430

Articulo Original
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Resumen

Fundamento: Bajos niveles de HDL-c son importantes predictores de enfermedad coronaria, la primera causa de muerte
en todo el mundo. Muchos factores afectan los niveles de HDL-c, tales como los polimorfismos de genes que codifican
proteinas-clave para la via de transporte reverso de colesterol.

Objetivo: Investigar la influencia de siete polimorfismos de los genes CETP, APOA1, ABCA1 y SCARB1 genes en los
niveles de HDL-c en una poblacion de la regién sur del Brasil.

Métodos: Los polimorfismos fueron investigados en una muestra de 500 individuos de descendencia europea, pero los
niveles de HDL-c de solamente 360 individuos fueron ajustados para cofactores usando regresion lineal miiltiple en el
estudio de asociacion. La muestra fue dividida en terciles de acuerdo con los niveles ajustados de HDL-c y frecuencias
de alelos y haplotipos fueron comparadas entre el 12y el 32 terciles de los niveles ajustados de HDL-c.

Resultados: Cuando las combinaciones de los alelos de riesgo fueron probadas, la frecuencia de combinaciones alélicas
en tres genes (haplotipo 1 del gen APOAT, variante 2S del gen SCARB1, y alelo B1 del gen CETP) fue significativamente
mas alta en el tercil inferior de los niveles ajustados de HDL-c (28,3%) que en el tercil superior (14,9%; p=0,008), lo que
indica que la presencia de esas variantes aumenté 2,26 veces la posibilidad de tener niveles de HDL-C < 39,8 mg/dI.

Conclusion: Se espera que esos marcadores, cuando sean estudiados separadamente, tengan una pequeia influencia
en la caracteristica que esta siendo analizada, pero una influencia mayor fue detectada cuando los marcadores fueron
estudiados en combinacion. En una poblacion de la regién sur del Brasil, nuestros datos mostraron una influencia
significativa de las combinaciones de las variantes de los genes APOA1, SCARB1 y CETP en los niveles de HDL-c. (Arq
Bras Cardiol 2010; 95(4): 430-435)
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estudios han investigado la asociacién de esos polimorfismos
con el riesgo de alteraciones en los perfiles lipidicos. Entre
tanto, aun precisa ser aclarado si esos polimorfismos afectan
los perfiles lipidicos y si esa influencia es encontrada en
diferentes poblaciones; lo que no fue investigado en ninguna

Introduccion

Estudios epidemioldgicos han mostrado fuertes evidencias
de que niveles bajos de lipoproteina de alta densidad (HDL-c)
estan asociados con aumento del riesgo de enfermedad
arterial coronaria (EAC)". Siendo asf, las causas de los bajos

niveles de HDL-c han sido intensivamente investigadas y
estudios genéticos se han concentrado en los genes que
codifican las proteinas que tienen un papel importante en
el metabolismo del HDL-c o en el transporte reverso del
colesterol (TRC). Las proteinas en esos grupos incluyen:
apolipoproteinas, tales como LA-I, LA-1l y Y; enzimas, tales
como CETP, LCAT y LIPC; y receptores de membrana, tales
como ABCAT1 y SCARB1. Cuando son asociados, esos genes
candidatos son sustancialmente polimérficos y muchos
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poblacién sudamericana hasta hoy.

Este estudio investigo la influencia de siete polimorfismos
de los genes CETP, APOA1, ABCAT y SCARB1 en los niveles
de HDL-c en una poblacién de la region sur del Brasil.

Métodos

Individuos

La muestra poblacional consistié en 500 individuos de
ascendencia europea, como fue anteriormente descripto?.
Los voluntarios incluidos en esa muestra fueron invitados a
participar del estudio en dos centros clinicos de la Universidad
Federal de Rio Grande do Sul entre individuos que fueron
encaminados a varios centros de salud para exdmenes de
sangre de rutina. Un cuestionario fue utilizado para colectar
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datos sobre uso de medicamentos y variables relacionadas
al estilo de vida, tales como tabaquismo, actividad fisica,
etilismo, uso de anticonceptivos orales, menopausia y
medidas antropométricas. El tabaquismo fue clasificado
como no-fumante o fumante actual; ex-fumantes fueron
excluidos. Todos los individuos dieron su consentimiento libre
e informado antes de ser incluidos en el estudio. Los criterios
de exclusion fueron: gravidez, hiperlipidemia secundaria
debido a enfermedad renal, hepética o tiroidea; y diabetes
o niveles de glucemia de ayuno > 7 mmol/I>. Mujeres
recibiendo terapia de reposicion hormonal e individuos
recibiendo medicamentos hipolipemiantes, betabloqueaantes
o antiinflamatorios también fueron excluidos.

Los participantes fueron examinados por la manana
después de un ayuno de 12 horas. El peso fue medido sin
zapatos y con ropas leves. La altura fue medida sin zapatos,
con los talones juntos y con el dorso recostado en la pared.
El indice de masa corporal (IMC) fue calculado como peso/
altura? (kg/m?). La circunferencia de la cintura (CC) fue medida
en la menor circunferencia horizontal entre la 122 costilla y
la cresta ilfaca.

Analisis de laboratorio

Las muestras de sangre fueron colectadas después de un
ayuno de 12 horas. Colesterol total (CT), lipoproteina de
alta densidad colesterol (HDL-c) y triglicéridos (TC) fueron
dosados en cada centro clinico usando métodos enzimaticos
estandarizados®. Los niveles de lipoproteina de baja densidad
colesterol (LDL-c) fueron calculados usando la férmula de
Friedwald®. Los niveles de glucemia también fueron dosados
para asegurar que ningln individuo con diabetes haya sido
incluido en el estudio.

La técnica de salting-out fue utilizada para extraer el
ADN de las muestras de sangre®. EI ADN fue amplificado
utilizdindose PCR y primers oligonucleotidos bajo las
condiciones previamente descriptas para CETP?, APOA1?,
ABCA1° y SCARB1™. Los productos de la amplificacién
fueron subsecuentemente digeridos con las siguientes enzimas
de restriccién bajo las condiciones recomendadas por el
fabricante: Taq | (CETP - TaqlB), Msp | (APOAT - g-75a y
c+831), Xag | (ABCA1 - Arg219Lys), Alu | (SCARBT - Gly2Ser),
Apal (SCARB1 - c780t) y Hae Il (SCARB1 - c1050t). Los
genotipos fueron determinados después de la realizacién
de electroforesis en gel de agarosa conteniendo bromuro de
etidio y un marcador de 100 pb fue usado para determinar
los tamafios de las bandas.

Analisis estadistico

Las frecuencias alélicas fueron estimadas por el método de
conteo de genes. Un test ¢? para “goodness of fit” fue utilizado
para verificar si las frecuencias alélicas eran las esperadas de
acuerdo con el equilibrio de Hardy-Weinberg. Las frecuencias
de haplotipos de méxima verosimilitud y el desequilibrio
de ligazén fueron estimados usando el software Arlequin
2000". Los haplotipos de los genes SCARB1 y APOA1 fueron
determinados usando el método descripto por Long'.

Apenas 360 individuos fueron analizados en el estudio de
asociacion entre SNPs y niveles de HDL-c, por que los datos

completos de los otros individuos no estaban disponibles.
Regresiones lineales muiltiples fueron realizadas para ajustar
los niveles de HDL-c usando el método backward stepwise.
Las covariantes incluidas en el primer modelo fueron sexo,
edad, CC, tabaquismo, etilismo, IMC, niveles de triglicéridos
(TG) y menopausia, asi como todos los términos de interaccién
posibles. En el modelo final usado para el ajuste de los niveles
de HDL-c, las covariantes significativas que permanecieron
en el modelo fueron sexo, edad, IMC, niveles de TG, niveles
de TG x edad, estado post-menopausia y niveles de TG x
menopausia para mujeres. Los niveles de TG fueron log-
transformados para remocién de asimetria en la distribucién. La
muestra fue dividida de acuerdo con los terciles de HDL-cy la
heterogeneidad entre los grupos en tablas de contingencia fue
probada usando el Test c? o Test Exacto de Fisher. Las regresiones
logfsticas fueron realizadas para obtener el odds ratio (OR) para
cada variante genética o combinacién de variantes. Todos los
analisis fueron realizados con el software Statistical Package for
Social Sciences (SPSS), versién 11.0 para Windows.

Resultados

La Tabla 1 muestra las frecuencias de alelos y genotipos
para los genes CETP, ABCA1 y SCARB1 genes, asi como las
frecuencias de haplotipos para el gen APOAT. Las frecuencias
de haplotipos del gen SCARB1 no son mostradas por que
ellas no influenciaron los niveles de HDL-c en cualquier
analisis posterior. Todas las frecuencias genotipicas estan en
equilibrio de Hardy-Weinberg (datos no mostrados). Un fuerte
desequilibrio de ligazon entre las dos variantes del gen APOAT
fue detectado (D= -0,84, c>=10,04, p<0,001) y el haplotipo
1 (-75g/+83¢) fue el mas comin. Para el gen SCARB1, el
alelo 780t fue el més frecuentemente encontrado con 1050c,
indicando un desequilibrio significativa (D “ = - 0,44, c*=5,97,
p=0,015). Gly2Ser no estuvo ligado a ninguna de las otras
dos variantes investigadas en ese gen.

La prevalencia de cada haplotipo del gen APOAT vy las
frecuencias alélicas de las otras variantes del estudio fueron
comparadas entre el 12y el 32 terciles de HDL-c ajustado para
variables no-genéticas (Tabla 2) y las caracteristicas clinicas de
acuerdo con esos grupos son mostradas en la Tabla 3. Aunque
la diferencia no haya sido estadisticamente significativa, el
haplotipo 1 del gen APOAT, el alelo TaqIB*1 del gen CETP y
el alelo 2Ser del gen SCARB1 fueron mas frecuentes en el 12
tercil (p=0,18, p=0,16 y p=0,29). Cuando las frecuencias
de alelos y haplotipos fueron nuevamente comparadas entre
el 12y el 42 cuartiles de HDL-c, las mismas tendencias fueron
encontradas, excepto por el Gly2Ser SNP del gen SCARB1,
que tenfa un valor de p menor (p=0,14).

Con base en esos resultados, los alelos de riesgo para
bajos niveles de HDL-c fueron seleccionados a partir de
las comparaciones estadisticas que resultaron en valores
de p < 0,25. Esas variantes, llamadas de “variantes de
riesgo”, son mostradas en la Tabla 4, que también muestra
como los portadores de esas variantes fueron analizados
posteriormente: como portadores homocigotos, o como
portadores heterocigotos y homocigotos.

La frecuencia de individuos con combinaciones de
riesgo genético para bajos niveles de HDL-c fue comparada
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Frecuencias de alelos, haplotipos y genotipos en la Frecuencias alélicas de acuerdo con los terciles de HDL-C*
muestra total
1o. tercil 3o. tercil
Genotipos, alelos, Nimero Muestra total, n = 500 (< 39,8 mg/dl) (> 47,1 mg/dl) p
haplotipos GenBank n 9, n=120 n=121
CETP-TagIB rs 708272 CETP TaqlB*2 (-) 378 442 0,16
B1B1 89 179 APOA1*haplotipo 1 76,5 711 0,18t
B1B2 241 484 ABCA1*219Lys 37,1 33,9 0,51
B2B2 168 3.7 SCARB1*2Ser 154 12 0,29%
B2 3.7 SCARB1*780t 10 79 043
ABCA1 - Arg219Lys rs 2230806 SRB1*1050t 377 38 1
Arg Arg 219 438 *Niveles de HDL fueron ajustados por género, edad, IMC, niveles de triglicéridos
Arg Lys 236 47,2 X edad, estado post-menopausia y niveles de triglicéridos x menopausia
Lys Lys 45 9 en mujeres; fcomparacién del haplotipo 1 vs ofros haplotipos. t cuando las
] 26 diferencias entre cuartiles fueron probadas, el valor de p de ese SNP fue 0,14.
ys !
APOA1 -g75a rs 670
99 206 59,3 a Caracteristica_s clinicas y de Iaboratorio_de los
6 176 3.3 participantes del estudio de acuerdo con los terciles de HDL
aa 21 5.4 1o. tercil 3o. tercil
la 23,0 (<39,8 mmolll)  (>47,1 mmolll) p
APOA1 +c83t rs5069 n=120 n=121
cc 444 89,0 CT (mg/dl) 190,8 +39,8 204,1+416 0,01
ct 53 10,6 HDL-C (mg/dl) 348457 56,4 + 9,4 <0,001
ft 2 0.4 LDL-C (mg/dl) 1299 364 1240 £385 0,18
t 57 Triglicéridos (mg/d) 130,6 61,7 118,4 £ 68,2 0,04
APOA1 —g75a / +c83t rs 670 / rs5069 IMC (kg/m?) 259+48 261+53 0,78
11 253 50,8
Edad (anos) 425+14,4 41,0£16,3 0,45
12 164 32,9 Cireunf -
ircunferencia
13 39 78 cintura (om) 92,0+12,7 89,5+ 13,8 0,14
22 2z 54 Sexo (% masculino) 72,5% 38% <0,001
2 13 26 Menopausia 15,2% 24% 0,44
33 2 04
! Inactividad fisica 62,5% 60% 0,79
1)-75g9/+83 ¢ 71,2
Tabaco 34,2% 29,8% 0,49
2)-75a/+83 ¢ 232
0, 0,
3)-759/ 83 56 Consumo de alcohol 24.2% 22,3% 0,76
SCARB1 - Gly2Ser rs 4238001 Consumo de vino 9,2% 5,8% 0,34
Gly Gly 376 75.2 @ mujeres recibiendo terapia de reposicion hormonal fueron excluidas; * ex-
! fumantes fueron excluidos; ¢ consumo de alcohol o vino fue definido como
Gly Ser 116 232 siendo por lo menos un vaso/copa por semana.
Ser Ser 8 1,6
s B2 Variantes de ri d tado del portad
rian ri r n r
SCARB1 — o780t 57967975 ariantes de riesgo para cada gen y estado del portadol
cc 420 84 G — Variantes de Estado del
en Polimorfismo X
ot 75 15 riesgo portador
tt 5 1 APOA1 -g75a [ +c83t Haplotipo 1 Homaocigotos 11
T 17 SCARB1 Gly2Ser Ser SerSer + GlySer
SCARB1 - ¢1050t rs 5888 CETP TaqlB B1 B1B1 +B1B2
cc 180 37,2
ct 233 48,1 . .
tt - 7 entre el 12 y el 32 terciles de HDL-c (Tabla 5). Primero, los
’ portadores de combinaciones de dos variantes deletéreas
t 23 fueron evaluados, como es mostrado en la Tabla 4 y entonces
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la frecuencia de los portadores de combinaciones de tres
variantes deletéreas fue comparada. Esas comparaciones
mostraron que ser un portador de variantes de riesgo de los
genes APOAT y CETP aument6 en 2,4 veces la posibilidad
de tener niveles de HDL-c < 39,8 mg/dl (p=0,005). Cuando,
ademas de esa combinacién, el individuo también es portador
del alelo de riesgo del gen SCARB1, esa posibilidad era 2,26
veces mayor (p=0,008). Aunque ese gen no parezca alterar
el riesgo de presentar bajos niveles de HDL-c, eso puede ser
el resultado del hecho de que apenas un pequeno nimero
de portadores cargan esa combinacion triple. Cuando el gen
SCARB1 fue analizado en combinaciones con los genes CETP
y APOAT, resultados limitrofes fueron encontrados (OR=1,6,
p=0,08), lo que no fue observado cuando los genes CETP
y APOAT genes fueron evaluados separadamente (Tabla 2).

Discusion

Las frecuencias alélicas encontradas en ese estudio son
en su mayoria similares a aquellas detectadas en estudios
con diferentes poblaciones. Para el gen CETP, la prevalencia
de 35,7% para el alelo raro es levemente menor que
aquella detectada en poblaciones de ascendencia europea
exclusivamente, que fue de aproximadamente 40%'"".
En el gen ABCAT, los valores encontrados para el SNP
Arg219Lys estuvieron dentro de los limites de variacién
encontrados en otras poblaciones de ascendencia europea:
de 25% para alemanes a 38% para norte-americanos®'%%!.
Resultados similares fueron encontrados para el gen APOAT
cuando fue comparado con valores para otras poblaciones
de ascendencia europea*. Nuestros datos sobre el gen
SCARB1 son comparables a aquellos relatados en algunos
pocos estudios publicados hasta hoy, pero la frecuencia
alélica de 17% encontrada en el estudio para el SNP del
intron 5 y la frecuencia de 29,3% para la variante del exon
8 son levemente diferentes de las frecuencias encontradas
por Richard et al** para norteamericanos (9% y 49%) y por
Acton et al'® para una poblacion espafiola (10,5% y 43,8%).
Nuestro andlisis de la variante en el exon 1 mostr6 que la
frecuencia del alelo raro fue levemente mas baja que aquella
encontrada en una poblacién espanola'. Esas diferencias
pueden reflejar diferencias en la composicion étnica de las
poblaciones comparadas.

El estandar del desequilibrio de ligazén entre las variantes
del gen APOAT fue similar a aquel encontrado en la
literatura?*. En nuestra poblacién, ninglin desequilibrio de
ligazén fue encontrado entre el SNP del exon 1 del gen

SCARB1 y los otros SNPs del estudio, de acuerdo con los
hallazgos relatados para otras poblaciones'®?>2. Entre tanto, el
estandar de ligaz6n de desequilibrio entre los SNPs del intron
5y exon 8 difieren dependiendo de la poblacién estudiada:
en las poblaciones espainola' y norteamericana®, la variante
rara del intron 5 estuvo ligada a la variante comdn del exon
8, que fue el mismo encontrado en otras poblaciones. Entre
tanto, en una muestra poblacional de Austria y en una muestra
poblacional diferente de los EUA, los dos alelos comunes
estuvieron ligados?*2°.

Cuando fueron evaluados separadamente, nuestros
datos no mostraron ninguna influencia significativa de los
polimorfismos estudiados en los niveles de HDL-c (Tabla 4).
Tres de las variantes estudiadas tenfan frecuencias alélicas
similares en la comparacion entre el 12y el 3¢ terciles. Dos
de ellas son polimorfismos del gen SCARB1, encontrados
en el intron 5 y exon 8, y los pocos datos sobre ellos en la
literatura no muestran ninguna influencia sobre los niveles de
HDL-c'%*28 ni indican ninguna asociacién con el sexo y uso
de hormonas®***?°. Ademas de eso, ninguna influencia de la
variante Arg219Lys en el gen ABCAT1 fue encontrada en varios
estudios con diferentes poblaciones?2'3°,

Seleccionamos polimorfismos de los genes CETP, APOAT
y SCARB1 para una evaluacién combinada. Aunque algunos
autores hayan detectado efectos aislados de esos genes en
los niveles de HDL-c, varios otros estudios descubrieron que
la influencia de esos genes es muy débil para ser detectada
cuando son evaluados separadamente’263132,

Esas diferencias en la magnitud de una influencia genética
pueden reflejar diferencias entre la composicién genética de
cada poblacién, asi como las diferencias ambientales entre
ellas. La evaluacion del efecto combinado de genes en los
niveles de HDL-c es rara en la literatura, lo que vuelve la
comparacién de datos dificil. La evaluacién de dos o tres
variantes de riesgo revelé una influencia significativa de las
variantes de los genes APOAT, CETP y SCARB1 en los niveles
de HDL-c. Ese hallazgo estd de acuerdo con estudios de los
genes APOAT y CETP en otras poblaciones®3*-’. Entre tanto,
para el SNP Cly2Ser del gen SCARB1, los pocos estudios
conducidos hasta ahora asociaron la presencia del alelo 2Cly
con una disminucién en los niveles de HDL-c. En nuestra
poblacién, la combinacién del alelo 2Ser y las variantes de los
genes APOA1 y CETP fue mas frecuente en los participantes
con niveles mas bajos de HDL-c (Tabla 5). Dos otros
autores®?” no detectaron ninguna influencia significativa de
ese alelo sobre los niveles de HDL-c. De esa forma, el papel

Frecuencia de variantes de polimorfismo de estado de portador duplo y triplo de acuerdo con terciles de HDL-C

OR (95%Cl) 1o. tercil 3o. tercil p
Variantes genéticas del estado de portador doble n=120 n=121
APOA1, CETP 2,4 (1,26 - 4,48) 85 70 0,005
APOA1, SCARB1 1,6 (0,88-2,91) 28 19,8 0,08
CETP, SCARB1 1,6 (0,88-2,91) 26 20 0,08
Variantes genéticas del estado de portador triple
APOA1, CETP, SCARB1 2,26 (1,19-4,29) 28,3 14,9 0,008
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de ese polimorfismo debe ser investigado en otros estudios
y no podemos descartar la posibilidad de que actiie como
marcador de otra variante aun no estudiada, aunque sea un
intercambio de aminodcidos. La confirmacién de esa hipétesis
explicarfa las diferencias entre nuestros datos y los hallazgos
relatados por Acton et al™.

Los papeles fisiolégicos de esas tres proteinas estan
intimamente asociados: CETP es una enzima-clave en el
metabolismo de HDL?, en cuanto SR-Bl y apoAl acttian como
receptor y ligante del HDL-c*>*°. De esa forma, la interaccion
detectada puede ser entendida cuando es analizada en
asociacion con el metabolismo y via de absorcion del HDL-c.

El presente estudio detectd influencias genéticas en
los niveles de HDL-c, pero presentd algunas limitaciones.
Los mayores problemas fueron el pequefo tamafno de la
muestra para el estudio de asociacién y el hecho de que no
habfa datos disponibles para 140 pacientes. De esa forma,
influencias genéticas menos evidentes, que pueden ser
detectadas apenas en una muestra mayor, pueden haber
sido perdidas. Ademas de eso, un estudio prospectivo de la
influencia de las combinaciones alélicas debe ser realizado
para confirmar el impacto clinico de esos genes en el perfil
lipidico de nuestra poblacion.

La direccion de la influencia genética en los niveles de
HDL-c parece ser, en la mayoria de los casos, independiente
del background genético o de variaciones ambientales,
pero la magnitud de ese efecto difiere grandemente
entre diferentes poblaciones. Cualquier caracteristica
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multifactorial es influenciada por varios loci; de esa forma,
andlisis de interacciones entre genes deben ser realizadas,
pues pueden ser la Gnica forma de evaluar su real papel
genético en cada poblacion.
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