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RESUMEN

Las concentraciones de colesterol HDL (C-HDL) se relacionan con € riesgo
cardiovascular, de forma que los niveles plasmaticos de C-HDL de la poblacion infantil se
han correlacionado de forma inversa con la incidencia de enfermedad cardiovascular en €
adulto en distintos paises. En Espafia, 1os niveles de C-HDL en nifios son elevados y han
permanecido estables en los Ultimos afios de modo independiente a variaciones en la dieta,
sugiriendo la existencia de un fuerte componente genético. Por ello, en este estudio nos
propusimos andizar s polimorfismos frecuentes en genes de proteinas claves de
metabolismo de las HDL y sus interacciones con factores ambientales se relacionan con los
elevados niveles de C-HDL descritos en nuestra poblacién. Para ello analizamos la relacion
con el perfil lipidico delos polimorfismos: Mspl -75y Mspl +83 en el gen delaApo Al, Taq
IB en @ gen de la proteina transportadora de ésteres de colesterol (CETP), PON192 y
PON55 en e gen de la paraoxonasa 1, y R2I9K y V77IM en € gen de la proteina
transportadora ABCA1, en 1255 nifios espaioles de 6 a 8 afios de edad integrantes del
primer corte del Estudio Cuatro Provincias. Las frecuencias de los polimorfismos estudiados
son similares a las descritas en otras poblaciones caucasicas. Hemos observado una
importante asociacion del polimorfismo Tag IB de CETP con niveles elevados de C-HDL y
Apo Al. Sin embargo, en €l caso del polimorfismo Mspl -75 de APOAI su relaciéon con
niveles de Apo Al solo se observa en aguellos nifios en los que la ingesta de grasa total y
saturada es bgja y en el caso de los polimorfismos R2I9K y V77IM de ABCAIl esta
asociacion esta influida por |os niveles de dehidroepiandrosterona sulfato (DHEA-S) y por el
IMC. Nuestros resultados muestran gque los niveles de C-HDL y Apo Al en poblacién
prepuberal son € resultado de multiples interacciones entre determinantes genéticos, dietay

aspectos hormonales.



SUMMARY

Plasma HDL-C levels are related to cardiovascular risk. HDL-C levels in
school children have been inversely correlated to the coronary heart disease mortaity ratesin
the different countries studied. In Spain, plasma HDL-C levels in children are high. These
levels have remained practically unchanged over the last years and do not seem to be related
to environmental factors such as diet, suggesting a genetic determination. Thus, in this study
we aimed to analyze whether common polymorphisms on candidate genes for HDL
metabolism and their interactions with environmental factors are related to the high HDL-C
levels in our population. Therefore, we have analyzed the relationship between lipid profile
and the polymorphisms. Mspl -75 and Mspl +83 in the Apo Al gene, Taqg IB in the
cholesterol ester transfer protein (CETP) gene, PON192 and PON55 in the paraoxonase 1
gene, and R219K and V'771M in the ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1) gene, in
1255 Spanish children aged 6 to 8 years, that participated in the first phase of the Four
Provinces Study. The polymorphism frequencies in our study are similar to those described
in other Caucasian populations. We have observed an important association between the Tag
IB CETP polymorphism and high HDL-C and Apo Al levels. However, the association
between the Mspl -75 APOAI polymorphism and Apo Al levels have been found only in
those children with low total and saturated fat intakes, and the association of the R279K and
V77IM  ABCAI with the lipid profile has shown to be influence by the
dehydroepiandrosterone sulfate (DHEA-S) levels. Our results show that HDL-C and Apo Al
levels in our prepuberal population are the result of multiple interactions between genetic

determinants, diet and hormone levels.
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Introduccion

1. NIVELES DE COLESTEROL HDL Y RIESGO CARDIOVASCULAR

Los niveles alterados de lipidos son un factor de riesgo principal en €
desarrollo de enfermedad cardiovascular (EC) *. La importancia de los niveles
plasméticos de colesterol total (CT) y de colesterol asociado alas lipoproteinas de
baja densidad (C-LDL) como factores de riesgo, se ha constatado en multiples
estudios epidemioldgicos 2 * . Asi el Estudio Siete Paises, estudio prospectivo
multinacional realizado en 11.579 varones de 40 a 59 afios sin antecedentes de EC
y pertenecientes a siete paises diferentes (Yugoslavia, Grecia, Italia, Holanda,
Finlandia, Japon y EEUU) °, comprobé como la baja mortalidad por cardiopatia
isqguémica (Cl) en las poblaciones japonesa y mediterranea respecto a la de
EEUU, Norte y Centroeuropa estaba relacionada con cifras menores de CT °.
Asimismo estudios de intervencion como e Multiple Risk Factor Intervention
Trial (MRFIT) ’, el Estudio 4S (Scandinavian Simvastatin Survival Study) o e
LIPID (The Long-term Intervenction with Pravastatin in Ischaemic Disease
Study) ° han contribuido también a demostrar la relacién directa de los niveles de
CT con laincidenciade EC.

En las dltimas décadas numerosos estudios han descrito la relacion de las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) con la aterosclerosis, demostrandose que €l
colesterol transportado en estas lipoproteinas se relaciona de forma inversa con €
riesgo cardiovascular, especialmente con la enfermedad coronaria prematura *°.
Tanto e Estudio Framingham en Estados Unidos ** como el PROCAM en Europa
12 demostraron que niveles de colesterol HDL (C-HDL) bajos son & mejor
marcador lipidico de riesgo cardiovascular en poblaciones occidentales. En otros

estudios como el Lipid Research Clinics Program (LCR-CPPT) ¥ 4 o0 e MRFIT
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!> se demostré como los niveles altos de C-HDL son protectores frente a la Cl,
independientemente de los niveles de CT. El impacto de los niveles séricos de C-
HDL sobre la Cl seria tan importante como €l de las cifras de C-LDL; si con una
disminucion del C-LDL de 10 mg/dl se reduce la incidencia coronaria en un 9%,
cuando conseguimos una elevacion del C-HDL también de 10 mg/dl, la reduccion
es del 21% *°. Estudios como €l realizado por Gotto et a *" en 2004 demuestran
gue un aumento del 1% de los niveles de C-HDL en suero podria suponer la
reduccion del riesgo cardiovascular en un 2 6 3%.

En e contexto de laimportancia de los niveles de C-HDL en la proteccion
frente a la EC se ha descrito que deficiencias de apolipoproteina Al (Apo Al),
estructuralmente crucial para las particulas HDL, se asocian con alteraciones del
metabolismo lipidico que resultan en niveles plasmaticos de colesterol HDL
disminuidos y pueden contribuir al desarrollo de aterosclerosis *® *°.

Asimismo los niveles plasméticos de C-HDL se han relacionado de forma

inversa con los niveles de triglicéridos (TG) % %

, o obstante se sabe que cada
uno de ellos constituye un factor de riesgo cardiovascular independiente % %. En
esta linea Jara et a ** sugieren que la hipertrigliceridemia podria ser un factor de
riesgo coronario afadido con un valor estadistico por 1o menos similar a del
colesterol.

En base a todas estas evidencias se ha establecido que e C-HDL juega un
papel decisivo como factor de riesgo de la aterosclerosis y por ello uno de los
objetivos en la prevencion de la Cl seria alcanzar las concentraciones de C-HDL

ptimas °. En este sentido el estudio de los factores determinantes del C-HDL en

una poblacion adquiere singular importancia.
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1.1. Niveles de C-HDL en la infancia y riesgo cardiovascular en el adulto

Numerosos estudios han puesto de manifiesto la relacion de los niveles de
lipidos que presentan los nifios con los niveles que méas tarde presentaran en la
edad adulta ® %. En particular sabemos que los niveles de C-HDL en las primeras
décadas de la vida correlacionan con los niveles de C-HDL en la edad adulta %
En Espafia Sanchez-Bayle et a observaron que més del 70% de los nifios que se
encontraban en e quintil méas alto para los niveles de C-HDL, asi como para los
niveles de apolipoproteina Al (Apo Al) permanecian en e quintil més ato 5 afios
después 2.

En este sentido Dwyer et a analizaron los niveles de C-HDL en lainfancia
en relacion a la incidencia de EC en e adulto en paises con diferente tasa de
mortalidad por EC como Japon, EEUU y Australia. En € caso de Japon que
presenta una tasa de mortalidad cardiovascular baja los nifios presentaron niveles
de C-HDL elevados, por € contrario en EEUU y Australia con una tasa de
mortalidad cardiovascular muy superior a la de Japon, los nifios presentaban
niveles de C-HDL mucho menores %°. En este aspecto el Prof. de Oya comparando
los elevados niveles de C-HDL observados en los nifios espaioles del estudio
NICAM con lo observados en poblacion infantil estadounidense hace referencia a
la posible relacion de esos elevados niveles de C-HDL con la menor mortalidad
cardiovascular observada en Espafia en comparacion con la estadounidense *°. Al
analizar la evolucion de los niveles de C-HDL en nifios esparioles se han descrito
niveles de C-HDL muy altos y estables en el tiempo respecto a los observados en

otras poblaciones .
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2. METABOLISMO DE LAS HDL. TRANSPORTE REVERSO DE

COLESTEROL.

El papel ateroprotector de las HDL se debe principamente a su
implicacion en e transporte reverso de colesterol (TRC), mecanismo definido por
primera vez en 1968 por Glomset ** y al que posteriormente en 1973 Glomset y
Ross * |e atribuyeron efecto ateroprotector. El TRC constituye el mecanismo
clave para eiminar € exceso de colesterol por via hepética participando
activamente en e eflujo de colesterol celular *. Las HDL presentan ademéas
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antitromboéticas que ponen de
manifiesto el importante papel fisioldgico de estas lipoproteinas y su caracter
ateroprotector * .

El metabolismo de las HDL (Figura 1) * es un proceso extremadamente
complgo, en el que estas particulas realizan un intercambio continuo y dinamico
de sus componentes con € resto de las lipoproteinas plasméticas, y en € que
intervienen un gran numero de apolipoproteinas, receptores, transportadores y

enzimas diferentes 3 3,

VLDL am Intestino
Higado \ ﬂ /
| e— o] LCAT
La1 Pre/HDLY "
~ATPginta P cL "' HDL,
r- LDL ol | TEYSpERET
Apo Al peritéricos | aacai
HL LCAT
CETP Q Apo AT
Apo ATT
LDL HDL, HDL; Apo C
o Apo B
] o ApoE
ViDL

Figura 1. Esquema del metabolismo del colesterol HDL ¥,
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Las lipoproteinas de ata densidad son complgos molecularmente
compuestos por un 50% de proteina, principalmente Apo Al y apolipoproteina All
(Apo All), y en menor medida apolipoproteina E (Apo E) y aproximadamente un

50% de lipidos (Figura2) > .

LIBRE

Figura 2. Estructura esquematizada de una particula HDL.

La Apo Al es e componente proteico mayoritario de las HDL y su papel
es fundamental en e metabolismo de estas lipoproteinas, ya que esta presente en
todos los tipos de particulas HDL, siendo € principal determinante del tamafio de
las mismas y de su maduracion *1. Esta apolipoproteina se sintetiza en e higado y
en la mucosa intestinal en forma de pre-pro-Apo Al, que sera transformada en
pro-Apo Al primero y posteriormente en el plasma en Apo Al madura *. Es
secretada como una molécula pobre en lipidos que ira adquiriendo fosfolipidos
(FL) y colesterol a través, tanto del flujo de colesterol celular como de
quilomicrones (QM) y lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) “, actuando
como un mediador esencial en el flujo de colesterol celular y e transporte reverso
del mismo ya que forma parte del llamado complejo de transferencia de ésteres de
colesterol, constituye €l principal activador de la lecitin: colesterol aciltransferasa
(LCAT) %% y actlia de ligando del receptor SR-BI (receptor Scavenger Bl) de

laparticulaHDL implicado en el TRC #'.
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La apolipoproteina All es € segundo componente proteico de las
particulas HDL (costituye aproximadamente e 20%), y su sintesis se lleva a cabo

principalmente en higado y en intestino *

, en forma de pre-pro-apo All que
posteriormente sera transformada en pro-Apo All y finamente en Apo All
madura en e plasma “°. A pesar de atribuirle un papel antiaterogénico su funcién
fisiologica no esta del todo clara *°. Se piensa que participa en e TRC desde
células periféricas a higado, modulando la actividad de las enzimas LCAT
lipasa hepatica (LH) > y de la proteina transportadora de ésteres de colesterol
(CETP) *2,

La apolipoproteina E se conoce desde 1973 >3, Es una proteina sintetizada
por el higado que forma parte de QM, VLDL y HDL, y cuya principal funcion es
actuar de ligando de los receptores hepéticos para favorecer la eliminacion de

5 55 asi como

lipidos de las lipoproteinas ricas en triglicéridos (QM y VLDL)
participar en la regulacion de la produccion de VLDL por parte del higado y la
lipolisis de esas VLDL por parte de la lipoprotein lipasa (LPL) *°, lo que la
convierte en un importante regulador del metabolismo de las lipoproteinas que
participa en la modulacion de los niveles de lipidos *. Se ha demostrado que
niveles altos de Apo E se relacionan con aumento de la eliminacién de lipidos de
las lipoproteinas y en consecuencia con una disminucion de los niveles
plasméticos de lipidos. No obstante también se ha descrito que un excesivo
incremento de los niveles de Apo E inhibe la lipdlisis de las VLDL con €
consiguiente acimulo de las mismas y de los TG y que ademas, puede estimular

la produccién de TG por parte de las VLDL, aumentando los niveles de estas

lipoprotefnas en el plasma ™.



Introduccion

En los primeros pasos del transporte reverso de colesterol e higado y €
intestino segregan lipoproteinas de ata densidad de pequefio tamario,
relativamente ricas en proteinas y fosfolipidos (FL) y précticamente sin

colesterol®®

. Estas HDL recogen €l colesterol procedente de las células mediante
dos vias ®:

- Por difusion del colesterol de la membrana celular a medio,
estimulado por un gradiente de colesterol libre haciala particula HDL, que
se consigue por la esterificacion de la molécula por accion de la LCAT,
enzimaasociadaalas HDL que es activada por la Apo Al.

- Por interaccion de la Apo Al o de la misma particula HDL con la

superficie celular, que activa la translocacion de colesterol intracelular ala

membranay posteriormente su incorporacion ala particulaHDL.

Se han descrito dos proteinas gue tienen un papel fundamental en € paso
de colesterol desde la membrana celular a las particulas HDL: El receptor CLA-
1/SR-BI, que interacciona con las HDL ® y facilita la transferencia de colesterol a
estas particulas y la proteina transportadora ABCA1 (ATP-binding cassette Al),
que media el mecanismo més eficiente para la extraccion de colesterol %2, Esta
familia recibe e nombre de transportadores ABC debido a una parte de su
estructura, las secuencias ABC, gracias alas cudles utilizan la energia derivada de
la hidrdlisis de ATP para realizar € transporte activo de diferentes sustratos a
través de la membrana celular y participar en varios puntos clave de la
homeostasis de colesterol ® . La subfamilia ABCA1 fue descubierta estudiando
la enfermedad de Tangier, demostrandose asi su papel en laformacion delaHDL,
el TRC vy las posibles diferencias que podrian existir en funcién de las variantes

descritas para este gen ® %. En e afio 2003 Basso et a demostraron que €



Introduccion

transportador ABCA1 hepatico es una proteina clave para la formacion y €
mantenimiento de los niveles de C-HDL en el plasma ®’, ya que media el primer
paso de la eliminacion del colesterol por medio del transporte reverso del mismo:
transferenciade FL y colesterol alas lipoproteinas pobres en lipidos .

En definitiva las particulas que captan €l colesterol celular procedente de
la membrana plasmética, ya sea a través de receptor CLA-1/SR-BlI o de
transportador ABCA, son las pre-B;-HDL, pequefiasy ricasen Apo Al y FL o las
Apo Al pobres en lipidos. Mediante la incorporacion de los lipidos celulares dan
origen a particulas discoidales de mayor tamafio denominadas pre-,-HDL y pre-
Bs-HDL . El colesterol libre de estas HDL es esterificado por la LCAT vy asi
estas particulas van aumentando de tamafio segun incorporan colesterol celular y
adquieren forma esférica dando lugar a las HDL3. Estas particulas HDL3 son
heterogéneas y contienen Apo Al, Apo C y Apo All ® y pueden seguir
recogiendo colesterol y FL de las céulas asi como incorporar lipidos y
apolipoproteinas procedentes de las lipoproteinas que contiene apolipoproteina B
(ApoB) (VLDL y LDL), por accion de la proteina de transferencia de fosfolipidos
(PLTP), que participaen latransferenciade FL .

De esta forma la particula HDL sigue aumentando de tamario dando lugar
alas HDL,, sobre las que actia la CETP facilitando la cesidn de los ésteres de
colesterol a las VLDL y a las LDL, que a su vez los ceden a los tgidos,

principalmente a higado ™

. La CETP es una glicoproteina con carécter
hidrofébico que se produce en e higado y tejido adiposo principamente y se
encuentra en el plasma unida a las lipoproteinas 2. Su estructura permite a esta

proteina unir dos moléculas de lipidos neutros (ésteres de colesterol y/o TG) y dos

FL " para promover su redistribucién entre las particulas HDL y las particulas
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LDL, IDL, VLDL y QM. Desarrollando asi un papel clave en el metabolismo del
C-HDL, a encargase de regular sus niveles plasmaticos y de la remodelacion de
particulas HDL através de la disminucion de su contenido en ésteres de colesterol
y su enriquecimiento en TG, con la consiguiente reduccion del tamario de la
particula HDL " *. En los afios noventa, Inazu et ad " e Ikewaki et a "
demostraron en poblacion japonesa la importancia de la CETP en e metabolismo
del colesterol HDL al observar un aumento de los nivelesde C-HDL y Apo Al en
pacientes con deficienciade CETP .

Por otro lado las HDL pueden ceder directamente € colesterol a los
tegjidos, bien por endocitosis de las particulas a través del r-LDL (receptor de las
lipoproteinas de baja densidad) o del LRP (receptor relacionado con r-LDL), bien
por interaccion con e receptor CLA-1/SRBI y cesion de los ésteres de colesterol y
colesterol libre de forma directa, produciéndose asi una HDL maéas pobre en
colesterol y de menor tamafio (HDL 3) capaz de captar més colesterol *.

Finalmente en un Ultimo paso los FL de las particulas HDL son
hidrolizados por la LH endotelial y los TG por acciéon de la LPL y en menor
medida también por la LH endotelial. Como consecuencia se transforman las
HDL, en HDL3, y se produce la disociacion de parte de la Apo Al que se
reconstituye como aceptor de colesterol celular, reinicidndose asi € ciclo de
transporte de colesterol *°.

En resumen los niveles plasmaticos, tamafio y contenido lipidico de las
particulas HDL estan determinados, principamente, por la fraccion de Apo Al y
Apo All catabolizada”’, la CETP ™y las enzimas LCAT "¢, LPL ®y LH ¥, asi
como por la proteina transportadora ABCA1 8. En los Gltimos afios nuevas

proteinas han adquirido importancia en relacion a C-HDL, es € caso de la
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apolipoproteina AV (Apo AV). Esta apolipoproteina es sintetizada en el plasmay
se expresa en higado, encontrandose siempre asociada a QM, VLDL y HDL y
presentando niveles plasméticos muy bajos respecto a otras apolipoproteinas %.
Hasta la fecha se han descrito tres mecanismos de accion de la Apo AV que
demuestran su participacion en e metabolismo de las lipoproteinas plasméticas:
Inhibicion de la formacion de VLDL, estimulaciéon de la LPL mediada por la
hidrdlisis de triacilglicerol, y estimulacion de la captacion hepética de
lipoprotefnas ricas en triglicéridos y sus remanentes ®. Se ha demostrado una
asociacion indirecta entre la Apo AV y los TG a través del metabolismo de las
lipoprotefnas ricas en TG . Considerando esta asociacion y dado que os niveles
de TG se han congtituido como un factor independiente en e desarrollo de
aterosclerosis, se ha sugerido que variantes genéticas de la Apo AV podrian estar
rel acionadas con esta enfermedad ®.

Asimismo se ha hecho referencia a la participacion de la proteina
paraoxonasa 1 (PON1) en e metabolismo de las HDL ® #¥. La actividad
antioxidante de PON1 constituye un mecanismo antiaterogénico %,
fundamentalmente por su capacidad de proteger a las particulas HDL del dafio
oxidativo ® permitiendo asi que sigan desempefiando su papel como aceptor de
colesterol celular . No obstante es importante tener en cuenta que la actividad
enzimética parapxonasa esta restringida a determinadas subfracciones de HDL y

que necesita la apolipoproteina Al para su estabilidad ® %
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3. ALTERACIONES DEL METABOLISMO DE LAS HDL

Existen trastornos que afectan a metabolismo del colesterol HDL
alterando la composicion, concentracion y tamario de éstas particulas y que cursan
bien con niveles bagos de C-HDL, como e € <caso de las
hipoalfalipoproteinemias, bien con cifras elevadas de C-HDL como en las
hiperalfalipoproteinemias *.

Las hipo e hiperalfaipoproteinemias pueden ser primarias, cuando la
causa es de origen genético, o secundarias cuando es consecuencia de factores
adquiridos o externos. Dentro de las hipoalfalipoproteinemias primarias esta la
enfermedad de Tangier (ET) y la hipoalfalipoproteinemia familiar (HF). LaET se
caracteriza por deficiencia casi completa de C-HDL y bgos niveles de CT, C-
LDL, Apo Al y Apo B y concentraciones elevadas de TG y es causada por
mutaciones en el gen que codifica la proteina ABCA1 ®, asociandose con riesgo
de enfermedad coronaria prematura seis veces mayor respecto a la poblacion
genera ®. La HF también se asocia con riesgo aumentado de enfermedad
coronaria prematura y se caracteriza por concentraciones de C-HDL un 50% por
debgjo de las normales, asi como equivaentes descensos de Apo Al y CT, y en
ocasiones de TG *.

Se han descrito un gran nimero de polimorfismos que se relacionan con
niveles alterados de Apo Al * % 1897 % Es o caso de la deficiencia familiar de
Apo Al, que se caracteriza por concentraciones nulas de esta apolipoproteina y
niveles de C-HDL extremadamente bgos en los homocigotos y concentraciones
cercanas a 50% de las concentraciones normales en los heterocigotos *°, o de la

variante APOAI Milano % descrita en € norte de Italia Esta variante se

11
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caracteriza por concentraciones de C-HDL entorno a 20 mg/dL y catabolismo de
estas lipoproteinas aumentado, sin embargo no presenta alteraciones clinicas
relevantes y curiosamente se ha asociado con proteccion frente a la aterosclerosis
yaque promueve € eflujo de colesterol celular.

La hiperalfalipoproteinemia se ha definido como un aumento considerable

de la concentracién de C-HDL 1®

, Situada por encima de 60 mg/dL en las mujeres
y 70-75 mg/dL en los hombres. El perfil lipidico de esta enfermedad se caracteriza
por concentraciones elevadas de HDL ,, aumento de Apo Al y en genera niveles
estables de C-LDL y Apo B, no obstante no se han descrito manifestaciones
clinicas asociadas al fenotipo de esta alteracion. El aumento de C-HDL puede ser
debido a un incremento de su sintesis, a un descenso del catabolismo de estas
particulas, o0 a una combinacion de ambos debida a causas genéticas o
ambientales. Entre las deficiencias mas importantes que pueden dar lugar a

hiperalfalipoproteinemias se encuentran la hiperproduccion familiar de Apo Al, la

deficienciafamiliar de LH y la deficienciafamiliar de CETP 1%,

4. FACTORES DETERMINANTES DEL COLESTEROL HDL

Aungue se ha demostrado que los factores genéticos son un factor
principal en la determinacion del C-HDL 1% 2% se sabe que otros factores como
el sexo, la raza, las hormonas sexuales, |la dieta, el acohol, e tabaco, e IMC
(indice de Masa Corporal) o € gjercicio fisico influyen en los niveles plasméticos
del C-HDL llegando a determinar un importante porcentaje de la variacion de

estos niveles 1%,
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Existen numerosos estudios que corroboran la influencia de estos factores
en el C-HDL: Criqui et a ' en resultados del Lipid Research Clinics Follow-up
Study evidencian lainfluencia del alcohol y el habito tabaquico, Durstine et a 1®
el beneficio del gercicio fisico moderado, Berns et a %’ a relacién negativa con
un IMC devado y Grundy et a ® la influencia de la ingesta de grasa en los
niveles plasméticos de C-HDL. A su vez, en Espaiia €l estudio REGICOR observa
que los sujetos con un elevado IMC presentan niveles de C-HDL més bajos.
Ademas en este estudio, en el caso de las mujeres la prevalencia de fumadoras fue
significativamente mas bagja en el grupo con niveles de C-HDL mas atos, y en los
hombres se asocio el consumo de alcohol y una elevada tasa de gercicio fisico
con elevados niveles de C-HDL *®,

La importante influencia genética en los niveles plasméticos de C-HDL se
conoce desde los afios ochenta . Estudios familiares demostraron que existe un
fuerte carécter hereditario en la variabilidad de los niveles de C-HDL %,
estableciendo la heredabilidad de estos niveles de C-HDL entorno a 50% ** '*,
En este sentido en familias hipercolesterolémicas se ha demostrado que
polimorfismos en genes del metabolismo del C-HDL contribuyen a explicar sus
concentraciones plasméticas en aproximadamente un 32% 2. Desde entonces y

de acuerdo con la teoria del gen candidato **3

, Numerosos genes implicados en €
metabolismo de estas lipoproteinas y sus variantes funcionales han sido
relacionados con los niveles plasmaticos de C-HDL. Son los genes de las
apolipoproteinas, enzimas y proteinas transportadoras asociadas a las HDL,
enzimas plasméticas y celulares, factores de transcripcion, receptores celulares....
114 115 116

gue, como se ha comentado anteriormente presentan un papel

fundamental en e metabolismo de las HDL. A pesar de que hasta e momento
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desconocemos la totalidad de los genes implicados en la variabilidad poblacional
de los niveles de C-HDL ', se ha observado que algunos de estos genes y sus
polimorfismos se asocian de forma mas consistente con variabilidad del C-HDL
adquiriendo importancia y permaneciendo en los Ultimos afios como genes
claramente candidatos en el estudio del metabolismo de estas lipoproteinas. En
unarevision reciente se incluyen las variantes genéticas de la Apo Al, laCETP, la
proteina antioxidante PON1 y el transportador ABCAL, entre otros, como claros

determinantes genéticos de los niveles de C-HDL (Tabla 1) 2.

DETERMINANTES GENETICOS DEL C-HDL

APOLIPOPROTEINAS

Apolipoproteina Al
Apolipoproteina All
Apolipoproteina E
Apolipoproteina AV

ENZIMAS Y PROTEINAS DE TRANSFERENCIA

CETP (Proteinatransportadora de ésteres de colesterol)
LCAT (Lecitin-colesterol aciltransferasa)
PON1 (Paraoxonasa 1)

PROTEINAS TRANSPORTADORAS

Transportador ABCA1

ENZIMAS PLASMATICAS Y CELULARES

Lipasa Hepatica

FACTORES DE TRANSCRIPCION

PPAR«

Tabla 1. Genes candidatos del metabolismo del C-HDL.
(de acuerdo con larevision de Sviridov et al Curr Opin Lipidol 2007; 18: 157-63) ™2,
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5. ALTERACIONES GENETICAS DE LAS APOLIPOPROTEINAS

5.1. Apolipoproteina Al

Como se ha comentado anteriormente la Apo Al es e componente
mayoritario de las lipoproteinas de alta densidad y esta presente en todos |os tipos
de particulas HDL, siendo € principal determinante del tamafio de las mismas y
de su maduracion .

La molécula de apolipoproteina Al existe en multiples conformaciones
seglin esté libre de lipidos, parcial o completamente unida a ellos 2. Ajees et al
han propuesto recientemente un modelo de la estructura de Apo Al cuando esta
libre de lipidos (Figura 3). La molécula consiste en dos dominios helicoidales, €
primero de ellos formado por cuatro hélices antiparalelas formadas por € extremo
N-terminal de la moléculay e segundo por dos hélices formadas por € extremo
C-terminal, que presenta gran afinidad por los lipidos. En la base del dominio de

las cuatro hélices se localizarfa una zona hidrofébica accesible alos I ipidos *°.

i N-terminal
C-terminal

Figura 3. Estructura apolipoproteina Al libre de lipidos ***.

El gen de la Apo Al esta agrupado con el de la apolipoproteina C-111 y la
apolipoproteina A IV y se localiza en e brazo largo del comosoma 11 (11923-

q24) **°. Mutaciones en e gen de la Apo Al se han relacionado con niveles
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disminuidos de C-HDL y en consecuencia con aumento de riesgo de
aterosclerosis 12118122
Se han identificado numerosos RFLPs (restriction fragment length
polymorphism) en e gen de Apo Al. Los méas frecuentemente descritos se
localizan en '%;
- la region flanqueante 57, donde se sitUa una diana de restriccion
paralaenzimaXmnl
- en la region del promotor, donde la enzima de restriccion Mspl
reconoce un sitio de corte localizado en la posicion -75pb
- en € intron 1 donde la enzima Mspl presenta al menos un sitio de
restriccion (en la posicion 83pb)
- en € intron 2, donde se localiza un sitio de restriccion para la

enzimaHaelll.

El polimorfismo Mspl -75 se localiza en la region promotora del gen
APOAI, 75 pares de bases arriba del sitio de inicio de la transcripcion. Esta
mutacion supone un cambio de base de guanina por adenina que se ha relacionado
con incremento de los niveles de Apo Al 4,

El polimorfismo MspI +83 selocalizaen € intron 1 del gen de APOAI, 83
pares de bases después del sitio de inicio de la transcripcion. En este caso se
produce un cambio de citosina por timina. La relacion de esta variante genética
con los niveles de lipidos es controvertida, ya que aunque hay estudios que la han
relacionado con niveles de C-HDL eevados ', otros estudios no han encontrado

dicha asociacion 2.
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En ambos casos se ha observado una modulacion de dicha influencia en
funcion del tipo de dieta, poniendo de manifiesto una interaccion gen-ambiente en

el efecto que estas variantes genéticas de APOAI tienen sobre el perfil lipidico **

128

5.2. Apolipoproteina AII

La Apo All es la segunda proteina mas abundante de las HDL, sin
embargo su papel biol6gico ain no esta del todo claro *°. El gen de esta
apolipoproteina se localiza en e cromosoma 1 '*°. Se han descrito varios
polimorfismos en este gen: APOAII yioshima, QUe Se localizaen €l tercer intrény se

| 130

asocia en homocigosis con deficiencia de Apo Al , una transicion Timina

Citosina en posicion 265 que se ha relacionado con variaciones de los niveles

plasméticos de Apo All 3

, tres mutaciones localizadas en € coddn stop, que dan
lugar a una extension C-termina en la proteina *** y finalmente uno de los
polimorfismos de Apo All mas estudiados, situado en la region 3 del gen, que
presenta una diana de restriccion para Mspl. Este ultimo polimorfismo presenta
una relacion controvertida con niveles de C-HDL, Apo All y TG en plasma, ya
que si bien algunos autores han encontrado dicha asociacion **2 ***, en numerosos

estudios no se ha descrito asociacion aguna de este polimorfismo con niveles

plasméticos de C-HDL, Apo All y TG 1% 136 137138,

5.3. Apolipoproteina E
El gen de la Apo E se localiza en el cromosoma 19 (19913.2), agrupado
con los genes de las apolipoproteinas Cl, Cll y CIV, y comprende cuatro exones 'y

139

tres intrones ~**. Se trata de un gen polimérfico con tres alelos codominantes (g2,
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€3, €4), que dan lugar a seis posibles genotipos. €2¢2, £2e4, £3c2, £3¢3, £3¢4,
eded. Las tres isoformas que se originan a partir de los tres alelos se diferencian
entre si en 1 6 2 aminoécidos .

Los polimorfismos del gen de la Apo E que se localizan en € exon 4
consisten en diferencia de una base en posicion 112 y/6 158 (cambio de una
citosina por una timina), que supone un cambio de Arginina por Cisteina. La
isoforma E2 tiene una Cisteina en posicion 112 y 158, E3 tiene Cisteina en
posicion 112 y Arginina en posicion 158 y E4 tiene una Arginina en ambas
posiciones, 112y 158 ***.

Estudios llevados a cabo en poblacion adulta han demostrado la relacion
del alelo €4 con niveles més altos de CT y C-LDL, con € consiguiente aumento
del riesgo cardiovascular, respecto a los portadores del aelo €3, que a su vez
presentaban niveles més altos que los individuos portadores del alelo g2 142143 144
La influencia del genotipo de Apo E sobre los niveles de C-HDL todavia no se
conoce de forma clara *°, sin embargo existen indicios de asociacion entre €
alelo ¢4 y niveles disminuidos de C-HDL *° " y entre el alelo €2 y niveles de C-

HDL elevados % 149 10,

5.4. Apolipoproteina AV

El gen de la Apo AV se encuentra en e brazo largo del cromosoma 11,
adyacente al cluster Apo AI-ClII-AIV y esta formado por cuatro exones ™. Se
han descrito varios SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) en el gen de Apo
AV gue se han asociado con dislipemia, correlacionando inversamente los niveles

de Apo AV con los niveles plasméticos de TG 2.
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6. ALTER‘IONES GENETICAS EN ENZIMAS Y PROTEINAS DE

TRANSFERENCIA

6.1. Proteina transportadora de ésteres de colesterol

Como ya se ha comentado la proteina transportadora de ésteres de
colesterol es fundamental en e metabolismo de las particulas HDL, ya que se
encarga de facilitar € paso de ésteres de colesterol desde las particulas HDL ; alas
VLDL y a las LDL para que las particulas HDL puedan seguir captando
colesterol ™,

La CETP esta formada por dos dominios similares unidos por un nexo
central, presentando asi una forma parecida a un “boomerang”. Estructuralmente
la proteina se puede dividir en cuatro unidades (Figura 4): dos estructuras con
aspecto de barril situadas cada una en un extremo de la proteina (N y C), que
contienen una lamina 3 torsionada y dos hélices (A 'y B en e “barril” Ny A’y
B en & “barril” C), una lamina B formada por seis hebras antiparaelas que se

localiza entre las dos estructuras con forma de barril, y una extension final del

153

dominio C-terminal que contiene una hélice anfipética (Figura 4)

EC-Esteres de Colesterol
TG-Triglicéridos
FL-Fosfolipidos

.__,_'3_ ."_ 2
ps \ /
Hellte
anfipatica  FL

Figura 4. Esquema de la estructura de la proteina CETP .
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El gen de la CETP se localiza en el cromosoma 16 (16g12-16g21) y esta
formado por 16 exonesy 15 intrones ***. Es un gen altamente polimérfico del que
se han descrito numerosas variantes genéticas que se muestran esgueméati camente
en laFigura5 **°. El polimorfismo Taq IB selocalizaen € intrén 1 del geny es e
que se ha asociado de forma més consistente con niveles aterados de C-HDL **°

137 Se ha descrito que el efecto de esta variante genética es dependiente del sexo y

estainfluido por otros factores como e IMC, e acohol y el tabaco *%.

Intron 10 splice donor site

Exon 8 Exon 10
+2T + G

%8pArg —» X W9GIn - X

Exon 2 Exon 6 Intron 14 splice donor site
2ala - X 101Gly - X Ak
Ll LA \ +3T insertion
5' I“ 3
1412 345 &7 a9 1011 121314 1516
Exon 12 Exon 14 Exon 15
' Mspl 373Ala - Pro 40sjle — Val “WAsp - Gly
G2OA/C *WiArg = Gin

Figura 5. Principales mutaciones y polimorfismos descritos en el gen de la
CETP ™,

La nomenclatura mas comunmente utilizada para € polimorfismo Tag IB
es B1B1 para la presencia de dos guaninas (B1 alelo no mutado) y B2B2 parala
presencia de dos adeninas (B2 alelo mutado) *°. En e Estudio Framingham se
observo la asociacion del aelo B2 de esta variante genética con menor riesgo de
EC en hombres ***, asociacion que ha sido confirmada posteriormente por otros
estudios **° ***. Por otro lado trabajos como el publicado por Whiting et a %
sostienen larelacion del genotipo B2B2 del gen de la CETP con los niveles de C-

HDL pero no con laEC.
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6.2. Paraoxonasa 1

La paraoxonasa 1 es una enzima que, como se ha comentado, participa
principalmente en la actividad antioxidante de las particulas HDL .

Estructuramente la proteina PON1 esta formada por seis dominios
propulsores de [amina 3 plegada (numerados del 1 a 6 en la Figura 6), cada uno
formado a su vez por cuatro laminas  (nombradas de la A ala D en la figura
adjunta), la proteina contiene dos atomos de calcio encargados de estabilizar la
estructura y de la actividad catalitica. Por encima de las estructuras propulsoras
hay tres o hélices que participan en e anclagje a las particulas HDL **, en la

Figura 6 se muestra un esquema de la estructura de la paraoxonasa 1 **.

Atomos de Ca*

1164

Figura 6. Estructura de la paraoxonasa

PON1 pertenece a la familia de las paraoxonasas séricas, formada por
PON1, PON2 y PON3. Los genes que codifican estas proteinas se localizan en e
brazo largo del cromosoma 7 (7921.3-g22.1) *®. La enzima PON1 se expresa en

rifiones, intestino delgado e higado, y desde éste se libera a la sangre donde se

166
L

asocia con las particulas HD (Figura 7, adaptada a partir de un modelo

propuesto por Sorenson et a 7).
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PON

PON1

& LD FENTT LD PON1
e

oxidada dedperoxidada

Capilar

Ezpacio intravazcular

Maecrofago Macrofago

Membrana plazmatica del hepatocito

EC-Endotelio celular
CML-Células del Miasculo Liso

Figura 7. Modelo de secrecion de PON1, asociacion con las HDL y transferencia
de laenzimaa sitios donde se localiza dafio vascular **”.
(adaptada a partir de Sorenson et al Arterioscler Thromb Vasc Biol 1999; 19: 2214-25).

Las variantes genéticas de PON1 han sido relacionadas con variaciones en
la concentracién y actividad de la enzima y con variaciones de los niveles
plasméticos de |ipidos en distintas poblaciones 1% 169 170,

En este sentido Hegele et a '™ describié que e polimorfismo PON192
(GIn-Arg), que determina los aelos PONI-Q y PONI-R asociados con

172 s asocia con

menor/mayor actividad de la enzima dependiendo del sustrato
variaciones en los niveles de C-LDL y Apo B, observandose un menor cociente
LDL/HDL en poblacion canadiense.

La variante genética PON55 (Met-Leu), que determina los alelos PON1I-

My PONI-L, se harelacionado con modificaciones en las concentraciones sericas
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de paraoxonasa 1. Leview et a '"® y Blatter-Garin et a ™ observaron que los
portadores del alelo L tenian concentraciones de PON1 significativamente mas
elevadas que los portadores del aelo M, lo que implicaba diferencias en la
actividad de la enzima, sin embargo su relacion con los niveles plasméticos de

175 176 aunque autores como Oliveira et a 7 hayan descrito

lipidos no esta clara
niveles de TG significativamente mas baos en los portadores del genotipo MM,

asociandolo a menor riesgo cardiovascular.

7. ALTERACIONES GENETICAS DE PROTEINAS TRANSPORTADORAS

7.1. Transportadores ABCA1

La proteina transportadora ABCA1 es una proteina fundamental en el
metabolismo de las HDL, ya que participa en el TRC mediando e mecanismo
més eficiente en el eflujo de colesterol celular ©.

El transportador ABCAL1 tiene una estructura muy similar a los otros
miembros de la familia ABC. Presenta dos dominios transmembrana formados
cada uno de ellos por seis segmentos que atraviesan la membrana conectados
entre si por sucesivos dominios exocitosdlicos. Estos dominios se localizan en una
larga cadena polipeptidica que contiene un dominio citoplasmico formado por un
gran bucle hidrofobico que se sospecha tiene funcién reguladora y se sitGa entre
los dos modulos de seis segmentos que permiten la translocacion de sustratos
(lipidos, aminoécidos, vitaminas, iones...) a través de la membrana El
transportador presenta ademés dos dominios de union e hidrélisis de ATP que
proporcionan la energia necesaria para el transporte *®. En la Figura 8 se muestra

un esquema simplificado de la estructura de un transportador ABCA1 *" .
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Figura 8: Esquema de la estructura del transportador ABCA1 y localizacion de

los SNIPs descritos en el transportador 7.

Sin embargo aunque € transportador ABCA1 esté bien caracterizado se
conoce muy poco acerca de su estructura cuaternaria. Denis et a han propuesto un
modelo en e que la estructura oligomérica de la proteina desempefiaria un papel
regulador, y la funcion de transportador activo de lipidos la llevaria a cabo la
estructura dimérica de la misma . Actuamente se sabe que la Apo Al
interacciona con € transportador ABCA1 induciendo su fosforilacién a través de
lavia de la proteina kinasa A dependiente de AMPc y gue en las células humanas
in vivo € transportador se encuentra en su forma tetramérica en la mayoria de los
casos, lo que apoya € concepto de que € complgio homotetramérico del
transportador constituye la unidad minima funciona para la formacion de
particulas HDL nacientes .

Hasta e momento no se conoce completamente como sucede la

interaccion entre Apo Al y ABCA1. Algunos autores sostienen la unién proteina
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proteina dando lugar a complego Apo AI-ABCAL1 de forma que ABCAL1 actuaria

181 182

como receptor de membrana de la Apo Al , o obstante el papel de receptor

del transportador ABCA 1 todavia no se ha aceptado de forma generalizada '*,

El gen que codifica esta proteina se localiza en el cromosoma 9
(9g31) *®*. Actualmente se conoce la existencia de unas 100 mutaciones **° en este
transportador, de las que solo algunas se pueden considerar polimorfismos
(aparecen en mas del 1% de la poblacidn). Se ha descrito la existencia de 19
SNPs, cinco en la region promotora, cuatro variantes en 5° UTR y los diez

restantes son cSNPs (Tabla 2) **°. En la Figura 8 ** se muestra la localizacion de

estos polimorfismos en la proteina.

NUCLEOTIDO AMINOACIDO EXON
-1095A/G Promotor
-477CIT Promotor
-4199C Promotor
-320G/C Promotor
-191G/C Promotor
Ce9T 5UTR 1
C117G 5UTR 1
INnsG319 5UTR 2
G378C 5UTR 2
G1051A R219K 7
T1591C V399A 11
G2706A V771IM 16
A2715C T774P 16
G2723C K776N 16
G2826A V825l 17
A3044G 1883M 18
G3911C E1172D 24
G5255A R1587K 35
C5587G S1731C 38

Tabla 2. SNPs descritos en € gen 4ABCAI %,

Algunas de estas mutaciones han sido asociadas con alteraciones de los
niveles plasméticos de lipidos y méas concretamente con los niveles de C-HDL. Se

ha observado que individuos heterocigotos para mutaciones en € gen ABCAI
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tienen niveles de C-HDL disminuidos y aumentados de TG y presentan mayor
severidad de la enfermedad coronaria *® %",

Tras la asociacion de esta proteina con la enfermedad de Tangier ®, se han
llevado a cabo numerosos estudios con e fin de conocer la existencia de variantes
genéticas del gen ABCAI que sean funcionalmente significativas y puedan
contribuir alavariacion de los niveles de C-HDL y desarrollo de aterosclerosis ¥
1 En este sentido se ha sugerido que ABCA1 pudiese ser un locus principal para
la susceptibilidad frente a la aterosclerosis en la poblacion general, ya que se ha
demostrado que seis de los 10 cSNPs descritos en la Tabla 2 se asocian con
niveles alterados de lipidos y aterosclerosis. En concreto los polimorfismos
R219K 'y V771M se han relacionado consistentemente con aumento de C-HDL y
descenso de TG, en e caso del primero, y aumento de C-HDL y Apo Al en €
caso delavariante V771M 187 179188

Existen varios trabgos que han estudiado € papel del polimorfismo
R219K de ABCA1 en lahomeostasis del colesterol y la aterosclerosis, encontrando
una asociacion positiva entre la presencia de la mutacion, el aumento del C-HDL
y una progresion mas lentaen el desarrollo de la enfermedad 7 8% 10,

Respecto a polimorfismo V771M del gen ABCA1 Andrikovics et a en un
estudio comparativo de sujetos con enfermedad cardiovascular respecto a
controles sanos relacionaron e polimorfismo con efecto ateroprotector al observar
un porcentaje de portadores de la mutacion significativamente mayor en los
sujetos sanos, observandose incluso una diferencia mas llamativa en el caso de

sujetos con EC por debajo de los 50 afios de edad ***. Otros trabajos como el

publicado por Frikke-Schmidt et al, encontraron niveles de C-HDL y Apo Al
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significativamente mas elevados en la poblacién femenina portadora de esta

variante genética *% 1%,

27



HIPOTESIS Y OBJETIVOS



Hipotesis y Objetivos

HIPOTESIS

Los niveles plasmaticos de colesterol HDL en nifios espafioles son
elevados en comparacién con otras poblaciones occidentales. Estos niveles han
permanecido estables en los Ultimos afios y no parecen relacionados con factores
ambientales como la dieta, sugiriendo una influencia genética. Polimorfismos
frecuentes en genes de proteinas claves del metabolismo de las lipoproteinas de
alta densidad (HDL) y sus interacciones con factores ambientales pueden estar

relacionados con estos el evados niveles de C-HDL descritos en nuestra poblacion.

OBJETIVOS

1. Determinar lafrecuencia de los polimorfismos. Mspl -75 y Mspl +83 en el gen
de la apolipoproteina Al, Tag IB en € gen de la proteina transportadora de ésteres
de colesterol (CETP), PON192 y PON55 en € gen de la proteina paraoxonasa 1, y
R219K'y V771IM en €l gen de la proteina transportadora ABCA1, en la poblacion

espariola.

2. Andlizar si e perfil lipidico en poblacién infantil de edad prepubera y en
concreto los niveles de colesterol HDL y de apolipoproteina Al, estan

determinados por estos polimorfismos.

3. Andizar las posibles interacciones de éstos polimorfismos con factores
ambientales tales como la dieta, € IMC y los niveles de DHEA-S, en relacion con

los niveles plasméticos de lipidos en nuestra poblacion.
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Materiales y Métodos

1. SELECCION DE LA MUESTRA

1.1. Poblacion

La poblacién integrante de nuestro estudio la constituyen el total de nifios
de edad prepuberal del primer corte del Estudio Cuatro Provincias (4P) '**. Este
estudio se disefio para evaluar diferentes factores de riesgo cardiovascular en
nifios de cuatro provincias espafiolas con distintas tasas de mortalidad
cardiovascular e incluye nifios de 6 a 8 afos de edad, escolarizados en las
provincias de Madrid, Orense, Cadiz y Murcia, sin ningun tipo de patologia aguda
0 crénica que pueda afectar alas variables de interés.

El protocolo del estudio se someti6 a la evaluacion del Comité Etico de
Investigacion Clinica de la Fundacién Jiménez Diaz. El conjunto de la
investigacion cumple las salvaguardias éticas de la Delegacion de Helsinki, y sus
posteriores actualizaciones, y la legisaciéon espafiola sobre investigacion clinica

en humanos.

1.2. Tamafio muestral

En & calculo del tamafio muestral necesario para caracterizar cada uno de
los polimorfismos estudiados establecimos un nivel de confianza del 95% vy
asumimos que las diferencias entre los valores observados y |os valores deseados
no superasen e 4%. En estas condiciones € tamafio muestra méximo fue €

requerido para el estudio del polimorfismo Taq IB de CETP con 560 nifios.
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1.3. Procedimiento de muestreo

Se trata de un estudio transversal, en e que los nifios se seleccionaron
mediante un muestreo aleatorio, estratificado y por conglomerados, en el que las
unidades de andlisis de referencia eran los centros publicos, concertados o
privados de las provincias participantes. EIl muestreo tuvo dos etapas. En la
primera, se seleccionaron los centros escolares, a partir de los datos de la
Delegacion Provincia de Educacion que incluian € total de los colegios de cada
provincia participante. En la segunda, se seleccionaron |os alumnos.

Los colegios fueron seleccionados de manera que aseguraran la

representaci on de diferencias socio-econdmicas.

2. OBTENCION DE LA MUESTRA

Los colaboradores de las distintas provincias (Prof. Angel Gil en Madrid,
Dr. Ovidio Fernandez en Orense, Dr. Alipio Mangas y Dr. Alfonso Macias en
Cadiz y Dr. Jacinto Fernandez en Murciad) se encargaron de solicitar la
autorizacion ala Delegacion Provincia de Educacion y al responsable del Areade
Salud o equivaentes autondmicos. Una vez obtenido este permiso contactamos
con las direcciones y asociaciones de padres de alumnos de los centros elegidos y
se les explico € sentido y finalidad del estudio. Una vez recibida la autorizacion
por parte del colegio realizamos una presentacion oral ante los padres de |os nifios
seleccionados como candidatos a estudio, donde les entregamos una carta
infformativa y una autorizacion que tenian que firmar para que sus hijos

participaran en el estudio.
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A los colegios se desplazaron cinco ATS para realizar |as extracciones, y
un equipo de campo entrenado en la toma de medidas fisicas a los nifios y en la
recogida de la informacion nutricional mediante el CFCA (cuestionario de
frecuencia de consumo de alimentos) y que se encargaba asimismo de la
manipulacion y correcto almacengje de las muestras de sangre hasta su llegada al
laboratorio de referencia

Para ser incluido en el estudio, cada nifio tenia que acudir con la
autorizacion firmada por € padre, madre o responsable legal. La extraccion se
Ilevo a cabo a primera horade la mafianay tras 12 horas de ayuno. A cada nifio se
le extraia, con material desechable, sangre por venopuncién en dos tubos
Venoject® (Terumo), uno de 7 ml y otro de 3 ml conteniendo EDTA-K3 como
anticoagul ante.

Desde el momento de la extraccion hasta su traslado a laboratorio para su
andlisis, las muestras permanecieron en hielo.

Las muestras se centrifugaron durante 20 minutos a 3000 rpm y 4°C. Tras
la centrifugacion se obtenia, en la fraccion inferior, las células que se trasvasaron
a un tubo de vidrio reforzado que se congelaba a -70°C para posteriormente
extraer el DNA, y en la fraccion superior € plasma, que se aicuoté para las
determinaciones lipidicas.

En las provincias de Orense, Cadiz y Murcia las muestras se centrifugaron
inmediatamente después de la extraccion y las células y € plasma eran guardados
en criotubos, congeldndolas a -70°C hasta su transporte en nieve carbdnica a

nuestro laboratorio en Madrid.
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2.1. Determinaciones bioquimicas

Las determinaciones bioquimicas se readlizaron en € Servicio de
Bioguimica-Investigacion del Hospital Ramén y Cagja en Madrid, a cargo del Dr.
Miguel Angel Lasuncion.

El plasmarecogido se utilizo para las siguientes determinaciones lipidicas:

- EIl CT se vdor6 mediante técnica enzimética colesterol
esterasa/colesterol oxidasa (Menarini) y posterior medicion directa por absorcion
a500 nm .,

- La medicion del C-HDL se determinG en el sobrenadante que resulto a
precipitar, afladiendo a plasma 4cido fosfotlingstico-cloruro de magnesio % las
lipoprotefnas que contienen Apo By Apo E (LDL y VLDL) *¥, del plasma total.
Tras la precipitacion, e C-HDL se determind en e sobrenadante mediante la
mismatécnicaenziméticaquee CT.

- Los TG se determinaron mediante método enzimatico lipasa/oxidasa
(Menarini) .

- El C-LDL se calcul6 mediante laféormula de Friedewald **°:

C-LDL =CT -TG/5-C-HDL

Siempre que € valor de TG fuese inferior a 300 mg/dL.

-Las determinaciones de la Apo Al y la Apo B se realizaron por métodos

inmunoguimicos con anticuerpos especificos para la parte proteica de la molécula

200
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Todas las determinaciones lipidicas se llevaron a cabo en un
autoanalizador Array-1000.

La variabilidad analitica se evalud mediante un control comercial
(Precinorm y Precipath de Roche). Los coeficientes de variacion interensayo
fueron de 1.4% para € colesterol, 1.7% para los TG, 5.5% parala Apo Al y de

4.8% parala Apo B.

2.2. Determinaciones genéticas

2.2.1. Obtencion del DNA y cuantificacion de DNA

El DNA se obtuvo de globulos blancos de sangre periférica, utilizando un
tampon de fuerzaidnica baja que rompe la pared celular por 6smosis, permitiendo
la obtencidn de los nlcleos, y de estos €l material genético.

Los aproximadamente 3 ml de células que se obtuvieron después de
separar € plasma de la muestra, se distribuyeron en tubos de polipropileno de 50
ml, se [lenaron con tampon Montreal-Baltimore Express 1, se equilibraron, si fue
necesario, con € mismo tampdn, se taparon y se mezclaron.

Se centrifugaron en una centrifuga de alta velocidad Beckman Avanti J-25
(rotor JA-20), durante 15 minutos a 13000 rpm y 4°C. Una vez terminada la
centrifugacion se decantaron, cuidando de no arrastrar € precipitado. Este
precipitado se resuspendio en 4 ml de tampon Montreal 2, vertiendo los 4 ml en
un homogeneizador, se homogeneiz6 |la muestra hasta obtener una solucién
homogénea que se depositod otra vez en el tubo de 50 ml. Se afadié 100 pl de

dodecil sulfato sddico-sal disodica (SDS) 20 % (Genaxis), se mezclo y se incubd
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unos minutos en bafio a 65°C, se afadidé 150 ul de proteinasa K 10 mg/ml
(Promega), dejandolo incubar toda la noche en bafio a 65°C con agitacion.

Tras la digestion con SDS y proteinasa K se precipitaron las proteinas
anadiendo al lisado de 4 ml, 1.5 ml de solucién saturada de NaCl, agitando,
equilibrando los tubos y centrifugando durante 15 minutos a 10000 rpm a
temperatura ambiente. Se recogié € sobrenadante con una pipeta Pasteur y se
transfirio a otro tubo de vidrio con tapon. En € nuevo tubo se precipitdo e DNA
anadiendo dos volumenes de etanol absoluto 100% (Merck) frio por uno de
sobrenadante, se invirtio con suavidad hasta que se visualizo la hebra de DNA. Se
recogio e DNA con una pipeta Pasteur y se transfirié a un eppendorf con 500 pl
de TrissEDTA (TE) 1X, se dgjo disolver el DNA durante toda la noche en un
agitador orbital antes de cuantificar.

La concentracion de DNA se midio utilizando un espectrofotdbmetro
Beckman DU 640B.

Los &cidos nucleicos absorben a 260 nm y las proteinas a 280 nm, y con la
medida de estas dos absorbancias podemos calcular la concentracion de ambos.
Para considerar que un DNA esta suficientemente purificado, la relacion
Abs260/Abs280 debia estar entre 1.8 'y 2.

El programa nos midi6 la absorbancia a 260 nm, debida a los &cidos
nucleicos, y a 280 nm, debida a las proteinas y en funcion de estos valores nos
calculé la concentracion tanto de proteinas como de &cidos nucleicos. Para
calcular la concentracion real de nuestra muestra, teniamos que multiplicar la

concentracion por € factor de dilucion.
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2.2.2. Determinaciones de los polimorfismos estudiados

Determinacion de los polimorfismos Mspl -75 'y +83 de APOAI

Los polimorfismos de APOAI Mspl -75 y +83 estan localizados en la
region promotora (en posicion -75pb antes del inicio de la transcripcion) y en €
intron 1 (en posicion +83pb), respectivamente, del gen APOAI. Dan lugar en la
apolipoproteina a un cambio de guanina por adenina en e caso del polimorfismo
Mspl -75 y aun cambio de citosina por timinaen e caso del polimorfismo Mspl
+83.

Para la determinacion de estos polimorfismos de APOAI se amplifico el
DNA mediante técnica PCR (“Polymerase Chain Reaction”, Reaccion en Cadena
de la Polimerasa) en un termociclador (PTC-100) utilizando los siguientes

oligonucledtidos *°*;

Mspl -1 (5 AGGGACAGAGCTGATCCTTGAACTCTTAAG3)

Mspl -2 (5 TTAGGGGACACCTACCCGTCAGGAAGAGCA 3)

Cada amplificacion contenia aproximadamente 300 ng de DNA, 0.2 mM
de cada nucledtido, 1uM de cada oligonucledtido y 1U de Tag DNA polimerasa,
en un volumen final de 50 pl. La reaccion seinicio con una desnaturalizacion del
DNA durante 5 minutos a 94°C, seguida por 35 ciclos, cada uno de €llos
consistente en una desnaturalizacion durante 30 segundos a 94°C, hibridacion
durante 30 segundos a 55°C y extension durante 30 segundos a 72°C, seguidos por
una extension final de 5 minutos a 72°C. El producto de esta reaccion, de 432 pb

I 201

de longitud, se digirié con 4U de la enzima de restriccion Msp . Los

fragmentos resultantes se separaron en gel de poliacrilamida no desnaturalizante
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a 8%. En este caso los dos polimorfismos estudiados se determinan
simulténeamente ya que en e mismo fragmento amplificado la enzima Mspl tiene
tres lugares de corte: 75 pb antes del punto de inicio de latranscripcion, y 37 'y 83
pb después de este punto.

Lavariante Mspl +37 de APOAI se caracteriza por un cambio de citosina
por timina en posicion +37. En nuestra poblacion no hemos observado portadores
de este polimorfismo ya que todos los nifios eran homocigotos para e aelo no
mutado (genotipo CC), en este caso ante la presencia de alelo C la enzima Mspl
reconoce su secuencia de restriccion en posicion +37 y corta e fragmento
amplificado, obteniéndose dos fragmentos de 177 y 255pb.

En lavariante Mspl -75 de APOAI el alelo mas frecuente es el alelo G (no
mutado), en este caso la enzima reconoce la diana de restriccion y corta dando
lugar a dos fragmentos de 67 y 110pb (alelo G). Si se ha producido e cambio a
gue da lugar a polimorfismo (alelo G— A) desaparece la diana de restriccion y
laenzima Mspl no corta obteniéndose un fragmento de 177pb (alelo A).

Respecto a polimorfismo Mspl +83 de APOAI € aelo més frecuente
también es el alelo no mutado (alelo C). Ante la presencia de este alelo la enzima
Mspl reconoce su secuencia de restriccion y corta originando dos fragmentos de
48 y 207pb (alelo C). En € caso de que se haya producido €l cambio a que da
lugar @ polimorfismo Mspl +83 de APOAI (alelo C—+T) la enzima Mspl no
encuentra la secuencia de restriccién y no corta originandose un fragmento de
255pb (alelo T). El mapa de restriccion de este andlisis se muestraen laFigura 9.

En nuestra poblacion no hemos encontrado todas las posibles

combinaciones de |os tres genotipos de estos polimorfismos y por tanto en € gel
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de poliacrilamida mostrado (Figura 9) solo se describen los genotipos observados

en nuestra poblacion.

APO AT
-75 +83
crom region Intron 1
promotora

l

~75ph +1 +37pb  +83pb
432pb

Figura 9: Mapa de restriccion y gel de poliacrilamida de |os polimorfismos Mspl
-75 y +83 de APOAL.
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Determinacion del polimorfismo 7aq IB de CETP

El polimorfismo Tag IB esta localizado en € intron 1 y da lugar a un
cambio de guanina por adenina en posicién 277pb en e gen CETP **°,

Para la determinacion del polimorfismo Taq IB el DNA se amplificd
mediante técnica PCR en un termociclador (PTC-100) utilizando los siguientes

oligonucledtidos %%

Taq IB-1 (5CACTAGCCCAGAGAGAGGAGTGCCJ)

Taq IB-2 (5 CTGAGCCCAGCCGCACACTAAC?T)

Cada amplificacion contenia aproximadamente 300 ng de DNA, 0.2 mM
de cada nucledtido, 0.7uM de cada oligonucledtido y 1U de Tag DNA polimerasa,
en un volumen final de 50 ul. Lareaccién se inicio con una desnaturalizacion del
DNA durante 5 minutos a 95°C, seguida por 30 ciclos, cada uno de ellos
consistente en una desnaturalizaciéon durante 30 segundos a 95°C, hibridacion
durante 30 segundos a 60°C y extension durante 30 segundos a 72°C, seguidos por
una extension final de 5 minutos a 72°C. El producto de esta reaccion, de 535 pb
de longitud, se digiri6 con 5U de la enzima de restriccion Tagl *°’. Los fragmentos
resultantes se separaron en gel de poliacrilamida no desnaturalizante al 8%. En €l
caso del aelo no mutado B1 la enzima reconoce una diana de restriccion y corta
obteniéndose dos fragmentos de 174 y 361pb, mientras que en € caso del aeo
mutado B2, no hay diana de restriccion para la enzima y se obtiene un Unico
fragmento de 535 pb. El mapa de restriccion de este polimorfismo se muestra en

laFigura10.
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CETP

>l ot

Crom 16

Intron 1

174ph 361ph

6282 B282 B181 B1B1 B1B2 B2B2 B1B2 B1B2 B1B2 B181 B2B2 B1B1 B1B2 B1B1

T (e o ] et ot e

Figura 10: Mapade restriccion y gel de polimacrilamida del polimorfismo Tag IB
de CETP.
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Determinacion del polimorfismo PON192 de PON1

El polimorfismo en la posicion 192 del gen PONI1 (PON192Q/R) da lugar
a un cambio de adenina por guanina que origina un cambio de Glutamina por
Argininaen el aminoacido 192 de la proteina paraoxonasa 1. El polimorfismo esta
localizado en laregion codificante del gen PON1, en €l exon 6.

Para la determinacion de este polimorfismo de PONI se siguié un proceso
similar a de los polimorfismos anteriormente descritos. EI DNA se amplificod
mediante técnica PCR en un termociclador (PTC-100) utilizando los siguientes

oligonucledtidos 2%

PON192-1 (5 TATTGTTGCTGTGGGACCTGAG 3')

PON192-2 (5 GACATACTTGCCATCGGGTGAAZT)

Cada amplificacion contenia aproximadamente 300 ng de DNA, 0.2 mM
de cada nucledtido, 1uM de cada oligonucledtido y 1U de Tag DNA polimerasa,
en un volumen final de 50 ul. Lareaccién se inicio con una desnaturalizacion del
DNA durante 5 minutos a 96°C, seguida por 30 ciclos, cada uno de ellos
consistente en una desnaturalizacion durante 1 minuto a 94°C, hibridacion durante
1 minuto a 61°C y extension durante 1 minuto a 72°C, seguidos por una extension
final de 10 minutos a 72°C. El producto de esta reaccién, de 99 pb de longitud, se
digirié con 2U de la enzima de restriccion Alwl 2%, Los fragmentos resultantes se
separaron en gel de poliacrilamida no desnaturalizante a 8%. En € caso del aelo
Q, la secuencia de corte de la enzima Alwl no esta presente y se obtiene un
fragmento de 99 pb, mientras que en € caso del alelo mutado R, si esta presente
esta secuencia y se obtienen dos fragmentos de 34 y 65pb. El mapa de restriccién

de este polimorfismo se muestraen laFigura 11.
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PON1
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Figura 11: Mapa de restriccion y gel de poliacrilamida del polimorfismo
PON192 de PONI.
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Determinacion del polimorfismo PONS55 de PON1

El polimorfismo en la posicion 55 del gen PON1 (PON55L/M) da lugar a
un cambio de una adenina por una timina, guanina o citosina que origina un
cambio de Leucina por Metionina en la proteina paraoxonasa 1. Este
polimorfismo estalocalizado en laregion codificante del gen PON1, en € exdn 3.

La determinacion del polimorfismo PON55L/M de PONI se llevo a cabo
mediante la amplificacion del DNA mediante técnica PCR en un termociclador

(PTC-100) utilizando los siguientes oligonucledtidos 2*:

PON55-1 (5 GAAGAGTGATGTATAGCCCCCAGS)

PON55-2 (5 TTTAATCCAGAGCTAATGAAAGCCCS3)

Cada amplificacion contenia aproximadamente 300 ng de DNA, 0.2 mM
de cada nucledtido, 1uM de cada oligonucledtido y 1U de Tag DNA polimerasa,
en un volumen final de 50 ul. Lareaccidn se inicio con una desnaturalizacion del
DNA durante 5 minutos a 94°C, seguida por 35 ciclos, cada uno de ellos
consistente en una desnaturalizaciéon durante 30 segundos a 94°C, hibridacion
durante 30 segundos a 61°C y extension durante 30 segundos a 72°C, seguidos por
una extension final de 10 minutos a 72°C. El producto de esta reaccion, de 170 pb
de longitud, se digirié6 con 2U de la enzima de restriccion Hsp92Il *™. Los
fragmentos resultantes se separaron en gel de poliacrilamida no desnaturalizante
al 8%. En @ caso del alelo L (no mutado), no estéa presente € sitio de restriccion
de laenzimay se obtiene el mismo fragmento de 170 pb, mientras que en el caso
del deo M (mutado), si esta presente la diana de restriccion y la enzima corta
dando lugar a dos fragmentos de 44 y 126pb. El mapa de restriccion de este

polimorfismo se muestraen laFigura 12.
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PON 1
7q21.3 ——p

Crom 7 Ex6n 3

e 170pb

Figura 12: Mapa de restriccion y gel de poliacrilamida del polimorfismo
PON 55 de PONI.
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Determinacion del polimorfismo R2719K del gen ABCAI

El polimorfismo R279K (G1051A, cambio de una guanina por una adenina
en posicién 1051) esta localizado en e exdn 7 del gen ABCAI y da lugar a un
cambio aminoacidico de Arginina por Lisinag, en el aminoacido 219 de la proteina
ABCAL

El DNA se amplificd mediante técnica PCR en un termociclador (PTC-

100) utilizando los siguientes oligonucledtidos **:

ABCAI 219-1 (5 GTATTTTTGCAAGGCTACCAGTTACATTTGACAA 3)

ABCAI 219-2 (5 GATTGGCTTCAGGATGTCCATGTTGGAA 3')

Cada amplificacion contenia aproximadamente 300 ng de DNA,
concentracion de 0.2mM de cada nucleotido, 1uM de cada oligonucledtido y 2U
de Tag DNA polimerasa, en un volumen final de 50 ul. Lareaccion seinicio con
una desnaturalizacion del DNA durante 5 minutos a 94°C, seguida por 30 ciclos,
cada uno de ellos consistente en una desnaturalizacion durante 30 segundos a
94°C, hibridacion durante 30 segundos a 60°C y extension durante 30 segundos a
72°C, seguidos por una extension final de 10 minutos a 72°C. El producto de esta
reaccion, de 177 pb de longitud, se digirié con 10U de la enzima de restriccion
Xagl. Los fragmentos resultantes se separaron en gel de poliacrilamida no
desnaturalizante a 8%. En e caso de que haya una guanina en posicién 1051
(ado R no mutado), no hay sitio de restriccion para la enzima Xagl y no corta
obteniéndose el mismo fragmento de 177 pb, mientras que en el caso de que haya

una adenina (dlelo K mutado), si esta presente esta secuencia de restriccion y la
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enzima corta obteni éndose dos fragmentos de 107 y 70 pb. EI mapa de restriccion

de este polimorfismo se muestraen la Figura 13.

ABCAl
Crom 9

Exon 7

I 177pb

Figura 13: Mapa de restriccion y gel de poliacrilamida del polimorfismo
R219K de ABCAI.
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Determinacion del polimorfismo V77IM (G2706A) del gen ABCAI

El polimorfismo V77iM (G2706A, cambio de una guanina por una
adenina en posicion 2706) estalocalizado en € exdn 16 del gen ABCA1 y dalugar
a un cambio de Valina por Metionina, en e aminoacido 771, en la proteina
transportadora ABCA 1.

Para la determinacion del polimorfismo V77IM de ABCAI, se siguio un
proceso similar a del resto de los polimorfismos estudiados. EI DNA se amplifico
mediante técnica PCR en un termociclador (PTC-100) utilizando los siguientes
oligonucledtidos **:

ABCA1 V77IM-1 (5 CAA GTG AGT GCT TGG GAT TG3)

ABCA1 V77IM-2 (5 TGCTTT TAT TCA GGG ACT CCA 3)

Cada amplificacion contenia aproximadamente 300 ng de DNA, una
concentracion de 0.2mM de cada nucleotido, 1uM de cada oligonucledtido y 2U
de Tagq DNA polimerasa, en un volumen final de 50 ul. Lareaccion seinicio con
una desnaturalizacion del DNA durante 5 minutos a 94°C seguida por 30 ciclos,
cada uno de ellos consistente en una desnaturalizacion durante 30 segundos a
94°C, hibridacion durante 30 segundos a 60°C y extension durante 30 segundos a
72°C, seguidos por una extension final de 10 minutos a 72°C. El producto de esta
reaccion de una longitud de 350 pb, se digirié con 5U de la enzima de restriccion
BsaAl. Los fragmentos resultantes se separaron en gel de poliacrilamida no
desnaturalizante a 8%. En el caso de que haya una guanina en posicion 2706
(alelo V no mutado), se obtienen dos fragmentos de 252 y 98 pb, mientras que si

hay una adenina en posicion 2706 (alelo M mutado), no hay diana de restriccion
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paralaenzimay se obtiene e mismo fragmento amplificado de 350 pb. El mapa

de restriccién de este polimorfismo se muestraen laFigura 14.

ABCA1
Crom 9

Exon 16

l

Figura 14: Mapa de restriccion y gel de poliacrilamida del polimorfismo
V77IM de ABCAI.
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3. MEDIDAS FiSICAS

De cada nifio se recogio €l peso y latallaen e momento de la extraccion,
y a partir de estas medidas se calcul6 e IMC (Peso en Kg/Tala? en m). Las
medidas se realizaron con los nifios vestidos con ropaligeray sin zapatos. Latala
se mididé con un estadiometro portétil y € peso se midié con una balanza

electronica digital homol ogada.

4. INFORMACION ALIMENTARIA Y NUTRICIONAL

Esta informacion la obtuvimos a través de un Cuestionario de Frecuencia
de Consumo de Alimentos (CFCA), que ha sido validado en Espafia por e grupo
de investigacion dirigido por € Prof. José M@ Martin Moreno, este cuestionario ha
sido modificado y adaptado para la poblacion infantil utilizando para dichos
cambios las Guias de Alimentacién Escolar y la Encuesta Nacional de Nutricion y

Alimentacion de Espafia (Anexo).

Este método nos interesa porgue mide € consumo medio habitual de un
determinado aimento o grupo de alimentos a lo largo de un afio y no en un
periodo de tiempo determinado, o que nos va a permitir obtener patrones de

consumo de determinados alimentos en distintas poblaciones.

El CFCA esta estructurado en torno a una lista de alimentos, a una porcion

estandar distinta para cada alimento y a unafrecuencia de consumo.

La lista de alimentos esta estructurada en los siguientes grupos. productos
l&cteos, huevos, carnes y pescados, verduras y hortalizas, legumbres y cereales,

aceites y grasas, precocinados o0 preelaborados, bolleria y pasteleria, frutas,
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bebidas, y miscelaneos, y finamente se registraba si el nifio tomaba suplementos
vitaminicos. En cuanto a la frecuencia de consumo, esta puede ser: Numero de
veces a dia, nUmero de veces a la semana, numero de veces a mes, nimero de

veces a ano, nunca.

El mismo equipo de campo entrenado mediante sesiones demostrativas de
como utilizar el CFCA cumpliment6 el cuestionario con la madre, padre o persona

que acompahara al nifio, inmediatamente después de la extraccion de sangre.

Cada encuesta se realiza en 20-30 minutos para conseguir que las
respuestas sean 10 mas cercanas a la realidad y crear un ambiente propicio entre
encuestador y encuestado. Para la cumplimentacion del CFCA tuvimos que tener
en cuenta si € nifio/a comia en el comedor escolar y s era asi solicitdbamos €l

menu de cada colegio para su posterior integracion en el cuestionario.

Las mismas personas encargadas de redlizar las encuestas fueron las
encargadas de la introduccion de los datos en un programa creado para este fin. El
procesamiento de la informacion dietética se llevo a cabo mediante la conversion
de los distintos alimentos en sus nutrientes usando la tabla de composicion de

al 205

alimentos de Moreiras et y paralos casos en |os que no existieran datos para

alimentos concretos, se amplio con las tablas de alimentos espafioles de Mataix et

206
a .

5. ENTREGA DE LOS RESULTADOS

A todos los nifios, si lamuestralo permitia, se les entreg6 en € plazo de 20

dias un informe sobre su perfil lipidico estandar (CT, TG, C-HDL y C-LDL) 4
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igual que los valores de normalidad para dichos parametros. A los padres de los
nifios a los que no se pudo redizar la extraccion se les remitio una carta
agradeciéndoles su colaboracion y explicandoles el motivo por € que dicha

extraccion no se pudo llevar acabo.

6. ANALISIS ESTADISTICO

Para €l andlisis estadistico de los datos se utilizo € programa estadistico
SPSS 9.0 para Windows.

Se realiz6 un andlisis descriptivo de las variables, en € que se calcularon
medias y desviacion estandar. Las correlaciones entre variables antropométricas y
variables bioquimicas se evaluaron determinando los coeficientes de correlacion
de Spearman.

Las frecuencias de alelos y genotipos se determinaron mediante método de
contgje.

Utilizamos ANOVA para comparar los niveles medios de lipidos y
apolipoproteinas de | os distintos genotipos en la poblacion total y en nifios y nifias
por separado, y cuando encontramos diferencias significativas, utilizamos un test
Tukey para comparar cada par de grupos, siempre que las varianzas fueran
homogéneas. En € caso de que las varianzas no fueran homogéneas, se utilizé un
test T2 de Tamhane. Para comparar medias de lipidos y variables antropométricas
entre nifos y nifias utilizamos un test t de Student.

Para evaluar la modulacién de la dieta, € IMC y los niveles de DHEA-S
sobre e efecto del genotipo de cada polimorfismo en los niveles de lipidos

plasmaticos Ilevamos a cabo un andlisis ANOVA o0 un test t de Student
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segregando la poblacién por terciles de dichas variables. En el caso del andlisis de
la influencia de la dieta sobre € efecto de los polimorfismos estudiados se

establecio como criterio de significacion estadistica p<0.01 para obtener mayor

potencia estadistica.

51






1. DESCRIPCION DE LA MUESTRA

RESULTADOS

Para llevar acabo € estudio se seleccionaron seis colegios en cada

provinciay seinvitd a participar aproximadamente a 50 nifios. En total se recibio

la autorizacion escrita por parte de los padres de 1324 nifios/as, alcanzandose una

tasa de respuesta globa del 85%, muy similar en las cuatro provincias estudiadas.

El andlisis bioguimico y genético se pudo completar en 1255 nifiog/as, de esta

poblacion 622 (49.6%) eran nifias y 633 (50.4%) eran nifios.

La edad y las caracteristicas antropométricas de la poblacién estudiada se

presentan en la Tabla 3. Al realizar un andisis t-test entre sexos no se observaron

diferencias significativas en los valores medios de edad, peso, talla e IMC entre

nifosy nifas.

Tabla 3: Edad y variables antropométricas de la poblacion estudiada.

TOTAL NINOS NINAS
(n=1255) (n=633) (n=622)
EDAD (aiios) 6.7+0.7 6.7+0.7 6.7+0.7
PESO (Kg) 26.8+5.4 26.9+5.3 26.7+5.4
TALLA (m) 1.25+0.1 1.26+0.1 1.25+0.1
IMC (Kg/m) 17.0+2.4 17.0+2.4 17.0+25

Los valores corresponden a media + desviacion estandar.
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En la Tabla 4 se muestran los niveles medios de los distintos parametros
lipidicos analizados, tanto en € total de la poblacion como para los dos sexos por
separado. Se ha observado que los nifios presentan niveles de Apo Al
significativamente mas elevados y niveles de Apo B significativamente més bajos
que las nifias. En € resto de las variables bioquimicas analizadas no se han

observado diferencias entre nifios y nifias.

Tabla 4: Perfil lipidico en (mg/dL) de la poblacion estudiada.

TOTAL NINOS NINAS P

(n=1255) (n=633) (n=622)
CT 183.1+28.6 182.6+28.4 183.5+28.7 ns
C-HDL 59.4+13.2 60.1+13.1 58.7+13.2 ns
Apo Al 137.0+19.0 138.3+18.9 135.6+19.0 *
C-LDL 109.1+27.3 108.1+27.7 110.1+26.8 ns
Apo B 70.3+15.0 69.2+15.0 71.4+15.0 *
TG 72.6+26.1 71.3+25.4 74.0+26.6 ns

Los valores corresponden a media + desviacion estandar.
p: t-test andlisis comparando nifios y nifias *p<0.05.

En la Tabla 5 se muestran las correlaciones de las variables
antropométricas con las variables bioquimicas estudiadas en nuestra poblacion. En
un andlisis de correlacion de Spearman no hemos observado ninguna correlacion

significativa entre estas variables con excepcion del IMC que correlaciona de

forma positiva con los niveles plasmaticos de TG.

Tabla 5. Coeficientes de correlacion de Spearman de las variables

antropométricas con las variables bioguimicas en la poblacion estudiada.
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CT C-HDL APO Al C-LDL APOB TG
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
PESO (Kg) 0.005 -0.041 -0.044 0.005 0.006 0.058
TALLA (m) -0.023 -0.001 -0.061 -0.018 -0.027 -0.019
IMC (Kg/m?) 0.013 -0.059 -0.009 0.015 0.024 0.112**

Coeficientes Correlacién de Spearman **p<0.01.

2. RESULTADOS DEL ANALISIS DEL POLIMORFISMO Mspl EN LA
POSICION -75 DE LA REGION PROMOTORA DEL GEN DE LA

APOLIPOPROTEINA AI (Msp I -75 de APOAI)

2.1. Frecuencias del polimorfismo Mspl -75 de APOAI

En la Tabla 6 se muestran las frecuencias de los genotipos y de los alelos
para e polimorfismo Mspl -75 de APOAI en la poblacion total y por sexos. Se
observa una frecuencia de un 68.8% para € genotipo GG, aproximadamente un
28% de heterocigotos GA y un 3.3% de homocigotos para la mutacion (AA). En
nuestra poblacion e alelo mutado A esta presente en aproximadamente un 17% de

la poblacion.

Tabla 6: Frecuencias genotipicasy aélicas del polimorfismo Mspl -75 de APOAI

en la poblacién estudiada.

TOTALES NINOS NINAS
(n=1252) (n=631) (n=621)
GG 68.8% (861) 69.2% (437) 68.3% (424)
GA 27.9% (350) 28.1% (177) 27.9% (173)
AA 3.3% (41) 2.7% (17) 3.9% (24)
G 82.7% (2072) 83.3% (1051) 82.2% (1021)
A 17.3% (432) 16.7% (211) 17.8% (221)

53



Resultados

2.2. Influencia del polimorfismo Mspl -75 de APOAI sobre los niveles

plasmaticos de lipidos

En las Tablas 7, 8 y 9 se muestran los niveles plasmaticos de lipidos y

apolipoproteinas asociados a cada genotipo del polimorfismo Mspl -75 de APOAI,

en la poblacién total y por sexos.

En un andlisis de ANOVA no hemos encontrado diferencias significativas

entre |os tres genotipos en relacion alas variables lipidicas analizadas ni € grupo

total ni a estudiar la poblacion separandola por sexo.

Tabla 7: Niveles de lipidos (mg/dL) segin genotipos para el polimorfismo Mspl

-75 de APOAI en la poblacion estudiada.

GG GA AA
(n=861) (n=350) (n=41)
CT 183.1427.6  182.8+29.1  181.5+31.0
C-HDL 59.0+13.3 60.5+12.8 61.8+11.1
Apo Al 136.3+19.1  138.6+183  139.4+21.3
C-LDL 109.5426.0  107.8+28.3  105.7+26.8
Apo B 70.4+14.7 69.9+14.9 68.9+16.2
TG 72.8+27.5 72.0£22.1 74.6+27.22

Los valores corresponden a media + desviacion estandar.
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Tabla 8: Niveles de lipidos (mg/dL) seguin genotipos para € polimorfismo Mspl

-75 de APOAI en nifos.

GG GA AA
(n=437) (n=177) (n=17)

CT 182.7427.4 180.4+25.4 182.9+27.1
C-HDL 59.7+13.0 61.2+13.3 64.7+11.4
Apo Al 137.9+19.1 138.8+18.1 145.5+21.3
C-LDL 108.5+25.6 106.5+29.2 102.8+25.6
Apo B 69.4+14.6 68.5+14.6 67.3+16.1
TG 72.1+27.7 68.6+18.9 77.1+18.9

Los valores corresponden a media + desviacion estandar.

Tabla 9: Niveles de lipidos (mg/dL) segin genotipos para el polimorfismo Mspl

-75 de APOAI en nifas.

GG GA AA

(n=424) (n=173) (n=24)
CT 183.4+27.9  184.24294  180.5+34.1
C-HDL 58.2+13.6 59.8+12.3 59.8+10.6
Apo Al 134.6+18.9  138.4+186  134.6+20.6
C-LDL 1105+26.4  109.3+27.5  107.9+28.0
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Apo B 71.4+14.8 71.4+15.1 70.1+16.6

TG 73.6+27.3 75.5+24.5 71.5+31.9

Los valores corresponden a media + desviacion estandar.

2.3. Influencia de la dieta en el efecto del polimorfismo Mspl -75 de APOAI

sobre los niveles de lipidos plasmaticos

Considerando la conocida influencia de la dieta, fundamentalmente de la
ingesta de grasa, en € efecto del polimorfismo Mspl -75 de APOAI sobre €l perfil
lipidico, hemos analizado si en nuestra poblacion dichaingesta afectaalarelacion
de este polimorfismo con los lipidos plasmaticos.

Para ello hemos estudiado el efecto que esta variante genética tiene en el
perfil lipidico de nuestros nifios en funcién de la ingesta diaria de grasa total,
saturada, monoinsaturada y poliinsaturada expresada en mg/dia. En €l caso de la
ingesta de grasa total en mg/dia (Tabla 10) se ha observado que, en € tercil 1
(bgja ingesta de grasa total) los portadores del genotipo GA presentan niveles de
Apo | significativamente mas elevados (p=0.003) que los que no son portadores
de la mutacion (genotipo GG). En los terciles de media y alta ingesta de grasa
total ambos genotipos (GG y GA) presentan niveles medios de Apo Al
précticamente idénticos. Respecto a los niveles del resto de las variables
bioquimicas analizadas no hemos observado diferencias entre genotipos en ningun
tercil.

En la Tabla 11 se muestran los niveles de lipidos plasméticos segun
genotipos del polimorfismo Mspl de APOAI por terciles de ingesta diaria de grasa

saturada en mg/dia. De nuevo encontramos que en € tercil 1, que corresponde a
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bagja ingesta de grasa saturada (mg/dia) los portadores de un aelo mutado
(genotipo GA) presentan niveles de Apo Al claramente més elevados, respecto a
los portadores de genotipo no mutado GG (140.5 vs 134.0 mg/dL), a canzandose
una significacion estadistica p=0.007, en este caso tampoco observamos
diferencias entre genotipos en los niveles de Apo Al en losterciles2y 3.

No se han encontrado diferencias en la influencia del genotipo del
polimorfismo Mspl -75 de APOAI en € perfil lipidico en funcion de tercil de
ingesta de grasa monoinsaturada ni de poliinsaturada.

Al redizar estos mismos andisis en nifios y nifias por separado hemos
observado un comportamiento idéntico al descrito en el grupo total por 1o que los

resultados se muestran en €l total de la poblacion.
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Tabla 10. Niveles de lipidos (mg/dL) segun genotipos del polimorfismo Mspl -75 de APOAI por terciles de ingesta diaria de grasa total (mg/dia)

en la poblacién estudiada.

TERCIL 1 TERCIL 2 TERCIL 3
(51.2-95.1)mg/dia (95.2-116.0)mg/dia (116.1-241.8)mg/dia

GG GA AA . GG GA AA . GG GA AA -

(n=242) (n=96) (n=14) (n=242) (n=99) (n=11) (n=243)  (n=102) (n=10)
CT 183.3+26.6 186.6+25.4 17324279 ns |183.3+28.1 183.8+34.1 18574283 ns |183.3+27.2 178.9+26.2 190.2+39.2 ns
C-HDL 5724129 592+126 61.1+101 ns | 59.3+13.7 60.6+135 59.9+101 ns | 58.9+13.2 60.2+12.8 64.3+13.6 ns
Apo Al 133.3+19.7 140.2+18.3| 135.5+23.0 0.003 | 137.4+18.7 137.5+17.9| 138.7+17.3 ns |138.1+19.4 138.9+10.7| 147.8+20.8 ns
C-LDL 112.0426.9 112.0+23.8 100.0+21.4 ns [109.1+27.4 108.4+33.5 111.7+243 ns |109.6+24.4 105.1+26.7 110.6+38.4 ns
Apo B 72.0+15.8 72.3+13.8 64.6+126 ns | 70.3+152 72.0+14.6 70.4+137 ns | 70.4+13.6 67.3+154 75.1+243 ns
TG 7284231 765+251 7144213 ns | 74.8+30.7 73.7#23.0 70.7+225 ns | 73.7#23.1 68.0+165 765+27.0 ns

Los valores corresponden a media + desviacion estandar.
p: t-test andlisis comparando genotipos GG-GA.
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Tabla 11. Niveles de lipidos (mg/dL) segin genotipos del polimorfismo Mspl -75 de APOAI por terciles de ingesta diaria de grasa saturada
(mg/dia) en la poblacion estudiada.

TERCIL 1 TERCIL 2 TERCIL 3
(14.3-34.2) mg/dia (34.3-42.0) mg/dia (42.1-104.5) mg/dia

GG GA AA P GG GA AA P GG GA AA P

(n=248) (n=91) (n=13) (n=237) (n=105) (n=11) (n=242) (n=100) (n=11)
CT 181.3£29.2 185.3+30.0 171.3+30.0 ns |186.6+28.4 185.6+25.6 179.3+t34.8 ns |182.6+25.3 176.4+24.9 197.4+26.1 ns
C-HDL 58.2+13.5 60.6£12.8 61.3£12.2 ns | 584+122 60.9+£12.8 57.7£t54 ns | 58.7t14.1 585+13.3 66.0£13.0 ns
Apo Al 134.0+£19.5 140.5+19.5] 135.2+20.2 0.007 | 138.1+19.3 140.7+16.5] 138.5t23.5 ns |136.8t19.1 1354+19.6| 147.3t17.3 ns
C-LDL 108.5£27.4 109.3£27.6 98.3+22.3 ns |1134+27.0 1104+26.7 107.6£315 ns |108.9£24.0 103.6x25.0 115.5+29.2 ns
Apo B 70.9£16.2 73.2£149 62.4+12.3 ns | 71.9£149 72.2+151 67.9£17.2 ns | 70.0£134 66.1£13.3 78.6£19.0 ns
TG 72.3t23.1 77.0£25.3 69.4£22.6 ns | 73.8£26.2 70.0£19.6 69.8£22.6 ns | 75.3t28.1 71.6£20.8 79.4+24.0 ns

Los valores corresponden a media + desviacion estandar.
p: t-test andlisis comparando genotipos GG-GA.
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Tabla 12. Niveles de lipidos (mg/dL) segin genotipos del polimorfismo Mspl -75 de APOAI por terciles de ingesta diaria de grasa

monoinsaturada (mg/dia) en la poblacion estudiada.

TERCIL 1 TERCIL 2 TERCIL 3
(18.1-37.6) mg/dia (37.7-46.7) mg/dia (46.8-116.7) mg/dia

GG GA AA . GG GA AA . GG GA AA -

(n=240) (n=96) (n=12) (n=244) (n=98) (n=13) (n=244)  (n=103) (n=11)
CT 184.6+27.1 186.1+26.2 178.9+30.3 ns |184.6+30.7 184.4+34.8 191.4+56.4 ns |181.1+25.1 178.9+24.7 190.2+37.2 ns
C-HDL 57.8+129 590.8+11.8 604+103 ns | 59.5+14.0 59.7+132 575+140 ns | 58.1+12.9 60.4+13.8 64.2+129 ns
Apo Al 134.5+18.6 139.4+18.2 1355+16.6 ns |137.5+21.2 139.6+18.0 138.3+245 ns |136.8+18.2 137.6+19.8 147.1+19.8 ns
C-LDL 112.0426.8 111.0+23.7 10524250 ns [110.8+28.2 110.4+34.8 1215+36.6 ns |107.8+23.6 104.3+25.1 111.0+364 ns
Apo B 7214160 721+135 66.4+13.0 ns | 70.7+14.6 722+165 7514292 ns | 70.0+14.0 67.3+13.8 74.6t23.1 ns
TG 7364236 76.3+253 66.0t154 ns | 71.8+258 7124223 7974259 ns | 75.9+27.9 70.7+17.7 74.7+263 ns

Los valores corresponden a media + desviacion estandar.
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Tabla 13. Niveles de lipidos (mg/dL) segun genotipos del polimorfismo Mspl -75 de APOAI por terciles de ingesta diaria de grasa poliinsaturada
(mg/dia) en la poblacion estudiada.

TERCIL 1 TERCIL 2 TERCIL 3
(8.0-16.7) mg/dia (16.8-20.6) mg/dia (20.7-45.1) mg/dia
GG GA AA . GG GA AA . GG GA AA =
(n=246) (n=95) (n=14) (n=240) (n=98) (n=14) (n=242) (n=104) (n=8)
CT 185.2427.3 182.8+285 191.0+53.2 ns |181.9+27.2 185.2+24.9 178.6+31.6 ns |183.2+28.7 181.2+32.7 194.0+41.4 ns
C-HDL 57.3+13.0 58.8+13.6 59.2+11.7 ns | 58.8+13.6 60.2+122 62.9+151 ns | 59.3+13.2 60.8+13.1 595+94 ns
Apo Al 133.3+19.7 135.8+19.1 1355+17.3 ns |137.4+19.3 141.4+175 14504259 ns |138.2+18.8 139.2+19.1 140.2+164 ns
C-LDL 113.1425.8 108.7+27.0 117.4+585 ns |108.2+26.7 110.4+24.6 108.2+26.7 ns |109.2+26.2 106.4+32.7 119.4+38.1 ns
Apo B 72.6+154 70.7+139 7274269 ns | 69.3+14.3 72.0+143 11044246 ns | 70.8+14.8 68.8+159 77.1+27 ns
TG 7414236 7584265 71.6+19.7 ns | 74.2+240 72.7+20.8 103.4+266 ns | 73.1+29.7 69.8+180 753%+21.2 ns

Los valores corresponden a media + desviacion estandar.
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3. RESULTADOS DEL ANALISIS DEL POLIMORFISMO MspI SITUADO

EN LA POSICION 83 DEL INTRON 1 DEL GEN DE LA

APOLIPOPROTEINA AI (Mspl +83 de APOAI)

3.1. Frecuencias de los genotipos del polimorfismo Mspl +83 de APOAI

En la Tabla 14 se muestran las frecuencias genotipicas y aélicas del

polimorfismo Mspl +83 de APOAI. Se han observado muy pocos casos de

homocigosis para la mutacion (menos de un 1% de la poblacién) y una frecuencia

del genotipo CT entorno a 7.5%. El aelo minoritario T presenta una frecuencia

de aproximadamente un 4%.

Tabla 14: Frecuencias genctipicasy aélicas del polimorfismo Mspl +83 de

APOAI en la poblacion estudiada

TOTALES NINOS NINAS
(n=1252) (n=631) (n=621)
CcC 92.2% (1154) 91.9% (580) 92.4% (574)
CT 7.6% (96) 8.1% (51) 7.2% (45)
TT 0.2% (2) 0% (0) 3.0% (2)
C 96.0% (2404) 96% (1211) 96.1% (1193)
T 4.0% (100) 4.0% (51) 3.9% (49)
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3.2. Influencia del polimorfismo Mspl +83 de APOAI sobre los niveles

plasmaticos de lipidos

En las Tablas 15, 16 y 17 se muestran |os niveles plasméticos de lipidos y
apolipoproteinas para cada uno de los genotipos del polimorfismo Mspl +83 de
APOAI en la poblacion total y por sexos. Dada la baja frecuencia de portadores de
genotipo mutado TT que hemos observado en nuestra poblacion, hemos agrupado

alos portadores de genotipo CT y TT pararealizar el andisis estadistico.

Al comparar los niveles de lipidos por genotipos del polimorfismo Mspl
+83 de APOAI (CC vs CT/TT) mediante un t-test no hemos observado diferencias

significativas en los niveles medios de lipidos plasméticos (Tabla 15, 16 y 17).

Tabla 15: Niveles de lipidos (mg/dL) segun genotipos para €
polimorfismo Mspl +83 de APOAI en la poblacion estudiada

cC CT/TT
(n=1154) (n=98)
CT 182.9+27.7 180.3+24.3
C-HDL 59.5+13.3 58.4+10.9
Apo Al 137.0+19.1 137.4+16.5
C-LDL 108.8+26.3 107.7+23.3
Apo B 70.3+15.2 69.7+13.0
TG 72.8+26.4 70.8+21.1

Los valores corresponden a media + desviacion estandar.
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Tabla 16: Niveles de lipidos (mg/dL)
polimorfismo Mspl +83 de APOAI en nifios.

segin genotipos para €

CC CT/TT
(n=580) (n=51)
CT 182.2+26.3 177.6+25.0
C-HDL 60.4+13.3 58.1+10.4
Apo Al 138.5+19.0 137.4+17.9
C-LDL 108.4+28.0 105.0+24.9
Apo B 69.3+15.1 68.6+14.0
TG 71.2+25.6 72.8+23.7

Los valores corresponden a media + desviacion estandar.

Tabla 17: Niveles de lipidos (mg/dL) segun genotipos para €

polimorfismo Mspl +83 de APOAI en nifias.

CC CT/TT
(n=574) (n=47)
CT 183.5+28.9 183.1+23.4
C-HDL 58.7+13.3 58.8+11.5
Apo Al 135.5+19.2 137.5+15.1
C-LDL 110.0£27.1 110.6+21.3
Apo B 71.4+15.2 70.9+11.8
TG 74.5+27.2 68.6+17.9

Los valores corresponden a media + desviacion estandar.
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3.3. Influencia de la dieta en el efecto del polimorfismo Mspl +83 de APOAI

sobre los niveles de lipidos plasmaticos

De nuevo hemos estudiado € efecto de la ingesta de grasa en la relacion
que e polimorfismo Mspl +83 de APOAI tiene con € perfil lipidico de nuestros
nifios. Al igual que en el caso del polimorfismo Mspl -75 de APOAI analizamos la
influencia de la ingesta de grasa total, grasa saturada, monoinsaturada y
poliinsaturada. Sin embargo, en este caso los datos obtenidos en relacién a la
modificacion de la asociacion del polimorfismo con € perfil lipidico en funcién
de la ingesta diaria de grasa carecen de solidez estadistica ya que dado € bajo
porcentaje de portadores de la mutacion observado en nuestra poblacion, a dividir
por terciles de ingesta de grasa el tamafio muestral no es suficiente para comparar

portadores de lamutacién y no portadores (datos no mostrados).

4. RESULTADOS DEL ANALISIS DEL POLIMORFISMO Taq IB EN EL
INTRON 1 DEL GEN DE LA PROTEINA TRANSPORTADORA DE

ESTERES DE COLESTEROL (Taq IB de CETP)

4.1. Frecuencias del polimorfismo 7aq IB de CETP

En la Tabla 18 se muestran las frecuencias genotipicas y alélicas del
polimorfismo Tag IB de CETP. En la poblacion del estudio hemos observado que
el genotipo mayoritario es el B1B2 con unafrecuencia del 47.6%, lafrecuenciade
homocigotos no mutados es del 38.7% y la frecuencia de homocigotos portadores
de mutacion es de un 14% aproximadamente. En nuestra poblacion € aelo

mutado B2 presenta una frecuencia de un 37%, aproximadamente.
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Tabla 18: Frecuencias genotipicas y aélicas del polimorfismo Taq IB de CETP
en la poblacién estudiada.

TOTALES NINOS NINAS

(n=1249) (n=631) (n=618)
B1B1 38.7% (483) 40.2% (254) 37.1% (229)
B1B2 47.6% (595) 46.3% (292) 49.0% (303)
B2B2 13.7% (171) 13.5% (85) 13.9% (86)
B1 62.5% (1561) 63.4% (800) 61.6% (761)
B> 37.5% (937) 36.6% (462) 38.4% (475)

4.2. Influencia del polimorfismo 7aq IB de CETP sobre los niveles

plasmaticos de lipidos

En las Tablas 19, 20 y 21 se muestran los niveles de lipidos vy
apolipoproteinas plasméticas en funcion de los distintos genotipos del

polimorfismo Taq IB de CETP en €l grupo total y por sexos.

En € total de la poblacion se observa claramente que los niveles de C-
HDL y Apo Al son significativamente més elevados en los portadores de alelo
mutado B2 que en los que no son portadores de la mutacion, observandose
diferencias que incluso acanzan una significacion estadistica p<0.001 entre los
niveles de C-HDL de los homocigotos B2B2 y los que presentan |os heterocigotos
parala mutacion (B1B2) o los que no presentan lamutacion (B1B1). A su vez los
portadores de la mutacién en homocigosis (genotipo B2B2) presentan niveles de
C-LDL significativamente mas bgos que los homocigotos no mutados (B1B1) o

los heterocigotos (B1B2).
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Tabla 19: Niveles de lipidos (mg/dL) segun genotipos para e polimorfismo Taq
IB de CETP en lapoblacion estudiada.

B1B1 B1B2 B2B2 P
(n=483) (n=595) (n=171)

CT 181.9+26.7 184.5+30.1 181.4+26.5 ns
B1B1-B1B2*

C-HDL 57.6+12.5 59.4+13.5 65.2+12.4 BlB1-B2B2***
B1B2-B2B2***

Apo Al 134.9+186  137.7+19.4  141.0+182 B1B1-B2B2**

CLDL B1B1-B2B2**

- 1098:26.1  1104:284  1022+248 o oo popous
Apo B 70.6+14.5 70.7+15.4 67.7+13.8 ns
TG 72.6+27.8 73.4+25.9 69.5+20.7 ns

Los valores corresponden a media + desviacion estandar.
p: ANOVA (Andlisis Post Hoc: test-Tukey o T2 Tamhane) *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
paradiferencias en los niveles de lipidos entre genotipos.

Al andlizar nifios y nifias por separado se observa que en € caso de los
nifios (Tabla 20), los niveles de C-HDL en los portadores del genotipo B2B2 son
significativamente mas altos respecto a los que presentan |os heterocigotos parala
mutacion (B1B2) y los homocigotos no mutados (B1B1). En el grupo de los nifios
asimismo encontramos niveles de C-LDL y Apo B significativamente mas bajos
en los portadores del genotipo mutado B2B2 respecto a los nifios que no son
portadores del alelo mutado B2.

Como se muestra en la Tabla 21 las nifias portadoras de la mutacién
presentan niveles de C-HDL y Apo Al significativamente mas elevados que las
gue no son portadoras de la mutacion, observandose un claro incremento de estos
niveles desde el genotipo B1B1 a genotipo B2B2 (56, 59 y 65 mg/dL para B1B1,
B1B2 y B2B2 respectivamente, en e caso del C-HDL y 133, 136y 140 mg/ dL en

Apo Al). Observamos ademas que las nifias portadoras de la mutacion en
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homocigosis (genotipo B2B2) presentan niveles més bajos de C-LDL sin llegar a

alcanzar la significacion estadistica.

Tabla 20: Niveles de lipidos (mg/dL) segun genotipos para e polimorfismo Taq

IB de CETP en nifios.

B1B1 B1B2 B2B2 P
(n=254) (n=292) (n=85)
CT 181.5+25.6  183.3+27.0 179.1+24.6 ns
CHDL B1B1-B2B2**
- 59.0+13.3 50.8+12.8 SHOERA i oo
Apo Al 136.6+19.0  138.9+188  141.8+18.7 ns
CLDL B1B1-B2B2*
- 108.4+255  108.9+25.7 RBAEE o o
Apo B 69.9+14.5 69.7+15.2 655+125 BlB1-B2B2*
TG 70.7+28.1 72.3+235 69.1+23.3 ns

Los valores corresponden amedia + desviacion estandar.

p: ANOVA (Andlisis Post Hoc: test-Tukey o T2 Tamhane) *p<0.05, **p<0.01 para
diferencias en los niveles de lipidos entre genotipos.

Tabla 21: Niveles de lipidos (mg/dL) segin genotipos para € polimorfismo Tag

IB de CETP en nifias.

B1B1 B1B2 B2B2 P
(n=229) (n=303) (n=86)

CT 182.3+27.9  1845+29.6  183.8+28.1 ns
CHDL B1B1-B1B2*

= 56.1+11.4 50.0+14.1 S
Apo Al 133.1+17.9  1365+19.8  140.2+17.8 B1B1-B2B2**
C-LDL 111.3+26.7 110.7+26.8 104.6+26.9 ns
Apo B 71.5+14.6 71.8+15.4 70.0+14.7 ns
TG 74.7+275 74.5+28.0 69.8+18.0 ns

Los valores corresponden a media + desviacion estandar.

p: ANOVA (Andisis Post Hoc: test-Tukey o T2 Tamhane) *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
para diferencias en los niveles de lipidos entre genotipos.
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4.3. Influencia del IMC en el efecto del polimorfismo 7Taq IB de CETP sobre

los niveles de lipidos plasmaticos

Dada la reconocida influencia del IMC sobre e efecto del polimorfismo
Taq IB de CETP sobre e perfil lipidico hemos analizado dicha influencia en
nuestra poblacion en funcion de los distintos terciles de IMC, observandose las
mismas tendencias descritas anteriormente con independencia de este factor
(Tabla 22). En los tres terciles el genotipo mutado B2B2 se asocia con niveles de
C-HDL significativamente méas elevados en relacion alos otros dos genotipos. De
igual formalos niveles de Apo Al asociados a aelo B2 son més atos en los tres
terciles de IMC. Asimismo encontramos gue los niveles de C-LDL y laApo B en
los portadores de la mutacidén son méas bajos observandose esta tendencia en los

tresterciles.
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Tabla 22. Niveles de lipidos (mg/dL) segun genotipos del polimorfismo Tag IB de CETP por terciles de IMC en la poblacion estudiada.

TERCIL 1 TERCIL 2 TERCIL 3
(8.9-15.6) Kg/m® (15.7-17.4) Kg/m® (17.5-29.0) Kg/m®
B1B1 B1B2 B2B2 b B1B1 B1B2 B2B2 p B1B1 B1B2 B2B2 b
m=126) (n=159)  (n=47) m=128) (n=157)  (n=44) m=126) (=157)  (n=49)
CT 185.9+27.3 182.3+29.5 179.9+22.6 ns 182.0+25.8 185.3:28.0 186.2+30.0 ns 180.8+28.4 185.8+280 176.0+22.3 ns
B1B1-B2B2** B1B1-B2B2** o~
C-HDL| 57.1+125 600£132 653:118 pio-oo0o | 5756121 5808116 6458115 oo oono | 5686126 57.5:143 639:134 B1B2-B2B2
B1B1-B2B2**
Apo Al |135.1+17.6 1385:20.5 140.7+16.0 ns 134.6+188 135.3+18.7 1452182 Dioi 002 1357420.8 137.8418.7 140.4£19.9 ns
C-LDL | 114.8427.0 108.1426.9 100.8+20.1 B1B1-B2B2** |109.3+25.4 112.3+250 107.5+29.8 ns 108.927.2 113027.1 97.5:207 Bio 5252
ApoB | 722154 69.6:151 64.2+123 B1B1-B2B2** | 705+143 720+147 726+16.6 ns 70.3t146 72.6+144 655:106 BI1B2-B2B2**
TG 70.1+175 70.7+249 69.0+17.8 ns 7574284 756223 69.0+17.7 ns 7514271 77.0¢312 72.6+203 ns

Los valores corresponden a media + desviacion estandar.

p: ANOVA (Andisis Post Hoc: test-Tukey o T2 Tamhane) *p<0.05, **p<0.01 paradiferencias en los niveles de | ipidos entre genotipos.
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5. RESULTADOS DEL ANALISIS DEL POLIMORFISMO PONI192 EN EL

EXON 6 DEL GEN DE LA PARAOXONASA 1 (PON192 de PONI)

5.1. Frecuencias del polimorfismo PON192 de PON1

En la Tabla 23 se muestran las frecuencias de los genotipos y de los alelos
del polimorfismo PON192 de la paraoxonasa 1 (PON1) en la poblacién total y
para nifios y nifias por separado. En nuestra poblacién encontramos un 49.4% de
portadores del genotipo no mutado QQ, un 41.4% de heterocigotos QR y un 9.2%
de homacigosis para la mutacion. Se ha observado que en nuestra poblacion €

alelo mutado R presenta una frecuencia del 30% aproximadamente.

Tabla 23: Frecuencias genotipicas del polimorfismo PON192 de PONI enla
pobl acion estudiada.

TOTALES NINOS NINAS
(n=1254) (n=632) (n=622)
QQ 49.4% (619) 47.8% (302) 50.9% (317)
QR 41.4% (519) 42.1% (266) 40.7% (253)
RR 9.2% (116) 10.1% (64) 8.4% (52)
Q 70% (1757) 68.8% (870) 71.3% (887)
R 30% (751) 31.2% (394) 28.7% (357)
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5.2. Influencia del polimorfismo PONI192 de PONI sobre los niveles

plasmaticos de lipidos

Los resultados del andlisis de la influencia del polimorfismo PON192 de
PON1 sobre @ perfil lipidico se muestran en las Tablas 24, 25 y 26.

Al estudiar €l efecto del polimorfismo PON192 de PONI sobre los niveles
de lipidos plasméticos mediante un andlisis ANOVA, ya sea en € total de la
poblacion (Tabla 24), como estudiando nifios y nifias por separado (Tabla 25 y
26), no hemos observado diferencias significativas en ninguna de las variables

bioquimicas estudiadas.

Tabla 24: Niveles de lipidos (mg/dL) segin genotipos para € polimorfismo
PON192 de PON1 en la poblacion estudiada.

QQ QR RR
(n=619) (n=519) (n=116)
CcT 182.8+285  182.7+269  182.4+24.6
C-HDL 59.6+12.9 59.1+13.5 60.4+13.0
Apo Al 136.8+18.9  137.1+185  138.2+21.8
C-LDL 108.7#26.6  108.8+26.0  108.5+24.1
Apo B 70.2+15.3 70.3£15.2 70.6£12.8
TG 71.7+25.4 74.9+27.6 67.5+21.5

Los valores corresponden a media + desviacion estandar.
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Tabla 25: Niveles de lipidos (mg/dL) segin genotipos para € polimorfismo
PON192 de PONI en nifios.

QQ QR RR
(n=302) (n=266) (n=64)
CT (mg/dL) 182.7427.6  1822+255  177.1#21.4
C-HDL (mg/dL) 59.5+12.6 60.9+13.3 60.4+14.1
Apo AI (mg/dL) 136.6+18.7  140.3+18.0  138.7+22.6
C-LDL (mg/dL) 109.0+25.7  106.7+25.7  103.2+21.6
Apo B (mg/dL) 69.3+14.5 68.9+14.1 67.3+12.4
TG (mg/dL) 70.6+£23.6 73.1+27.7 66.9+23.4

Los valores corresponden a media + desviacion estandar.

Tabla 26: Niveles de lipidos (mg/dL) seguin genotipos para e polimorfismo
PON192 de PONI en nifias.

QQ QR RR
(n=317) (n=253) (n=52)
CcT 182.8+29.4  183.3+28.3  189.1+26.8
C-HDL 59.7+13.2 57.1+13.5 60.4+11.7
Apo Al 136.9+19.1  133.6+184  137.7+21.0
C-LDL 108.5+27.5  111.0+260 11514256
Apo B 71.2+16.0 71.0£14.1 74.6£12.4
TG 72.8+27.1 76.8+27.4 68.3+19.0

Los valores corresponden a media + desviacion estandar.
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6. RESULTADOS DEL ANALISIS DEL POLIMORFISMO PON55 EN EL

EXON 3 DEL GEN DE LA PARAOXONASA 1 (PONS55 de PONI)

6.1. Frecuencias de los genotipos del polimorfismo PON55 de PON1

En la Tabla 27 se muestran las frecuencias genotipicas y aélicas para €
polimorfismo PON55 de PONI en la poblacion total y por sexos. En nuestra
poblacion hay aproximadamente un 38% de homocigotos LL, un 47.4% de
heterocigotos LM y un 14.5% de homocigotos para la mutacion. El alelo mutado

M esta presente en aproximadamente un 38% de |a poblacion.

Tabla 27: Frecuencias genotipicas del polimorfismo PON55 de PONI en la

poblacion estudiada.

TOTALES NINOS NINAS

(n=1255) (n=633) (n=622)
LL 38.1% (478) 39.7% (251) 36.4% (227)
LM 47.4% (595) 45.6% (289) 49.3% (306)
MM 14.5% (182) 14.7% (93) 14.3% (89)
L 61.8% (1551) 62.5% (791) 61.1% (760)
M 38.2% (959) 37.5% (475) 38.9% (484)

6.2. Influencia del polimorfismo PON55 de PONI sobre los niveles

plasmaticos de lipidos

Los resultados del andlisis de los niveles de lipidos y apolipoproteinas en
funcion del genotipo del polimorfismo PON55 de PONI en la poblacion total y en
nifios y nifias por separado se muestran en las Tablas 28, 29 y 30. Tanto en €

analisis ANOVA en € grupo total como en & de nifios y nifias por separado, no se
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han encontrado diferencias significativas para ninguna de las variables lipidicas

estudiadas en funcién del genotipo de este polimorfismo.

Tabla 28: Niveles de lipidos (mg/dL) segun genotipos para €
polimorfismo PON55 de PON1 en lapoblacion estudiada.

LL LM MM
(n=478) (n=595) (n=182)

CT 182.8+29.0  1835+282  182.4+28.8
C-HDL 60.0+13.8 58.9+12.9 60.1+12.4
Apo Al 137.4+19.9  136.4+186  137.9+17.8
C-LDL 107.7+24.8  109.9+27.8  108.5+26.9
Apo B 69.7+13.9 70.9+15.4 69.3+24.7
TG 90.9+7.9 90.3+12.2 91.4+11.4

Los valores corresponden a media + desviacion estandar.

Tabla 29: Niveles de lipidos (mg/dL) segin genotipos para €
polimorfismo PONS55 de PON1 en nifios.

LL LM MM
(n=251) (n=289) (n=93)
CT 181.8+25.2 181.5+27.1 183.8+25.8
C-HDL 60.6+13.4 60.0£13.3 59.6+11.5
Apo Al 139.0+19.7 138.1+18.4 137.5+18.2
C-LDL 106.5+23.8 107.8+29.2 110.9+23.3
Apo B 68.3+13.4 69.4+15.1 68.5+13.6
TG 73.0£29.0 71.3+23.0 66.5+21.6

Los valores corresponden a media + desviacion estandar
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Tabla 30: Niveles de lipidos (mg/dL) segin genotipos para €
polimorfismo PONS55 de PONI en nifias.

LL LM MM
(n=227) (n=306) (n=89)
CT 182.6£29.3  184.9+27.4 1811317
C-HDL 59.3+14.1 57.8+12.5 60.5+13.4
Apo Al 135.7420.1  134.8+186  138.4+17.4
C-LDL 109.1+25.9  111.9+26.3  106.1+30.2
Apo B 70.714.3 72.3+15.5 70.1+14.9
TG 71.5£22.0 76.5£29.4 72.2427.4

Los valores corresponden a media + desviacion estandar

En € estudio del efecto de los polimorfismos PON192 y PONS55 de la

paraoxonasa 1 sobre e perfil lipidico en otras poblaciones, se ha descrito la

existencia de variables confundentes como ladietay € gercicio fisico. En nuestra

poblacion hemos analizado la influencia de la dieta evaluando la relacion de los

polimorfismos PON192 y PON55 con € perfil lipidico en funcion de la ingesta

diaria de grasa total, saturada, monoinsaturada y poliinsaturada por terciles, sin

encontrar diferencias significativas entre los genotipos de los polimorfismos

PON192 y PON55 sobre los lipidos plasmaticos en ninguno de los terciles (datos

no mostrados). Respecto a gjercicio fisico lamentablemente no disponemos de

este dato para evaluar su influencia en € perfil lipidico de nuestros nifios en

funcion del genotipo de los polimorfismos de PON1 estudiados.
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7. RESULTADOS DEL ANALISIS DEL POLIMORFISMO R219K, EN EL

EXON 7 DEL GEN DEL TRANSPORTADOR ABCA1 (R219K de ABCAI)
7.1. Frecuencias de los genotipos del polimorfismo R219K de ABCA1

En la Tabla 31 se muestran las frecuencias de los genotipos y de los alelos
para € polimorfismo R219K de ABCAI en la poblacion total y en nifios y nifias
por separado. Se observa una frecuencia de 49.6% para €l genotipo RR, un 42.9%
de portadores heterocigotos y un 7.5% de homocigotos para la mutacion (genotipo
KK). Al andlizar las frecuencias aélicas observamos que € aelo K mutado

aparece en aproximadamente un 29% de nuestra poblacion.

Tabla 31: Frecuencias genotipicas del polimorfismo R219K de ABCAI en la
pobl acion estudiada.

TOTALES NINOS NINAS
(n=1255) (n=633) (n=622)
49.6% (622) 46.9% (297) 52.3% (325)
42.9% (539) 45.6% (289) 40.2% (250)
7.5% (94) 7.5% (47) 7.6% (47)
71% (1783) 69.7% (883) 72.3% (900)
29% (727) 30.3% (383) 27.7% (344)
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7.2. Influencia del polimorfismo R2I9K de ABCAI sobre los niveles

plasmaticos de lipidos

Los niveles plasméticos de lipidos y apolipoproteinas para el polimorfismo
R219K de ABCAI en la poblacion total y en nifios y niflas por separado se
muestran en las Tablas 32, 33, 34. Para redlizar € andlisis estadistico hemos

agrupado a los portadores de la mutacion (genotipos RK y KK).

Al comparar los niveles de lipidos plasmaticos segun € genotipo del
polimorfismo R219K de ABCAI mediante un andlisis t-test, no se observan
diferencias significativas entre los genotipos de este polimorfismo para los
parametros bioquimicos analizados ni en €l grupo total (Tabla 32), ni a estudiar la

poblacion segregandola por sexo (Tabla33 'y Tabla 34).

Tabla 32: Niveles de lipidos (mg/dL) segin genotipos para €
polimorfismo R219K de ABCA1 en lapoblacién estudiada.

RR RK/KK

(n=622) (n=633)
CT (mg/dL) 181.9+27.7 183.3+27.1
C-HDL (mg/dL) 59.2+13.9 59.7+12.4
Apo Al (mg/dL) 136.3+18.8 137.6+£19.1
C-LDL (mg/dL) 108.3£27.5 109.4+25.6
Apo B (mg/dL) 70.0£15.1 70.4+14.4
TG (mg/dL) 73.6£28.3 71.6+£23.6

Los valores corresponden a media + desviacion estandar.
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Tabla 33: Niveles de lipidos (mg/dL) segin genotipos para €
polimorfismo R219K de ABCA1 en nifios.

RR RK/ KK

(n=297) (n=336)
CT (mg/dL) 180.6£27.4 183.0£25.1
C-HDL (mg/dL) 59.1+134 61.0£12.7
Apo Al (mg/dL) 137.0£18.9 139.4+18.8
C-LDL (mg/dL) 106.7£26.0 108.1+24.8
Apo B (mg/dL) 69.0+£15.5 69.2+13.6
TG (mg/dL) 73.3t28.4 69.3122.2

Los valores corresponden a media + desviacion estandar.

Tabla 34: Niveles de lipidos (mg/dL) segun genotipos para €
polimorfismo R219K de ABCA1 en nifias.

RR RK/ KK
(n=325) (n=297)
CT (mg/dL) 183.0+27.9 183.7+29.2
C-HDL (mg/dL) 59.1+14.4 58.2+11.8
Apo AI (mg/dL) 135.6+18.8 135.6+19.4
C-LDL (mg/dL) 109.1+26.6 110.7+26.6
Apo B (mg/dL) 71.0+14.8 71.9+15.0
TG (mg/dL) 73.9+28.2 74.1£24.9

Los valores corresponden a media + desviacion estandar.
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8. RESULTADOS DEL ANALISIS DEL POLIMORFISMO V77IM EN EL

EXON 16 DEL GEN DEL TRANSPORTADOR ABCAL1 (V77IM de ABCAI)
8.1. Frecuencias de los genotipos del polimorfismo V77IM de ABCA1

El andlisis de frecuencias genoctipicas y alélicas del polimorfismo V771M
de ABCAI se muestra en la Tabla 35. Observamos que existen aproximadamente
un 92% de homocigotos VV en nuestra poblacion, un 7% de heterocigotos y
anicamente 9 portadores de genotipo mutado MM, que suponen menos del 1% de
la poblacion estudiada. En cuanto a las frecuencias aélicas, € alelo mutado M

aparece en un 4.3% de |a poblacion.

Tabla 35: Frecuencias genotipicas del polimorfismo V'77IM de ABCAI en la
poblacion estudiada.

TOTALES NINOS NINAS
(n=1255) (n=633) (n=622)
\'A% 92.1% (1156) 92.1% (583) 92.1% (573)
VM 7.2% (90) 7.1% (45) 7.2% (45)
MM 0.7% (9) 0.8% (5) 0.6% (4)
\Y% 95.7% (2402) 95.6% (1211) 95.7% (1191)
M 4.3% (108) 4.4% (55) 4.6% (53)
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8.2. Influencia del polimorfismo V77IM de ABCAI sobre los niveles

plasmaticos de lipidos

En las Tablas 36, 37 y 38 se muestran |os niveles plasméticos de lipidos y
apolipoproteinas en funcion del genotipo del polimorfismo V77IM de ABCAI.
Dada la baja frecuenciadel genotipo MM en nuestra poblacién, hemos agrupado a

los portadores del alelo M (VM/MM) pararedizar € andlisis estadistico.

En € total de la poblacién (Tabla 36), al realizar un andlisis t-test no se
observan diferencias significativas en funcion de los genotipos del polimorfismo

V77IM de ABCAI en ningunade las variables bioguimicas analizadas.

Tabla 36: Niveles de lipidos (mg/dL) segun genotipos para €
polimorfismo V'771M de ABCA1 en la poblacion estudiada.

\'A% VM/MM
(n=1156) (n=99)

CT (mg/dL) 182.7£27.9 184.9+30.0
C-HDL (mg/dL) 59.3+13.1 61.6+13.7
Apo Al (mg/dL) 136.8+19.1 139.4+17.8
C-LDL (mg/dL) 108.8+26.6 109.7+£28.2
Apo B (mg/dL) 70.4+£15.0 69.4+15.2
TG (mg/dL) 73.0£26.4 68.5+20.9

Los valores corresponden a media + desviacion estandar.

Al analizar la poblacion de nifios y nifias (Tabla 37 y 38) por separado
observamos que, Unicamente en € caso de los nifios (Tabla 37) existen
diferencias significativas en los niveles de C-HDL, siendo éstos niveles méas

elevados en los portadores de los genotipos VM/MM respecto a los
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homocigotos no mutados VV. En este andlisis no encontramos diferencias

significativas en € resto de las variables bioquimicas estudiadas.

Tabla 37: Niveles de lipidos (mg/dL) segin genotipos para €
polimorfismo V'771M de ABCA1 en nifios.

\'A% VM/MM P
(n=583) (n=50)

CT (mg/dL) 182.0£27.4 187.5+30.0 ns
C-HDL (mg/dL) 59.8+12.8 64.8£15.1** 0.008
Apo Al (mg/dL) 138.0+£18.9 141.8+18.6 ns
C-LDL (mg/dL) 107.8+£26.6 109.4+29.5 ns
Apo B (mg/dL) 69.3£14.8 68.5+15.5 ns
TG (mg/dL) 71.6+£25.6 67.1£22.5 ns

Los valores corresponden a media + desviacion estandar.
p: andlisist-test **p<0.01 para diferencias en los niveles de lipidos entre VV y VM/MM.

Tabla 38: Niveles de lipidos (mg/dL) segin genotipos para €

polimorfismo V'771M de ABCAI en nifias.

\'A% VM/MM
(n=573) (n=49)
CT (mg/dL) 183.4+28.4 182.2+30.2
C-HDL (mg/dL) | 58.7+13.4 58.3+11.2
Apo AI (mg/dL) | 1355+19.2 136.8+16.7
C-LDL (mg/dL) | 109.9+26.6 109.9+27.2
Apo B (mg/dL) 71.5+15.1 69.3+13.7
TG (mg/dL) 74.4+27.2 70.0£19.3

Los valores corresponden a media + desviacion estandar.
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8.3. Influencia del IMC y los niveles de DHEA-S en el efecto del polimorfismo

R219K y V77IM de ABCAI sobre los niveles de lipidos plasmaticos

Se sabe que € efecto de estos polimorfismos de ABCA1 sobre € perfil
lipidico puede estar modulado por factores ambientales como e IMC. Ademas
dado que en nuestra poblacion € polimorfismo V771M de ABCAI tiene efecto en
niios y no en nifias y que sabemos que los nivees de hormona
dehidroepiandrosterona sulfato (DHEA-S) son diferentes entre nifios y nifias, nos
hemos planteado una posible influencia de los diferentes niveles de esta hormona.
L os resultados obtenidos analizando la influencia del IMC y de los niveles de la
hormona DHEA-S por terciles no nos permiten afirmar la existencia de influencia
en funcién de los terciles de estas variables ya que, dada la baja frecuencia del
polimorfismo V771 de ABCAI observada en nuestra poblacion, € tamafio de la
muestra de portadores de la mutacion disminuia de formaimportante a dividir por
terciles y los resultados carecian de solidez estadistica (datos no mostrados).

En e caso de la variante R219K de ABCAI hemos observado que en el
tercil més alto de IMC (Tabla 39) los portadores de la mutacion (genotipo RK 0
KK) presentaban niveles de Apo Al significativamente més elevados que los no
portadores (genotipo RR). Respecto a influencia de los niveles de DHEA-S en la
relacion del polimorfismo R219K de ABCAI sobre e perfil lipidico (Tabla 40 y
41). Hemos observado gque en €l grupo de los nifios (Tabla 40), los portadores de
este polimorfismo con niveles més bajos de la hormona DHEA-S presentaban

niveles de C-HDL y Apo Al claramente mas elevados.



Resultados

Tabla 39. Niveles de lipidos (mg/dL) segtin genotipos del polimorfismo R219K de ABCA1 por terciles de IMC (Kg/m?) en la poblacién
estudiada

TERCIL 1 TERCIL 2 TERCIL 3
(8.9-16.0)Kg/m’ (15.7-17.4)Kg/m” (17.5-29.0)Kg/m’
RR RK/KK . RR RK/KK - RR RK/KK -
(n=162) (n=15.6) (n=167) (n=168) (n=161) (n=172)

CT 182.2+28.6  183.5+24.8 ns 182.4+26.9  183.8+28.9 ns 182.4+29.2  184.9+26.6 ns
C-HDL 58.7+12.7 58.9+12.4 ns 59.8+13.7 50.4+12.2 ns 56.9+14.1 58.7+12.3 ns
Apo Al 135.7+419.1  136.1*17.7 ns 137.9+184  139.7+19.9 ns 133.6+18.3  138.5+20.7 0.023
C-LDL 108.7426.5  110.3+24.6 ns 108.4+26.7  110.5+28.7 ns 110.0+27.2  110.6+23.6 ns
Apo B 70.1+14.9 70.7+14.0 ns 70.2+14.4 70.7+15.6 ns 70.6+15.7 71.3+13.8 ns
TG 74.4+30.7 71.8423.2 ns 70.4+20.9 69.8+19.9 ns 77.1+26.5 77.8+25.9 ns

Los valores corresponden a media + desviacion estandar.

p: t-test *p<0.05 para diferencias en los niveles de | ipidos entre genotipos.
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Tabla 40. Niveles de lipidos (mg/dL) segun genotipos del polimorfismo R219K de ABCA1 por terciles de DHEA-S (ug/dL) en nifios.

TERCIL 1 TERCIL 2 TERCIL 3
(0.9-14.8)pg/dL (14.9-32.9)pg/dL (33.1-302.5)pg/dL
RR RK/KK . RR RK/KK - RR RK/KK -
(n=85) (n=99) (n=84) (n=98) (n=83) (n=101)
CT 181.3+22.5  183.5+23.7 ns 184.0+29.4  181.6+25.8 ns 180.1+30.4  186.6+25.8 ns
C-HDL 58.0+11.9 62.6+13.1 0.016 60.3+13.5 59.5+13.8 ns 58.7+15.1 59.7+11.5 ns
Apo Al 135.6+14.8  142.3+19.3 0.009 139.4420.1  138.0+20.0 ns 136.8421.2  139.1#17.1 ns
C-LDL 107.9+24.2  106.9+23.8 ns 109.8+26.4  108.8+25.5 ns 106.0+285  112.8+24.8 ns
Apo B 69.0+13.8 69.0+13.1 ns 69.8+15.0 68.8+14.1 ns 67.5+15.2 70.5+14.2 ns
TG 75.2+37.5 70.1+23.6 ns 69.4+23.1 67.1+21.3 ns 76.9+26.5 70.7+22.1 ns

Los valores corresponden a media + desviacion estandar.
p: t-test *p<0.05, **p<0.01 para diferencias en los niveles de | ipidos entre genotipos.
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Tabla 41. Niveles de lipidos (mg/dL) segun genotipos del polimorfismo R219K de ABCA1 por terciles de DHEA-S (ug/dL) en nifias.

TERCIL 1 TERCIL 2 TERCIL 3
(0.3-17.0)pg/dL (17.1-36.2)pg/dL (36.3-372.0)pg/dL
RR RK/KK . RR RK/KK - RR RK/KK -
(n=102) (n=75) (n=94) (n=85) (n=87) (n=91)
CT 185.6+29.0  182.7+31.6 ns 180.5+23.7  182.1+23.4 ns 187.4+29.0  187.4+28.2 ns
C-HDL 59.8+13.1 62.6+13.1 ns 58.5+12.6 56.0+10.1 ns 58.8+16.9 59.5+11.4 ns
Apo Al 137.2+19.7  134.8+20.1 ns 136.9+17.7  134.6+17.9 ns 134.7+186  137.9+17.9 ns
C-LDL 111.94249  110.1+27.3 ns 106.9+21.5  111.2422.6 ns 113.8+430.2  113.2+27.3 ns
Apo B 72.2+14.8 72.2+15.7 ns 68.2+12.8 72.1+12.6 ns 73.1+16.7 71.8+14.4 ns
TG 69.6+21.4 73.2+26.6 ns 75.4+23.4 74.1+23.9 ns 73.9+23.8 73.6+24.4 ns

Los valores corresponden a media + desviacion estandar.
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Los niveles plasmaticos de C-HDL en Espafia son mas elevados que los

207 como en lainfancia®*. En un

descritos en otros paises tanto en la edad adulta
editorial de 1998 ?® & Prof. de Oya, refiriéndose a la baja mortalidad
cardiovascular observada en Espaia a pesar de la presencia de multiples factores
de riesgo, hace referencia a los elevados niveles de C-HDL descritos en el estudio
NICAM, en e que se muestra que los nifios de la Comunidad de Madrid presentan
un C-HDL claramente més elevado que los nifios norteamericanos *° y opina que
este hecho puede estar contribuyendo a la bgja mortalidad cardiovascular en
nuestro pai's °®. El Estudio Cuatro Provincias (Estudio 4P) corrobora a su vez los
elevados niveles de C-HDL observados en los nifios espafioles 2, y nos ha
permitido concluir mediante el andlisis comparativo de los datos de estos dos
estudios la persistencia en € tiempo de dichos niveles, a pesar del aumento
gradual que se ha observado en los nivelesde CTy C-LDL 3.

Sin embargo los factores responsables de éstos elevados niveles de C-HDL
permanecen sin aclarar. Se sabe que factores externos como el sexo, la edad, €
IMC, ladieta, el alcohol, el tabaco o € gercicio fisico, modifican los niveles de

estas lipoproteinas “°

, estableciéndose que los niveles plasméticos de C-HDL son
el resultado de la interaccién de factores genéticos y ambientales . En este
sentido en la poblacion prepuberal del Estudio 4P se han analizado algunos de
estos factores ambientales que podrian influir en e perfil lipidico y en particular
en el C-HDL. En relacién con la dieta se demostré que una mayor variedad en la
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misma iba acompafiada de niveles de C-HDL més atos < observandose que la

dieta en la poblacion estudiada era aceptable en cuanto avariedad y diversidad %2,
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a pesar de que Unicamente un 3% de los nifios cumplia totalmente las
recomendaciones de ingesta de macronutrientes . Respecto ala asociacion de la
ingesta de grasa con el C-HDL, los nifios que estaban en e quintil de menor
ingesta de grasa saturada no presentaban niveles de C-HDL muy diferentes
respecto a los que presentaban la ingesta de grasa saturada més ata ?'*. Por otro
lado nuestra poblacion cumple la ingesta recomendada de micronutrientes como
vitaminas y minerales antioxidantes e incluso supera los niveles recomendados en

213

todos los casos salvo en € de la vitamina Bg “°, observandose que e C-HDL

correlaciona de forma positiva con todas las vitaminas liposolubles estudiadas (a
y v tocoferol, licopeno, a y B caroteno y retinol) excepto con el y tocoferol 25,

En nuestra poblacion la correlacion del IMC con e C-HDL no es tan
evidente, ya que la correlacion entre el IMC y los niveles plasméticos de C-HDL
0 Apo Al se observa Ginicamente en € tercil més alto de DHEA-S *°. Aunque sf
se ha observado gque en nifios obesos los niveles de C-HDL eran claramente
inferiores que en los no obesos y que las nifias obesas presentaban niveles

significativamente més bajos tanto de C-HDL como de Apo Al 2

, en el caso de
los nifios con sobrepeso Unicamente los que se encontraban en e tercil mas
elevado de DHEA-S presentaban niveles de C-HDL y Apo Al sensiblemente méas
bajos, asociandose por tanto con un perfil lipidico menos favorable #°.

Lamentablemente en el primer corte del estudio desconocemos la actividad
fisica que desarrollaban los nifios y no hemos podido evaluar su efecto sobre €
perfil lipidico.

En este contexto € objetivo de esta tess ha sido andizar s los

determinantes genéticos estan contribuyendo al perfil lipidico y en particular alos

niveles plasmaticos de C-HDL en nuestros nifios. Para ello hemos seleccionado en
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nuestro estudio aguellos polimorfismos que de forma méas consistente se han
asociado con niveles plasmaticos de C-HDL en otras poblaciones, ya sea de forma
directa o modulados por factores ambientales. El andlisis de polimorfismos
genéticos en los genes de la apolipoproteina Al, la proteina transportadora de
ésteres de colesterol (CETP), la enzima paraoxonasa 1 y de la proteina
transportadora ABCA1 puede ayudarnos a conocer meor € origen de los
elevados niveles de C-HDL que presenta la poblacion infantil espariola y de su

persistenciaen el tiempo.

Polimorfismos en el gen APOAI y niveles plasmaticos de lipidos

La apolipoproteina Al es el componente principal de las particulas HDL y
participa de forma fundamental en e transporte reverso de colesterol 2% El
estudio de las ateraciones genéticas de esta apolipoproteina ha puesto de
manifiesto la asociacion de algunas de estas variantes de Apo Al con niveles
alterados de C-HDL **° % 8 Entre los polimorfismos del gen de APOAI més
comunmente estudiados en relacion a los niveles plasmaticos de lipidos se
encuentran los polimorfismos Mspl en posicion -75 de laregion promotoray Mspl
en posicion +83 del intrén 1 del gen APOAT 2 221 222,

En nuestro estudio hemos observado que aproximadamente un 31% de los
nifios son portadores del polimorfismo Mspl -75 de APOAI, (genotipo GA o AA).
Esta frecuencia es muy similar ala observada por Lépez-Miranda et al *2” también
en poblacion espafiola con una frecuencia del polimorfismo del 28%

aproximadamente o por de Franca et d %

en poblacion brasilefia que describen
una frecuencia de estos genotipos del 33% y Larson et a % que observan una

frecuencia de individuos portadores de la mutacion entorno a 27% en poblacion
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norteamericana. Respecto a la poblacion oriental Akita et a ?** en poblacion
japonesa describen una frecuencia de genotipos GA y AA cercana al 30% mientas

que Ma et a

sin embargo describe una frecuencia del 52% en China,
frecuencia que resulta claramente superior a la observada en poblacion caucasica
como la nuestra.

Por € contrario la frecuencia del polimorfismo Mspl +83 de APOAI es

muy bagja. En nuestra poblacion la frecuencia de portadores del alelo T de esta

variante genética es de aproximadamente e 4%. Este dato concuerda con lo

al 226 al 227

descrito por Wang et en poblacion caucasica australiana y por Xu et
para poblacion europea, ya que en ambos casos presentan frecuencias del alelo
mutado T entorno a 4%. En poblacién china se ha descrito una frecuencia de esta
variante genética similar a la descrita en nuestros nifios 2. Como vemos, y
aunque existen otras poblaciones como |a brasilefia 2, japonesa ** y africana >*°
con una frecuencia mayor de individuos portadores del aelo T, entorno a 11%,
23% y 40%, respectivamente, el polimorfismo Mspl +83 de APOAI es muy poco
frecuente en poblacion caucasica. Larelacion de este polimorfismo de APOAI con
los niveles de lipidos es controvertida, ya que aunque hay autores que han descrito

su asociacion con niveles plasméticos de C-HDL y Apo Al elevados 1% %2

, otros
autores no han observado que este polimorfismo este relacionado con cambios
relevantes en e perfil lipidico % %, Al igual que en estos trabajos en nuestros
nifios no hemos observado asociacién de este polimorfismo con los lipidos
plasmaticos y a evaluar la influencia de la dieta en esta asociacion hemos
encontrado que los resultados carecen de solidez estadistica, ya que como

venimos comentando, la frecuencia de portadores de la mutacion en nuestros

nifios es muy bajaal igual que en el resto de poblaciones caucésicas *° y al dividir
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la poblacion por terciles de ingesta de grasa € tamafio de la muestra se reduce
considerablemente. En genera la baga frecuencia de este polimorfismo puede
explicar que los resultados entre estudios resulten discrepantes ya que puede
ocurrir que e tamafio muestral de estos trabajos no sea suficiente para sacar
conclusiones.

La asociacion del polimorfismo Mspl -75 de APOAI con los niveles de
lipidos se ha analizado en numerosas ocasiones. En nuestra poblacién no hemos
observado diferencias en los niveles de lipidos plasméticos entre genotipos para e
polimorfismo Msp! -75 de APOAI ni en los nifios ni en las nifias. Jeenah et al *® s
describen que e alelo A del polimorfismo se asocia con niveles elevados de C-
HDL y Apo Al en hombres y Pagani et al **' demuestran dicha asociacion en
mujeres itaianas. Asimismo Paul-Hayase et a ?* confirman la asociacién del
polimorfismo con niveles de C-HDL elevados en poblacion masculina belga y
Minnich et al %*? en mujeres francocanadienses. Sin embargo esta asociacion no se
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ha observado en poblacion espariola adulta <, poblacidn en la que por otra parte

se ha descrito que la relacion del polimorfismo Mspl -75 de APOAI con € perfil

lipidico se ve modificada por laingesta de grasa saturada '*%.

En los Ultimos afios e estudio de interacciones gen-dieta en relacion con
las concentraciones plasméticas de lipidos ha adquirido singular importancia 2*
2% ya que aunque se ha demostrado que una dieta baja en grasa disminuye los

niveles de colesterol plasmético, existen grandes diferencias interindividuales en

I 236 237

los niveles plasméticos de lipidos en respuesta a la ingesta de colestero y

238

grasa saturada <>, que sugieren la existencia de una importante influencia genética

en esa diferente respuesta a la dieta. En un estudio realizado en hermanos

239
a

gemelos, Destrés et comprueba que la respuesta de los niveles de lipidos
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plasméticos de C-HDL ante modificaciones de la dieta estd determinada
genéticamente. Mas recientemente otros estudios han demostrado que un
importante nimero de SNPs modulan la respuestaindividual alaingesta de grasa
y colesterol, probando que las interacciones gen-dieta determinan las variaciones
en los niveles plasméticos de | ipidos 28 %,

En relacidn a la influencia de la dieta sobre € polimorfismo Mspl -75 de
APOAI, Mata et a **® observaron, en un estudio de intervencién, que las mujeres
portadoras del polimorfismo respondian de forma diferente ante modificaciones
en laingestade grasa, asi ante una dietarica en grasa poliinsaturada las portadoras
del alelo A experimentaban un descenso significativo de los niveles de CT y C-
LDL respecto a las que no eran portadoras de la mutacion. También en la
poblacion de mujeres del estudio Framingham, a andizar la influencia de la
ingesta de grasa sobre los niveles plasmaticos de C-HDL, se observo un efecto
distinto del polimorfismo sobre los niveles de C-HDL en funcion de la distinta
ingesta de grasa poliinsaturada. Asi las mujeres portadoras del aelo mutado A
presentaban niveles de C-HDL un 13% mas elevados respecto a las portadoras del
genotipo GG cuando la ingesta de grasa poliinsaturada era elevada (>8%) y
cuando la ingesta de grasa poliinsaturada era anormamente baja (<4%), las
portadoras del genotipo homocigoto GG presentaban niveles de C-HDL un 14%
més altos respecto a las portadoras de la mutacion 2. Lépez-Miranda et a %’
evaluaron la influencia de la ingesta de grasa monoinsaturada en € efecto del
polimorfismo Mspl -75 de APOAI sobre € perfil lipidico, observando que los
niveles plasméticos de C-LDL de los portadores del polimorfismo
experimentaban un aumento significativo después de una dieta rica en grasa

monoinsatura.
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En nuestro estudio analizando € efecto de los polimorfismos Mspl -75 'y
+83 de APOAI sobre € perfil lipidico en funcién a la ingesta de grasa total,
saturada, monoinsaturada y poliinsaturada en mg/dia, hemos observado que la
ingesta de grasatotal y saturada condiciona el efecto de lavariante Mspl -75 sobre
los niveles plasmaticos de Apo Al ya gque unicamente cuando la ingesta de grasa
es baja, ya sea total 0 saturada, los niveles de Apo Al son claramente méas
elevados en |os portadores de la mutacion.

Estudiosin vitro han demostrado que el aelo A del polimorfismo Mspl -75
de APOAI tiene un efecto directo sobre la expresion de Apo Al gue supone un

aumento de la actividad del promotor 2** 2%

gue agunos autores han relacionado
con la diferente respuesta de los portadores de la mutacion a la grasa de la dieta.
Angotti et al ** a su vez refieren un incremento de la transcripcién asociado
alelo A del polimorfismo de entre 5 y 7 veces sugiriendo que este aumento va
acompariado de menor afinidad por un receptor nuclear que se traduce en aumento
de la eficacia de la transcripcion en € promotor del gen APOAI, no obstante otros
autores han descrito lo contrario 2** %%,

Lo interesante en nuestro estudio es que estamos observando diferencias
entre genotipos solo cuando la ingesta de grasa es baja. En este sentido en la
poblacion prepuberal del Estudio 4P se demostr6 como la ingesta diaria de
colesterol y grasa saturada modulaba el efecto de los polimorfismos de los
transportadores ABCG5 y ABCGS, implicados en la absorcion de colesterol, en la
misma linea que en el caso del polimorfismo Mspl -75 de APOAI. Asi en €l caso
del polimorfismo ABCGS, su efecto sobre e perfil lipidico solo se observaba en

los nifios que cumplian las recomendaciones dietéticas respecto a la ingesta de

colesterol (ingesta diaria menor de 300mg/dia), y en € caso del polimorfismo
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ABCG)5 s0lo se observaban diferencias entre genotipos cuando laingesta diaria de

grasa saturada era baja ***.

Polimorfismos en el gen CETP y niveles plasmaticos de lipidos

La proteina transportadora de ésteres de colesterol (CETP) participa de
forma decisiva en € transporte de lipidos y en la modulacién de los niveles de C-
HDL %2, En este sentido se ha demostrado que el estudio de variantes genéticas
de esta proteina puede ayudar a conocer mejor su implicacion en e metabolismo
lipidico y en concreto su relacion con e C-HDL. El polimorfismo mas
comunmente estudiado en este ambito es la variante Taq IB, localizada en €
intron 1 del gen y cuya asociacion con niveles elevados de C-HDL y Apo Al ha
sido ampliamente constatada 2*° 10162,

El polimorfismo Tag IB de CETP en nuestra poblacion presenta una
frecuencia muy elevada, ya que e 61% de |os nifios son portadores de la mutacion
(genotipo B1B2 o B2B2). Esta frecuencia es muy similar a la descrita por otros

al 247

autores. Corella et en poblacion espaiiola sana describen un 56% de

portadores de al menos un aelo mutado, Cuchel et al %

en poblacion caucésica
de EEUU un 67% de portadores de los genotipos B1B2 0 B2B2, Brousseau et
a'® en poblacién blanca norteamericana un 65% y Arai et a **° y Sy et a *°
muestran unas frecuencias de este polimorfismo también entorno al 60-65% en
poblacion oriental de Japén y Filipinas, respectivamente. En e caso de la

a ® anteriormente

poblacion afroamericana en e estudio de Cuche et
mencionado se describe una frecuencia de este polimorfismo de un 44%
aproximadamente, frecuencia que es idéntica a la descrita en poblacion turca ® y

que resulta claramente inferior ala descrita para poblacién caucasicay oriental 2%
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%9 Como se puede observar el polimorfismo Tag IB de CETP es muy frecuente
en nuestra poblacion, y en general en poblacién caucasica.

En la poblaciéon prepuberal del Estudio 4P hemos observado un claro
efecto de este polimorfismo sobre |os niveles plasméticos de lipidos tanto en nifios
como en nifas. Observamos niveles de C-HDL y Apo Al significativamente méas
elevados en los portadores de la mutaciéon acanzandose incluso una potencia
estadistica p<0.001 en e caso del C-HDL. Existen numerosos estudios realizados
en poblacion adulta que han puesto de manifiesto la relacion del polimorfismo
Taq IB de CETP con niveles elevados de C-HDL y Apo Al. Al igua que lo
observado en nuestro estudio en poblacion infantil, en poblacion espafiola adulta
también se ha observado niveles de C-HDL mas altos en los portadores del alelo
B2 de esta variante genética **’. Gudnason et a %2 en poblacién europea e
Ikewaki et al ** en poblacién japonesa también describen la asociacion del alelo
B2 con niveles de C-HDL y Apo Al significativamente méas elevados y de igual
forma Brousseau et a ** en poblacién masculina norteamericana y Ordovas et al
7 en poblacién del Estudio Framingham observan niveles de C-HDL més
elevados en los portadores del polimorfismo, haciendo referencia ademas a su
asociacion con menor riesgo de EC. Llama la atencion que en poblacion turca,
gue se caracteriza por tener niveles de C-HDL bgjos, los portadores del alelo B2
en homocigosis presentan una concentracion de C-HDL entre un 8 y un 9% mayor
que los no portadores ***, encontrandose una frecuencia de la mutacion cercana al
44% (alelo B2). A pesar de la fata de estudios en poblacion infantil en una
poblacion vietnamita de edad similar a la nuestra se ha observado la misma
tendencia que en nuestro estudio, encontrandose niveles de C-HDL

significativamente més elevados en los portadores de la mutacion 2.
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En nuestra poblacion e polimorfismo Tag IB de CETP se asocia también
con niveles de C-LDL y Apo B significativamente mas bgos. En la literatura
existen algunas referencias acerca de la influencia de esta variante genética sobre
los nivelesde C-LDL y Apo B. Asi en un estudio de poblacion masculina con una
edad comprendida entre los 18 y los 28 afios, procedente de 11 paises europeos,
Gudnason et a %> describen niveles de C-LDL un 5% menores y un cociente

LDL/HDL més favorable en portadores del polimorfismo. Ordovés et a ***

en
poblacion masculina del estudio Framingham encuentran a su vez niveles mas
bajos de la fraccion pequefiade LDL en portadores de la mutacion.

El mecanismo por e cual € polimorfismo Taq IB de CETP influye en los
niveles de C-HDL no se conoce. Algunos autores han hecho referencia a la
relacién del polimorfismo con la actividad plasmética de la CETP %3, Sin
embargo esta relacion no se conoce de forma clarayaque si bien Freeman et a en
un primer estudio describen que el aelo B2 del polimorfismo Tag IB se asocia
con menor actividad de la proteina y en consecuencia con mayores niveles

L 255

plasméticos de C-HD , en un estudio posterior estos mismos autores no

encuentran esta asociacion 2, corroborando la ausencia de asociacion de
polimorfismo Tag IB de CETP con la actividad de la proteina descrita en otros

257

trabajos En este contexto Kuivenhoven et a demuestran que la
heterogenicidad del gen CETP se asocia con cambios en las concentraciones
plasméticas de |la proteina CETP y del C-HDL %*®, En este estudio |la ausencia de
la mutacion se asocia con concentraciones plasméticas de la proteina elevadas y
con niveles de C-HDL bgos, asumiendo una relacion positiva entre la

concentracion de la proteina en plasma y la actividad de la misma 'y una relacion

inversa de estos dos pardmetros con |os niveles de C-HDL %%, No obstante la falta
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de consenso respecto alarelacion del polimorfismo con la actividad plasmatica de
la CETP y e hecho de gque este polimorfismo no es una mutacion funcional y no
influye en la regulacion transcripcional del gen CETP %, ha llevado a algunos
autores a sugerir la existencia de un desequilibrio de unién con una mutacion
desconocida en la region reguladora del gen CETP ™', o bien que mutaciones en
CETP influyan en la especificidad de la proteina por € sustrato y asi en los
niveles de | ipidos plasméticos 2*.

En varios estudios se ha hecho referencia a la existencia de factores
confundentes que afectan alarelacion del polimorfismo con los niveles de lipidos
plasméticos. Principamente se ha demostrado la influencia del IMC #°,
consumo de alcohol ?®y ¢ tabaco 2. En relacién a IMC se ha descrito que €
efecto del polimorfismo Tag IB es mas evidente en individuos no obesos que en
obesos ?°*, En nuestra poblacién, a andizar lainfluencia del IMC sobre el efecto
del polimorfismo Tag IB de CETP en los niveles de lipidos, observamos que €
alelo B2 se asocia en nuestros nifios con niveles més altos de C-HDL y Apo Al,
asi como con menores niveles de C-LDL en todos los terciles de IMC. Podemos
considerar por tanto que en nuestra poblacién la influencia del polimorfismo Taq
IB de CETP sobre e perfil lipidico es tan consistente que no se modifica en

funcién del IMC de nuestros nifios.

Polimorfismos en el gen PONI y niveles plasmaticos de lipidos

La paraoxonasa 1 es una esterhidrolasa que se encuentra unida a las
particulas HDL y evita la acumulacién de lipidos oxidados en las particulas LDL,
previniendo asf su oxidacién y lade las propias particulas HDL 2°% %, | a actividad

paraoxonasa y la susceptibilidad a ser oxidadas de las particulas HDL estan
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inversamente relacionadas ®. En un estudio cinético realizado por Aviram et a &
en 1998 se demostré que la paraoxonasa asociada a HDL protegia a estas
lipoproteinas del dafio oxidativo, permitiendo asi que sigan desempefiando su
papel como aceptor de colesterol celular. En este estudio se observd una
correlacion inversa entre la actividad de la paraoxonasa sérica asociada a C-HDL
y laoxidacion de particulas HDL. Cuando se llevaba a cabo un pretratamiento con
inhibidores de paraoxonasa se observa una mayor susceptibilidad de las
lipoproteinas a la oxidacion, y la presencia de inhibidores que disminuian la
actividad de laenzima iba acompafiada de aumento de la oxidacion de particulas
HDL .

Variantes del gen que codifica esta proteina se han relacionado con
cambios en la actividad de la enzimay con cambios en su concentracién sérica '™
y en algunos casos se ha especulado sobre su relacion con los niveles de C-HDL.
Asi e polimorfismo PON192 de PONI se ha considerado un determinante
principal de la actividad paraoxonasa **, asociandose el aelo mutado R de este

polimorfismo con mayor actividad de la enzima *™*

. Por otro lado e polimorfismo
PONS55 de PONI se ha asociado con variaciones en la concentracion sérica de la
enzima, observandose una mayor concentracion de la enzima asociada a alelo L
de este polimorfismo .

En nuestra poblacion la frecuencia del aelo R del polimorfismo PON192
de la enzima paraoxonasa 1 es de aproximadamente un 30%. Es una frecuencia
muy similar a la observada por otros autores en poblacién caucésica: Macknes et
al % describen una frecuencia de portadores del alelo R del 33% en poblacion

irlandesa, Ombres et a ?*® una frecuencia de portadores del polimorfismo entorno

al 30% en poblacion italiana adultay Oliveira et a " un 34% de portadores del
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alelo R del polimorfismo PON192 en una poblacién de sujetos que participaron en
un estudio cardiovascular como controles en Brasil. Sin embargo la frecuencia de
este polimorfismo varia entre distintos grupos étnicos ya que autores como
Sanghera et a ?*® y Odawara et al %’ han descrito un porcentaje de portadores de
este polimorfismo que al canzaba el 50% en poblaciones oriental es.

Como puede observarse e polimorfismo PON192 de PON1 es frecuente
en nuestra poblacion de nifios y su frecuencia es similar a la observada por otros
autores en estudios realizados en poblacion caucasica.

Respecto a alelo M del polimorfismo PON55 de PONI hemos observado
gue en nuestra poblacion presenta una frecuencia del 38%. De nuevo estudios en
poblacion caucasica describen frecuencias entorno a un 35-40%, dato muy
parecido a que hemos observado en nuestros nifios 2®® 7. Sin embargo en
distintas poblaciones asiédicas numerosos estudios han hecho referencia
frecuencias de este polimorfismo mucho menores a las observadas en poblacion
caucasica. Phuntuwate et a ?*° observan un reducido nimero de portadores de

270 describen

esta mutacion en poblacion tailandesa, Sanghera et a
aproximadamente un 20% de portadores del alelo M de este polimorfismo en
chinos e indios asidticos y Sukru Aynacioglu et a *"* describen un 28% de
presencia de la mutacion en poblacion turca.

La relacion de estos polimorfismos con € perfil lipidico esta poco
documentada y resulta controvertida. En nuestra poblacién no hemos observado
un efecto de los polimorfismos PON192 y PON55 de PONI sobre e perfil
lipidico de nuestros nifios. Algunos autores si han observado relacion entre estos

polimorfismos de PONI y cambios en los niveles de lipidos plasméticos, asi por

eiemplo Hegele et a ® ™ describen en poblacion aborigen canadiense
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variaciones de los niveles de C-HDL, C-LDL y Apo B asociadas a polimorfismo
PONI92, Oliveira et a " hacen referencia a menores niveles plasméticos de TG
asociados a la variante PON55 en poblacién brasilefia con EC y Senti et a 27
describen una mayor concentracion de C-LDL asociada a los genotipos QQ y QR
respecto a genotipo RR del polimorfismo PON192 en mujeres postmenopallsicas
espanolas. Sin embargo en todos |os casos se trata de pobl aciones muy especificas
y los estudios realizados en poblacion general no han encontrado ninguna
asociacion ni en poblacién adultani en nifios 23 274 2%

Se ha hecho referencia en la literatura a que la ausencia de efecto de los
polimorfismos PON192 y PON55 de PONI sobre e perfil lipidico y sobre la
actividad paraoxonasa pueda deberse a la influencia de factores externos como la
dieta 2™ ?® y e dercicio fisico ?”’. En nuestra poblacién no hemos observado
influencia de la dieta en € efecto de los polimorfismos PON192 y PON55 sobre
los lipidos. Respecto ala posible influencia del gercicio fisico sobre larelacion de
estos polimorfismos con el perfil lipidico, no hemos podido evaluar si existe esta

modificacion en nuestra poblacion, ya que desconocemos el dato referente a la

actividad fisica que realizaban nuestros nifios.

Polimorfismos en el gen ABCA1 y niveles plasmaticos de lipidos

La asociacion de polimorfismos en e gen del transportador ABCAL con
niveles alterados de lipidos plasméticos y en concreto con niveles de C-HDL, se
ha descrito en numerosas ocasiones 1%
La frecuencia del polimorfismo R2/9K del gen ABCAI observada en

nuestra poblacion es de un 50% de portadores de los genotipos RK o KK. Estos

resultados son ligeramente superiores a los observados en otras poblaciones
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caucasicas. Srinivasan et a 2’® describen una frecuencia del 44% de portadores de
estos genotipos en poblacion blanca con una edad comprendida entre los 20 y 38
afios y Clee et a 1" encontraron una frecuencia de portadores de genotipo RK 0
KK del 46% aproximadamente en poblacion francocanadiense de mediana edad.
De nuevo en poblacion asiética la frecuencia de portadores de la mutaciéon es
diferente en este caso, observandose un 75% de portadores del polimorfismo
R219K (genotipos RK o KK) aproximadamente 2”°, frecuencia que es alin més

278. Las

elevada en poblacion negra norteamericana acanzando € 85%
frecuencias en estos grupos resultan claramente superiores a la observada en
nuestra poblacion y en general en poblacion caucasica.

La frecuencia de portadores del polimorfismo V771M (genotipo VM o
MM) en nuestra poblacion es més baa, situandose entorno a 8%
aproximadamente, dato que concuerda con la frecuencia descrita por Clee et a en
2001 *”° para poblacién francocanadiense sin manifestaciones clinicas de EC que
se situa en una frecuencia de portadores del 6% y con los datos de Tregouet et al
1% que refieren la bgja frecuencia de esta mutacion en poblacién occidental. De

nuevo estos resultados contrastan con los descritos por Yamakawa et a %%

en
poblacion japonesa que presenta un porcentgje de individuos portadores de la
mutacion del 19% aproximadamente, claramente mayor que la observada en
nuestra poblacion y en general en poblacion caucésica.

Numerosos autores han hecho referencia a la contribucion de los
polimorfismos genéticos de ABCA1 a los niveles plasméticos de C-HDL &7 %,
En este sentido a polimorfismo R219K de ABCAI se le ha atribuido caracter
ateroprotector asociandolo con niveles elevados de C-HDL y Apo Al asi como

179 280
G

con niveles disminuidos de T , aunque en otras ocasiones e efecto
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ateroprotector del polimorfismo solo se ha observado asociado a determinadas
caracteristicas como son el sexo femenino ?*?, @ habito de fumar ** o un
determinado genotipo de Apo E ¥ sugiriendo que e efecto funciona del
polimorfismo R21/9K podria ser modulado por otros factores genéticos y/o
ambientales.

Al analizar el efecto del polimorfismo R219K de ABCAI en la poblacion
prepuberal del Estudio 4P no hemos observado relacion directa de esta variante
genética de ABCA1 con los niveles plasméticos de lipidos. En poblacion espafiola
Cenarro et a ** |levaron a cabo un estudio en pacientes con hipercolesterolemia
familiar con y sin EC. En este trabgjo e aelo K resultd ser mas frecuente en
individuos con hipercolesterolemiafamiliar y sin EC prematura, sugiriendo que la
variante genética del polimorfismo R219K de ABCAI podria influir en €
desarrollo y progresion de la aterosclerosis en estos individuos, pero sin embargo
no encontraron efecto del polimorfismo sobre el perfil lipidico. Otros autores
como Tregouet et a '* corroboran la ausencia de cambios en e perfil lipidico a
pesar de observar asociacion del polimorfismo R219K de ABCAI con efecto
ateroprotector.

189 190, no

Es posible por tanto que, como se sugiere en estos trabajos
estemos observando diferencias entre los genotipos del polimorfismo R219K de
ABCAI enlos niveles plasméticos de lipidos y en concreto de C-HDL de nuestros
nifios porque la presencia del alelo K se traduzca en un transporte reverso de
colesterol més eficiente que favorezca € efecto ateroprotector de esta variante

genética pero no en afectacion de dichos niveles 222 18

porque su efecto sobre €
C-HDL afecte a otros aspectos de estas lipoproteinas como € tamafio y sus

niveles tisulares y no necesariamente a sus niveles plasméticos 2.
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Se ha descrito en la literatura que existen factores confundentes como €l
IMC %8, que pueden modificar e efecto de este polimorfismo sobre los lipidos.
Asi Srinivasan et al ?® en una poblacién con una edad comprendida entrelos 20 y
los 38 afios observaron que € C-HDL aumentaba paralelamente a la edad en los
portadores del polimorfismo y que al aumentar el IMC, los niveles de TG de estos
individuos experimentaban un incremento menor que en los portadores del alelo R

(no mutado) en homocigosis. Clee et a %

refieren asu vez que € fenotipo de las
mutaciones en heterocigosis de 4BCA1 es mas pronunciado en individuos de
mayor edad. En relacion a estos datos en nuestra poblacion hemos observado que
al igua que en e trabgjo de Srinivasan et a *® la presencia de mutacién
(genotipos RK 0 KK) se asocia con cambios en € perfil lipidico, concretamente
en nuestra poblacion se asocia con niveles de Apo Al més elevados en € tercil
méas ato de IMC.

Respecto a polimorfismo V77IM de ABCAI a andizar la influencia de
esta variante genética sobre € perfil lipidico en nuestra poblacion, hemos
observado que los niveles de C-HDL y Apo Al son moderadamente mas altos en
los portadores de la mutacion (genotipo VM/MM). Esta diferencia se hace
significativa en & grupo de los nifios, observandose niveles de C-HDL claramente
mas elevados asociados a los genotipos VM/MM en este grupo. El polimorfismo
V771M es otro de los SNPs de ABCAI gue mas se ha asociado con los niveles
plasméticos de lipidos, en concreto con niveles de C-HDL y Apo Al elevados .

En los ultimos afios varios autores ha hecho referencia a la relacion del
polimorfismo V77IM de ABCAI con proteccion frente a desarrollo de
ateroderosis, ya sea a través de su asociacion con € didmetro minimo de

obstruccion arterial como a través de su asociacion con un perfil lipidico mas
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favorable 2" 12, En otras poblaciones como la japonesa también se han descrito
niveles de Apo Al significativamente mas elevados asociados a esta variante
genética de ABCA1, en nifios y adolescentes de 12 a 15 afios de edad 2.
Respecto a mecanismo por € que e polimorfismo ¥771M influye en los niveles
plasméticos de C-HDL y Apo Al, Probst et al '** sugieren la posibilidad de que el
cambio aminoacidico de valina por metionina que causa € polimorfismo podria
influir en la regulacion del transportador ABCA1 a través de la oxidacion de la
metionina, ya que se sabe que en e metabolismo de las lipoproteinas la oxidacion
de metionina en Apo Al es clave para la activacion de la LCAT y por tanto €
cambio de valina por metionina en el codon 771 podria afectar a la funcionalidad
del transportador ABCAL1 a través de la Apo Al y finalmente reflgjarse en los
niveles plasméticos del C-HDL %,

Haciendo referencia a lainfluencia de factores ambientales en el efecto del
polimorfismo V77IM de ABCA1 sobre los lipidos plasméticos Frikke-Smith et a
192 describen una asociacion més evidente de esta mutacion con niveles de C-HDL
elevados en mujeres. Teniendo en cuenta este dato y considerando los
antecedentes del Estudio Cuatro Provincias respecto alainfluencia de la DHEA-S
sobre el efecto que el genotipo de Apo E tiene sobre los lipidos *° y el hecho de

que los niveles de la hormona son distintos en nifios y nifias 2%

, Nos hemos
planteado que otro posible factor confundente de la relacion de los polimorfismos
R219K'y V77IM de ABCAI sobre e perfil lipidico es la influencia hormonal. En
este sentido otros autores como Yamakawa et al **° también consideran

interesante el estudio de lainfluencia de factores hormonales en polimorfismos de

ABCAL.
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Respecto a la influencia de los niveles de DHEA-S en la relacion del
polimorfismo R219K con € perfil lipidico hemos observado que Unicamente los
nifios que tienen los niveles de DHEA-S mas bajos presentan niveles de C-HDL y
Apo Al claramente mas elevados asociados a aelo K. Dado que sabemos que los
niveles de la hormona en nuestra poblacién son mas bajos en nifios que en nifas
es posible que en nuestra poblacién los niveles de DHEA-S modulen € efecto del
polimorfismo R219K de ABCAI sobre los lipidos plasméaticos. Ademés podria
explicar por que estamos observando un efecto directo del polimorfismo V77IM
sobre los niveles plasméticos de Apo Al Unicamente en nifios, donde la DHEA-S
es mas bagja. En este contexto hubiese sido interesante poder evaluar larelacion de
los niveles de DHEA-S en €l efecto del polimorfismo V77IM de ABCAI sobre €
perfil lipidico, lamentablemente dada la baga frecuencia de portadores del
polimorfismo observada en nuestra poblacion, el tamafio de la muestra en los
distintos terciles de DHEA-S disminuye considerablemente y no nos permite
considerar los resultados con solidez estadistica. Respecto la influencia del IMC
en € efecto del polimorfismo V77IM de ABCAI sobre los niveles de lipidos
plasméticos, a igual que en € caso del andisis de la influencia hormona €
tamano de la muestra una vez dividimos la poblacion por terciles de IMC, es

insuficiente para poder considerar |os resultados del andlisis estadistico.
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Conclusiones

1. En nuestra poblacion constituida por 1255 nifios esparioles de 6 a 8 afios
de edad, no hemos encontrado diferencias en las frecuencias de los polimorfismos
Mspl -75'y Mspl +83 de APOAI, Taq IB de CETP, PON192 'y PON55 de PONI y
R219K 'y V77IM de ABCAI respecto a las frecuencias descritas en otras

pobl aciones caucésicas.

2. La asociacion del polimorfismo Mspl -75 del gen de la apolipoproteina
Al con niveles plasméticos de apolipoproteina Al descrita en otras poblaciones se
observa en nuestros nifios de edad prepuberal Unicamente cuando la ingesta de
grasa total y saturada es baja. No hemos observado asociacion del polimorfismo

Mspl +83 del gen de la apolipoproteina Al con € perfil lipidico.

3. El polimorfismo Taq IB de la proteina transportadora de ésteres de
colesterol (CETP) presenta una asociacion atamente significativa con niveles méas
altos de C-HDL y Apo Al y con niveles mas bagos de colesterol LDL. Esta

asociacion esidénticaen nifiosy nifias y es independiente del IMC.

4. No hemos encontrado variaciones de los niveles plasméticos de lipidos
en funcién de los polimorfismos PON192 y PONS55 del gen de la paraoxonasa 1
en la poblacion estudiada. Ninguno de los factores ambientales analizados (IMC y

dieta) modifica este hallazgo.
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Conclusiones

5. El alelo K del polimorfismo R279K del gen del transportador ABCA1 se
asocia en nuestra poblacion con niveles més atos de C-HDL y Apo Al en € tercil
mas bajo de dehidroepiandrosterona sulfato (DHEA-S) en nifios y con niveles mas
altos de Apo Al en € tercil méas elevado de IMC. El alelo mutado M del
polimorfismo V771M de ABCAI se asocia con niveles de Apo Al mas elevados

Uni camente en nifos.
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Anexo

CUESTIONARIO DE FRECUENCIA DE CONSUMO DE ALIMENTOS
(CFCA)
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