Articulo original

Rev Esp Cardiol. 2015;68(4):305-309

El polimorfismo rs11613352 (genotipo TT) se asocia con disminucion @CwssMark
de triglicéridos y aumento de HDL en pacientes con
hipercolesterolemia familiar

Rosa Aledo?, Teresa Padr6?, Pedro Mata®, Rodrigo Alonso” y Lina Badimon

a,C,*

2 Centro de Investigacion Cardiovascular, CSIC-ICCC, IIBSant Pau, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Barcelona, Esparia
Y Fundacion Jiménez Diaz y Fundacion Hipercolesterolemia Familiar, Madrid, Esparia
€ Cdtedra de Investigacion Cardiovascular-Universidad Autonoma de Barcelona, Barcelona, Esparia

Historia del articulo:

Recibido el 9 de diciembre de 2013
Aceptado el 2 de abril de 2014
On-line el 30 de septiembre de 2014

Palabras clave:

Polimorfismo de un solo nucleétido

Colesterol unido a lipoproteinas de alta
densidad

Triglicéridos

Hipercolesterolemia familiar

Keywords:

Single nucleotide polymorphism
High-density lipoprotein cholesterol
Triglyceride

Familial hypercholesterolemia

RESUMEN

Introduccion y objetivos: Estudios recientes de asociacion de genoma completo han identificado un locus
en el cromosoma 12q.13.3 asociado con las concentraciones plasmaticas de triglicéridos y colesterol
unido a lipoproteinas de alta densidad; rs11613352 es el polimorfismo de un solo nucleétido lider en
dicho locus. El objetivo del estudio es investigar la implicacién de rs11613352 en una poblacién con
elevado riesgo cardiovascular por hipercolesterolemia familiar.

Meétodos: Se genotipifico mediante andlisis Tagman® el polimorfismo de un solo nucleétido en una
cohorte de 601 pacientes con hipercolesterolemia familiar no relacionados, y se analiz6 su asociacion
genética con las concentraciones plasmaticas de triglicéridos y colesterol unido a lipoproteinas de alta
densidad, mediante métodos multivariables basados en regresion lineal.

Resultados: La frecuencia alélica minima fue de 0,17 y las frecuencias genotipicas, 0,69, 0,27 y 0,04 para
los genotipos CC, CT y TT respectivamente. El polimorfismo se asoci6 de manera recesiva (genotipo TT)
con disminucion de los triglicéridos (p = 0,002) y aumento de colesterol unido a lipoproteinas de alta
densidad (p = 0,021) tras ajustar por edad y sexo.

Conclusiones: El polimorfismo rs11613352 puede contribuir a modular el riesgo cardiovascular al
modificar las concentraciones plasmaticas de lipidos en los pacientes con hipercolesterolemia familiar.
© 2014 Sociedad Espaiiola de Cardiologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Todos los derechos reservados.

rs11613352 Polymorphism (TT Genotype) Associates with a Decrease of
Triglycerides and an Increase of HDL in Familial Hypercholesterolemia Patients

ABSTRACT

Introduction and objectives: Recent genome-wide association studies have identified a locus on
chromosome 12q13.3 associated with plasma levels of triglyceride and high-density lipoprotein
cholesterol, with rs11613352 being the lead single nucleotide polymorphism in this genome-wide
association study locus. The aim of the study is to investigate the involvement of rs11613352 in a
population with high cardiovascular risk due to familial hypercholesterolemia.

Methods: The single nucleotide polymorphism was genotyped by Tagman® assay in a cohort of 601 unrelated
familial hypercholesterolemia patients and its association with plasma triglyceride and high-density
lipoprotein cholesterol levels was analyzed by multivariate methods based on linear regression.

Results: Minimal allele frequency was 0.17 and genotype frequencies were 0.69, 0.27, and 0.04 for CC, CT,
and TT genotypes, respectively. The polymorphism is associated in a recessive manner (TT genotype)
with a decrease in triglyceride levels (P=.002) and with an increase in high-density lipoprotein
cholesterol levels (P =.021) after adjusting by age and sex.

Conclusions: The polymorphism rs11613352 may contribute to modulate the cardiovascular risk by
modifying plasma lipid levels in familial hypercholesterolemia patients.

Full English text available from: www.revespcardiol.org/en
© 2014 Sociedad Espafiola de Cardiologia. Published by Elsevier Espafia, S.L.U. All rights reserved.

* Autor para correspondencia: Centro de Investigacion Cardiovascular, CSIC-ICCC, IIBSant Pau, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Sant Antoni Maria Claret 167,

08025 Barcelona, Espafia.

Correo electronico: Ibadimon@csic-iccc.org (L. Badimon).

http://dx.doi.org/10.1016/j.recesp.2014.04.017

0300-8932/© 2014 Sociedad Espaiiola de Cardiologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Todos los derechos reservados.


http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.recesp.2014.04.017&domain=pdf
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.recesp.2014.04.017&domain=pdf
http://dx.doi.org/10.1016/j.recesp.2014.04.017
http://www.revespcardiol.org/en
mailto:lbadimon@csic-iccc.org
http://dx.doi.org/10.1016/j.recesp.2014.04.017

306 R. Aledo et al/Rev Esp Cardiol. 2015;68(4):305-309

Abreviaturas

ECV: enfermedad cardiovascular

GWAS: estudios de asociacion de genoma completo
HDL: lipoproteinas de alta densidad

HF: hipercolesterolemia familiar

LDL: lipoproteinas de baja densidad

TG: triglicéridos

INTRODUCCION

La hipercolesterolemia familiar (HF) es uno de los trastornos
hereditarios mas frecuentes, y se caracteriza por una elevacion
intensa del colesterol unido a las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) en plasma y una enfermedad aterosclerdtica prematura. Las
mutaciones del gen del receptor de LDL clasico son la principal
causa de esta enfermedad. Sin embargo, hay diferencias sustan-
ciales en el inicio y la gravedad de la aterosclerosis en los pacientes
con HF heterocigotos, lo cual podria deberse a factores ambientales
y metabédlicos y otros factores genéticos'-.

De entre los genes y regiones candidatos involucrados en el
metabolismo lipidico, el polimorfismo en el locus del cromosoma
rs11613352 se hallé en estudios de asociacion de genoma
completo (GWAS) como polimorfismo lider en el locus del
cromosoma 12q13.3 asociado a una disminucioén significativa de
los triglicéridos (TG) y un aumento de las lipoproteinas de alta
densidad (HDL) en plasma®, asi como a unos valores séricos de
acido trico inferiores®.

El objetivo del estudio es analizar por primera vez la asociacion
de este polimorfismo con las concentraciones de lipidos en plasma
en esta poblacién propensa a la aterosclerosis (HF).

Tabla 1

METODOS
Poblacion estudiada

Se incluy6 en el estudio a 601 pacientes no emparentados, casos
indice de familias con HF seleccionados aleatoriamente del Spanish
FH Longitudinal Cohort Study (SAFEHEART). Las principales
caracteristicas de la cohorte de HF se han descrito ya®®. Se
obtuvieron de cada participante datos antropométricos como el
indice de masa corporal, perimetro de cintura, cociente cintura/
cadera y la presencia de arco corneal, xantomas, diabetes mellitus,
hipertensién y habito tabaquico, junto con las determinaciones
bioquimicas de lipidos en plasma de cada sujeto obtenidas segln
métodos previamente descritos®® y que se presentan con mayor
detalle en el material suplementario.

Se considerd positivos para las manifestaciones clinicas de
enfermedad cardiovascular (ECV) a los pacientes con HF si tenian
antecedentes documentados de infarto de miocardio, cirugia de
bypass arterial coronario, angioplastia coronaria transluminal
percutanea, angina de pecho con aterosclerosis coronaria angio-
grafica (estenosis > 50%), ictus aterotrombdtico isquémico o
enfermedad vascular arterial periférica crénica.

Todos los pacientes incluidos en el estudio eran portadores
heterocigotos de mutaciones en el receptor de LDL (gen LDLR)’. Las
caracteristicas bioquimicas y clinicas de la poblacion con HF se
presentan en la tabla 1.

Determinacion del genotipo

Se obtuvo ADN a partir de muestras de sangre total empleando
el kit Wizard DNA Purification de Promega. Se determind el
gentipo del polimorfismo rs11613352 mediante un analisis
Tagman® especifico para el alelo utilizado en el Applied
Biosystems® 7900 Real-Time PCR System. La discriminacién

Caracteristicas iniciales de la poblacién con hipercolesterolemia familiar estudiada

Todos (n=601) Mujeres (n=288) Varones (n=313) p
Edad (afios) 49,0 (47,8-50,1) 49,7 (52,8-55,5) 48,1 (42,6-45,4) 0,236
IMC (kg/m?) 27,1 (26,7-27,5) 26,0 (25,8-27,2) 27,3 (27,1-28,1) 0,006
PC (cm) 89,8 (87,5-90) 82,3 (80,5-84) 94,3 (92,8-95,9) < 0,001
ccc 0,87 (0,86-0,88) 0,81 (0,81-0,83) 0,92 (0,91-0,94) < 0,001
ECV (%) 113 (18,8) 32 (114) 81 (25,8) < 0,001
Fumadores actuales (%) 121 (20,1) 51(17,7) 69 (22,04) 0,153
Hipertension (%) 99 (16,4) 62 (21,6) 37 (11,7) 0,001
Diabetes mellitus (%) 23 (3,8) 13 (4,5) 10 (3,2) 0,524
Arco corneal (%) 241 (40,1) 106 (36,8) 135 (43,1) 0,137
Xantomas (%) 126 (21,0) 60 (20,9) 66 (21,2) 0,99
CT (mgj/dl) 2458 (240,6-251,3) 256,6 (248,8-264,4) 235,9 (228,8-243,2) < 0,001
LDL (mg/dl) 177,6 (172,5-182,7) 1842 (176,6-191,7) 171,8 (164,9-178,7) 0,011
HDL (mg/dl) 48,9 (47,8-49,9) 54,1 (52,8-55,5) 44 (42,6-45,4) < 0,001
TG (mg/dl)’ 89,2 (86,1-92,3) 82,3 (78,3-86,1) 95,8 (91,6-100,3) < 0,001
CT/HDL 5,0 (5,2-5,6) 47 (4,7-52) 54 (5,5-6,1) < 0,001
LDL/HDL 3,9(3,8-4,1) 3,6 (3,4-3,8) 4,4 (4,0-4,6) < 0,001
ApoA-I (mg/dl) 138,9 (136,6-141,1) 147,5 (144,5-150,9) 130,9 (127,9-133,9) < 0,001
ApoB (mg/dl) 117,5 (114,5-120,4) 117,8 (113,7-121,9) 117,2 (113,03-121,4) 0,755

ApoA-1: apolipoproteina A-I; ApoB: apolipoproteina B; CCC: cociente cintura/cadera; CT: colesterol total; ECV: enfermedad cardiovascular; HDL: lipoproteinas de alta

densidad; IM: indice de masa corporal; LDL: lipoproteinas de baja densidad; PC: perimetro de cintura; TG: triglicéridos.

Los datos expresan media (intervalo de confianza del 95%) o n. (%).

La significacion estadistica se prob6 mediante la prueba de la t de Student o la prueba exacta de Fisher, respectivamente.

La significacion estadistica se estableci6 en un valor de p < 0,05.

" Media geométrica (intervalo de confianza del 95%), con significacion estadistica probada por la prueba de la t de Student en los datos transformados logaritmicamente.
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alélica se realiz6 con un ABI PRISM® 7900, al igual que para la
determinacion del genotipo.

Analisis estadistico

Los datos cuantitativos se expresan en forma de media + des-
viacion estandar y los datos categoricos, en porcentajes. Se aplicé una
transformacién logaritmica a los valores de TG para el analisis
estadistico. La significacion estadistica se evalud con la pruebadelat
de Student para datos cuantitativos y con la prueba exacta de Fisher o
la prueba de la x? para las variables discretas.

Se calcularon las frecuencias alélicas a partir de los genotipos
de los participantes. La distribucion genotipica en la poblacion se
evalud respecto al equilibrio de Hardy-Weinberg mediante la
prueba de la x2. Las diferencias cuantitativas de los valores de
lipidos entre los genotipos se ajustaron respecto a edad y sexo, se
evaluaron mediante regresion lineal y se resumieron con media,
error estandar, diferencia media respecto a una categoria de
referencia e intervalo de confianza del 95% (IC95%) de las
diferencias. Se evaluaron diversos modelos de transmision
hereditaria (modelo general o codominante, dominante y
recesivo), y se calcularon los efectos genéticos para cada
genotipo en comparacion con el genotipo de referencia de cada
modelo. El andlisis estadistico se realiz6 con el programa SPSS
19.0 (SPSS Inc.; Chicago, Illinois, Estados Unidos) y el programa
SNPStats®. Se consideraron significativos los valores de p < 0,05.
La potencia estadistica para detectar diferencias significativas
entre los grupos de genotipos en cuanto a concentracién de
lipidos en plasma se analiz6 con el programa Power Calculator
(Quantor v2.1).

RESULTADOS

Caracteristicas clinicas y bioquimicas de la poblacion con
hipercolesterolemia familiar estudiada

Las caracteristicas basales de la poblacion con HF estudiada (el
48% mujeres y el 52% varones) se presentan en la tabla 1. La
mayoria de los pacientes (87%) recibian tratamiento hipolipe-
miante en el momento de la inclusion en el estudio y no hubo
diferencias de tratamiento entre los distintos grupos de genotipos
(datos no presentados).

Tabla 2
Asociacion de rs11613352 con las concentraciones de triglicéridos

Asociacion del rs11613352 con las concentraciones de trigli-
céridos y lipoproteinas de alta densidad

Las frecuencias genotipicas observadas son compatibles con el
equilibrio de Hardy-Weinberg (p = 0,32). La frecuencia de los alelos
Cy Ten la HF fue 0,83 y 0,17 respectivamente. Las frecuencias de
los genotipos CC, CT y TT fueron del 69, el 27 y el 4%
respectivamente.

No hubo diferencias en las frecuencias de genotipos en funcion
del sexo o rasgos antropométricos como el perimetro de cintura, el
cociente cintura/cadera o el indice de masa corporal, ni en relacién
con los antecedentes de ECV, el habito tabaquico actual o los
valores de lipidos distintos del TG y las HDL (prueba de la t de
Student, p=0,003 y p = 0,007 respectivamente). Sin embargo, es
interesante sefialar que no se observo ningiin genotipo TT en los
pacientes con xantomas (prueba exacta de Fisher, p=0,012)
(tabla 1 del material suplementario).

La asociacion genotipica con las concentraciones de lipidos en
plasma solo fue significativa las de TG y HDL segiin lo ya descrito®
(tablas 2 y 3 respectivamente). La mejor asociacion fue la
alcanzada con un modelo de transmision hereditaria recesiva
para los valores plasmaticos de TG y HDL. El andlisis de los datos
brutos de la asociacion genética mostro asociacion significativa
del genotipo TT con disminucion de TG (p = 0,003) y aumento de
HDL en plasma (p=0,0074). La asociaciéon contintia siendo
significativa tras introducir un ajuste para edad y sexo:
p =0,0026; diferencia media, -0,29 (IC95%, -0,48 a -0,10) para
el logaritmo natural de los valores de TG, que corresponde a un
cambio de 22 mg/dl entre los genotipos (tabla 2); y p=0,021;
diferencia media, 6,29 (IC95%, 0,98-11,61) mg/dl para las HDL
(tabla 3).

En los calculos de la potencia estadistica se asumid la
independencia de los individuos, una minima frecuencia del alelo
de 0,17, un efecto genético recesivo, una media poblacional de 4,49
y una desviacion estandar de 0,48 para el logaritmo natural de TG, y
un valor medio de HDL de 48,9 mg/dl con una desviacion estandar
de 13,2mg/dl y un error de tipo I de 0,05 (unilateral). Con
601 individuos con HF, habia una potencia estadistica del 80% para
detectar una magnitud del efecto de -0,3 para los TG, lo cual
corresponde a un cambio de aproximadamente 22 mg/dl respecto a
la media de la poblacion, y a una potencia de mas del 70% para
detectar una magnitud del efecto > 7 mg/dl respecto al valor medio
de HDL.

rs11613352 Triglicéridos (LN Tg)’ Analisis de datos brutos Ajustado por edad y sexo
Modelo y genotipos n Respuesta, media + EE Diferencia (IC95%) p Diferencia (IC95%) p
Codominante
cC 419 4,51+0,02 0,00 0,011 0,00 0,011
CT 161 4,49+0,03 -0,02 (-0,10-0,06) -0,01 (-0,08-0,07)
TT 21 4,22+0,114 -0,29 (-0,49 a -0,10) -0,29 (-0,48 a -0,10)
Dominante
cC 419 4,51+0,02 0,00 0,19 0,00 0,35
CT+TT 182 4,45+0,03 -0,05 (-0,13-0,02) -0,04 (0,11-0,04)
Recesivo
CC+CT 580 4,50+0,02 0,00 0,003 0,00 0,0026
TT 21 4,22+0,11 -0,29 (-0,48 a -0,10) -0,29 (-0,47 a -0,10)

EE: error estandar; IC95%: intervalo de confianza del 95%.

" Se alicé a los valores de triglicéridos una transformacién de logaritmo neperiano.
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Tabla 3
Asociacion de rs11613352 con las concentraciones de lipoproteinas de alta densidad
rs11613352 HDL (mg/dl) Andlisis de datos brutos Ajustado por edad y sexo
Modelo y genotipos n Respuesta, media + EE Diferencia (IC95%) p Diferencia (IC95%) p
Codominante
cC 419 48,08 +£0,63 0,00 0,007 0,00 0,035
CT 161 50,10+ 1,06 1,02 (-0,37-4,40) 1,32 (-0,90-3,53)
TT 21 56,50+ 3,50 8,41 (2,66-14,1) 6,66 (1,31-12,01)
Dominante
CcC 419 48,08 +0,63 0,00 0,019 0,00 0,076
CT+TT 182 50,83 +1,03 2,76 (0,47-5,05) 1,93 (-0,20-4,06)
Recesivo
CC+CT 580 48,64 +0,54 0,00 0,0074 0,00 0,021
TT 21 56,50+ 3,50 7,85 (2,13-13,57) 6,29 (0,98-11,61)

EE: error estandar; HDL: lipoproteinas de alta densidad; IC95%: intervalo de confianza del 95%.

DISCUSION

Estudiar los nuevos genes candidatos hallados por GWAS y sus
polimorfismos podria ser util para comprender la variabilidad
fenotipica en la aparicion de las manifestaciones clinicas de la ECV
en los pacientes con HF. Ademas, puede tener interés para un
futuro uso terapéutico contra la aterosclerosis.

Las LDL elevadas, los TG elevados y las HDL reducidas son
importantes factores de riesgo de enfermedad coronaria®''. No
solo las concentraciones de lipoproteinas intervienen en la
aterogénesis, sino también el tamafio y la calidad de las particulas
lipoproteicas. El tamafio de las particulas de LDL y HDL esta
relacionado con la concentracion plasmatica de TG y el cociente
TG/HDL muestra buena correlacion con el tamafio de las particulas
de HDL y con la enfermedad coronaria’. En la HF, los pacientes con
una elevacion de los TG (> 150 mg/dl) presentan mas particulas de
HDL aterdgenas, con una capacidad antiinflamatoria reducida y
una disminucién de la capacidad de fomentar la salida de colesterol
de los macréfagos respecto a individuos normales'?. Asi pues, las
variantes genéticas que afectan a las HDL y los TG pueden ser de
gran relevancia en el proceso aterosclerdtico. Sin embargo,
recientemente los estudios de aleatorizacion genética han puesto
en duda el papel de las mutaciones que afectan basicamente a los
valores de HDL en la ECV',

En los GWAS, se han observado variantes genéticas frecuentes
y variantes raras en genes candidatos que contribuyen a la
dislipemia, si bien continGla sin conocerse gran parte de
la variabilidad'*'>. El polimorfismo de GWAS rs11613352,
recientemente descubierto, se asocié principalmente con los
valores de TG> y también con los de HDL. Este estudio, llevado a
cabo en una poblacién con HF, pone de manifiesto por primera vez
que el polimorfismo rs11613352 se asocia a unas cifras de TG y
HDL variables. El genotipo TT se asocia a un perfil beneficioso de
valores de TG inferiores y de HDL mas altos.

El posible efecto protector del genotipo TT se pone de relieve
también en la ausencia total de xantomas tendinosos en los
pacientes con HF que tienen este genotipo; la presencia de ECV
tuvo una prevalencia de casi la mitad entre los pacientes con
el genotipo TT (tabla 1 del material suplementario), aunque el
tamaiio de la muestra no produjo significacion estadistica.

Hay varios genes que se encuentran en la region de 500 kb de
la sefial de GWAS del rs11613352 que indicadores de TG>. Entre los
genes candidatos de interés en esta region (figura 1 del material
suplementario), se encuentran el de la proteina relacionada con el
receptor de LDL 1 (LRP1)?, que forma parte de la familia de receptores
de LDL>*%16; Jos genes de la regi6n intergénica R3HDM2-INHBC-INHBE

(12q1,31-33)%, que codifican la proteina mal caracterizada R3HDM2
(KIAA1002), un dominio R3H que se ha demostrado que se une al
acido nucleico monocatenario!’, y los genes INHBC e INHBE de la
superfamilia TGFB, que incluyen entre sus mltiples funciones un
papel en la regulacion del metabolismo, la homeostasis y las
respuestas inmunitarias; recientemente se ha identificado el ARH-
GAP9 como gen candidato en el tejido adiposo'®. Por el momento, no
existen datos funcionales que relacionen alguno de los genes situados
en la proximidad de rs11613352 con las concentraciones lipidicas.

El LRP1 es un receptor que interviene en la captacion de los
lipidos!”19-2! y esta situado a unas 200 kb del rs11613352. En un
estudio previo de asociacion genética con variantes de LRP1 en
poblacién con HF®, no se observé asociacion de 10 polimorfismos
de un solo nucleétido del LRP1 con los valores de lipidos
plasmaticos en ayunas (colesterol total, LDL, HDL y TG) en la HF
(datos no presentados); tampoco se ha observado un desequilibrio
de ligamiento entre estos polimorfismos de un solo nucleétido del
LRP1 y el polimorfismo lider de GWAS para TG, rs11613352; por
consiguiente, no se cree que el LRP1 sea el gen candidato
involucrado en la modulacion de las concentraciones plasmaticas
de TG y HDL.

CONCLUSIONES

Se ha observado que el polimorfismo rs11613352 puede
contribuir a atenuar el riesgo cardiovascular modificando las
concentraciones plasmaticas de lipidos de los pacientes con HF,
puesto que el genotipo TT presenta un perfil de menos TG y mas
HDL. Los efectos concuerdan con los resultados previos de estudios
a gran escala de GWAS sobre las concentraciones de lipidos>#,
aunque seria necesaria una confirmacién que reproduzca los
resultados en otras poblaciones HF independientes.

El rs11613352 esta situado dentro del intréon 1 del gen mal
conocido R3HDM?2 (o KIAAA1002) y cerca del cluster transcripcio-
nalmente opuesto INHBC-INHBE, una region rica en centros
reguladores transcripcionales. Serdn necesarios nuevos estudios
de expresion para esclarecer el (los) gen(es) afectados por esta
variante genética y su funciéon molecular en la modulacién de las
conentraciones plasmaticas de lipidos y el riesgo de ECV.
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