Se sugiere seguir realizando la valoracién del estado nutricional de todos los

individuos con diagnéstico de Hipercolesterolemia Familiar ya que al hacer

cambios positivos en la dieta se podria mejorar la calidad de vida.
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10. ANEXOS

10.1 ANEXO 1: Historia clinica nutricional del propésito 26HF1

Fecha de valoracion: 21/04/2018

DATOS GENERALES

1.Nombres y Apellidos: 26HF1

2.Fecha de nacimiento: 26 de mayo de 1956

3.5exo: M:x_F.

4.Edad: 61 afios 5. EPS: Aliansalud
6. Direccion; Carrera 79 N°67-65

7. Teléfono: 8014653

8. Ocupacién:_Encargado de la biblioteca

HISTORIA CLINICA

5. Motivo de consulta:

9. Estado civil: Casado

2. Diagndstico médico actual:

Hipercolesterolemia

3. Antecedentes:

Familiares: Padre, tios hermanos e hijos con hiperlipidemia

Patoldgicos:
Hipercolesterolemia
Fecha Antecedentes
1989 2 infartos (IAM)
2003 1 Infarto
2 stent
2004 8 stent
2006 4 stent
2010 Infarto y 2 muertes subitas
Marcapasos, desfibrilador
2015 2 stent

43



Medicamentos:

MEDICAMENTO

ACCION

INTERACCION
FARMACO-NUTRIENTE

Repatha sureclick
1 cada /5 dias

En adultos con enfermedad cardiovascular para reducir el riesgo de ataque cardiaco y
derrame cerebral, asi como determinados tipos de cirugia cardiaca.

Evolocumab se une selectivamente a PCSK9 y evita que el PCSKO9 circulante se una al
receptor de lipoproteinas de baja densidad (rLDL) en la superficie de las células hepéaticas,

de rLDL en el higado provoca la reduccion del colesterol LDL (C-LDL) en suero.

impidiendo asi la degradacion del rLDL por mediacién de PCSK9. El aumento de los niveles

No hay interaccién

Acido Acetilsalicilico

100mg cada 24 horas

de los receptores del dolor por bradiquinina y otras sustancias. Efecto antiagregante
plaquetario irreversible

Analgésico y antipirético. Inhibe la sintesis de prostaglandinas, lo que impide la estimulacién

se debe tomar con las
comidas, ya que produce
con frecuencia irritacion
gastrointestinal

Ticagrelor
90 mg /12h

Es un antagonista selectivo de los receptores del adenosin difosfato (ADP) y actia como
inhibidor de la activacién y agregacién plaquetarias. Se utiliza en la prevencion de
acontecimientos aterotrombaticos en pacientes adultos con Sindromes Coronarios Agudos

No hay interaccién

Trimetazidina

Previene la disminucién de concentraciones de ATP intracelular, asegurando el
funcionamiento adecuado de las bombas i6nicas y del flujo transmembranario de Na-K, al

No hay interaccién

35mg/12h ) ; ) .
mismo tiempo que se mantiene la homeostasis celular.
i . . . . . La comida retrasa la
Losartan Antihipertensivos orales denominada antagonistas de los receptores de angiotensina Il. L .
. . ; . absorcién de losartan y
50mg/12h Tanto el losartan como su metabolito activo son antagonistas selectivos del receptor AT1. L .
disminuye su Cmax
Carvedilol Agente betabloqueante vasodilatador no selectivo, que reduce la resistencia vascular
25ma/12h periférica mediante bloqueo selectivo de adrenoreceptores alfa 1 y suprime el sistema No hay interaccién
9 renina-angiotensina mediante bloqueo beta no selectivo.
Rosuvastatina Aumenta el n° de receptores LDL hepaticos en la superficie celular, aumentando la
absorcién y catabolismo de LDL e inhibe la sintesis hepatica de VLDL, reduciendo asi el n° No hay interaccién
40mg/24h .
total de particulas VLDL y LDL
Amlodioino La amlodipina es un calcioantagonista (bloqueador de los canales lentos del calcio o
P antagonista de los iones calcio) del grupo de las dihidropiridinas, que impide el paso de los No hay interaccion
iones calcio a través de la membrana al musculo liso y cardiaco. La accion antihipertensiva y
2.5mg/24h L . . . . .
de la amlodipino es debida a un efecto relajador directo del musculo liso vascular
El alopurinol actiia sobre el catabolismo de las purinas sin modificar su biosintesis. Reduce
la produccién de acido Urico al inhibir las reacciones bioquimicas que conducen a su
Alopurinol formacion. El alopurinol es un analogo estructural de la base purica natural hipoxantina y . L
. N . . . S No hay interaccion
300mg/24h actla como un inhibidor de la xantina-oxidasa, la enzima responsable de la conversion de
hipoxantina a xantina y de xantina a acido Urico el producto final de catabolismo de las
purinas en el hombre.
. Inhibe selectivamente la absor