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Identification of genetic variants associated
with familial hypercholesterolemia in
Chilean children and adolescents

Background: Familial hypercholesterolemia (FH) is commonly asso-
ciated with mutations in=LDL receptor (LDLR), apolipoprotein B (APOB)
and proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 (PCSK9). Aim: To identify
genetic variants associated with FH in a population of children and adoles-
cents with hypercholesterolemia or a family history of-demonstrated early
CVD. Material and Methods: Clinical and biochemical parameters were
evaluated, and nine genes related to FH were sequenced namely LDLR,
APOB, PCSK9, LDLRAPI, LIPA, APOE, ABCG5, ABCG8 and STAPI, in
55 children and adolescents aged 1 to 18 years old, from non-consanguineous
families. Results: Mutations associated with FH were found in 17 children
and adolescents, corresponding to p.Asp47Asn, duplication of exons 13-15
and p.Ser326Cys of the LDLR gene;-p.Glu204* and 1le268Met of the APOE
gene. Thirteen patients were heterozygous, two homozygous, two compound
heterozygous, and one double heterozygous. Conclusions: Children and
adolescents carrying mutations associated with FH were found by selective
screening, which constitutes the first stage in the identification of genetic
variants in our country.
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transtorno genético frecuente, de trans-

misién autosémico dominante, que se
caracteriza por niveles plasméticos elevados de
colesterol asociado a lipoproteinas de baja den-
sidad (C-LDL) desde el nacimiento y un riesgo
elevado de desarrollar enfermedad cardiovascular
(ECV) ateroesclerética prematura'”. La HF es
causada principalmente por variantes en tres

l a Hipercolesterolemia Familiar (HF) es un

genes codificantes para proteinas fundamen-
tales en el metabolismo lipidico, tales como, el
receptor de LDL (RLDL) (70-90% de los casos),
el gen de apolipoproteina B (APOB) (~5%) y
la proproteina convertasa de subtilisina/kexina
tipo 9 (PCSK9)*’. Muy raramente, mutaciones
en otros genes involucrados en el metabolismo
de las lipoproteinas como son el gen que codifica
la apolipoproteina E (APOE) y el de la proteina
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adaptadora transductora de sefial (STAPI) pue-
den causar un fenotipo similar a HF".

La prevalencia estimada actual de la HF hete-
rocigota es de 1 en 250 individuos de la poblacién
general, que aumenta considerablemente en
sujetos con ECV prematura®’°. Por otra parte,
la HF Homocigota en una entidad rara, con una
prevalencia estimada en 1:450.000 individuos en
poblacién general®. Por tanto, en Chile se estiman
en mds de 70.000 los casos con HF heterocigota y
en 40 los casos con HF homocigota.

En Chile no existen programas establecidos
para la deteccion de la HF, si bien en la orienta-
cion técnica del Minsal 2018 se hace mencién a
la importancia del diagndstico temprano y trata-
miento oportuno para prevenir el desarrollo de
la enfermedad CV. Se han descrito en los tltimos
anos las caracteristicas moleculares en sujetos he-
terocigotos y homocigotos en conjunto con otros
paises que conforman la Red Iberoamericana de
Hipercolesterolemia Familiar'"'2.

Con respecto a las variantes descritas, se ha
senalado que Chile comparte con Espana alguna
de las mutaciones mds comunes en el gen del
RLDL, las cuales corresponden a p.Asp221Gly,
p-GIn92Glu y p.Gly592Glu, y con Brasil la mu-
tacion p.Ser326Cys'". En cuanto a las mutaciones
en el gen dela ApoB, se ha identificado en Chile la
mutacién p.Arg3527Gln, descrita igualmente en
Espana, Brasil, México y otros paises de América
Latina'.

El objetivo de este estudio fue identificar la
presencia de variantes genéticas asociadas a HF
para el apoyo del diagnéstico en una poblacién
de nifnos y adolescentes portadores de hiperco-
lesterolemia y/o antecedentes familiares de ECV
precoz demostrada.

Materiales y Métodos

Poblacion de estudio y criterios de inclusion
Estudio descriptivo de corte transversal de
una poblacion de nifos y adolescentes con eda-
des comprendidas entre 1 y 18 afos, todos ellos
casos indices independientes de familias no con-
sanguineas con sospecha diagndstica de HF de la
region del Biobio. El reclutamiento comprendié
un periodo de dos afios y se realizé: 1) mediante
pesquisa selectiva en hijos de padres con ECV
precoz demostrada y atendidos en el Laboratorio
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de Hemodinamia del Hospital Guillermo Grant
Benavente. La ECV precoz demostrada se define
como infarto agudo al miocardio y/o revascu-
larizacién coronaria percutdnea o quirdrgica en
hombres menores de 55 afios y mujeres menores
de 60 afios; y, 2) en nifos y adolescentes referidos
al Policlinico de Endocrinologia por presentar
dislipidemia.

El diagndstico de sospecha de HF se basé en los
siguientes criterios: la presencia de C-LDL > 190
mg/dL o0 > 150 mg/dL con antecedentes familiares
de hipercolesterolemia y/o ECV precoz demostra-
da en un familiar de primer grado y/o presencia
de xantomas tendinosos y cutdneos, xantelasma
0 arco corneal’.

Los padres o tutores de nifios y adolescentes
que aceptaron participar de este estudio firmaron
un consentimiento informado y los mayores de 10
afios firmaron el asentimiento. Este estudio respe-
t6 las normas éticas establecidas en la Declaracion
de Helsinkiy cuenta con la aprobacién del Comité
Etico-Cientifico del Servicio de Salud Concepcién
(Proyecto VRID-UDEC Ne 218.088.028-1.0; N°
219.072.041-M)

Andlisis antropométricos

Los escolares participantes fueron medidos en
posicién vertical con estadidmetro de precisiéon
0,1 cm y pesados en balanza TANITA. Se calculé
el indice de masa corporal (IMC) (kg/m?), su
percentil de acuerdo con tablas del CDC".

Andlisis bioquimicos

En la poblacion en estudio se colecté una
muestra de sangre periférica después de 12 horas
de ayuno, La concentracién de colesterol total
(CT), colesterol-HDL (C-HDL) y triglicéridos
(TG) se determinaron en un analizador clini-
co automatizado (SIEMENS). Los niveles de
C-LDL se calcularon mediante la férmula de
Friedewald si los triglicéridos eran inferiores a
350 mg/dL.

Andlisis molecular

El ADN genémico se obtuvo de la capa leuco-
citaria con columnas de purificacién (QIAGEN)
segun las instrucciones del fabricante, el cual
fue secuenciado para 5 genes relacionados a HF
autosomica dominante (LDLR, APOB, PCSK?Y,
APOE y STAPI)y 1 gen a HF autos6mica recesiva
(LDLR adaptor protein 1 (LDLRAP1)). Ademas,
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con el objetivo de realizar el diagnéstico diferen-
cial de dos patologias que cursan con un fenotipo
similar a HF, sitosterolemia y la enfermedad por
depositos de ésteres de colesterol, se secuenciaron
los genes ATP-binding casette subfamily G member
5y 8 (ABCG5, ABCGS) y lipasa dcida lisosomal
(LIPA). Los templados se prepararon en el Sistema
One Touch y secuenciados en la plataforma Ion
Torrent PGM® (Thermofisher) en un 316v2 Ion
Chip. Los andlisis bioinformadticos se realizaron
en CLC Genomics Workbench 9,5 (QIAGEN).
Después de filtrar con poblaciones de control
(NHLBI-ESP6500, AbraOM, ExAC y gnomAD),
fueron consultadas todas las mutaciones poten-
ciales para su descripcion previa en ClinVar, Base
de Datos de Mutaciones del Genoma Humano
(HGMD), British Heart Foundation y bases de
datos de Jojo Genetics.

Todas las muestras se analizaron mediante
MLPA (Multiple Ligation-depend Probe Am-
plification) (MRC-Holland) para determinar la
variacion del nimero de copias®. La interpreta-
cién y clasificacion de las variantes se estudiaron
siguiendo las recomendaciones del consenso de
la Asociacién de Patologia Molecular y del Co-
legio Médico Americano de Genética y Genoma
(ACMGQG).

Andilisis estadistico

Se utilizé el software SPSS versién 24. Las
variables numéricas fueron representadas por la
media, la desviacién estdndar y sus cuartiles. Las
variables cualitativas fueron representadas por su
frecuencia y porcentaje. Se utiliz6 la prueba t de

Student para la comparacion de medias de grupos
independientes y la prueba U de Mann-Whitney
para la comparaciéon de medianas. Se verificé la
normalidad de las variables mediante la prueba
de Shapiro-Wilk. En todos los casos, se utiliz6 un
nivel de significancia de 0,05.

Resultados

La poblacién en estudio incluyd 55 casos indi-
ces de ninos y adolescentes, 32 de sexo femenino
y 23 de sexo masculino, de edad promedio de 9,5
+ 3,6 afios, de los cuales 77% consult6 por disli-
pidemia y 23% fue reclutado por contar con el
antecedente de ECV precoz demostrada.

Se identificaron 17 portadores de mutaciones
asociadas a HF (30,9%) y en 38 de ellos (69,1%)
no se identificé ninguna mutacién. Los promedios
de edad, IMC y concentraciones plasmaticas de
lipidos se presentan en la Tabla 1. La media de CT
y C-LDL fueron significativamente superiores en
el grupo portador de mutaciones asociadas a HF
comparado con el grupo sin mutacién (CT, 308
+ 73 mg/dL vs. 213 + 34 mg/dL respectivamente;
p = 0,0001; y C-LDL 238 + 75 mg/dL vs. 137 +
33 mg/dL, respectivamente; p < 0,0001). Ambos
grupos no presentaron diferencias significativas
en las medias de la edad ni en las medianas del
IMC. Ademis, no se encontrd diferencias esta-
disticamente significativas entre las medias de
C-HDL (p = 0,5271) y entre las medianas de TG
(p =0,0718) de ambos grupos.

Al considerar los andlisis genéticos de los

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y perfil lipidico de nifos y adolescentes con y sin mutaciones
asociadas a Hipercolesterolemia Familiar

Con mutaciones (n = 17)

Variable Media DE Mediana Q1 Q3
TEdad (afos) 8,9 4,2 9,0 6,0 10,0
MWIMC (kg/m?) 19,3 53 17,0 15,1 21,6
TCT (mg/dL) 308 73 325 243 348
"LDL-C (mg/dL) 238 75 260 174 279
THDL-C (mg/dL) 54 11 52 44 63
MWTG (mg/dL) 80 35 74 55 99

"t-Student, "W Mann-Whitney, DE: desviacion estandar, Q1 cuartil 1y Q3 cuartil 3.
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Sin mutaciones (n = 38)

Media DE Mediana Q1 Q3 Valor p
9,7 3,3 10,0 8,0 11,0 0,4197
20,8 4,1 20,3 17,2 229 0,0778
213 34 215 191 234 0,0001
137 33 135 120 158 < 0,0001

56 11 55 50 64 0,5271
104 48 90 66 122 0,0718
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Heterocigoto doble

Heterocigoto compuesto
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Figura 1. Distribucion porcentual de las mutaciones asociadas a Hipercolesterolemia Familiar identificadas en la poblacién
de nifos y adolescentes. (A) Porcentaje de los genes con variantes genéticas y de los genotipos compuestos y dobles. (B)

Mutaciones en el R-LDL.

casos indices de nifios y adolescentes con muta-
ciones asociadas a HF, se observé que 13 casos
presentaron sélo una mutaciéon en el gen del
RLDL y 1 caso tenia una mutacién en el gen de
la APOE. Ademds, 2 casos son heterocigotos
compuestos con las mutaciones p.Asp47Asn y
duplicacién de exones 13-15 del gen de RLDL
(Exon13_15dup), y uno es heterocigoto doble,
portador de una duplicacién de exones 13-15
en el gen RLDL y la p.Ile268Met en el gen de la
APOE (Figura 1A). Las variantes encontradas
en el RLDL correspondieron a: 3 heterocigotos
para la variante p.Ser326Cys, 3 heterocigotos y
un homocigoto para la mutacién p.Asp47Asn y
6 heterocigotos con duplicacion de exones 13-15
(Figura 1B). Ademads, se identificé s6lo un nino
homocigoto para la mutacién p.Glu204* en el
gen de la APOE (Tabla 2).

El andlisis del perfil lipidico de los nifos y
adolescentes portadores de mutaciones asociadas
a HF, mostré que los heterocigotos compuestos
y los dobles presentaron niveles de CT y C-LDL
mayores a 300 mg/dL y los portadores de la dupli-
cacién de exones 13-15 presentaron concentracio-
nes promedio de CT y C-LDL de 304 + 70 mg/dL
y 240 + 67 mg/dL, respectivamente, valores que
son superiores a los encontrados en las otras dos
mutaciones del RLDL. Se observo la presencia de
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xantomas en un nifo de genotipo heterocigoto
para la duplicacién de exones 13-15 con niveles
de C-LDL de 240 mg/dL y en un heterocigoto
compuesto que present6 concentraciéon de C-LDL
de 353 mg/dL. Respecto a la mutaciéon p.Glu204*
del gen de la ApoE de genotipo homocigoto, se
destaca las altas concentraciones de CT y C-LDL,
niveles que son superiores a 250 mg/dL (Tabla 2).
Las bases de datos consultadas para las variantes
genéticas del R-LDL, establecen alelos patogéni-
cos y de patogenicidad incierta para las distintas
mutaciones identificadas en este estudio. Para
las variantes derivadas de la ApoE, aunque no se
encuentran definidas en las bases de datos, son
consideradas como variantes de patogenicidad
incierta (Tabla 2).

En la Figura 2, se presenta la localizaciéon de
las mutaciones en el RLDL, observdndose que la
p-Asp47Asn se encuentra en el dominio de unién a
ligando, la p.Ser326Cys en el dominio tipo EGF-1
(Epidermal Growth Factor-1) y la duplicacion de
exones 13-15 afecta tanto a la regién de EGF-1
como al dominio de O-glicosilacién de la proteina.
Conrespecto ala APOE, la mutacién p.Glu204* se
encuentra en una regién denominada intrinseca-
mente desordenada (IDR) del dominio bisagra y
la variante p.Ile268Met en el extremo C-terminal
de la proteina's.

Rev Med Chile 2021; 149: 1267-1274
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Tabla 2. Identificacion de mutaciones asociadas a Hipercolesterolemia Familiar, concentraciones
plasmaticas de lipidos, presencia de xantomas y clasificacion de su patogenicidad

Mutaciones n Perfil lipidico (mg/dL) Xan- Clasificacion segun base
tomas de datos
CcT LDL-C HDL-C TG Clin Var gnomAD
R-LDL
p.Ser326Cys 3 281 +55216+44 5613 46 =8 Patogénica Patogénica
p.Asp47Asn 4 252 +54174+70 59 +11 95+ 32 Probablemente Probablemente
patogénica; VUS  deletérea
Exon13_15dup 6 304+ 70240 =67 49+8 80+ 32 Si Patogénica; Ausente
VUS
Exon13 15dup + p.Aspd7Asn 2 422 =6 353 =17 47 =11 109 = 64 Si
ApoE
p.Glu204* 1 348 259 70 95 Ausente Ausente
Exon13_15dup (R-LDL) + 1 370 307 52 55 1268M: 1268M:
p.lle268Met (apoE) ausente ausente

VUS: variant uncertain significance.

A
D47N
Dominio de unién a ligando
$326 b
Dominio de homologia del precursor de EGF
Exon13_15dup 3
Dominio de O-glicosilacién
Dominio transmembrana
HOOC -~ ] Dominio citoplasmatico
R-LDL
B
Hélice 1 Hélice 2 Hélice 3 Hélice 4 Reqié
HN — PN —— — COOH
2 — bisagra 5 004+ 1268M
. Regién de unién a R-LDIL \ )
Dominio N-terminal Dominio C-terminal

ApoE

Figura 2. Esquema con la localizacién de las mutaciones identificadas. (A) Receptor de LDL y (B) ApokE. Figuras realizadas
en biorender.com.
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Discusiéon

La HF es una enfermedad autosémica domi-
nante que se relaciona con el desarrollo de ateros-
clerosis temprana desde la infancia. En Chile, la in-
formacion acerca de variantes genéticas asociadas
a HF es escasa'! y no existe un programa sistemati-
co de pesquisa de esta enfermedad. En este estudio
se identificé las variantes genéticas: duplicacion
exones 13-15, p.Ser326Cys y p.Asp47Asn en el
gen del RLDL; p.Glu204* y p.Ile268Met en el gen
de APOE, en poblacién pedidtrica con sospecha
diagndstica de HF, aportando a la caracterizacion
genética de esta patologia en nuestro pais.

En la poblacién estudiada de ninos y adoles-
centes se identificé a 17 portadores de mutacio-
nes asociadas a HF, los que mostraban niveles
significativamente mds altos de CT y C-LDL en
comparacién a aquellos que no presentaban mu-
tacién. La determinacién de las concentraciones
de CT y C-LDL estédn en corcordancia con estudios
enfocados a detectar la HF en edad infanto-juvenil,
los cuales senalan que estos parametros lipidicos
contribuyen ala deteccion de posibles portadores
de HF'”!®, Aunque el diagnéstico clinico actual se
basa fundamentalmente en los niveles de C-LDL,
el fenotipo de HF en poblacién pediatrica diag-
nosticada genéticamente es diverso, con valores
de C-LDL que flucttian en un amplio rango".
Ante la sospecha de HF, se recomienda la pesquisa
selectiva a partir de los 2 afios de edad.

En relacién a la frecuencia de las mutaciones
descritas, se observd que el mayor porcentaje
de ellas afectan al gen del RLDL, lo cual estd en
concordancia a lo publicado por diversos autores
que senalan que mds del 70% de los casos de HF
se asocian a mutaciones en este gen*®'. En el
presente estudio la duplicacién de exones 13-15
resultd ser la alteracién genética mds frecuente
identificada en la poblacién. Si bien, esta mutacién
produce un reordenamiento génico mayor, existe
poca informacién sobre el efecto de esta duplica-
cién en la estructura y funcién del receptor. Sin
embargo, se ha sugerido que esta variante genética
produciria un cod6n de término anticipado de la
transcripcion, llevando a la expresion de un re-
ceptor carente del dominio de unién a membrana
y citoplasmatico y, por ende, no presente en la
superficie celular?®.

La segunda mutacién mds frecuente en este
estudio fue la p.Asp47Asn (30,8%), variante des-
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crita principalmente en poblacién japonesa* y
que no ha sido reportada previamente en Latinoa-
mérica'’. Esta mutacion se localiza en la primera
region abundante en cisteina (LA1) en el dominio
N-terminal involucrado en la unién al ligando del
R-LDL (Figura 2a). Esta variante genética ha sido
clasificada de patogenicidad incierta o probable-
mente patogénica por distintas bases de datos.
En este contexto, nuestro grupo de investigacién
analiz6 3 casos indices pedidtricos portadores de
esta mutacion, los cuales presentaron valores CT y
C-LDL significativamente mds altos que los nifios
y adolescentes sin mutacion, sugiriendo que la
variante p.Asp47Asn podria tener un efecto dele-
téreo sobre el metabolismo del colesterol (datos
no publicados).

Respecto a la mutacién patogénica p.Ser-
326Cys, se encontrd en un 23,1% de los casos
estudiados, lo cual coincide con lo sefialado en la
literatura que posiciona a esta variante como una
de las mas prevalentes en Chile y en otros paises
latinoamericanos como Brasil''. Esta mutacién se
encuentra en el dominio altamente conservado
EGF-1, el cual esta implicado en el reciclaje del
receptor hacia la membrana y en la liberacién de
receptor dentro del endosoma, por lo que defectos
en este dominio tienen como consecuencia una
mayor degradacién del receptor y menor expre-
sion del receptor en la superficie celular®®.

Existe poca evidencia en la literatura que rela-
cione mutaciones en el gen de APOE con la HF.
En este estudio se identificaron 2 mutaciones en
este gen: p.Glu204* y p.Ile268Met. En el homoci-
goto para p.Glu 204* se encontr6 que los niveles
de CT y C-LDL fueron considerablemente supe-
riores a los valores de referencia. Si bien la ApoE
es estructuralmente compleja, se ha demostrado
que cambios en un solo aminodcido producen un
efecto global que compromete toda la estructura
de la proteina*. Para llevar a cabo su funcién, la
ApoE debe ser estructuralmente flexible para que
ocurran los cambios conformacionales requeridos
para la unién de lipidos a sus dominios Ny C-ter-
minal'®*; por lo tanto, la mutacion p.Glu204* y la
variante p.Ile268Met podrian alterar la interaccién
de ApoE con lipidos.

La informacién de los fenotipos de los porta-
dores heterocigotos compuestos (dos mutaciones
asociadas a HF en el mismo gen) y heterocigotos
dobles (dos variantes asociadas a HF en genes
distintos) es escasa®. En este contexto, el Panel de

Rev Med Chile 2021; 149: 1267-1274
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Consenso de la Sociedad Europea de Aterosclero-
sis declar6 que se encuentran menores niveles de
C-LDL en los heterocigotos dobles en compara-
cién con los portadores homocigotos de muta-
ciones en APOB, PCSK9 o RLDL?*. M4ds atn, se
ha reportado que los valores promedio de C-LDL
en los heterocigotos dobles se encuentran entre los
niveles observados en los portadores heterocigotos
y heterocigotos compuestos, pudiéndose asociar
con una forma grave de HF heterocigota®’. Asi,
los heterocigotos dobles y compuestos descritos
en este estudio tuvieron niveles de C-LDL muy
superiores a los presentados por los portadores
heterocigotos para la duplicaciéon de exones 13-
1525727‘

Este estudio constituye un aporte a la carac-
terizacion de los genes asociados a HF en una
poblacién de ninos y adolescentes chilenos. Sin
embargo, contemplé un numero acotado de
participantes de la comuna de Concepcién y
representa la etapa inicial de la pesquisa de esta
patologia, cuya continuidad permitird avanzar en
el conocimiento de la realidad de la HF en nuestra
poblacién.

En conclusién, se logré identificar portado-
res de mutaciones asociadas a HF, describir las
variantes genéticas y sus fenotipos a través de la
pesquisa selectiva de ninos y adolescentes con hi-
percolesterolemia y/o antecedentes familiares de
ECV precoz demostrada en una poblacién chilena.
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