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La actividad de la lipoproteina lipasa marca el
diagndstico cuando la genética no es concluyente.

Desafios para su medida

Lipoprotein lipase activity marks the diagnosis when
genetics is inconclusive. Challenges for its measurement
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Resumen

La lipoproteina lipasa (LPL) es la enzima clave en el catabolismo de
las lipoproteinas ricas en triglicéridos (LRT), ya que permite el flujo de
4cidos grasos hacia los tejidos que los utilizan o almacenan. El sindrome
de quilomicronemia familiar (SQF), también denominado sindrome
de hiperquilomicronemia familiar, es una enfermedad genética rara,
caracterizada por hipertrigliceridemia grave a causa de déficit en
el catabolismo de los quilomicrones, lo que lleva a la acumulacién
de particulas ricas en triglicéridos (TG) y a complicaciones como
pancreatitis, xantomas y lipemia retinalis. Las mutaciones mas comunes
que pueden encontrarse en genes relacionados con el SQF incluyen
LPL, APOC2, APOAS5, LMF1 y GPIHBP1, aunque en un 30% de los
casos no se identifican variantes genéticas causales. Sumado a esta
problematica, los puntajes actualmente utilizados no estan validados en
nuestra poblacion.

Cuando la clinica es compatible, pero la genética no es concluyente, la
medicion de la actividad de LPL se vuelve crucial para el diagnéstico de
SQF. Sin embargo, las técnicas empleadas aln no estan estandarizadas
globalmente y existe alta variabilidad metodolégica entre laboratorios.
Ademas, los puntos de corte utilizados para diferenciar el SQF de otras
condiciones con hipertrigliceridemia grave varian entre laboratorios, lo
que complica aiin mas la interpretacion de los resultados. Es crucial la
estandarizacién y la validacion del método y la definicion de los valores
de corte en cada laboratorio de referencia que mida la actividad de LPL.

Palabras clave: sindrome de quilomicronemia familiar, lipoproteina
lipasa, punto de corte.

Abstract:

Lipoprotein lipase (LPL) is a key enzyme in the catabolism of triglyceride-
rich lipoproteins (TRLs) facilitating the transport of fatty acids to the
tissues that use or store them. Familial chylomicronemia syndrome
(FCS), also known as familial hyperchylomicronemia syndrome, is a rare
genetic disorder characterized by severe hypertriglyceridemia due to
a deficit in chylomicron catabolism, leading to the accumulation of
TG-rich particles and complications such as pancreatitis, xanthomas,
and lipemia retinalis. The most common mutations found in genes
associated with FCS include LPL, APOC2, APOAS5, LMF1, and GPIHBP1,
although in 30% of cases, no causal genetic variants are identified.
Additionally, clinical scores can be used but they are not currently
validated in our population.

When the clinical presentation is compatible but genetics are
inconclusive, measuring LPL activity becomes crucial for diagnosing
FCS. However, the techniques used are not globally standardized, with
high methodological variability between laboratories. Additionally,
the cut-off points used to differentiate FCS from other conditions with
severe hypertriglyceridemia vary between labs, further complicating
the interpretation of results.It is crucial to standardize and validate the
method and define the cut-off points in each reference laboratory that
measures LPL activity.

Keywords: familial chylomicronemia syndrome, lipoprotein lipase,
cut-off point.
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INTRODUCCION

Las lipoproteinas ricas en triglicéridos (LRT), grupo
de lipoproteinas constituido por los quilomicrones
(QM) vy las lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL), son particulas lipidicas complejas cuya
principal funcion es transportar triglicéridos (TG)
en la circulacion desde los sitios de absorcion o
sintesis hastalos tejidos que los utilizan o almacenan.
La principal responsable del catabolismo de las LRT
es la enzima lipoproteina lipasa (LPL), que hidroliza
los TG contenidos en los QM y las VLDL generando
acidos grasos libres. Si bien la LPL también degrada
TG provenientes tanto de la sintesis exdgena (QM)
como endogena (VLDL), el déficit de actividad de
la LPL afecta, en primer lugar, el catabolismo de
los QM.! La actividad de la LPL depende no solo
de la correcta expresion del gen que la codifica,
sino también de diversos activadores e inhibidores.
Entre los factores que regulan positivamente la
expresion génica se encuentra la insulina y los
receptores activados porel factor proliferador
de peroxisomas, especialmente el gamma. Sin
embargo, la regulacion postranscripcional, mediada
por distintos activadores e inhibidores, es la mas
significativa. Hasta el momento, se reconocen cuatro
activadores principales: la apolipoproteina (Apo)
AV, la ApoCll, el glicosilfosfatidilinositol anclado a
lalipoproteina de alta densidad-proteina de union 1
(GPIHBP1) y el factor 1 de maduracion de lipasas
(LMF1).! Dentro de los inhibidores, se destacan la
ApoCIIl y las proteinas similares a la angiopoyetina
tipo 3 y 4 (ANGPTL 3 y 4).> Dada esta importante
regulacion postraduccional, la mediciéon de las
concentraciones de LPL no refleja completamente
su actividad final."?

El sindrome de quilomicronemia familiar
(SQF) es una alteracion hereditaria autosémica
recesiva muy poco frecuente (1-3 pacientes en
1 000 000 de habitantes), que se caracteriza por
hipertrigliceridemia grave, consecuencia del déficit
del catabolismo de las lipoproteinas de sintesis
intestinal, con su consiguiente acumulaciéon en el
plasma.' Laacumulacion de estas particulas grandes
y cargadas de TG en la circulacion origina, ademas
de la presencia de un suero lechoso en los pacientes
portadores de esta enfermedad, manifestaciones
clinicas caracteristicas, como xantomas eruptivos
en tronco y extremidades, lipemia retinalis, dolor
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abdominal recurrente, hepatoesplenomegalia y
pancreatitis aguda o recurrente; esta tltima es la
mayor causa de morbimortalidad en los pacientes.’

En la bibliografia publicada hasta el momento
se informa que las alteraciones genéticas mas
frecuentes en el SQF son mutaciones con pérdida de
funcién en los genes LPL (60- 80%), APOC2 (5%),
APOA5 (10%), LMEF-1 (1%) y GPIHBP1 (5%).*
Estos datos provienen principalmente de estudios
en poblaciéon europea o de América del Norte;
sin embargo, una publicaciéon reciente mostrd
que la frecuencia de presentacion de las distintas
variantes difiere al estudiar poblacion europea de
origen surasidtico, que mostrd esta distribucion:
LPL (46%), GPTHBP1 (30%), LMF1 (11%), APOA5
(9%) y APOC2 (4%).° Es importante destacar
que, aun realizando un estudio genético dirigido,
en aproximadamente el 30% de los pacientes no
se encuentra la variante causal, lo que dificulta
el diagnostico de SQF y su diferenciacion de la
otra causa genética de hipetrigliceridemia grave,
el sindrome de quilomicronemia multifactorial
(SQM).® Este ultimo incluye polimorfismos que
afectan a genes involucrados en la sintesis o el
catabolismo de la lipoproteinas ricas en TG (LRT)
o pacientes heterocigotas para alguno de los 5 genes
canonicos del SQFE” Dada la dificultad que presenta
el diagnostico de esta patologia, se han propuesto
diferentes sistemas de puntuaciéon que intentan
identificar casos “probables”, “improbables” o “muy
improbables”, entre los que se destacan los puntajes
de Moulin,*de Brisson’ y el recientemente publicado
North American Familial Chylomicronemia Score
(NAFCS)." Si bien estos puntajes son indicativos,
no son concluyentes y, en algunos casos, presentan
resultados  contradictorios con la genética.
Asimismo, estos puntajes no se han validado en
la poblacion argentina ni latinoamericana, lo que
puede limitar su aplicabilidad directa en nuestro
medio. Esto es especialmente relevante en el caso
del NAFCS, que incluye entre las variables el indice
de masa corporal, lo que podria estar sujeto a
variaciones étnicas.

La actividad de la LPL ha servido en muchos
estudios clinicos para la incorporacion de pacientes;
por ejemplo, en el estudio APPROACH, un ensayo
clinico que evalud el oligonucleétido antisentido
dirigido contra la ApoC-III (volanesorsen). En



ese estudio, el 21% de los pacientes no presentaba
variantes genéticas definidas, pero fueron incluidos
dados su fenotipo clinico y una actividad de la LPL
inferior al 20% respecto de la poblacion sana.'' El
reciente consenso clinico conjunto de expertos de
la National Lipid Association y la American Society
for Preventive Cardiology para el reconocimiento
y tratamiento de la quilomicronemia persistente
incluye una actividad de LPL inferior al 20%
como herramienta para identificar casos de
hiperquilomicronemia persistente con riesgo
muy alto de pancreatitis, comparable al riesgo en
pacientes con SQFE.'> En estos casos, la medicion
de la actividad de la LPL se presenta como una
herramienta diagnostica precisa,”” aunque su
estandarizacion resulta compleja debido ala elevada
heterogeneidad entre técnicas y laboratorios.

MUESTRA DE ELECCION

Es importante tener en cuenta que la eleccion de la
muestra bioldgica es un factor critico. La muestra
de eleccidn para la determinacién de la actividad
de la LPL no es suero, plasma ni sangre entera,
sino el plasma posheparina (PPH). Este se obtiene
10 minutos después delaadministracién intravenosa
de heparina, que en nuestro caso corresponde a una
dosis de 60 Ul/kg. La heparina provoca la liberacion
de diversas enzimas lipoliticas unidas al endotelio
vascular, entre ellas, la LPL. Debido ala presencia de
lipasa hepatica (LH) —otra enzima con actividad
TG hidrolasa— en el PPH, sera necesario realizar el
ensayo en presencia de inhibidores especificos.

VARIABILIDAD METODOLOGICA

El primer ensayo informado para la determinacion
de la actividad de la LPL se basé en un método
radiométrico, que utiliza emulsiones de trioleina
marcadas con tritio.'" Este ensayo requiere el
uso de radioisdtopos, equipos especializados y
procedimientos manuales complejos, incluida la
sonicacidndelasmuestras,incubacionescontroladas
y la aplicacion de inhibiciones enzimaticas
especificas, que aumentan la variabilidad intra e
interensayo y reducen la reproducibilidad.

A pesar de que han transcurrido cinco décadas

desde la publicacion del primer ensayo para medir
la actividad dela LPL, esta prueba no esta disponible
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de forma comercial. El ensayo contintia siendo una
técnica manual, desarrollada como un método
in house, que muestra una elevada variabilidad
interlaboratorio. Como consecuencia, cada centro
de investigacion que la implementa debe validarla
de manera independiente y establecer sus propios
valores de referencia o puntos de corte, lo que
limita su estandarizaciéon y aplicabilidad clinica
a gran escala. Uno de los principales desafios
para su estandarizacion radica en la complejidad
metodologica de los ensayos. A pesar de estas
limitaciones, la mayoria de los ensayos utilizados
alrededor del mundo contintan empleando como
base esta metodologia.>'>

Mas recientemente, Di Filippo et al. diseiaron un
método con el uso de VLDL humanas separadas
por ultracentrifugaciéon como sustrato natural.'” En
este método, la actividad se mide indirectamente
a través de la liberacion de dcidos grasos no
esterificados tras la incubaciéon con el PPH, y se
calcula por diferencia con la actividad de LH. Este
método tiene como principal desventaja el uso de
VLDL, que exige para cada ensayo el aislamiento
de la lipoproteina a partir de plasma humano por
ultracentrifugacion, lo que introduce variabilidad
en el sustrato. Alternativamente, se ha desarrollado
un método fluorométrico con un sustrato analogo,"
aunque presenta limitaciones en sensibilidad y
especificidad para muestras humanas y requiere el
uso de un péptido de apoCII como cofactor y otro
con el extremo terminal de la proteina ANGPTL4
como inhibidor para poder medir la actividad de la
LPL con especificidad.

La amplia variabilidad entre los métodos empleados
para medir la actividad de la LPL constituye un
obstaculo clave para su estandarizacion entre
laboratorios.

Estas diferencias no se limitan unicamente al tipo
de sustrato utilizado (VLDL humana o emulsién
artificial), sino que también comprenden los
procedimientos de activacion (como el uso de
ApoC-II sintética o suero humano inactivado), los
enfoques para la inhibicion selectiva (por ejemplo,
mediante el fragmento N-terminal de ANGPTL4)
y las estrategias de cuantificacion empleadas
(medicién de radioactividad, fluorescencia o
liberacion de AGL).
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PUNTOS DE CORTE

La utilidad clinica de la medicion de la actividad de
LPL se ve atin mas complejizada por la necesidad
de diferenciar adecuadamente a los pacientes con
SQF de aquellos con otras condiciones que también
cursan con alteraciones en dicha actividad, como
el SQM. Para lograrlo, es imprescindible establecer
puntos de corte especificos adaptados a cada
laboratorio. Sin embargo, las diferencias entre las
poblaciones estudiadas por los distintos centros
impiden su comparacién directa, lo que limita
significativamente la posibilidad de extrapolar los
valores de referencia entre laboratorios.

Para establecer los puntos de corte, es preciso contar
con datos de pacientes normotrigliceridémicos
y pacientes genéticamente confirmados como
SQF o SQM. A partir de los datos de actividad
de la LPL en cada uno de los grupos, se obtienen
valores de corte con el uso de curvas ROC,
estableciendo los valores verdaderamente positivos
y verdaderamente negativos. Asi, en nuestro
laboratorio, el valor que diferencia el SQF del
SQM resulto ser el que corresponde al 25% de la
actividad de los normotrigliceridémicos (8.6 mUI),
a diferencia de lo que sefnalan trabajos previos que
sugieren considerar el 20% de la actividad de los
normotrigliceridémicos."!

Para identificar SQF, algunos autores'® establecieron
su valor de corte en 25% de la actividad de la
LPL de pacientes con SQM, lo cual demuestra
lo inapropiado de realizar una comparacion
entre de valores de corte entre laboratorios. En la
Tabla 1 se muestran los principales métodos
utilizados actualmente para la identificacion de
pacientes con SQF y los valores de corte.

Tabla 1. Comparacién entre métodos

Brisson D et al.’

Rioja J et al."®

ENSAYO FUNCIONAL

En nuestro laboratorio, hemos validado un ensayo
funcional in vitro que nos permite identificar si el
paciente carece de actividad de LPL o de alguno de
sus principales cofactores, como ApoCII y ApoAV.
El ensayo, que consiste en la incubacion en paralelo
de PPH vy sustrato con y sin agregado de suero
humano sano como fuente de cofactores, nos ha
permitido identificar numerosos casos en los que el
defecto fundamental se encontraba en la ApoCII o
bien en la ApoAV.*

CONCLUSIONES

Al dia de hoy, son pocos los laboratorios en el
mundo que miden actividad de LPL>"®" y el
nuestro es el tnico de Latinoamérica que lo
hace. Esto nos permite concentrar la medida de
las muestras de la regiéon con el minimo error,
utilizando los mismos valores de corte, e identificar
nuevas variantes genéticas propias, no informadas
previamente. En este sentido, recientemente hemos
podido identificar una nueva variante en APOA5"
y una en GPIHBP1.” Esto nos permitird tener un
registro de la variabilidad genética latinoamericana,
que, probablemente, no coincida en frecuencia con
las informadas en la poblacion europea, de América
del Norte o asidtica.

Por ello, aunque la actividad de la LPL es una
herramienta diagnostica poderosa y, en ciertos
casos, insustituible, su uso clinico sigue restringido
por las dificultades técnicas, la escasa disponibilidad
de laboratorios entrenados y la falta de consenso
metodoldgico. Avanzar hacia su estandarizacion
y validacion intercentros es esencial para integrar
esta determinaciéon en algoritmos diagnosticos

Laboratorio de Lipidos
y Aterosclerosis, FFyB,
UBAZ

Di Filippo M
etal."

Sustrato
con 14C estabilizada con
fosfolipidos

Emulsion de TG marcadores | Emulsion de TG marcado con 3H
estabilizada con fosfolipidos
+ emulsion comercial (Intralipid®)

VLDL aisladas por Emulsion de TG marcada

ultracentrifugacion con 3H estabilizada con

fosfolipidos

Criterio diagnéstico para SQF < 20% mediana NTG

< 25% mediana SQM

< 20% mediana NTG < 25% mediana NTG

Muestra

Plasma posheparinico

NTG, normotrigliceridémicos; SQF, sindrome de quilomicronemia familiar; SQM, sindrome de quilomicronemia multifactorial; TG, transportar triglicéridos; VLDL, lipoproteinas de

baja densidad.
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de hipertrigliceridemia grave y para mejorar
la seleccién de pacientes candidatos a terapias
especificas.
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