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Resumen

Objetivo. El presente estudio tiene por objetivo evaluar la asociacion entre las variantes genéticas -113T>C (rs662799) y 56C>G
(rs3135506) y los niveles de triglicéridos plasmaticos en adultos.

Métodos. Ensayo clinico aleatorizado de una muestra de 44 individuos procedentes de dos centros hospitalarios de Madrid (Espafia).
Se realiz6 estudio antropométrico, analisis sanguineo, andlisis genético y cuestionario Ad hoc (habitos de vida: alimentacion, actividad
fisica, suefio).

Resultados. No se encontraron asociaciones significativas entre los polimorfismos 113G>T y 56C>G y las concentraciones
plasmaticas de triglicéridos (p>0,05). Sin embargo, si se observaron diferencias significativas entre la variante genética 56C>G y los
niveles de colesterol total y lipoproteinas de baja densidad (p=0,015 y p=0,036, respectivamente).

Conclusiones. Este estudio pone de manifiesto la no asociacidon entre los niveles de triglicéridos plasmaticos y las variantes
polimorficas 56C>G y -1131T>C del gen codificante para la ApoA5.
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Abstract

Resumen en idioma secundario (Arial 9, si es esestructurado los inicios de seccidn en negrita

Aim. The aim was to evaluate the association between polymorphisms -113C>T (rs662799) and 56C>G (rs3135506) and plasmatic
triglycerides levels in adults.

Methods. A randomized clinical trial of 44 subjects from two hospital centers from Madrid (Spain). Anthropometric survey, blood test,
genetic analysis and an Ad hoc survey (lifestyle habits: nutrition, physical activity, sleep) were conducted.

Results. No statistically significant differences were observed between polymorphism 113G>T or 56C>G and plasmatic triglycerides
concentrations (p>0.05). However, statistically significant differences were found between gene variant 56C>G and total cholesterol
levels and low-density lipoproteins (p=0.015 and p=0.036, respectively).

Conclusion. This trial brings to light no association between plasmatic triglycerides levels and polymorphic variants 56C>G and -
1131T>C of Apo5 coding gene.
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APORTACION A LA LITERATURA CIENTIFICA

El incremento de los triglicéridos plasmaticos se ha relacionado con un mayor riesgo de enfermedad cardiovascular, y
numerosos articulos han mostrado la asociacion entre -1131T>C (rs662799) y 56C>G (rs3135506) y el incremento en las
concentraciones de ftriglicéridos plasmaticos. Sin embargo, este estudio realizado en Espafia no permite observar
diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de triglicéridos plasmaticos y estas variantes genéticas. Lo
que sugiere la necesidad de realizar mas estudios en este sentido, dada la importancia que esta tomando actualmente el
control de los niveles de triglicéridos como estrategia para la prevencién de las enfermedades cardiovasculares.

INTRODUCCION

El incremento de los triglicéridos plasmaticos se ha relacionado con un mayor riesgo de enfermedad cardiovascular'”
la cual permanece como la primera causa de muerte a nivel mundial®. Entre los factores que mas influyen en eI
aumento de la concentracion de los triglicéridos plasmaticos se encuentran la ingesta elevada de alcohol, la obesidad y
un mal control de la diabetes'”, ademas han sido identificadas mas de 30 variantes genetlcas cuyo efecto acumulativo
podria ser responsable de concentramones moderadamente altas de tngllcerldos 3 El gen codificante para la
apoproteina A5 (ApoA5) es uno de los genes que presenta polimorfismos posiblemente relacionados con esta tendencia
a incrementar los niveles plasmaticos de trlgllcerldos(3>

La ApoA5 se expresa principalmente a nivel hepatlco( , asociada a quilomicrones, lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL) y lipoproteinas de alta densidad (HDL). Esta apoproteina ha destacado por su relacion inversa con la
concentramon de triglicéridos plasmaéticos, por lo que se ha sefalado que podria ser clave en la regulaciéon de su
metabolismo.

En humanos el gen cod|f|cante para la ApoAS se encuentra en el brazo largo del cromosoma 11, junto al cluster de
genes APOAL/APOA3/APOA4™. Se han identificado varios polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) que afectan al
gen codificante para la ApoA5, Ios mas estudiados son el —1131T>C (rs662799) localizado en la region promotora y el
56C>G o S19W (rs3135506) en el que hay una sustitucion de una serina por un triptéfano en el codén 19.

Numerosos articulos han sefialado la asociacion entre -1131T>C y el incremento en las concentraciones de
triglicéridos plasmaticos, y su papel como factor de rlesgo en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, como
accidentes cerebrovasculares isquémicos vy cardlopatlas ®  Del mismo modo se han encontrado evidencias de la
asociacion entre el 56C>G y el incremento de los niveles de triglicéridos plasmatlcos ®),

OBJETIVOS

Dada la creciente importancia de los triglicéridos como factor de riesgo en el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares y el papel determinante que parece estar desempefiando la ApoA5, el presente estudio tiene por
objetivo principal evaluar la asociacion entre las variantes genéticas -113T>C y 56C>G vy los niveles de triglicéridos
plasmaticos de adultos con niveles elevados de colesterol total.

METODOS

Ensayo clinico aleatorizado de una muestra reclutada en el Hospital Universitario Clinico San Carlos y en el Hospital
El Escorial, ambos localizados en Madrid (Espafa).

Se recluto inicialmente a 49 participantes, 44 de los cuales fueron finalmente incluidos en el estudio. 25 mujeres y 19
hombres con una edad media de 37,9 + 7,6 anos.

Los criterios de inclusion establecidos fueron los siguientes: hombres y/o mujeres adultos de 18-50 afios, con una
concentracion de colesterol total (CT) >200 mg/dL. Para la obtencion de la muestra se tuvo en cuenta una variacion
maxima del colesterol total del £ 15%, y una desviacion estdndar maxima de 35 mg/dL. Fueron descartados sujetos con
niveles de CT <200 mg/dL, con antecedentes de patolog|as cardiacas (angina de pecho, infarto de miocardio), aquellos
cuyo indice de masa corporal (IMC) superaba los 30 kg/m? (obesidad), con intolerancia a la lactosa, alergia a la leche de
vaca, o con alergia a los esteroles vegetales. Tampoco se incluyd a individuos bajo tratamientos farmacoldgicos o
suplementacion capaz de influir los niveles de triglicéridos o colesterol plasmaticos.

El estudio ha sido aprobado por los comités bioéticos de ambos hospitales, y cada uno de los participantes antes de
su inclusion en el estudio recibio informacién sobre su objetivo y firmo el formulario de consentimiento informado.

Se realiz6é un estudio antropométrico a cada participante, llevado a cabo por un Unico investigador entrenado, con
objeto de una mayor estandarizacion de la metodologia y homogeneidad en la obtencion de las medidas. Se utilizé un
equipo InBody Model 230 de bioimpedancia eléctrica tetrapolar, multifrecuencia (20-100 kHz), segun las indicaciones del
fabricante!”, para la medicion del peso, el porcentaje de grasa corporal, cantidad de grasa subcutanea (kg), la cantidad
de masa magra corporal (kg) y el porcentaje de agua. Asimismo, se midio la talla, se calcul6 el IMC y utilizando una cinta
meétrica flexible no elastica (rango: 0,1 mm-150 cm) se determind el perimetro de cintura.

Tras 12 horas de ayuno cada centro realizé6 un analisis sanguineo a cada paciente de acuerdo al protocolo
estandarizado®®, para determinar la concentracion de CT, el colesterol de las lipoproteinas de baja densidad (LDL-c), el
colesterol de las lipoproteinas de alta densidad (HDL-c), la concentracion de triglicéridos, el recuento de células rojas y
blancas, la concentracion de glucosa, insulina y proteina C reactiva.

Para el estudio se disefié un cuestionario Ad hoc que recogia informacion sobre las variables: edad, sexo, historia
clinica y farmacolégica, calidad del suefio, habitos saludables, habito tabaquico y endlico, transito intestinal, frecuencia
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de consumo de alimentos y actividad fisica. Se tuvo en cuenta factores de confusion cémo la frecuencia de consumo de
alimentos mediante la realizacién de un cuestionario.

El analisis de las variantes genéticas de interés se realizé utilizando la metodologia del Proyecto Europeo Vitagenes
(Granda, Esparia). EI ADN fue extraido a partir de muestras de saliva utilizando sistemas de columnas de alta calidad,
fueron purificadas en gel de agarosa. Como criterio de calidad de la pureza de la extraccion se establecio que la ratio de
densidad 6ptica medida a 260 nm y a 280 nm fuese superior a 1,7. Asimismo, se aseguro la precision y fiabilidad de los
analisis mediante los siguientes criterios técnicos: analisis por duplicado de las muestras, en caso de no haber
concordancia se realizé un tercer analisis; call rate >99,7%, porcentaje de los marcadores genéticos analizados del total
objetivado; precision superior al 99,7%; mantener el equilibrio establecido por la ley de Hardy-Weinberg; y aplicacion de
controles negativos de agua.

El analisis de los datos se llevé a cabo con el paquete estadistico SPSS 22.0. Se realizé un analisis descriptivo de los
datos, y la deteccion de valores extremos por el test de Grubbs. Se aplico la prueba T para muestras independientes
para comparar los niveles lipidicos con los genotipos, y ANOVA de un factor para los haplotipos. Se consideraron
significativos p-valores < 0,05. Los resultados se expresaron como media + desviacion estandar.

El estudio se ajustdé a los principios éticos establecidos por la Declaracién de Helsinki, a las recomendaciones de
buenas practicas clinicas, a la legislacién espafiola actual sobre investigacion biomédica en seres humanos y sobre
proteccion de datos personales y bioéticos (Real Decreto 531/1993 de ensayos clinicos y 14/2007, 3 julio de
investigacion biomédica).

RESULTADOS

En el estudio se incluyd un total de 44 participantes (25 mujeres y 19 hombres). Cinco sujetos no fueron finalmente
incluidos en el estudio, para cuatro de ellos no fue posible obtener la totalidad de las variables de estudio y uno mostro
valores extremos para la concentracion de TG, tras el analisis de los datos por el test de Grubbs.

La edad media de la muestra fue de 37,9 £ 7,5 afios, en la tabla 1 se pueden observar los valores medios y
desviacion estandar de las variables estudiadas. La concentracion media de lipidos plasmaticos fue la siguiente, CT
236,5 + 26,4 mg/dL, LDL-c 156,0 + 28,7 mg/dL, HDL-c 58,8 + 14,1 mg/dL d y triglicéridos 106,5 + 57,5 mg/dL. Los niveles
de triglicéridos medios se encontraban dentro de los niveles deseables (<150 mg/dL) segun la Sociedad Europea de
Cardiologia'"?.

Tabla 1: Valores medios y desviacion estandar de las variables estudiadas.
Total 56C>G -1131T>C
(n=44) GG CG p TT TC p
(n=32) (n=12) (n=41) (n=3)
Media + SD Media + SD Media + SD Media + SD Media + SD
Edad (afios) 379+75 37,0+79 40,3+ 6,5 NS 376+77 427 +25 NS
Peso (kg) 68,2+123 68,8+ 12,3 669 +127 NS 68,1 +11,5 70,5+ 235 NS
Talla (m) 1,70 £0,1 1,7+ 0,1 17 £0,1 NS 1,7 £0,1 1,7+0,2 NS
IMC (kg/mz) 23,6 £+3,0 235+3,2 236+25 NS 23,5+ 3,0 242 +33 NS
Grasa corporal (%) 254 +74 250+7,7 26,3+ 6,8 NS 25,2+ 7,6 275+26 NS
Grasa visceral (kg) 6,6+4,5 6,5+ 4,8 70+3,7 NS 6,3+44 10,5 +45 NS
Musculo (kg) 35,6+13,6 359+ 11,4 349 +18,0 NS 36,8 +134 21775 NS
GMB (kcal) 1480,8 +281,2|1489,2 +284,0| 1461,7 + 286,2 NS 1481,5+ 281,3| 1472,3 + 3431 NS
Colesterol total (mg/dl) 236,5+26,4 | 241,0+£28,5 2243+ 14,4 0,015 235,7+26,6 | 247,0 +252 NS
LDL (mg/dl) 156,0 +28,7 | 1606 + 31,0 | 144,1+ 17,5 0,036 155,0 + 28,2 169,0 + 38,3 NS
HDL (mg/dl) 58,8 + 14,1 57,0+ 14,4 63,7 £12,3 NS 58,8 + 14,0 58,3 +18,2 NS
Triglicéridos (mg/dl) 106,5 + 57,5 115,4 +62,2 82,7 +34,0 NS 107,1+ 58,8 97,7 £40,5 NS
No HDL colesterol (mg/dl) 177,7 +31,8 184,1 +33,9 160,7 + 16,7 0,004 176,9+ 31,5 188,7 +41,3 NS

* IMC: Indice de Masa Corporal; GMB: Gasto Metabdlico Basal; LDL: lipoproteinas de baja densidad;
HDL: lipoproteinas de alta densidad; SD: desviacion estandar; NS: no significante.

Respecto a la frecuencia de los genotipos en la muestra, se observd que el 72,7% de los participantes tenian el
genotipo GG para el SNP 56C>G, el 27,3% restante correspondia al genotipo heterocigoto CG. Para el SNP -1131T>C,
el 93,2% de los participantes eran portadores del genotipo homocigoto TT, mientras que sélo 3 individuos presentaban el
genotipo TC, el 6,8%.

El haplotipo mas frecuente fue GG/TT (56C>G/-1131T>C) presente en el 70,5% de los participantes, seguido del
CG/TT, 22,7%, dos de los sujetos presentaban el genotipo CG/TC (4,5%) y uno el GG/TC (2,3%).

No se encontraron diferencias significativas entre los niveles de triglicéridos plasmaticos y los genotipos del SNP
56C>G (p=0,093). Tampoco se encontraron diferencias significativas en el caso del HDL-c (p=0,162). Sin embargo, en el
caso del CT y el LDL-c si se observaron cambios significativas segun el genotipo, p=0,015 y p=0,036 respectivamente.
(Figura 1).



JONNPR. 2016;1(1):31-5 34
DOI: nn.nnn/jonnpr.2016.1.1.932

A 300 * B 300
250 250
— *
% 1
£ 200 _ 200 B GG
: 3
2 150 £ 150 W ce
° a m T
2 100 ~ 100
9 m T1C
o
o
50 50
0 0
56C>G -1331T>C 56C>G -1331T>C
C 300 D 300
250 250
=
200 < 200
3 E
[oT] (%)
£ 150 8 150
— \L
g k]
100 100
=
) - - - - )
0 0
56C>G -1331T>C 56C>G -1331T>C

Figura 1: Diferencias entre los niveles lipidicos plasmaticos segun polimorfimos y genotipos.

Para el polimorfismo -1131T>C tampoco fue posible encontrar diferencias significativas en los niveles de triglicéridos
segun el genotipo TT o TC (p=0,787), y lo mismo ocurrié para el resto de lipidos plasmaticos evaluados (p>0,05). Las
concentraciones lipidicas plasmaticas en general tampoco mostraban cambios significativos segun el haplotipo del
individuo (p>0,05). (Figura 1).

El analisis de los datos no permite observar asociaciones significativas entre los diferentes genotipos de los
polimorfismos 56C>G y -1131T>C del gen de la codificante para la ApoA5 y nos niveles de triglicéridos plasmaticos. Por
lo que en base a estos resultados no se puede afirmar para esta muestra la existencia de una asociacién entre los
niveles de triglicéridos plasmaticos y el tipo de variante genética 56C>G y -1131T>C.

DISCUSION

El estudio evalla la existencia de concentraciones diferenciales de triglicéridos plasmaticos en una muestra de
hombres y mujeres con niveles de colesterol >200 mg/dL segun el polimorfismo génico del gen APOA5 (56C>G y -
1131T>C) de la que son portadores.

La frecuencia genotlplca observada para 56C>G y -1131T>C, es similar a la observada en estudios anteriores en
muestras de origen espariol'", en torno al 73-88% para el genotipo GG en 56C>G y sobre el 86-93% para el genotipo
TT en-1131T>C.

La mayor parte de los estudios que anallzan estos polimorfismos encuentran su asociacidon con un incremento
significativo de los niveles de triglicéridos"""?, por el contrario nuestro estudio no observa asociacién significativa de
cualquier tipo entre estas variables. Un reciente estudio publicado por Fallah et al™® que también estudia estos
polimorfismos no sefala la a300|aC|on S|gn|f|cat|va entre 56C>G y -1131T>C y las concentraciones plasmaticas de
triglicéridos. Asimismo, Halakhor et al", tampoco encuentra una asociacion significativa entre 56C>G y los niveles de
triglicéridos (p=0,594) lo que se encuentra en consonancia con nuestros resultados.

CONCLUSION

Este estudio pone de manifiesto la no asociacion entre los niveles de triglicéridos plasmaticos y las variantes
polimérficas 56C>G y -1131T>C del gen codificante para la ApoA5. Son necesarios mas estudios con mayor tamarfo
muestral y el analisis de otras marcas genomicas.
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