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Introduccion y objetivos. La cardiopatia isquémica
(Cl) tiene un componente genético significativo y en los
Ultimos afios se han identificado variantes genéticas aso-
ciadas con ella. El objetivo de este estudio fue evaluar
la magnitud de la asociacién entre una puntuacion indi-
vidual de riesgo genético, basada en el nimero de alelos
de riesgo acumulados en un conjunto de variantes gené-
ticas de interés, y la presencia de Cl.

Métodos. Estudio de los datos in silico del consorcio
de casos y controles del Wellcome Trust. Se incluyé a
1.988 pacientes con Cl y 5.380 controles. Se analiz6 la
asociacion entre una puntuacion de riesgo genética y Cl
mediante regresion logistica.

Resultados. Se seleccionaron nueve variantes gené-
ticas asociadas con Cl de forma independiente de los
factores de riesgo. Existe una asociacion lineal entre el
numero de alelos de riesgo y el riesgo de sufrir Cl: odds
ratio (OR) por incremento de alelo = 1,18 (intervalo de
confianza [IC] del 95%, 1,15-1,22; p = 2 x 107'%). La OR
de CI del ultimo quintil del nimero de alelos de riesgo
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acumulados respecto al primero fue 2,21 (IC del 95%,
1,87-2,61; p =5 x 10721).

Conclusiones. Las nueve variantes genéticas asocia-
das con Cl independientemente de los factores de riesgo
cardiovascular permiten crear una puntuacion de riesgo
genético de Cl que se asocia con la presencia de la en-
fermedad. Es necesario realizar estudios de cohorte que
analicen si esta puntuacion genética puede mejorar la
capacidad predictiva o la reclasificacion de las funciones
de riesgo clasicas.

Palabras clave: Cardiopatia isquémica. Genética. Poli-
morfismos. Riesgo genético. Variantes genéticas.

Additive Effect of Multiple Genetic Variants on
the Risk of Coronary Artery Disease

Introduction and objectives. Coronary artery disease
(CAD) has a substantial genetic component and, in recent
years, a number of genetic variants associated with the
disease have been identified. The objective of this study
was to evaluate the magnitude of the association between
a genetic risk score, which is based on the accumulated
number of risk alleles in all genetic variants of interest, and
the presence of CAD.

Methods. The study involved in silico data from the
Wellcome Trust Case-Control Consortium on 1988
patients with CAD and 5380 controls. The association
between the genetic risk score and CAD was assessed
using logistic regression analysis.

Results. Nine genetic variants independently associated
with CAD irrespective of other cardiovascular risk factors
were selected. There was a linear association between the
number of risk alleles and the risk of presenting with CAD
(odds ratio [OR] for an increase of one allele=1.18; 95%
confidence interval [Cl], 1.15-1.22; P=2 x 107'6). The OR
for CAD for the last quintile of the accumulated number of
risk alleles relative to the first was 2.21 (95%Cl, 1.87-2.61;
P=5 x 10?").

Conclusions. A genetic risk score based on nine genetic
variants independently associated with CAD irrespective
of other cardiovascular risk factors was associated with
the presence of the disease. Cohort studies are needed to
determine whether this genetic risk score can improve the
predictive capacity or the risk classification of classical
risk functions.
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ABREVIATURAS

CI: cardiopatia isquémica.

DE: desviacion estandar.

FRCV: factor de riesgo cardiovascular clasico.

GWAS: estudio de asociacion de genoma
completo.

IC: intervalo de confianza.

OR: odds ratio.

WTCCC: Wellcome Trust Case Control
Consortium.

Key words: Coronary artery disease. Genetics.

Polymorphisms. Genetic risk. Genetic variants.

Full English text available from: www.revespcardiol.org

INTRODUCCION

La cardiopatia isquémica (CI) es una enfermedad
de etiologia compleja en la que intervienen factores
genéticos y ambientales y la interaccion entre ellos.
Se estima que los factores genéticos explican entre
un 40 y un 55% de la variabilidad existente en la po-
blacién (heredabilidad) para la aparicion de CI'. En
los ultimos 3 afios se han realizado estudios de aso-
ciacion de genoma completo (Genome-Wide Asso-
ciation Studies [GWAS]) que han identificado de
forma consistente nuevas variantes genéticas aso-
ciadas con diferentes enfermedades complejas, entre
ellas la CI?>®. Algunas de estas variantes genéticas
estan a la vez relacionadas con algin factor de
riesgo cardiovascular clasico (FRCV), pero otras
son independientes de ellos. El descubrimiento de
estas variantes genéticas asociadas independiente-
mente con CI puede permitir identificar nuevos me-
canismos etiopatogénicos de la enfermedad y
nuevas dianas terapéuticas. Ademas, estas variantes
podrian utilizarse como nuevos biomarcadores para
contribuir a mejorar la capacidad de prediccion del
riesgo coronario o la reclasificacion de individuos
en riesgo intermedio, al aportar informacién adi-
cional a la ya incluida en las funciones de riesgo cla-
sicas’. La mejora de las funciones de riesgo me-
diante la incorporacion de nuevos biomarcadores
tiene una gran relevancia clinica, ya que las fun-
ciones actuales tienen una sensibilidad baja y gran
parte de los casos se presentan en personas con
riesgo intermedio!?.

Recientemente, la American Heart Association
(AHA) ha publicado unas recomendaciones en las
que se definen las diferentes fases en la evaluacion
de los nuevos biomarcadores de riesgo y su poste-
rior aplicacion en la practica clinica!l. En la primera

926 Rev Esp Cardiol. 2010;63(8):925-33

fase, denominada prueba de concepto, se debe de-
terminar si el nivel de exposicion al biomarcador es
diferente en individuos con y sin la enfermedad. En
fases posteriores, se deben realizar estudios de co-
horte para analizar la mejora en la discriminacion,
su impacto en la practica clinica diaria y valorar la
relacion entre el coste y la efectividad.

Los objetivos del presente estudio son: a) selec-
cionar variantes genéticas asociadas con CI e inde-
pendientes de los FRCV, y b) responder a la
primera fase de la evaluacion de un nuevo biomar-
cador propuesta por la AHA, determinando la
magnitud de la asociacién entre una puntuacion in-
dividual de riesgo genético, basada en el numero de
alelos de riesgo acumulados que cada individuo
tiene en un grupo de variantes genéticas seleccio-
nadas, y la presencia de CI.

METODOS

Diseno del estudio

Estudio de casos y controles con datos in silico
procedentes del Consorcio de casos y controles del
Wellcome Trust (Wellcome Trust Case Control
Consortium [WTCCC])3.

Muestra en estudio

Los casos (n = 1.988) se seleccionaron de la pri-
mera fase del estudio WTCCC3. Tal como se des-
cribe en el estudio original, los casos de CI presen-
taban antecedentes de infarto de miocardio o
revascularizacién coronaria (incluidas cirugia de
bypass coronario o angioplastia coronaria) antes
de los 66 anos. Los controles se seleccionaron de
dos estudios diferentes: a) 2.706 controles proce-
dentes de una cohorte britanica de personas na-
cidas en 1958 (1958 Birth Cohort Controls
[58C])'2, y b) 2.674 controles procedentes de do-
nantes de sangre (UK Blood Services Controls
[NBS])%, ambos incluidos en el proyecto WTCCC.
Aunque en el estudio original® se presentaron
datos de 3.004 controles, recientemente se han
puesto a disposicion de la comunidad cientifical®
datos genotipicos individuales de un total de
5.380 controles, que son los que se han incluido en
el presente analisis.

Seleccion de variantes genéticas

Las variantes genéticas se seleccionaron a partir
de datos procedentes de la base de datos de GWAS
(catalogo de GWAS) del National Human Genome
Research Institute (NHGRI)'4. Las variantes gené-
ticas debian estar asociadas con CI y ser indepen-
dientes de los FRCV segun datos procedentes de
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ese catalogo'. Para identificar las variantes aso-
ciadas con CI se incluyeron los términos clinicos:
«Coronary Artery Disease», «Coronary Disease»,
«Myocardial Infarction», «Early onset Myocardial
Infarction» en la btisqueda en el catalogo de GWAS
del NHGRI. Se excluyeron las variantes con un
valor de p en el estudio descubridor > 1 x 10°¢. De
las variantes genéticas que estuvieran relacionadas
entre si por desequilibrio de ligamiento (r> > 0,9;
HapMap CEU —residentes de Utah con antepa-
sados del Norte y el Este de Europa—), se selec-
cion6 so6lo una. Para excluir las variantes asociadas
con FRCV, se buscd si habia alguna asociacion
entre la variante genética de interés o la region cro-
mosomica donde se localizaba esta variante con los
FRCV en el catalogo de GWAS del NHGRI;
ademas, se excluyeron también las variantes locali-
zadas en genes relacionados con los FRCYV teniendo
en cuenta el conocimiento derivado de estudios pre-
vios (p. ¢j., gen del receptor de lipoproteinas de baja
densidad [LDL], LDLR).

Se realizé un control de calidad de los resultados
para todas las variantes genéticas seleccionadas, ve-
rificando el equilibrio de Hardy-Weinberg en con-
troles, y que la frecuencia del alelo minoritario
fuera superior al 1%. Se realizaron también con-
troles de calidad en los individuos y se excluyo a los
participantes que no tuvieran datos sobre al menos
una de las variantes genéticas, al no poderse generar
una puntuacién para todos los alelos de riesgo posi-
bles (19 individuos excluidos).

Para cada una de las variantes se definio un alelo
de riesgo, es decir, el nucledtido que al estar pre-
sente confiere un mayor riesgo de sufrir un aconte-
cimiento coronario, segun los datos proporcionados
en el estudio de descubrimiento de las variantes.

Estimacion de la puntuacion individual
de riesgo genético

Para calcular la puntuacion de riesgo genético,
se contabilizé el numero de alelos de riesgo acu-
mulados en cada individuo en el conjunto de las
variantes genéticas seleccionadas. En cada una de
las variantes cada individuo puede tener 0, 1 o 2
alelos de riesgo. Al calcular el sumatorio de alelos
de riesgo acumulados en el conjunto de las va-
riantes seleccionadas (n = 9), a cada individuo se
le asign6 una puntuacion de 0 a 18. Se asumio que
el efecto de los diferentes alelos analizados era si-
milar y, por este motivo, se dio a todos el mismo
peso.

También se calculé una puntuacion de riesgo ge-
nético individual ponderando cada una de las va-
riantes seleccionadas por la magnitud de su efecto
individual, extraida de los datos presentados en los
estudios de descubrimiento.

Analisis estadistico

En un analisis inicial se analizaron las variantes
genéticas seleccionadas de forma individual y se de-
termino la asociacion entre cada variante y la pre-
sencia de CI mediante un modelo genético aditivo
estimando la OR de CI por incremento de alelo de
riesgo.

Para considerar el efecto aditivo del conjunto de
las diferentes variantes genéticas seleccionadas, pri-
mero se analizo la distribucion del nimero de alelos
de riesgo acumulado en casos y controles, y se com-
pardé la diferencia de la media de la puntuacion de
riesgo genético entre casos y controles mediante la
prueba de la t de Student.

Posteriormente, se utilizd la regresion logistica
para estimar la asociacidon entre la puntuacion de
riesgo genético y el riesgo de CI y se realizaron va-
rios tipos de analisis:

1. Se considerd esta variable de riesgo genético
como una variable categorica considerando como
grupo de referencia al grupo de personas porta-
doras de siete alelos de riesgo, que es el valor mas
proximo a la mediana en controles y conforma el
grupo con mayor nimero de individuos, lo que per-
mite obtener unos estimadores de riesgo mas pre-
cisos. Se estimo la OR para cada categoria de la
puntuacién de riesgo genético (grupo de portadores
de ocho alelos frente a portadores de siete alelos;
portadores de nueve alelos frente a siete; portadores
de seis alelos frente a siete, y asi sucesivamente).

2. Se calcul6 la OR por incremento de alelo de
riesgo tomando esta variable como continua y asu-
miendo que el riesgo es constante por incremento
de alelo en el intervalo de valores observados, y se
analizo si la asociacion entre numero de alelos y
riesgo de CI era lineal.

3. Se repiti6 el analisis explicado en /, definiendo
grupos basados en los quintiles de la puntuacién de
riesgo genético obtenidos en el grupo de controles y
tomando como referencia el primer quintil.

También se analizo si existian interacciones entre
las variantes genéticas de interés para determinar si
el efecto de la combinacion era superior al aditivo.

Para todos los analisis realizados se considerd
como estadisticamente significativo un valor de
p < 0,05. Los analisis se realizaron mediante el pro-
grama R,

RESULTADOS

En el catalogo de GWAS del NHGRI", y para
los fenotipos seleccionados, se identificod un total de
21 variantes genéticas unicas (tabla 1). En la fi-
gura 1 se presenta el diagrama de flujo del proceso
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TABLA 1. Descripcion de las variantes genéticas asociadas con cardiopatia isquémica identificadas en el
catalogo de estudios de asociacion de genoma completo y razones para su exclusion de nuestro estudio

Referencia Variante Region Genes cercanos a la Alelos MAF? Alelo Alelo OR pe Motivo de
genética cromosémica®  variante identificada® menor®  de riesgo® (IC del 95%)* exclusion

4 rs646776 1p13.3 CELSR2, PSRC1, SORT1 T/C 0,19 C T 1,19 (1,13-1,26) 8x 10" 3
6 rs599839 1p13.3 PSRC1 AG 0,23 G A 1,29 (1,18-1,4) 4x107° 3
4 rs11206510 1p32.3 PCSK9 C/T 0,19 C T 1,15(1,1-1,21) 1x108 3
4,6 rs17465637 1941 MIA3 A/C 0,29 A C 1,20 (1,12-1,3) 1x10° —
8 rs17672135 1943 Intergénico C/T 0,13 C C 1,43 (1,23-1,64) 2x10% 1
4 rs6725887 2q33.1 WDR12 C/T 0,14 C C 1,17 (1,11-1,23)  1x 108 —
6 1s2943634 2036.3 IRS1 A/C 0,35 A C 1,21 (1,13-1,3) 2x107 3
2 rs9818870 3022.3 MRAS C/T 0,15 T T 1,15(1,11-1,19) 7x10" —
4 rs12526453 6p24.1 PHACTR1 C/G 0,35 G C 1,12(1,08-1,17) 1 x107° —
6 $6922269 6025.1 MTHFD1L A/G 0,25 A A 1,23 (1,15-1,33) 3x10°8 —
3 rs10757278 9p21.3 CDKN2A/2B AG 0,45 A G 1,28 (1,22-1,35) 1x102 2
4 rs4977574 9p21.3 CDKNZ2A/2B A/G 0,44 A G 1,29 (1,25-1,34) 3Ix 10 2
6,8 rs1333049 9p21.3 CDKNZ2A/2B C/G 0,47 C C 1,47 (1,27-1,7) 1x10" —
4 rs1746048 10qg11.21 CXCL12 C/T 0,16 T C 1,17 (1,11-1,24) 7 x10° —
6 rs501120 10q11.21 CcXcL12 T/C 0,13 C T 1,33 (1,2-1,48) 9x10? 2
2 rs2259816  12q24.31 HNF1A T/G 0,36 T T 1,08 (1,05-1,11)  5x 107 4
6 rs17228212  15q22.33 SMAD3 C/T 0,30 C C 1,21 (1,13-1,3) 2x107 —
8 rs8055236 16023.3 intergénico G/T 0,20 T G 1,91 (1,33-2,74) 6x10° 1
4 rs1122608 19p13.2 LDLR G/T 0,25 T G 1,15(1,1-1,2) 2x10° 4
4 rs9982601 21922.11  SLC5A3, MRPS6, KCNE2 C/T 0,13 T T 1,20 (1,14-1,27) 6x 10" —
8 rs688034 22q12.1 intergénico C/T 0,31 T T 1,11 (0,98-1,25) 4 %10 1

—: variantes no excluidas; IC: intervalo de confianza; MAF: frecuencia del alelo menor; OR: odds ratio.

2Datos que provienen del estudio de descubrimiento.

"Datos de la poblacion CEU (residentes de Utah con antepasados del norte y el este de Europa) de HapMap.
La informacion de las asociaciones se ha extraido del catalogo de GWAS del NHGRI' y se ha revisado en los articulos que establecieron las asociaciones.

Motivos de exclusion:
1. Valor de p del estudio de descubrimiento > 1 x 107,

2. Yaincluida otra variante genética que captura esta variante (r> > 0,9 segtn datos obtenidos de la muestra CEU de HapMap).

3. Variante genética asociada con factores de riesgo cardiovascular o en desequilibrio de ligamiento (r> > 0,8 seglin datos obtenidos de la muestra CEU de HapMap) con
otra/s variante/s genética/s asociada/s con factores de riesgo cardiovascular en este catalogo.

4. Variante genética situada dentro de un gen asociado con factores de riesgo cardiovascular (receptor de LDL [LDLRJ: variaciones genéticas en este gen causan hipercoles-
terolemia familiar autosémica; HNF1A: defectos en este gen se relacionan con diabetes MODY3), segun datos obtenidos de NCBI (RefSeq).

de seleccion de las variantes genéticas de interés
para el presente estudio. Con este procedimiento se
seleccionaron nueve variantes genéticas asociadas
con CI de forma independiente de los FRCV.

En la tabla 2 se presentan los resultados de las
asociaciones de cada una de las nueve variantes se-
leccionadas con CI en la muestra ampliada del
WTCCC analizada en este estudio. En este analisis,
la mayoria de las variantes se asociaban con CI,
aunque dos variantes presentaban una asociacion
en la direccion esperada pero que no llegaba a la
significacion estadistica.

La figura 2A muestra la distribucion del numero
de alelos de riesgo en casos y controles. Se observa
la misma forma en esta distribucion para ambos
grupos, aunque con un desplazamiento hacia la de-
recha del nimero de alelos en los casos (media de
alelos de riesgo £ DE, 7,9 £ 1,8 en casos y 6,8 £ 1,8
en controles; p = 2 x 107!%). Para determinar si el in-
cremento de riesgo era constante en los diferentes
grupos definidos por el niamero de alelos, se calculo
la magnitud de riesgo de CI en cada grupo tomando
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como grupo de referencia el de siete alelos de riesgo
(mediana en controles). En la figura 2B se presenta
la OR y el valor del coeficiente de regresion (f) para
cada grupo respecto al grupo de referencia, el
cambio del valor de los coeficientes de regresion
(AP) entre categorias consecutivas, y el valor de p
de la prueba exacta de Fisher para diferencias entre
casos y controles. La figura 2A incluye una repre-
sentacion grafica de los valores de los coeficientes
de regresion obtenidos ().

El incremento de riesgo por incremento de alelo
parece constante en el intervalo de valores obser-
vado. Para cuantificar este incremento por alelo, se
consideré la variable numero de alelos de riesgo
como una variable continua y se estimo6 que la OR
por incremento de alelo era de 1,18 (intervalo de
confianza [IC] del 95%, 1,15-1,22; p = 2 x 107'%);
este modelo lineal explicaba un 92% de la variabi-
lidad de los valores de § obtenidos.

Cuando se realizaron estos andlisis ponderando
cada una de las variantes seleccionadas por la mag-
nitud de su efecto individual, los resultados fueron
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Catalogo de GWA del NHGRI

Criterios de inclusion/exclusion

(2.204 variantes genéticas)

(13 de enero de 2010) Fenotipos seleccionados:

- Coronary Artery Disease

- Coronary Disease

- Myocardial Infarction

v - Early onset Myocardial Infarction

21 variantes genéticas (inicas

Variantes con valor de p > 1 x 10en el estudio de descubrimiento:

» 3 variantes excluidas Variante genética Regidn cromosdmica Gen Factor de riesgo asociado
por valordep>1x10° rs17672135 1043 Intergénico NA

rs8055236 1623.3 Intergénico NA

rs638034 22012.1 Intergénico NA

A
18 variantes genéticas Unicas
Variantes capturadas por otra variante ya incluida:

i i Variante genética Regidn cromosomica Gen Factor de riesgo asociado
e XSy | rs10757278 9p21.3 CDKN2A/2B NA
rs4977574 9p21.3 CDKN2A/2B  NA

4 rs501120 10g11.21 CcXcL12 NA

15 variantes genéticas tnicas

Asociada con factores de riesgo cardiovascular o en LD con otra variante genética
asociada con factores de riesgo cardiovascular en este catalogo:

> g(;/ragls'clgct?ascie(;(:lgg)%as Variante genética Reglon cromosdmica Gen Factor de riesgo asociado
factores de riesgo rs646776 1p13.3 CELSR2, PSRC1 Colesterol total/LDL
g rs599839 1p13.3 PSRC1 Colesterol total/LDL
v rs11206510 1p32 3 PCSK9 Colesterol LDL
11 variantes genéticas tnicas rs2943634 2036.3 IRST1 Diabetes tipo 2/hipertension
2 variantes excluidas Variante genética situada dentro de un gen asociado con vias asociadas a factores
por estar localizadas de riesgo cardiovascular. Variantes en este grupo:
> en genes asociados Variante genética Regidn cromosomica Gen Factor de riesgo asociado
con factores de TIGSQO rs2259816 12q24.31 HNF1A Diabetes MODY 3
M rs1122608 19p13.2 LDLR Colesterol LDL

9 variantes genéticas seleccionadas

.

1517465637, rs6725887, rs9818870,
rs12526453, rs6922269, rs1333049,
151746048, rs17228212, rs9982601

Fig. 1. Diagrama de flujo del proceso realizado para la seleccion de las variantes genéticas en estudio.

TABLA 2. Asociacion entre las variantes genéticas seleccionadas y el riesgo de cardiopatia isquémica
en la muestra ampliada del consorcio de casos y controles del Wellcome Trust (WTCCC)

Resultados obtenidos en el estudio descubridor de la variante genética

y registrados en el catalogo de GWAS del NHGRI? Datos de asociacion obtenidos en este analisis®

Referencia Variante Region Genes cercanos Alelo OR Alelo  MAF MAF

genética cromosomica alavariante  Alelos de (IC del 95%) p menor controles casos  OR (IC del 95%) p EHW

identificada riesgo

4,6 rs17465637°  1g41 MIA3 C/A C 1,20(1,12-1,3) 1x10% A 0,287 0,251 1,24(1,13-1,36) 1x10° 0,894
4 rs6725887  2¢33.1 WDR12 T/C C 1,17(1,11-1,23) 1x10® C 0,133 0,142 1,09(0,98-1,21) 1x 10" 0,058
2 rs9818870  3g22.3 MRAS C/T T 1151,11-1,199 7x10™ T 0,153 0,169 1,12(1,02-1,23) 2x 102 0,528
4 rs12526453  6p24.1 PHACTR1 C/G C 1,12(1,08-1,17) 1x10° G 0,341 0,316 1,13(1,04-1,24) 4 x 10 0,927
6 rs1474787°  6¢25.1 MTHFD1L c/T T 1,23(1,15-1,33) 3x10® T 0,27 0,297 1,09(0,99-1,19) 1x 10" 0,557
3-6,8 rs1333049°  9p21.3 CDKN2A/2B  G/C C 147(1,27-1,7) 1x10™ C 0,478 0,445 1,43(1,28-1,6) 7x107"7 0,428
4,6 rs1746048° 10qg11.21 CXcL12 C/T C 117(1,11-1,24) 7x10° T 0,128 0,115 1,18(1,06-1,31) 2x 102 0,179
6 17228212 15q22.33 SMAD3 cT  C 1,21(1,13-13) 2x107 C 0,298 0,331 1,16(1,06-1,27) 1x10* 0,745
4 rs9978407¢ 21q22.11 SLC5A3, MRPS6 G/A A 120(1,14-1,27)6x 10" A 0,134 0,159 1,24(1,12-1,37) 1x10* 0,481

EHW: valor de p obtenido en la prueba para analizar el equilibrio de Hardy-Weinberg realizado en controles; IC: intervalo de confianza; MAF: frecuencia del alelo menor; OR:
odds ratio.

/alores descritos en el estudio de descubrimiento de la variante genética.

"Datos obtenidos en la muestra de 1.988 casos y 5.380 controles del estudio WTCCC? analizada.

“Variantes genéticas que se ha visto asociadas en mas de un GWAS. Los datos que se han incluido en esta tabla son los pertenecientes al primer estudio que defini6 la aso-
ciacion.

dVariantes genéticas que capturan respectivamente las variantes rs6922269, rs9982601 descritas en la base de datos de GWAS.

La region cromosomica y el gen presentados se extrajeron del catalogo de estudios de asociacion de genoma completo (GWAS) del NHGRI™, que a su vez extrajo la informa-
cion de UCSC Genome Browser y tal como se describia en el articulo respectivamente. Las asociaciones que se presentan son para un modelo de herencia aditivo, es decir,
que por cada copia del alelo de riesgo se ve incrementado el riesgo de cardiopatia isquémica segun se indica.
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A WTCCC1 Cl (n = 1.988) frente a WTCCC2 NBS + 58C (n = 5.361)
25 Distribucion del nimero de alelos de riesgo _E_ gontroles (58.C + NBS)
m Casos
20 [ 15
Tg’ 15 1
_g
= @
2 101 | 05
57 0
: i1
1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Namero de alelos de riesgo en las 9 variantes (18 alelos)
B Alelos controles, n €asos, n OR (IC del 95%) B AB p

1 1 1 3,13 (0,04-245,35) 1,141 1,603 4x107"

2 5 1 0,63 (0,01-5,62) -0,462 0,192 1x10

3 48 8 0,52 (0,21-1,13) —-0,654 -0,298 1x107

4 171 38 0,70 (0,47-1,01) -0,356 —0,042 5x1072

5 540 127 0,74 (0,58-0,93) -0,314 -0,231 7x1073

6 862 254 0,92 (0,77-1,11) —-0,083 -0,083 4x107"

[ 7 1.186 379 0 0 1 |«— Grupo de referencia

8 1.103 410 1,16 (0,99-1,37) 0,148 0,148 7x1072

9 791 389 1,54 (1,3-1,83) 0,432 0,284 5x107
10 435 230 1,65 (1,35-2,02) 0,501 0,069 7x107
11 160 107 2,09 (1,58-2,76) 0,737 0,236 2x107
12 50 32 2(1,22-3,23) 0,693 —0,044 4x107
13 8 11 4,3 (1,56-12,41) 1,458 0,765 2x107°
14 1 1 3,13 (0,04-245,35) 1,141 -0,317 4x107"

Fig. 2. A: distribucion del porcentaje de individuos segun el niimero de alelos de riesgo en la muestra analizada de casos y controles. B: magnitud de la aso-
ciacion entre la exposicion a diferentes categorias de nimero de alelos de riesgo y la presencia de cardiopatia isquémica definiendo como grupo de referen-
cia el de siete alelos de riesgo. AB: cambio en el coeficiente de regresion entre categorias de alelos consecutivas; p: coeficiente de regresion; 58C: controles
del estudio 1958 Birth Cohort Controls®?3; IC: intervalo de confianza; NBS: controles del estudio UK Blood Services Controls®; OR: odds ratio.

casi idénticos (OR por incremento de alelo = 1,18;
IC del 95%, 1,14-1,21).

No se observdé ninguna interaccion entre va-
riantes genéticas estadisticamente significativa, re-
sultado que también apunta a un efecto aditivo de
las variantes analizadas.

Los resultados del analisis definiendo cinco
grupos segun los quintiles de nimero de alelos de
riesgo y tomando como referencia el quintil con
menor numero de alelos se presentan en la fi-
gura 3A. Los incrementos del riesgo (AB) entre los
quintiles consecutivos son similares (incremento
medio de B, 0,198), y la OR observada entre los ex-
tremos es 2,21 (fig. 3B).

DISCUSION

En este estudio hemos seleccionado nueve va-
riantes genéticas asociadas con CI que, segin los
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conocimientos actuales, no estan relacionadas con
FRCV. Atendiendo a las recomendaciones de la
AHA sobre la evaluacién de nuevos biomarcadores
de riesgo, los datos de este estudio responden de
forma favorable a la primera fase de esta evalua-
cion, pues se observa que el nimero de alelos de
riesgo acumulado de estas variantes genéticas se
asocia con el riesgo de CI.

Hemos comprobado que la asociacion entre el
numero de alelos de riesgo y el riesgo de CI es lineal
y directa, de manera que a mayor numero de alelos
de riesgo, mayor la probabilidad de presentar CI.
Esta asociacion lineal se ha observado con otros fe-
notipos como presion arterial'® y diabetes mellitus!’.
En este estudio hemos considerado que el peso de
cada alelo de riesgo era similar y no hemos ponde-
rado el efecto de cada variante genética segun la
magnitud de su asociacion con CI, que se define por
el coeficiente de regresion. En un analisis de sensibi-
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A
3 —
Z‘;
g 2-
=
o«
O {
1-/ e }
[ I I I |
Q1 Q2 Qs Q4 Qs
Quintiles de alelos de riesgo
B
Quintil Alelos Controles, n Casos, n OR (IC del 95%) § AB p
Q1 1-6 1.627 429 1 0 0 -
Q2 7 1.186 379 1,21 (1,04-1,42) 0,191 0,191 1,6x107?
Q3 8 1.103 410 1,41 (1,21-1,65) 0,344 0,153 15x10°
Q4 9 791 389 1,87 (1,59-2,19) 0,626 0,282 3,7x107™
Qs 10-14 654 381 2,21 (1,87-2,61) 0,793 0,167 5,0 x 107

Fig. 3. A: odds ratio e intervalo de confianza del 95% de la asociacion entre quintiles de niimeros de alelos de riesgo y presencia de cardiopatia isquémica
tomando como categoria de referencia el quintil con menor nimero de alelos de riesgo. B: magnitudes de dichas asociaciones. f: coeficiente de regresion;
Ap: cambio en el coeficiente de regresion entre categorias de alelos consecutivas; 58C: controles del estudio 1958 Birth Cohort Controls®?3; IC: intervalo de

confianza; NBS: controles del estudio UK Blood Services Controls®; OR: odds ratio.

lidad, hemos realizado esta ponderacion segin los
coeficientes obtenidos en nuestro analisis, y los re-
sultados fueron similares a los presentados. Esta si-
militud de resultados obtenida al analizar el efecto
de varios alelos ponderando y no ponderando por
la magnitud de su asociaciéon también se ha obser-
vado en otros fenotipos, como la diabetes me-
litus'®.

Hemos observado que la magnitud de la asocia-
cion observada, determinada por el coeficiente de
regresion, es similar a la observada en algunos
FRCYV incluidos en las funciones de riesgo coro-
nario. Por ejemplo, en la funcién de riesgo de
Framingham y sus adaptaciones', la diferencia en
varones entre los coeficientes de regresion de los ex-
tremos de exposicion de la variable colesterol (< 160
y = 280 mg/dl) es 1,32 (que corresponderia a
RR = 3,74) y de la variable presion arterial (0ptima
y grado II-1II de hipertensién) es 0,62 (RR = 1,86).
En nuestro analisis, la diferencia entre los coefi-
cientes de regresion de las categorias extremas de
quintiles de numero de alelos es de 0,79 (OR = 2,2),
similar a los valores de la presion arterial, y consi-
derando el nimero de alelos y tomando como ex-
tremos los grupos de cuatro y doce alelos de riesgo,

la diferencia en los coeficientes de regresion es de
1,05 (OR = 2.,86), ligeramente inferior al del coles-
terol. Hay que tener en cuenta que una de las limi-
taciones de esta comparacion es que estamos com-
parando coeficientes de regresion obtenidos en
estudios de cohorte con otros obtenidos en estudios
de casos y controles, que suelen sobrestimar ligera-
mente la magnitud de la asociacion.

La siguiente fase en la evaluacion de estos bio-
marcadores genéticos es evaluar en estudios de co-
horte si contribuyen a mejorar la capacidad de pre-
diccion del riesgo coronario o la reclasificaciéon de
individuos, especialmente los que estan en riesgo in-
termedio’. Ya hay algunos estudios de cohorte que
han incluido una variante genética del cromosoma
9p21 en las funciones de riesgo sin que se observe
una mejora relevante en la capacidad de discrimina-
cion de los modelos predictivos® 2?2, probablemente
porque la magnitud de la asociacién de la variante
analizada es pequefa (riesgo relativo [RR] < 1,3).
Otros estudios han incluido una puntuacion de
riesgo genético basada en el numero de alelos de
riesgo acumulados en un individuo**%¢, con el ob-
jetivo de aumentar la magnitud de la asociacion
observada. Entre éstos hay cuatro estudios de

Rev Esp Cardiol. 2010;63(8):925-33 931



Lluis-Ganella C et al. Efecto aditivo de diferentes variantes genéticas en el riesgo de cardiopatia isquémica

cohorte*?¢, el primero basado en genes candidatos,
en el que se observo que la inclusion de una puntua-
cion de riesgo genético puede contribuir a mejorar
la capacidad de prediccion de las funciones de
riesgo clasicas®. En dos*** se incluian varios poli-
morfismos asociados con el metabolismo lipidico, y
se observd que la puntuacion de riesgo genético se
asociaba con el riesgo de sufrir un acontecimiento
cardiovascular, y aunque no mejoraban la capa-
cidad predictiva medida mediante el estadistico C,
si que mejoraba ligeramente la reclasificacion de in-
dividuos en categorias de riesgo. Una de las limita-
ciones de estos estudios es que la inclusion de mar-
cadores en las funciones de riesgo que estan
asociados con variables o factores ya incluidos no
introduce informacion adicional y complementaria,
pues no se consideran nuevas vias y otros meca-
nismos bioldgicos asociados con la enfermedad to-
davia no conocidos y no incluidos en las funciones
de riesgo. En el catalogo de GWAS del NHGRI se
incluyen 21 variantes genéticas asociadas con CI;
entre éstas, hemos identificado nueve que son inde-
pendientes de los FRCV y buenas candidatas para
incluirlas en una puntuacion de riesgo genético en
las funciones de riesgo coronario. Recientemente se
han publicado los resultados de un tercer estudio de
cohorte, el Nurse Health Study?, con seguimiento
de 19.313 mujeres, en el que los autores han utili-
zado una aproximacién similar a la que propo-
nemos. En un primer analisis incluyeron mas de
100 variantes genéticas y en el segundo, tinicamente
doce, en su mayoria independientes de los FRCV, y
analizaron si una puntuacion genética basada en el
numero de alelos de riesgo de estas variantes mejo-
raba la capacidad de prediccion o la reclasificacion
del riesgo coronario. Los resultados de este estudio
han sido negativos, aunque la validez externa de
estos resultados a la poblacion general es discutible.

Una de las limitaciones de nuestro estudio esta
relacionada con el andlisis de datos in silico del es-
tudio WTCCCS, en el que hemos tenido acceso a
datos individuales del genotipo de los participantes
y si presentaban o no CI, pero no hemos tenido ac-
ceso a otro tipo de datos individuales como la edad
o el sexo, que nos habrian permitido ajustar o estra-
tificar por este tipo de variables clinicas. De todos
modos, no hay datos que indiquen que la asocia-
cion entre las variantes genéticas seleccionadas y la
CI sea diferente en varones y mujeres.

CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio indican que este
tipo de puntuacion de riesgo genético de CI, basada
en el efecto aditivo y combinado de un numero de
alelos de riesgo en diferentes marcadores genéticos
independientes de los FRCV, se asocia con un

932 Rev Esp Cardiol. 2010;63(8):925-33

mayor riesgo de CI y responde de forma positiva a
la primera fase de evaluacién de un nuevo biomar-
cador propuesta por la AHA. Hace falta continuar
con las siguientes fases de evaluacion de este tipo de
biomarcador realizando estudios de cohorte de base
poblacional para determinar si mejora la capacidad
de discriminacion de las funciones utilizadas en la
prevencién primaria de la CI o la reclasificacion de
los individuos, especialmente los que estan en riesgo
intermedio, y definir la relevancia en la practica cli-
nica de este tipo de biomarcadores.
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