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Abreviaturas

%C porcentaje de cambio segun la concentracion final
%CM porcentaje de cambio segun la concentracidon media
Apo apoproteina

C cistina

CEPT (del inglés) proteina trasferidora de esteres de colesterol
CT colesterol total

D dosis media diaria de estatina

DM diabetes mellitus

DMSO dimetilsulféxido

DNA (del inglés) acido desoxirribonucleico

dNTPs trifosfodesoxirribonucleétidos

E.C. (del inglés) enzyme commission number, referencia al modo de clasificacion de
los enzimas

ECV enfermedad cardiovascular

FR factor de riesgo

G guanina

HDL (del inglés) lipoproteinas de alta densidad.

HMGCR 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa

HMGCR (-) RNA mensajero codificado por el gen HMGCR sin el exén 13
HMGCR (+) RNA mensajero codificado por el gen HMGCR nativo, con el exéon 13
IC95% intervalo de confianza 95%

IDL (delinglés) lipoproteinas de densidad intermedia

IMC indice de masa corporal

LCAT lecitina-colesterol-acil-transferasa

LDL (delinglés) lipoproteinas de baja densidad

LH lipasa hepatica

Lp(a) lipoproteina (a)
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LPL lipoproteina-lipasa
mRNA (del inglés) acido ribonucleico mensajero

noHDL colesterol (excluido el colesterol HDL)

OATP (del inglés) polipéptido trasportador de aniones organicos

OR odds ratio
pb pares de bases
PCR (del inglés) reaccion en cadena de la polimerasa

QM quilomicrén

RFLP (del inglés) fragmentos de restriccion de longitud polimérfica

rs (del inglés) reference SNP. Numeracion caracteristica e individual que representa

cada polimorfismo

SNP (del inglés) polimorfismo de un solo nucle6tido
AT cambio en el habito tabaquico

T timina

TG triglicéridos

UFRV Unidad Funcional de Riesgo Vascular

URF unidad relativa de fluorescencia

VLDL (delinglés) lipoproteinas de muy baja densidad
AA cambio habito endlico

AHe cambio en el gjercicio fisico

%IMC porcentaje de cambio en el indice de masa corporal

AR cambio normalizado de fluorescencia
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1.1 Lipidos y lipoproteinas

Los lipidos ejercen diversas funciones en el organismo: constituyen su reserva
energética, forman las bicapas lipidicas de todas las membranas celulares, son
moléculas precursoras de diferentes hormonas y tienen también una funcion

transportadora.

Son moléculas biolégicas muy complejas cuya caracteristica comun es que son
insolubles en agua y solubles en disolventes organicos, por lo que su transporte en
plasma se ve dificultado. Para facilitarlo, se unen a proteinas dando lugar a unas
estructuras llamadas lipoproteinas. Las lipoproteinas por tanto, estan formadas por un
componente lipidico y un componente proteico (1). EI componente lipidico esta
constituido principalmente por acidos grasos, acilglicéridos, fosfolipidos y colesterol, y
el componente proteico son las denominadas apoproteinas (Apo). Las Apo, ademas
de formar parte de la estructura de las lipoproteinas, cumplen una funcién esencial en
el metabolismo lipidico ya que facilitan el reconocimiento celular y actian como
cofactores de diversas enzimas implicadas en el proceso (2).

Estas lipoproteinas tienen una estructura micelar con una zona exterior polar formada
por proteinas y lipidos polares, como el colesterol no esterificado y los fosfolipidos, y
una zona interior apolar, formada por lipidos apolares como los triglicéridos (TG) y el

colesterol esterificado (imagen 1).

LIPOPROTEINA

Apoprotei
Fosfolipidos — pog;:)'”as

Imagen 1: Ejemplo de lipoproteina con el componente lipidico y el proteico

(http://las-hormonas.blogspot.com.es/2013/06/colesterol-el-padre-de-algunas-hormonas.html)

Las propiedades fisicoquimicas de las lipoproteinas vienen determinadas por su

composicion lipidica. Cuanto mayor sea la proporcion de lipidos apolares mayor sera
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el tamano de las micelas y menor sera la densidad de las lipoproteinas, y al revés. Las

lipoproteinas se clasifican en funcion de su densidad, como muestra la tabla 1.

Tabla 1: Clasificacion de las lipoproteinas.

Lipoproteina y

. Composicion lipidica Sintesis Funcién
densidad (g/ml)
Lipidos, vitaminas )
Qm ) Transporte de lipidos y
solubles y colesterol de Intestino .
< 0,950 . colesterol de la dieta
la dieta
) Transporte de restos de
QM remanentes Restos de lipidos y ) )
Residuos QM lipidos y colesterol de la
>0,950 colesterol .
dieta al higado
Transporte desde el
VLDL TG endogenos, Higad higado al tejido adiposo,
igado
0,96-1,006 fosfolipidos y colesterol g y del tejido adiposo al
6rgano de consumo
IDL
=VLDL y LDL Residuos de VLDL Similar a VLDL y LDL
1,006-1,019
LDL Transporte del colesterol
TG y 45% del colesterol Residuos IDL sintetizado desde el
1,063-1,109

higado a los tejidos

LDL remanente

TG y colesterol

Residuos IDL y VLDL

Transporte y liberacion

de los lipidos del higado

>1,006 enddgenos .
a los tejidos

HDL naciente Recoger lipidos y

Muy pobre Higado .
>1,210 colesterol de los tejidos
Transporte de lipidos y
HDL Lipidos, colesterol y ) colesterol de los tejidos

. De las HDL nacientes
1,125-1,210 fosfolipidos al higado para

eliminarlos

QM: quilomicrones VLDL: lipoproteinas de muy baja densidad IDL: lipoproteinas de densidad intermedia
LDL.: lipoproteinas de baja densidad HDL.: lipoproteinas de alta densidad TG: triglicéridos

A medida que va disminuyendo el contenido lipidico y aumentando el proteico, las

lipoproteinas van ganando densidad. Desde las VLDL, que estan compuestas por un

98% de lipidos y 2% de proteinas, hasta las HDL, que estan formadas por 45% de

lipidos y 55% de proteinas. En la tabla 2 se pueden ver las diferentes Apos y sus

principales caracteristicas.
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Tabla 2: Apoproteinas que forman parte de las lipoproteinas, lugar de formacion y

funcion.
Lipoproteina de la que
Nombre Sintesis Funcién
forma parte
Estructural y cofactor de la
A-l Intestino e higado HDL, QM y VLDL fosfatidilcolina-esterol-acil-
transferasa

Al Higado e intestino HDL y QM -

A-IV Intestino HDL y QM -

(a) Higado Lipoproteina (a) -

B-48 Intestino Qm Estructural

Estructural y reconocimiento
B-100 Higado VLDL, IDL y LDL
de receptores celulares

C- Higado e intestino VLDL, IDL, HDL y QM. -

C-l Higado e intestino VLDL, IDL, HDL y QM. Cofactor de la LPL
C-lil Higado e intestino VLDL, IDL, HDL y QM. Inhibe la LPL

Higado, intestino, pancreas,
D » HDL, VLDL,LDL e IDL -
rifién
Confiere la especificidad
E Higado y otros tejidos VLDL, QM, IDL y HDL para la unién a los

receptores celulares.

-. casos en los no esta clara la funcion de la Apo. QM: quilomicrones VLDL: lipoproteinas de muy baja
densidad IDL: lipoproteinas de densidad intermedia LDL: lipoproteinas de baja densidad HDL:

lipoproteinas de alta densidad LPL.: lipoproteina-lipasa

El componente proteico de las lipoproteinas es esencial debido a que ejercen como

cofactores de diversas enzimas implicadas en el metabolismo de los lipidos y también

en el proceso de sefializacion celular para su transporte.
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1.1.1 Metabolismo de las lipoproteinas plasmaticas

A continuacion se describe el metabolismo de las lipoproteinas plasmaticas (2), que se

muestra en la imagen 2.

Dietary Biliary

chaol Chig| e

LOL-C

Chylomicron
remnants

14 Chylomicrons

SEherol (- L]

Extrahepatic
tissues

Imagen 2: Metabolismo de las lipoproteinas
(http://www.mednet.cl/link.cgi/Medwave/Reuniones/medicina/2005/3/2526)

Quilomicrones (QM)

Los lipidos procedentes de la dieta son emulsionados e hidrolizados por las enzimas
pancreaticas, y a continuaciéon atraviesan la membrana del enterocito. Dentro de estas
células son esterificados y se unen a diversas Apo como la A-l y B-48, formandose los
QM nacientes. Los lipidos que incluyen los QM son esencialmente TG y también
pequefas cantidades de colesterol, ambos procedentes de la dieta.

Los QM nacientes pasan a la linfa, y de ésta, a través del conducto toracico, a la
sangre (3), donde incorporan Apos de las HDL como C-ll y E. La Apo C-Il es un
cofactor de la enzima lipoproteina-lipasa (LPL, E.C.3.1.1.34) localizada en el endotelio.
Al ser activada, la LPL hidroliza los TG de los QM, liberando los acidos grasos, que
son incorporados por los tejidos, donde seran empleados para producir energia o
seran almacenados, como ocurre en los adipocitos.

Los QM, una vez han cedido los TG, ceden también el colesterol esterificado,

fosfolipidos y Apo A y C de la superficie al plasma o a las HDL, dando lugar a las HDL

20



nacientes. Las lipoproteinas restantes son los QM residuales, muy ricos en colesterol
esterificado y Apo E, que seran degradados por el higado. Los receptores hepaticos
llamados “similares al receptor de LDL” reconocen los QM residuales gracias a la Apo
E, por lo que seran incorporados y degradados (4). A través de los QM se produce el
transporte de lipidos de la dieta, la conocida como via exégena del transporte de

lipidos.

Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)

Las VLDL se sintetizan en los hepatocitos a partir del colesterol y acidos grasos que
llegan al higado, y el colesterol y TG que alli son sintetizados. Su principal
componente son los TG.

En cada VLDL hay una molécula de Apo B-100. Cuando se liberan a la circulaciéon
sistémica, incorporan ésteres de colesterol a partir de las HDL gracias a la proteina
trasferidora de ésteres de colesterol (CEPT) y también Apo C-Il. La Apo C-Il favorece
la accion de la LPL por lo que, a partir de los TG, se liberan acidos grasos a los tejidos.
Una vez libres de los TG que se encontraban en su interior, las VLDL transfieren a las
HDL los componentes en exceso de su superficie (colesterol no esterificado,
fosfolipidos y Apo C) mediante la proteina transferidora de lipidos. Por su parte,
reciben de las HDL colesterol esterificado mediado por la lecitina-colesterol-acil-
transferasa (LCAT, E.C 2.3.1.43), convirtiéndose en las lipoproteinas de densidad
intermedia (IDL).

Lipoproteinas de densidad intermedia (IDL)

Son lipoproteinas de transicién entre las de muy baja y baja densidad, VLDL y LDL.
Sufren un rapido catabolismo, por lo que son escasas en plasma. Las IDL captan
colesterol esterificado desde las HDL por la LCAT. Pueden ser reconocidas por los
receptores hepaticos mediante la Apo E de su superficie y ser degradadas en el
higado, o pueden evolucionar a LDL si pierden lipidos y ceden Apo E a las HDL.

Las IDL pierden lipidos en el higado mediante la lipasa hepatica (LH, E.C 3.1.1.3) que
hidroliza los TG a acidos grasos libres. Una vez han perdido los acidos grasos, las IDL
pueden ser degradadas en el propio higado o transformarse en LDL y salir a la

circulacion.
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Lipoproteinas de baja densidad (LDL)

Las LDL derivan de las IDL, y se encargan de transportar el colesterol a los tejidos, ya
que éste es su principal componente. En su superficie, las LDL tienen Apo B-100, la
cual es reconocida por receptores especificos en todas las células y por receptores
hepaticos que reconocen tanto Apo E como Apo B-100.

Cuando una LDL se une al receptor de Apo B-100 en la superficie celular, el complejo
es internalizado por endocitosis, sufre degradacién lisosomal y se libera el colesterol al
citoplasma. Este colesterol provoca la activacion de la enzima colesterol-O-
aciltransferasa (E.C.2.3.1.26), que esterifica de nuevo el colesterol. El aumento de las
concentraciones citoplasmaticas de colesterol provoca la inhibicidon de la sintesis de
receptores de LDL, y en las células capaces de sintetizar colesterol inhiben la enzima
clave del proceso, la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa (E.C.1.1.1.34).

Por tanto, este mecanismo de regulacion, tanto de la sintesis de colesterol como de
receptores, permite que las concentraciones en plasma se mantengan constantes.

El caso de la incorporacién de LDL a los macréfagos es especial, independiente de
receptores de Apo B, y merece la pena sefialarlo debido a su implicacién en el
desarrollo de la aterosclerosis. Las macréfagos reconocen las LDL por medio de los
receptores scavenger y éstos no se ven regulados por la concentracion de colesterol
intracelular. Estos receptores reconocen particulas de LDL que han sufrido alguna
modificacién, como la oxidacién. Cuando las concentraciones de colesterol en plasma
son muy elevadas, las particulas de LDL sufren modificaciones y son incorporadas por
los macrofagos, que se cargan de estas particulas y degeneran a células espumosas.
El metabolismo de las VLDL, IDL y LDL esta involucrado en la via de transporte

endoégeno de lipidos.

Lipoproteinas de alta densidad (HDL)

Las HDL tienen como funcién principal la de transportar el colesterol desde los tejidos
periféricos al higado para que pueda ser degradado. Son sintetizadas en el higado o
en las células intestinales. Estan formadas principalmente por un nucleo de ésteres de
colesterol y un revestimiento compuesto de fosfolipidos, Apo A-l y Apo A-ll.

Llevan a cabo la recuperacion de colesterol intracelular mediado por receptores,
proceso en el cual actua también la Apo A-l.

Las HDL nacientes tiene una estructura discoide y estan compuestas principalmente
por fosfolipidos, colesterol no esterificado y Apo A. Cuando el colesterol no esterificado

alcanza la superficie de las HDL, se transforma en éster gracias a la LCAT, que
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transfiere un acido graso desde una molécula de lecitina a una de colesterol. Los
ésteres de colesterol se van acumulando en el nucleo y la lipoproteina va alcanzando
forma redondeada y un volumen cada vez mayor.

Poco a poco iran incorporando colesterol y Apo C-1l y A-l de los QM y de las VLDL, asi
como colesterol de las membranas celulares. Las HDL pueden regresar directamente

al higado para transportar los lipidos y transferirlos a otras lipoproteinas.

La unica manera de eliminar el exceso de colesterol es a través de su degradacion
hepatica, por lo que el exceso de colesterol de los tejidos periféricos debe ser
transportado hasta el higado para su eliminacion. A este proceso se le llama
transporte inverso del colesterol (5). Es el mecanismo de regulacion u homeostasis del
colesterol, y por tanto estd muy implicado en la evolucién e involucion del proceso de
aterosclerosis.

Este mecanismo esta mediado por las lipoproteinas HDL y se divide en tres pasos:
eliminacién de colesterol libre desde los tejidos al espacio extracelular, esterificaciéon
del colesterol y transporte de estos ésteres en el plasma, y excrecién a través de las
heces en forma de acidos biliares.

La primera etapa es el paso del colesterol no esterificado de las membranas celulares
a las HDL nacientes del medio extracelular. Se trata de un proceso bidireccional ya
que las HDL reciben colesterol pero también lo pueden liberar mediante procesos que
consumen energia. El transporte del colesterol a través de las membranas celulares se
ve facilitado por la proteina ABCA1 (ATP binding cassette transporter 1), cuya funcién
es regular el transporte de colesterol a través de la membrana en funcién de sus
concentraciones a ambos lados.

La interaccion de las HDL nacientes con ABCA1 activa una cascada de sefializacién
intracelular que provoca el desplazamiento del colesterol citoplasmatico hacia la
membrana celular, desde donde sera mas facil incorporarlo a las HDL.

Una vez el colesterol libre se encuentra en las HDL, es esterificado mediante la LCAT
en un proceso irreversible y dependiente de energia. La accion de la LCAT se
considera el mecanismo central del transporte de colesterol inverso y esta sujeta a un
estricto control. Una parte de los ésteres se transfiere a las VLDL por la CETP, de este
modo los ésteres pueden regresar al higado bien mediante la captacién de las VLDL
remanentes o bien después de convertirse las VLDL en LDL.

Las HDL también pueden dirigirse directamente al higado para que alli se produzca la
degradacién de colesterol. Las HDL son reconocidas por los hepatocitos mediante

unos receptores llamados SR-B1.
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En ultimo lugar, el colesterol en el higado debera ser convertido a acidos biliares para
poder ser eliminado en las heces, aunque se cree que también puede ser eliminado

por via intestinal (6).

1.2 Aterosclerosis

El término arteriosclerosis define, en general, el engrosamiento y aumento de rigidez
de la pared vascular. La forma mas comun de arteriosclerosis es la aterosclerosis,
enfermedad en la que se desarrollan placas de ateroma, lesiones en la capa intima de
arterias medianas y grandes, con depoésito de material lipidico. La imagen 3 muestra el

desarrollo de una placa de ateroma.
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Imagen 3: Secuencia progresiva en el desarrollo de una placa de ateroma

(http://enciclopedia.us.es/index.php/Aterosclerosis)

El proceso de aterosclerosis comienza con una disfuncién tisular de las células
endoteliales, la cual puede deberse a diferentes factores: inmunolégicos, quimicos,
como el monoxido de carbono, o incluso fisicos, como la hipertensién arterial.

Las LDL, y en menor medida también otras lipoproteinas como IDL o QM remanentes,
atraviesan la barrera endotelial hasta penetrar en la capa intima de la arteria. Algunas
lipoproteinas volveran a la circulacion, pero otras se quedaran retenidas en la capa
intima por la interaccién que se da entre los glicosaminoglicanos de esta capa y la Apo
B-100 de las lipoproteinas. Las LDL atrapadas sufren un proceso de oxidacién, lo que
desencadena un efecto inflamatorio y citotéxico que promueve la llegada de

monocitos.
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Los monocitos captan las particulas de LDL oxidado mediante los receptores
scavenger, convirtiéendose en células espumosas, y la acumulacién de células
espumosas en la intima conduce al desarrollo de estrias grasas, que poco a poco se
iran transformando en placas de ateroma. La placa de ateroma esta formada por un
nucleo lipidico con restos celulares, rodeado de tejido fibroso (7).

La aterosclerosis afecta generalmente a arterias de tamafio grande o medio como la
aorta, femorales, coronarias, etc. Los sintomas clinicos suelen aparecer cuando la
placa de ateroma tiene un tamafo suficiente para dificultar el paso de la sangre a
través de la arteria, lo que puede producir isquemia o necrosis del tejido irrigado.
También puede ocurrir que la placa se libere como un émbolo provocando la
obstruccién sanguinea en otro territorio. La imagen 4 muestra un vaso afectado por

aterosclerosis.
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Imagen 4: Obstruccién de una arteria por placa ateromatosa

(http://www.revespcardiol.org/es/obesidad-corazon/articulo/13191034/)
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1.3 Factores de riesqo cardiovascular

La enfermedad cardiovascular (ECV) es una de las causas mas importantes de muerte
en todo el mundo, especialmente en los paises desarrollados. En 2004, el niumero de
muertos al afio en Espafa por esta causa fue de 123.867, suponiendo el 33% del total
de defunciones (8). Segun los ultimos datos publicados en 2012 por el Instituto
Nacional de Estadistica, el nUmero de muertes debidas a enfermedades del sistema
circulatorio son el 31% del total, llegando a suponer el 37% en el grupo de edad
superior a 79 afios (9). Se estima que en el afio 2030 el numero de muertos por ECV

en el mundo alcanzara los 23,3 millones.

Un factor de riesgo cardiovascular es una caracteristica o elemento mesurable que
tiene una relacién causal con un aumento de la frecuencia de una enfermedad vy
constituye un factor predictivo independiente y significativo de riesgo de contraer una
ECV (10). Al tratarse de una probabilidad, la ausencia de los factores de riesgo no
excluye la posibilidad de desarrollar una ECV en el futuro, y la presencia de ellos
tampoco implica necesariamente su aparicidon, pero permiten identificar aquellos
individuos con mayor riesgo de desarrollarla sobre los cuales se podran tomar las
medidas oportunas (11).

Los factores de riesgo cardiovascular se pueden clasificar en mayores y menores. Los
mayores son: tabaquismo, hipertension arterial, elevadas concentraciones en suero de
colesterol total (CT) y colesterol unido a LDL (a partir de ahora LDL), bajas
concentraciones en suero de colesterol unido a HDL (a partir de ahora HDL), diabetes
mellitus (DM) y la edad avanzada.

Los factores menores se pueden clasificar en condicionales y predisponibles. Los
condicionales se han asociado a mayor riesgo de ECV pero no hay estudios
suficientes que cuantifiquen el riesgo, y los predisponibles son aquellos que empeoran
los factores mayores o independientes.

Se consideran factores de riesgo predisponibles la obesidad, la obesidad abdominal, el
sedentarismo, factores sociologicos, historia familiar de ECV y la raza. Y factores
condicionales, la presencia de elevadas concentraciones en plasma de TG,
homocisteina y lipoproteina a (Lp (a)), particulas pequefias de LDL y la presencia de
otros factores protrombéticos, como el fibrinbgeno, e inflamatorios, como la proteina C
reactiva (12).

Pero generalmente los factores de riesgo cardiovascular se clasifican en factores
modificables y no modificables. Las estrategias de prevencion de riesgo cardiovascular

se centran en los factores de riesgo cardiovascular modificables.
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1.3.1 Factores no modificables

La edad

El desarrollo de la placa de ateroma se lleva a cabo lentamente durante afios, de
manera que la placa va engrosando hasta que dificulta el paso de la sangre por el
vaso, 0 hasta que la placa se desprende y viaja por el torrente sanguineo para
depositarse en otra zona. Hasta este momento no hay manifestaciones clinicas.
Cuanto mayor sea el paciente, mayor probabilidad hay de que se haya desarrollado la
placa. Un estudio con aortas de cadaveres de todas las edades mostrd la relaciéon
existente entre el aumento del grosor de la capa intima de las arterias y la edad, asi

como una correlacién entre este grosor y el hecho de haber sufrido una ECV (13).

Sexo

El sexo masculino presenta mayor predisposicion para sufrir una ECV: se ha estimado
que, por término medio, los eventos cardiovasculares ocurren 10 afios antes en
hombres que en mujeres. Este hecho se habia asociado tradicionalmente a la
combinacion de factores sociales y biologicos (14), pero ultimamente se ha planteado
la hipé6tesis de que concentraciones de testosterona bajas en los hombres pueden

predisponer a sufrir un evento cardiovascular (15).

Antecedentes familiares

Se consideran como historia familiar de ECV prematura los infartos de miocardio y
muertes subitas del padre o familiares masculinos de primer grado que se hayan
producido antes de los 55 afios (16), o antes de los 65 en la madre o familiares
femeninos de primer grado. Se ha observado que un paciente tiene mayor
probabilidad de sufrir un evento cardiovascular si lo ha sufrido un familiar de primer
grado suyo, y el riesgo también aumenta cuanto antes se haya producido el evento. En
los hombres cuyo padre/madre haya sufrido una ECV, su riesgo de padecerla también
aumenta 1,8 veces (17).

Un caso muy conocido son las hiperlipidemias familiares, pero éstas sélo suponen el
10% de las ECV prematuras. Se cree que hay diversos genes implicados en este
proceso, pero no se conocen todos. Una de las regiones mas estudiadas por su
asociacion con el desarrollo prematuro de ECV es el loci 9p21, que parece codificar

para un RNA regulador (18).
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1.3.2 Factores modificables

Concentracién de colesterol unido a LDL en plasma superior o igual a 3,2 mmol/L

Segun las guias internacionales, el primer objetivo sobre el que intervenir para evitar la
ECV es la concentracion sérica de LDL. La lipoproteina LDL es la mas abundante y
claramente aterogénica, implicada directamente en el desarrollo de la placa de
ateroma (16).

Las poblaciones con mayor concentracién plasmatica de LDL desarrollan mas
frecuentemente eventos cardiovasculares. Este hecho se demuestra claramente en las
formas de hipercolesterolemia familiar de caracter hereditario, en las que hay unas
elevadas concentraciones de LDL y precoz desarrollo de aterosclerosis. Por el
contrario, no se ha observado un efecto perjudicial por presentar concentraciones
bajas de LDL, de hecho individuos con bajas concentraciones de LDL suelen ser mas
longevos.

Diversos estudios como el Framingham Heart Study (19), el Multiple Risk Factor
Intervention Trial (20) y el Lipid Research Clinics (21, 22) muestran la relacion que
existe entre las elevadas concentraciones de LDL y el desarrollo de ECV en pacientes
inicialmente libres de ella.

El control de las concentraciones de LDL inhibe el desarrollo de la placa de ateroma
en edades tempranas. En los casos de aterosclerosis avanzada en los que la placa
esta ya formada, este control promueve su estabilizacién e inhibe el desarrollo de
eventos isquémicos agudos.

La concentracién de LDL es el principal objetivo en todas las guias para el descenso
de riesgo cardiovascular, incluyendo la NCEP-ATP Il (16), donde se recomienda que

las concentraciones de LDL estén situadas por debajo de 3,2 mmol/L.

Concentracioén de triglicéridos en plasma superior o igual a 1,7 mmol/L

Diversos estudios han puesto de manifiesto una relacibn positiva entre la
concentracién plasmatica de TG y el riesgo cardiovascular (23-25).

Las lipoproteinas ricas en TG como las IDL y VLDL favorecen el desarrollo de la placa
de ateroma en la capa intima de la arteria por lo que son pro-aterogénicas.

Diversos factores promueven las concentraciones elevadas de TG en plasma, como el
sobrepeso, el sedentarismo, el habito tabaquico, el consumo excesivo de alcohol e
hidratos de carbono en la dieta, algunas enfermedades concomitantes y diversos

tratamientos. Se sabe que también hay aspectos genéticos que influyen en su
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concentracion plasmatica (26). Una concentracion de TG superior a 1,7 mmol/L se
considera como un riesgo, por implicar la presencia de lipoproteinas aterogénicas, o
su asociacion con otros factores que aumentan el riesgo como el tabaquismo o la
hipertension (16). Son también diana para el cambio en el estilo de vida y para

farmacos destinados a disminuir su concentracion.

Concentracién de colesterol unido a HDL en plasma inferior o igual a 1 mmol/L

Las concentraciones plasmaticas bajas de HDL, se consideran un riesgo
independiente para el desarrollo de ECV. Por el contrario, las concentraciones altas
reducen el riesgo (16). Se estima que un descenso de un 1% en las concentraciones
plasmaticas de HDL conlleva un aumento del riesgo de 2-3% (27). No se conoce muy
bien el mecanismo por el que disminuye el riesgo, pero se cree que se debe a que es
la lipoproteina encargada del transporte inverso del colesterol, por lo que podria retirar
el exceso de colesterol de las células espumosas de la lesidbn ateromatosa (28). Por
otra parte, también se cree que ejerce un papel antioxidante y antiinflamatorio, lo que
inhibiria la aterogénesis (29-31).

Diversos estudios con genes relacionados con la deficiencia de HDL muestran el
aumento en el riesgo cardiovascular, pero no asi otros trabajos, por lo que el papel
genético no esta aun claro (32-34).

De todas maneras, las bajas concentraciones de HDL generalmente correlacionan con
concentraciones elevadas de TG y LDL, las cuales estan claramente considerados

factores independientes de riego cardiovascular.

Concentracién de colesterol no unido a HDL en plasma superior o igual a 3,4 mmol/L

A la suma del colesterol unido a VLDL y LDL se le denomina colesterol no unido a
HDL (noHDL) y constituye el conjunto de las lipoproteinas aterogénicas. Se calcula
restando al colesterol total (CT) el HDL.

Se emplea sobre todo en las situaciones en las que las concentraciones de TG son
muy altas, lo que imposibilita el calculo del LDL.

Hay poco estudios que hayan analizado la capacidad predictiva del colesterol noHDL
vs el LDL en pacientes con hipertrigliceridemia, pero algunos autores postulan que
debido a la interrelacion del noHDL con el HDL y el CT, no es un factor independiente
en la prediccion del desarrollo de ECV (16). Otros trabajos en cambio, si muestran la
relevancia de esta magnitud en el desarrollo de la ECV (35), y algunos incluso

postulan que es mas correcto el uso del noHDL para la estimacién del riesgo en la
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practica clinica que el LDL (36, 37). Ademas, es conocido que el noHDL esta muy
correlacionado con las concentraciones de Apo B, que es la Apo mas asociada a la
aterogénesis (38, 39). Por eso, ya que en muchos laboratorios no es posible la
determinacion de Apo B, se propone la determinacion del noHDL en su lugar.

Por otra parte en situaciones en que los TG estan elevados, aumentan las particulas
de VLDL (40), por lo que la estimacion del riesgo mediante el noHDL seria mas
adecuada que mediante el LDL.

Se ha propuesto que el noHDL sea la segunda diana terapéutica para disminuir el
riesgo cardiovascular, porque es conocido que el efecto de las estatinas implica tanto
al LDL como al VLDL. No se han hecho muchos estudios que midan la disminucién del
noHDL en vez de la del LDL para valorar la disminucion del riesgo cardiovascular, pero

se cree que en los casos de hipertrigliceridemia la medida de noHDL seria mas veraz.

Hipertensién arterial

Se considera que existe hipertension cuando la presion sanguinea en arteria supera
los 140 mmHg de presion sistdlica o 90 mmHg de presién diastélica, o cuando se esta
en tratamiento con farmacos antihipertensivos. Numerosos estudios han demostrado
la relacion existente entre la presion sanguinea alta y el desarrollo de ECV (41).

Esta asociacion se da tanto para hombres como para mujeres, y para todas las

edades.

Tabaquismo

Existe una fuerte asociacion entre el consumo de tabaco y el aumento del riesgo de
ECV. Se ha demostrado que el cese de su consumo conlleva también una importante
disminucién del riesgo, y esto ocurre tanto en hombres como en mujeres (42, 43).
Ademas, se ha observado que el descenso del riesgo ya es evidente a los pocos

meses de haber dejado de fumar (44).

Diabetes Mellitus

Este término engloba una serie de trastornos metabdlicos que cursan con
concentraciones elevadas de glucosa en plasma. Pueden deberse a la falta de
secrecion de insulina, a la falta de su accion o a la combinacién de ambos. Se

considera que un paciente es diabético cuando presenta una concentracion de glucosa
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plasmatica en ayunas superior a 7 mmol/L o una hemoglobina glicosilada superior a
6,5% (45).

Se ha observado que el riesgo de sufrir enfermedad coronaria aumenta en los
pacientes diabéticos, especialmente en mujeres (46). Esto ocurre tanto en los que
padecen tipo | (47) como tipo Il (48). Muchos pacientes con diabetes tipo Il presentan
microalbuminuria, un signo de lesion vascular en el glomérulo. No so6lo se ha asociado
la microalbuminuria al futuro fallo renal, sino que también diversos estudios
epidemiolégicos la asocian al desarrollo de aterosclerosis, enfermedad coronaria y
otras enfermedades vasculares (49). Un buen control de la concentracién de glucosa

en suero en estos pacientes ayuda a reducir el riesgo de sufrir una ECV.

Obesidad

El indice de masa corporal (IMC) se calcula dividiendo el peso entre la altura al
cuadrado. Un paciente es obeso cuando presenta un IMC superior a 30 kg/m?, y tiene
sobrepeso cuando éste se encuentra entre 25-29,9 kg/m?.

La obesidad es un factor independiente de riesgo cardiovascular, pero también es un
factor de riesgo de mortalidad por otras causas, ya que las personas con obesidad
presentan riesgo de desarrollar otros factores que contribuyen al desarrollo de ECV,
como la dislipemia, la hipertension o la diabetes tipo Il. El estudio Framingham (19)
demostré que el exceso de peso es un fuerte predictor de ECV, y posteriormente en

otros estudios se ha comprobado esta asociacion (50, 51).

Sedentarismo

La inactividad fisica esta relacionada con el riesgo de desarrollar una ECV. Por el
contrario, se ha demostrado que la practica de ejercicio reduce el riesgo debido a que
disminuye las concentraciones de LDL y TG en plasma, aumenta el HDL, disminuye la
presion sanguinea e incluso favorece la sensibilizaciéon a la insulina. Muchos estudios
observacionales muestran los efectos beneficiosos de la practica de ejercicio fisico
(52, 53).

Probablemente el mecanismo por el que el ejercicio fisico disminuye el riesgo
cardiovascular es multifactorial, ya que no se han identificado mecanismos concretos.
Se cree que podria estar relacionado con las modificaciones hemodinamicas que se
producen durante el ejercicio, y con que el aumento de la vasodilatacion provoca la

expresion de genes antiaterogénicos (54).
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La practica de ejercicio fisico es uno de los mas importantes factores modificables, y
uno de los habitos de vida en los que antes se incide para hacer disminuir el riesgo

cardiovascular (55).

Dieta

Otro de los factores de riesgo en que mas se incide es en la dieta. Diversos estudios
han puesto de manifiesto que una dieta rica en acidos grasos saturados y colesterol
favorece el desarrollo de ECV porque favorecen los perfiles lipidicos aterogénicos (56).
En cambio dietas ricas en acidos grasos omega 3, frutas y verduras son beneficiosas

(57), tanto en pacientes con antecedentes de enfermedad vascular o sin ellos.

1.3.3 Factores de riesgo cardiovascular emergentes

Los factores de riesgo anteriormente presentados explican el 50% del riesgo en la

poblacion, por lo que deben existir otros factores de riesgo todavia no identificados. A

estos factores se les llama factores de riesgo cardiovascular emergentes y se pueden

dividir en tres categorias: factores lipidicos, factores no lipidicos y enfermedad

aterosclerética subclinica (16).

Se aplican los mismos criterios a los factores emergentes que a los mayores para

averiguar su significacion clinica;

e Poder predictivo significativo e independiente de otros factores de riesgo mayores.

e Alta prevalencia en la poblacién, para justificar su medida o estudio.

e Su estudio o medida en el laboratorio debe estar estandarizada, ser de bajo coste
y accesible a todos los clinicos, tener valores de referencia establecidos y ser
estable.

e Por ultimo también es recomendable, aunque no necesario, que su variacion
suponga una disminucién del riesgo en ensayos clinicos.

Se consideran factores de riesgo emergentes lipidicos las lipoproteinas remanentes, la

Lp(a), las particulas pequefias de LDL, las subespecies de HDL, las Apo B y A-l y el

cociente entre el CT y el HDL.

Se consideran factores de riesgo cardiovascular emergentes no lipidicos, la

concentracion de homocisteina en plasma, diversas moléculas implicadas en el

proceso de trombogenésis como el fibrinégeno o algunos factores de la coagulacion,
marcadores de la inflamacién como la proteina C reactiva y estados fisiologicos como

la intolerancia en ayunas a la glucosa.
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En un futuro, puede que estas magnitudes formen parte del perfil lipidico para el
estudio del riesgo cardiovascular, y ya hoy en dia algunas se pueden solicitar en los
laboratorios.

Las personas con aterosclerosis subclinica avanzada presentan mayor riesgo de
desarrollar un evento coronario grave que las que presentan aterosclerosis menos
severa. Por eso la aterosclerosis avanzada se debe considerar como un factor de
riesgo cardiovascular emergente. Se puede evaluar el grado de aterosclerosis de
diversas maneras, como mediante el indice de presién arterial tobillo-brazo, pruebas

de isquemia miocardica o pruebas para evaluar la estabilidad de las placas de ateroma

1.4 Calculo del riesgo cardiovascular

Las guias de prevencion de riesgo cardiovascular recomiendan usar “scores” o
puntuaciones de riesgo, que permitan identificar los individuos con elevado riesgo de
sufrir un evento vascular, los cuales se pueden beneficiar del tratamiento. Existen
diferentes maneras de calcular el riesgo que tiene el individuo de sufrir un evento
cardiovascular en los proximos 10 afios (58). El modo de céalculo mas habitualmente
empleado es el de Framingham, el Framingham Risk Score o FRS (59). En Estados
Unidos la mayoria de guias que recomiendan el tratamiento con estatinas lo hacen
basandose en este calculo (60, 61) que utiliza puntuaciones de una serie de variables
como son: edad (35-74 afios), sexo, CT, HDL, presion arterial sistolica, tabaquismo
(si/no), diabetes (si/no) e hipertrofia ventricular izquierda (si/no), con las que se calcula
el riesgo a los 10 afios de sufrir una angina estable, un infarto de miocardio o muerte
coronaria (62).

El FRS se estimé con una poblacion blanca de edad media de 49 afios, con edades
comprendidas entre los 30 y los 79 afios, por lo que en funcién de la poblacién a la
que se quiera aplicar seran necesarias ciertas modificaciones.

Existen otras escalas de calculo del riesgo vascular derivadas de la de Framingham,
como son las de Anderson et al. (63), Wilson et al. (59) o Grundy et al. (64), de las que
se ha verificado que se pueden emplear en diversas areas como Espafia. Indican
igualmente el riesgo de padecer un evento vascular en los préximos diez afios. En el
caso de poblacion europea, se tomaron datos de 12 cohortes a partir de los cuales se
ha desarrollado una escala que estima el riesgo cardiovascular y cerebrovascular: es
el proyecto SCORE (Systematic Coronary Risk Evaluation) que tiene diversas
versiones en funcién de los paises con baja o alta incidencia de eventos

cardiovasculares (65).
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Al estar basadas en poblacibn americana, estas escalas tienden a sobrestimar el
riesgo en los paises con baja incidencia de cardiovascular, como Espana. Para
solucionar el problema, se ha intentado calibrar la escala de Wilson con los datos del
registro de Gerona de enfermedades del corazén, mas conocido como REGICOR (66).
Para los Hospitales del Institut Catala de la Salut, dentro de los cuales se encuentra el
centro en el que se ha llevado a cabo este estudio, se recomienda para el calculo del
riesgo vascular la escala REGICOR. Segun esta escala, existen cuatros tablas para
estimar el riesgo de sufrir una enfermedad coronaria en diez afios para hombres y
mujeres diabéticos y no diabéticos, en funcion de la edad, la presion arterial sistélica,

la concentraciéon de CT y el tabaquismo.

1.5 Dislipemias: descripcion y clasificacion

Se considera dislipemia cualquier alteracion del metabolismo lipidico. Existen
diferentes maneras de clasificar las dislipemias: en funcion de la lipoproteina afectada,
de la causa de la dislipemia, o segun el fenotipo.

El primero en realizar una clasificacion sistematica de las dislipemias fue Fredrickson
(67), que las clasific6 basandose en la movilidad electroforética de las lipoproteinas
presentes en el plasma de los pacientes. Posteriormente, esta clasificacion fue
modificada por expertos de la OMS (68).

La tabla 3 muestra la clasificacién de Fredrickson-OMS para las dislipemias en funcién

de las lipoproteinas alteradas.

Tabla 3: Clasificacion de las dislipemias de Fredrickson-OMS

. Lipoproteina Lipidos
Fenotipo Aspecto suero
aumentada aumentados
Lechoso, tras reposo capa cremosa y
| QM TG
resto transparente
lla LDL Colesterol Transparente
lib LDL y VLDL Colesteroly TG Transparente o ligeramente opalescente
Opalescente, puede aparecer capa
11l IDL Colesteroly TG
cremosa tras reposo
Opalescente, no aparece capa cremosa
v VLDL TG
tras reposo
TG, a veces Opaco, tras reposo capa cremosa y resto
\' QMy VLDL
colesterol transparente

QM: quilomicrones VLDL: lipoproteinas de muy baja densidad IDL: lipoproteinas de densidad intermedia

LDL: lipoproteinas de baja densidad HDL.: lipoproteinas de alta densidad. TG: triglicéridos
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Segun la causa, las dislipemias se pueden clasificar en primarias o secundarias. En
las primarias la causa no se conoce o es genética (69), y en las secundarias la causa
es una enfermedad o algun factor externo capaz de alterar el metabolismo lipidico
(70).

La clasificacion que mas se usa actualmente es la que utiliza el fenotipo en sangre
periférica, basandose en el componente lipidico que esté aumentado; el CT, los TG o
ambos. Esta es la clasificacion empleada en este trabajo, que se centra
principalmente en las hipercolesterolemias, y ademas se describen brevemente las

hipertrigliceridemias.

1.5.1 Dislipemias primarias

1.5.1.1 Hipercolesterolemias

Las hipercolesterolemias primarias son alteraciones del metabolismo lipidico que
cursan con aumento de las concentraciones plasmaticas de CT, y que responden a
una causa genética o desconocida. Existen diferentes tipos de hipercolesterolemia
primaria como: la hipercolesterolemia familiar, el defecto familiar de Apo B-100, la

hipercolesterolemia poligénica y la hiperlipemia familiar combinada.

o La hipercolesterolemia familiar es una enfermedad genética, de herencia

autosomica dominante debido a mutaciones en el gen del receptor de LDL. Existen
diferentes mutaciones que pueden causar esta enfermedad, pero en Espafia se
considera que tres de ellas son las responsables del 40% de los casos de
hipercolesterolemia familiar que se producen. Se cree que es la enfermedad
monogénica de mayor prevalencia en humanos: se estima que una de cada 500
personas es heterocigota para una de estas mutaciones y una de cada millén
homocigota. Debido a la mutacién en el receptor LDL, se produce una disminucion del
aclaramiento hepatico del LDL, por lo que aumenta la concentraciéon plasmatica de CT
y su deposito en los tejidos, aumentando el riesgo de sufrir una ECV (71). Los
individuos con hipercolesterolemia familiar presentan concentraciones plasmaticas de
CT muy elevadas desde la infancia, manifestaciones cutaneas como las xantelasmas

o el arco corneal, y tendinosas como los xantomas (72).

o El defecto familiar de Apo B-100 se describié en 1989 y es una enfermedad

autosomica dominante debida a una mutacion en el gen de la Apo B-100. Esta
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mutacion afecta a una zona de reconocimiento del receptor de las LDL. Por lo tanto,
estas Apo B-100 defectuosas permaneceran en sangre porque no se podran unir a su
receptor (73, 74). Las manifestaciones clinicas y bioquimicas son idénticas a las de la

hipercolesterolemia familiar, por lo que el diagnéstico definitivo es genético.

. La hipercolesterolemia poligénica es la mas frecuente de Ilas

hipercolesterolemias primarias, representando el 85% de ellas. Afecta al 4% de la
poblacion general. En este caso, la hipercolesterolemia es el resultado de la
interaccion entre factores genéticos, ambientales y sociales. Se manifiesta en la edad
adulta presentando elevadas concentraciones de CT en plasma, pero no tan altas
como en el caso de la hipercolesterolemia familiar monogénica. Es rara la presencia
de xantomas tendinosos o el arco corneal (75). La presencia de esta enfermedad
produce un aumento del riesgo de sufrir una ECV, sobre todo a partir de los 50 afios,

pero no tanto como en el caso de la hipercolesterolemia familiar.

o La hiperlipemia familiar combinada se caracteriza porque en las familias

afectadas se presentan sujetos con los tres diferentes fenotipos; hipercolesterolemia
aislada por aumento exclusivo de LDL, hipertrigliceridemia aislada por aumento
exclusivo de VLDL y fenotipos combinados que dan lugar a dislipemia mixta. Fue
descrita en 1972 por Rose et al. (76). La alteracion que principalmente se produce es
el aumento de la sintesis hepatica de Apo B y VLDL, con un aclaramiento defectuoso
de los TG plasmaticos. No presentan xantomas, pero pueden presentar xantolemas.

Se asocia a un aumento del riesgo de ECV y cominmente se encuentra asociada a
otras alteraciones metabodlicas como la hiperuricemia, hipertensién, obesidad o
diabetes. No existe una prueba diagnéstica definitiva, se cree que puede haber genes
implicados en su desarrollo (77) pero actualmente para el diagndstico es necesario la

evaluacién de las magnitudes bioquimicas y el estudio de los familiares.

1.5.1.2 Hipertrigliceridemias

El otro tipo de dislipemia primaria es la hipertrigliceridemia, que se define cuando la
concentracion plasmatica de TG es superior a 2,3 mmol/L. Si las concentraciones
elevadas de TG se acompafian de concentraciones también elevadas de LDL o de
IDL, se tratara de hipertrigliceridemias mixtas.

Las hipertrigliceridemias pueden clasificarse en primarias o secundarias (78). La
mayoria de las hipertrigliceridemias sin aumento de LDL se deben a causa

secundarias como consumo excesivo de alcohol, de carbohidratos en la dieta, a la
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resistencia insulinica o al consumo de diversos farmacos. Las hipertrigliceridemias
primarias se clasifican en funcién de la lipoproteina aumentada. Si las lipoproteinas
aumentadas son los QM se denomina sindrome de hiperquilomicronemia y puede
deberse a un déficit de LPL o al déficit de Apo C-Il. Si se debe al aumento de VLDL se
denomina hipertrigliceridemia familiar o esporadica y si se debe al aumento de las IDL
se denomina disbetalipoproteinemia (79). Las hipertrigliceridemias pueden deberse al
aumento de los TG transportados por los QM, al aumento de los TG transportados por

las VLDL, o a ambos.

1.5.1.3 Dislipemias mixtas primarias

En ocasiones ocurre que la hipercolesterolemia familiar combinada se presenta con
concentraciones plasmaticas elevadas de CT y TG, pero esta situacion no se
considera como dislipemia mixta pura. En cambio, si se considera dislipemia mixta
pura la hiperlipoproteinemia tipo Ill. Es un trastorno del metabolismo lipidico de causa
genética, en el que se presentan concentraciones realmente elevadas de CT y TG.
Fue descrita por primera vez en 1952 por Gofman (80), y después fue mejor
caracterizada por Fredrickson (67), que la denominé hiperlipoproteinemia tipo 11l

En esta dislipemia las concentraciones de CT y TG se ven aumentadas debido al
aumento de las lipoproteinas remanentes IDLs. Estas IDLs proceden de los QM de
origen intestinal y del catabolismo de las VLDL.

En esta enfermedad existe una alteracién genética que afecta a la Apo E, la cual es
imprescindible para la unién de las lipoproteinas ricas en TG a sus receptores
hepaticos una vez se han transformado por la LPL endotelial.

La Apo E es polimérfica en la poblacién. Las variantes mas estudiadas son las
denominadas E3, E2 y E4. ComUunmente se ha asociado a los individuos homocigotos
para E2 a la hiperlipoproteinemia tipo Il (81). Es caracteristica de esta forma de
dislipemia la presencia de depésitos lipidicos en los surcos de las manos, los
xantomas de las estrias palmares. La hiperlipoproteinemia tipo Il predispone a sufrir

eventos isquémicos principalmente cardiacos y periféricos.

1.5.2 Dislipemias secundarias

Existen diferentes causas de alteracion del perfil lipidico. A continuacién se describen
algunas de ellas.
El consumo de alcohol es una de las causas mas comunes de hipertrigliceridemia. En

general, el consumo de alcohol produce un ligero y transitorio aumento de los TG
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después de la ingesta. Su efecto se ve potenciado si se ingiere acompafiado de
comidas ricas en grasas. Los pacientes con hiperlipemias genéticas son
especialmente sensibles al consumo de alcohol.

Otros factores que causan hiperlipemia secundaria son la obesidad y la DM, asi como
el hipotiroidismo. Es muy comun que pacientes con hipotiroidismo primario presenten
un aumento de LDL y muchos presentan ademas hipertrigliceridemia.

Ya que el hipotiroidismo es un enfermedad muy prevalente, es aconsejable medir la
concentracion de TSH en plasma en los pacientes en los que se halle
hipercolesterolemia de novo, o cuando en un paciente hipercolesterolémico tratado
con estatinas se observe una pobre respuesta terapéutica o manifestaciones de
miopatia.

También se han detectado casos de hiperlipemia inducida por el consumo de un
farmaco, como las hormonas sexuales femeninas, los antihipertensivos o los farmacos

antirretrovirales.

1.6 Tratamiento de las dislipemias

1.6.1 Criterios para el tratamiento de las dislipemias

Como ya se ha visto en el apartado anterior, el riesgo cardiovascular es diferente de
un individuo a otro y esto condiciona las medidas de tratamiento.

En primer lugar se deben descartar las causas de dislipemia secundarias como son la
DM, el hipotiroidismo, la nefropatia, las hepatopatias, las diarreas aberrantes y el
consumo de alcohol o farmacos. Después se evaluara el riesgo asociado a la
dislipemia valorando el perfil lipidico del paciente y la existencia de otros factores de
riesgo cardiovascular. En funcion de éstos, se tomaran las decisiones terapéuticas.
Para decidir el tratamiento que se debe aplicar en cada caso existen diferentes
documentos y recomendaciones de sociedades cientificas para la prevencion
cardiovascular. La mas empleada es la guia NCEP-ATP Ill (16). Debido al caracter
multifactorial de la ECV, los criterios de intervencién dietética y farmacolégica vendran
determinados por la valoracién del riesgo global.

La tabla 4 muestra los criterios de la NCEP-ATP Il para el tratamiento de la
hipercolesterolemia en funcion de las concentraciones de LDL y los demas factores de

riesgo, tanto para prevencién primaria como para prevencion secundaria.
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Tabla 4: Criterios para el tratamiento de la hipercolesterolemia segun la NCEP-ATP IlI.

Concentracion de LDL
Concentracion de LDL

i . Objetivo de LDL (mmol/L) para indicar o
Categoria del riesgo (mmol/L) para indicacion
(mmol/L) cambios en el estilo de .
. farmacolégica
vida
Enfermedad coronaria o
equivalentes <2,6 22,6 23,4
(RC >20%)
RC 10-20% 23,4
26 mas FR <34 23,4
RC <10% 24,1
061FR <4,1 24,1 24,9

RC: riesgo coronario FR: factor de riesgo. LDL: colesterol LDL

Es importante diferenciar entre prevencion primaria y prevencion secundaria.

La prevencion primaria trata de evitar la ECV en individuos en los que no se ha
producido ningun evento, con el principal objetivo de reducir los factores de riesgo. En
cambio la prevencion secundaria es la que se lleva a cabo en pacientes que ya tienen
establecida la ECV, y que tienen riesgo de sufrir un evento recurrente (16).

En los ultimos afos a raiz de los datos obtenidos en estudios como el Heart Protection
Study y el PROVE-It, que demuestran una relacion lineal entre las concentraciones de
LDL y el riesgo cardiovascular, se considera que el objetivo de LDL podria disminuirse
hasta 1,8 mmol/L (16). Este valor se estableceria para pacientes con un riesgo
vascular debido a la presencia de varios factores de riesgo, en especial la DM, la
existencia de varios factores de riesgo mal controlados, especialmente el tabaquismo,
y la presencia de varios factores de riesgo del sindrome metabdlico.

Existen factores que modulan los criterios para la intervenciéon farmacolégica, sobre
todo cuando las concentraciones de LDL se encuentran en el limite para el
tratamiento. Por ejemplo, la presencia de sedentarismo, obesidad o el aumento de los
valores de las magnitudes bioquimicas consideradas factores de riesgo emergente,
aconsejan la instauracion del tratamiento.

Existen también algunos casos especiales. Por ejemplo, los pacientes con dislipemias
por causas genéticas son portadores de defectos genéticos que favorecen la aparicién
temprana de aterosclerosis, por lo que se tendra que ser mas estricto, aun cuando no
existan otros factores de riesgo. En el caso de los diabéticos, se considera la DM

como si fuera una situacién de prevencién secundaria.
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1.6.2 Las estatinas, mecanismo de accion

El uso de las estatinas se ha incrementado enormemente debido a su eficacia para el
tratamiento de la hipercolesterolemia. Se estima que en todo el mundo unos 100
millones de personas toman estatinas para reducir el riesgo cardiovascular (82).
Diversos estudios han demostrado la relacién lineal que existe entre la disminucién de
la concentracidon de LDL y la del riesgo de sufrir un evento cardiovascular (83).
Ademas, las estatinas tienen efectos beneficiosos sobre todo el perfil lipidico y sobre
los marcadores de inflamacién, inmunidad y estrés oxidativo. También reducen la
incidencia de infartos y la respuesta inflamatoria a la sepsis (84).

Las estatinas producen efectos diferentes en los pacientes, debido a causas genéticas
y también a que hay diferencias en la adhesién al tratamiento a causa de los efectos
secundarios que puede provocar, principalmente mialgias y miopatias (85).

Son farmacos hipocolesterolemiantes potentes ya que inhiben de forma reversible y
competitiva la conversion enzimatica del sustrato 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA en
mevalonato, que es el precursor limitante de la produccion intracelular de colesterol.
Debido a esta inhibicidén, se produce una deplecién de la concentraciéon intracelular de
colesterol que desencadena un aumento de la expresion de los receptores de LDL, y
en consecuencia, un aumento del aclaramiento plasmatico del LDL y de las particulas
remanentes de las lipoproteinas ricas en TG. La eficacia de estos farmacos se explica
por el hecho de que la mayoria del colesterol plasmatico procede de la sintesis en el
organismo y no de la dieta. Existen diferentes estatinas en el mercado, algunas de las
cuales se consideran naturales, como la simvastatina, pravastatina o lovastatina, y
otras sintéticas, como la atorvastatina y la fluvastatina. No todas las estatinas tienen el
mismo efecto, y esto se debe a diversos motivos, como sus diferentes
biodisponibilidades, mecanismos de metabolizacién, grado de eliminacién renal etc...
Todas las estatinas son metabolizadas por el citocromo P450, excepto la pravastatina.
Algunas son metabolizadas via CYP3A4 y otras via CYP2C8. Esto conlleva que se
puedan producir interacciones con otros farmacos, incluso alimentos, que modifiquen
las concentraciones plasmaticas de estatinas y su accion. La eficacia en la reduccién
de las concentraciones de LDL y TG, asi como los ligeros aumentos de HDL

dependen, entre otros, de estos factores (86).

Esta demostrado que las estatinas son eficaces reduciendo el riesgo cardiovascular ya
que provocan una disminucion del colesterol (83), y se ha relacionado la concentracion
del farmaco con los cambios de las magnitudes lipidicas, obteniendo mayores

disminuciones al aumentar la dosis (87). Pero también es conocido que su efecto no
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es homogéneo para todos los pacientes tratados, ni siquiera entre los tratados con la
misma estatina a la misma dosis, pudiendo variar la respuesta al tratamiento entre un
10 y un 50% (88). Por otra parte, diversos estudios también han asociado el desarrollo
de efectos adversos, mas o menos graves, al tratamiento con estatinas (87). Por estos
dos motivos se cree que debe haber un cierto componente genético que explique la
diferente eficacia y tolerancia a las estatinas, pudiendo estar implicadas variantes
genéticas tanto que codifiquen para proteinas esenciales en las vias de accion de las
estatinas, como otras proteinas del metabolismo lipidico general.

Por ello, en este trabajo se han seleccionado una serie de variantes que podrian estar

implicadas en la eficacia variable del farmaco.

1.7 Genes propuestos a estudio por su posible relacion con la efectividad del

tratamiento con estatinas

A continuacién se exponen algunas caracteristicas de los genes y las variantes que
han sido seleccionadas para este estudio. Algunos de estos genes estan implicados
en la respuesta a las estatinas porque codifican proteinas que intervienen en su
farmacocinética, como SLCO71B1 que codifica para un transportador que facilita la
entrada del farmaco a los hepatocitos, o CYP3A4, relacionado con su metabolizacion.
En cambio, otros genes estan implicados en su farmacodinamica, como HMGCR, que

es el gen que codifica para la enzima sobre la cual ejercen su accion las estatinas.

También fueron evaluados algunos genes que codifican proteinas con funciones
esenciales en el metabolismo de las LDL, como APOE, y genes relacionados con los

denominados factores de riesgo cardiovascular emergentes como LPA.

1.7.1 APOE (rs7412 y rs429358)

La Apo E es una glicoproteina compuesta de 299 aminoacidos con un peso molecular
de 34 KDa. Ejerce muy diferentes funciones, ya que esta implicada en el metabolismo
lipidico, el sistema inmune, el sistema nervioso central... Es producida por diversos
tipos celulares como las células de la glia y endocrinas, pero la mayor fuente de Apo E
es el higado. Ejerce una funcion esencial en el metabolismo de las lipoproteinas,
estando implicada en diversas etapas. Apo E se asocia con las VLDL y QM
remanentes, siendo un ligando de gran afinidad para los receptores de LDL y LDL-like

en el higado. De esta manera, las particulas con Apo E se dirigen al higado donde las
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lipoproteinas seran degradadas. También inhibe la lipolisis de VLDL, produce la
secrecion elevada de TG de las VLDL, modula la actividad de otras proteinas como la
CETP, esta implicada en el desarrollo de las particulas HDL nacientes, etc.... (89).

El gen APOE esta formado por cuatro exones y tres intrones. En el exén 4 se
encuentran las variantes rs7412 y rs429358, que se han estudiado ampliamente. Estas
variantes dan lugar a tres isoformas de la Apo E denominadas Apo E2, Apo E3 y Apo

E4, que son codificadas por tres alelos codominantes: E2, E3 y E4 (imagen 5).

Ewornl ExonZ Exon3 Exond

5 _l_._-.” 3

ApoE; Protein
Cyraterie 112 Arginine 158

NH; a COCH
ApoEy Arginine 112 Arginine 158

HH; COOH

o Ey
s Cyateine 112 Csteine 138

WH; COOH

Imagen 5: Variantes del gen APOE
(www.trabajosdistinguidos.com/factores/expertosfactores43.php?PHPSESSID=0m9eq0mk2m3dmrem74v450p0r1)

Los cambios correspondientes consisten en la sustitucion de una unica base. Para E4
se produce el cambio (c.388T>C), y para E2 el cambio (c.526C>T), lo que origina un
cambio en los codones 112:TGC (Cys) > CGC (Arg), y 158:CGC (Arg) > TGC (Cys),
respectivamente. La isoforma E2 tiene cisteina en posiciones 112 y 158 de la proteina,
la isoforma E3 tiene cisteina en posicion 112 y arginina en posicion 158, y la isoforma

E4 arginina en ambas posiciones (90).

Se ha estudiado muy ampliamente la relacion de estas tres variantes con las
concentraciones de colesterol plasmaticas, siendo conocida la asociacién entre la
variante Apo E4 y un aumento de riesgo cardiovascular, asi como mayor riesgo de

sufrir Alzheimer. Apo E se une a los receptores LDL hepaticos produciendo una
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disminucion del colesterol plasmatico, al cual se unen adecuadamente tanto la forma
E3 como la E4. Se ha observado que el cambio de aminoacido que da lugar a E4,
hace que Apo E se una mas a las VLDL que en el caso de E3, por lo que se dificulta el
proceso de lipolisis de éstas. Por tanto, se produce un menor aclaramiento del plasma
de las VLDL y disminuyen los componentes procedentes de la superficie de las VLDL
degradadas, necesarios para la formacion de los HDL nacientes. En conclusion, el
perfil lipidico es mucho mas pro-aterogénico (91). La variante E2 se ha asociado,
cuando se encuentra en homocigosis, a la disbetalipoproteinemia, pero muchos
estudios han relacionado también la presencia de esta variante con concentraciones
de LDL mas bajas, asi como con un menor riesgo de sufrir ECV (92, 93). La relacion
de las variantes E2 y E4 con las concentraciones lipidicas en plasma es conocida
desde hace tiempo, pero en este estudio lo que se trata de valorar es su posible
implicacién en la respuesta a las estatinas. Dado que es una situacién que afecta a
millones de personas en todo el mundo, se han realizado diversos estudios de
asociacion gendmica respecto a este tratamiento, revelando la distinta influencia de
estos polimorfismos en la disminucién de las concentraciones de colesterol tras la
administracion de estatinas. Se cree que los individuos con el alelo E2 presentan
mayores reducciones de colesterol que los E3, y estos a su vez que los E4 (94, 95).
En este trabajo se ha estudiado la influencia de cada variante de manera

independiente.

1.7.2 HMGCR (rs3846662)

El colesterol se puede incorporar a partir de la dieta pero también es sintetizado de
novo de manera endbégena a partir de Acetil-CoA. El 6rgano donde se produce
principalmente la sintesis de colesterol es el higado. La sintesis del colesterol se lleva
a cabo en el citoplasma de las células y se puede dividir en diversas etapas; formacién
de mevalonato a partir de Acetil-CoA, transformacién del mevalonato en escualeno, y
transformacion del escualeno en colesterol (imagen 6).

La enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa (HMGCR) cataliza el paso limitante

en la sintesis del colesterol, y sobre ella ejercen su accion las estatinas.
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Imagen 6: Sintesis enddgena de colesterol
(http://bvs.sld.cu/revistas/mgi/vol25_2_09/mgi09209.htm)

El gen que codifica para la HMGCR se encuentra en el brazo largo de cromosoma 5,
concretamente en posicién 5q13.3-q14, tiene un tamafo de 25.776 pares de bases
(pb) y esta formado por 44 exones (90 ncbi).

Ya que se trata del gen que codifica para la enzima que cataliza el paso clave de la
sintesis del colesterol, fue uno de los primeros en estudiarse en relacién a la eficacia
de las estatinas. Se han estudiado tres variantes de una region intronica cuya
presencia afecta al splicing del exén 13, y componen el denominado haplotipo H7. Las
3 variantes intrénicas son rs17244841, rs3846662 y rs17238540, y se han relacionado
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con la disminucion de las concentraciones de LDL en respuesta al tratamiento con
estatinas.

El splicing alternativo genera un mRNA sin ex6n 13, HMGCR13 (-), y aunque no
rompe el marco de lectura, afecta a la sintesis de un dominio catalitico de la enzima
(96). En este trabajo (96), se postulé que la presencia de HMGCR13 (-), podria
resultar en una menor actividad enzimatica pero posteriormente se concluyé que la
pérdida de este exdn conlleva la inactividad del centro catalitico (97), por lo que la
enzima no puede catalizar la conversibn de HMG-CoA en mevalonato. Algunos
autores han propuesto que es posible que esto afecte a la respuesta al tratamiento con
estatinas ya que la modificacion del dominio catalitico podria implicar una pérdida de
sensibilidad para la unién de éstas (97). Se cree que el rs3846662 ejerce como
regulador de la expresion de HMGCR (-), y la presencia de su alelo mayoritario (A) se
ha asociado a la de mayores concentraciones de HMGCR (-) respecto al HMGCR (+)
(97).

No se conoce muy bien cual es el mecanismo por el que podria haber menor
sensibilidad a las estatinas, pero se cree que podria estar relacionado con la
estructura de la enzima, ya que ésta no es activa como mondémero sino como
tetramero (98). En un tetramero puede haber monémeros HMGCR (-) y monémeros
HMGCR (+), haciendo variable el grado de funcionalidad de la enzima respecto a un
tetramero con todos los monémeros HMGCR (+). Diversos estudios de asociacion
gendémica ya han relacionado otras variantes del gen HMGCR con la respuesta a las
estatinas (99), por lo que en este trabajo se decidié estudiar la influencia del haplotipo
H7. Ya que son tres las variantes formantes del haplotipo H7 y estan muy ligadas entre

si (87), para este trabajo se decidi6 estudiar la variante rs3846662.

1.7.3 SLCO1B1 (rs4149056)

Las estatinas deben entrar en los hepatocitos para que puedan ser metabolizadas
(imagen 7) y ejercer su acciéon. El gen SLCO71B1 se encuentra localizado en el
cromosoma 12 y codifica para el polipéptido trasportador de aniones organicos (OATP)
1B1, el cual se encuentra principalmente en los hepatocitos en la cara expuesta al
torrente sanguineo. Este polipéptido es esencial para la captacién de diversos aniones
inorganicos, como las estatinas. Recientes estudios han demostrado su importancia en
la farmacocinética de farmacos anidnicos, ya que la inhibicion de estos
transportadores provoca que el farmaco esté presente en sangre mas tiempo.
Ademas, se han estudiado dos variantes, ¢.521T>C y ¢.388 A>G, del gen SLOC1B1

por su implicacion en los efectos farmacolégicos y toxicos de diversos farmacos (100).
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En este trabajo se estudiara el efecto del polimorfismo rs4149056, consistente en un
cambio ¢.521T>C, ya que se ha relacionado con una menor actividad del trasportador,
por lo que las concentraciones plasmaticas del farmaco seran mas elevadas (101,
102). Diversos estudios de asociacion genomica han relacionado esta variante con los
efectos adversos de las estatinas, como son la miopatia o destrucciéon muscular,
probablemente por la mayor exposicion a estos farmacos al ser incorporados peor a
los hepatocitos (103).

* L', Procassas pocurming within

... @& hepatocyte

— Major CYP pathways

— Minor CYP pathways

Blue Genetic polymormphisms that
affect statin tolerance

Statin

Imagen 7: Mecanismo de entrada de las estatinas a los hepatocitos (88)

Puesto que el polimorfismo rs4149056 se ha asociado con una menor capacidad
transportadora, creemos que la menor penetracion del farmaco para ejercer su acciéon
podria dar lugar a una peor eficacia de los farmacos. Respecto al cambio de las
concentraciones de HDL y TG hay pocos estudios, pero hasta ahora no se ha
encontrado asociacion entre esta variante y la variacién de sus concentraciones tras el
tratamiento con estatinas (104). Respecto al LDL, algun estudio muestra lo contrario:
la dificultad de alcanzar el objetivo de LDL en ausencia de la variante (100).
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1.7.4 CYP3A4 (*1B) (rs2740574)

El citocromo P450 forma parte de una superfamilia de hemoproteinas que llevan a
cabo diversas reacciones como oxidaciones, hidroxilaciones, desalquilaciones,
desulfuraciones, desaminaciones y deshalogenaciones. Esta presente tanto en
organismos procariotas como eucariotas, en muy diversas especies, y dentro de un
mismo organismo en diferentes tejidos. Existen muchas variaciones del citocromo
P450, por lo que estas enzimas estan clasificadas en familias y subfamilias (105). Su
actividad se relaciona con el metabolismo de diversos xenobidticos como drogas,
pesticidas, anestésicos y otros farmacos como las estatinas.

Para eliminar los xenobioticos, en el organismo se produce una biotransformacion para
incrementar la hidrofilia de estas moléculas. Estas reacciones se pueden clasificar en
reacciones de fase | y Il. En la fase I, la molécula adquiere grupos polares, lo que se
traduce en un aumento de la hidrosolubilidad, y en la fase Il se conjugan con
moléculas endogenas que facilitan su transporte en el organismo para ser eliminadas.
Ademas, el citocromo también puede activar diversos profarmacos, como ocurre en el
caso de algunas estatinas (105).

Las estatinas pueden ser administradas en forma de precursores como lactonas, como
ocurre con la simvastatina, o en forma acida, que es la forma activa, como por ejemplo
la atorvastatina.

Se ha visto que la principal responsable de la metabolizacién inicial de las estatinas,
tanto en forma acida como en forma de lactona, es la isoenzima CYP3A4 del complejo
enzimatico del citocromo P450, el cual es el responsable de la metabolizacién de entre
el 45-60% de los farmacos. EI CYP3A4 se expresa principalmente a nivel hepatico y
estd implicado en el metabolismo de la lovastatina, simvastatina y atorvastatina. El
metabolismo inicial conlleva un descenso de la biodisponibilidad de las estatinas. La
actividad del CYP3A4 puede variar hasta diez veces entre individuos, por lo que se
cree que también podria modificar la eficacia y la tolerancia al tratamiento con estas
estatinas (87). El polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) que se va a estudiar en
este trabajo es el rs2740574. Se trata de una variante cuya modificacién afecta a la
zona del promotor, y se cree que su efecto es que la unién de un represor al promotor
se ve dificultada, por lo que la actividad transcripcional es mayor, y se produce una
mayor cantidad de enzima activa. Como consecuencia se da una metabolizacién
excesivamente rapida del farmaco, y por tanto podria haber un menor efecto
hipolipemiante (106). Algunos autores han asociado esta variante a un mayor aumento
de HDL tras el tratamiento con estatinas, (107) pero en cambio otros autores la han

asociado a menores descensos de LDL tras el mismo (108).
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1.7.5 LPA (rs10455872)

La lipoproteina (a) se ha considerado una variante de las lipoproteinas de baja
densidad, con la diferencia de que ademas de incorporar la Apo B-100 tiene una Apo
de muy variado peso molecular denominada (a) que se une por un puente disulfuro a
Apo B-100. La Apo (a) posee una secuencia de repeticiones de un fragmento proteico
denominado kringle y es una proteina con actividad aterogénica y antifibrinolitica. De
hecho, se han asociado elevadas concentraciones de Lp(a) con un mayor riesgo
cardiovascular. El gen LPA que codifica para la glicoproteina Lp(a) se encuentra
localizado en el brazo largo del cromosoma 6 (91). La variante que se estudiara en
este trabajo es la rs10455872, que produce un cambio de A>G en una regién intronica.
El Global Lipid Outcome (109) demostrd la asociacidn entre la variante y las
concentraciones de LDL, y diversos estudios han asociado la presencia de la variante
a una menor disminucién de las concentraciones de LDL en respuesta al tratamiento
con estatinas (110-113). Otros estudios también han asociado la variante a un mayor
riesgo de desarrollo de ECV en pacientes tratados con estatinas (114). En este trabajo
se pretende estudiar si la influencia de la variante sobre los niveles de LDL se ven

también reflejadas en los niveles de noHDL y de CT.

Como ya se ha mencionado, debido a que los genes propuestos estan implicados en
alguna de las vias de metabolizacion o accion de las estatinas, o estan relacionados
con el metabolismo de las lipoproteinas, se cree que sus variantes podrian determinar
una mejor o peor respuesta al tratamiento con estos farmacos. Este trabajo tratara de
verificar su influencia sobre la eficacia terapéutica de las estatinas sobre dos
magnitudes lipidicas, el CT y el noHDL, de manera independiente y conjunta a una

serie de variables de control, tratando ademas de cuantificar dicha influencia.
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2. Objetivos
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Teniendo en cuenta los datos expuestos anteriormente, en el presente trabajo se
plantean los siguientes objetivos.

Objetivos principales

1.

Estudiar la influencia de variantes de los genes APOE (c.526C>T, APOEZ2, y
c.388T>C, APOE4), SLCO1B1 (c.521T>C), CYP3A4 (c.-392G>A), HMGCR
(c.1564-106A>G) y LPA (c.3947+467T>C), sobre la respuesta al tratamiento
con estatinas, tanto de manera individual como conjunta con otras variables no
genéticas que se utilizaran como variables de control. La respuesta se valorara

como la disminucion relativa de la concentraciéon de CT y de noHDL.

Estudiar la influencia de variantes de los genes APOE (c.526C>T, APOEZ2, y
c.388T>C, APOE4), SLCO1B1 (c.521T>C), CYP3A4 (c.-392G>A), HMGCR
(c.1564-106A>G) y LPA (c.3947+467T>C) sobre la consecucion de los
objetivos terapéuticos de CT y noHDL, en pacientes tratados con estatinas.
Esta influencia se estudiara tanto de manera individual como conjunta con

variables no genéticas que se utilizaran como variables de control.

Objetivos secundarios

3. Valorar si la influencia combinada de dichas variantes podria tener un efecto

aditivo en la explicacion de la respuesta al tratamiento.

4. Comparar la influencia de las variantes en dos poblaciones: una NAIF (de

pacientes no tratados previamente con estatinas al comenzar el estudio) y otra
NO NAIF (de pacientes que ya estaban siendo tratados al comenzar el

estudio).
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3. Material y Métodos
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Este trabajo se ha planteado como un estudio de caracter observacional unicéntrico y

retrospectivo.

3.1 Sujetos a estudio y recogida de datos

Todos los pacientes incluidos en este estudio fueron atendidos y tratados entre 1994 y
2012 en la Unidad Funcional de Riesgo Vascular (UFRV) del Hospital Universitari de
Bellvitge.

Se seleccionaron aquellos pacientes que presentaban concentraciones de CT en
plasma superiores al valor discriminante de 5,2 mmol/L, el recomendado por la guia
NCEP-ATP Il (16), en la primera visita a la UFRV y que fuesen visitados por segunda
vez antes de 1 afio. Se seleccionaron estos pacientes ya que en esta tesis se
pretendia estudiar la influencia de las variantes genéticas en el efecto hipolipemiante
de las estatinas, y era razonable suponer que este efecto seria mas facilmente
observable en pacientes con concentraciones basales de CT altas. No se incluyeron
pacientes con un perfil lipidico normal, aunque tomasen estatinas por haber sufrido un
evento cardiovascular. Se verific6 que ninguno de los pacientes presentase
concentraciones de CT iniciales superiores a 13 mmol/L, para descartar aquellos
pacientes que pudiesen sufrir una hipercolesterolemia familiar.

No se incluyeron en el estudio pacientes en tratamiento con acenocumarol, digoxina,
ciclosporina, antifungicos, antibiéticos macrolidos, niacina, tacrolimus, inhibidores de
proteasas, verapamil o antiacidos, debido a la interferencia que pueden producir estos
farmacos en la accién de las estatinas (115-117).

Tampoco se incluyeron aquellos pacientes que ademas de estatinas tomasen otros
farmacos hipolipemiantes como los fibratos, indicados principalmente para hacer
disminuir las concentraciones de TG en suero, con el fin de evitar la confusién que
podria provocar el efecto combinado de ambos tratamientos.

Una vez seleccionados los participantes en el estudio, se dividieron en dos grupos
segun la situacion de tratamiento en la visita inicial a la UFRV; aquellos que no habian
sido tratados previamente (poblacion NAIF) y aquellos que ya estaban siendo tratados
en ese momento, pero se les modifica el tratamiento (poblacién NO NAIF). Se decidio
hacer esta distincion ya que se considerd que los NO NAIF podrian ser pacientes con
mas dificultad para controlar sus niveles de lipidos ya que venian derivados desde un
centro de atencion primaria (donde ya se habia iniciado el tratamiento sin obtener el
resultado esperado) a una unidad especializada. Ademas, el tiempo que llevaban

estos pacientes con un tratamiento previo podia ser muy diverso.
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Tras la aplicacion de los criterios de seleccidn y exclusidbn el numero total de
participantes en este estudio fue de 157: 100 pertenecientes al subgrupo NAIF y 57 al
NO NAIF.

Las diferentes estatinas recetadas a los pacientes fueron: simvastatina, atorvastatina,
pravastatina, rosuvastatina y fluvastatina a diferentes dosis. Todos los datos se
transformaron a su equivalente en dosis de simvastina mediante el uso de la siguiente

tabla de equivalencias.

Tabla 5: Equivalencia entre las diferentes dosis de estatinas

Reduccion  Atorvastatina Fluvastatina Lovastatina Pravastatina Rosuvastatina  Simvastatina

LDL (%) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
10-20 - 20 10 10 - 5
21-30 - 40 20 20 - 10
33-40 10 80 40 40 5 20
41-45 20 - 80 80 5-10 40
46-50 40 - - - 10-20 80
51-55 80 - - - 20 -
56-60 - - - - 40 -

LDL: colesterol LDL

En cada visita del paciente a la UFRV se recogieron los siguientes datos mediante una

encuesta que realizé el médico al paciente:

e IMC (kg/m?)

e Tabaquismo (1= fuma / 2=no fuma / 3=ex fumador)
e Practica de ejercicio fisico (horas/semana)

e Consumo de alcohol (g/dia)

e DM (si/no)

e Hipertension arterial (si/no)

e Evento isquémico previo (si/no)

e Fecha de la visita

e Tratamiento previo y tratamiento impuesto
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3.2 Magnitudes estudiadas.

3.2.1 Magnitudes relacionadas con el estudio bioquimico
Las magnitudes bioquimicas estudiadas fueron:

e Srm—-Colesterol; c.subst. (CT)

e Srm—Colesterol (excluido el HDL); c.subst. (noHDL)
En este trabajo se ha estudiado la concentracion de noHDL en vez de la de LDL, que
es la magnitud que tradicionalmente se ha incluido en otros trabajos. La concentracién
de LDL se calcula mediante la férmula de Friedewald, pero cuando las
concentraciones de TG son altas no se puede aplicar esta formula (118). Para
disponer de datos de todos los pacientes se ha estudiado el noHDL en vez del LDL.

3.2.2 Propiedades relacionadas con el estudio genético

Se estudiaron los siguientes SNPs:

APOE (APOE2) (rs7412) NM_000041.2:c.526C>T

e APOE (APOE4) (rs429358) NM_000041.2:¢.388T>C

e SLCO1B1 (rs4149056) NM_006446.4:¢.521T>C

o CYP3A4 (rs2740574) NM_017460.5:c.-392G>A

e HMGCR (rs3846662) NM_001130996.1:c.1564-106A>G
o LPA (rs10455872) NM_005577.2:c.3947+467T>C

3.3 Indicadores y variables a estudio

Para poder valorar cuantitativamente la evolucion del tratamiento de los pacientes, se
seleccionaron los siguientes indicadores: porcentaje de cambio segun la concentracién
final (%C) y porcentaje de cambio segun la concentracion media (%CM).

Ademas, se incluyé un indicador de tipo cualitativo, la consecucién de los objetivos

terapéuticos de CT y noHDL.
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3.3.1 Porcentaje de cambio segun la concentracion final

Indica el cambio porcentual entre el valor de las magnitudes bioquimicas en la primera

visita (Ci) y en la ultima (Cf). Se calcula con la siguiente férmula:

%c= Cf—Ci %100
Ci

Se calculd el indicador porcentaje de cambio segun la concentracién final (%C) tanto

para CT como para noHDL.
3.3.2 Porcentaje de cambio segun la concentracion media

Puesto que a lo largo del periodo del tratamiento podrian darse oscilaciones al alzay a
la baja de las magnitudes estudiadas, se ha considerado que la media de los valores
obtenidos durante este periodo representa mejor su comportamiento, que ademas es
variable entre los pacientes. Para tener en cuenta este aspecto se utilizd como
indicador el porcentaje de cambio de las magnitudes respecto a la concentracion

media (%CM) durante el tratamiento. Se calcul6 mediante la siguiente formula:

%cM=Cm —=Ci x100
Ci

La concentracion media durante el periodo del tratamiento (Cm) se calcul6 a partir de
los datos de las magnitudes bioquimicas en cada una de las visitas de los pacientes a

la UFRV. El indicador %CM se calcul6 tanto para CT como para noHDL.
3.3.3 Consecucion de objetivos terapéuticos

Un indicador cualitativo dicotdmico (objetivo alcanzado o no alcanzado) considerado
para valorar la respuesta de los pacientes al tratamiento con estatinas fue la
consecucion de los objetivos terapéuticos de CT y noHDL. Se considerd que se habia
alcanzado el objetivo terapéutico de CT si en la ultima visita del paciente a la UFRV la
concentracion de CT era igual o inferior a 5,2 mmol/L, y de noHDL si éste era igual o

inferior a 4,2 mmol/L.
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3.3.4 Variables no genéticas

A partir de los datos recogidos en las encuestas que se realizaron a los pacientes en
cada visita a la UFRV, se calcularon las siguientes variables, que fueron incluidas en
los modelos estadisticos para estudiar su posible implicacién en la eficacia de la

respuesta a las estatinas.

Porcentaje de cambio del indice de masa corporal (%IMC)

Representa el cambio en el IMC del paciente entre la primera (IMCi) y la ultima visita
(IMC¥).

%iMc= IMCi-IMCE 4100
IMCi

Cambio en el habito tabaquico (AT)

El cambio en el habito tabaquico se codific6 como muestra la tabla 6.

Tabla 6: Codificacion del cambio en el habito tabaquico

Cambio habito tabaquico

Primera visita Ultima visita
(AT)

0 (no fumaba) 0 (no fuma)
1 (fumaba) 1 (fuma) 0
0 (ex fumador o no fuma) 1 (fuma) -1
1 (fumaba) 0 (ex fumador) 1

Cambio ejercicio fisico (AHe) (horas/semana)

Representa el cambio en el numero de horas de ejercicio fisico que practica el

paciente semanalmente entre la primera (Hei) y la Gltima visita (Hef).

AHe= Hef-Hei
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Cambio habito endlico (AA) (gr alcohol/dia)

Es el cambio en los gramos de alcohol diarios que ingiere el paciente entre las dos
visitas.
AA= Af-Ai

Siendo Ai los gramos de alcohol diarios que consume el paciente en la visita inicial y

Af los gramos de alcohol diarios que consume el paciente en la visita final.

Dosis media diaria de estatina (mg)

Es la dosis que ha recibido el paciente por término medio cada dia de su tratamiento.
En el caso de cambios en las pautas de tratamiento, dosis o estatina, se calculd la
dosis en cada periodo de tratamiento, se sumaron las dosis de los diferentes periodos
y se dividio el resultado entre el nUmero de dias total del estudio. En todos los casos

las dosis se convirtieron a su equivalente en dosis de simvastatina utilizando la tabla 5.

3.4 Métodos

3.4.1 Obtencion del suero y principios de medida de las magnitudes lipidicas

El suero de los pacientes se obtuvo mediante puncién venosa, recogiendo la sangre
en un tubo sin ningun aditivo y con gel separador. Se esper6 a la retraccion del
coagulo, se centrifug6b a 2000 G durante 12 minutos a una temperatura entre (18-
22)°C, y se obtuvo el suero. La extraccion se realizé siempre a primera hora de la
manana tras ocho horas de ayuno y la determinacién de las magnitudes bioquimicas

se realiz6 el mismo dia de la extraccion.

Las medidas en suero de las magnitudes bioquimicas relacionadas con el colesterol se
llevaron a cabo en el analizador Modular System (Roche Diagnostics) hasta
septiembre de 2009. Posteriormente este analizador fue sustituido por el Cobas c711
(Roche Diagnostics), por lo que antes de comenzar a utilizarse para la medida de las
diferentes magnitudes bioquimicas se verificé la intercambiabilidad entre ambos. Los

principios de medida empleados son los mismos en ambos analizadores.

e Srm—-Colesterol; c.subst. (CT)
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Espectrometria de absorciéon molecular a 505 y 700 nm. Reaccién de la colesterol

esterasa/colesterol oxidasa/peroxidasa.
e Srm—Colesterol HDL; c.subst. (HDL)

Espectrometria de absorcién molecular a 600 y 700 nm. Reaccién de la colesterol
esterasal/colesterol oxidasa/peroxidasa en presencia polietilenglicol, lo que provoca
que la actividad catalitica de las enzimas sea diferente para las diferentes fracciones
lipoprotéicas (LDL < VLDL, QM < HDL). Ademas, la presencia de sulfato de a-dextrina

e iones magnesio disminuye la reactividad del colesterol de los QM y de las VLDL.
e Srm—Colesterol (excluido el HDL); c.subst. (noHDL)

Es una magnitud que se calcula a partir de la formula;
Srm—~Colesterol (excluido HDL); c.subst. = (Srm—Colesterol; c.subst.) - (Srm—
Colesterol HDL; c.subst.)

3.4.2 Obtencion del DNA y amplificacion por PCR

Se extrajo el DNA a partir de una muestra de sangre obtenida en un tubo con EDTA-
K3 como anticoagulante mediante puncién venosa. Las muestras se conservan entre
(2-8)°C hasta el momento de realizar la extracciéon del DNA, como maximo una

semana tras la obtencion de la muestra.

La extraccion de DNA se llevé a cabo mediante el sistema High Pure™ PCR Template

Preparation Kit; Roche 1796828. El protocolo de extraccion de DNA es el siguiente:

1. Se lisan las células de 200 yL de sangre mediante la incubaciéon con 200 uL de
una mezcla de guanidina-HCI 6 M, urea 10 mM, Tris HCI 10 mM, 20% Triton X-
100 (v/v) a pH=4,4 y 40 uL de proteinasa K que permite la inactivaciéon de la
DNAsa endogena. Se agita en un voértex y se incuba a 70°C en el bafio durante
10 minutos.

2. El equipo proporciona unos tubos que tienen una capa de fibra de vidrio, en la
que se fijan los acidos nucleicos mediante la adicion de 100 uL de isopropanol.

Se traspasa el contenido del tubo al correspondiente tubo con filtro, colocado
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sobre un tubo colector y se centrifugan los tubos durante 1 minuto a 9000 rpm.
Se pasa el tubo con filtro a un nuevo tubo colector y se desecha el usado.

3. Se realiza un lavado con 500 uL de guanidina-HCI 5 M, Tris HCI 20 mM a
pH=6,6 en etanol para eliminar los contaminantes inhibidores de la PCR. Se
repite la centrifugacion y desecho.

4. Se realizan dos lavados con 400 uL NaCl 20 mM, Tris HCI 2 mM, a pH= 7,5 en
etanol para liberar a los acidos nucleicos de sales, proteinas y otras impurezas
celulares. Se repite la centrifugacion y desecho.

5. EI DNA se eluye de la fibra de vidrio con 200 ul una solucién de Tris HCI 10
mM, a pH de 8,5.

Para verificar que la extraccion se habia realizado correctamente, se corrieron los
productos de DNA en un gel de agarosa estandar al 1% que se tifi6 con bromuro de
etidio y se iluminoé con luz UV para visualizar las bandas de DNA.

Una vez extraido, el DNA se guardé congelado a -80°C hasta el estudio de las

variantes genéticas.

3.4.2.1 PCR-RFLP

El estudio de los polimorfismos mediante amplificacién por PCR clasica seguida de
digestién con enzimas de restriccion (RFLP) y estudio del tamafo de los fragmentos
obtenidos, se realizé para el estudio de SNPs de los genes CYP3A4 (rs2740574) y
APOE (rs7412 y rs429358)

CYP3A4 (rs2740574)

En primer lugar se llevo a cabo la reaccion de amplificacion por PCR empleando los

siguientes cebadores:

Cebador A: 5-GGA CAG CCATAG AGA CAACTG CA -3’
Cebador B: 5-CTT TCC TGC CCT GCA CAG -3’

Estos cebadores permiten amplificar un fragmento de DNA de 334 pb e introducen una

diana para la enzima de restriccion Pst I

La mezcla de reaccién empleada para un volumen final de 25 L fue:

e Supermix (2x) 12,5 uL
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e Dimetilsulfoxido (DMSO) 2 yL

e Cebador A (100 umol/L) 0,25 uL
e Cebador B (100 uymol/L) 0,25 uL
e Agua estéril 5 pL

e Muestrade DNA 5L

La Supermix (iQ™ Supermix, Bio-Rad) es un tampon que contiene la polimerasa (iTaq
DNA polymerase), dNTPs, MgCl, 6 mM y estabilizadores, que son los componentes

esenciales, ademas de los cebadores, para que se produzca la amplificacion.

Se empled el termociclador T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad) y el siguiente programa
de PCR.

Ciclos Temperatura Tiempo
1x 94°C 5 min
94°C 20s
35x 55°C 30s
72°C 30s
1x 72°C 5 min
1x 12°C o0

El producto de 344 pb se sometié a electroforesis en un gel de agarosa estandar al
1,5% y se tifid con bromuro de etidio, para verificar que se hubiese obtenido producto
tras la amplificacion. Una vez verificado que se habia obtenido producto de la PCR, se
llevé a cabo su digestién con la enzima de restriccidon Pst | durante toda la noche a
37°C.

Para realizar la digestién se preparoé la siguiente mezcla:
e Tampén H (10X) 1,2 uL
e Enzima Pst | 0,5 uL
e Producto de DNA 10 uL

Los fragmentos obtenidos tras la digestidén corresponden a los tamafios:

¢ Homocigoto normal (AA): 223+78+33 pb
e Homocigoto mutado (GG): 200+78+33+23 pb
e Heterocigoto (GA): 223+200+78+33+23 pb
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Los fragmentos obtenidos fueron sometidos a una electroforesis en gel de agarosa
estandar a una concentracion del 2%, y posteriormente el gel fue tefiido con bromuro

de etidio para poder visualizarlo con luz UV.
En el gel, los fragmentos pequefios de 33 y 23 pb no se observan, debido a su
pequefio tamano, pero su deteccion no es necesaria para la identificacion de los

genotipos de las muestras.

APOE (rs7412 vy rs429358)

Para el caso del gen APOE se estudiaron dos variantes: APOE2 (rs7412) y APOE4
(rs429358). Hasta 2010, el genotipado de los pacientes se realizé mediante PCR
clasica seguida de digestiébn con enzima de restriccion, y a partir de 2011 mediante
PCR a tiempo real con sondas alelo-especificas. Antes del cambio de método se

verifico la intercambiabilidad entre ambos.

En el caso de PCR-RFLP los cebadores empleados para llevar a cabo la PCR clasica
fueron:

Cebador APOEA: 5 ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACAC 3

Cebador APOEB: 5 TAAGCTTGGCACGGCTGTCCAAGGA 3

Se amplificé un fragmento de 244 pb, que se digiri6 posteriormente con la enzima de

restriccion Cfo I.

La mezcla de reaccién empleada, con un volumen final de 25 L fue:

e Tampbn (10x) 2,5 uL

e DMSO 2,5pL

e Cebador APOEA (20 umol/L) 0,25 pL
e Cebador APOEB (20 pymol/L) 0,25 pL
e dNTPs (1 mmol/L) 2,5 uL

e Polimerasa Expand (Roche) 0,15 uL

e Agua estéril 8,85 pL

e Muestra de DNA 8 uL
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Se empled el termociclador iCycler de Biorad y el siguiente programa de PCR.

Ciclos Temperatura Tiempo
1x 95°C 2 min
1x 96 °C 5 min

94 °C 45s

30x 60 °C 60 s

72°C 60 s

1x 72°C 5 min
1x 12°C oo

El producto de 244 pb se sometio a electroforesis en un gel de agarosa estandar al
1,5% y se tifid con bromuro de etidio, para verificar que se hubiese obtenido producto

tras la amplificacion. En la imagen 8 la flecha sefiala el producto amplificado.

Imagen 8: Producto amplificado mediante PCR

Una vez comprobado que la amplificacién se habia producido correctamente, se

realizé la digestion con la enzima de restriccion Cfo | durante toda la noche a 37°C,

para lo que se empled la siguiente mezcla:

e Tampén L (10X) 2,3 uL
e Enzima Cfol 0,5 uL
e Producto de DNA 20 yL

Los fragmentos obtenidos fueron sometidos a una electroforesis en gel de agarosa de
alta resolucion a una concentracion del 2,5%, y posteriormente el gel fue tefido con
bromuro de etidio para poder visualizarlo con luz UV. La tabla 7 muestra los tamafios

obtenidos tras la digestién en funcién de los genotipos.
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Tabla 7: Fragmentos obtenidos en la digestion en funcion de los genotipos

Genotipos Fragmento de las bandas visualizadas (pb)

E2/E2 91 81 - -
E2/E3 91 81 48
E2/E4 91 81 72 48
E3/E3 91 - - 48
E3/E4 91 - 72 48
E4/E4 - - 72 48

pb: pares de bases

La imagen 9 muestra los diferentes fragmentos observados en funcion de los

genotipos.

E2E3  E3E3 E3E4 E2E4 E3E4 E3E3 E3E3 E3E4 E3E4 E4E4 E3E3  E3E3 E2E2 E3E3

Imagen 9: Genotipos posibles de los dos SNPs de APOE.

3.4.2.2 PCR a tiempo real con sondas alelo-especificas

Se denomina PCR a tiempo real al tipo de amplificacién de DNA que permite seguir el
proceso mientras ocurre, lo cual se consigue incorporando a la reaccién flourocromos
que al ser excitados emiten luz a diferentes longitudes de onda. En este estudio se
empled esta tecnologia para detectar SNPs con sondas alelo-especificas marcadas.
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Se emplearon sondas Tagman® (Applied Biosystem). Estas sondas son secuencias
complementarias disefiadas una para reconocer el alelo normal y otra el alelo mutado,
que se afaden a la mezcla de reaccion de la PCR e hibridan perfectamente con el
fragmento de DNA correspondiente.

Cada sonda contiene el flourocromo en posicién 5 y un atenuador o quencher en el
extremo 3’. El atenuador es una molécula que impide la emision de luz por el
flourocromo, de manera que mientras la sonda esta en la mezcla de reaccién o unida
al DNA no se emite fluorescencia. Al llevarse a cabo la PCR, la polimerasa se une al
DNA monocatenario y comienza la copia de la cadena por lo que degrada y libera la
sonda, produciéndose la emisibn de la fluorescencia que es detectada. La
fluorescencia detectada es proporcional a la cantidad de DNA amplificado.

Para el estudio de cada SNP se emplean dos sondas, cada una de ellas marcada con
un flourocromo que emite luz a diferente longitud de onda, por lo que se puede
identificar el genotipo. En el caso de las sondas empleadas en este estudio, los
flourocromo son FAM® y VIC®.

El estudio de las variantes del gen APOE se llevé a cabo con el termociclador iCycler
con modulo iIQ™5 (Multicolor Real-time PCR Detection System, Biorad) y el de las
variantes de los genes SLCOB1, HMGCR y LPA con el termociclador Eco™ Real-Time
PCR System (lllumina)

Para el estudio de las variantes de los genes SLCO1B1, HMGCR y LPA, se empleo la
siguiente mezcla de reaccion de la PCR a tiempo real con sondas alelo-especificas en

un volumen final de 10 pL:

e Supermix (2x) 5 yL
e TagMan Validated SNP Genotyping Assay (20x) 0,5 uL
e Muestra de DNA 4,5 uL

En el caso del estudio del gen APOE mediante PCR a tiempo real la mezcla de

reaccion empleada para un volumen final de 20 uL fue:

e Supermix (2x) 10 pL

e Dimetilsulfoxido (DMSO) 2 pyL

e TagMan Validated SNP Genotyping Assay (20x) 1 pL
e Agua estéril 2 uL

e Muestra de DNA 5 L
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La Supermix (iQ™ Supermix, Bio-Rad) es un tampon que contiene la polimerasa (iTaq
DNA polymerase), dNTPs, MgCl, 6 mM y estabilizadores. El reactivo TagMan
Validated SNP Genotyping Assay Mix (Applied Biosystems) contiene los cebadores y
las sondas especificas para cada SNP, marcadas con los flourocromo FAM® y VIC® y
los quenchers. No se conocen las secuencias de las sondas y cebadores, ya que la

casa comercial no las proporciona.

A continuacion, se expone para el estudio de cada polimorfismo el perfil térmico
empleado para la PCR y la base reconocida por cada una de las sondas marcadas

con flourocromos.

SCLO1B1
Programa:
Ciclos Temperatura
1x 95°C 10 min
92°C 15s
40x
60°C 1 min
1x 40°C 1 min

Marcaje de las sondas:

Flourocromo Base reconocida
VIC® C
FAM® T

HMGCR, LPA y APOE

Programa:
Ciclos Temperatura
1x 95°C 10 min
92°C 15s
50x
60°C 1 min
1x 40°C 1 min
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Marcaje de las sondas:

Base
VELED ) Flourocromo .
reconocida
HMGCR (c.1564 VIC® A
106A>G) FAM® G
VIC® A
LPA (c.3947+467T>C)

FAM® G
VIC® C

APOE2 (c.526C>T)
FAM® T
VIC® C

APOE4 (c.388T>C)
FAM® T

3.4.2.3 Interpretacion de resultados de PCR a tiempo real con sondas alelo

especificas obtenidos con los termocicladores iCycler y Eco.

En el termociclador iCycler la interpretacion de los resultados se realiza con el
programa informatico iQ5 2.0 (Standard Edition Optical System Software V2.0, Bio-
Rad), y en el termociclador Eco, el programa Eco™ Software (v4.0, lllumina).

En ambos casos, al final de cada ciclo de PCR se mide la sefial de fluorescencia
emitida. Se puede medir la emision de fluorescencia mediante las URFs (unidades
relativas de fluorescencia) o mediante AR, cambio normalizado de fluorescencia. Las
URF se obtienen dividiendo la fluorescencia final entre la basal o fluorescencia
inespecifica, y el AR es la diferencia desde la linea base a la maxima fluorescencia
alcanzada. El grafico de resultados de iCycler muestra las URFs de cada sonda, en
cambio el Eco muestra las AR (imagenes 10 y 11, respectivamente). Para cada
muestra se miden las URF o AR de FAM y VIC, de manera que en funcién de la
fluorescencia emitida por cada sonda se pueden clasificar los genotipos. Si ambos
flourocromos emiten fluorescencia de similar intensidad se trata de un paciente
heterocigoto, y si mayoritariamente so6lo emite uno de ellos, homocigoto. En las
imagenes se puede ver que si se divide la grafica en 4 partes, en el cuadrante inferior
derecho se encuentran los homocigotos normales, en el cuadrante superior derecho
se encuentran los casos en que ambas sondas emiten fluorescencia a similar
intensidad, tratandose de heterocigotos. En el cuadrante superior izquierdo se situan
los homocigotos mutados y en el cuadrante inferior izquierdo se encuentra una
muestra sin amplificacién (muestra sin DNA). Esta Gltima no debe emitir fluorescencia
ya que de ser asi podria tratarse de una sefal inespecifica o de contaminaciéon de la

reaccion.
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Imagen 10: Resultados de iCycler. Se representa las URF de FAM frente a las URF de VIC.L os circulos rojos son los

homocigotos normales, el cuadrado verde el homocigoto mutado y los triangulos verdes los heterocigotos. El circulo

azul corresponde a una muestra de agua, que no se amplifica porque no hay DNA.
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Imagen 11: Resultados de Eco. Se representa las AR de FAM frente a las de VIC, de modo que las muestras
rodeadas por un circulo rojo son los homocigotos normales, por el amarillo es un homocigoto mutado y por el azul los

heterocigotos. El circulo morado corresponde a una muestra de agua, que no se amplifica porque no hay DNA.
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3.5 Tratamiento estadistico de los datos

3.5.1 Variables indicadoras de la respuesta al tratamiento de tipo cuantitativo:

porcentaje de cambio segun la concentracion final y segun la concentracion

media

En este trabajo se estudiaron dos variables dependientes Y como variables

indicadoras de la respuesta al tratamiento de los pacientes con estatinas: porcentaje

de cambio segun la concentracién final (%C) y porcentaje de cambio segun la

concentracion media (%CM).

Para valorar la influencia de las variantes genéticas sobre cada indicador, se

desarroll6 el siguiente procedimiento estadistico en etapas:

1-

2-

En primer lugar, para estudiar la influencia individual de las variables de control
cuantitativas (edad, dosis, AIMC, AHe y AA) sobre el indicador (%C o %CM),
se realizaron estudios de regresién lineal simple. En el caso de las variables de
control cualitativas (sexo, AT, DM y HTA) se compararon los resultados de los
grupos mediante test de comparaciones de medias.

A continuacion se construydé un modelo de regresion multiple de tipo stepwise
con todas las variables de control que habian resultado significativas (p<0,05)
en las regresiones o comparaciones de medias, para valorar asi su influencia
conjunta sobre el indicador. A este modelo se le denominé modelo basal, y se
calculd el porcentaje de explicacion del indicador que correspondia a este
modelo (R?).

Para cada variante genética se clasificaron los pacientes como portadores o no
portadores de la variante, y se compararon los resultados de los indicadores
%C y %CM entre los dos grupos.

En los casos en que hubiera diferencias entre portadores y no portadores, se
selecciond la variante para incluirla en el modelo basal.

Se construyeron los modelos finales mediante regresiones multiples tipo
stepwise, incluyendo de manera independiente cada una las variables
genéticas seleccionadas junto a las variables de control. Se calculd la
explicacion del indicador debido al modelo final (R?).

La diferencia entre la R? del modelo final y la del modelo basal, sera la

explicacién que aporta la presencia de la variante genética.
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3.5.2 Variables indicadoras de la respuesta al tratamiento de tipo cualitativo:

consecucion de los objetivos terapéuticos.

Se realiz6 el siguiente estudio estadistico por pasos muy similar al realizado para los

indicadores cuantitativos, pero teniendo en cuenta que el indicador (consecucion de

objetivo terapéutico) ahora era una variable de tipo nominal dicotomica.

1-

Para las variables de control cuantitativas, se realizaron estudios de regresién
logistica simple y para las variables cualitativas se realizaron comparaciones
de proporciones entre grupos mediante chi cuadrado. Ademas se tuvieron en
cuenta como variables de control los valores iniciales de las magnitudes
bioquimicas (CTi y noHDLIi). En esta parte del estudio se definié el nivel de
significacion para la seleccion de las variables como p<0,100.

Se construyd un modelo de regresidn logistica multiple incluyendo las
variables por pasos hacia delante de una en una, con todas las variables de
control seleccionadas, para ver su influencia conjunta sobre el indicador. A este
modelo se le denominé modelo basal y se calculd el porcentaje de explicaciéon
que se le atribuyé (R?).

Se estudiaron las diferencias para la consecucion de los objetivos terapéuticos
entre los portadores y no portadores de las variantes mediante chi cuadrado, y
aquellas para las que se encontraron diferencias se seleccionaron. El nivel de
significacion definido fue también de p<0,100.

Se construyeron los modelos definitivos incluyendo las variables de control y
las variantes genéticas seleccionadas, mediante regresion logistica multiple
incluyendo las variables una a una. Se calcul6 el porcentaje de explicaciéon del
modelo final (R?).

La diferencia entre la R? del modelo final y la del modelo basal, sera la

explicacién que aporta la presencia de la variante genética

Igual que para los indicadores cuantitativos, se estudié en primer lugar la poblacién

NAIF y después se comprobaron los resultados en la poblacién NO NAIF.

3.5.3 Otros test estadisticos empleados

Para los estudios de correlacién se han empleado los test de Pearson y Spearman, en

funcion de que las variables se distribuyesen o no normalmente. Para las

comparaciones entre dos grupos o mas se empled el test de T de Student y ANOVA,
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para las variables que se ajustasen a una distribucién gaussiana, y el de U de Mann-

Whitney o Kruskal-Wallis para las que no.

3.6 Programas informaticos

Para obtener los resultados de las magnitudes bioquimicas de los pacientes se empled
el programa de laboratorio Omega 3000 (Roche Diagnostics) y para el estudio
estadistico se emple6 el programa informatico SPSS, version 17.0 para Windows
(SPSS; Chicago, US).

Para la interpretaciéon de los resultados de PCR a tiempo real se trabajé con los
programa iQ5 2.0 (Standard Edition Optical System Software V2.0, Bio-Rad) y el Eco™

Software (v4.0, lllumina).

3.7 Direcciones de internet

Toda la informacion relativa a los polimorfismos en estudio proviene de la base de
datos de la National Center for Biotechnology Information (NCBI)- National Institutes of
Health (NIH) de Estados Unidos: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.
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4. Resultados
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4.1 Descripcidén de la poblaciéon

El estudio de los tres indicadores se llevd a cabo en primer lugar en la poblacién NAIF

(n=100) y posteriormente se contrastaron los resultados con la poblacion NO NAIF

(n=57). Las tablas 8 y 9 muestran los datos de todos los pacientes en las visitas

iniciales, separando las poblaciones en NAIF y NO NAIF, asi como la p obtenida de la

comparacion entre ambos grupos. En negrita se muestran los casos en los que se

encontraron diferencias significativas. Como ya se ha mencionado, los datos se

obtuvieron mediante la encuesta realizada y el sistema informatico del laboratorio.

Tabla 8: Datos en la visita inicial de las variables cuantitativas en ambas poblaciones.

NAIF

NO NAIF

Variabl idad d did

ariable (unidad de medida) Mediana (rango) Mediana (rango) P
Edad (afios) 45, 8 (43,6;48,0)* 52,0 (48,2;55,8)* 0,008
IMC (kg/m?) 27,9 (19,8;37,0) 28,0 (18,2;41,2) 0,857
Practica de ejercicio ) .
(horas/semana) 2(0:14) 2(0:30) 0,516
Consumo de alcohol (g/dia) 0 (0;130) 0 (0;50) 0,521
Srm—Colesterol; c.sust 6,9 (5,3;11,8) 6,7 (5,3:10,9) 0.124
(mmol/L)
Srm—Colesterol no HDL; 5,6 (3,4:10,2) 5,2 (3,6:9,4) 0.068

c.sust (mmol/L)

IMC: indice de masa corporal *media e intervalo de confianza del 95% rango: valor minimo y valor
maximo p: probabilidad obtenida en cada uno de los test de comparaciéon de medias o medianas

Tabla 9: Datos en la visita inicial de las variables cualitativas en ambas poblaciones.

Variable (%) NAIF NO NAIF P

Sexo (%F / %M) 33/67 32/68 1,000
Habito tabaquico

(%fumadores / %no fumadores / 34/ 22/ 25 21/ 37137 0,017
% ex fumadores)

DM (%si / %no) 13 /81 19/75 0,332
HTA (%si / %no) 19/75 32/63 0,049
ISQM (%si / %no) 16 /68 21/63 0,457

F: femenino M: masculino DM: antecedentes de diabetes mellitus HTA: antecedentes de hipertensiéon
arterial ISQM: antecedentes de evento isquémico p: probabilidad obtenida en cada uno de los test de

comparacién de proporciones
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La variable edad (tabla 8), para las dos poblaciones, se distribuyé normalmente por lo
que en la tabla se muestra la media y el intervalo de confianza del 95%. Por el
contrario, el resto de variables no siguié una distribucion normal, por lo que se muestra
la mediana y el rango. Para las variables cualitativas (tabla 9), los resultados se
expresan como el porcentaje de pacientes en cada grupo de clasificacion. Debido a la
falta de datos para alguno de los participantes en el estudio, en alguno de los casos

los porcentajes no suman en total el 100%.

Se estudid la existencia de diferencias entre las dos subpoblaciones para todas las
variables y se encontraron diferencias en el caso de la edad, el habito tabaquico y la

presencia de HTA. Ademas, en el caso del noHDL se rozo6 la significacién estadistica.

A la vista de estos datos se puede concluir que la poblacion NO NAIF esta constituida
por pacientes algo mas mayores, lo cual es compatible con que lleven un tiempo mas
o0 menos prolongado en tratamiento, y que presentan menor habito tabaquico
(probablemente por presion facultativa). Sin embargo, los datos del perfil lipidico no
son mas favorables pese al tiempo de tratamiento previo, lo cual indica su falta de

efectividad. Ademas, es un grupo de pacientes con mayor proporcion de hipertensos.

Equilibrio de Hardy-Weinberg

En este estudio se analizaron los siguientes SNPs de los genes:

e APOE (APOE2) (rs7412) NM_000041.2:¢.526C>T

e APOE (APOE4) (rs429358) NM_000041.2:¢.388T>C

e SLCO1B1 (rs4149056) NM_006446.4:¢.521T>C

o CYP3A4 (rs2740574) NM_017460.5:c.-392G>A

e HMGCR (rs3846662) NM_001130996.1:c.1564-106A>G
o LPA (rs10455872) NM_005577.2:c.3947+467T>C

En la tabla 10 se muestran las frecuencias genotipicas obtenidas y la p
correspondiente a la prueba del cumplimiento del equilibrio de Hardy-Weinberg para

las dos poblaciones. Se considera que la poblacién esta en equilibrio si p>0,05.
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Tabla 10: Frecuencias genotipicas de las variantes estudiadas en las poblaciones
NAIF y NO NAIF.

NAIF NO NAIF
Variantes HN HT HM p HN HT HM p

APOEZ2 c.526C>T 95 4 1 0,007 | 53 4 0 0,963
APOE4 c.388T>C 76 24 0 0,394 | 44 10 3 0,119
SLCO1B1 ¢.521T>C 68 29 3 0,999 1 40 17 0 0,416
CYP3A4 c.-392G>A 95 4 1 0,007 | 52 5 0 0,947
CYP3A4 (s/a)

.-392G>A 67 1 1 <0,01 ] 37 4 0 0,943
HMGCR

C.1564-106A>G 27 53 20 0,808 19 30 7 0,654
LPA ¢.3947+467T>C 77 20 3 0,511 ] 43 14 0 0,572

HN: homocigotos normales HT: heterocigotos HM: homocigotos mutados p: p del equilibrio de Hardy-Weinberg (s/a):
subgrupo de pacientes tratados con simvastatina o atorvastatina

En el caso de CYP3A4 c.-392G>A, en la tabla 10 se presenta la distribucion y la p
para toda la poblacién, pero también para el subgrupo formado por los pacientes
tratados con simvastatina o atorvastatina (s/a). Esto se debe a que, de todas las
estatinas incluidas en este trabajo, unicamente estas dos son metabolizadas por
CYP3A4, y la influencia de la variante de este gen solo se estudiara en este subgrupo.
Todas las distribuciones de frecuencias se encontraron en equilibrio de Hardy-
Weinberg excepto en el caso de CYP3A4 c.-392G>A y APOE2 ¢.526C>T en el grupo
de los NAIF. Este hecho parece deberse a un sesgo debido al azar ya que no hay

ningun criterio en la seleccion de los pacientes que lo justifique.

Para este estudio se decidié agrupar a los participantes como portadores o no
portadores de la variante para cada uno de los seis casos. Como se puede observar,
el nimero de homocigotos mutados para las variantes APOE2 ¢.526C>T, APOE4
¢.388T>C, SLCO1B1 ¢c.521T>C, CYP3A4 ¢.-392G>A y LPA ¢.3947+467T>C es muy
bajo o incluso nulo, tanto para la poblacién NAIF como para la NO NAIF. Por lo tanto,
en estos 5 casos el criterio de agrupacién en portadores y no portadores de la variante
fue un criterio matematico. En el caso de la variante HMGCR ¢.1564-106A>G, en el
que habia mayor niumero de pacientes con cada uno de los tres genotipos, se estudio
el cambio de los indicadores para el CT en cada uno de los tres grupos, homocigotos
no portadores (HN), heterocigotos (HT) y homocigotos portadores (HM), para las dos
poblaciones. Se agruparon también en portadores y no portadores, esta vez por
criterio fisiolégico (datos en Anexo 1). Se agruparon los pacientes heterocigotos con
los homocigotos mutados, formando el grupo de portadores de la variante. Una vez

creados los grupos, se realiz6 un estudio para eliminar posibles valores aberrantes
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empleando el test estadistico de Grubbs. Se estudiaron los datos relativos al %C y

%CM de CT y noHDL, pero no se encontrd ningun valor aberrante.

4.2 Estudio con pacientes NAIF

Como una aproximacién estadistica inicial, antes de realizar los modelos de regresion,
se estudiaron las diferencias entre los portadores y no portadores de las seis variantes
genéticas para las siguientes variables no genéticas: edad, dosis media diaria de
estatina (D), cambio en el indice de masa corporal (%IMC), cambio de horas de
ejercicio practicadas por semana (AHe) y cambio en el consumo de gramos de alcohol
diarios (AA). No se estudié el cambio en el habito tabaquico, ya que el numero de
pacientes en los que se produjo el cambio fue muy bajo, lo que no permitia la

comparacion entre grupos.

Respecto a la comparacion de la edad, el %IMC y el AA entre portadores y no
portadores de las seis variantes, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en ninguno de los casos. Respecto a la D, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre portadores y no portadores de APOE4 ¢.388T>C
(p=0,01) y rozé la significacion estadistica para LPA ¢.3947+467T>C (p=0,09). Se
encontraron también diferencias entre los portadores y no portadores de la variante
HMGCR c¢.1564-106A>G para el AHe (p=0,03) (datos no mostrados).

Las tablas 11 y 12 muestran el estudio de comparacion de los indicadores
cuantitativos (%C y %CM para CT y noHDL) entre portadores y no portadores de las
seis variantes. En las tablas se exponen las medias e intervalos de confianza del 95%
para aquellas variables que se distribuyeron normalmente, y las medianas y rangos
para las que no. También se muestran las p de los test estadisticos aplicados en cada
caso para las comparaciones entre grupos, y en negrita figuran aquellas que

resultaron estadisticamente significativas.

Para los portadores de la variante del gen CYP3A4, ya que sélo son dos pacientes, en
la tabla se muestran los dos datos. En el caso del %CM de noHDL Unicamente se
muestra el dato de uno de ellos, porque para el otro no se dispuso de los valores de

HDL, por lo que no se pudo calcular el noHDL
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Tabla 11: Comparacion del %C y %CM de CT y noHDL entre portadores y no portadores de las variantes de los genes APOE y SLCO1B1.

APOE2 c.526C>T

APOE4 c.388T>C

SLCO1B1 ¢.521T>C

NP P NP P NP P
(n=95) (n=5) p (n=77) (n=23) p (n=68) (n=32) p
%C -23,8 24,5 -23,8 21,1 23,2 -23,1
cT 0,524 0,585 0,914
(-63,6; 19,3) | (-40,5:-17,6) (-27,5:-20,2)* | (-27,8;-14,3)* (-27,1;-19,4)* | (-28,6;-17,6)*

%CM 13,6 12,3 0,005 13,3 13,4 0574 13,9 11,8 0 321
cT (-31,8:33,4) | (-27,0:4,1) ’ (-19,6;3-7,0)* | (-20,0:-6,9)* | (-17,8:-10,0)* | (-20,6;-3,0)* ’
%C 28,6 -28,6 -28,7 27,3 -28,0 -29,2

noHDL 0,554 0,955 0,845
(-70,5:27,3) | (-37,3;23,4) (-33,5;-24,0)* | (-35,7;-18,8)* (-32,9;-23,1)* | (-36,6;-21,8)*
%CM -18,6 -23,7 -16,4 -16,9 -18,0 -16,5
noHDL 0,595 0,803 0,638
(-46,9:29,8) | (-33,1:4,9) (-23,0;-8,9)* | (-26,8;-6,9)* (-23,5:-12,5) | (-27,4:-5,7)*

*media e 1C95%. NP: No portadores P: portadores. p: probabilidad obtenida en los test estadisticos %C: porcentaje de cambio segun la concentracién final %CM: porcentaje
de cambio segun la concentracién media CT: colesterol total noHDL: colesterol noHDL
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Tabla 12: Comparacion del %C y %CM de CT y noHDL entre portadores y no portadores de las variantes de los genes CYP3A4, HMGCR y
LPA.

CYP3A‘IS‘;;)392G>A HMGCR c.1564-106A>G LPA ¢.3947+467T>C
NP P , NP P o NP P ,
(n=67) (n=2) (n=67) (n=2) (n=67) (n=2)
%C 23,6 448y 28,3 21,6 23,1 -20,9
oT 0,512 0,098 0,752
(-27,6:-19,7)* 2207 (-33,5:-23,1)" | (-25,5:-17,7)* (-27,0:-19,2)" | (-26,9:-15,0)*
%CM 13,6 224y 17.3 11,7 12,7 14,8
cT 0,767 0,011 0,386
(-31,8:33,4) 9,5 (-22,7:-11,8)" | (-16,4:-7,0)* (-17,3:-8,2)" | (-21,3:8,3)*
%C 29,3 53,4 34,9 26,4 273 -29.9
noHDL Y| 0397 0,007 0,380
(-34,4:-24 2)" -29,0 (-41,7:-28,1)" | (-31,5:-21,3)* (-32,4:-22,3)" | (-37,9:-22,0)°
%CM 17,3 22,0 15,9 17.4 18,0
noHDL 26,7 ; 0,039 0,869
(-38,2:29,8) (-29,8:-14,2)" | (-22,2:-9.7)* (-23.4:-11,4) | (-27,9:8,1)*

*media e IC95%. NP: No portadores P: portadores. p: probabilidad obtenida en los test estadisticos (s/a): subpoblacién tratada con simvastatina o atorvastatina. %C:
porcentaje de cambio segun la concentracion final %CM: porcentaje de cambio segun la concentracién media CT: colesterol total noHDL: colesterol noHDL
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Se puede observar que en todos los casos el tratamiento es efectivo ya que el
porcentaje de cambio medio es siempre negativo, lo que implica un descenso de las
concentraciones de lipidos. Hay que mencionar que si existen algunos casos (datos no
mostrados) en los que no disminuyeron las concentraciones de CT y noHDL, sino que

estas magnitudes aumentaron, concretamente esto ocurrié en 5 pacientes.

Para los indicadores %C de CT y de noHDL las diferencias entre los portadores y no
portadores de la variante HMGCR ¢.1564-106A>G resultaron cercanas a la
significacion estadistica (p=0,098 y p=0,097). En ambos casos se observa que los
portadores de la variante presentan menores reducciones de %C. Para el %CM de CT
y de noHDL las diferencias entre portadores y no portadores de esta variante si

alcanzaron la significacién estadistica (p=0,011 y p=0,039).

83



4.2.1 Matriz de correlacion entre las variables de control

Antes de incluir simultaneamente una serie de variables de control en un modelo de
regresion multiple, es conveniente asegurarse de que no existe una fuerte correlacion
entre ellas, por este motivo, se realiz6 un estudio de correlacién entre todas las
variables no genéticas. La tabla 13 muestra las p del test de Spearman para cada
correlacion entre variables. En el caso de que la p resultase significativa, el valor de

rho obtenido se muestra entre paréntesis, y ambos valores en negrita.

Tabla 13: Correlaciones entre variables de control.

Edad | Edad
Sexo (g:glg) Sexo

D | 0109 | 0789 | D

%MC | 0125 | 0416 | 0,389 | %IMC

AT | 0722 | 1000 | 0426 | 0147 AT

AHe | 0188 | 0652 | 0795 | 0,231 0,856 | AHe

AA | 0393 | 0249 | 0,943 (g:ggg) 0203 | 0818 | AA

DM | 0217 | 0707 | 0647 | 0441 (g:gg:) 0,992 | 0981 | DM

HTA (g:ggl) 0692 | 0877 | 0805 | 1000 | 0191 | 0991 | 0,120 | HTA
IsQMm | 0,197 | 0,379 (31331) 0,717 (g:ggg) 0,622 | 0,486 (<o?%07%1) 0,623

D: dosis media diaria de estatina %IMC: porcentaje de cambio en el indice de masa corporal AT: cambio
en el habito tabaquico AHe: cambio en el ejercicio fisico AA: cambio habito endlico DM: antecedentes de
diabetes mellitus HTA: antecedentes de hipertension arterial ISQM: evento isquémico previo

La unica correlacién de grado medio fue la existente entre DM-ISQM, cuya rho fue de
0,570. La variable ISQM (presencia de evento isquémico previo al estudio) se
correlacion6 con tres variables y presenté ademas la correlacion mas fuerte con la
variable DM. Por esta razén se decidié no introducirla en los posteriores modelos del

estudio.
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4.2.2 Desarrollo de modelos estadisticos para el porcentaje de cambio del

colesterol total segun la concentraciéon final

Construcciéon del modelo explicativo basal

Se estudié la influencia de cada variable de control cuantitativa sobre %C para CT,
mediante regresiones lineales simples. La tabla 14 muestra la p, el coeficiente B con
su intervalo de confianza del 95% y la R? obtenidas en cada caso. La R? se interpreta
como la variacion de Y que es explicada por la variable X, y el coeficiente de regresiéon
B representa la variacion de Y cuando se produce un cambio de una unidad de X. Por
ejemplo el cambio de CT segun la concentracion final que se produce por cada afio
que aumente la variable edad. En la misma tabla, para el caso de las variables
cualitativas sexo, DM y HTA, se muestra la p del test de comparacion de medias de
%C de CT entre grupos. En negrita se muestran aquellas variables X con una p

estadisticamente significativa en la regresion univariante o en la t de Student.

Tabla 14: Estudio de influencia de las variables de control sobre el porcentaje de
cambio de CT segun la concentracion final. Regresiones lineales para las variables

cuantitativas y comparaciéon de medias para las cualitativas.

Variables X (unidades) B (IC 95%) R? p
Edad (afos) 0,105 (-0,201;0,411) 0,005 0,497
D (mg) -0,243 (-0,338;-0,148) 0,209 <0,001
%IMC (kg/m?) 0,030 (-0,175;0,235) 0,003 0,766

AHe (horas/semana) -1,477 (-2,653;-0,302) 0,094 0,015

AA (gr/dia) -0,248 (-0,770;0,274) 0,015 0,346
Sexo (M/F) 0,526
DM (SI/NO) 0,770
HTA (SI/NO) 0,519

B (IC 95%): coeficiente B con el intervalo de confianza del 95%. R”: coeficiente de determinacion. p:
probabilidad asociada a los test estadisticos D: dosis media diaria de estatina %IMC: porcentaje de
cambio en el indice de masa corporal AHe: cambio en el ejercicio fisico AA: cambio habito endlico M:
masculino F: femenino DM: diabetes mellitus HTA: hipertension arterial

En primer lugar hay que remarcar que en este estudio todos los modelos realizados

son explicativos, y no predictivos.
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La influencia de la dosis sobre %C de CT resulté estadisticamente significativa y
explicaba un 20,9% de la variacion de %C de CT. Por otra parte, el AHe explica un
9,4% del cambio de %C de CT. Para ninguna de las comparaciones de variables
cualitativas se alcanz6 el nivel de significacion estadistica, por lo que no fueron

seleccionadas para incluirlas en el modelo basal.

A continuacion se incluyeron todas las variables de control seleccionadas por
presentar una p<0,05, en un modelo de regresién multiple de tipo stepwise, al que se
le denomina modelo basal. La tabla 15 muestra los resultados obtenidos en este
modelo, el valor de p y el coeficiente de regresién B con su intervalo de confianza del
95%.

Tabla 15: Modelo basal formado con las variables seleccionadas

Variables x (unidades) B (IC 95%) p
Constante -14,306 (-19,552;-9,059) <0,001
D (mg) -0,238 (-0,353; -0,122) <0,001
AHe (horas/semana) -1,416 (-2,453;-0,380) 0,008

B (IC 95%): coeficiente B con el intervalo de confianza del 95% p: probabilidad asociada a los test
estadisticos D: dosis media diaria de estatina AHe: cambio en el ejercicio fisico

La R? ajustada por el numero de variables del modelo basal fue de 0,271. Por tanto,

este modelo explicaba el 27,1% de la variacién del CT segun la concentracion final.

El coeficiente B de la variable D de -0,238 indica que por cada mg que aumenta la
dosis disminuyen las concentraciones de CT segun el punto final un 0,238%. Por
ejemplo, para una dosis de estatina equivalente a 40 mg de simvastatina, la reduccion
del CT seria de un 9,52%. Por otra parte, el coeficiente B de AHe de -1,416 indica que
por cada hora que aumenta el ejercicio practicado semanalmente la disminucion de
%C de CT es de un 1,416%. A partir de estos datos se podria realizar una
aproximacion teorica: el aumento de la practica de ejercicio en 6,7 horas por semana
equivaldria al efecto que tiene una dosis de 40 mg de estatina, sin tener en cuenta que

el efecto del farmaco es mucho mas rapido
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Estudio de la posible influencia de las variantes genéticas sobre el modelo explicativo

basal e inclusion en el modelo final

La unica variante que se seleccion6 para incluir en el modelo basal (tablas 11y 12) fue
la del gen HMGCR, porque presentdé una p de comparacion entre ambos grupos
cercana a la significacion (p=0,098). Se incluyé en el modelo explicativo basal con las
variables de control, mediante un modelo también de tipo stepwise para dar lugar al

modelo final. Los datos obtenidos se muestran en la tabla 16.

Tabla 16: Modelo final formado por las variables de control y la variante genética

seleccionada

Variables (unidades) B (IC 95%) P
Constante -23,766 (-31,490;-16,041) <0,001
D (mg) -0,232 (-0,339;-0,124)  <0,001
AHe (horas/semana) -1,656 (-2,635;-0,677) 0,001
HMGCR c.1564-106A>G 12,511 (4,606; 20,416) 0,002

B (IC 95%): coeficiente B con el intervalo de confianza del 95% p: probabilidad asociada a los test
estadisticos D: dosis media diaria de estatina AHe: cambio en el ejercicio fisico

La R? de este modelo fue de 0,366, lo cual implica que la inclusion de la variante
HMGCR c.1564-106A>G en el modelo basal permiti6 aumentar un 9,5% su capacidad
de explicacion del porcentaje de cambio de CT respecto a la concentraciéon final.
Ademas la variante alcanz6 el nivel de significacidon estadistica en el modelo de
regresion multiple. Estos datos confirman lo observado en la tabla 12: que la presencia
de la variante de HMGCR ¢.1564-106A>G tiene una notable implicacion en porcentaje

de cambio del CT y que su presencia no resulta beneficiosa.

En este modelo final, la D presentd un coeficiente B de -0,232. Esto quiere decir que
para una dosis equivalente a 40 mg de simvastatina, el porcentaje de reducciéon del CT
atribuido a la dosis representa un 9,3%. En cambio, el hecho de que se encuentre
presente la variante HMGCR c.1564-106A>G supone un 12% menos de descenso, lo
cual teéricamente podria contrarrestar el efecto de esta dosis. Esto muestra que
aunque el porcentaje de explicacion atribuible a la variante genética pueda parecer

modesto, su importancia es considerable en relacién a otros factores.
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4.2.3 Desarrollo de modelos estadisticos para el porcentaje de cambio del

colesterol total segun la concentracion media.

A continuacioén se realiz6 el mismo estudio secuencial para el indicador %CM, cambio

segun la concentracion media estimada diaria.

Construccién del modelo explicativo basal

Igual que en el caso anterior, en primer lugar se estudiaron las influencias de las
variables de control sobre el indicador %CM mediante regresiones lineales simples o

comparaciones entre grupos (tabla 17).

Tabla 17: Estudio de influencia de las variables de control sobre el porcentaje de
cambio de CT segun la concentracion media. Regresiones lineales para las variables

cuantitativas y comparacion de medias para las cualitativas.

Variables X (unidades) B (IC 95%) R? p
Edad (afos) -0,105 (-0,292;0,082) 0,003 0,267
D (mg) -0,121 (-0,182;-0,060) 0,128 <0,001
%IMC (kg/m?) -0,029 (-0,143;0,085) 0,008 0,612

AHe (horas/semana) -0,300 (-1,068;0,468) 0,010 0,610

AA (gr/dia) -0,003 (-0,302;0,296) <0,001 0,982
Sexo (M/F) 0,163
DM (SI/NO) 0,496
HTA (SI/NO) 0,902

B (IC 95%): coeficiente B con el intervalo de confianza del 95%. p: probabilidad obtenida en los test
estadisticos R% coeficiente de determinacion. D: dosis media diaria de estatina %IMC: porcentaje de
cambio en el indice de masa corporal AHe: cambio en el ejercicio fisico AA: cambio habito endlico M:
masculino F: femenino DM: diabetes mellitus HTA: hipertension arterial

La D presentd, al igual que en el caso de %C de CT, cierta influencia sobre el %CM de
CT suponiendo una explicacion de un 12,8%. En este caso, por cada mg que aumenta
la dosis, la concentracion media de CT disminuye un 0,121%.

Ya que unicamente fue seleccionada una variable, no se construyé el modelo

explicativo basal, sino que se decidié construir directamente el modelo final junto a la
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variante genética que resultase seleccionada. El hecho de emplear un modelo de tipo
stepwise en el que se incluyen las variables que sean significativas de una en una,

permite valorar la aportacion de la variante a la explicacion debida a la dosis.

Estudio de la posible influencia de las variantes genéticas sobre el modelo explicativo

basal e inclusion en el modelo final

Los datos de comparaciéon entre grupos de portadores y no portadores se muestran en
las tablas 11 y 12. La unica variante que podria resultar influyente en el %CM de CT
fue HMGCR 1564-106A>G con una p de 0,011, por lo que se cred el modelo final con

dicha variante.

Tabla 18: Modelo final formado por las variables de control y la variante genética

seleccionada

Variables (unidades) B (IC 95%) o]
Constante -12,569 (-16,451;-8,686) <0,001
D (mg) -0,123 (-0,182; -0,065) <0,001
HMGCR c.1564-106A>G 5,703 (1,821; 9,586) 0,004

B (IC 95%): coeficiente B con el intervalo de confianza del 95% p: probabilidad obtenida en los test
estadisticos D: dosis media diaria de estatina

La explicacién de este modelo final fue de un 19%, y en el primer paso del desarrollo
del modelo stepwise la inclusiébn unicamente de la variable D suponia una explicacion
de un 12,8%. Por lo tanto, la adicién de la variante de HMGCR c.1564-106A>G
aportaba un 6,2% adicional. Igual que en el caso del %C, la presencia de la variante
es perjudicial, ya que implicara un menor descenso de las concentraciones de CT.

A través de los datos de la tabla 18 se puede comprobar que, igual que ocurria para el
indicador %C, la presencia de esta variante, aunque parezca de influencia moderada,
podria te6ricamente contrarrestar el efecto de una dosis de estatina equivalente a 40
mg diarios de simvastatina. El coeficiente B de la dosis en el modelo final fue de -
0,123, por lo tanto una dosis de 40 mg diarios supondria un descenso de la
concentracion de CT de un 4,92%, y la sola presencia de la variante supone un “no
descenso” del CT de 5,703 %.
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4.2.4 Desarrollo de modelos estadisticos para el porcentaje de cambio del

colesterol noHDL segun la concentracion final.

Construccién del modelo explicativo basal

Para noHDL se sigui6é el mismo esquema de trabajo que para el CT, estudiando en
primer lugar las influencias individuales de las variables de control sobre el indicador, y

posteriormente se construyd el modelo basal.

Tabla 19: Estudio de influencia de las variables de control sobre el porcentaje de
cambio de noHDL segun la concentracion final. Regresiones lineales para las variables

cuantitativas y comparaciéon de medias para las cualitativas.

Variables X (unidades) B (IC 95%) R? p
Edad (afos) -0,072 (-0,485;0,340) 0,001 0,728

D (mg) -0,273 (-0,398;-0,149) 0,175 <0,001

%IMC (kg/m?) -0,020 (-0,324;0,283) 0,001 0,893

AHe (horas/semana) -1,467 (-3,018;0,084) 0,059 0,063

AA (gr/dia) -0,127 (-0,815;0,560) 0,002 0,712
Sexo (M/F) 0,497
DM (SI/NO) 0,871
HTA (SI/NO) 0,794

B (IC 95%): coeficiente B con el intervalo de confianza del 95%. R”: coeficiente de determinacion. p:
probabilidad obtenida en los test estadisticos D: dosis media diaria de estatina %IMC: porcentaje de
cambio en el indice de masa corporal AHe: cambio en el ejercicio fisico AA: cambio habito endlico M:
masculino F: femenino DM: diabetes mellitus HTA: hipertension arterial

Las variables que resultaron influyentes en las regresiones univariantes fueron la D y
el AHe, las mismas que para el caso de %C de CT. La dosis explica un 17,5% del %C
del noHDL, comparable al 20,2% que explicaba en el caso de CT, y por cada mg que
aumenta la dosis las concentraciones de noHDL segun la concentracién final
disminuyen un 0,273%. Estos datos corroboran los obtenidos para el CT: la influencia
de la dosis en el descenso de los lipidos, y que aproximadamente se produce un 0,3%

de descenso de estas magnitudes por cada mg que aumenta la dosis.
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El AHe explican un 5,9% del %C del noHDL. El coeficiente B de -1,467 indica que por
cada hora que aumenta el ejercicio practicado semanalmente el %C del noHDL

disminuye un 1,467%, datos también muy similares a los obtenidos para CT.

La tabla 20 muestra los datos del modelo explicativo basal construido con las variables
Dy AHe.

Tabla 20: Modelo basal formado con las variables seleccionadas

Variables x (unidades) B (IC 95%) P
Constante -17,191 (-24,309;-10,072) <0,001
D (mg) -0,286 (-0,439; -0,133)  <0,001
AHe (horas/semana) -1,404 (-2,804;-0,003) 0,050

B (IC 95%): coeficiente B con el intervalo de confianza del 95% p: probabilidad obtenida en los test
estadisticos D: dosis media diaria de estatina AHe: cambio en el ejercicio fisico

Ambas variables continuaron siendo significativas en el modelo multiple, el cual
explicaba el 22,2% del porcentaje de cambio del colesterol noHDL respecto a la

concentracion final (R? ajustada por nimero de variables = 0,222).

Estudio de la posible influencia de las variantes genéticas sobre el modelo explicativo

basal e inclusién en el modelo final

Como se puede observar en las tablas del estudio inicial (tablas 11 y 12), la Unica
variante que resulté influyente sobre el %C noHDL, con una p asociada al test de t de
Student cercana al valor de significacion, fue la del gen HMGCR (p=0,097). A
continuacion se afiadi6 al modelo explicativo basal la variante genética HMGCR

€.1564-106A>G, para valorar su aportacién al mismo.
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Tabla 21: Modelo final formado por las variables de control y la variante genética
seleccionada

Variables (unidades) B (IC 95%) P
Constante -28,518 (-39,083;-17,954) <0,001
D (mg) -0,283 (-0,428; -0,138)  <0,001
AHe (horas/semana) -1,666 (4,249;26,009) 0,016
HMGCR c.1564-106A>G 15,129 (4,249; 26,009) 0,007

B (IC 95%): coeficiente B con el intervalo de confianza del 95% p: probabilidad obtenida en los test
estadisticos D: dosis media diaria de estatina AHe: cambio en el ejercicio fisico

Este modelo presenté una R? de 0,304, por lo que la presencia de la variante genética
HGMCR c¢.1564-106A>G aport6 un 8,2% adicional. Ademas la variante alcanzoé el nivel
de significacion dentro del modelo.
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4.2.5 Desarrollo de modelos estadisticos para el porcentaje de cambio de

colesterol noHDL segun la concentracion media.

Construccién del modelo explicativo basal

La tabla 22 muestra los datos del estudio de la influencia de cada una de las variables

de control sobre el indicador mediante regresiones simples o comparacién de medias.

Tabla 22: Estudio de influencia de las variables de control sobre el porcentaje de
cambio de noHDL segun la concentracion media. Regresiones lineales para las

variables cuantitativas y comparacion de medias para las cualitativas

Variables X (unidades) B (IC 95%) R? p
Edad (afios) -0,122 (-0,374;0,130) 0,011 0,338

D (mg) -0,139 (-0,221;-0,058) 0,111 0,001

%IMC (kg/m?) -0,100 (-0,256;0,057) 0,048 0,205

AHe (horas/semana) -0,544 (-1,580;0,492) 0,019 0,297

AA (gr/dia) -0,134 (-0,537;0,269) 0,008 0,510
Sexo (M/F) 0,116
DM (SI/NO) 0,343
HTA (SI/NO) 0,870

B (IC 95%): coeficiente B con el intervalo de confianza del 95%. R*: coeficiente de determinacion. p:
probabilidad obtenida en los test estadisticos D: dosis media diaria de estatina %IMC: porcentaje de
cambio en el indice de masa corporal AHe: cambio en el ejercicio fisico AA: cambio habito endlico M:
masculino F: femenino DM: diabetes mellitus HTA: hipertension arterial

En todos los casos, %C y %CM para CT y noHDL, la variable dosis fue influyente en
las regresiones lineales simples, y ademas el cambio en la practica de ejercicio fisico
también lo fue para las dos magnitudes para %C. Se puede concluir que las variables
que formaron los modelos basales para %C y %CM son reproducibles para ambas
magnitudes lipidicas.

Igual que para el caso de %CM CT, no se construyd6 modelo basal inicial ya que

Unicamente la variable D resulté seleccionada.
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Estudio de la posible influencia de las variantes genéticas sobre el modelo explicativo

basal e inclusion en el modelo final

Igual que en los casos anteriores, la variante mas influyente sobre el indicador resulté
ser HMGCR c.1564-106A>G (p=0,039). Se estudi6 la adicion de esta variante al

modelo final junto a la D.

Tabla 23: Modelo final formado por las variables de control y la variante genética

seleccionada

Variables (unidades) B (IC 95%) P
Constante -16,857 (-22,136;-11,578) <0,001
D (mg) -0,145 (-0,225; -0,066) <0,001
HMGCR c.1564-106A>G 6,573 (1,197; 11,950) 0,017

B (IC 95%): coeficiente B con el intervalo de confianza del 95% p: probabilidad obtenida en los test
estadisticos D: dosis media diaria de estatina AHe: cambio en el ejercicio fisico

El modelo junto con la dosis y la variante explicaba un 14,6% del indicador, y el
modelo en el primer paso en que Unicamente se incluia la D, un 10,1%. Por lo tanto,
en este caso la aportacion de la variante representd un 3,5% adicional y el valor de p

alcanzo la significaciéon estadistica (p=0,017).

4.2.6 Resumen de los resultados obtenidos para el porcentaje de cambio segun
la concentracion final y segun la concentracion media para el colesterol total y el

colesterol noHDL.

La siguiente tabla resume los datos obtenidos con los modelos estadisticos
desarrollados para %C y %CM de CT y noHDL.

Para cada caso, se muestra la R? del modelo explicativo basal, la R?* del modelo
creado con las variables del modelo basal y la variante genética HMGCR c.1564-
106A>G, y el porcentaje de explicacibn que aporta la variante genética al modelo

basal.
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Tabla 24: Resumen del porcentaje de explicacion del modelo basal, el modelo final y la

aportacién de la variante genética sobre cada uno de los indicadores.

R? R? Aportacién
modelo basal + de la
Respuesta (Y) | modelobasal [ o p c1s6a- |  variable

(%) 106A>G (%) genética (%)
%C CT 27,1 36,6 9,5
%CM CT 12,8 19,0 6,2
%C noHDL 22,2 30,4 8,2
%CM noHDL 14,6 10,1 3,5

%C: porcentaje de cambio segun la concentracién final %CM: porcentaje de cambio segun la
concentracion media CT: colesterol total noHDL: colesterol noHDL

En todos los casos, los portadores de la variante presentaron menores reducciones de
CT y noHDL que los no portadores, por lo que parece que la presencia de la variante
resulta perjudicial para el descenso de las magnitudes lipidicas (ver datos de la tabla
12). Ademas, a partir de los datos de la tabla 12 también se puede concluir que las
reducciones del noHDL son mayores que las del CT, tanto si se evalua el indicador

%C como el indicador %CM.

4.2.7 Estudio sobre la consecucion de objetivos terapéuticos para el colesterol

total.

Ademas de la valoracion de la eficacia del tratamiento mediante los indicadores %C y
%CM, también se ha estudiado la influencia de las variantes genéticas sobre la
consecucion de los objetivos terapéuticos de CT y noHDL. Este indicador da una
visibn mas sencilla de interpretar, y podria ser mas practica para el clinico.

Se considerd que se habian alcanzado los objetivos terapéuticos si en la ultima visita a
la UFRV la concentracion sérica de CT era igual o inferior a 5,2 mmol/L, y para noHDL
si su concentracién sérica en la ultima visita era igual o inferior a 4,2 mmol/L.

En primer lugar, para hacer una primera aproximacion, para cada variante genética se
estudio cuantos no portadores y portadores (heterocigotos y homocigotos) alcanzaron
los objetivos terapéuticos, tanto para CT como para noHDL. La tabla 25 muestra los

pacientes en cada grupo.
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Tabla 25: Numero de portadores y no portadores de cada variante que alcanzaron o

no el objetivo terapéutico para el CT y el noHDL.

CT noHDL
Si NO Sl NO
APOE2 NP 41 53 49 40
c.526C>T P 4 1 4 1
APOE4 NP 33 43 41 32
c.388T>C P 12 11 12 9
SLCO1B1 NP 33 35 37 28
c.521T>C P 13 19 17 13
CYP3A4 NP 31 36 35 28
c.-392G>A P 1 1 1 1
HMGCR NP 16 11 17 11
c.1564-106A>G P 30 43 37 30
LPA NP 34 43 40 33
c.3947+467T7>C P 12 11 14 6

NP: no portadores de la variante P: portadores de la variantes SI: nimero de pacientes que alcanzaron el objetivo
terapéutico NO: numero de pacientes que no alcanzaron el objetivo terapéutico

En el caso del CT, a la vista de los resultados de esta tabla inicial parece que los
portadores de la variante APOE2 ¢.526C>T alcanzaron en mayor proporcién los
objetivos de CT que los no portadores. En cambio, para la variante HMGCR c.1564-
106A>G parece que los no portadores alcanzaron en mayor proporcioén los objetivos, y
para el resto de las variantes genéticas no parece que existan diferencias. Por lo tanto,
como primera aproximacién, se intuye que la presencia de la variante APOE2
¢.526C>T podria suponer un beneficio para el grado de consecucién del objetivo de
CT, y lo contrario ocurre para HMGCR c¢.1564-106A>G.

Para estudiar la influencia de las variantes genéticas sobre el grado de consecucion de
los objetivos terapéuticos se desarrollaron modelos estadisticos secuenciales similares
a los realizados para %C y %CM. En este caso, la variable Y es cualitativa dicotomica
(consecucién del objetivo vs no consecucion del objetivo), por lo que se emplearon

modelos de regresion logistica.

Construccién del modelo explicativo basal

Se estudié la influencia de las variables edad, dosis media diaria de estatina (D),

concentracion inicial de CT (CTi), cambio del indice de masa corporal (%IMC), cambio
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en el numero de horas de practica de ejercicio semanales (AHe) y cambio en el
numero de gramos de alcohol que se consumen al dia (AA) sobre el grado de
consecucion del objetivo terapéutico de CT mediante modelos de regresion logistica
simple. En el caso de las variables cualitativas (sexo, DM y HTA) se compararon las
distribuciones entre los grupos de portadores y no portadores mediante test de chi

cuadrado.

Todas aquellas variables cuya p fuese inferior o igual a 0,100 fueron seleccionadas
para construir un modelo de regresiéon logistica multiple, llamado modelo explicativo

basal.

La tabla 26 muestra los valores p, R?de Cox-Snell y la odds ratio (OR) con su intervalo
de confianza del 95% para cada una de las regresiones logisticas simples, y la p del

test de comparacién de proporciones para las variables cualitativas.

La OR corresponde al riesgo de obtener el efecto estudiado para un determinado valor
de X respecto al valor disminuido en una unidad (X-1). En nuestro caso, pese a la
connotacién negativa de la palabra, el “riesgo” representa la probabilidad de alcanzar
el objetivo terapéutico. Por ejemplo, la probabilidad de alcanzar el objetivo terapéutico
de CT para una determinada edad (40 afios) respecto a la probabilidad de alcanzarlo
teniendo un afio menos (39 afios). Para las variables cualitativas representa la
probabilidad de alcanzar el objetivo para los individuos que presentan una condicién,

por ejemplo antecedentes de DM, respecto a los que no la presentan.

Una OR superior a 1 indica que la probabilidad de que ocurra el efecto es mayor
segun aumenta el valor de la variable X, por ejemplo la edad, y, al contrario, una OR
inferior a 1 indica que la probabilidad de que ocurra el efecto disminuye. Por ultimo,
una OR de 1 se interpreta como que la posibilidad de que ocurra el evento es la misma

cuando varia la variable X.
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Tabla 26: Estudio de influencia de las variables de control sobre la consecucion de
objetivos terapéuticos de CT. Regresiones logisticas para las variables cuantitativas y

comparacion de proporciones para las cualitativas.

Variables X (variables) OR (IC 95%) R? p
Edad (afios) 1,013 (0,975;1,052) 0,05 0,515
CTi (mmol/L) 0,582 (0,399;0,848) 0,091 0,005
D (mg) 1,009 (0,995;1,023) 0,016 0,217
%IMC (kg/m?) 0,886 (0,704;1,114) 0,152 0,299

AHe (horas/semana) 0,932 (0,801;1,084) 0,014 0,361

AA (gr/dia) 1,039 (0,964;1,121) 0,019 0,315
Sexo (M/F) 0,555 (0,236;1,305) 0,175
DM (SI/NO) 2,314 (0,712;7,525) 0,155
HTA (SI/NO) 1,029 (0,375;2,891) 0,956

OR: odds ratio 1C95%: intervalo de confianza del 95% R: coeficiente de determinacién. p: probabilidad
obtenida en los test estadisticos CTi: concentracién inicial de colesterol total D: dosis media diaria de
estatina %IMC: porcentaje de cambio en el indice de masa corporal AHe: cambio en el ejercicio fisico AA:
cambio habito endlico M: masculino F: femenino DM: diabetes mellitus HTA: hipertension arterial

Ante estos resultados, parece que la probabilidad de alcanzar el objetivo es menor
segun aumenta la CTi, ya que presentd una OR inferior a 1. De las variables
cualitativas, la unica que parecio influir sobre la consecucién del objetivo terapéutico
fue la DM, ya que presentd un valor cercano al predefinido de 0,100. Para la presencia
de DM, la OR de 2,314, indicaria que la probabilidad de alcanzar el objetivo era mayor
para los pacientes diabéticos. Aunque este efecto pueda resultar inicialmente
desconcertante, se puede pensar que se debe a que estos pacientes, ya que conocen
su mayor riesgo cardiovascular, también tengan tendencia a cuidarse mas, por lo que
alcancen mas frecuentemente el objetivo. De todas maneras este dato debe
interpretarse con cautela ya que en el intervalo de confianza esta incluido el 1.

Se incluyeron ambas variables, CTi y DM, en el modelo de regresion logistica multiple
en el que las variables eran incluidas de una en una en caso de que alcanzasen el
nivel de significacion estadistico definido de 0,100.

Unicamente la variable CTi, con una OR de 0,603 e I1C95% de 0,413 a 0,881, se
incluyé en el modelo ya que presentd una p=0,009. La variable DM qued6 excluida

porque present6 una p de 0,318.
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La R? de Cox-Snell del modelo fue de 0,084, por lo que la influencia de este modelo
sobre el grado de consecucién del objetivo terapéutico para CT puede valorarse en un
8,4%. Se verifica que a mayor concentraciéon de CTi es menos probable que se

alcancen los objetivos terapéuticos (OR inferior a 1).

Estudio de la posible influencia de las variantes genéticas sobre el modelo explicativo

basal

A continuacién se estudio la influencia de cada una de las variables genéticas sobre el
alcance del objetivo de CT, y para ello se comparé el niumero de pacientes que
consiguieron el objetivo en los grupos de portadores y no portadores de cada variante
mediante un test de chi cuadrado. La tabla 27 muestra los resultados de cada una de

ellas.

Tabla 27: Comparaciéon de pacientes que alcanzaron los objetivos terapéuticos de CT

entre los portadores y no portadores de cada una de las variantes genéticas.

Variantes genéticas OR (IC 95%) p

APOE2 c.526C>T 5,171 (0,557;48,034) 0,111
APOE4 c.388T>C 1,421 (0,558;3,623) 0,460
SLCO1B1 ¢.521T>C 0,726 (0,310;1,699) 0,459
CYP3A4 c.-392G>A 1,161 (0,070;19,349) 0,917
HMGCR c.1564-106A>G 0,480 (0,195;1,178) 0,106

LPA c.3947+467T>C 1,380 (0,542;3,510) 0,498

OR: odds ratio IC95%: intervalo de confianza del 95% p: probabilidad obtenida en los test estadisticos

La presencia de las variantes APOE2 ¢.526C>T y HMGCR c.1564-106A>G se
acercaron al nivel de significacion estadistica fijado para este estudio. A partir de estos
datos y de las proporciones expuestas en la tabla 25 se deduce que la probabilidad de
alcanzar el objetivo si esta presente la variante HMGCR c¢.1564-106A>G es menor que
si no esta. En cambio, la presencia de la variante APOE2 ¢.526C>T parece favorecer

que se alcancen los objetivos terapéuticos.
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Inclusion de las variantes genéticas influyentes en el modelo explicativo final.

A continuacion se estudio la aportacién de las dos variantes seleccionadas al modelo

basal.

-Lainclusion de la variante APOE2 ¢.526C>T no resulté significativa y no se incluy6 en
el modelo ya que presentdé una p asociada de 0,226 en el modelo final. Presentd una
OR de 4,848, por lo que en principio, si hubiese resultado significativa, la influencia de

la variante sobre la consecucion de los objetivos terapéuticos seria beneficiosa.

-Por el contrario la variante HMGCR c¢.1564-106A>G, si que entr6 en el modelo. Los

datos del modelo final se muestran en la tabla 28.

Tabla 28: Modelo final con la variable de control seleccionada y la variante genética.

Variables (unidades) OR (IC 95%) p
CTi (mmol/L) 0,539 (0,356;0,815) 0,003

HMGCR c.1564-106A>G 0,321 (0,113;0,916) 0,034

OR: odds ratio IC95%: intervalo de confianza del 95% p: probabilidad obtenida en los test estadisticos

La R? fue 0,013, por lo que una vez incluida en el modelo basal, la variante HMGCR
1564-106A>G aportd un 4,6% al modelo basal. Ademas resultdé ser estadisticamente
significativa (p<0,05) dentro del modelo. Presenté una OR de 0,321, lo que quiere
decir que la probabilidad de alcanzar el objetivo es menor si esta presenta la variante

que si no lo esta.

4.2.8 Estudio sobre la consecucidon de objetivos terapéuticos para el colesterol
noHDL.

Construccién del modelo explicativo basal

Se estudi6 la influencia de las mismas variables de control que para CT, excepto la
concentracion inicial de CT que se sustituyd por la concentracion inicial de noHDL
(noHDL.i), sobre la consecucion del objetivo terapéutico. Se tomé igualmente como

nivel de significacion p< 0,100.
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Los resultados del estudio de la influencia de cada variable no genética sobre el
indicador mediante regresiones logisticas 0 comparaciones que se exponen en la tabla
29.

Tabla 29: Estudio de influencia de las variables de control sobre la consecucion de
objetivos terapéuticos de noHDL. Regresiones logisticas para las variables

cuantitativas y comparacién de proporciones para las cualitativas.

Variables X (unidades) OR (IC 95%) R? p

Edad (afos) 1,024 (0,984;1,066) 0,016 0,239
noHDLi (mmol/L) 0,735 (0,513;1,053) 0,032 0,094
D (mg) 1,009 (0,994;1,024) 0,015 0,255

%IMC (kg/m?) 0,942 (0,821;1,080) 0,142 0,391
AHe (horas/semana) 0,924 (0,791;1,079) 0,017 0,319

AA (gr/dia) 1,039 (0,965;1,118) 0,019 0,312
Sexo (M/F) 0,796 (0,338;1,875) 0,602
DM (SI/NO) 1,628 (0,452;5,858) 0,453
HTA (SI/NO) 0,714 (0,253;2,013) 0,523

OR: odds ratio IC95%: intervalo de confianza del 95% R: coeficiente de determinacién. p: probabilidad
obtenida en los test estadisticos D: dosis media diaria de estatina %IMC: porcentaje de cambio en el
indice de masa corporal AHe: cambio en el ejercicio fisico AA: cambio habito endlico M: masculino F:
femenino DM: diabetes mellitus HTA: hipertensién arterial

Unicamente se seleccioné la variable noHDLi para construir el modelo basal, por lo
que se decidi6 no construirlo, sino realizar directamente el modelo final una vez

seleccionada la o las variantes genéticas influyentes.

Estudio de la posible influencia de las variantes genéticas sobre el modelo explicativo

basal
A continuacién se estudio la influencia de cada una de las variantes genéticas sobre el

alcance del objetivo de noHDL, mediante comparaciones de chi cuadrado entre

grupos.
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Tabla 30: Comparaciéon de pacientes que alcanzaron los objetivos terapéuticos de

noHDL entre los portadores y no portadores de cada una de las variantes genéticas.

Variantes genéticas OR (IC 95%)
APOE2 c.526C>T 3,265 (0,351;30,390)
APOE4 c.388T>C 1,041 (0,391;2,773)

SLCO1B1 ¢.521T>C 0,990 (0,413;2,370)

CYP3A4 c.-392G>A 0,800 (0,048;13,368)

HMGCR c.1564-106A>G 0,563 (0,222;1,427)

LPA c.3947+467T>C 1,444 (0,540;3,860)

p
0,274

0,936
0,981
0,876
0,223
0,463

OR: odds ratio IC95%: intervalo de confianza del 95% p: probabilidad obtenida en los test estadisticos

Ninguna de las variantes alcanzé el nivel de significacién predefinido, pero se estudi

la influencia de APOE2 ¢.526C>T y HMGCR c.1564-106A>G, por analogia con CT.

Se decidid realizar la prueba de construir el modelo basal con las variantes APOE2
c.526C>T y HMGCR c¢.1564-106A>G, pero tanto el noHDLi como las variantes

presentaron valores de p en el modelo de alrededor de 0,200, incluso de 0,300 para

APOE2 ¢.526C>T (datos no mostrados).
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4.2.9 Resumen de los resultados obtenidos para la consecucion de objetivos

terapéuticos.

La tabla 31 resume los datos obtenidos en el estudio de la consecucién de objetivos.

Muestra la R? de Cox y Snell del modelo explicativo basal, la variante genética incluida

en el modelo, la R? de Cox y Snell del modelo creado con la variable del modelo basal

y la variante genética, el porcentaje de explicacion que aporta la variante al modelo

final y la OR de la variante en dicho modelo.

Tabla 31: Resumen del porcentaje de explicacién del modelo basal, el modelo final y la

aportacién de la variante genética sobre la consecucién de los objetivos terapéuticos.

R? modelo basal Avortacién de |
ortacion de la
Alcance | + HMGCR c.1564- | '
de R® modelo variable genética | OR (IC95%)
objetivos | basal (%) 106A>G
(Y) (%) (%)
(1]
0,321
CT 8,4 13,0 4,6 (0,113:0,916)

CT: colesterol total OR: odds ratio IC95%: intervalo de confianza del 95%
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4.3 Estudio con pacientes NO NAIF

Para contrastar los resultados obtenidos en el grupo de pacientes NAIF, se repitio el
estudio con otra poblacién, la de los pacientes NO NAIF.

Se trata de una poblacién de pacientes caracterizados por que en el momento de su
primera visita a la UFRV ya estaban siendo tratados con algun farmaco hipolipemiante
y en ese momento se les modifico el tratamiento. Se emplearon los mismos criterios
de seleccion que para la poblacién NAIF y el grupo final estuvo formado por 57
participantes. Las caracteristicas basales de esta poblacién se muestran en la seccion
4.1 Descripcion de la poblacion.

Igual que para los NAIF, en primer lugar se estudiaron las diferencias entre los
portadores y no portadores de las seis variantes genéticas para las variables edad, D,
%IMC, AHe, AA, y %C y %CM para el CT y el noHDL.

Del total de pacientes, no hubo ninguno que modificase su habito tabaquico durante el

periodo del estudio, por lo cual no se incluyd esta variable en los modelos.

Respecto a la comparacion de la edad, D, AHe y AA entre portadores y no portadores
de las seis variantes, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
ninguno de los seis casos. Respecto al %IMC si se encontraron diferencias para la
variante LPA ¢.3947+467T>C (p=0,04) (datos no mostrados).

Las tablas 32 y 33 muestran las comparaciones para %C y %CM de CT y noHDL entre
portadores y no portadores de las seis variantes. Exponen las medias e intervalo de
confianza del 95% para aquellas variables que se distribuyeron normalmente y la
mediana y rango para aquellas que no, asi como las p de los test estadisticos
aplicados en cada caso para las comparaciones entre grupos. En negrita figuran las p
de aquellos test de comparaciones entre grupos que resultaron estadisticamente

significativas.
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Tabla 32: Comparacion del %C y %CM de CT y noHDL entre portadores y no portadores de las variantes de los genes APOE y SLCO1B1.

APOE2 ¢.526C>T APOE4 ¢.388T>C SLCO1B1 ¢.521T>C
NP P NP P NP P
(n=52) (n=4) P (n=52) (n=4) P (n=52) (n=4) P
. 17,2 26 14,7 19,1 -19,1 7.8
%C 0,288 0,029
CT (-51,3;-18,5) | (-20,1;5,8) (-19,9;:-9,5) | (-31,1:-7,2)* | 0,456 | (-24,7:-13,5)* | (-15,1:0,5)*
7.8 -1,31 77 -10,2 -10,0 4.3
%CM 0,262 0,049
CT (-31,5:9,2) (-10,3;2,9) (-10,5:-4,9y | (-17,3:-3,2)* | 0,528 | (-13,1;-6,8)* (-8,7:0,1)*
. -20,1 17 17,6 -24.6 222 13,1
%C 0,460 0,163
noHDL | (-59,2;24,0) | (-35,7;2,6) (-23,8:-11,5)* | (-40,7:-8,6)* | 0,340 | (-29,7:-14,6)* | (-22,1:-4,1)*
8,2 0,9 -10,2 13,3 11,5 9.6
%CM 0,388 0,620
noHDL | (-37,1;12,0) | (-17,8;1,3) (-13,9;:-6,5) | (-22,9:-3,7)* | 0,564 | (-15,8:-7,3)* | (-16,0:-3,1)*

*media e 1C95%. NP: No portadores P: portadores. p: probabilidad obtenida en los test estadisticos %C: porcentaje de cambio segun la concentracién final %CM: porcentaje

de cambio segun la concentracién media CT: colesterol total noHDL: colesterol noHDL
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Tabla 33: Comparacion del %C y %CM de CT y noHDL entre portadores y no portadores de las variantes de los genes CYP3A4, HMGCR y

LPA.
CYP3A‘ISCI;)392G>A HMGCR c.1564-106A>G LPA ¢.3947+467T>C
NP P NP P NP P
(n=37) (n=4) P (n=37) (n=4) P (n=37) (n=4) P
%C 17,2 -26,3 7.8 19,6 -16,6 13,4
cT 0,346 0,021 0,643
(-51,3;18,5) | (-36,9:-9,7) (-15,1:-0,6)* | (-25,5:-13,8)* (-22,1:-11,1)* | (-23,0:-3,9)*
%CM 8,1 12,4 3.9 10,5 8,3 8,5
cT 0,314 0,013 0,969
(-11,3:-4,8) | (-19,2:-5,6)* (-7,5:-0,3)* | (-13,7:-7,1)* (-11,2:-5,4) | (-14,4:-2,6)*
%C -18,6 -33,9 11,5 23,7 -20,5 -16,8
noHDL 0,315 0,051 0,587
(-59,2:24,3) | (-42,9:10,4) (-20,8:-2,2) | (-31,0:-16,3)* (-27,4:-13,6)* | (-27,7:-5,8)*
%CM 11,2 -15,1 5,7 13,9 11,2 10,6
noHDL 0,413 0,018 0,884
(-15,8:-6,6)* | (-22,4:-7,8)* (-10,3:-1,1)* | (-18,5:-9,2)* (-15,2:-7,1 | (-17,6:-3,5)*

*media e 1C95%. NP: No portadores P: portadores. p: probabilidad obtenida en los test estadisticos (s/a): subpoblacién tratada con simvastatina o atorvastatina. %C:
porcentaje de cambio segun la concentracion final %CM: porcentaje de cambio segun la concentracion media CT: colesterol total noHDL: colesterol noHDL
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Para los indicadores %C y %CM de CT y de noHDL las diferencias entre los
portadores y no portadores de la variante HMGCR c.1564-106A>G alcanzaron la
significacion estadistica (p=0,021, p=0,013, p=0,051 y p=0,018, respectivamente).
Ademas para %C y %CM de CT se encontraron diferencias significativas entre los
portadores y no portadores de la variante SLCO1B1 521T>C (p=0,029 y p=0,049).

4.3.1 Matriz de correlacion entre las variables de control.

Se realizé el mismo estudio de correlacion entre todas las variables no genéticas
(variables X), que el realizado para la poblacion NAIF. Las variables edad y %IMC
siguieron una distribucién normal (p>0,05), pero el resto de variables no. Por lo tanto,
en todos los casos la matriz de correlacién se construy6 estudiando las correlaciones
entre las variables mediante el test no paramétrico de Spearman, excepto la
correlacion edad-%IMC que se estudié mediante el test de Pearson.

La siguiente tabla muestra las p del test de Spearman o Pearson para cada correlacion
entre variables. En el caso de que la p fuese significativa, p<0,05, se muestra entre

paréntesis el valor de rho obtenido. En esos casos los datos se muestran en negrita.

Tabla 34: Correlaciones entre variables de control.

Edad | Edad

Sexo 0,173 Sexo

D 0,286 | 0,686 D

%IMC | 0,503 | 0,833 | 0,927 | %IMC

AHe 0,678 | 0,695 | 0,388 | 0,581 AHe

AA 0,562 | 0,388 | 0,457 | 0,775 | 0,242 AA

DM 0,339 | 0,276 | 0,884 | 0,363 | 0,907 | 0,718 DM

HTA | 0,514 | 0,639 | 0,551 0,867 | 0,708 | 0,349 | 0,222 HTA

0,047
iIsQm | 0,721 | 0,562 | 0,882 | 0,416 | 0,161 | 0,575 (0.292) 0,905

D: dosis media diaria de estatina %IMC: porcentaje de cambio en el indice de masa corporal AT: cambio
en el habito tabaquico AHe: cambio en el ejercicio fisico AA: cambio habito endlico DM: antecedentes de
diabetes mellitus HTA: antecedentes de hipertensién arterial ISQM: evento isquémico previo
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La unica correlacion estadisticamente significativa fue la que existente entre DM-
ISQM, cuya rho fue de 0,292. Por analogia con el estudio de los pacientes NAIF, se

decidi6 eliminarla y no incluirla en los modelos.

4.3.2 Desarrollo de modelos estadisticos para el porcentaje de cambio de segun
la concentraciéon final, segin la concentraciéon media, y consecucion de

objetivos terapéuticos para el colesterol total y el colesterol noHDL.

Debido al bajo numero de pacientes en este estudio (n=57), se tom6 como valor de
nivel de significacion p<0,100. Unicamente en el caso de %CM de CT una de las
variables de control, DM, fue seleccionada para formar el modelo basal. En el resto de
los casos ninguna de las variables de control resulté seleccionada para incluirse en los
modelos basales, de modo que se valoré directamente la aportacién de las variantes

genéticas influyentes sobre el indicador.

La tabla 35 muestra un resumen de los modelos obtenidos para la poblacion NO NAIF
para %C, %CM de CT y noHDL. En los casos en que mas de una variante genética

resulté influyente sobre el indicador, se valor6 la aportacion conjunta de ambas.

Tabla 35: Resumen del porcentaje de explicacion del modelo basal, el modelo final y la

aportacién de la variante genética sobre cada uno de los indicadores.

Variables R? Aportacion
en el modelo : - dela
Respuesta (Y) S clalo basal Variante genética D
basal (%) genética (%)
SLCO1B1 ¢.521T>C 7,1
o i i HMGCR c.1564-106A>G 8,0
%C CT SLCO1B1¢.521T>C 14.4
HMGCR c.1564-106A>G ’
SLCO1B1 ¢.521T>C 5,9*
o HMGCR c.1564-106A>G 8,6"
%CM CT DM 4.2 SLCO1B1 ¢.521T>C 12.9*
HMGCR c.1564-106A>G ’
%C noHDL - - HMGCR c.1564-106A>G 8,2
%CM noHDL - - HMGCR c.1564-106A>G 8,6

*en el modelo stepwise con la variable de control y la genética, Unicamente queda dentro la variante genética. DM
present6 en el modelo una p> 0,100. %C: porcentaje de cambio segun la concentracion final %CM: porcentaje
de cambio segun la concentraciéon media CT: colesterol total noHDL: colesterol noHDL -: casos en los que
no se pudo construir el modelo basal.
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Como se puede comprobar sélo en el caso del %CM de CT hubo una variable
seleccionada para la construccion del modelo basal, la DM (p=0,079). Para %C de CT,
%C de noHDL y %CM de noHDL las p asociadas a comparacion de los indicadores en
funcion de DM fueron de 0,135, 0,132 y 0,154 respectivamente.

En este caso, las variables de control no resultaron influyentes sobre los indicadores,
probablemente debido al bajo numero de pacientes en la poblacion y a las propias
caracteristicas de ésta. A pesar de ello, la variante HMGCR c¢.1564-106A>G, igual que
ocurria para los NAIF, result6 influyente en todos los casos.

Pero, segun se observa en la tabla del estudio inicial de los NO NAIF (tabla 33), en
este caso ocurre lo contrario de lo que ocurria con los NAIF: ahora son los portadores
de la variante los que presentan mayores disminuciones relativas de CT y noHDL. Por
tanto, parece que en este subtipo de poblacién, la presencia de la variante es
beneficiosa para la disminucion de ambas magnitudes lipidicas. Igual que para los
NAIF, el descenso porcentual de noHDL es de mayor grado que el CT.

También cabe destacar que aunque en todos los casos se observa un descenso de las
concentraciones de CT y noHDL, su magnitud es significativamente menor a la que se
observaba en los NAIF.

En este caso, ademas de la variante HMGCR c.1564-106A>G, también resultd
seleccionada la variante SLCO1B1 ¢.521T>C para el %C y %CM de CT. En ambos
casos los portadores de la variante presentaron menores descensos del CT que los no
portadores.

Por ultimo, para %C y %CM de CT, se valoré de manera conjunta la influencia de las
dos variantes y a la vista de los resultados parece que los efectos de ambas podrian

ser aditivos.

En la tabla 36 se muestran los resultados relativos a la consecucion de los objetivos
terapéuticos de CT y noHDL. Se muestra la R?> de Cox-Snell del modelo basal, la R?
del modelo final con la variante seleccionada, la aportacién de la variante al mismo y

su OR en el modelo final. El nivel de significacion fue p< 0,100.
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Tabla 36: Resumen del porcentaje de explicacion del modelo basal, el modelo final y la

aportacién de la variante genética sobre la consecucién de objetivos terapéuticos.

R?* modelo | Aportacién
Variables en R? basal de la
Respuesta | ¢ modelo +SLCO1B1 | variable | OR (IC95%)
(Y) modelo
basal basal (%) | ¢.521T>C genética
(%) (%)
Objetivo CT CTi 7.3 20,5 182 | 0%928707)
Objetivo . 0,145
noHDL noHDLi 7,3 18,5 11,2 (0,026:0,820)

OR: odds ratio IC95%: intervalo de confianza del 95%.CT: colesterol total CTi: concentracién inicial CT
noHDL.: colesterol noHDL noHDLi: colesterol noHDL inicial

En ambos casos, al incluir la variante en el modelo ésta alcanzd la significacion
estadistica (p=0,023 y 0,029, respectivamente) y ademas presentaron OR por debajo
de 1, lo cual indica que la presencia de esta variante dificulta la consecucién de los
objetivos terapéuticos en esta poblacion.

La variante HMGCR c.1564-106A>G, que para los NAIF resultaba influyente para la
consecucion del objetivo terapéutico de CT, en este caso no resulto significativa. En el
estudio de comparacién de proporciones de pacientes que alcanzaron frente a los que
no alcanzaron el objetivo en funcion de la presencia o no de esta variante, se
obtuvieron unas p de chi cuadrado de 0,541 para el CT y 0,551 para el noHDL.

En el caso de la variante APOE2 ¢.526C>T, que para el CT de los NAIF mostro cierta

influencia, la p de chi cuadrado fue de 0,577.
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5. Discusion
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5.1 La enfermedad cardiovascular y su tratamiento

Actualmente, segun la Organizacibn Mundial de la Salud, la enfermedad
cardiovascular es la principal causa de mortalidad en el mundo (119). Existen diversos
factores que pueden influir en el desarrollo de la ECV, los denominados factores de
riesgo cardiovascular. Algunos de ellos son modificables, como los que constituyen el
perfil lipidico del paciente: la concentracion sérica de CT, colesterol LDL, colesterol
HDL, colesterol noHDL y los TG.

Las guias de prevencion del riesgo cardiovascular establecen que el colesterol LDL es
la principal diana sobre la que incidir para disminuir este riesgo (16). Pero actualmente,
la mayoria de laboratorios clinicos no miden directamente la concentracion de
colesterol LDL, sino que la calculan a través de la formula matematica de Friedewald.
Esta formula incluye la concentracion de TG, y cuando éstos estan por encima de 4,5
mmol/L no se puede aplicar (118). En estos casos se recomienda medir la
concentracién del colesterol noHDL, ya que incluye todas las fracciones lipidicas pro-

aterogénicas (2).

En este trabajo, para evitar la limitacion del colesterol LDL se decidi6 emplear como
magnitudes bioquimicas indicadoras el CT y el noHDL para todos los pacientes,

independientemente de sus concentraciones de TG.

Como ya se ha mencionado, la ECV es multifactorial y esta afectada por factores
intrinsecos al individuo como la edad y el sexo, factores ambientales y también
factores genéticos. Es conocido que existe cierto grado de heredabilidad en estas
enfermedades, y en diversos estudios se han encontrado diferentes loci genéticos
implicados en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, como el infarto agudo y
las enfermedades coronarias (120, 121). Cabe destacar que los loci conocidos hasta el
momento so6lo explican un pequefio porcentaje de la heredabilidad, y que todavia
quedan muchos genes y mecanismos de accién por descubrir. También se han
realizado estudios sobre los genes implicados en el metabolismo de los lipidos y las
lipoproteinas. Hay algunas dislipemias de las que se ha identificado el gen
responsable, como ocurre en el caso de la hipercolesterolemia familiar (122), y en
cambio, se cree que otras dislipemias pueden ser el resultado de una combinacién de

variantes de diversos genes (78,123).

Uno de los tratamientos mas extendidos de las dislipemias o de la prevencién de las

ECV es el uso de estatinas para conseguir la disminucion de las concentraciones de
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lipidos. Sin embargo, se ha observado que la respuesta al tratamiento con estatinas no
es homogénea entre los pacientes que las toman. Se cree que puede haber variantes
de genes implicadas en la diferente respuesta al tratamiento, por lo que también se

han realizado estudios de asociacion gendmica (GWAS) en este campo (97, 124, 125).

En este trabajo se ha pretendido estudiar la influencia de algunas variantes de
diversos genes potencialmente implicados en la respuesta al tratamiento con estatinas
(CYP3A4, SLCO1B1, HMGCR, LPA y APOE) en pacientes con dislipemia, tratados

Unicamente con estos farmacos.

5.2 Justificacion del estudio

Es conocido que los efectos que producen las estatinas en los individuos son muy
heterogéneos. Por este motivo se han realizado diversos estudios sobre el origen de
estas diferencias, especialmente las causas genéticas (126), asi como los efectos que

tienen estas diferencias a nivel clinico (127).

Este trabajo propone una manera de cuantificar la influencia de cada una de las
variantes genéticas seleccionadas a partir de modelos explicativos, que resulten
faciles de interpretar. Ademas, se incluyen otras variables cuya influencia en los
perfiles lipidicos es muy conocida, como la edad, la diabetes, la practica de ejercicio
fisico, etc... Se trata de una manera novedosa de evaluar el efecto de las variantes, ya
que se valora su influencia tanto de manera independiente como conjunta con las

variables de control.

Por otra parte, ademas de valorar el efecto de las estatinas en funcion de las
concentraciones de CT, que es lo que habitualmente se suele hacer, se ha estudiado
el noHDL. Se trata de una magnitud bioquimica menos estudiada pero de gran
relevancia, ya que incluye todas las fracciones pro-aterogénicas. En los estudios
publicados se valora generalmente el colesterol LDL, calculado mediante la férmula de
Friedewald, lo cual tiene el inconveniente de que no se puede calcular cuando hay TG
altos, algo que ocurre habitualmente. La valoracién en funcién del noHDL, por lo tanto,

lo hace de mayor utilidad para la practica clinica diaria.

Por ultimo, se ha querido incluir el punto de vista clinico tomando como indicador la

consecucion de los objetivos terapéuticos.
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5.3 Discusion de los resultados obtenidos

En primer lugar se discutiran los resultados relacionados con el CT, para cada uno de
los dos indicadores cuantitativos y después se seguira el mismo esquema para el
noHDL. Por ultimo, se tratara la consecucion de los objetivos terapéuticos para ambas

magnitudes.

5.3.1 Estudio de la influencia de variantes de los genes APOE, SLCO1B1,
CYP3A4, HMGCR y LPA en el porcentaje de cambio del colesterol total segun la
concentracion final y segun la concentracion media en las poblaciones NAIF y
NO NAIF.

En primer lugar, cabe destacar, como se puede observar en las tablas 11 y 12, que en
general todos los pacientes consiguen una reduccién del CT (porcentajes de cambio
de signo negativo) tras el tratamiento con estatinas, por lo que se puede concluir que
el tratamiento es efectivo. S6lo hubo 5 casos en los que no se produjo un descenso

del CT, sino que sus valores aumentaron.

En la poblacién NAIF, las variables de control que acabaron siendo seleccionadas
para construir los modelos basales fueron la D para ambos indicadores y AHe para
%C. Los porcentajes de explicacion de los modelos basales fueron de un 27,1% para
el %C y de un 12,8% para el %CM, los cuales se pueden considerar bastante altos
para incluir sélo una o dos variables. En ambos casos la variante genética que resultd
influyente fue ¢.1564-106A>G del gen HMGCR, y su adicién al modelo basal sumé un
porcentaje de explicacion de un 9,5% y un 6,2% respectivamente. En ambos casos, la
presencia de la variante supuso una menor disminucién de las concentraciones de CT
(-28,3% vs -21,6% para %C y -17,3% vs -11,7% para %CM).

Como ya se ha mencionado en el apartado de los resultados, aunque la aportacién de
la explicacibn debida a la variante pueda parecer moderada, adquiere mayor
relevancia si se compara con el resto de las variables. De hecho, muchas de las
variables cuya influencia esta ampliamente probada como el consumo de alcohol o el
IMC, no la demostraron en esta poblacion, al contrario de lo que ocurrié con esta

variante genética.

El estudio de los pacientes NO NAIF traté de verificar los resultados obtenidos en los

NAIF. Es importante advertir que, de entrada, la disminucién de los lipidos es mas
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acusada en los pacientes NAIF que en los NO NAIF, como ya se esperaba por las
caracteristicas de esta poblacion (ver tablas 11, 12, 32 y 33). En la poblacion NO
NAIF, para el caso de %C ninguna variable resulté seleccionada para la construcciéon
del modelo basal, y para el %CM, unicamente la variable DM. Este hecho podria
deberse al menor numero de pacientes en el subgrupo y a la mayor dispersion de los
datos. En este caso, ademas de la variante c.1564-106A>G del gen HMGCR, hubo
otra que result6é influyente sobre los indicadores: ¢.521T>C del gen SLCO1B1. La
aportacion de la variante de HMGCR a los indicadores %C y %CM fue similar a la que
se observd en el caso de la poblacién NAIF (8,0% vs 9,5% para %C y 8,6% vs 6,2%
para %CM), aunque hay que tener en cuenta que para %C no se pudo elaborar un

modelo basal.

Es importante destacar que el efecto de la presencia de la variante del gen HMGCR es
opuesto en ambas poblaciones: perjudicial en el caso de los NAIF y beneficiosa en los
NO NAIF. Para profundizar en estos resultados, se cuantificaron por separado los %C
y %CM de CT en los homocigotos sin la variante, heterocigotos y homocigotos con la
variante, en los dos grupos de pacientes (datos mostrados en el Anexo 1). En la
poblacion NAIF, los homocigotos para la variante y los heterocigotos presentaron una
disminucion similar de CT valorada segun %C, que fue inferior a la que presentaron
los homocigotos sin la variante. Por tanto, desde un punto de vista funcional, es
correcto clasificar a los individuos como portadores o no portadores. Para los
pacientes NO NAIF, los %C de CT de los homocigotos con la variante y heterocigotos
también son muy similares (ademas de ser muy similares a los %C de CT que
presenta este grupo en los pacientes NAIF). Se puede comprobar que el efecto de la
presencia de la variante ¢.1564-106A>G, tanto en los pacientes NAIF como en los NO
NAIF, supone un descenso de la concentracion de CT segun el punto final de
aproximadamente un 21%. En cambio, en los homocigotos no portadores de los NO
NAIF, la reduccién del %C de CT es mucho menor a la obtenida para los NAIF (-7,83%
vs -29,01%). Por tanto, el aparente perjuicio (o beneficio) de la presencia de la variante
segun la poblacion estudiada reside en realidad en el diferente comportamiento de los
no portadores de las dos poblaciones. Sobre los posibles motivos de este
comportamiento se discutird mas adelante, cuando se comparen nuestros resultados
con la bibliografia en el apartado 5.3.3. Hay que destacar que los homocigotos no
portadores NO NAIF, a pesar de ser un grupo relativamente numeroso (n=19),
presentan una gran dispersion de los datos (la desviacion estandar es

aproximadamente el doble de la media).
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En cuanto a la variante ¢.521T>C del gen SLCO1B1, se observd que tenia un efecto
sobre el descenso del CT en el caso de los pacientes NO NAIF, pero no en los NAIF.
La presencia de la variante explicaba un 7,1% del %C y un 5,9% del %CM. A partir de
los datos de la tabla 32, se deduce que la presencia de la variante tiene un efecto
negativo para la reduccion del CT, ya que en los portadores la disminucién de CT fue
menor (-7,8% vs -19,1%). En cambio, en los pacientes NAIF no se observaron estas
diferencias (-23,2% vs -23,1%). Es posible que estos datos puedan deberse en parte a
las caracteristicas de la poblacién NO NAIF y al efecto que tiene la variante ¢.521T>C
de SLCO1B1 sobre los eventos adversos. Diversos estudios de asociacién gendémica
han relacionado la presencia de esta variante con los efectos adversos, los cuales
tienen como consecuencia que muchos pacientes dejen el tratamiento con estatinas, o
que no haya un grado adecuado de adhesion al mismo (102, 103). Estos efectos
pueden ser mas o menos graves, desde dolor muscular sin aumento de la enzima
creatina-quinasa, que se eleva cuando hay destruccién de fibras musculares, hasta la
rabdomiolisis, que se define como una necrosis masiva de las fibras musculares, en la
que se produce una excrecion de mioglobina por la orina. Esta situacion puede llevar a

una lesion renal, que es una de sus mas importantes complicaciones.

Probablemente, el hecho de que los pacientes NO NAIF lleven mas afios en
tratamiento podria implicar que son mas resistentes al mismo, ya que vienen derivados
de un centro de atencién primaria debido al mal control del perfil de colesterol. Una de
las causas para ello podria ser la menor adhesién al tratamiento que se da cuando se
producen efectos adversos. Segun datos publicados por el Ministerio de Sanidad, la
tasa de rabdomiolisis mortal oscila entre en 0,04 y 0,19 por cada millon de
prescripciones para las diversas estatinas, pero la incidencia de mialgias sin elevacién
de la creatina-quinasa es mucho mayor: segun algunos estudios de alrededor de un
15% (128).

Los pacientes NAIF son tratados de novo y se cree que podria darse esta situacion

menos frecuentemente, y haber una mejor adhesion al tratamiento.

Por ultimo se estudié en la poblacion NO NAIF la influencia conjunta de las dos
variantes sobre el modelo basal, obteniéndose una explicacién adicional de un 14,4%
y 12,9% para el %C y %CM, respectivamente, por lo que parece que el efecto de la

presencia de ambas variantes es aditivo.

5.3.2 Estudio de la influencia de variantes de los genes APOE, SLCO1B1,
CYP3A4, HMGCR y LPA en el porcentaje de cambio del colesterol noHDL segun
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la concentracion final y segun la concentracion media en las poblaciones NAIF y
NO NAIF.

Los modelos basales de los pacientes NAIF para CT y noHDL fueron reproducibles
para ambos indicadores, ya que las variables seleccionadas para el modelo basal
fueron las mismas para las dos magnitudes lipidicas; D y AHe para %C y D para
%CM. Las R? asociadas a dichos modelos fueron ligeramente menores en el caso del
noHDL respecto al CT e, igualmente, en ambos casos la variante genética

seleccionada para incluirse en los modelos finales fue ¢.1564-106A>G de HMGCR.

Igual que la capacidad de explicacion sobre los indicadores en los modelos basales
era menor para el noHDL que para el CT, la explicacion afadida por la variante
genética al modelo también fue algo menor en este caso. Para el %C, la variante
aporté un 8,2% adicional, y para %CM un 3,5%. Hay que remarcar también que,
revisando los datos de la tabla 12 (comparaciones entre portadores y no portadores de
la variante), las reducciones en las concentraciones son mas importantes en el caso
del noHDL que en el del CT. Este hecho es de gran importancia, ya que es la

magnitud que representa todas las fracciones pro-aterogénicas del colesterol.

En la poblacion NO NAIF, no se seleccion6 ninguna de las variables para construir un
modelo basal, por lo que se valoré la influencia de las variantes de manera
independiente. La unica variante que resultd influyente fue c.1564-106A>G de
HMGCR. En este caso, el efecto de la variante sobre la disminuciéon de los lipidos
también parece contradictorio en ambas poblaciones, por lo que se realizd el mismo
estudio que para el CT, clasificando a los pacientes como homocigotos sin la variante,
heterocigotos y homocigotos con la variante, y calculando la media y desviacion
estandar del %C y %CM de noHDL para cada grupo y subpoblacién. Se observa lo
mismo que en el caso anterior: que los portadores presentan porcentajes de cambio
de noHDL segun la concentracién final y media similares entre si, y que esto ocurre en
las dos poblaciones. En estos casos, las desviaciones estandar, aunque son mayores
que las observadas para CT, son menores que las medias. Para la poblacién NAIF, el
%C y %CM noHDL de los homocigotos no portadores es mucho mayor y presenta una
desviacion relativamente baja, pero en cambio en los NO NAIF presenta un %C y
%CM de noHDL mucho menor que los portadores de la variante con una desviacion

estandar de aproximadamente el doble (datos en el Anexo 1).
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5.3.3 Comparacion de los resultados obtenidos para los indicadores

cuantitativos con la bibliografia.

Como ya se ha indicado previamente, la mayoria de las guias para el control del riesgo
cardiovascular inciden principalmente en la importancia de la disminucion de las
concentraciones de CT y LDL, como dianas para la reduccion de este riesgo. En este
trabajo se ha querido valorar la influencia de diversas variantes genéticas, teniendo en
cuenta variables de control cuya influencia es conocida, en la reduccién del CT y del
noHDL, en vez de LDL.

De las seis variantes genéticas seleccionadas para ser estudiadas, APOE2 ¢.526C>T,
APOE4 ¢.388T>C, SLCO1B1 ¢.521T>C, CYP3A4 c.-392G>A, HMGCR c.1564-
106A>G y LPA ¢.3947+467T>C, sblo dos de ellas mostraron influencia sobre el
porcentaje de cambio de CT segun la concentracion final (%C) y segun la
concentracion media (%CM): la del gen HMGCR para las dos poblaciones, y la del gen
SLCO1B1 para la poblacién NO NAIF. Para el caso del noHDL, la Unica variante que
resulté influyente fue la ¢.1564-106A>G de HMGCR, para las dos poblaciones.

HMGCR c¢.1564-106A>G

El gen HMGCR codifica para la enzima limitante de la sintesis endégena de colesterol,
la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa, sobre la cual ejercen su efecto las estatinas.
Por este motivo, es uno de los genes mas estudiados en relacién al efecto del

tratamiento con estos farmacos.

El polimorfismo intrénico estudiado en este trabajo se puede considerar un
polimorfismo funcional, ya que se ha relacionado con la regulacién del splicing
alternativo que se produce en el exén 13, por la cual éste se pierde en el mRNA dando
lugar al denominado HMGCR (-) (95). Como consecuencia, la proteina restante carece
de 53 aminoacidos que forman parte de su dominio catalitico, lo que conduce a la
practica desaparicion de su actividad. Ademas, se cree que este cambio podria afectar
a la sensibilidad para la union de las estatinas. Chung et al. (129) estudiaron la
influencia de este polimorfismo sobre las concentraciones de los lipidos y el efecto del
tratamiento con estatinas. Observaron que Unicamente en el caso del LDL, los
pacientes portadores de la variante minoritaria G presentaban concentraciones de LDL
mas altas en el punto inicial y en todos los puntos del estudio. En otro trabajo, Medina

et al. (130), encontraron que la presencia del HMGCR (-) produce una menor
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sensibilidad a la accién de las estatinas, lo que conlleva menores reducciones en el
CT, el LDL, la Apo B y los TG en los pacientes tratados con estatinas. Este estudio fue
llevado a cabo en lineas celulares de linfocitos de pacientes en las que se controlaron
los niveles de los diferentes mRNA, en funcién de la presencia o no de la variante. Es
importante destacar que los dos tipos de mMRNA se encuentran presentes en todos los
tejidos. En el trabajo de Burkhardt et al. (97) se estudiaron las diferentes proporciones
de HMGCR (+) y HMGCR (-) en diferentes tipos celulares, y se vio que en todos ellos
existen ambos, pero es en los linfocitos donde hay mayor proporcién de HMGCR (-).
Se desconoce cual es el motivo por el que el transcrito sin el exén 13 es el

predominante en este tipo celular.

Por otra parte, también se han llevado a cabo estudios acerca de diversos haplotipos,
formados por variantes, que se han asociado a la respuesta a las estatinas (131,132),
como los denominados H2 y H7. Como ya se sefialé en la Introduccién, la variante de
HMGCR de nuestro estudio, la rs3846662, forma parte del haplotipo H7 junto a las
otras dos variantes intrénicas rs17244841 y rs17238540 (131). Una reciente revision
realizada por Gelissen et al. (133), hace un repaso de aquellos genes cuyas variantes
han sido relacionadas con los diferentes efectos del tratamiento con estatinas. En él,
diversas variantes de este trabajo, como la HMGCR c.1564-106A>G, aparecen
relacionadas con dicho efecto, mostrando que todavia quedan muchos aspectos que

aclarar sobre la influencia del splicing alternativo sobre la eficacia de las estatinas.

En un estudio mas reciente de Medina et al. (134) se revelan otras claves acerca de la
implicacion y regulacién de esta variante. Se sabe que los no portadores de la variante
(los individuos AA) presentan mayores proporciones de HMGCR (-) a nivel celular, lo
cual hace que se sinteticen menores cantidades de colesterol enddégeno y por tanto se
capte mas colesterol plasmatico procedente de la dieta. Por tanto, los pacientes AA
deberian presentar concentraciones basales de CT y noHDL menores que los GG. Por
otra parte en su estudio en lineas celulares, Medina et al. (134) también ponen de
manifiesto que la produccion de HMGCR (-) se ve modulada, ademas de por la
variante, por las concentraciones de lipidos circulantes. Si las concentraciones de
lipidos disminuyen se produce menor proporcion de HMGCR (-) y mayor de HMGCR
(+), y al revés si los lipidos aumentan. Pero este hecho sélo ocurre en las lineas
celulares de genotipo AA y no en las GG, en los que las proporciones se mantienen

constantes a pesar de las variaciones de los lipidos circulantes (134).

En nuestro estudio, en cambio, no se observa esta situacién inicial respecto a CT y

noHDL. En el Anexo 2 se muestran las comparaciones entre los AA y GG de la
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poblacion NAIF, y puede verse que no existen diferencias entre ambas poblaciones, y
que, en todo caso, lo que se observa es una tendencia a presentar mayores
concentraciones basales de CT y noHDL en los AA. No se ha encontrado ningun

motivo en la seleccion de los pacientes que pueda justificar este hecho.

Asumiendo la bondad de estos datos del estudio de Mediana et al. (134), y
aplicandolos a los resultados de nuestro estudio, se puede proponer la siguiente
hipotesis. En el grupo de los pacientes NAIF, los individuos no portadores (AA)
presentarian una disminucibn mas pronunciada de las concentraciones de CT y
noHDL que los portadores, porque aunque inicialmente tengan mayor proporcion de
HMGCR (-) inactivo e insensible a las estatinas, el efecto del farmaco sobre los
HMGCR (+) activos producira de todas formas un descenso de las concentraciones de
lipidos. Este descenso conlleva que se produzca mas transcritos HMGCR (+) y menos
HMGCR (-), por lo que habra cada vez mas centros activos y la estatina ejercera mas
efecto. Por lo tanto, se producira un descenso mas pronunciado al inicio del
tratamiento, que luego se ira estabilizando cuando se alcance el equilibrio entre las
proporciones de los dos transcritos y las concentraciones de lipidos circulantes. En
cambio, para los GG la estatina sera igual de efectiva durante todo el tratamiento,
porque las proporciones de HMGCR (+) y HMGCR (-) se mantendran igual durante
todo el tiempo que dure el mismo. La disminucién del colesterol en los individuos no
portadores (AA) podria ser de tipo sigmoideo, mientras que en los individuos

portadores se produciria una disminucién de tipo lineal.

Lo que podria ocurrir con la poblacion NO NAIF es que al evaluarla en una etapa mas
avanzada del tratamiento, los GG continuaran con el descenso progresivo de CT y
noHDL. En cambio en los AA, el descenso mas importante (el inicial) ya se habra
producido, y se encontraran en la etapa en la que los descensos seran ya mas
moderados. Esta hipdtesis concuerda con los datos obtenidos, ya que se ha visto que
los descensos de las magnitudes lipidicas son muy similares en los portadores de G
en ambas poblaciones (-21% y -17%), y en cambio los descensos para los no
portadores, AA, son muy diferentes, siendo de mayor grado en los NAIF que en los
NO NAIF (-29% y -8%). Ademas, la elevada dispersidbn observada en los no
portadores en el grupo de los NO NAIF se podria deber al hecho de que como no se
sabe cuanto tiempo llevan los NO NAIF en tratamiento, algunos podrian encontrarse
todavia en la zona de la curva del descenso mas brusco, y otros ya en la fase de
estabilidad. Lo que ocurre con los pacientes heterocigotos AG, es mas dificil de
interpretar y no hay estudios respecto a ellos, pero a la vista de nuestros resultados la

variante parece comportarse como dominante.
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En nuestro estudio se muestra por primera vez “in vivo” en pacientes, que el efecto de
esta variante puede parecer diferente en funcion del momento en que se estudie la
poblacion, algo muy importante que habria que tener en cuenta a la hora de valorar a
los pacientes en el ambito clinico. Ademas se verifica que este efecto es debido
unicamente al comportamiento de los no portadores y que se observa en las dos

magnitudes lipidicas, valoradas de manera conjunta a las variables de control.

También cabe destacar que, a pesar de tratarse de la diana secundaria en las guias
de prevencion de riesgo cardiovascular como la NCEP-ATP Il (16), no se ha
encontrado ningun estudio que relacione este polimorfismo con el noHDL, por lo cual
los hallazgos de este trabajo pueden considerarse bastante novedosos. De hecho, hay
muy pocos estudios que evaluen la influencia de variantes genéticas sobre el noHDL.
En uno de ellos, Karvanen et al. (135) encontraron asociacion entre tres variantes de
los genes PRSC1, CELSR2 y SMADS3, con valores mas altos de colesterol noHDL,

pero este tipo de estudios son muy escasos.

SLCO1B1 ¢.521T>C

El gen SLCO1B1 codifica para una proteina transportadora, OATP1B1, situada en la
membrana de los hepatocitos. Esta proteina es esencial para permitir la entrada y la
accion intracelular, o el metabolismo, de diversos farmacos como los antiinflamatorios
o las estatinas (136). Es muy conocido el efecto que tienen las variantes de SLCO1B1
en el desarrollo de efectos secundarios de las estatinas, como han mostrado diversos
estudios (137, 138). El efecto de la variante ¢.521T>C de SLCO1B1 se ha asociado a
una menor actividad de la proteina transportadora OATP1B1, por lo que el farmaco
permanece mas tiempo en circulacion sin entrar a las células, siendo las
concentraciones plasmaticas mas elevadas (100, 101). El estudio SEARCH (139) de
asociacion genémica encontré una asociacion significativa entre la presencia del alelo
C y el riesgo de desarrollar miopatia. El posterior estudio de Stewart et al. (140), no
pudo evidenciar el beneficio de genotipar a los pacientes para determinar la dosis mas
indicada de estatina para cada paciente. En el estudio STRENGHT se comprob6 que
habia una peor adhesion al tratamiento en pacientes con esta variante, y ademas, se
observd un efecto de dosis alélica, especialmente para el caso de la simvastatina
(141). También en un estudio realizado con pacientes del Rotterdam Study (142) se
demostré que en los pacientes con el alelo C se daba un mayor numero de casos en
que era necesaria la reduccién de la dosis y el cambio de tratamiento, lo cual es

indicativo de una mayor proporcién de efectos secundarios.

122



En nuestro trabajo se ha encontrado una relacion entre la presencia de la variante y el
descenso de la concentracion de CT, tanto segun la concentracién final como la
media, pero Unicamente para la poblacion NO NAIF. Como se puede calcular a partir
de los datos de la tabla 32 del estudio de la poblacion NO NAIF, los pacientes
portadores del alelo C presentan menores reducciones del CT, un 11,3% menos para
el %C y un 5,7% menos para %CM. Para el caso de noHDL, las diferencias entre
ambos grupos no alcanzaron diferencias estadisticamente significativas, pero en la
misma tabla también se puede ver que los porcentajes de reduccién son menores para

los portadores de C.

En un estudio realizado en poblacion china no se encontraron diferencias respecto a la
disminucién del LDL entre portadores y no portadores de esta variante (143) y otro
estudio realizado por Hubacek et al. (144), mostré diferencias en las disminuciones de
CT en funcién de la presencia o no de la variante, pero el efecto era diferente en
funcién del sexo. Respecto a la reduccién de las concentraciones de HDL y TG hay
pocos estudios, pero hasta ahora no se ha encontrado asociacién entre esta variante y

la variacién de sus concentraciones tras el tratamiento con estatinas (106).

Como ya se ha comentado a lo largo del trabajo, es llamativo observar que la variante
haya resultado influyente solamente para el grupo de los NO NAIF, y ademas con un
porcentaje de explicacién de los indicadores bastante importante. El hecho de que un
efecto de esa magnitud no se observe en la poblacion NAIF hace pensar que la
presencia de este efecto debe estar relacionada con las caracteristicas de la poblaciéon
en la que se observa. La poblacién NO NAIF es una poblacién ya expuesta a diversos
cambios de tratamiento antes de llegar a la UFRV, una unidad especializada. Podria
darse el caso (aunque no se dispone de los datos) de que en la poblacion NO NAIF
hubiese una mayor cantidad de pacientes que sufriesen efectos adversos, por lo que
tenderian a seguir peor el tratamiento, y en consecuencia el efecto del farmaco

resultaria menos eficaz.
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5.3.4 Estudio de la influencia de variantes de los genes APOE, SLCO1B1,
CYP3A4, HMGCR y LPA en la consecucion de los objetivos terapéuticos del
colesterol total para las poblaciones NAIF y NO NAIF.

Para este indicador, el esquema de trabajo fue el mismo, pero las regresiones
empleadas fueron regresiones logisticas ya que el indicador es de tipo cualitativo
dicotébmico. Por este motivo, el efecto de la falta de datos para algunos de los
pacientes influye mas, por lo que se podrian obtener peores resultados que con las

regresiones lineales.

Para la poblacion NAIF se realiz6 un estudio inicial, similar al realizado para los
indicadores cuantitativos, en que se pueden ver las distribuciones de los pacientes que
alcanzaron o no los objetivos terapéuticos de CT y noHDL en funcién de las seis
variantes genéticas (tabla 25). A partir de los datos de esta tabla, ya se podia hacer
una primera aproximacién, puesto que se intuia que la presencia de la variante APOE2
¢.526C>T podria suponer un beneficio para el grado de consecuciéon del objetivo de
CT, y lo contrario para HMGCR ¢.1564-106A>G. Para el resto de variantes no parecia
haber diferencias. En la seleccion de las variables de control Unicamente resultd
influyente el CTi (CT inicial), que explicaba un 8,4% del indicador. Present6 una OR
inferior a 1, lo que quiere decir que la posibilidad de alcanzar el objetivo de CT
disminuye segun aumenta el CTi. Es logico pensar que aquellos pacientes que
presentan concentraciones de CTi mas altas tendran mayor dificultad para alcanzar el
objetivo. Es llamativo que, en este caso, la variable dosis no alcanzé el nivel de
significacion (presentd una p asociada de 0,217, datos no mostrados), ya que en los
casos de los indicadores cuantitativos resulté siempre influyente. Tal y como se intuia
a partir de los datos de la tabla inicial, se seleccionaron las variantes APOE2
¢.526C>T y HMGCR c.1564-106A>G, por presentar una p asociada cercana al valor
predefinido de 0,100, pero una vez introducidas en el modelo basal, unicamente la
variante HMGCR ¢.1564-106A>G continu6 mostrando cierta influencia. Su aportacién
al modelo basal fue de un 4,6%, que aunque puede parecer de grado moderado,
supone mas del 50% de la explicacion que aporta la concentracién inicial de CT. La
OR de la variante HMGCR c¢.1564-106A>G en el modelo final fue inferior a 1
(concretamente de 0,321), por lo que su presencia resultaria perjudicial para la
consecucion del objetivo de CT. Estos datos estan totalmente de acuerdo con los

obtenidos para los indicadores %C y %CM para CT.
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En el caso de la poblacion NO NAIF, también la variable CTi fue la unica que resultd
influyente y su explicacién de la consecucion del objetivo de CT fue de un 7,3%,
bastante similar al de la poblacién NAIF. En este caso resulté seleccionada la variante
SLCO1B1 ¢.521T>C, pero ninguna de las dos seleccionadas en el estudio con los
NAIF, APOE2 c.526C>T y HMGCR c¢.1564-106A>G. La aportacion de la variante del
gen SLCO1BT1 a la explicacion fue de un 13,2 %, con una OR de 0,088. Hay que tener
en cuenta que en esta poblacién la presencia de la variante es claramente perjudicial,
ademas de explicar un porcentaje que supone casi el doble de la explicacion que
aporta CTi.

5.3.5 Estudio de la influencia de variantes de los genes APOE, SLCO1B1,
CYP3A4, HMGCR y LPA en la consecucion de los objetivos terapéuticos del
colesterol noHDL para las poblaciones NAIF y NO NAIF.

Los datos de la tabla 25 muestran también cuantos de los pacientes NAIF portadores y
no portadores de cada una de las seis variantes estudiadas alcanzaron el objetivo
terapéutico de noHDL en la dltima visita a la UFRV. A primera vista parece que las
variantes que resultaron significativas para el caso de CT, podrian ser también

influyentes para el noHDL.

Para la poblacion NAIF la unica variable influyente fue noHDLi (noHDL inicial), pero la
explicacién que aportaba al modelo fue unicamente de un 3,2%. Igual que para el caso
de CT, es logico pensar que aquellos pacientes que presenten concentraciones
iniciales mas elevadas tendran menos posibilidades de alcanzar el objetivo, a pesar de
que reduzcan sustancialmente el noHDL, que aquellos con concentraciones iniciales
mas bajas. Tal y como ocurria para los indicadores cuantitativos, las explicaciones de
las variables sobre los indicadores representaban un menor porcentaje para el noHDL
que para el CT. Ninguna de las variantes alcanzé el valor de probabilidad definido, por
lo que no se pudo verificar la influencia de la variante HMGCR ¢.1564-106A>G, sobre

la consecucién del objetivo de noHDL.

Se realizé el mismo estudio en la poblacion NO NAIF, y en este caso la variable
seleccionada para el modelo basal también fue el noHDLIi, suponiendo una explicacion
del indicador de un 7,3%. Igual que para el caso de CT, la variante que resultd
seleccionada fue SLCO1B1 ¢.521T>C. Ademas, su aportaciéon al modelo fue de un
11,2%, significativamente mas alta que la explicacion del propio modelo basal,

presentando una OR de 0,145. Parece que la presencia de la variante es perjudicial
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para el alcance del objetivo, de tal manera que aunque los pacientes partieran de
concentraciones de noHDL relativamente bajas, si son portadores del alelo C, su

efecto negativo podria contrarrestar esta ventaja.

5.3.6 Comparacion de los resultados obtenidos para el indicador cualitativo con

la bibliografia.

APOE2 ¢.526C>T

Esta variante fue seleccionada en el estudio inicial porque se acercé al nivel de
significacion definido en el estudio para CT (p=0,111) pero no para el noHDL
(p=0,274). Ademas, para el CT presentd una OR superior a 1, de 5,171, lo que
indicaba que la presencia de la variante podria suponer un beneficio para la
consecucion del objetivo, aunque en el modelo final no llegase a alcanzar el nivel de

significacion requerido.

Como ya se menciond en el apartado Introduccion, la variante APOE2 ¢.526C>T se ha
asociado, cuando se encuentra en homocigosis, a la disbetalipoproteinemia, pero
también muchos estudios la han relacionado con la presencia de concentraciones de
LDL mas bajas, asi como con un menor riesgo de sufrir enfermedad cardiovascular
(89, 90). Por ejemplo, en el estudio de Mazzotti et al. (145), realizado en casi 600
pacientes brasilefios, se encontrd que los pacientes con la variante APOE2 ¢.526C>T
presentaban concentraciones de CT y LDL mas bajas. Lo mismo ocurre para el LDL
en la poblacién lituana (146), por lo que parece que esta situacion esta bien
demostrada. Respecto a la efectividad del tratamiento con estatinas, se cree que los
individuos con el alelo T presentan mayores reducciones de colesterol que los no
portadores (90). El trabajo de Mega et al. (147) es uno de los que muestran que la
variante esta asociada a reducciones mayores de los lipidos, concretamente en este
caso, de LDL. Ademas, en el mismo trabajo se estudia también la consecucidén de un
objetivo de LDL (LDL menor o igual a 70mg/dL después de 30 dias de tratamiento), el
cual se vio influenciado por la presencia de la variante. En nuestro caso, no se llegd a
comprobar la influencia de esta variante en el grado de consecucién de los objetivos,
tal vez debido a la escasez de datos. Por este motivo seria interesante ampliar este

estudio con un mayor numero de participantes.
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HMGCR c¢.1564-106A>G

Igual que ocurria para los indicadores %C y %CM para CT y noHDL, la variante
c.1564-106A>G de HMGCR resulté influyente en el grado de consecuciéon de objetivos
terapéuticos, pero Unicamente para CT. En este caso, parece que su capacidad de
explicacién es menor que para los indicadores cuantitativos, pero si nos fijamos en el
porcentaje de explicacion que afade respecto a la del modelo basal, la explicacién
aportada por la variante supone un 50% de ésta. En cambio, para los indicadores
cuantitativos la explicaciéon afadida representaba aproximadamente un tercio de la

explicacién del modelo basal.

Como ya se ha explicado previamente, hay muchos estudios que muestran la
influencia de la variante en el descenso de las concentraciones de lipidos en pacientes
tratados con estatinas, pero esto no ocurre con estudios que planteen el alcance de un
objetivo de concentracion. Por ejemplo, la revision de Medina et al. (148) afirma que la
presencia de los alelos minoritarios de las variantes que forman el haplotipo H7 se
asocia a mayores reducciones de CT, LDL, Apo B y TG en los pacientes tratados con
estatinas. Ya se ha explicado que la relacion entre esta variante y la eficacia de las
estatinas, esta definida por las proporciones de HMGCR (-) y HMGCR (+), asi como
por las variaciones de los lipidos circulantes. Debido a la respuesta de los individuos
no portadores, AA, a la disminucion de los lipidos, se produce menos HMGCR (-) y
mas HMGCR (+), por lo que hay mas centros activos sobre los que puede actuar la
estatinas y se producen en consecuencia disminuciones cada vez mayores del CT y
noHDL. Por tanto, para los individuos no portadores, AA, deberia ser mas facil

alcanzar el objetivo, o por lo menos alcanzarlo en un plazo de tiempo mas corto.

Cabe destacar que el mecanismo de regulacién del splicing alternativo del exén 13 no
esta totalmente descrito, como muestra el hecho de que vayan apareciendo articulos
acerca de nuevas moléculas implicadas en el proceso. Este es el caso del articulo de
Yu et al. (149), que investiga la relacién de la proteina HNRNPA1 con el splicing

alternativo del exéon 13.

Para los pacientes NO NAIF, la variante que resulté influyente fue SLCO1B1 ¢.521T>C
tanto para CT como para noHDL. Los datos concuerdan con los obtenidos para los
indicadores cuantitativos, pero en este caso la variante HMGCR c¢.1564-106A>G no

presentd ninguna influencia.
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SLCO1B1 ¢.521T>C

En este caso el porcentaje de explicacién debido a la variante es incluso de mayor
grado que la explicacion aportada por el modelo basal. Ademas presentan OR muy
bajas, indicando el claro efecto perjudicial de esta variante. Por estos dos motivos, su

presencia debe considerase de importancia.

Al igual que ocurria en los casos anteriores, se piensa que el hecho de no alcanzar los
objetivos terapéuticos podria deberse, entre otros motivos, a la presencia de efectos
adversos en los pacientes portadores del alelo C, ya que es un efecto muy claro que

se observa sélo en la poblacion NO NAIF.

En la bibliografia hay pocos articulos que estudien esta variante desde el punto de
vista de alcanzar determinadas concentraciones lipidicas como objetivo. En uno de
ellos, el Go-DARTS Study (150), se genotiparon 4196 pacientes diabéticos para ésta,
y otra variante del gen SLCO1B1. Los individuos con genotipo CC presentaron mayor
grado de intolerancia a las estatinas y ademas, presentaron también menores
reducciones de LDL. Esta asociacién no se observaba al eliminar los pacientes con
intolerancias. Ademas, a los pacientes CC les resultod tres veces mas dificil alcanzar el
objetivo de LDL marcado de 2 mmol/L. Estos datos concuerdan con los obtenidos en

este trabajo.

La mayoria de estudios se centran en el grado de reduccion de las magnitudes
lipidicas, en vez de en la consecucion de un valor concreto. Por ejemplo, en su trabajo
en diversos hospitales japoneses con pacientes tratados con pravastatina, Zhang et al.
(104) encontraron que los pacientes con genotipo TC presentaron menores
reducciones de colesterol total que los TT. En cambio en otro estudio realizado
también con pacientes tratados con pravastatina no se encontraron diferencias entre
portadores y no portadores de la variante, en las reducciones de CT, LDL, HDL ni TG
(151).

Otros estudios plantean la existencia de diferencias en funcion del sexo: en el trabajo
de Hubeck et al. (145) se compararon los descensos de CT y LDL entre los sexos y se
encontré que los hombres CC presentaron el menor porcentaje de reduccion de CT, y
en cambio las mujeres CC el mayor porcentaje de reduccién. En nuestro trabajo la

variable sexo fue tratada como variable de control, para evitar este efecto.
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Como se puede comprobar, asi como en la bibliografia hay muchos articulos que
dejan clara la influencia de la variante en el desarrollo de efectos secundarios, no
ocurre lo mismo con la valoracion del efecto que tiene sobre la eficacia de las
estatinas. Existen discrepancias, ya que para algunos la presencia de la variante es
perjudicial para la reduccion de los lipidos (152), pero en cambio otros estudios no lo
corroboran (153). Creemos que esto podria ser debido, por lo menos en parte, al tipo

de poblacién estudiada, igual que en el presente trabajo.
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6. Conclusiones
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Conclusiones

Estudio de la influencia de variantes de los genes APOE, SLCO1B1, CYP3A4,
HMGCR y LPA en el porcentaje de cambio del CT y noHDL segun la
concentracion final y segun la concentracion media en las poblaciones NAIF y
NO NAIF.

e La variante ¢.1564-106A>G de HMGCR influyé sobre la eficacia de las
estatinas en la disminucion de CT y noHDL, valorada segun los dos

indicadores cuantitativos evaluados, en las dos poblaciones estudiadas.

e En el caso del CT, los porcentajes de explicacidon que aporté la variante ¢.1564-
106A>G a los modelos basales del cambio segun la concentraciéon final y
segun la concentracion media fueron de 9,5%y 6,2% (en la poblaciéon NAIF), y
8,0% y 8,6% (en la NO NAIF),

e En el caso de noHDL, los porcentajes adicionales de explicaciéon en los mismos

casos fueron de 8,2%, 3,5%, 8,2% y 8,6%, respectivamente.

e EI efecto de la presencia del alelo minoritario G es contrario en ambas
poblaciones. En los NAIF, se asocia a menor respuesta en cuanto a
disminucion del CT y noHDL, mientras que en los NO NAIF se asocia a

mayores disminuciones.

e En la poblacion NO NAIF, la variante ¢.521T>C de SLCO71B1 mostré un
porcentaje de explicacién de un 7,1% y un 5,9 % para el cambio de CT segun
la concentracion final y segun la concentracibn media, respectivamente. La

presencia del alelo minoritario se asocié a menor eficacia del tratamiento.

e Para el noHDL, la variante ¢.521T>C de SLCO71B1 no resulté influyente en la
poblacion NO NAIF.

e La presencia conjunta de las dos variantes en la poblacion NO NAIF (HMGCR
c.1564-106A>G y SLCO1B1 ¢.521T>C), pareci6 tener un efecto aditivo.
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Estudio de la influencia de variantes de los genes APOE, SLCO1B1, CYP3A4,
HMGCR y LPA en la consecucion de los objetivos terapéuticos de CT y noHDL
para las poblaciones NAIF y NO NAIF.

e La presencia de la variante c.1564-106A>G de HMGCR resulté perjudicial para

la consecucion del objetivo terapéutico de CT en la poblacién NAIF.

e En cuanto al objetivo terapéutico de noHDL, ninguna de las variantes genéticas

estudiadas en la poblacion NAIF resulté tener influencia sobre él.
e En la poblacién NO NAIF, para las dos magnitudes lipidicas, la Unica variante

influyente resulté ser ¢.521T>C de SLCO1B1. La presencia de esta variante

resulté perjudicial para conseguir los objetivos en esta poblacion.
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Anexo 1

Las siguientes tablas muestran la media y la desviacidn estandar entre paréntesis de
cada indicador del cambio de CT y noHDL para los homocigotos sin la variante,
heterocigotos y homocigotos con la variante 1564-106A>G de HMGCR.

CcT

Tabla 36: Media y desviacién estandar entre paréntesis de cada indicador respecto al
colesterol total para cada genotipo en la poblacion NAIF y NO NAIF

HN (n=27) HT (n=53) HM (n=20)
%C 29,01 (13,38)  -21,52 (16,85)  -21,80 (14,30)
NAIF

%CM -17, 30 (7,2) 11,76 (8,75)  -11,09 (13,67)

HN (n=19) HT (n=30) HM (n=7)
%C 783 (15,70)  -20,31 (18,45)  -16,75 (16,29)

NO NAIF

%CM -3,98(7,84)  -10,38(10,94)  -10,77 (6,11)

HN: homocigotos normales HT: heterocigotos HM: homocigotos mutados %C: porcentaje de cambio segun la
concentracion final %CM: porcentaje de cambio segun la concentracién media

noHDL

Tabla 37: Media y desviacién estandar entre paréntesis de cada indicador respecto al

colesterol noHDL para cada genotipo en la poblacién NAIF y NO NAIF

HN (n=27) HT (n=53) HM (n=20)
%C 34,90 (18,14) 26,4 (19,72)  -26,49 (21,61)
NAIF

%CM 22,00 (9,93)  -16,15(12,15)  -15,29 (16,31)

HN (n=19) HT (n=30) HM (n=7)
%C 11,49 (20,07)  -24,19 (21,03)  -21,47 (21,54)

NO NAIF

%CM 57(10,04)  -12,85(13,59)  -14,00 (7,25)

HN: homocigotos normales HT: heterocigotos HM: homocigotos mutados %C: porcentaje de cambio segun la
concentracion final %CM: porcentaje de cambio segln la concentracion media
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Anexo 2

Comparacion de los datos basales de las magnitudes bioquimicas para los diferentes
genotipos de la variante 1564-106A>G del gen HMGCR, para la poblacion NAIF.

cT

Tabla 38: Diferencias entre los resultados de colesterol total inicial entre los tres
diferentes genotipos de la variante HMGCR c.1564-106A>G

Media (s) o]
AA (n=27) 7,55 (1,24)
AG(n=53) 7,08 (1,23) 0,304
GG(n=19) 7,33 (1,46)

s=desviacién estandar p=probabilidad obtenida en los test de comparaciones

Tabla 39: Diferencias entre los resultados de colesterol total inicial entre portadores y
no portadores de la variante HMGCR c.1564-106A>G

Media (s) P
AA(n=27) 7,55 (1,24)
0,174
AG+GG(n=72) 7,15 (1,29)

s=desviacién estandar p=probabilidad obtenida en los test de comparaciones

noHDL

Tabla 40: Diferencias entre los resultados de colesterol total inicial entre los tres
diferentes genotipos de la variante HMGCR c.1564-106A>G

Media (s) P
AA(n=26) 6,17 (0,96)
AG(n=51) 5,74 (1,21) 0,160
GG(n=18) 5,95 (1,54)

s=desviacién estandar p=probabilidad obtenida en los test de comparaciones

Tabla 41: Diferencias entre los resultados de colesterol noHDL inicial entre portadores
y no portadores de la variante HMGCR c.1564-106A>G

Media (s) P
AA(n=26) 6,17 (0,96)
AG+GG(n=69) 5,79 (1,30) 0,090

s=desviacién estandar p=probabilidad obtenida en los test de comparaciones.

168



169



