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TERMINOLOGIA

Las abreviaturas utilizadas en esta tesis sornigaieates:

8-0x0-dG: 8-0x0-2'-deoxiguanosina

A Adenina

ABCAL: ATP-Binding Cassete 1

ACAT: Acil- Coenzima A Colesterol Aciltransferasa
ACV: Accidente Cerebrovascular

ADN: Acido Desoxirribonucléico

AG: Acidos Grasos

AGE: Productos Avanzados de Glicacion

AGM: Acidos Grasos Monoinsaturados

AGP: Acidos Grasos Poliinsaturados.

AGS: Acidos Grasos Saturados

AHA: American Heart Assocication

AMPK: Cinasa activada por Monofosfato de Adenina
AOVE: Aceite de Oliva Virgen Extra

ApoA: Apolipoproteina de tipo A

ApoC: Apolipoproteina de tipo C

ApoE: Apolipoproteina de tipo E

APOE: Gen de la Apolipoproteina de tipo E

C: Citosina

CETP: Gen de la proteina de transferencia del dstéx colesterina
CFCA: Cuestionario de Frecuencia de Consumo Alimentari
c-HDL: Colesterol HDL

Cl: Cardiopatia Isquémica

c-LDL: Colesterol LDL

CML: Células Musculares Lisas



16 TESIS DOCTORAL, P. CARRASCO. 2011

COX-2: Cicloxigenasa 2

CT: Colesterol Total

CYBA: Gen de la proteina p22phox

DM: Dieta Mediterranea

DMT2: Diabetes Mellitus tipo 2

ECV: Enfermedades Cardiovasculares
EDTA: Acido Etilendiaminotetraacético
EEUU: Estados Unidos

ENDOL: Lipasa endotelial

eNOs: Oxido Nitrico Sintetasa Endotelial
EPIC: European Prospective Investigation into CaaoérNutrition
ESC: European Society of Cardiology
ESH: European Society of Hypertension
EVP: Enfermedad Vascular Periférica
FR: Factor de Riesgo

FS: Frutos Secos

FTO: Fat mass and obesity associated
G: Guanina.

GSH: Glutation reducido

GSSG: Glutation oxidado

H,0,: Peroxido de hidrogeno

HDL: Lipoproteinas de alta densidad

HMG-CoA: 3 hidroxi-3 metilglutaril-coenzima A

HTA: Hipertension Arterial

IAM: Infarto Agudo de Miocardio

IC: Intervalo de Confianza

ICAM: Moléculas de Adhesion Intercelular
IDL: Lipoproteinas de densidad intermedia
IG: Intolerancia a la glucosa

IL: Interleucina

IMC: indice de Masa Corporal

INE: Instituto Nacional de Estadistica

INF-y: Interferony



TERMINOLOGIA

LCAT:
LDL:
LDLox:
LH:
LIPC:
Lp(a):
LPL:
LRP:
MCP1:
MDA:
METs:
MMP:
MTHFR:
NADPH:
NCEP:
NF-kp:
NO:

OMS:

OR:

PAD:
PAI-1:
PAS:

pb:

PCR:
PECAM-1:
PGI2:
PLTP:
PONZ1:
PPAR:
PPARGCY:
PREDIMED:
PRKAA:

Lecitina-colesterol Aciltransferesa
Lipoproteinas de baja densidad
Lipoproteinas de baja densidad oxidadas
Lipasa Hepatica

Gen de la lipasa hepatica

Lipoproteina a

Lipoprotein Lipasa

Proteina relacionada con el receptor de lapiigteinas de baja densidad
Proteina 1 quimiotactica de monocitos
Malondialdehido

Equivalentes Metabdlicos
Metaloproteinasas
Metilentetrahidrofolatoreductasa

Fosfato de nicotinamida adenina dinucledtieiducido
National Cholesterol Education Program
Factor Nuclear Kappa Beta

Oxido Nitrico

Anién Superoxido

Organizacion Mundial de la Salud

Odds Ratio

Presion Arterial Diastdlica
Activador-inhibidor del plasminégeno
Presion Arterial Sistolica

Par de bases.

Proteina C Reactiva

Moléculas de adhesion plaquetar 1
Prostaciclina

Proteina de transferencia de fosfolipidos
Paraoxonasa 1

Gen de los receptores activados por el pratife de peroxisomas
Coactivador-1 del PPAR

PREvencioén con Dleta MEDiterrdnea

Subunidadr de AMPK
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PRKAB: Subunidag de AMPK

PRKAG: Subunidad de AMPK

RFLP: Polimorfismos de longitud en los fragmentosedtriccion
rLDL: Receptor de lipoproteinas de baja densidad
ROS: Especies Reactivas de Oxigeno

SEC: Sociedad Espafiola de Cardiologia

SENC: Sociedad Espafiola de Nutricion Comunitaria
SNP: Single Nucleotide Polimorphism

SNS: Sistema Nervioso Simpatico

SOD: Superdxido Dismutasa

SRBI: Receptor antioxidante de clase Bl

T: Timina

TaqlB: Enzima de restriccion

TCF7L2: Transcriptional factor 7- like 2

TG: Triglicéridos o triaglicéridos

TNF-o: Factor de necrosis tumoral

t-PA: Activador del plasminégeno tisular

USDA: Departamento de Agricultura de EEUU
VCAM: Moléculas de adhesion celular vascular
VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad
VNTR: NUmero variable deandem repeats

VOsmax Consumo Maximo de Oxigeno



INTRODUCCION

1.1 Enfermedades cardiovasculares

Actualmente, las enfermedades cronicas, incluidasbesidad, la diabetes
mellitus tipo 2 (DMT2), las enfermedades cardiouta®es (ECV) y distintos tipos
de céncer, son causas cada vez mas importantesscepatidad y muerte
prematura tanto en paises desarrollados coma@aesidion, y suponen una carga
adicional para los presupuestos sanitarios ha@enaDe hecho, causan
aproximadamente un 60% del total de las muertaficaolas en el mundo y un
46% de la carga mundial de morbilidad. Ademas, re¥épque su proporcion
aumente a un 57% para 2020 (OMS, 2002). Por @fwresentan un gran desafio
para la Salud Publica, poniendo de manifiesto leesidad de intensificar los
esfuerzos en investigacion para mejorar la pregengiimaria y su tratamiento.

Casi la mitad del total de las muertes por enfeatded crénicas son
atribuibles a las ECV, constituyendo un problemaS#ud Publica de gran
magnitud. Bajo el epigrafe de ECV se agrupa unuttojde fenotipos diversos.
En la Clasificacion Internacional de Enfermedad@$ Revision (C.1.E.-10), las
ECV se encuentran especificadas y codificadas encaglitulo 1X como
enfermedades del sistema circulatorio (100-199)m@@enden las siguientes
afecciones o grupo de enfermedades: 1) Fiebre&tizanaguda; 2) Enfermedad
cardiaca reumatica cronica; 3) Enfermedad hipextand) Enfermedad isquémica
del corazén; 5) Enfermedad cardiopulmonar y enfdadede la circulacion
pulmonar y otras enfermedades del corazon; 6) Ewf@ades cerebrovasculares;
7) Enfermedades de las arterias, arteriolas y aragil 8) Enfermedades de las
venas y de los vasos y ganglios linfaticos no fitaglas en otra parte; 9) otros
transtornos y los no especificados del sistemailleitario (OMS, 2007).

Este conjunto de enfermedades suponen la prim@rsacde mortalidad a
nivel mundial, provocando un 30% del total de megegnuales. La mas importante
es la cardiopatia isquémica (Cl) puesto que calisd3% de las muertes
provocadas por ECV, seguido de las enfermedadebroeasculares (33%) y
otros tipos (24%). Ademas, al menos 20 millonepateonas al afio, sobreviven en
el mundo a infartos de miocardio (IAM) y accidentesebrovasculares (ACV), y
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una proporcion muy importante de los mismos requi@tencion sanitaria costosa,
lo cual supone una enorme carga, a largo plazaeslols recursos sanitarios
(OMS, 2003).

Segun el informe de 2005 delropean Cardivascular Disease Statistitzs
ECV ocasionan mas de 4 millones de muertes al afiepa (1,9 millones en los
25 paises de la Union Europea) y genera un cottbde 169.000 millones de
euros como consecuencia de la pérdida de prodimtivicostes asistenciales y
tratamiento directo (Petersen S et al, 2005). Lostes totales representan
aproximadamente el 12% de la totalidad del gastdas@ de la Union Europea.
Las ECV son asimismo la causa principal de la gérde afios de vida por muerte
prematura y la responsable del 25% de la cargabtitbla enfermedad en Europa,
segun las estimaciones realizadas (Petersen S2€04I).

En Espafia, segun kiforme de la Sociedad Espafiola de Cardiologia (SEC
de 2009sobre la incidencia de las ECV basado en las iefitas del Instituto
Nacional de Estadistica (INE) sobre defuncione@iv, las ECV se consolidan
como la primera causa de fallecimiento. Segun $ésdésticas de 2007, las ECV
ocasionaron 124.126 muertes, lo que supone aprdaimente el 31% del total (el
28,6% varones y el 36,8% mujeres) (INE, 2007). las grandes entidades que
causan un mayor numero de muertes de etiologiaovastular son la Cl y la
enfermedad cerebrovascular. Ambas constituyen @&l 5 la mortalidad
cardiovascular total; el 30% por Cl y el 27% pdusc Ademas, la CI tiene una
mayor repercusion en hombres que en mujeres/$24%) y, sin embargo, las
enfermedades cerebrovasculares en mujeres conctespdos hombres (28s
25%). La tercera ECV que mas muertes producesparta son las arritmias y
otras ECV en las que se incluyen las enfermedaassulares periféricas (EVP),
después la insuficiencia cardiaca, las hipertesgivas reumaticas (Figura 1.1)

IReumaticas #Hipertensivas HC.Isquemica MInsuficiencia C. | Cerebrovasculares BArritmiasyotras ECV

20% % 6% 21% % 4% 20% 2% 7%

a%
270“?& 25%‘3% 28%

16% 12% 19%

Muertes por ECY Muertes por ECY. Hombres Muertes por ECY. Mujeres

Figura 1.1 Porcentaje de muertes debidas a ECV y p@exo en Espafia, Informe SEC 2009.

El Informe SEC 2009 también aporta datos acerda deortalidad por ECV
en las distintas provincias espafiolas. En la figird se observa que en
Extremadura, Andalucia, Ceuta, Canarias, Murciamm@odad Valenciana, y
Cantabria la tasa de mortalidad por 100.000 haeisedebida a Cl es mayor.
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Figura 1.2. Tasa de mortalidad por CI por provinciaen hombres (arriba izquierda); en mujeres
(abajo izquierda); en la poblacién total (derechayegun el Informe SEC 2009

En la figura 1.3 destacan Extremadura, Andalucéaut& Murcia, Comunidad
Valenciana, Aragon y Galicia por su mayor tasa detatidad por enfermedades
cerebrovasculares.
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Figura 1.3. Tasa de mortalidad por enfermedad cerebvascular por provincia en hombres
(arriba izquierda); en mujeres (abajo izquierda); e1 la poblacion total (derecha) segun el
Informe SEC 2009.
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En las dos figuras se puede apreciar las difereranala tasa de mortalidad
por Cl y por enfermedades cerebrovasculares par. sex

Debido a las repercusiones tanto econémicas ylssegamo de impacto en el
sistema sanitario el abordaje preventivo de las E&Vha convertido en una
prioridad de politica sanitaria al mas alto nivMlr(isterio de Sanidad y Consumo,
2003).

Las ECV son enfermedades complejas en las quepfeglttausas de origen
genético o ambiental (no genético) pueden estarluorvadas (Linton MF et al,
2003, Kardia SL et al, 2003). Dado el caracteragsttico de los eventos, se utiliza
el concepto “factor de riesgo” (FR) en lugar deusa que entrafia un significado
mas determinista (Beaty TH et al, 2000). El térmiRB se refiere a las
circunstancias (variables genéticas o ambientgleshacen que la probabilidad de
desarrollar una enfermedad sea mayor en aquelfasraes que los presenten. La
investigacion de los FR de las ECV constituye watzol compleja debido a la
presencia de muchos factores que inciden y seréfdgeionan, pero supone una
herramienta fundamental en su prevencion. No otestarpartir de datos obtenidos
de estudios epidemiolégicos clasicos, los FR hadidpo ser identificados y
clasificados, tradicionalmente, en modificablesnéono de tabaco, consumo de
alcohol, sedentarismo, elevada ingestion de gsstasadas en la dieta, dislipemia,
DMTZ2, hipertension (HTA), obesidad, hiperhomociségnia) y no modificables
(sexo, edad, genética) en la medida en que se [ibgia 0 no en ellos (Posner
BM et al, 1991, Haskell WL et al, 2003). Sin emlmrgracias al concepto de
interaccion gen*ambiente se ha revolucionado laidwisclasica de factor
modificable o no.

La epidemiologia cardiovascular clasica no incaparen sus estudios el
componente genético de la enfermedad a nivel miale@orque se carecia de
informacion sobre ello. En la dltima década, y tesecuenciacion del genoma
humano, ha surgido una nueva disciplina, epidemialgendémica cardiovascular,
gue tiene como objetivo la integracion de la infacidn genética y ambiental en el
estudio de la etiologia de las ECV (Little J e2803). La epidemiologia gendémica
cardiovascular se plantea generar nuevo conocimisobre la contribucion
genética y ambiental a los distintos fenotipos ic&esculares. Estos fenotipos,
pueden ser clasificados en dos grandes grupososldénominadogenotipos
intermedios que a su vez se consideran FR de los fenotipaked de ECV. Entre
estos fenotipos intermedios se incluyen las conaeiohes de lipidos y
lipoproteinas plasmaticas [colesterol total (CT)glicéridos (TG), colesterol
ligado a lipoproteinas de alta densidad (c-HDL)esterol ligado a lipoproteinas
de baja densidad (c-LDL)], glucemia, insulinemiamocisteinemia, presién
arterial sistdlica (PAS), presion arterial diastali(PAD), obesidad, sobrepeso,
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metabolitos del estrés oxidativo, marcadores ddanmcion o distintas
concentraciones de hormonas, 2) los denomina@ostipos finales Estos
fenotipos finales son los distintos grupos de ECUEI, (enfermedades
cerebrovasculares y EVP).

Es dificil definir con claridad la contribucién qeada uno de los FR ejerce
sobre los fenotipos cardiovasculares. De hechodepuelarse efectos sinérgicos
entre diferentes factores independientes, de mamasacuando varios de ellos
concurren en un mismo individuo, el riesgo de deflar la enfermedad es mas
gue aditivo (Kaplan NM, 1996). Ademas, existe entla de que el efecto que
ejercen cambios en los diferentes factores amiésnta modificables sobre los
fenotipos de ECV difieren de forma significativarenindividuos (Tiret L, 2002,
Ordovas JM et al, 2007). Asi pues, el estudio desdatribucién genética y
ambiental sobre fenotipos intermedios y finales Ed&V permite caracterizar
interacciones gen*ambiente y asi, obtener conoaimiepara poder realizar
recomendaciones especificas a nivel individualapiéen sobre el riesgo de ECV.
(Deckelbaum RJ et al, 1999, Ordovas JM et al, 2004De este modo, en la
actualidad resulta crucial incorporar en la ingstion las denominadas
interacciones gen*ambiente en los estudios epidégiams ya que permitira
obtener nuevas evidencias para el abordaje preweeei las ECV (Clayton D et al,
2001).

1.2 Lipoproteinas circulantes y metabolismo del colesterol

Esta claramente demostrado el vinculo entre ektagla sérico y el desarrollo
de ECV, de hecho, constituye unos de los principédaotipos intermedios de
ECV y por ello es importante conocer su metabolismo

Debido a la insolubilidad de los lipidos en el noedltuoso, y para facilitar su
transporte en el plasma sanguineo, estos se asmmiaproteinas y forman una
estructuras supramoleculares que se conocen awn#re de lipoproteinas. Las
lipoproteinas constan de un nucleo hidrofébico &mion por TG y ésteres de
colesterol, rodeado de una envoltura organizadanenmonocapa y formada por
lipidos polares (fosfolipidos y colesterol libreygr proteinas. Las proteinas que
constituyen las lipoproteinas reciben el nombreapeproteinas y cumplen una
funcién estructural, solubilizando los lipidos, deaas regulan la ruta metabdlica
de las diferentes lipoproteinas al servir de cofest enzimaticos y por
interaccionar y ser reconocidas por receptores cégmes localizados en las
membranas celulares (Mathews CK et al, 2000).
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Las lipoproteinas pueden separarse segun su dénsitecuatro familias
diferentes (Gotto AM et al, 1986): quilomicronegoproteinas de muy baja
densidad (VLDL), lipoproteinas de baja densidad L(J.® lipoproteinas de alta
densidad (HDL). Las lipoproteinas del plasma difierentre si respecto a su
contenido lipidico y también segun las apoprotefjuescontienen (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Composicion de las principales lipoprofeas del plasma humano (adaptada
de Mathews CK et al, 2000).

Quilomicrones VLDL LDL HDL
Densidad (g/ml) <0.95 0.95-1.006 1.006-1.063  1.062-1.21
Diametro (nm) <70 30-90 18-22 5-12
Lipidos (%) 98 92 78 50
Triglicéridos (%) 86 55 6 4
Fosfolipidos (%) 7 18 22 22
Colesterol libre (%) 2 7 8 4
Colesterol éster (%) 3 12 42 20
Proteinas (%) 2 8 22 50
A-lV, B-48 B-100, C-l, B-100 A-l, A-ll,
C-ll, C-lll,E  C-ll, C-lll E A-lV, C-I,
C-ll, C-
I,D, E

El colesterol es el esterol predominante en ansnaldesempefia importantes
funciones en el organismo: es precursor de la wi@mM, de hormonas esteroideas
y sales biliares. Es también un componente imptatate las membranas
bioldgicas y forma parte de las lipoproteinas ¢anotes (Dietschy JM et al, 1993).
El colesterol en nuestro organismo es aportado emdigente (dieta) y es
sintetizado en parte endégenamente mediante uregwocomplejo y costoso
energéticamente que permite complementar las ctrac@mes de colesterol
procedentes de la dieta. El proceso biosintétitaaesterol ocurre principalmente
en el higado a partir de la acetil-CoA y la etapaténte de esta via metabdlica es
el paso de 3hidroxi-3metilglutaril-coenzima A (HM&@A) a mevalonato,
reaccion catalizada por la HMG-CoA reductasa (RretsJM et al, 1993). Esta
reaccion esté regulada por las concentracionescelitriares de colesterol, ya que
titulos altos de colesterol (o algun derivado sugb)ben la transcripcion del gen
que codifica para dicha enzima y promueven su aagétjradacion. Dicha enzima
existe en una forma fosforilada (inactiva) y enaotio fosforilada (activa). El
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glucagon estimula la fosforilacién (inactivacion) lg insulina promueve la
desfosforilacion (activacion) (McNamara DJ et 881, Jones PJH et al, 1996).

1.2.1 Transporte en sangre del colesterol aportado por la dieta

El colesterol procedente de la dieta es transpordadde el intestino hasta el
higado a través de los quilomicrones. A continuacg® describe brevemente el
metabolismo circulante del colesterol (Figura {Mathews CK et al, 2000).

Grasa de la dieta Higads - HOL
Acetil-Zak = og Racogida
Acidos bilares “Acidos 4 il 0 69 w. de colsstem)
Calstarc] billams HE-Cos (ikbre)
\
Intesting Colesteral
fLDL uiesterui
; ter ik,
Linfa ~CE2 \ ‘\ /J' mbgﬁs"
Emggk %] _LDL Teudc-s perlfen cos
Q0 ey
Q0 LDL oxidada
Qui o Quio VLDL qg"
Ui omlcrones uilomicrones iDL
remanentes SRA __j

Capilares Macrc-fagcu
Actmule de
colestercl
Lipoproteing ipasa,
Pé)c% gasos ibres Pla cas

aterosclerdticas
Tejida adlposn. musculo

Figura 1.4. Metabolismo del colesterol circulanteNlathews CK et al, 2000).

Una dieta normal occidental proporciona unos 300dfagle colesterol. En el
intestino confluye ademas el colesterol de origéarpque representa unos 1000
mg/dia. Se estima que la absorcion intestinal destayol es del 20% al 80%
(Bosner SM et al, 1999). Una vez en el enteroditho colesterol es esterificado
por la acil-CoA colesterol aciltransferasa (ACATgy incorporado, junto con TG
procedentes también de la dieta, a los quilomicroneas lipoproteinas de origen
intestinal cuyo principal componente son los TGri@w SD et al, 1993, Ros E,
2000).
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Los quilomicrones pasan a los canales linfaticddrdestino y después a la
circulacion sanguinea. Dichas lipoproteinas vacatgando durante la circulacion
sanguinea sus TG principalmente en el tejido adifjdsnde se almacenan como
reserva) y en el musculo (aportandoles energid)iddea la presencia en el
endotelio de los capilares que irrigan estos tejidi® la enzima lipoproteina lipasa
(LPL) que hidroliza los TG, permitiendo la entrade los &cidos grasos (AG)
resultantes en el interior de dichos tejidos (&legbl resultante es utilizado sobre
todo por el higado) (Turley SD et al, 1993, Ro2&)0). La accion de la LPL
sobre los quilomicrones produce un descenso denod®l 80% a 90% en su
contenido en TG; como consecuencia, la superfieiadipoproteina se distorsiona
y se acomparnia por la transferencia de la mayoe partas apoproteinas A (ApoA)
y C (ApoC) a las HDL (Turley SD et al, 1993, Ros2B00). De esta manera, los
quilomicrones se transforman en otros remanentas, tgnen menor tamario,
mayor densidad y estan proporcionalmente mas ewidps en colesterol y en
apoproteina E (ApoE). Esta configuracion les pernser reconocidos por
receptores hepéticos especificos de las ApoE, deados proteina relacionada
con el receptor de las LDL (LRP) (Krieger M et #)94) y ser internalizados. Una
vez en los hepatocitos, y por la accion de lasneszihidroliticas lisosémicas, se
libera el colesterol que transportan. Parte dedstetol que la célula no utiliza es
excretado por la via hepatobiliar, bien sea conoédiliares o como colesterol
per se que puede a su vez ser reabsorbido por el imegtiniciandose el ciclo
(Dietschy JM et al, 1993).

1.2.2 Transporte en sangre del colesterol de origen endégeno

Las células del higado producen y secretan a lgrsafLDL. Estas, ademas
de gran cantidad de TG de sintesis endogena, trdasgambién colesterol tanto
de sintesis propia como procedente de la dietandegsario destacar que las
células del higado tienden a disminuir su proplaiéacion de colesterol si la
cantidad de colesterol alimentario que les llegalesada, al inhibir la enzima
clave en su fabricacion, la HMG-CoA reductasa (Maoidea DJ et al, 1987, Jones
PJH et al, 1996).

Como se observa en la figura 1.4, las VLDL se n@dizdn en dos etapas que
implican la formacion de las lipoproteinas de d#ediintermedia (IDL), que
pueden considerarse “remanentes” de ellas, y qumtinuacion se convierten en
LDL (Packard CJ et al, 1997). La transformaciénageVLDL en IDL implica una
serie de cambios semejantes a los que sufriarullmsrgcrones. La LPL hidroliza
los TG de las VLDL, haciendo disponibles los AG lygkcerol por los tejidos
subyacentes, y las transforman en IDL, de menoafiammayor densidad y mas
enriquecidas proporcionalmente en ésteres de emést ApoE (Packard CJ et al,
1997).
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Las IDL pueden seguir diferentes caminos. Una pfo de ellas, es
captada del plasma, probablemente por los recepteréas LDL o también por los
receptores LRP, presentes ambos en el higado, intesalizada. Otra, es
transformada en LDL mediante un proceso dependidatda actividad de la
enzima lipasa hepatica (LH), que requiere la hisigdldel exceso de TG y
fosfolipidos, y de la transferencia del exceso uigpeoteinas a las HDL (Dietschy
JM et al, 1993, Corella D et al, 2005).

Las LDL son de menor tamafo y mayor densidad gei¢/l2DL, contienen
una unica apoproteina, la ApoB-100, y la fraccigfdica mas abundante es el
colesterol esterificado. Dado que las LDL transportos terceras partes del
colesterol circulante en el plasma, estas parSceta las principales proveedoras
de colesterol al higado y a los demas tejidos dgdrosmo. La vida media de las
LDL es del orden de tres dias. Son captadas parstis tipos celulares por
mediacion del receptor de LDL (rLDL), que reconastectivamente las ApoB-
100, en un proceso de endocitosis mediado por tacegimilar al del receptor
LRP (Dietschy JM et al, 1993, Packard CJ et al;7]199

El receptor de las LDL, descrito por Goldstein yoBn (Brown MS et al
1986), es una glicoproteina transmembrana, conocth@minios funcionales
diferentes. La translocacion de las LDL a travéslalenembrana celular esta
facilitada por la existencia de unas vesiculas eitidas que dirigen su migracion
hacia los liposomas perinucleares donde seran oltadlas. Una caracteristica
importante de estos receptores es que unas caacients elevadas de colesterol
intracelular pueden regular tanto la sintesis eaedagle colesterol como disminuir
la expresion y actividad de este receptor (McNarbarat al, 1987, Jones PJH et
al, 1996).

Los tejidos con mayor densidad de estos recepsare®l higado, la corteza
adrenal y los ovarios, y utilizan el colesterol gpda sintesis de lipoproteinas,
acidos biliares, vitamina D y hormonas esteroiddas. existencia de estos
receptores en el higado, Unico tejido capaz deiredincolesterol por via biliar,
sugiere una funciéon reguladora de las concentrasioplasmaticas de LDL
mediante un incremento 0 una disminucién en laesipn de estos receptores, y
por tanto un aumento o una reduccién en la metzmfin hepatica del colesterol
circulante (Dietschy JM et al, 1993, Corella D le805).

Los macréfagos, ademas del rLDL, disponen de efteptor conocido con el
nombre de recept@cavengelKodama T et al, 1990), cuyo ligando natural no se
ha identificado aun, que capta las particulas LDddificadas por acetilacion u
oxidacion (Freeman M et al, 1991); este ultimo pea; el de oxidacion, es el que
parece tener mas importanaiavivo. A diferencia del rLDL, el recept@cavenger
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no se regula por colesterol intracelular. Por estgivo, dicho receptor puede
mediar la acumulacion masiva de colesterol en l@réfagos cuando las
concentraciones en sangre son elevadas y transfosrmen células espumosas.
Dichas células espumosas desempefian un papeb cgiticel desarrollo de las
placas ateroscleréticas y, por tanto, tienen undeng@l trascendencia
fisiopatoldgica (Steinberg D, 1997). Debe destacapge un incremento en las
concentraciones plasmaticas de c-LDL, al traducegseuna represion de la
actividad y expresién del rLDL, y por tanto en wisminucion de su metabolismo
hepatico, aumenta la vida media de las LDL en paspor lo que queda
favorecida su oxidacion y aterogénesis.

Ademas del recept@cavengeise han descrito otros receptores presentes en
las membranas de los macréfagos capaces de uraptarclas LDL oxidadas
(LDLox). Entre ellos, cabe destacar el receptor €EBndemann G et al, 1993) y
el CD68 (Ramprasad MP et al, 1995) por su probaiiicacion en dicho proceso
in vivo.

Las HDL son las lipoproteinas de menor tamafio y amagensidad.
Constituyen una clase heterogénea, ya que exisgtimtals subfracciones que
difieren en su composicién y metabolismo (Von Edktgin A et al, 2001, Rader
DJ, 2002). Tienen un origen intestinal o hepatien, forma de lipoproteinas
nacientes. Las HDL nacientes son particulas peguefidorma discoidal, ricas en
fosfolipidos y contienen ApoA.

Las HDL participan en el transporte inverso delestdrol (Figura 1.5)
(Sampietro T et al 2006). El papel de las HDL edezlominado transporte inverso
del colesterol esta claramente aceptado. Dichoiriérse refiere al transporte de
colesterol desde los tejidos extrahepaticos hddtégado que es el Gnico tejido
capaz de eliminar, por via biliar, un exceso desterol o metabolizarlo formando
acidos biliares (Sampietro T et al 2006).

Durante la circulacion en el torrente sanguines, HiDL nacientes captan
apoproteinas procedentes de otras lipoproteinasplgsterol libre de otras
lipoproteinas o de membranas celulares a travésm deecanismo mediado por el
transportador ATP-Binding Cassete 1 (ABCAL). El iema lecitina-colesterol
aciltransferasa (LCAT), presente en el plasma dsaegu esterifica el colesterol
captado por las moléculas de HDL y la particula kIDIAs pequefia se convierte
en HDL, mas grande. El colesterol esterificado de las HiDkede ser captado
selectivamente por el higado mediante la acciomedeptor antioxidante de clase
Bl (SRBI). Los ésteres de colesterol pueden tambsén transferidos a
lipoproteinas que contengan ApoB (quilomicrones, DV IDL, LDL),
intercambidndolo principalmente por TG, a travédadaccion de proteinas que
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transfieren ésteres de colesterol (CTEP). Adenadprdteina de transferencia de
fosfolipidos (PLTP) media la transferencia de fbpfdos desde lipoproteinas que
contengan ApoB a HDL. La LH y la lipasa endote{lBNDOL) hidrolizan los TG
de las HDL y generan particulas HDL mas pequefi@i_gHcompletando asi el
ciclo de HDL en el plasma (Assmann G et al, 200drelta D et al, 2005,
Sampietro T et al, 2006).

Perifaral tissus
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Figura 1.5. Transporte reverso de colesterol (Samgi® T et al, 2006)

1.3 Lesion aterosclerotica

La base patogénica comun a la mayoria de las EQ¥ aderiosclerosis. La
arteriosclerosis es un término genérico que seereefial engrosamiento vy
endurecimiento, con pérdida de elasticidad, deatésrias de diferentes lechos
vasculares. Tiende a asentarse en las arteriasriga® el corazon (coronarias), el
cerebro (carétidas, vertebrales y cerebrales) gxteremidades inferiores (iliacas y
femorales). Su lesion basica es la placa de atecompuesta fundamentalmente
de lipidos, tejido fibroso y células inflamatorigspasa por diferentes estadios
(Stary HC et al, 1995). La aterosclerosis genenalenee complica mediante la
fisura, la erosion o rotura de la placa y la foridace un trombo en su superficie,
lo que facilita su crecimiento y la aparicibn dguemia o necrosis. Este hecho
causa parte de las manifestaciones clinicas. Dejahise utilice el término de
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enfermedad aterotrombdtica en un intento de inalibos procesos en una misma
entidad (Lahoz C et al, 2007).

1.3.1 Pared arterial

Los vasos arteriales, con la excepcion de los aagsi estan compuestos por
tres capas bien definidas: intima, media y advientigigura 1.6). Dichas capas
estan demarcadas por otras concéntricas de elastinaidas como lamina elastica
interna (que separa la intima de la media) y lamléatica externa (qQue separa la
media de la adventicia) (Keaney JF, 2000).

La capa intima constituye la superficie luminatalarteria y esta formada por
una monocapa de células endoteliales, denominaltdetio, establecida sobre una
matriz extracelular y bordeada por la lamina etasinterna. La capa media es la
capa intermedia de la pared vascular y esta corgpes células musculares lisas
(CML) organizadas en una o varias capas, depermlidatitamario de la arteria.
Dichas células estan embebidas en una matriz ekitacformada principalmente
por fibras elasticas y coldgeno. La adventiciaaesapa mas externa de la pared
vascular. Su grosor depende del tipo y localizagiéh vaso. Esta capa esta
formada por una matriz de elastina, CML, fibrolbasty colageno, y esta
relacionada con la estabilidad y conexion de le®saanguineos a los tejidos.

Células
endotaliales

/ Larmina elastica interna

Células musculares
— lisas » Media
— Matriz extracelular

T Lamina elastica externa

——Fibroblastos

> Achventicia
—— Matriz extracelular

Figura 1.6. Seccion transversal de una arteria norai
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El endotelio, situado en la capa intima, constitugedrgano dinamico que
juega un papel clave en la homeostasis vasculagalar el tono vasomotor, la
proliferacion y crecimiento de las células de laedacelular, la adhesion de los
leucocitos a las células endoteliales, los proceodiomeostasis y el balance
fibrinolitico, el transporte de macromoléculas yrast sustancias entre los
compartimentos extra e intravascular y la produtdé una serie de moléculas
biolégicamente activas como respuesta a un semstii@ulos fisioldgicos (Simon
A et al, 2001, Cachofeiro V et al, 2006).

El mantenimiento del tono vascular va acompafiadoladsecrecion de
numerosas sustancias vasodilatadoras y vasoctomistsic La vasodilatadora mas
importante es el 6xido nitrico (NO), originalmendentificada comaofactor de
relajacion derivado del endotelig-urchgott RF, 1980, Moncada S et al, 1991). El
NO se forma a partir de L-arginina mediante la@ctde la enzima NO sintetasa
endotelial (eNOS). Ademas, intervienen diversosacioffes como la NADPH
(fosfato de nicotinamida adenina dinucleétido rédicoxidasa (Behrendt D et al,
2002). EI NO ademas de poseer una potente accisodiVatadora, inhibe la
agregacion plaquetaria, la activacion de moléculies adhesion, frena el
crecimiento de las CML y previene de la oxidaci@ @dLDL (Simén A et al,
2001, Rubbo H et al, 2002), considerado el mecanigmdamental del inicio y
progresion de las lesiones ateroscleroticas (Rer@et al, 2000, Steinberg D et
al, 2002). Otros agentes vasodilatadores son piokta (PGI2) y bradicinina
(Drexler H, 1998). El endotelio también produce d@colas con actividad
vasoconstrictora como endotelina-1 y angiotensimgué participa en el sistema
renina-angiotensina-aldosterona responsable dectigidad vasomotora arterial
(Yanagisawa M et al, 1988, Drexler H, 1998).

1.3.2 Procesos implicados en el desarrollo de la lesion aterosclerética

La fisiopatologia de la aterosclerosis se ha adocieadicionalmente con el
acumulo de material lipidico, principalmente cabest y ésteres de colesterol, en
la pared arterial, constituyendo las denominadascagl aterosclerdticas. El
mecanismo por el cual se forman dichas placas d@ abjeto de numerosos
estudios y no esté totalmente esclarecido.

En las ultimas décadas, un numero creciente dewawsenes ha testificado el
papel capital que desempefia la inflamacion entlagpaia de la aterosclerosis y
de sus complicaciones, hasta el punto de que,laeinge, la aterosclerosis debe
considerarse una enfermedad inflamatoria a todosflectos (Ross R, 1993, Ross
R, 1999, Libby P et al, 2002(a), Libby P, 2002(l)ds desencadenantes de la
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inflamacién en la aterogénesis incluyen FR como higercolesterolemia
(Rajavashisth TB et al, 1990, Stemme S et al, 1$8&inberg D, 1997) la HTA
(Vanhoutte PM et al, 1995, Kranzhofer R et al, 1988mmala PE et al, 1999), la
DMT2 (Schmidt AM et al 1999, Sdnchez PL et al, 20@#obesidad (Yudkin JS et
al, 1999), la hiperhomocisteinemia (Harker LA et ¥76, Majors A, 1997), el
tabaquismo (Winkelmann BR et al, 2001, Puranik RIg2003, Nordskog BK et
al, 2003), estrés oxidativo (Lum H et al, 2001, B@dnchi NR et al, 2005),
infecciones cronicas, mecanismos inflamatorios.oEststimulos aterogénicos
provocan un dafio en la pared vascular y, de acuwendlda teoria de “respuesta al
dafio” propuesta por Ross R, la aterosclerosis essaltado de una respuesta de
tipo inflamatorio-fibroproliferativa (Ross R, 19980ss R, 1999). La respuesta
inflamatoria no so6lo promueve el inicio de un pgireaterosclerotico, sino que
también contribuye al posterior crecimiento dekr@tea y a la precipitacion de
sucesos trombaticos agudos (Ross R, 1993, Ros8MR, Libby P et al, 2002(a),
Libby P, 2002(b), Libby P, 2001).

Asi pues, los FR cardiovascular son capaces deaagto lesionar las células
endoteliales y alterar sus multiples funciones.eBtas condiciones, se pierde el
papel homeostético que ejerce el endotelio sobrdufgion vascular como
consecuencia de un desequilibrio entre los factalesvados del endotelio,
produciéndose lo que se denomina disfuncion endbt@fialler H, 1997). La
disfuncion endotelial deriva en reduccion de lai@tcvasodilatadora como
consecuencia de defecto en la produccion o actlvidea NO, aumento de la
permeabilidad endotelial, agregacion de plaguetdbesion de leucocitos a la
pared vascular, liberacibn de factores de crecimiecon tendencia a la
proliferacion de CML, generacion de citoquinas ytymbacion del equilibrio
trombdético-trombolitico (Egashira K et al, 1993,sR0oR, 1999). La disfuncion
endotelial favorece el desarrollo del proceso mé#orio al aumentar la expresion
de moléculas de adhesion y citocinas, que inducetkeitamiento de monocitos y
linfocitos en el espacio subendotelial (Lau DCW att 2005). Asi pues, la
disfuncion endotelial precede la aparicion de &calateromatosa y desempafia un
papel importante, no solo en la génesis de la placateroma, sino también en la
progresion rapida del proceso aterosclerotico.

Uno de los episodios mas tempranos en la atersgeee la acumulacion de
c-LDL en la pared arterial. De este modo, en zatmagle existe una disfunciéon
endotelial se facilita la infiltracion de c-LDL aspacio subendotelial donde
interaccionan con proteinas de matriz extracelyfarsufren procesos de
modificacion oxidativa incrementando su aterogelaidi (Steinberg D et al, 1997).
Las LDLox alteran la produccion de NO y, con eflerturban todas las funciones
protectores del NO sobre la pared vascular (KirSagt al, 2001). Se inicia la
respuesta inflamatoria, de modo que células inflari@s, como linfocitos T y
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monocitos, liberan citocinas, como interleucinds) @ y 1B, el factor necrosis
tumoral alfa (TNFe), que junto con las LDLox producen la activacioel d
endotelio. Las células endoteliales activadas atanda expresion de varios tipos
de moléculas de adhesion leucocitarios tales conméaumla de adhesion
intercelular (ICAM), molécula de adhesion celulassular (VCAM), selectina P y
selectina E, lo que favorece la adhesion de massyitinfocitos T al endotelio (Li
H et al, 1993, Dong ZN et al, 1998, Nakashima Yalet1998, Collins RG et al,
2000). Posteriormente, los monaocitos y los linfaxil atraviesan el endotelio a
través de los espacios intercelulares donde paaticbtras proteinas especializadas
como molécula de adhesién plaquetar-1 (PECAM-1)epefran en la intima
atraidos por las LDLox y otras sustancias quimiatas sintetizadas por el
endotelio activado como la proteina 1 quimiotactteamonocitos (MCP-1) (Ross
R, 1999).

Una vez que los monocitos se instalan en la intidtguieren caracteristicas de
macroéfagos tisulares. La activacion de los moneditonacréfagos es estimulada
por las LDL modificadas y diferentes moléculas pmi@das por los linfocitos T,
células endoteliales y las CML. Los linfocitos Togucen interferén- (INF-y) y
TNF-0 que activan los monocitos, asi como factores asdiores de la formacion
de colonias que estabilizan los macrofagos y etimsu proliferacion (Ross R,
1993). Las LDLox también promueven la diferenciacide monocitos a
macréfagos y modulan la activacion, en estas lda factores como el factor
nuclear kapp# (NF«p) (Brand K et al, 1996). Se ha detectado que ligambn
de este factor se da por estrés oxidativo y estsnnflamatorios como citocinas,
tanto en macréfagos como células endoteliales y @bllesiones ateroscleréticas
(Brand K et al, 1997). Este factor regula numerogeses entre los que se
encuentran citocinas (TNd- IL-1, IL-6, IL-8), factores estimuladores de la
formacion de colonias de granulocitos y macrofagd€P-1, el factor tisular y
varias moléculas de adhesion (ICAM, VCAM) (Baeuétke et al, 1994, Thanos D
et al, 1995, Bourcier T et al, 1997). Por tantadéivacion de Nk} parece ser un
punto clave en la activacion de multiples efedgedos al proceso aterosclerético.

Tras la diferenciacion de los monocitos a macr&agestos captan LDL
modificadas a través de receptoseavengely se convierten en células espumosas
(Ross R, 1993). Estas células presentan antigeno¥oaitos potenciando la
respuesta inmune. La acumulacion de células es@smsla intima conduce a la
formacion de la denominada estria grasa.

A medida que progresa la lesion, las CML de la capdia son activadas por
moléculas secretadas por el resto de células pessen las lesiones aterocleroticas
(Ross R, 1993), con lo que sufren una transformatédotipica de modo que
CML de fenotipo contractil no proliferativo, se risiorman en células que
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proliferan activamente, que migran a la intimaidaa por agentes quimiotacticos
y que producen proteinas de matriz extracelularlagemo, elastina vy
proteoglicanos) provocando la sintesis de éstaa Esinsformacion activa la
expresion de genes que codifican receptores de rmaembpara factores de
crecimiento y ademas, se estimula la producciorfadtores de crecimiento y
citocinas, a través de los cuales las CML moduleprsepia actividad y la de otras
células que intervienen en la aterogénesis. AsiClBlL estan implicadas en la
formacion de matriz extracelular y de la capa fbrajue recubrir4 el nudcleo
lipidico y el tejido necrdético provocado por ladisle las células espumosas que ya
han saturado su capacidad de neutralizar el codstee (Guyton JR et al, 1996).
Las CML activadas son capaces también de expresaptorescavengera traves
de los cuales captan LDL modificadas (Inaba T e1292) y dan origen a células
espumosas (Vijayagopal P et al, 1996).

Asi en las placas de ateroma maduras se puedéficden2 regiones
diferentes: la capsula fibrosa, rica en fibras aldgeno y CML, y el ndcleo, rico
en células espumosas, macrofagos y restos celula@séticos (Ross R, 1993,
Ross R, 1999, Libby P et al, 2002(a), Libby P, ZBP2 Los macréfagos se pueden
agrupar en un nucleo central formando una placa@®ma tipica, donde pueden
sufrir apoptosis dando lugar al “nucleo necrétice’ la lesion aterosclerética, o
pueden liberar metaloproteinasas (MMP), producidaditegradacion de la matriz
extracelular y promoviendo la rotura de la placali&sZ et al, 1994, Sukhoca GK
et al, 1999, Herman MP et al, 2001). Esto permite la sangre entre en contacto
con el factor tisular, potente proteina procoagelaue también es producida por
los macréfagos, lo que induce la aparicion de cmagilones tromboticas
(Leatham EW et al, 1995, Libby P et al, 2001, MetiGonzalez J et al, 2001).
Incluso en ausencia de fisuras en la placa, lasio#s proinflamatorias (IL-1, IL-
6, TNFa) pueden potenciar los propiedades procoagulanteslad células
endoteliales y los neutroéfilos, y contribuir adaa complicaciones trombéticas de
la placa de ateroma (Libby P et al, 2001, MartiGenzalez J et al, 2001, Sambola
A et al, 2003). De este modo, existe un vinculoroclantre inflamacién y
trombosis, influyéndose de forma reciproflaoscalzo J, 1992). Numerosas
moléculas influyen en el proceso trombogénico céibrin6geno (Kadish JL et al,
1979, Ishida T et al, 1982), la trombina (Joneg Alg1990), la plasmina, (Liotta
LA et al, 1981, Gross JL et al, 1982), PAI-1 (Esngiet al, 1986) t-PA (Hait PH et
al, 1989), la Lp(a) (Loscalzo J, et al 1990, Etm@zR et al, 1991). Mientras que
los desencadenantes inflamatorios y los mecanisheosas fases iniciales de
aterogénesis son relativamente bien conocidosidssncadenantes inflamatorios y
los mecanismos de las complicaciones tromboticadaeyde las placas de ateroma
son probablemente diferentes y todavia se desconoce
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La ruptura o erosion de la placa es la complicagids comun siendo la causa
gue subyace en més del 70% de los IAM mortaleslg/la muerte coronaria subita
(Naghavi N et al, 2003). Entre las caracteristidms$as placas vulnerables destaca
una capsula fibrosa fina sobre un nucleo lipidicande, la ausencia de endotelio,
lo que favorece la adhesién de plaquetas y, edpexite, un proceso inflamatorio
activo con una importante infiltracion de macréfagdinfocitos (Moreno PR et al,
2004). La ruptura de la placa suele darse en laaszde union a la pared, regiones
definidas como hombro de la placa, donde existeomastrés hemodinamico. En
esta zona la cpsula fibrosa es més delgada,uiengenor contenido de colageno
y células musculares y mayor cantidad de célulfianiatorias (Rabbani R et al,
1999).

En la figura 1.7 se esquematiza el proceso desaferosis.
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Figura 1.7. Proceso de aterosclerosis. LDL: lipopreinas de baja densidad, ROS: especies
reactivas de oxigeno, ICAM: molécula de adhesion tercelular, VCAM: molécula de adhesion
celular vascular, PECAM: molécula de adhesion plaquar-1 MCP-1: proteina 1 quimiotactica
de monocitos, CML: células del misculo liso. (adaptia de Madamanchi NR et al, 2005)

Por otro lado, si la respuesta inflamatoria quedaficada localmente se
producira una lesidbn menor, pero si el estimulmmétorio es importante generara
una reaccién sistémica generalizada denominadauesta de fase aguda” que,
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posteriormente, disminuye y retorna a la normalid@iiando el estimulo
inflamatorio es persistente o se repite continuaense producira una inflamacion
cronica, que puede llegar a destruir el tejido wimducir la pérdida de
funcionalidad del 6rgano afectado. Asi pues, frenta factor desencadenante se
produce una reaccion local con activacion de magad, monocitos y otras
células productoras de citocinas proinflamatoriama@ IL-6, IL-18, el TNF,
iniciadoras del proceso de inflamacion. Estas cite pueden actuar como
mediadores desencadenando una reaccion sistéméadnguird una serie de
alteraciones neurologicas, hematopoyéticas, metalsdy hepaticas acompafadas
de drasticas modificaciones en la sintesis de ipteplasmaticas conocidas como
proteinas o reactantes de fase aguda (Gabay C1€08)). Entre estas moléculas se
incluyen la proteina C reactiva (PCR), el fibrindge la proteina sérica A-
amiloide, el &cido sidlico, ceruloplasmina, alblain

La mas estudiada es la PCR y se ha observado quiicer numerosas
alteraciones de la funciébn endotelial asociadas pebceso inflamatorio,
favoreciendo el desarrollo y las complicacionedadéesion aterosclerética. De
este modo, se ha mostrado que la PCR induce lees&pr de moléculas de
adhesion como ICAM, VCAM vy selectina E en el entlotarterial (Pasceri V et
al, 2000, Labarrere CA et al, 2004) asi como laesipn MPC-1, que facilita el
reclutamiento de monocitos (Torzewski M et al, 2008barrere CA et al, 2004).
Ademds, la PCR favorece la formacion de un mediginfltamatorio en la
subintima, ya que estimula la liberacién de diversiboquinas, incluidas IL-6,
IL1B y TNFa, por los macréfagos y las células espumosas (B&® et al, 1992,
Labarrere CA et al, 2004). Es importante menciang la IL-6 es el principal
estimulo para la produccién de la PCR, por lo qeieesta manera la PCR puede
favorecer su propia produccién. Todos estos efgaoscen estar mediados por la
activacion del factor NF-kB, por parte de la PCR, las células endoteliales
(Verma S et al, 2003). También, puede modularhaifin endotelial a través de la
regulacion de los valores de NO a distintos nivélésrma S et al, 2002(a)). La
proteina C reactiva no sélo reduce la expresiotadeNOS, sino que también
reduce la estabilidad de la misma, disminuyendovisia media de manera
importante. Asimismo, la PCR favorece una menavideid del NO al aumentar la
produccion de factores que antagonizan las funsidee2ste, como la endotelina 'y
la angiotensina Il; en consecuencia, reduce toassatciones beneficiosas que
ejerce el NO sobre la funcién vascular (Verma ale2002(b)). Finalmente, la
PCR también favorece un estado de hipercoagulabild estimular la produccion
del factor tisular tanto en macrofagos como enlaglendoteliales (Cermak J et al,
1993) y ademas, favorece la trombogenicidad delgsm al reducir la fibrindlisis,
puesto que estimula la produccién de PAI-1 en éslas endoteliales (Devaraj S
et al, 2003).
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Es importante sefialar que la evolucién de la erddatt no es uniforme entre
los distintos individuos, probablemente debido ferdncias idiosincrasicas en la
respuesta inflamatoria a los estimulos aterogénitaes individuos con una
respuesta inflamatoria mayor a los estimulos aé#riogs tienen un riesgo mas
elevado de desarrollar manifestaciones clinicagtdeosclerosisDe hecho, los
marcadores sistémicos de inflamacién estan asaciadm riesgo mayor, a largo
plazo, de padecer IAM, ACV o EVP sevédmgiolillo et al, 2004).

1.4 Factores de riesgo de ECV

1.4.1 Edad y sexo

La aterosclerosis es una enfermedad asociada @jeeimiento. Con la edad
se produce una acumulacion de placas ateroeschsdyi ademas, aumenta la
probabilidad de desarrollar un evento coronarioeegty con independencia del
sexo Y la raza. De hecho, la mayoria de nuevosaes®l y, casi el 85 % de las
muertes ocasionadas por dicha enfermedad, se mmdat hombres y mujeres
mayores de 65 afos (Glick M, 2002). Sin embargolasnrecomendaciones de
National Cholesterol Education PrograNlCEP) se considera como FR tener méas
de 45 afnos en varones y mas de 55 afios en mujez&s( 2002).

Ademas, los individuos de edad avanzada tienenaewado riesgo de morir
tras un evento de Cl. Brritish Regional Heart Studyermitié conocer que la tasa
de mortalidad en hombres menores de 50 afos, kar Bafrido anteriormente un
IAM o ACV, era del 50%, entre 65 y 69 aflos mas3fb y en mayores de 70
afios del 80% (Wannamethee G, 1995).

Sin embargo, es excepcional la aparicion de ECVdebijo de los 40 afios
aunqgue puede precipitarse de forma prematura isidividuo presenta ademas FR
cardiovascular como hipercolesterolemia, DMT2, Hii Adbesidad. Diversos FR
aumentan también con la edad. Un reciente metanalealizado en poblacion
espafola, mostrd que la HTA, DMT2 y la hipercoledtamia incrementan con la
edad (Gabriel R et al, 2008), datos que coinciden otros metanalisis en
poblacion espafiola (Medrano JM et al, 2005). Cepeeto a la HTA, datos del
estudio Framingham, a los 38 afios de seguimierdstraron que la PAS aumenta
desde la década de los 35-44 afios de edad haS8&%dsafios. Este aumento es de
aproximadamente 12 mmHg en hombres y de 26 mmHhgugeres. Esta tendencia
no se encontrd en el caso de la PAD (Kannel WH,et296). En el estudio de
Gabriel R et al (2008), se mostré también, quebkssidad también aumenta con la
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edad y se estabiliza a partir de los 65 afos, yefhébito tabaquico disminuye con
la edad.

Por otro lado, segun las estadisticas de 20Qgrekntaje de muertes por
Cl acontecidas en Espafia es mayor en varones (@r&®n mujeres (24%) (INE,
2007). Sin embargo, el porcentaje de muertes pas i insuficiencia cardiaca es
mayor en mujeres que en hombres (mujeres 28%rones 25%; mujeres 1996
varones 12%) (INE, 2007). Ademas, el riesgo deriagsclerosis coronaria es
mayor en hombres que en mujeres hasta los 60 &insembargo, con el
desarrollo de la menopausia, el riesgo en mujeueseata rapidamente hasta
igualarse al de los hombres (Jousilahti J, 1999k mujeres menopausicas o
postmenopausicas tienen de 2 a 3 veces mMAas riesgo las mujeres
premenopausicas a la misma edad. En el metanddisidabriel R et al (2008) se
mostré que en el grupo de edad de 20-44 afos, dosn@s muestran mayor
prevalencia que las mujeres en HTA, obesidad, tipesterolemia, DMT2 y
habito tabaquico. En el grupo de 45-64 afios de, edaépto en el tabaquismo y la
DMT2 que fue mas frecuente entre los varones, lagnes presentaron mas
obesidad y cifras similares de hipercolesterolesri#l A que los varones. A partir
de los 65 afios de edad, en cambio, la carga dekRpto para el tabaco, fue
mayor en las mujeres que en los varones.

1.4.2 Fenotipos intermedios de ECV

Los fenotipos intermedios definen el valor de iadieres, marcadores o
factores relacionados con ECV que se manifiestdasague el propio evento
cardiovascular. Aportan informacién para la prei@mc Los marcadores
intermedios de mayor importancia para los trans®rcardiovasculares son las
concentraciones plasmaticas de CT, TG, c-HDL, c-LDjlucosa, insulina,
homocisteina, marcadores de inflamacion, marcadaes estrés oxidativo,
marcadores de coagulacion y marcadores de disfuneitdotelial. También
constituyen fenotipos intermedios las medidas aotr@tricas de peso, talla,
perimetro de la cintura, porcentaje de masa gR&8,y PAD. Para todos estos
fenotipos intermedios, excepto para los marcaddeesnflamacion y de estrés
oxidativo, se han fijado valores de punto de cque permiten determinar si el
paciente se encuentra en una situacion de norrdaifizera de ella.

1.4.2.1 Lipidos y lipoproteinas plasmaticas

La hipercolesterolemia es un factor de riesgo d& E€versible ampliamente
aceptado. Ya en 1953, Ancel Keys describié una iasido entre las
concentraciones de colesterol y la mortalidad darCdiversas poblaciones (Keys
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A, 1953). Diversos estudios epidemioldgicos pimtes confirmaron una relacion
entre las cifras de CT en suero y el riesgo caegiomar (The Pooling Project
Research Group, 1978, Stamler J et al, 1986, Kegs &\, 1984, Anderson KM,
1987) y mostraron que el c-LDL presentaba tambig@nasociacion directa con la
ECV (Gofman JW et al, 1966, Kannel WB, et al 1979)emas, la concentracion
de c-LDL en los adultos jovenes predice la apamicié ECV en una fase posterior
de la vida (Klag MJ et al, 1993, Stamler J et 0@ lo cual respalda la idea de
que se debe considerar la relacion entre el c-LM_gparicibn de ECV como un
proceso continuo que se inicia como una etapa terame la vida. Las directrices
actuales identifican el c-LDL como el objetivo mijpal del tratamiento de la
hipercolesterolemia (NCEP, 2002). Teniendo en eudos datos obtenidos en
estudios observacionales y experimentales, se limagl® que los efectos
beneficiosos de la reduccion del colesterol séeica@uanto al riesgo de Cl estan
relacionados con la edad. Una reduccion del 10%lI ewlesterol sérico produce
una disminucion del riesgo de Cl de un 50% a la el#a40 afios, del 40% a los 50
afios, del 30% a los 60 afios y del 20% a los 70 @@ws MR et al, 1994).

Por otro lado, diversos estudios epidemiol6gicos fdemostrado que la
concentracién sérica de c-HDL constituye un potenitedependiente predictor de
menor riesgo de ECV (Gordon T et al, 1977, Cadt¢iet al, 1986, Assmann G et
al, 1996, Sharret et al, 2001). Algunos autoressidenan que cifras bajas de c-
HDL puede predecir mejor el riesgo de ECV que aftasc-LDL, CT o TG
(Gordon T et al, 1977, Sacks FM, 2002). Tambiéma®ebservado, en el estudio
Framingham, que aquellos participantes con cormentr de c-HDL elevadas
presentaban un 50% menos de riesgo de sufrir unt@weardiovascular en
comparacion con los de baja concentracién de c-f{Cdstelli WP et al, 1986).
Ademds, en el estudidProspective Cardiovascular Munste(PROCAM),
participantes con niveles de c-HBL35 mg/dL mostraban 4 veces menos riesgo
gue aquellos con c-HD£ 35 mg/dL, tras 6 afios de seguimiento (Assmanndj et
1996). También, en el estudistherosclerosis Risk in Communitié8RIC) se
observé un fuerte y continua asociacion entre eteimento progresivo de los
niveles de c-HDL y la paralela reduccion del riesigp ECV tanto en hombres
como en mujeres, sin ECV inicial, y tras 10 afiosséguimiento (Sharret et al,
2001). Por otro lado, se calcula que un aumentbrdg/dL en la concentracion de
HDL se asocia a una disminucion del riesgo corond& un 2% en los varones y
un 3% en las mujeres (Gordon DJ et al, 1989(ap.efle modo, el aumento de las
concentraciones de c-HDL ha pasado a ser una passitlategia terapéutica para
reducir la tasa de incidencia de enfermedad con@hapman MJ, 2006,
Sampietro T, 2006).

Existen multiples mecanismos mediante los cualesHIDL puede proteger frente
al desarrollo de la aterosclerosis: participacion e transporte inverso del
colesterol (Zhang Y et al, 2003), efecto antiortdaque inhibe la oxidacién de las
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LDL (Assmann G et al, 2004, Chapman MJ et al, 20@%y lo que podrian

interferir con la internalizacion de LDLox y formén de células espumosas
(Klimov AN et al, 1993, Navab M et al 2001), progéeles antiinflamatorias, al
inhibir la adhesion de leucocitos a la pared ateriediante la atenuacion de la
expresion de moléculas de adhesién inducida pocicds como ICAM, VCAM y

selectina E (Cockerill GW et al, 1995, Cockerill GWal, 2001, Barter PJ et al,
2002(a)), efectos antiplaquetarios y anticoagutamésluciendo el desarrollo de
trombosis (Griffin JH et al, 1999, Griffin JH et, &001), reduce la disfuncion
endotelial (Yuhanna IS et al, 2001, Spieker LEIeP@02, Nofer JR et al, 2004) y
efectos antiinfecciosos (Ulevitch RJ et al 1979dHla SL et al 1989) (Figura 1.8).
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Figura 1.8. Efectos antiaterogénicos del c-HDL (Samgiro et al, 2006)

El papel de los TG como factor independiente degoede Cl ha sido siempre
controvertido y, aunque se ha presentado algundemsia convincente, hay
algunas dudas acerca del caracter independiente ré&acion observada (Sarwar
N et al, 2007). A pesar de ello, elevados nivelasrpaticos de TG se corresponden
con elevaciones de remanentes de VLDL, IDL y quibvomes que han mostrado
ser aterogénicos (NCEP, 2002). Ademas, elevadoslesivplasméaticos de TG
también se han asociado con otros FR cardiovasooao sobrepeso u obesidad y
DMT2. También se asocian con factores ambientatesocinactividad fisica,
tabaquismo, ingesta de alcohol o dietas ricas dwobalratos (mas del 60% del
total de la energia). Las concentraciones de T@rgups a 150 mg/dL tienen
significacion clinica (NCEP, 2002).
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En Espafia, la prevalencia de la hipercolesteroléanidién es elevada, y se estima
que un 23% de la poblacion adulta presenta un €30>mg/dl (Medrano MJ et al,
2005, Gabriel R et al, 2008).

1.4.2.2 Obesidad

La obesidad es una enfermedad metabdlica cronigidifamtorial y compleja
que se caracteriza por un aumento del tejido adip@®mpafiado de un peso
superior al considerado normal para una personaigual talla, sexo y edad
(Comuzzie AG et al, 2001). El método de referepeiea medir la obesidad es el
indice de Masa Corporal (IMC). Este indice establaga relacion entre el peso y
la altura de la persona. Segun la OMS, el IMC d& pgrsona con normopeso se
encuentra entre 18,5 y 24,9 Kg?/reobrepeso u obesidad grado | entre 25-29,9 Kg
In?, y obesidad, cuando el IMC mayor a 30 Kd./Bentro de la obesidad existen
varios grados (obesidad grado Il IMC entre 30-34g9/n?, obesidad grado IlI
IMC entre 35-39,9 Kg /f obesidad grado IV u obesidad mérbida IMC>40 Kg
/mf) (OMS, 1998).

La cifra de personas obesas en Espafia es el dobla de hace 20 afios y se
sitla en torno al 15%. Ademas, un 39% de los asltitoen sobrepeso (Aranceta J
et al, 2003), el 25% de los nifios y los adolesseestan en sobrepeso o0 son obesos
(Ministerio de Sanidad y Consumo, 2006). Ademas, estudio reciente ha
indicado que tener un IMC mas alto durante la icilase asocia a un aumento del
riesgo de ECV en la edad adulta, lo cual respaldzorecepto de que se debe
considerar la progresion de la aterosclerosis cam@roceso continuo que se
inicia en una fase temprana de la vida (Baker Jhl,eR007). Esta asociacion
parece ser mas intensa en los nifios que en las pidamenta con la edad en
ambos sexos (Baker JL et al, 2007).

En los ultimos afios, se ha establecido que el kdnedistente entre la
cantidad de grasa corporal y la ECV esta mas dimsate relacionado con la
distribucion central de la grasa corporal (evaluadediante el perimetro de
cintura) que con la adiposidad total (Yusuf S e@b4, Pou KM et al, 2007). El
estudio INTERHEART confirmé la importancia de ldpasidad abdominal como
FR de IAM (Yusuf S et al, 2004).

Por otro lado, la obesidad tiene relaciones epidégicas estrechas con
algunos FR cardiovascular como HTA (Masiera F et280D1), resistencia a la
insulina, y como consecuencia, DMT2 (Hu FB et @02, Zhao YF et al, 2006).
En cambio, son pocos los datos que indican que acroblesidad se den
modificaciones de la concentracion plasmética d®lc- Sin embargo, si se ha
asociado con otras alteraciones lipidicas como atorde las concentraciones de
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VLDL, CT, TG y la proporcion de particulas LDL pexiias y densas, asi como
concentraciones inferiores de c-HDL (Pi-Sunyer 803). La obesidad también se
asocia con inactividad fisica y consumo excesivaa®idas con alta densidad
energética (Pi-Sunyer X, 2003, Marti A et al, 2004)

El tejido adiposo, ademas de ser responsable melcehamiento efectivo de
lipidos plasmaticos, actia también como érgano @i activo implicado en el
metabolismo lipidico y de la glucosa, asi como @rsécrecion de numerosas
hormonas y citoquinas (Tilg H et al, 2006, Hajer &Ral, 2008). Asi pues, se ha
mostrado que el aumento de la adiposidad, parntioelate en depdsitos viscerales
(Pou KM et al, 2007), conduce al incremento dgbflde AG libres. Ello estimula
un aumento de la produccion, a nivel de adipodeofactores proinflamatorios,
reactivos de fase aguda y hormonas y un descenkoadmcentracion plasmatica
de la adiponectina dando lugar a un proceso irflario de bajo grado y, como
consecuencia, al desarrollo de aterosclerosis (Rgs$999, Despres JP et al,
2006). Puesto que las adipoquinas liberadas seiomén con metabolismo de la
glucosa (adiponectina y resistina), lipidico (CELPL), inflamacion (TNFe, IL-

6, PCR), coagulacion y trombosis (PAI-1), presigteréal (angiotensindgeno,
angiotensina 1l) e ingesta de alimentos (lepticaycentraciones plasméaticas de
éstas en rangos diferentes a la normalidad origgah estado de obesidad se
relacionan con el desarrollo de DMT2, HTA, dislipamsindrome metabdlico,
aterosclerosis y ECV (Engeli S et al, 1999, Yamaliicét al, 2001, Chu NF et al,
2001, Winkler G et al, 2003, Engeli S et al, 200fjer GR et al, 2008). Ademas,
niveles elevados cronicos de AG libres y de adipwagutales como leptina, TNE-

e IL-6 asi como concentraciones bajas de adiporzecte han asociado con baja
secrecidn de insulina (Zhao YF et al, 2006) y tesida a la insulina (Hotamisligil
GS et al, 1995, Baskin DG et al, 1999, Zhao YH,e2@06) que se relacionan con
aumento de riesgo de desarrollar DMT2. La resigieacla insulina contribuye
también, a la dislipemia caracteriza por disminncé c-HDL y aumento de TG y
c-LDL pequeiias y densas (Eckel RH et al, 1995 didfuncion endotelial y la
inflamacién y a la respuesta inflamatoria (Wellek Kt al, 2005). Todos ellos
factores también de aterosclerosis (Haslamm WG 20@5) (Figura 1.9).
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Figura 1.9. Esquema de la patogenia de aterosclerssén la obesidad. Los tres mecanismos
principales son el aumento de AG libres, resistereia la insulina y desequilibrio de citocinas.
AGL: AG libres, DM2: diabetes mellitus tipo 2, IG: intolerancia a la glucosa(Alegria Ezquerra

E et al, 2008).

Por otra parte, existen numerosos datos que indjoanla reduccién del
consumo energético, el aumento de la actividaddfisi la reduccidén del peso
pueden ser eficaces para reducir los niveles gweidias como PCR, TNé;- IL-

6, PAI-1 y aumento de los niveles de adiponectinasy mejorar el proceso
inflamatorio de bajo grado inducido por la obesi(@dys H et al, 2006, Jung SH
et al, 2008). La prevencion y el control del sobsgpy la obesidad en los adultos y
los nifios ha pasado a ser un elemento clave pareel@ncion de las ECV (US
Preventive Services Task Force, 2003, Lama MoreeR#, 2006, Salas-Salvado J
et al, 2007).

1.4.2.3 Diabetes

La DMT2 es una enfermedad metabdlica compleja tlegpaia multifactorial

y poligénica, en la que el factor dominante es hiparglucemia cronica. Se ha
mostrado que dos mecanismos subyacen en el désaedha enfermedad. Por un
lado, se produce un estado de resistencia a linagurovocando una deficiente
accion insulinica sobre la glucosa y por otro, disuncion secretora de las células
B pancredticas que conduce a un defecto en la prigduce insulina (Palma-

Gamiz JL, 2007). Es probable que la resistencaiadulina preceda al comienzo
de la DMT2 en varios afios. Implica a varios érgarespecialmente al tejido

adiposo, al higado y al musculo esquelético y saelmmpararse de otros FR
cardiovascular como dislipemia cuyos principalemponentes son aumento de
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TG, descenso de c-HDL, y predominio LDL pequefaemnsas, obesidad, HTA y
un estado protrombdtico (Reaven GM et al, 1988n@yuSM et al, 2005). Es un
estado complejo en el que factores ambientales ngtiges estdn implicados
(Grundy SM et al, 1999, Hu FB et al, 2001, Stumibkt al, 2005)

La DMT2 es una enfermedad con gran impacto en galbtica. En Espafia se
ha estimado una prevalencia, ajustada por edaginmdél 10% y oscila entre el
6,1% y el 13,3% con un gradiente Norte-Sur (Bueret al, 2008). La prevalencia
es mayor en varones (12%) que en mujeres (8%) (GhddAa002). Segun la OMS,
se prevé que aumente un 40% en Espafa al lle@@28| en comparacion con el
afio 2000 (OMS, 2000). La prevalencia de DMT2 aumeiat manera paralela al
incremento de la edad poblacional y a la incidedeiabesidad e inactividad fisica
(Grundy SM et al, 1999 Hu FB et al, 2001).

Por otro lado, la DMT2 se asocia a un aumento deadmiatro veces de riesgo
de ECV (Fox C et al, 2004, Eckel RH et al, 2006¢ste aumento es mayor en las
mujeres que en varones (Goldschmid M et al, 198&e8 JR et al, 1998). De
hecho, las ECV, sobretodo ClI, ictus y EVP, sonclasplicaciones numérica y
clinicamente mas importantes de DMT2, siendo lancpal causa de
morbimortalidad en diabéticos (Lebovitz HE et &0&, Thomas JE et al, 2007).

Estudios epidemiologicos han demostrado que lategsiia a la insulina y las
alteraciones metabdlicas asociadas, como la disigpda HTA, la obesidad y la
hipercoagulabilidad, influyen en la prematuridadeyeridad de la aterosclerosis
que desarrollan los pacientes con DMT2 (Festaad, 61999, Sheu WH et al, 2000,
Pyorala M et al, 2000, Haffner SM et al, 2000, BlahsS et al, 2007). Se ha
constatado que mecanismos inmunolégicos e inflainateubyacen al proceso de
la resistencia a la insulina y de la ateroscler@abay C et al 1999, Ross R 1999).
Estudios epidemiolégicos han demostrado que la BGRros marcadores de
inflamacién se asocian independientemente consiatemcia a la insulina y con
marcadores de disfuncion endotelial (Yudkin J9,61909). Es importante resefiar
el papel que desempeiia el tejido adiposo y, poto,tda obesidad, en el
mantenimiento de un estado de inflamacién créoratsecretar una variedad de
moléculas como IL-6, TNI; la leptina y la adiponectina, que son determiggnt
en la regulacion del proceso aterogénico y latesiga a la insulina (Zhao YF et
al, 2006, Hajer GR et al, 2008). Ademas, la hipergia disminuye la
disponibilidad de NO provocando disfuncion endatglGiugliano D et al, 1997),
aumenta la expresion de moléculas de adhesion £ncdlulas endoteliales
(Marfella R et al, 2000). Esto se debe a que largipcemia induce un incremento
en la produccion de radicales libres y favorecalleacion no enzimética de
proteinas y lipoproteinas, con la subsiguiente yroidn de productos avanzados
de la glicacion (AGE). Los AGE promueven la expiasie moléculas de adhesion
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(Vlassara H et al. 1995), la inactivacion de NOd#la R et al, 1991), la migracion
de macréfagos (Kirstein M et al, 1990) y la oxidecide LDL glicadas en su

interior (Fuster V et al, 1996), procesos relaaaws con la formacion de la placa
de ateroma.

Por otro lado, varios estudios han demostrado qumsible frenar o incluso
revertir hasta la normalidad, en aproximadamentetanoio de los casos, los
estados prediabéticos, mediante cambios en eb eilvida (Tuamiletho J et al,
2001, Diabetes Prevention Program Research Gr@@®2)2la correccién mediante
farmacos (Chiason JL et al, 1998, UK ProspectivabBlies Study Group, 1998,
Buchanan Ta et al, 2001), o la modificacién de sti@ctores asociados como
HTA, dislipemia u obesidad (Heart Outcomes PrewentEvaluation Study
Investigators, 2000).

1.4.2.4 Hipertension

La HTA se define como una PAS o PAD superiores @ 4490 mmHg
respectivamentelint National Committee on Detectid®93). Supone uno de los
FR mas importantes de la ECV, y concretamente sb$ervado que se asocia con
la enfermedad cerebrovascular, la Cl, la insufigrcardiaca, la insuficiencia
renal y la EVP. En los individuos de 40 a 70 aitasla 20 mmHg de incremento
de la PAS o0 10 mmHg de incremento de la PAD seichujl riesgo de ECV en
todo el intervalo de presion arterial que va de/d3.% 185/115 mmHg (Lewington
S et al, 2002). Es un FR fuertemente asociadceddd(Joint National Committee
on Detection1993)

La HTA es el FR més frecuente es Espafia, con msalgncia superior al
40% en individuos mayores de 35 afios (BanegasQl®)2Parte del problema se
debe al desconocimiento de la enfermedad por galteipertenso y escaso control
sanitario. En este sentido, un estudio poblaciomaétrd que dos tercios de los
pacientes mayores de 60 afios son hipertensos,| @¥%6eno conoce su estado,
que el 45% de los hipertensos diagnosticados nberé@tamiento y que el 16%
de los pacientes que reciben tratamiento tienenbwsn control terapéutico
(Benegas JR et al, 2002). Estudios mas recientesnoatrado una mejora en los
altimos 10 afios aunque la proporcion de HTA coattalcontinia estando lejos de
lo que seria ideal (Lliterri JL, 2004, Gonzélez+latay JR et al, 2006, Bertomeu V
et al, 2007, Grau M et al, 2007).

Varios estudios epidemiologicos, entre ellos eludist Framingham,
demostraron que la PAS y la PAD tienen una asdgiaoontinua, independiente,
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gradual y positiva con los parametros de evaluad@®BCV (Stamler J et al, 1993,
Kannel WB, 1996, O’'Donell CJ et al, 1997, Van davogen PCW et al, 2000). A
la vista de estos estudios, en el VII InformeXbéht National Committese define
un nuevo estadio de prehipertensién en aquelldgdods con cifras de PAS entre
120 y 139 mmHG y/o de PAD entre 80 y 89 mmHg, puegste estos individuos
presentan un aumento del riesgo de progresion deyHhuestran un aumento de
riesgo de ECV. Sin embargo, en 2007, Buzopean Society of Hypertensiand
the European Society of CardiologfESH-ESC) categoriz6 este estadio en
“presion arterial normal” (PAS entre 120 y 129 mmid®AD entre 80 y 84
mmHg) y “presion arterial normal-alta” (PAS ent@0ly 139 mmHg y PAD entre
85y 89 mmHg) (Mancia G et al, 2007).

El papel de la HTA en la aterosclerosis no es@ante claro. Ademas de
los efectos que ejerce el estrés mecénico solaedeltelio provocados por la alta
tension arterial (Goldby FS et al, 1972), evidenciaciente, ha puesto de
manifiesto que la HTA induce y acelera la aterassis via inflamacién. De
hecho, se ha observado que individuos hipertenseseptan concentraciones
elevadas de LDL oxidada, PCR, TNFH6, ICAM, VCAM y otros marcadores de
inflamacién (Ruiz-Ortega M et al, 2001, Bautista EE al, 2003, Assadpoor-
Piranfar M et al, 2009). Ello se debe a que diversmmponentes del sistema de
regulacion de la presion arterial, renina-angiaterraldosterona estan implicados
en el desarrollo de un estado proinflamatorio (8uXuet al, 2003). En el estado
de HTA se produce una secrecion excesiva de estopanentes. Entre ellos, el
agente vasoactivo angiotensina Il es el principakgula el proceso inflamatorio
(Ruiz-Ortega M et al, 2001, Ferrario CM, et al 2D0Gste agente provoca
disfuncion endotelial al favorecer el estrés oxigaya que aumenta la actividad
de NADPH oxidasa (Grieldling KK et al, 1994) y regula actividad de eNOS,
reduciendo la biodisponibilidad de NO (Harrison BGal, 1997). Ademas, la
NADPH oxidasa también provoca la oxidacién de LBtiraulando el proceso de
inflamacion (Ross R et al, 1993). También, la ategisina Il activa las células
(como células endoteliales, CML) que regulan laresion de moléculas como
citocinas (IL-6, TNFe), moléculas de adhesion (selectina P, VCAM, ICAM),
quimiocinas (MCP-1), factores de crecimiento y tcwmo COX-2, que estan
implicadas tanto en el crecimiento y apoptosis laglufibrosis e inflamacion
(Sadoshima J et al, 2000, Ruiz-Ortega RI, 2001 sgVei al, 2001, Graninger M et
al, 2004). Los efectos de la angiotensina Il puesktar mediados en parte por las
acciones sobre el endotelio de la PCR ya que la iR€menta la expresion del
receptor AT1 para la angiotensina Il en las CML (&/&H et al, 2003). Ademas,
la angiotensina Il estimula la inflamacidén de forindirecta ya que provoca la
activacion del factor NikB (Ruiz-Ortega RI, 2001).
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Otros componentes vasoactivos como la aldosteromaceptor
mineralcorticoide y endotelina 1 inducen estrésdatwvo y participan en la
inflamacion vascular (Androulakis ES et al, 2009).

Por otra parte, se disponen de métodos terapéytie@s corregir la HTA.
Ensayos clinicos han puesto de manifiesto quatniiento antihipertensivo se ha
asociado a una reduccion de un 35-40% de la inciael® ictus, una reduccion de
un 20-25% de incidencia de IAM y una reduccion d&és del 50% en la
insuficiencia cardiaca (Neal B et al, 2000).

1.4.2.5 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se origina por un desequilibdausado por la
produccién excesiva de especies reactivas de axi@e@S) y/o un defecto en los
sistemas de defensa antioxidantes de las célulaslegequilibrio prolongado
provoca dafios funcionales y estructurales en lagasé desencadenados por una
sucesion de reacciones, causada por la acciontiogidke las ROS sobre lipidos,
proteinas y ADN pudiendo llegar a la destrucciondatva o muerte celular
(Tuteja N et al, 2001(a), Tuteja N et al, 2009)asugfectos, se ha mostrado, tiene
un papel relevante en la patogénesis y desarrelle@V (Madamanchi MR et al,
2005, Misra MK et al, 2009). Este desequilibrio peiceso en la produccion de
ROS puede darse en circunstancias patofisiologicaso las que originan los
diferentes FR de ECV como hipercolesterolemia, DMAPA, tabaquismo, edad o
exposicion a contaminantes (Gopaul NK et al, 1946row GD et al, 1995,
Griendling KK et al, 2000, Heitzer T et al, 2001addémanchi MR et al, 2007).

Las ROS son producidas por varias enzimas oxidasas NADPH
oxidasa, xantina oxidasa, 6xido nitrico sintasalookigenasa (COX), glucosa
oxidasa, lipooxigenasa y el transporte de electraméocondrial. La NADPH
oxidasa es la principal responsable de la generade® ROS en las paredes
vasculares (Dzau VJ et al, 2001). Entre las ROBdayen el anidon superéxido
(0,), peréxido de hidrogeno ¢B,), radical hidroxilo (OH), &cido hipocloroso
(HOCI), NO, peroxinitrito (ONOQ. O,, OH y NO son clasificados como
radicales libres ya que contienen electrones desag@s y, por tanto, potente
capacidad de oxidacién..8,, HOCly ONOOson clasificados como especies de
oxigeno no radicales y también tienen capacidadxittacion (Higashi Y et al,
2009). En la oxidacion de lipidos y ADN se genergroductos como
malondialdehido (MDA) y 8-ox0-2' deoxiguanosinad®-dG) respectivamente,
que pueden ser cuantificados sirviendo como indieggdde estrés oxidativo (Saez
GT et al, 2004, Dalle-Donne | et al, 2006, Espin@sat al, 2007). Por otro lado,
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las células estan equipadas con excelentes meamnidendefensa antioxidantes
para neutralizar los efectos toxicos de ROS. Unellds es el sistema glutation
peroxidasa/glutation reductasa. La glutation reakact es un flavoenzima
dependiente de NADPH que cataliza la reduccionldetgn oxidado (GSSG) a
glutation reducido (GSH), el cual sera utilizade [goglutatidon peroxidasa para la
reduccion de KD, y de lipoperdxidos, los cuales son elementosct®xi Otros
sistemas pueden ser no enzimaticos como glutatitamina A, C, E vy
tiorredoxina, 0 enzimaticos como superéxido dissatéSOD), catalasa. SOD
cataliza la dismutacion de, @ se produce D, que es convertido en agua por la
catalasa y la glutation peroxidasa (Tuteja N ee@Q1(b), Misra MK et al, 2009).
Los componentes de estos sistemas antioxidamtdséia pueden utilizarse como
biomarcadores de estrés oxidativo y dafio tisulalid&i MC et al, 2003).

En respuesta a diversos estimulos como angiotefisitrdmbina, IL-1,
TNF-0, IFN-y, las células vasculares incrementan la producd®ROS a través
de la activacion de las enzimas oxidativas (Stodkeet al, 2004). Tanto las
células endoteliales como CML, células de la caplverticia, células
mononucleares y macréfagos incrementan la prodacdé ROS segun los
estimulos presentes y en diferentes momentos yigonds (Gozin A et al, 1998,
Antoniades C et al, 2007).

Son multiples los efectos que causa el exceso d& iefacionados con el
desarrollo de aterosclerosis. Entre ellos, se hstramo que las ROS inducen la
modificacion oxidativa de c-LDL, principal mecaniemde progresion de
aterosclerosis, que conduce a su captacion porofagos y formacion de células
espumosas (Ross R, 1993, Channon KM, 2002). Adesedsa observado que la
produccién de radicales libres origina disfunciadatelial ya que la peroxidacion
lipidica causada por ROS provoca dafio en las memabreelulares y en las de sus
organulos y aumenta la permeabilidad (Lum H et2@01). Ademas, el estrés
oxidativo altera la produccién y actividad endatelle NO lo que conduce a
vasoconstriccion, agregacion plaquetaria y adhed@meutrofilos al endotelio,
siendo asi un importante factor para el desargdldHTA (Lum H et al, 2001,
Vepa S et al, 1999). También, las ROS inducen livaaidn del factor de
transcripcion NFeB y la proteina activadora 1, que participan eeXpresion de
moléculas de adhesion, ICAM, VCAM, selectina E sastcitocinas. Ademas, las
ROS estan implicadas en la proliferacion y mignagi@ CML, la activacion de
metaloproteinasas y la apoptosis de células enaetely CML a través de LDLoX,
modulando asi la estabilidad de las placas derate(Rajalopagan S et al, 1996,
Lum H et al, 2001, Azumi H et al, 2002, MadamardR et al, 2005). Todo ello,
demuestra un estrecho vinculo entre estrés oxalatimflamacion en el desarrollo
de aterosclerosis.
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1.4.2.6 Marcadores de inflamacion

La inflamacion es una reaccion adaptativa beneficien la mayoria de
casos puesto gue supone un intento de mantenemiadstasis por parte de un
organismo afectado. Sin embargo, el mantenimierdoedta respuesta y la
produccion excesiva de mediadores de inflamaci@i@tener efectos negativos y
conducir a alteraciones metabdlicas que favorelxaparicion de enfermedades
croénico-degenerativas (Gabay C et al, 1999, Cecikaet al, 2002). De hecho,
como se ha mostrado en apartados anteriores, anhoeisiflamatorio sistémico de
bajo grado se ha relacionado con diversos FR carsiooilar como la obesidad, la
resistencia a la insulina, la DMT2, la dislipemia,HTA y la arterioesclerosis.
Ademas, varios estudios han mostrado que marcadwoegantes de inflamacion
predicen futuras ECV como IAM, ictus o EVP (Lind 2003, Tzoulaki | et al,
2005). Dentro del conjunto de estos marcadoredayen reactantes de fase
aguda como PCR, citocinas como IL-6 y moléculasadkesion celular como
VCAM e ICAM.

Proteinas de fase aguda. Se han definido como aquellas sustancias cuya
concentracion aumenta (proteinas de fase agudtvpeyio disminuye (proteinas
de fase aguda negativas) tras un estimulo proiafiano a nivel hepatico
(Ceciliani F et al, 2002). Entre ellas, la PCR ¢itunge el marcador de inflamacion
que atrae mas la atencién de los investigadoresleador del mundo. Es una
proteina de fase aguda que se sintetiza en logdoétpa tras ser estimulados por
citocinas como IL-6 (Gauldie J et al, 1989, Caskelet al, 1990).

Varios estudios han confirmado la asociacion emtreles elevados de PCR y
riesgo cardiaco; asi, el estudio ECAT, en paciesuasCl preexistente, se observo
gue la incidencia de eventos coronarios, en losados de seguimiento, era mayor
en aquellos pacientes que presentaban niveles dtiass1 mas elevados de PCR
(Thompson S et al, 1995). Esta incidencia aumeradibamas cuando los niveles
elevados de PCR se asociaban a una elevada cawd@mgplasméatica de CT.

Es importante sefialar que el valor pronéstico d@d&R se ha observado
también en sujetos sanos. Uno de los primeros iestueh demostrar esta
asociacion fue el ensayo MRFIT, en el que se obsana asociacion significativa
entre los niveles de PCR y la mortalidad por Clligtu_H et al, 1996). De manera
similar, elPhysicians’ Health Studgbservé que los niveles plasmaticos basales de
PCR eran inferiores en aquellos individuos queesadollaron Cl o ACV (Ridker
PM et al, 1997). Una situacion similar se ha olms#doven mujeres, como ha
demostrado éiWomen’s Health Stud§Ridker PM et al, 2000(a)). En este estudio
se observo que los 4 marcadores de inflamaciouadas (PCR, IL-6, ICAM-1 y
amiloide sérico A) eran mayores en aquellas mujepes sufrieron eventos
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cardiovasculares durante el seguimiento, siendd®@&R el de mayor poder
predictor de riesgo cardiovascular.

Se ha observado que FR como tabaco, edad, spiinsli presion arterial,
influyen en los niveles de PCR (Kushner | et aD&0 Probablemente el FR que
mas afecta es la obesidad y niveles elevados deppgiten desarrollo de DMT2
y de sindrome metabdlico (Pradhan AD et al, 20@GBksonen DE et al, 2004).
Ademas, los niveles elevados de PCR también sdaascon resistencia a la
insulina (Haffner SM et al, 2006) y se ha observade la pérdida de peso puede
reducir la concentracion de PCR (Esposito K e2@03).

El aumento de la concentracion plasmética de P@R un dafio tisular es
fuerte y rapido. De hecho, puede aumentar 1000svemen respecto a su nivel
basal tras 24 horas. Por ello, constituye un buamtawlor clinico en individuos con
un estado general de salud bueno (van Leeuwen MA £994).

Citocinas. Son proteinas sintetizadas en respuesta a estirmflasatorios o

antigénicos, actuando de forma autocrina, endocanparacrina, modulando
algunas funciones de proliferacion y diferenciaciéelular, quimiotaxis o

modulacion de la secrecibn de inmunoglobulinas. deorentalmente son
producidas por los linfocitos y los macrofagos \eatds. Sin embargo, también
pueden ser producidas por leucocitos polimorforasele células endoteliales,
células epiteliales, adipocitos y miocitos entrast

Entre ellas destaca la IL-6 que, junto con la N.-INF-o, inician la respuesta
inflamatoria, tiene funciones autocrinas, paragipaendocrinas y ademas, es un
importante regulador de la sintesis de proteinafagie aguda (Gauldie J et al,
1989, Castell JV et al, 1990). Asi es una citoagmatifuncional producida en
diferentes tipos celulares incluyendo células dsfesia inmune, endoteliales,
fibroblastos, miocitos y adipocitos.

Se ha observado que la IL6 es un consistente poedie futuros eventos
cardiovasculares como Cl, insuficiencia cardiadet#s en importantes estudios
prospectivos (Ridker PM et al, 2000(b), Cesari tvale 2003, Lowe GD et al,
2004). Ademas, la concentracion circulante de lsebasocia significativamente
con el IMC y otras medidas de adiposidad (Fried edkal, 1998). También se
relaciona con la accion de la insulina (Vozarowet Bl, 2001, Kern PA et al, 2001)
e incluso tiene capacidad predictiva del desarrddlaDMT2 (Pradhan AD et al,
2001) vy, en varios estudios, se ha asociado coA (FErnandez-Real JM et al,
2001).
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Moléculas de adhesion celular. Las moléculas de adhesién celular son expresadas
por células endoteliales y leucocitos circulantes respuesta a numerosos
estimulos inflamatorios (Springer TA, 1990). Estasléculas son selectinas,
integrinas o inmunoglobulinas y median el reclutrto de células inflamatorias
de la circulacién y su migracién a través del eeliwt(Price DT et al, 1999).
ICAM y VCAM son miembros de la superfamilia deitemunoglobulinas cuya
expresion esta regulada por citocinas proinflanedqiChen H et al, 2001) y han
sido observadas en placas ateroscleréticas (Dea@ralet al, 1998). Dado que sus
formas solubles pueden aparecer en el plasma,sdvérabajos han relacionado
sus concentraciones con el riesgo de eventos gastiolares.

Varios estudios epidemioldgicos han mostrado que ctacentracion
plasmatica elevada de ICAM es un predictor de EEBWuUang SJ et al, 1997,
Ridker PM et al, 1998, Ridker PM et al, 2000(a)¢ IGi et al, 2003) en individuos
sanos. Sin embargo, con la VCAM no se obtuvierdadsimilares (Hwuang SJ et
al, 1997, de Lemos GA et al, 2000, Luc G et al, 0@Qunque niveles
marcadamente elevados de VCAM se han observaddndnomes coronarios
agudos (Mulvihill NT et al, 2001) y pueden ser petates de muerte en individuos
que presentan Cl (Blankenberg S et al, 2001). As$ pse ha propuesto que ICAM
es un marcador de estado proinflamatorio en pabiegana y VCAM es expresada
fundamentalmente en un estado de aterosclerosizad@ (Mulvihill NT et al,
2002).

Ademas, otro estudio mostré que el aumento deaidegECV asociado a
ICAM dependia de los niveles de VCAM y que los vidiios que presentaban
niveles elevados de VCAM e ICAM tenian 2,5 veces nigsgo de ECV que los
individuos que presentaban niveles elevados dedarelos y no de ambos (Shai |
et al, 2006).

Por otro lado, los resultados obtenidos por Malileleen 2001 en dBritish
Regional Heart Studgon poco alentadores en cuanto al valor pronéskictas
moléculas de adhesiéon. Las concentraciones de ICAAM y no afiadieron
valor prondstico al que proporcionaban los FR ctsi

Elevadas concentraciones de ICAM y VCAM tambiérhaa asociado con
consumo de tabaco, hipercolesterolemia, DMT2, es/ale homocisteina (Price
DT et al, 1999, Demerath E, et al, 2001) IMC, raztmura cadera (Rodhe LE et
al, 1999, Demerath E, et al, 2001, Shai | et &)620presion arterial (Demerath E,
et al, 2001) , c-HDL y TG (Rodhe LE et al, 1999aShet al, 2006) y niveles de
IL-6 y PCR y otras citocinas (Rodhe LE et al, 1998ai | et al, 2006).
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1.4.3 Factores ambientales

Los factores ambientales influyen sobre los fgustintermedios y finales
de ECV. Entre los factores ambientales asociadeG\a destacan por su efecto la
dieta, el sedentarisno y el habito tabaquico.

1.4.3.1 Tabaquismo

Numerosos estudios epidemiolégicos han demostréatantente que el
consumo de cigarrillos aumenta el riesgo de ClI, JA¥gina de pecho (Willett
WC et al, 1987, Waters D et al, 1996, Jacobs D&, €999, Teo KK et al, 2006)
ictus (Goldstein LB et al, 2006), EVP (Prince JFakt1999) aneurisma aértico
(Lederle FA et al, 2003) y muerte subita (WannaeetB et al, 1995). Existe una
relacion lineal entre el consumo de cigarrillod yiesgo de Cl y angina de pecho
(Willett WC et al, 1987), IAM (Teo KK et al, 2006gneurisma en la aorta
abdominal (Vardulaki KA et al, 2000) e ictus (H&it et al, 2007). Sin embargo,
no existe una dosis minima segura de modo queasas tde consumo diario mas
bajas (menos de 5 cigarrillos) se asocian de towmios a un aumento del riesgo
de mortalidad relacionada con ECV (Bjartveit K, at 2005). Ademas, los
cigarrillos bajos en nicotina aumentan de igual enarel riesgo cardiovascular. El
efecto del tabaco sobre el riesgo de ECV es maydosfumadores mas jovenes
(edad<40 afios) (Teo KK et al, 2006). El riesgo @VEes también mayor en
fumadores de cigarrillos en comparacion a otrasstige tabaco como puros o pipa
(Chen Z et al, 2002). Ademas, los fumadores padieoen aumentado su riesgo
de ECV entre un 10 y un 30% (He J et al, 1999, \WalprPH et al, 2004).

Por otro lado, cuando se abandona el habito tab@geli riesgo de CI decrece
en un 50% durante el primer afio, y se aproxima abs no fumadores al cabo de
2 anos (Rosenberg L et al, 1995). Disminuye taméiéresgo de IAM (Teo KK et
al, 2006), ictus (Robbins AS et al, 1994) y se upedla progresion de EVP
(Jonason T et al, 1987).

La Encuesta Nacional de Salud del afio 2006, coafium descenso de la
prevalencia de fumadores en la poblacion mayoredafibs (Ministerio de Sanidad
y Consumo, 2006). Segun la encuesta, el 31,6%sdedmbres y el 21,5% de las
mujeres se declaran fumadores lo que contrastdasonifras de hace casi dos
décadas: el 55% de la poblacién espafiola fumabamAs, se ha abortado el
incremento del habito entre las mujeres iniciadima@es de los afios ochenta. Sin
embargo, varios estudios han puesto de manifiesto alevada prevalencia de
fumadores entre menores de 25 afios (ViIIar-AIvﬂlézet al, 2003, Baena JM et
al, 2005). El habito tabaquico es claramente masuénte en varones que en
mujeres excepto en edades comprendidas entre E$i@4 (32,7% mujeres y
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31,1% hombres), disminuye con la edad (Figura)epetimayor prevalencia en
regiones del sur y del este de Espafia (Bellidodeadat al, 2001, Fernandez A et
al, 2003, Gabriel R et al, 2008).
60
50
40 +
30
20

10

16-24  25-34  35-44 45-54 55-64 65-74 >75

-B- Mujeres —#— Hombres

Figura 1.10. Prevalencia de tabaquismo en Espafiagim las edades y el sexo. Datos de la
Encuesta Nacional de Salud 2006.

Los mecanismos a través de los cuales el tabaooeiee la aterotrombosis
son multiples y entre ellos destacan el aumenta deherencia y la agregabilidad
de las plaquetas que conduce a un estado de hagetibdad, la disminucion del
aporte de oxigeno, la vasoconstriccibn coronarial yaumento del trabajo
miocardico. Los componentes del humo del tabacacia también disfuncion
endotelial (Lavi S et al, 2007), se cree que asale la reduccion de la produccion
basal de NO que afecta a la vasodilatacion (Zéimeet al, 1995, Rahman MM et
al, 2007), aumentan la trombogenicidad de la sangreque incrementa la
concentracion de fibrindgeno y factor tisular (SafalA et al, 2003), causan estrés
oxidativo aumentando la oxidacion de LDL (Monow éDal, 1995) y, ademas,
afectan negativamente al perfil lipidico ya que vpaan reduccion de la
concentracion de c-HDL, condicionando un incremewie desarrollo de
aterosclerosis (Lavi S et al, 2007). El humo destumadores o humo de tabaco
del entorno es también importante FR de ECV. Eldwa entorno deteriora la
funcién plaquetaria y endotelial, aumenta la rigideterial, el estrés oxidativo, la
inflamacién y acelera la ateriosclerosis (Barnogaadl, 2005).

1.4.3.2 Actividad fisica

Actividad fisica es cualquier movimiento corporalogucido por los
musculos esqueléticos que tiene como resultadoasto gle energia. Ejercicio
fisico es un concepto diferente, ya que es undpactividad fisica planificada,
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estructurada y repetitiva que tiene como finalidhthantenimiento o la mejora de
uno o mas componentes de la forma fisica. Porudpfisica o forma fisica se
entiende la capacidad de desempefiar una actividah fde intensidad ligera-
moderada sin fatiga excesiva. Este concepto indifgeentes variables de aptitud
cardiovascular, respiratoria, de composicién capofortaleza y elasticidad
muscular y flexibilidad (US Department of Healtlddtuman Services, 1996).

El tipo de actividad fisica se puede definir castidtos criterios: segun el
tipo de metabolismo utilizado para la obtencion etergia se distingue entre
aerdbica (el aporte energético proviene del oxiggn@naerdbica (el aporte
energeético no proviene del oxigeno, sino de otusératos), y, segun el tipo de
contraccidbn muscular, se distingue entre dinansotdhica, en la que existe
contraccién y relajacion sucesivas de las fibrasamlares (por ejemplo, correr o
nadar) y suelen ser de larga duracion y aeréhycastatica-isométrica en la que se
genera tension en las fibras musculares sin canibiipsrtantes en la longitud
muscular (por ejemplo, levantamiento de pesas)lesuser intensas, de corta
duracion y anaerobicas (Boraita A, 2008).

Por otro lado, el término dosis se utiliza fredeaerente cuando se define
la actividad fisica o ejercicio. La dosis se rafier la cantidad total de energia
gastada en la que estan implicadas la intensidadjutacion y la frecuencia
(Thompson PD et al, 2003, Haskell WL et al, 20@3).intensidad es la tasa de
gasto energético durante la actividad. Se puedeesap en términos relativos,
refiiéndose al porcentaje de capacidad aerobitaagia en el ejercicio y se
expresa como porcentaje de la frecuencia cardiagama o del consumo maximo
de oxigeno (V@nsy, 0 absolutos cuando se refleja la tasa de gasigético y se
expresa en equivalentes metabdlicos (METs) (PateeRRIl, 1995). Un MET
representa el consumo de oxigeno en ml/min ene@s&adeposo por kg de peso, lo
que equivale al numero de calorias que consumeuarpe en la situacion de
reposo, y a partir de ese estado se incrementalds en la medida que aumenta
la intensidad de la actividad fisica (Hu FB et12899). De esta manera, se han
clasificado las diferentes actividades fisicas seigéensidades para favorecer la
comparacion entre los distintos estudios ciensfigdisnworth BA et al, 2000). Se
ha aceptado como actividad ligera aquella que tigree intensidad <3 METs o
<30% de VQsx actividad moderada entre 3y 6 METs o0 entre 3@&-6@ VQax
actividad intensa <6 METs o >60% de ¥ (Haskell WL et al, 2007), aunque se
debe tener en cuenta las caracteristicas de lagobl(Nelson ME et al, 2007). De
hecho, en varios estudios, se ha demostrado quaseqrersonas mayores de 65
afios, caminar se asocia con un menor riesgo dedCllo tanto, al menos en este
subgrupo de individuos que, ademas, es el que mssscade Cl aporta a la
poblacion, hay datos que apoyan la recomendaci@améar como una actividad
cardiosaludable (Manson JE et al, 1999).
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Diferentes estudios han mostrado una relacion saventre el ejercicio
habitual y el riesgo de Cl, eventos cardiacos yrtay@affenbarger RS et al, 1993,
Blair SN et al, 1995, Blair SN et al, 1996, Kuj&JM et al, 1998, Lee IM et al,
2001, Tanasescu M et al, 2002, Manson JE, 2002séVéR et al, 2004, Myers J
et al, 2004, Yusuf S et al, 2004). En 1994, la QD nocio el sedentarismo como
un FR independiente de CI (Bijnen FC et al, 19%4).ha estimado que el riesgo
relativo de muerte por Cl en un individuo sedentan comparacion con un
individuo activo es 1,9 (Berlin JA et al, 1990, & FC et al, 1994). También se
ha observado que la practica regular de actividsidaf se asocia con un menor
riesgo de presentar enfermedad cerebrovasculaidDest al, 2003).

Por otro lado, la mala forma fisica parece assei@on el desarrollo de
DMT2, HTA, obesidad y sindrome metabdlico tantosejetos jovenes como de
mediana edad (Carnethon MR et al, 2003, LaMonteetval, 2005). Sin embargo,
el ejercicio previene y ejerce efectos beneficiosoisre FR de aterosclerosis ya
establecidos. Asi pues, mejora el perfil lipidied(ccion de c-LDL, TG, aumento
de c-HDL) (Leon AS et al, 2000, Leon AS et al, 2004 circulacion sanguinea y
la actividad fibrinolitica, con lo que disminuye regdsgo de trombosis, la funcién
endotelial (Hambrecht R et al, 2000), favorece ladpccidn de citocinas
protectoras de aterosclerosis (Smith JK, 2001uae el estrés oxidativo (Arquer
A et al, 2010). También aumenta la sensibilidad msulina y la utilizacion de la
glucosa, con lo que disminuye el riesgo de dedardg DMT2 (Thompson PD et
al, 2001, Weinstein AR et al, 2004), reduce o meeila obesidad (Wing RR et al,
2001, Slentz CA et al, 2004) y la HTA (Fagard RED®). Ademas, estudios de
intervencion han puesto de manifiesto que el aumel® actividad fisica se
relaciona con el abandono del habito tabaquicof¢Rbérger RS et al, 1993,
Marcus BH et al, 1999). También ejerce efectos arcdlidad de vida y la
supervivencia ya que mejora la fuerza y la restséemuscular, favorece el manejo
del estrés, ayuda a conciliar el suefio, a comldatinsiedad o la depresién (Boraita
A, 2008). Ademas, varios estudios han sefalado efjugercicio disminuye la
incidencia tanto de muerte por cualquier causa damde origen cardiovascular en
pacientes con Cl (Wannamethee SG et al, 2000, @lsriet al, 2005).

Los mecanismos mediante los cuales la actividadafiseduce el riesgo de
ECV no estan esclarecidos. Un estudio recientéebado a la conclusion de que la
relacion inversa entre la actividad fisica y ekge de ECV se explica, en gran
parte (59%), por las diferencias en FR conocidasc@&tamente, los marcadores
de inflamacién/hemostéaticos (PCR, fibrindgeno, ICABRbntribuyen en mayor
medida a reducir el riesgo (32,6%), seguido dedsipn arterial (27,1%), lipidos
(CT, c-HDL, c-LDL) (19,1%), factores lipidicos ementes (Lp(a), apoAl,
apoB100) (15,5%), IMC (10,1%) y la glucohemoglobdT2 (8,9%) (Mora S et
al, 2007).
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Asi pues, la recomendacion de realizar ejercigdi ha pasado a ser un
elemento importante en las politicas preventivaberadultos (Haskell WL et al,
2007), en mayores de 65 afios 0 adultos entre 80aji@s con condiciones cronicas
clinicamente relevantes (Nelson ME et al, 2007syrifios (Pate RR et al, 2006).
Esta recomendaciones, realizadas pdkrigerican College of Sport Mediciryela
American Heart Associatipnestdn basadas en la amplia evidencia cientifica
existente acerca de la relacion entre las variadpesdefinen la actividad fisica
(tipo, duracién, frecuencia, intensidad, energiasamida, forma fisica) y los
beneficios sobre la salud y constituyen una pusstia de las realizadas en 1995
(Pate RR et al, 1995). Asi pues, se trata de recgdacgones minimas en cuanto a
tipo de actividad, intensidad, duracion y frecuangara promover y mantener la
salud, reducir el riesgo de enfermedades cronicasrialidad prematura segun las
caracteristicas de los diferentes grupos de edalhgonales. Estos manuscritos
informan también de que, segun los estudios ciengifrealizados, un incremento
de la cantidad de actividad fisica por encima dasesecomendaciones minimas
mejora los beneficios sobre la salud y reducen viadanas el riesgo de
enfermedades cronicas y mortalidad. Sin embargp, laoevidencia cientifica
existente, no ha sido posible todavia estableceelion dosis-respuesta entre
cantidad de actividad fisica y salud y, por tahtdlar la forma de la curva de dicha
relacion y obtener resultados Optimos. Esto puetierde a varios motivos como
la escasez de ensayos clinicos aleatorizados cadecuado disefio (la mayor
parte de evidencia cientifica proviene de estudlmservacionales) (Oja P, 2001,
Haskell WL et al, 2007, Boraita A et al, 2008) aavhriabilidad en los métodos de
medicion de la actividad fisica en los distintomié®s, a las diferencias genéticas,
de edad, sexo, estado de salud, composicién corperkps participantes de los
diferentes estudios (Haskell WL et al, 2007) y & tps diferentes indicadores de
salud como CIl, DMT2, obesidad, HTA tengan un pattérrelacion diferente con
la actividad fisica (Blair SN et al, 2004). Asitwamente, las investigaciones estan
encaminadas a estudiar la naturaleza de estaGrldosis-respuesta ya que su
existencia ya ha sido ampliamente mostrada.

1.4.3.3 Dieta

La dieta es el factor ambiental que posee un maypacto sobre el
metabolismo lipidico, estrés oxidativo y el desdordel proceso de aterosclerosis
(Grundy SM, 2001). Sin embargo, existe una amgligroversia acerca de cual es
la dieta O6ptima para la prevencion y tratamientdadeECV (Chahoud G et al,
2004).

En 1992, el Departamento de Agricultura de EEUU QWY disefid una
guia dietética, en forma de pirdmide, con el fin tdesladar los objetivos
nutricionales a un lenguaje que la poblacion estaidense pudiera entender y
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llevar a la practica (USDA, 1995). En ella se reendaba el tipo y la frecuencia
de consumo de cada alimento para llevar a cabalieta saludable (Figura 1.11
izquierda). Esta piramide oficial del gobierno delUt) tuvo gran influencia sobre
otros gobiernos, incluso en Espafa. Sin embargeysis premisas en las que se
basa esta piramide han sido ampliamente discutigasecho, no se distingue entre
los diferentes tipos de grasa y ademas se recoenigmgonsumo minimo de éstas.
Se considera, también todos los carbohidratoseguake indica que se consuman
en grandes cantidades, el origen de las protemaxdiéerente y no contiene una
guia para la ingesta de alcohol y la realizaciégjeeeicio fisico.

Fats, Olls & Sweets
USE SPARINGLY

MiPirdmid
O Fat {naturally occurring and added) I Iraml e
I Sugars (added) /

These symbols show fats and added sugars in foods. | MyPyramid gov

Milk, Yogurt &
Cheese Group
2.3 SERVINGS

Meat, Poultry, Fish, Dry Beans;
Eggs & Nuts Group
2.3 SERVINGS

Fruit Group
2.4 SERVINGS

Vegetable Grouj
3.5 SERVINGS

Bread, Cereal,
Rice & Pasta
Group

641
SERVINGS

Figura 1.11. Piramide nutricional del USDA1995 (izgierda) y Piramide nutricional del USDA
2005 (derecha).

En este contexto, tradicionalmente Almerican Heart AssocicatiofAHA)
ha basado sus recomendaciones dietéticas par&Jangion primaria de riesgo
cardiovascular en una dieta baja en grasa (Krau’seMal, 2000). Esta dieta
también se basa en la reduccion de todos los ftigograsa de modo que la
contribucion de la grasa al total de calorias iniger debe sex al 30% y de la
grasa saturadd al 10%, y, ademas, una ingesta de colesteroladiaa 300 mg.
También el 55% del total de calorias debe provdmilos carbohidratos y el 15%
de las proteinas. Ademas, en las guias de la AHA&c@Emienda el consumo de
cereales bajos en grasa e integrales, vegetales® fr legumbres, lacteos
desnatados, pescado blanco o marisco, carnes denas@tes de carne bajos en
grasa, y se limita el consumo de grasas adiciondigses y snacks con alto
contenido en grasa (Krauss MR et al, 2000). Estudkalizados para analizar los
efectos de esta dieta han mostrado que produceduecion de CT y c-LDL pero,
sin embargo, también disminuye o no varia la canaeidn de c-HDL y aumenta o
no cambia las concentraciones de TG (Mensik RP, 4982, Ginsberg HN et al,
1998, Obarzanek U et al, 2001, Lichtenstein AH le2802, Howard BV et al,
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2006). También, aumenta la carga glicémica lo quegle influir en el desarrollo de
DMT2 y obesidad (Mensik RP et al, 1992). Ademasyremestudio de intervencion
realizado en 48835 mujeres postmenopausicas, guase recomendo una dieta
baja en grasa total, se observo que la dieta ntraasefectos significativos sobre
incidencia de Cl, ictus o ECV total (HR= 0,97 IC98980-1,06, HR= 1,02 1C95%
0,90-1,15, HR= 0,98 IC95% 0,92-1,05). Ademas, seokd que ingestas bajas en
grasa saturada o grasansy altas en vegetales y frutas se asociaban cowmay
reduccién en el riesgo de Cl (Howard BV et al, 200@dmbién se ha observado
gue esta dieta es eficaz en la pérdida de pesosplr@ corto plazo puesto que el
cumplimiento a este tipo de dieta es bajo ya queosposicion es poco apetecible
(McManus K et al, 2001).

Asi surgié una nueva versiéon en 2005, con un nimwoato, de la piramide

de la USDA, en el que los grupos de alimentos esgmtan en vertical (Figura 1.11
derecha) y que incorpora el concepto de que laadilthe adecuarse a la
necesidades individuales, de modo que permite tecr@n en la cantidad de
alimentos segun el sexo, la edad y la cantidadctieidad fisica que la persona
realice. Adema4s, tiene en cuenta el tipo de giasantiva el consumo de carnes
magras frente a carnes rojas, recomienda el conglencereales integrales
(USDA, 2005).

También, posteriormente a las recomendacioneszadals por la AHA han
surgido numerosos tipos de dieta tales como diatas en proteinas, dietas bajas
en carbohidratos, Dieta Mediterrdnea (DM) entragttodas ellas promovidas por
la adquisicion de conocimientos, modas, demandateeses comerciales. Entre
ellas, la DM ha despertado gran interés, de hetthe,unas décadas en que la
prevencién y el tratamiento de las ECV y sus fe@ustirelacionados estaban
dominados por las recomendaciones dietéticas tmsadana dieta baja en grasa,
en los ultimos afos el concepto de DM, como altermanas saludable a la dieta
baja en grasas, se esta imponiendo con fuerza émvdatigacion biomédica
internacional.

1.4.3.3.1 Dieta Mediterranea

La DM se origind en Grecia y se refiere a los pasotradicionales de
alimentacion propia de los paises del norte del Mediterrdneo en los afios
sesenta. Ha sido definida en numerosas ocasioradsir(gl E et al, 1989, Serra
Majem L, 1993, Nestle M, 1995, Willet WC, 1995). mque existen distintas
variedades, los componentes principales de esténpde alimentacion son: a)
elevado consumo de cereales, frutas, verduragsfregcos y legumbres, b) el
aceite de oliva como fuente principal de grasajenaas, se considera el principal
nexo de unién entre los paises mediterrdneos Quomm moderado de pescado,
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pollo, leche y productos lacteos (especialment®rena de queso y yogurt, d) bajo
consumo de carne y productos carnicos e) menos ldgevdos por semana, f)
consumo moderado de vino. Ademas, la DM expresmanio y habitos de vida
puesto que va acompafiada de un consumo habitadihtentos poco procesados,
frescos y de temporada. La fruta fresca se utiiirao postre diario, disminuyendo
asi el consumo de pasteles y dulces. Ademas, aeteaza por el consumo diario
de vino durante las comidas y el alto grado devidetil fisica (Serra-Majem L et
al, 2004).

Diferentes investigadores de Estados Unidos ham fsiddamentales en la
valoracion y difusiobn de este concepto. Asi puesceh Keys, profesor de la
Universidad de Minnesota (1936-1975) fue el desdabty difusor del concepto
de DM y de su asociacion con una menor mortalidadiovascular. Ello fue
posible gracias al desarrollo del estudio de leteSPaises (Keys A et al, 1986),
iniciado por Keys en los afios sesenta. El objativaicho estudio fue comparar la
frecuencia de Cl en paises con diferente dietan@ey6 una cohorte de 13.763
hombres de entre 40-59 afios pertenecientes gsistes: Finlandia, Italia, Grecia,
Yugoslavia, Japon, EEUU y Holanda, a los que sedakzé varias evaluaciones
transversales. Tras 15 afios de seguimiento, lo#tades intuyeron, por primera
vez, las caracteristicas saludables de la dietsucoida, en la época del estudio, en
los paises mediterraneos al constatar que la esjgede vida en estos paises era
mayor y la mortalidad coronaria menor. Ademas, Bser/6 que la principal
caracteristica diferencial de la DM era la relaciéntre acidos grasos
monoinsaturados y acidos grasos saturados (AGM/A@S$jue a mayor consumo
de AGM y menor consumo de AGS, menor mortalidadiiosascular. Por otro
lado, A. Keys defini6 por primera vez el concep® @M como: La Dieta
Mediterrdnea se caracteriza por un elevado consam@an, de legumbres, de
arroz, de frutas y verduras. Es fundamental laiz&dion de aceite de oliva, asi
como tipico un consumo moderado de vino en lasdasniAbundante en frutos
secos y pescado, la Dieta Mediterranea es escasamm@®s rojas y grasas de la
leche”. Ademas, Keys reconoce la importancia dedtiio de vida mediterranéo
que se caracteriza por: personalidad mas tranlijuitade estrés, uso frecuente de
la siesta, alto grado de comunicacion entre logdmatles de los pueblos y elevado
apoyo social, tradiciones culinarias como comidasasa y consumo habitual de
alimentos poco procesados, frescos y de tempoa#idayrado de ejercicio fisico, y
clima suave que favorece los paseos todo el afio.

Con posterioridad al estudio de Siete Paises, tigeg®res de la Universidad
de Harvard, como Jean Mayer y Walter Willet entteosy contribuyeron al
relanzamiento del concepto de DM vy la revision agiramide del USDA. De
hecho, en 1993, en @onferencia Internacional sobre las Dietas del Medaneo
realizada para revisar las investigaciones cieasfipublicadas hasta el momento
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sobre la composicion de la DM y sus efectos sabsalud, cientificos de Oldways
(Escuela de Salud Publica de Harvard) y de la @didcuropea de la OMS
elaboraron Igpiramide Tradicional de Dieta Mediterrand&Villet W et al, 1995)
como alternativa a la pirdmide de USDA. Esta pidar{Figura 1.12) representa el
patrén dietético encontrado en las regiones mediteas en las que se observo
mayor esperanza de vida en el estudio de A. KeyiefWV et al, 1995).

Daily Beverage
Recommendations:

6 Glasses of Water

/sweers P\
e - \ Weekly

st FISH ammiomg

& ) CHEESE & YOGURT
@gd ouveoL G000
FRUITS | BEANS, | VEGETABLES

LEGUMES 4 ~
y-4 .
A0 @

Wine in
moderation

Daily

. . @ & NUTS

BREAD, PASTA, RICE, COUSCOUS,POLENTA,
OTHER WHOLE GRAINS & POTATOES

% - g L = &\’L
3" Daily Physical Activity A

@ 2000 Okdways Preservation & Exchange Trust www.oldwayspt.org

Figura 1.12. Piramide de Dieta Mediterranea Tradicimal (Willet W et al, 1995)

En ella queda reflejada la importancia, no soléadeantidad de grasa que se
consume, sino también del tipo, de modo que semiecwla el aumento del
consumo de grasas insaturadas (“grasas saludaiplex@dentes del pescado, y
algunas fuentes vegetales como frutos secos yeadeitoliva y se limita el de
grasas saturadas encontradas principalmente erugbosd de origen animal
diferentes del pescado. También se recomiendalesredegrales y se diferencia
el consumo de proteinas segln su origen (pescad@s, aarne roja, huevos,
legumbres, frutos secos) reduciendo el consumoadees rojas. Ademas, afiade
recomendaciones para el consumo moderado de gna,yeejercicio fisico.

Posteriormente, numerosos paises elaboraron sysaprguias dietéticas
(OMS, 1998). Entre ellos, el gobierno de Grecia leicnecesidad de establecer
unas guias dietéticas para la poblacion griegea pasmover los patrones de
alimentacion tradicionales y saludableSugreme Scientific Heath Council,
Ministry of Health and Welfare of Gregec#999). Asi, elaboraron una version
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griega de la piramide de DM desarrollada por Hah@asandose en la evidencia
de estudios cientificos realizados en dicha poftedrigura 1.13). Esta piramide
es mas especifica con respecto a la frecuenciardimo de cada alimento y se
diferencia de la piramide de Harvard en las recalaeiones para el consumo de
patatas.

MEDITERRANEAN DIET

Red meat
MONTHLY 4 servings
WEEKLY 3 servings Sweets
3 servings . Eggs
3 servings Potatoes
34 servings Olives, pulses, nuts
Poultry
4 servings
Fish
5-6 servings
DAILY Dairy products
Physical Zasrvings
ey Olive oil Wine
a as the main added lipid in moderation
¢
{ Fruits .. Yege '?MES -
3 servings (including wwlld greens)
6 servings

Non-refined cereals and products
(whole grain bread, whole grain pasta, brown rice, efc.)
8 servings

One serving equals approximately one half of the portions.
as defined in the Greek market regulations
Also remember to:
@ drink plenty of water
© avoid salt and replace it with herbs (e.g. oregano, basil, thyme, etc.)

Figura 1.13. Piramide de Dieta Mediterranea desarrtada para la poblacion griega (Supreme
Scientific Heath Council, Ministry of Health and Wdfare of Greece, 1999).

En Espafa, I&ociedad Espafiola de Nutricion Comunitaf8ENC) elaboré
una Guia de Alimentacion Saludable (SENC, 2004)igcielye una Piramide de la
Alimentacion (Figura 1.14), la cual se ha converténh la principal referencia en
materia de nutricién. Integra los alimentos propide la dieta espafiola
caracteristicos de una DM.
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Grasas (margarina, mantequilla) ﬁ
Dulces, bolleria industrial, caramelos, pasteles

Bebidas refrescantes, helados

Carne grasa, embutides

Pescados y mariscos{3-4 racionessemana)
Carnes magras y aves (3-4 raciones’'semana)
Huevos (3-4 raciones/semana)
Legumbres{2-4 raciones/semana)

Frutos secos{i-7 raciones/semana) Vichervern

CONSUMO DIARIO

Leche, yogur, quese (2-4 racienes/dia) (Consima opeional

Aceite de oliva (3-6 raciones/dia)
Verduras y hortallzas (min. 2 raciones/dia)
Frutas (min. 3 racionos’dia)

Pan, o les, c les integrales,
arroz, pasta, patatas(4-6 racionasidia)

a6
I =Y
Actividad fisica diaria Agua bl
LT L f“—‘:
-

Agua (4-8 vasosidia)

Figura 1.14. Piramide de la Alimentacion Saludabl§SENC, 2004)

La Pirdmide muestra en la base los alimentos queerdeser ingeridos
diariamente como son los derivados de los cergapegatas, verduras, hortalizas,
frutas, leche y derivados lacteos y aceite de oldteos alimentos, concretamente
legumbres, frutos secos, pescados, huevos y camaggsas, se deben tomar
alternativamente varias veces a la semana. Panajlty en la cuspide de la
piramide, se aconseja moderar el consumo de cgnasss, pasteleria, bolleria,
azucares y bebidas refrescantes. La SENC tambi&mienda ingerir como
minimo dos litros de agua diarios y la realizactey al menos, 30 minutos de
actividad fisica. Como novedad incluye las bebfdamentadas de baja graduacion
como la cerveza y el vino, recomendando un consopaonal y moderado en
adultos.

Tras el estudio de los Siete Paises, se llevaroaba multiples estudios
basicos, clinicos y epidemioldgicos de casos y rota®t, cohortes y de
intervencion que han puesto de manifiesto los eseteneficiosos del patron
dietético de la DM sobre fenotipos intermediosnalies. Asi pues, varios estudios
transversales han mostrado efectos favorables @Mlasobre el perfil lipidico
(Panagiotakos DB et al, 2006, Tzima N et al, 2@tsavos C et al 2007), la
presion arterial (Pasaltopoulou T et al, 2004, Advale6n EE et al, 2006, Alonso
A et al 2004, Panagiotakos DB et al, 2006, Tzim&tN\al, 2007), la glucemia
(Panagiotakos DB et al, 2007), obesidad (Schrodet &, 2004), marcadores de
inflamacion (Chrysohoou C et al, 2004, Fung TTleR805, Panagiotakos DB et
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al, 2006). También, estudios de cohorte prospextivan mostrado beneficios
sobre el perfil lipidico (Polychronopoulos E et a005) y sobre la obesidad
(Trichopoulou A et al, 2005(a), Méndez MA et al08) Ademds, la mejora del
perfil lipidico también se ha puesto de manifiemtoalgunos ensayos clinicos de
intervencion (Goulet J et al, 2003, Ambring A et2004, Vicent-Baudry S et al,
2005). También, sobre la glucemia (Vicent-BaudretSal, 2005, Shai | et al,
2008), obesidad (McManus K et al, 2001), estrédaikio (Fito M et al, 2007) y
marcadores de inflamacion (Esposito K et al, 2004).

Por otro lado, diversos estudios también han nasttan menor riesgo de
ECV y otras enfermedades crénicas, reduccion detatidad por ECV, y
mortalidad total asociado a la DM (Tunstall-PedaelB99, Singh et al, 2002,
Trichopoulou A et al, 2003, Mancini et al, 2004,d6ps et al, 2004, Panagiotakos
et al, 2005; Trichopoulou A et al, 2005(b), MitrBN et al, 2007, Fung TT et al,
2009). Sofi F et al (2008) realizaron un metanglide estudios de cohortes
prospectivos publicados hasta junio de 2008, enjlesse analizaba la asociacion
entre la adherencia a la DM y la mortalidad por lguiar causa o por
enfermedades crénicas como ECV. Los resultadosranostque el incremento en
2 puntos en el indice de la adherencia a la DMsseiaba con menor riesgo de
mortalidad total (Riesgo Relativo (RR)=0,91 IC959%@0,94)) (Figura 1.15) y de
mortalidad por ECV (RR=0,91 1C95%(0,87-0,95)) (Fiayd.15). Asi, se observd
que mayor adherencia a la DM se asociaba con @aeshas saludable y un
descenso del 9% en la mortalidad total y un 9% i&mén la mortalidad por ECV.

No obstante, estos efectos beneficiosos deberuiaseba la DM tradicional
puesto que, la globalizacién y el desarrollo ecdnorhan afectado el patron de
dieta en la cuenca del Mediterraneo y se han noadifi ciertos indicadores de
salud a los que estaba asociada. La constatacidticdes cambios condujo a
analizar la situaciéon en la que se halla la DMsyrlacesidades de su redefinicion
(Serra-Majem L et al, 2004).
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Study Relative risk Weight  Relative risk
(95% Cl) (&) (95% CI)

Trichopoulou et al 1955™ =L 0.48 0,69 (0.48 to0.99)
Kouri-Blazos et al 1999%2 —— 0,31  0.79(0.50 to 1.25)
Lasheras et al 2000™ r 011 0.48(0.22 to 1.02)
Trichopoulou et al 2003™* = 2,53 0.7510.64 to 0.87)
Knoops et al 2004% E 10.84 0.88 (0.82 to 0.94)
Trichopoulou et al 2005%* i 17.97  0.93 (0.89 t0 0.57)
Lagiou et al 20067 -+ 4,78 0,93 (0.83 to 1.04)
Mitrou et al 2007 (menj*! B 33.20 0.92(0.91 t0 0.94)
Mitrou et al 2007 (women)*"! B 29,78 0.93(0.91 t0 0.95)
Total k3 100,00 0.91 (0.89 to 0.94)
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risk risk

Study Relative risk Weight  Relative risk
(95% CI) (%) (95% CI)

Trichopoulou et al 20063" —a 580 0.82(0.69 to0.97)
Knoops et al 2004 B 14.34 0.84 (0.76 to 0.94)
Mitrou et al 2007 (men)*™ s B 47.83 0.92 (0.89 t0 0.96)
Mitrou et al 2007 (women]™? 31.93 093 (0.88 to0.99)
Total iy 100.00 0.91 (0.87 t0 0.95)

01 02 0.5 1 2 5

Reduced Increased

risk risk

Figura 1.15. Riesgo de mortalidad total (arriba) ymortalidad por ECV (abajo) asociado al
incremento de 2 puntos en la adherencia a la Dietdeditarranea. Los cuadradados representan
el tamafio del efecto en cada estudio, las lineas estran el intervalo de confianza al 95% vy el
rombo representa el tamafio total del efecto. (Sofi et al, 2008).

Muchos de los beneficios de la DM se han atribaido elevado contenido en
AGM vy diversas sustancias antioxidantes. De heehaceite de oliva es uno de
los elementos mas emblematicos de esta dieta gfeatos beneficiosos se han
relacionado con su alto contenido en AGM (proveieigiprincipalmente del acido
oleico), asi como en los compuestos fendlicos pteseen el aceite de oliva virgen
extra (AOVE). Respecto a los AGM como intervenailietética Unica, no existen
estudios controlados con distribucion aleatoria lgayan analizado su eficacia en
la prevencion primaria de ECV u otras patologia®nicas prevalentes.
Unicamente se dispone de estudios observacionalefibrte cuyos resultados
han sido discrepantes. Asi, en\elrses Health StudyHu FB et al, 1997) y en el
Alpha Tocopheraol, Beta-Carotene Cancer Prevenftedy (Pietinen P et al,
1997) se observd una cierta eficacia protectoracdesumo de AGM sobre las
complicaciones cardiovasculares, pero en otrosdiestucon elZuphten Study
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(Kromhout D et al, 1984), no se hall6 ninguna asociacidn ifigtiva,
probablemente por falta de ajuste con otras vasalde confusion (otros
componentes de la dieta o actividad fisica). Tampse encontraron resultados
significativos en los estudios epidemioldgicos irealos por Gramenzi A et al
(1990) en ltalia y por Tzonou A et al (1993) en ¢tae

Sin embargo, un estudio de casos y controles aelmizen Espafia, ha
encontrado que un consumo elevado de aceite de (oliedia 54 g/dia) se asocia
con una reduccion relativa del 74% en el riesg@rimer IAM. Esta reduccion
llegaba a ser del 82% (OR=0,18 IC95% (0,06-0,63) &justar por energia y por
los posibles factores de confusion dietéticos ylietéticos (Fernandez-Jarne E et
al, 2002). Estos datos proporcionan evidencias wie e aceite de oliva puede
reducir el riesgo de Cl, pero requieren confirmagér medio de ensayos clinicos
de intervencion, con asignacion aleatoria que pm@oan una evidencia mas
firme.

Por otro lado, hay evidencias limitadas de estudigmrimentales y clinicos
de que las dietas altas en AGM, a base de aceibvde tienen efectos saludables
sobre la presion arterial, el estrés oxidativdydenostasia, la activacion endotelial,
la inflamacion y la termogénesis (Ferrara LA et24lQ0, Larsen LF et al, 1999,
Fuentes F et al, 2001, Tsimikas S et al, 1999, igodz VM et al, 2002). Muchos
de los efectos observados han sido atribuidosplamente a los AGM, sino a los
compuestos fendlicos y otras sustancias antioxédamresentes en el aceite.
Compuestos, muchos de ellos, presentes en el AO\Atsgntes en el aceite
refinado debido al proceso de refinacion.

Otro componente importante de la DM son los frigesos (FS) ya que son
muy ricos en grasa insaturada (AGM en almendraglamas, y AGP en nueces y
pifiones). Ademas de contener abundante &cido ileo{&GP de la serie n-6), las
nueces y pifiones tienen cantidades apreciableside ¢&linolénico (AGP de la
serie n-3), un acido graso al que se le suponeotable efecto antiaterogénico
(Kris-Etherton PM et al, 1999). Los FS también s@os en otros componentes
beneficiosos para la salud cardiovascular, comaniagy (precursor del 6xido
nitrico, vasodilatador enddgeno), acido félico (cboye a reducir la
homocisteinemia), vitamina E y polifenoles anti@xites, fitoesteroles y otros
compuestos fitoquimicos (Kris-Etherton PM et aR9,9Sabaté J et al, 2006, Salas-
Salvadé J et al, 2006).

Existen evidencias epidemioldgicas en estudiospeais/os de seguimiento
de cohortes de que el consumo frecuente de FSeedluesgo de CI (Fraser GE et
al, 1992, Kushi LH et al, 1996, Hu RB et al, 1998)r otro lado, por su alto valor
caldrico, existe preocupacion de que el consumbSI@rovoque un aumento del
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peso corporal, pero en estudios preliminares d& curacion se ha comprobado
que su incorporacion a la dieta en cantidades ska 58 g diarios no incrementa el
peso (Garcia-Lorda P et al, 2003).

Estudios clinicos de intervencion dietética a coytomedio plazo en
voluntarios sanos ham mostrado que el consumadiariuna cantidad razonable
de FS tiene un efecto reductor de la colesterol¢kria- Etherton PM et al, 1999,
Kris- Etherton PM et al, 2001). En un estudio coliailo con nueces en pacientes
hipercolesterolémicos de ambos sexos (Zambon D, 2080), se observd una
reduccion significativa del CT y cLDL con la dieta nueces (alrededor de 50 g al
dia) en comparacion con una dieta control, isoétieay y con la misma
proporcion de grasa total y de AGS. Por lo tantefecto hipocolesteromiante de
las nueces es aditivo al de la DM (Zambén D e2@00).

Otro alimento que se incluye en la piramide de M & el vino. Numerosos
estudios han mostrado que el consumo moderadeliéas alcohdlicas tendria un
efecto protector sobre el sistema cardiovascularh€ho, en un meta-analisis en
el que se incluyeron 51 estudios, se ha calculadoraduccion del 20% en el
riesgo de Cl cuando el consumo es de 0 a 20 grdeekohol al dia (Corrao G et
al, 2000). Estos efectos beneficiosos del consumdenado de alcohol frente a la
Cl se han atribuido a un incremento c-HDL, a ursmitiucion de la agregacion
plaquetaria, a un incremento de la actividad fitiftica y/o a una reduccion en la
resistencia a la insulina. También se ha obsergadoel consumo moderado de
alcohol reduce el riesgo de otras complicacionesuwlares como los ACV o la
EVP, e incluso se ha asociado a una menor incidefeiDMT2 y una reduccion
de casi un 50% en el riesgo de desarrollar undidimocia cardiaca. Queda, no
obstante, por determinar si existen realmenteadtifdas atribuidas a las diferentes
tipos de bebidas alcohdlicas. En muchos estudi@ssenha observado ninguna
relacion entre los efectos observados y el tipbeteda consumida, por lo que los
efectos beneficiosos del consumo moderado de Ishidahdlicas se atribuyen al
etanol (Hines LM et al, 2001; Mukamal KJ et al, 2D0No obstante, en otros
estudios que incluyen un meta-andlisis (Di CastelalA et al, 2002), numerosos
estudios epidemiolégicos (Rodriguez F et al, 1998yuch R, 2000), ensayos
clinicos (Blanco-Colio LM et al, 2000) y trabajoe thboratorio (Corder R et al,
2001) se ha observado que el vino tinto podriarteefectos beneficiosos
adicionales sobre el sistema cardiovascular. Estestos beneficiosos se han
atribuido especialmente a su alto contenido erigralles.

Por otro lado, los cereales constituyen también dedos alimentos bésicos
de la DM tradicional, contribuyendo en gran meditiaporte calorico total. Son
una excelente fuente de carbohidratos, fibra dietét proteina, y son ricos en
vitaminas del grupo B, vitamina E y un gran namgeominerales principalmente
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hierro, zinc, magnesio y fosforo. En el caso de descales integrales se han
identificado un gran numero de sustancias fotoqemicomo fitoestrégenos y
diferentes antioxidantes. En los cereales refinaglosontenido de todos estos
micronutrientes disminuye como resultado del procds desprendimiento del
germen y salvado (Slavin J et al, 2000). Estudias eyaldan la relacion entre el
consumo de cereales integrales y ECV, han obsergadolos individuos que

consumen mayor cantidad de este grupo de alim@nésgntan un menor riesgo
(del orden del 20%-40%) de padecer estas enferraed@dmbién, el consumo de
cereales integrales se ha asociado a un menor IM@ymayor sensibilidad a la
insulina. La evidencia indica que este efecto ptotepodria explicarse por su
contenido en antioxidantes, fitoestrogenos y espraente su alto contenido en
fibra (Jacobs J et al, 2004).

También las frutas y las verduras son alimentoesbaj grasas y ricos en
nutrientes y fibra cuyo consumo debe ser diarioll@VW et al, 1995, SENC,
2004). Existe evidencia de que personas que comsumds frutas y verduras
tienen una menor prevalencia de FR cardiovascol@aodTA, obesidad y DMT2
y descensos de c-LDL y oxidacion de las particded DL (Bazzano LA et al,
2003, Djousse L et al, 2004, Liu RH 2003) y meriesgo de Cl e ictus (Liu S et
al, 2000, Lock K et al, 2005). Este beneficio pueldgivarse de su compleja
composicion y de la riqueza de sustancias queetatiicomo son la fibra soluble
e insoluble, esteroles, indoles, carotenoides,mita C, flavonoides, folatos,
magnesio y potasio. Se han detectado efectos bmrse de algunos nutrientes
presentes en frutas y verduras de manera aislada €l magnesio sobre la
DMT2 (L6épez-Ridaura R et al, 2004) o el nitratorgnico sobre la capacidad
vasodilatadora y antiaterogénica del endotelio flemg JO et al, 2006), pero se ha
propuesto que la accion protectora frente a lai@pa FR cardiovascular y ECV
es debido al efecto sinérgico de los nutrientestgguimicos presentes en frutas y
verduras (Liu RH 2003).

Las legumbres que incluyen lentejas, garbanzogguduisantes y habas (en
los paises mediterraneos), son ricas en protégrajcsmayor su contenido que en
el de los cereales. Esta fuente importante deohattatos y proteinas de origen
vegetal también aporta cantidades considerabldthide niacina y acido félico.
Ademas, se ha visto que dado su alto conteniddamtefroles e isoflavonas podria
contribuir a reducir los niveles de colesterol yuer el riesgo de ciertas
enfermedades crénicas. Por ejemplo, el consumaidree de legumbres se ha
relacionado con un menor riesgo de desarrollaFiit | et al, 2006).

Por otro lado, se ha observado una relaciéon inverdee el consumo de
pescado y la aparicion de ECV (He K et al, 2004aBetakos DB et al, 2005) y
un efecto beneficioso sobre los marcadores deniaftégdn (Zampelas A et al,
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2005). En un analisis cuantitativo, el consumo eguefias cantidades de pescado
se asoci6 a un 17% de reduccion del riesgo de haadagpor causa coronaria, con
una disminuciéon adicional de un 3,9% por cada radi@ pescado afiadida
semanalmente (Konig A et al, 2005). El pescadotapora cantidad importante de
AGP n-3 (acido eicosapentaenoico y acido docossmmico), que se han
asociado con una reduccion de la concentraciormpliica de TG, la lipemia
postprandial y la concentracion de LDL pequefiaeysds, la presion arterial,
obesidad, resistencia a la insulina, DMT2 y corfatto antiagregante plaquetario
(Roche HM et al, 2000, Alonso A et al, 2003, FlaBhst al, 2009, Kopecky J et al,
2009,Nettleton JA et al, 2005, Rudkowska 1, 2010).

Otros alimentos, aunque se incluyen en el patrddMgedeben consumirse de
manera prudente o excepcional. Las carnes sonrdbisieécos en proteinas de alto
valor biolégico, de modo que, deben formar parteire dieta sana y equilibrada,
pero su consumo debe ser prudente debido a soatenido en AGS (Willet W
et al, 1995, SENC, 2004). Se ha mostrado que |IdS A@nentan los niveles de CT
y c-LDL, la oxidacion de las LDL, la tension artdry el riesgo de enfermedad
aterotrombatica (Lahoz C et al, 2000, Mensik RRIge2003). Pero no todas las
carnes presentan la misma composicion grasa. kaesaon menor aporte graso
(entre un 13%-15%) y, por tanto, mas recomendatbeslas de pollo, pavo y
conejo (Plaz Pérez | et al, 2000, Mata P et al419%s carnes rojas, como la de
cerdo o ternera, contienen entre un 22-26% de grésaembutidos derivados del
cerdo (chorizos, longanizas, morcilla, salchichpa) su elevado aporte graso y
caldrico deben consumirse de manera excepciongh(Mat al, 1994). De hecho,
se ha mostrado que un consumo elevado de carrees yitmj procesadas puede
incrementar el riesgo de ictus (Fung TT et al, Z60)4de HTA (Stefen LM et al,
2005) y de DMT2 (Murakami K et al, 2005, Fung TTakt2004(a), van Dam RM
et al, 2002).

La reposteria, pasteleria y bolleria industridbedeonsunmirse de manera
ocasinal por su alto contenido en AGS y azUcareples (Willet W et al, 1995,
SENC, 2004). Los AGS provienen de mantequillas ogarinas, asi como de la
utilizacién de aceites de palma o coco para suoddaidn. En la pasteleria y
bolleria industrial y, en otros alimentos como raairtas duras, productos fritos
tipo aperitivo u otros alimentos precocinados, sn ldetectado cantidades
considerables de grasas trans, producidas a garé hidrogenacion parcial de los
acidos grasos (Carbajal A et al, 2000). Las grasas han mostrado multiples
efectos perjudiciales relacionados con el riesgaic@ascular. Aumentan los
niveles plasméticos de c-LDL y TG y reducen del@tHMensink RP et al, 2003,
Katan MB et al, 1995), deterioran la funcién entdatéDe Roos NM et al, 2002) e
incrementan la produccion de citocinas inflamatoriftdan SN et al, 2002).
También promueven la resistencia a la insulina YB&A et al, 2002) e
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incrementan el riesgo de desarrollar DMT2 (Salmefat al, 2001). Ademas, la
pasteleria y bolleria industrial, asi como bebidagonatadas y/o azucaradas
contienen carbohidratos simples o azUcares quespuszhtribuir al desarrollo de
sobrepeso y obesidad y al aumento del riesgo carsiialar cuando se incrementa
su consumo (Flight | et al, 2006).

Por otro lado, un aspecto importante que se hatatew® en estudios de
intervencion es que la DM posee mayor palatibiligaaceptacion que una dieta
baja en grasa, caracteristica esencial a la hosu daimplimiento a largo plazo
(McManus K et al, 2001). Asi pues, este aspectantoj con los efectos
beneficiosos que posee, cabria plantearse la dedesde considerar la
alimentacion mediterranea clasica o, al menos alimgentacion tipo mediterraneo
como una Intervencion Preventiva de Salud Public®ara poder realizar
recomendaciones a la poblacion se precisan estwdinsel mayor grado de
evidencia cientifica. El mayor grado de evidendentifica se obtiene en los
ensayos clinicos con distribucion aleatoria. Lotidiss de series basadas en
controles coetaneos o historicos, los estudiosadescy controles y los analisis de
bases de datos existentes tienen menor valor (S&ket al, 1995).

Hasta el momento actual, predominan los estudi@erghcionales y muy
pocos estudios han analizado la eficacia de usavemncion con una alimentacion
de tipo mediterraneo. Entre ellos merece descatayan Diet Heart Studyde
Lorgeril et al, 1999). Es un estudio aleatorizado itervencion en el que se
demuestra la eficacia de una DM mas clasica frentena dieta occidental
prudente, en la prevencion secundaria de la ECyegar de ello, fueron puestas
de relieve limitaciones metodoldgicas al interpretatratar de generalizar los
resultados de este ensayo puesto que el grupdeteeincion con DM recibié una
margarina rica en acida-linolénico, alimento no tradicional de los paises
mediterrdneos (Kris-Etherton P et al, 2001, Robers®M et al, 2001). Algo
parecido ocurre con el Indo-Mediterranean Diet He#tudy otro prestigioso
estudio en prevencion secundaria (Singh RB et @022 Entre los estudios
realizados en prevenciéon primaria destaca el Médige (Mediteranean Diet,
cardiovascular Risks, Gene Polymorphism). Se tm¢a un ensayo clinico
aleatorizado llevado a cabo en Francia, en 212rgsijevarones con, al menos, un
FR cardiovascular, y su objetivo es evaluar eltefele 2 tipos de dieta, la DM
tradicional y la dieta baja en grasa prescritalpocAHA en la prevencién de las
ECV, ademas de investigar mecanismos biolégicaglanion con polimorfismos
genéticos y metabolismo (Vicent-Baudry S et al,5)0Con este disefio se estan
logrando grandes resultados, sin embargo, el tamhaiiouestra es limitado.

Asi pues, todavia son necesarios mas estudiosnaegcala que demuestren
los beneficios de la DM en comparacién con las megwaciones actuales
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centradas en una dieta baja en grasas capacesopergionar por su disefio
experimental evidencia cientifica de primer nivatgefectuar recomendaciones
dietéticas en la prevencion primaria de la ECV.

Con este objetivo se inicid, en Octubre del 208B,reclutamiento de
participantes para un ensayo clinico de prevengidimaria, el estudio
PREDIMED (Estruch R et al, 2006 REDIMED es el acronimo de PREvencion
con Dleta MEDiterrdnea y responde a un ambiciosuygmto a gran escala,
aleatorizado, multicéntrico, de grupos paralelasarfciado por el Instituto de
Investigacion Carlos Il (referencia G03/140), yigldo a estudiar los efectos
sobre el riesgo de complicaciones cardiovasculamgres, de dos intervenciones
dietéticas suplementadas con AOVE o FS, comparadcetefecto de una dieta
baja en todo tipo de grasa. Fue disefiado con @opito de que proporcione
evidencias de primer nivel sobre el efecto de la BiMla prevencién primaria
cardiovascular. El presente trabajo se basa edatws obtenidos a partir de este
proyecto.

Uno de los principales problemas en los estudigdeapoldgicos es que la
dieta es el factor ambiental mas dificil de medieguiere una metodologia bien
validada para poder explorar asociaciones entr@ gieenfermedad (Willet C,
1998). En el estudio PREDIMED se utiliza un cuestito de frecuencia de
consumo alimentario (CFCA), uno de los métodos utdigados en los estudios
epidemiolégicos (Willet WC, 1998, Jiménez LG et 20Q06) ya que permite
obtener informacion del consumo habitual a larga@| incluyendo la influencia
de la varibilidad estacional, en poblaciones grangleademas, es relativamente
barato, rapido y facil de aplicar (Willet WC, 1998ade J et al, 2002). Sin
embargo, para cuantificar la ingesta absoluta de dbmentos y nutrientes
especificos es limitado (Sullivan BL et al, 200&hilhara J, et al, 2009). Ademas,
un CFCA debe ser disefiado de manera apropiadeaopteaer una medida fiable
de la dieta en la poblacién especifica que va aestrdiada. De esto modo, el
CFCA debe ser sometido a un proceso de validacddnet fin de conocer la
validez y la reproducibilidad de sus medicionedaepoblacion especifica para la
que se ha disefiado (Willet WC, 1998)

La reproducibilidad se refiere a la medida en goeinstrumento produce
iguales resultados cuando se usa repetidamenteia@tamisma situacion teniendo
en cuenta que estas condiciones nunca son igkalesyvalorar la reproducibilidad
de un cuestionario o la capacidad para medir lanmien diferentes momentos es
necesario comprobar que existe similitud entrermiltados obtenidos en dos
momentos diferentet.a validez se refiere al grado en que un cuestiomarde
realmente el aspecto de la dieta para el cualdoadssefiado. La validez se estudia
comparando los resultados obtenidos con el CFCAlgsrobtenidos por otros
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métodos considerados como referencia como sonelgistios dietéticos y los
redordatorios de 24 horas (Willet WC, 1998, Cae¢al, 2002, Jiménez LG et al,
2006)

Asi pues, en el estudio PREDIMED se ha realizadealalacion del CFCA
(Fernandez- Ballart JD et al, 2010) y sera presenta este trabajo.

Por otro lado, para evaluar la adherencia a la BMrh poblacién, se utilizan
indices de DM en los estudios epidemiolégicos.r&& tde indices formados por
una serie de items que hacen referencia a un abnergrupos de alimentos
seleccionados segun la evidencia cientifica, paraner el grado de cumplimiento
de un patron de DM tradicional de referencia ddtira priori. Los diferentes items
puntdan de 0 a 1. La maxima puntuacion (todostéad igual a 1) corresponde
con la maxima adherencia al patron de DM y la pagittn minima (todos los
items igual a 0) la minima adherencia. El nUmerd@eatas varia de unos indices a
otros, lo que dificulta la comparacion entre Idemintes estudios epidemiolégicos
y, ha puesto de manifiesto la necesidad de cond@msih A et al, 2006). En el
estudio PREDIMED se ha seleccionado un cuestiom#iadherencia a la DM de
14 items y se trata de una extension del cuesimnalidado por Martinez-
Gonzélez MA et al (2004)(b).

1.5 Fenotipos finales de ECV

Los fenotipos finales corresponden al propio eveo#odiovascular. La
aterosclerosis tiende a asentarse en las arter&@srggan el corazon (coronarias),
el cerebro (cardtidas, vertebrales y cerebraldés3 gxtremidades inferiores (iliacas
y femorales) dando lugar a enfermedades isquéntieagorazén, enfermedaes
cerebrovasculares y enfermedades vasculares mpa#érespectivamente. La
presencia de afectacion vascular en un localizac@ntreta se asocia con un
mayor riesgo de desarrollarla en otros lechos Vasasu (Viles-Gonzélez JF et al,
2004).

1.5.1 Enfermedades vasculares periféricas

Corresponden a trastornos de la circulacion endess sanguineos (arterias o
venas) que irrigan las piernas y los brazos. Eedem el flujo sanguineo y
provocan estrechamiento de los vasos, hinchaz@toy. dPuede causar isquemia.

La formacién de trombos es consecuencia de urimlesiscular, la activacion
del proceso de coagulacion y disturbios de la eotei sanguinea. La trombosis
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arterial produce trombos ricos en plaquetas (plata®escleréticas). La trombosis
venosa se produce por el éxtasis sanguineo y lsecoente activacion de la
coagulacion. Los trombos son ricos en fibrina y &iées.

La trombosis arterial tiene sus mas importantesifestaciones a nivel del
sistema cardiovascular (sindromes isquémicos cdomyay neurovascular
(accidentes cerebrovasculares isquémicos). Sictupe en las extremidades, la
expresion clinica es la claudicacion intermiterteagdo se presenta de forma
crénica) o la isquemia aguda de los miembros iofesi.

Cuando afecta a las venas se forman coagulos dgesam trombos, que
provocan oclusion y dan lugar a trombosis venosael Srombo formado se
desprende, puede transportarse a los vasos daltosnes y causar defuncion por
embolia pulmonar.

1.5.2 Enfermedades isquémicas del corazon

Se deben a un estrechamiento progresivo de la &zad arterias
coronarias, causado por la formacion de la placatei®ma. La obstruccion total
de la arteria provoca la interrupciéon de la circida de la sangre o isquemia. Si
este estado se prolonga, se destruye el tejiddacardque da lugar a la zona de
necrosis o infarto.

La Cl es la base de la casi totalidad de las emfgaohes isquémicas del
corazén. La Cl se puede manifestar como muertdasidiM, angina de pecho,
insuficiencia cardiaca congestiva y arritmias. Ruptesentarse de forma croénica,
por estenosis de la luz arterial, como en el casond angina estable o aguda, por
la subita rotura de la placa y la formacion de tombo como ocurre en los
sindromes coronarios agudos como |IAM o muerte abit

1.5.3 Enfermedades cerebrovasculares

Se deben a las alteraciones de la circulacion rdiambién llamadas
ACV porque a menudo se presentan de forma subisopando un déficit
neurologico focal debido a una perturbacion deltepanguineo al cerebro.

Se clasifican en isquémicas o hemorragicas. Enstguémicas se produce
una disminucién del flujo sanguineo que llega airdgregion del cerebro, lo que
produce necrosis tisular por dafio neuronal irréviersdando lugar a infarto
cerebral. En las hemorragicas, existe una extraasale sangre por rotura de
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algun vaso. Las hemorragicas se dan en aproximaderh&% de los casos y las
isquémicas en el 85%.

1.6 Factores genéticos

La etiologia de la Cl ha sido objeto de intensadiset durante las ultimas
décadas. Dado que los FR clasicos sélo explicarsarho la mitad de los casos, se
estan buscando nuevos factores etioldgicos en leik@uhe la genética molecular.
La identificacion de los genes responsables deleatondel riesgo, sin embargo,
estd siendo un proceso lento vy dificil, acelerad@ledltima década gracias a los
avances de la biotecnologia, que han facilitaddeteccién de los cambios en la
secuencia del ADN que pueden tener un efecto pato(ieckardstein AV, 2001).
Estos cambios, que llamamos mutaciones o polismods, pueden ser muy
sutiles: unas veces se trata de la sustitucionndsiraple nucleétido (un simple
aminoacido en la proteina codificada) entre mil8&R o single nucleotide
polimorphisn); en otras se produce la insercion o delecionrdsagmento, o la
repeticibn de unas secuencias en tandem (VNTR, miwariable detandem
repeat$. Puede ocurrir en el exdn o segmento codificaamee! intrén o en la zona
del promotor del gen. Mutaciones y polimorfismos,sen realidad, palabras
sinénimas. Ambos se caracterizan por la coexisiedei dos variedades o alelos
del mismo gen, el alelo natural o salvajéld typé y el alelo mutante. Pero suele
reservarse el término de mutaciones para los canthie alteran gravemente la
funcion de la proteina o enzima codificada y bastagen para provocar una
enfermedad (enfermedad monogénica o mendeliana)p ces el caso de la
hipercolesterolemia familiar. Son raras y sigues layes de la herencia
mendeliana, dominante o recesiva. En cambio, sengiean polimorfismos si las
variaciones son comunes (por definicién ocurremén del 1% de la poblacion) y
la afectacion funcional es modesta o0 minima, pepmise una minusvalia (un FR
genético) cuando el organismo debe enfrentarseicanayor esfuerzo metabdlico
0 un problema ambiental, como puede ser una degtaen colesterol, el estrés, el
tabaco, inactividad fisica (FR ambiental). Muchosmorfismos, sin embargo, no
tienen consecuencia funcional alguna.

Existen 3 formas principales de identificar gema®lucrados en el desarrollo
de una enfermedad. Por una parte, los estudiosabiaaion de un gen candidato
(una variante genética especifica) y una variadémotipica, con el fin de
determinar mediante el analisis estadistico shfarmmedad se relaciona con algin
alelo en particular (Clement K, 2002 et al; Rankifieet al, 2002). El otro método
se conoce como el escaneo gendmico amplio (gendesgdan), es un método de
genética cuantitativa que intenta detectar regiotresnosémicas (QTL) con
significacion estadistica correlacionada con diehfermedad, y finalmente genes
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dentro de dichas regiones cromosémicas que sonersgados para poder
identificar la alteracion o alteraciones genétipgesentes en individuos con dicha
enfermedad y que estan ausentes en individuos ¢8oosuzzie AG et al, 2001;
Rogers J et al, 1999). La tercera forma de ideatifestos genes consiste en el
estudio del perfil de expresién génica de los ¢gjidasandose en la obtencién del
ARN mediante biopsia de dicho tejido, y comparaadattre individuos sanos y
enfermos (Walder K et al, 2003).

Teniendo en cuenta que actualmente se describanveadun mayor nimero
de genes candidatos relacionados con el riesgooeastular, asi como de
polimorfismos en los mismos, resulta complejo ealiuna seleccién de las
variantes a analizar. Por ello, se ha realizadosaheccion muy rigurosa de las
variantes a estudiar, fundamentada en un conodionethaustivo de la literatura
previa. Este seleccion se ha centrado fundamentédnes genes relacionados con
metabolismo lipidico, obesidad, DMT2, marcadores edérés oxidativo y de
inflamacioén y riesgo de ECV. En la eleccion de aiates genéticas concretas, se ha
atendido a su funcionalidad y prevalencia. Asipmgone el estudio de los genes
CETP, LIPC, LPL, APOE, APOA1, PON1, FTO, PPARG2ARGECly, TCF7L2,
COX-2, IL-6, MTHFR, NADPH y AMPK. Seguidamente sealiza una breve
descripcion de cada uno de los genes propuestas Igsdvariantes genéticas a
analizar.

1.6.1 Genes relacionados con el metabolismo lipidico

Gen de la CETP. La CETP es una glicoproteina que facilita el irdetbio de TG

y ésteres de colesterol entre las particulas lgiemas (VLDL y LDL
principalmente) estimulando la recuperacion de stetel (Sampietro T et al,
2006). El gen de la CETP se localiza en el cromasbén La variante mas coman,
TagIB (alelos Bl y B2) (rs708272) esta asociadaeta®scenso de la actividad de
la CETP, de sus niveles plasmaticos y con un inemtonde HDL (Ordovéas JM et
al, 2000, Boekholdt SM et al, 2005). Los individymstadores del alelo B2 son los
que presentan menor actividad CETP y por tanto negyooncentraciones de c-
HDL. Esta variante esta situada en el intron lgeel, por lo que se considera que
se encuentra en desequilibrio de ligamiento caretdadera variante funcional. Se
han realizado trabajos de secuenciacion y estutliosionales para lograr
caracterizar la variante funcional pero a pesar didcubrimiento de otros
polimorfismos en el promotor o que inducen caml@aachinoacido (Tai ES et al,
2003(b)), ninguno ha llegado a explicar al 100%fekto de la variante TagqlB.
Thompson JF et al (2007) mostraron en su estudidajuariante rs183130, en el
promotor del gen de CETP, era la mas importante geterminar la concentracion
plasmética de c-HDL y, sin embargo, pocos estutimsanalizado el efecto de esta
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variante sobre c-HDL. Asi pues, en este trabajessediara también la variante -
4502 C/T (rs183130) en la region promotora deldgfa CETP.

Gen la la lipoproteinlipasa (LPL). La LPL es la principal enzima del catabolismo
de las lipoproteinas ricas en TG, quilomicronespPYle IDL. Tiene dos funciones
principales:a) cataliza la liberacion de los TG de los quilomi@sry VLDL
cuando pasan por los capilares y las degrada anesmiess o IDL, y luego a LDL, y
b) una vez realizada su funcion enzimatica, se dedprele su anclaje en el
endotelio y actta de ligando de las IDL para suaw#pn y eliminacién por los
receptores hepéticos (Beisiegel U et al, 1991,d0tdK et al, 2004). El gen que
codifica para la LPL se encuentra localizado emremosoma 8 y se expresa
principalmente en el muasculo y en el tejido adipoEd polimorfismo mas
estudiado ha sido el Hindlll en el intron 8 del gaunque el funcional parece ser
la variante Ser447X (rs328) en el exén 9 (Jemaat Ral,e1995). En este
polimorfismo se produce un cambio de citosina (@)guanina (G) lo que provoca
la introduccién en la secuencia de un codon dedpgpeematuro en el terminal-C,
afectando a la funcion de la proteina. El aleloX44& sido consistentemente
asociado con elevada concentracion de c-HDL y bajaentracion de TG, sin
embargo, sus efectos protectores sobre la Cl s@bootbe mayor variacién en la
literatura (Rip J et al, 2006). Se considera qle mlede deberse a efectos de
género (Wittrup HH et al, 2002) o de la dieta (UkkO et al, 2002).

Gen de la apolipoproteina E (APOE). La ApoE es una glicoproteina que
interviene en el catabolismo de las proteinas rieas TG (quilomicornes
remanentes y VLDL) actuando como ligando para tecep de LDL (Mahley RW
et al, 1984) y en la homeostasis del colesterarfdann G, 1987). El gen de ApoE
se encuentra en el cromosoma 19 y presenta umgriEmo comun que da lugar
a tres variantes principales: la ApoE 3 es la isnéonatural, la mas comin y se
distingue por presentar una cisteina (Cys) en Hcjgm 112 (rs429358) y una
arginina (Arg) en la posicion 158 (rs7412), la A@EN la que se ha sustituido Arg
por Cys en la posicion 158, y la ApoE 4 que caniya por Arg en posicion 112
(Weisgraber et al, 1981). El alelo E2 se ha asodtath menor concentracion de c-
LDL y el E4 se asocia con mayor concentraciéon deDk-y de sufrir ECV
(Davignon J et al, 1988; Wilson PWF et al, 1994ydés LU et al, 2000). La
relacion entre el alelo E4 y la Cl es de las maads (Wilson PWF et al, 1996,
Gerdes LU et al, 2000, Frikke-Schmidt R et al, 200@s asociaciones de estos
alelos con HDL y TG son controvertidas y dependigmte la poblacion estudiada
(Frikke-Schmidt R et al, 2000).

Gen de la lipasa hepatica (LIPC). La lipasa hepética (LH) es un enzima clave en
el metabolismo del c-HDL. El gen de LH se locakrael cromosoma 15921 y en
la regidn promotora de dicho gen se han detectaainacpolimorfismos (-763 A/G,
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-710 T/C, -514 C/T, -250 G/A) que se encuentradesequilibrio de ligamiento.

La variante -514C/T (rs1800588) es la que sezatjhara estudiar este haplotipo y
se ha asociado el alelo T con menor actividad Likayores concentraciones de c-
HDL, lo que confiere un perfil lipoproteico méas diaprotector (Janse H et al,

1997, Guerra R et al, 1997, Zambon A et al, 199Bn embargo, también se ha
descrito que una menor actividad LH puede ser dermilo un nuevo FR

cardiovascular, a pesar de su asociacion con coacemes elevadas de c-HDL
(Dugi KA et al, 2001). Esta aparente controversidrfa ser explicada por la

interaccion con algun factor ambiental o genéti@e.hecho, se han encontrado
importantes resultados acerca del efecto de la diebre la relacion entre el
polimorfismo -514C/T y las concentraciones plascadtide c-HDL (Ordovas et al,

2002(b), Tai et al, 2003).

Gen de ATP-Binding Cassete 1 (ABCA1). La proteina ABCA1 pertenece a la
familia de los transportadores de membrana e iieteeven la salida del colesterol
de las células al exterior donde se transfiers pdaticulas de HDL nacientes en el
transporte reverso del colesterol (Assmann G €2G04, Corella D et al, 2005,
Sampietro T et al, 2006). La confirmacion de quer&rmedad de Tangier, una
enfermedad mendeliana rara que cursa con nivelgsbajos de c-HDL y ClI
prematura, se debe a una mutaciéon del gen de AB&édicié la busqueda de
polimorfismos comunes que puedan influir en elg@esoronario (Lusis AJ et al,
1998). El gen de ABCA1 se encuentra en el cromosdman el se ha descrito la
variante R219K (también G1051A, rs2230806), que liapun cambio de
aminodcido arginina por lisina y se ha asociado roenores concentraciones de
TG, mayores concentraciones de c-HDL y menor riedsggdECV en poblacion
europea (Clee SM et al, 2001).

Gen de paraoxonasa 1 (PON1). La PON1 es una enzima antioxidante presente en
la particula de HDL. Concretamente, es una éstinolaisa capaz de frenar el
proceso oxidativo de las LDL, por lo que se piensa puede desempefiar un papel
relevante en la etiopatogenia de la aterosclefbtggele RA, 1999). El gen de la
PONL1 se encuentra en el cromosoma 7 y presentazagariantes de interés: una
de ellas es originada por la sustitucién arginina gilutamina en el codéon 192
(Q192R, rs662) (Adkins M et al, 1993), y es consida como el determinante
mayor de la actividad sérica de la paroxonasa (Nkesk B et al, 1999). Varios
estudios se han centrado que analizar la asocianid® este polimorfismo y riesgo
de ECV vy los resultados son contradictorios (Maskri et al, 2001, Lawlor DA
et al, 2004, Wheeler JG et al, 2004, Tomas M e2G04). Aunque 3 metaanalisis
han concluido que el alelo R del polimorfismo Q13&Re relacion, débil pero
significativa, con incremento del riesgo de Cl, @aess B et al, 2001, Wheeler
JG et al, 2004, Tomas M et al, 2004) otros estutieasdos a cabo en Europa
(Aubo C et al, 2000), EEUU (Turban S et al, 200I0ppon (Suehiro T et al, 1996)
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mostraron una tendencia aumentada de Cl en loddndis con genotipo QQ. Esta
discrepancia hace necesario el estudio de podditesres que puedan influir en la
actividad de PON1 y en el efecto del polimorfismBQR.

Gen de la apolipoproteina A1 (APOA1). La ApoAl es la apolipoproteina
mayoritaria de la molécula de HDL y es el principalivador de la LCAT. Por lo
tanto, el locus de ApoAl es candidato para estldigariabilidad genética de los
niveles de c-HDL. El gen de ApoAl esta situado lecramosoma 11 y forma un
cluster con los loci de ApoClll y ApoAlV (Karathasia SK et al, 1985). La
proteina ApoAl juega un papel central en el metsimal lipidico y en el riesgo de
ECV (Segrest JP et al, 2000). Se ha descrito @hpdismo -75G/A (rs670) en el
promotor del gen de ApoAl y ha sido ampliamentadéatio. En 1990, se mostro
que esta variante se asociaba con niveles plagwéatie ApoAl y de c-HDL
(Jeenah M et al, 1990) y que los individuos ponteslalel alelo A presentaban
mayores niveles que los homocigotos GG (Pagani Bl,e1992). Posteriores
estudios que han examinado esta asociacion han ragostresultados
contradictorios. Juo SHH et al (1999) mostro estitafde consistencia en un
metaanalisis. La influencia de factores ambientglee modulen el efecto de este
polimorfismo pueden explicar estas discrepancias.

1.6.2 Genes relacionados con obesidad

Gen de FTO (fat mass and obesity associated). EI gen de FTO, descubierto
recientemente, se localiza en el cromosoma 16 ificacgara la 2-oxoglutarato
demetilasa dependiente de &cido nucléico, que mesxen el hipotdlamo y en el
tejido adiposo y cuyas funciones in vimo son bien conocidas (Gerken T et al,
2007). Diversos estudios, entre los que se incl@gtndios de asociacion a escala
gendmica, han mostrado una fuerte asociacion eolresidad y fenotipos
relacionados con la obesidad tales como porcemtejegrasa corporal, IMC,
perimetro de cintura y cadera, peso corporal yerdiss polimorfismos en el gen de
FTO (Frayling TM et al, 2007, Dina C et al, 200¢uteri A et al, 2007). La
variante mas estudiada es rs9939609 y represemtalaster de 10 polimorfismos
localizados en el primer intrén del gen de FTO ykng TM et al, 2007). Los
polimorfismos rs1861868 y rs3751812 del gen de REdibién se estudiardn en
este trabajo. Ambos han mostrado una fuerte inflaesobre IMC y obesidad
dentro del locus de FTO (Grant SFA et al, 2008 a0inet al, 2007, Rampersaud E
et al, 2008).
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1.6.3 Genes relacionados con DMT2

Receptores activados por el proliferador de peroxisomas (PPAR). Son una
familia de receptores nucleares que, una vez ads/@or ligandos especificos,
actian como factores de transcripcion que modal@xpresion de diversos genes.
Dicha familia incluye tres subtipes p y v (G). El gen del PPARG, localizado en el
cromosoma 3, se expresa fundamentalmente en tgidoso y se han identificado
tres isoformas. Una de ellas, PPARG2, estd immicad la modulacion de la
homeostasis de la glucosa y adipogénesis y suntarRrol2Ala (rs1801282), ha
despertado un gran interés por su asociacion pitod plasmaticos, obesidad,
DMT2 y sindrome metabdlico (Deeb SS et al, 1998]) Ekal, 1999, Meirhaeghe A
et al, 2000, Robitaille J et al, 2003, Ochoa M@le2004(b)). La variante 12Ala se
ha propuesto como protectora frente a DMT2 pero resultados son muy
heterogéneos, de modo que se ha realizado divetasgios para analizar la
posible modulacién ambiental en dicha asociaci&afL] et al, 2001, Scachi R et
al, 2007). También el alelo 12Ala se ha asociadouromenor riesgo de IAM en el
Physicians Health StudRridker PM, 2003).

Gen del coactivador-1 del PPARy (PPARGC1y). PPARGCY¥ es un coactivador
transcripcional potente de receptores nucleare® doiARL y PPARG y controla
la transcripcion de genes implicados en la termegjéradaptativa, adipogénesis,
metabolismo oxidativo, la gluconeogénesis hepdfeagserver P et al, 1998, Wu
Z et al, 1999, Yoon JC et al, 2001, Puigserver RleR003). También, se ha
observado que el gen PPARGCfiene un papel importante en la respuesta
metabdlica al ejercicio (Baar K et al, 2002). Dadafuncion en el metabolismo
energético este gen se ha propuesto como gen asmghara la DMT2 y fenotipos
intermedios. En este sentido, la asociacion entrgpoémorfismo Gly482ser
(rs8192678) descrito en este gen y la DMT2 ha ardpliamente estudiada dando
resultados conflictivos (Ek J et al, 2001, Haratkale 2002, Lacquemant C et al,
2002, Muller YL et al, 2003, Barroso | et al, 200&Ison TL et al, 2007(b)). En el
metanalisis realizado por Barroso | et al (2006jnsestra un efecto modesto del
polimorfismo Gly482Ser sobre el riesgo de DMT2.aBgariante también ha sido
asociada con resistencia a la insulina (Hara Kl,e2@02), obesidad en mujeres
(Esterbauer H et al, 2002), HTA en hombres (ObdgkoH et al, 2003),
metabolismo lipidico y secrecion de insulina (MulYL et al, 2003, Vohl MC et
al, 2005).

Gen de transcriptional factor 7- like 2 (TCF7L2). Este gen se ha descubierto
recientemente (Grant SF et al, 2006), se encuttadizado en el cromosoma 10
y se expresa en diferentes 6rganos como intequ@acreas (Lyssenko V et al,
2007, Jin T et al, 2008) y tejido adiposo (AhlzemeMal, 2008). Codifica para
TCF4, un factor de transcripcion que contiene ja EBMG (High Mobility Group)
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y que estd implicado en la ruta de sefalizacioniadadpor Wnt. TCF4 se uneBa
catenina y este complejo induce la expresion degetiana implicados en el
desarrollo pancreético (Papadopoulou S et al, 2§08h la homeostasis de la
glucosa, tales como genes que expresan incretinedl@das enteroendocrinas, que
potencian la secrecion de insulina en célfiagancreaticas (Yi F et al, 2005,
Lyssenko V et al, 2007). Variaciones en el gen TICGFtomo rs7903146,
rs7901695, rs12255372 han sido consistentementeiadas con DMT2 en
diferentes poblaciones de origen caucasica (GranetSal, 2006, Scott LJ et al,
2006, Groves CJ et al, 2006, Humphies SE et alg,2d@ang C et al, 2006),
asiatica (Chandak GR et al, 2007, Horikoshi M g2@07, Hayashi T et al, 2007) y
africana (Humphies SE et al, 2006, Helgason A ,e2@07). Los 3 polimorfismos
se encuentran en zona intrénica. De todos ellogolghorfismo rs7903146 es el
que mas fuertemente se asocia (Cauchi S et al).2B02fecto de la mutacion
sobre la funcién y regulacion de TCF7L2, que cordaienayor susceptibilidad de
DMT2, no esta claramente definido. Se ha observpdo este polimorfismo se
asocia con el efecto sobre la capacidad de senréeidnsulina por parte de las
célulasp y no tanto con la resistencia a la insulina (Saxeret al, 2006, Florez JC
et al, 2006).

1.6.4 Genes relacionados con marcadores de inflamacion

Gen de la ciclooxigenasa 2 (COX-2). La COX-2 es un enzima clave en el
metabolismo de los eicosanoides, particularmentelaeiconversion de acido
araquidonico a metabolitos como prostaciclina, boxano A2 y prostaglandina,
los cuales tienen mudltiples funciones implicadas l&@nhomeostasis vascular
(Bishop-Bailey et al, 1998). La isoforma 2 se espréundamentalmente en los
lugares de inflamacion y sus concentraciones estémentadas en los estados
patoldgicos de inflamacion crénica (Vane Jr etlR4, Mitchell JA et al, 1995).
Papafili A et al (2002) y Cipollone F et al (2008gntificaron una nueva variante
en la region promotora del gen de COX-2, -765GA&20417) que provoca un
cambio de guanina a citosina en la posicion -768 ynarcado descenso (30%) de
actividad del promotor en comparacién con el alé&bG (Papafili A et al, 2002).
El alelo -765C también se ha asociado con menccectracion de PCR, IL-6 y
otros marcadores de inflamacidén y menor riesgo Q¥ EPapafili A et al, 2002,
Cipollone F et al, 2004, Orbe J et al, 2006, Ca@i2 et al, 2006, Kohsaka S et al,
2008).

Gen de la interlequina 6 (IL-6). La IL-6 es un citocina implicada en el inicio de la
respuesta inflamatoria ante un estimulo dafino gmed, es un importante
regulador de la sintesis de proteinas de fase aguuao PCR (Gauldie J et al,
1989, Castell JV et al, 1990). Asi pues, alterazsorn el gen de IL-6 pueden
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contribuir a variaciones en la concentracién plaE@ade marcadores de
inflamacion. El gen de IL-6 se localiza en el creoma 7 y se ha descrito un
polimorfismo, -174G>C (1800795), en el promotoredua sido ampliamente
estudiado y se ha asociado con incremento de IL-BCR, incremento de
resistencia a la insulina y mayor riesgo de EC\p@ntadores del alelo C en varios
estudios (Humphries SE et al, 2001(a), Mayosi BMilet?005, Herbert A et al,
2005, Mysliwska J et al, 2006). Sin embargo, kesultados son controvertidos
sugiriendo que factores ambientales pueden infauir el efecto de dicho
polimorfismo (Sie MP et al, 2006, Qi L et al, 2006)

1.6.5 Genes relacionados con marcadores de estrés oxidativo

Gen de la proteina p22phox (CYBA). La proteina p22phox es componente del
sistema NADPH oxidasa en las células endotelialédesempefia un papel muy
relevante en el produccion dg QJshio-Fukai M et al, 1996). El incremento de la
produccion de ROS y de la actividad de p22phoxasasociado con desarrollo de
aterosclerosis (Sorescu D et al, 2002). El gencqddica para p22phox se localiza
en el cromosoma 16. Se ha descrito un polimorfiemcel exén 4 de este gen,
C242T (rs4673), que es considerado relevante porcdonbios funcionales que
produce en la proteina ya que implica un cambicaénodcido histidina por
tirosina en la posicion 72 (Soccio M et al, 200%8. ha observado que el alelo T
disminuye la produccion de,Cen la pared vascular y mejora la funcién enddielia
por lo que reduce el riesgo de ECV (Inoue N etl@B8, Schachinger V et al,
2001) aunque los resultados realizados en otrosdiest en  diferentes
poblaciones, son contradictorios (Di CastelnuoveetAal, 2008). Esta variante
también ha mostrado influencia en las concentrasialte marcadores del estrés
oxidativo (Nakano T et al, 2003, Arca M et al, 2D§8&e ha asociado con menor
riesgo de HTA (Moreno MU et al, 2006).

1.6.6 Otros

Gen de la metilentetrahidrofolatoreductasa (MTHFR). La MTHFR cataliza la
reduccion de 5,10 metileno tetrahidrofolato (THF-metil THF, forma primaria
de folato sérico y cosustrato para la remetilaciérhomocisteina a metionina. Si
falla la enzima, se produce un incremento de hostwicia, aminoécido con
propiedades aterogénicas y protrombéticas, coordiguiente aumento de riesgo
de trombosis venosa o arterial (Boushey CJ et%@5)1 EI gen de la MTHFR,
instalado en el cromosoma 1, consta de 11 exomegl Exon 4, en la posicion
677, existe un polimorfismo que implica un cambipdZ T (C677T, rs1801133) v,
por lo tanto, un cambio de aminoacido alalina paina en la posicién 222 de la
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proteina (Frosst P et al, 1995). La alteracién peceduna version termolabil de la
enzima que presenta menor actividad con lo quenseementa los niveles
plasméaticos de homocisteina (Kang SS et al, 1#88pstudios epidemilégicos se
ha observado que los individuos homocigotos TT giries1 mayor riesgo de
hiperhomocisteinemia y de ECV, sobretodo en agsigjlee tienen una ingesta baja
de acido félico (Kluijtmans LAJ et al, 1996, MatJag 1996). Esta modulacion del
riesgo de ECV por el aporte de &cido félico en ilatad puede explicar los
inconsistentes resultados obtenidos al estudiaiesyo de IAM (Klerk M et al,
2002).

Genes de AMP-activated protein quinase (AMPK). La AMPK es un enzima clave
en la regulacion del balance energético a nivé€rsi€o ya que actua en varios
organos como musculo esquelético, higado, tejidlmoad, corazén e hipotadlamo
(Miranda N et al, 2007). Se activa por un aumemtolae relacion AMP/ATP
indicativo de que la energia celular esta comprinl@metomo puede ocurrir cuando
se realiza ejercicio fisico o se produce estréglarepor diferentes motivos como
deprivacién de glucosa, isquemia o estrés oxidafivinder WW et al, 1996,
Hardie DG et al, 2004). Cuando se activa la AMPKfasforilan una serie de
enzimas involucradas en procesos de anabolismgpavanir el consumo de ATP
como sintesis de AG, de colesterol, de proteingisigoneogénesis, y en procesos
de catabolismo para aumentar la generacién de AN® captura y oxidacion de
AG, glucolisis y captura de glucosa (Miranda N kt2807). La AMPK es un
complejo heterotrimérico que consta de subunidadgsy y. La subnidadx es
catalitica y reguladora y presenta dos isofornfay a2, y las subunidadgsy vy
son Unicamente reguladoras y presentapl2y(32) y 3 ¢1, y2, yy3) isoformas
respectivamente (Gao G et al, 1996, Stapleton [l et997). Las diferentes
subunidades estan codificadas por diferentes glewedizados en cromosomas
diferentes (Stapleton D et al 1997). Las subunisia@ey 2 se encuentran en el
cromosoma 1B1 y y1 en el cromosoma 1322 en el cromosoma 7 ¥3 en el
cromosoma 2. Dado el papel de la AMPK en el contel la homeostasis
energética, alteraciones en los genes de las mliésrsubunidades pueden alterar la
funcién de AMPK y predisponer a enfermedades cobesidad, resistencia a la
insulina o DMT2 (Winder WW et al, 1999). Existencps estudios que hayan
analizado la asociacién entre variantes en losgydeesubunidades de AMPK y
obesidad, DMT2 o metabolismo lipidico y los rediliite que se han obtenido son
contradictorios (Xu N et al, 2005 Sun MW et al, @08lorikoshi M et al, 2006,
Spencer-Jones NJ et al 2006, Weyrich P et al, 2083havarz P et al, 2008). En
este trabajo se estudiardn diversos polimorfismemsgehes de subunidades de
AMPK: rs2796495 de la subunida® (PRKAA2), rs4213 de la subunidgd
(PRKAB1), rs1036852 de la subunidp? (PRKAB2), rs2293445 de la subunidad
vl (PRKAG1), rs8961 de la subunidad2 (PRKAG2) y rs1467320 de la
subunidad/3 (PRKAG3).
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1.6.7 Desequilibrio de ligamiento entre loci polimérficos

Con frecuencia son varios los polimorfismos quarsdizan simultaneamente
en un gen o regidén candidata de un gen. El motsroqee el polimorfismo
realmente responsable de influir o modificar etg® de la enfermedad puede ser
desconocido, por ello se analizan varios polimorfis para intentar identificarlo.
Entre diferentes polimorfismos localizados en elsm@ cromosoma Yy
relativamente préoximos entre si suele observarsgocgrado de correlacion o
asociacion estadistica denominada desequilibrio lgdmmiento (linkage
disequilibrium) (Costa J, 2005, Iniesta R et al, 2005). Ello ekidb a que en el
proceso de meiosis que genera los gametos, lososmmas que se transmitirdn
serén copias exactas de los del progenitor, a eXtepe los entrecruzamientos
que generan recombinacion. Es decir, cada cromostamsmitido a la
descendencia estara formado por una composicidragmentos largos que son
una copia exacta de los del progenitor, pero coamaa partes del cromosoma
paterno y del materno. La frecuencia de entrecrieggns por cromosoma es
pequefa, de 1 a 4, y depende de su tamafio. Labjlidhd de que entre 2 loci
cercanos se dé una recombinacion es baja y, porsellobserva el desequilibrio de
ligamiento, que tiende a disminuir en sucesivasegamones hasta llegar al
equilibrio (independencia estadistica) (Iniesta BI,e2005).

El desequilibrio de ligamiento es muy atil, puesrnpige localizar
polimorfismos relacionados con la enfermedad. Sirege una mutacion que
genera un polimorfismo responsable de la enfermedadposible que otros
polimorfismos cercanos también estén asociadosltanDe hecho, como lo que
se transmite de padres y madres a sus hijos samsamas, suele ser interesante
identificar el conjunto de alelos que se transmitmmjuntamente en cada
cromosoma, de manera que sea mas facil asi idantdl polimorfismo causal. A
este conjunto de alelos que se transmiten conjrtnse le denomina haplotipo
(Costas J, 2005, Iniesta R et al, 2005).

Existen varias medidas de desequilibrio de ligatoieentre un par de
polimorfismos (Weiss KM et al, 2002, Zondervan Kak 2004). La mas simple es
D (coeficiente de desequilibrio) que mide la diferia entre las frecuencias de
haplotipos observadas y las esperadas a partiasd&dcuencias individuales de
cada alelo. Asi, considerando el SNP A con varsawte y A2 con frecuencias
f(Al) y f(A2) y el SNP B con variantes B1 y B2 cfyracuencias f(B1) y f(B2):

D= f(A1B1) — f (AL)f(B1)

siendo f(A1B1) la frecuencia del haplotipo condtitupor los marcadores Al
y B1.
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Sin embargo, D tiene el inconveniente de que dimele las frecuencias de
los distintos alelos, por lo que no es util paranparar el desequilibrio de
ligamiento entre distintas regiones. Por este rmose han disefiado nuevas
medidas entre dos polimorfismos, siendo las madass®’ y f. D’ se calcula
ajustando el valor de D en funcién del maximo oiménvalor que puede alcanzar
a las frecuencias alélicas concretas: D' = D/Dmdx 3 0, o D' = D/Dmin si D <
0. Su valor oscila entre -1 y fes el coeficiente de correlacion entre los dosyloci
se calcula mediante la siguiente férmula:

r’=D*/f (A1) f(B1) f (A2)f(B2)

Su valor esta comprendido entre 0 y*Bsruna medida mas restrictiva que D’
(Balding DJ, 2006). Asi, si el alelo de menor fremtia de un polimorfismo esta
siempre asociado a uno de los dos alelos del otimqrfismo, el valor de D’ sera
de 1. En cambio?sélo sera 1 si cada uno de los alelos de un pdisnw esta
asociado a un unico alelo del otro polimorfismar. Rato, las frecuencias del alelo
menor son idénticas en los dos polimorfimos y, atese encuentran siempre en el
mismo haplotipo (estdn en fase de acoplamientopnfd, el incremento en
tamafio muestral necesario para mantener la potestaaistica si se emplea un
polimorfismo marcador en lugar del polimorfismo salu es inversamente
proporcional a% Asi, por ejemplo, si en lugar de genotipar elmpotfismo causal,
se genotipara un polimorfismo marcador que presenia valor de’r= 0,5 con el
causal, se precisaria el doble de muestras partenasinia potencia estadistica
(Zondervan Kt et al, 2004).

Otra medida también utilizada es LOD. Es una med@la existencia o no de
ligamiento entre dos loci. Concretamente, es ehritmo en base 10 de la
probabilidad Qddg de ligamiento entre dos loci. Cuando el valolL@D > 3 se
considera ligamiento establecido (Balding DJ, 2006)

1.7 Interacciones gen-gen

Como se ha mostrado, las ECV y transtornos reladios con ella como
HTA, obesidad y DMT2, son enfermedades poligénigasque varios genes
influyen sobre un mismo fenotipo. De este mod@ueEden producir interacciones
gen*gen que pueden influir en la aparicion o ndadenfermedad (Navarro-Lopez
F et al, 2002).

Las interacciones gen*gen en la herencia poligépisden ser simplemente
aditivas o mucho mas complicadas. De este modogédostipos pueden ejercer
una amplificacidn sinérgica de la susceptibilidadvlltiplesloci, o el efecto de un
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genotipo sobre utocus puede ser amortiguado por genotipos en dools Asi
pues, la dificultad en la deteccion de interaccogen*gen es un problema comun
en estudios epidemiolégicos (Yang W et al, 2007).

Un ejemplo de interaccién gen*gen se ha observatie el gen de la APOE y
la CETP, donde se puede apreciar que el efectpalehorfismo E2/E3/E4 de
APOE en los niveles de HDL, vienen determinadosiiség variante B1 o B2 del
polimorfismo TaqlB de la CETP. Los individuos B1EZ2- presentan mayores
niveles de HDL que los B1B1-E3, y éstos mayoreslgsid31B1-E4, pero cuando
los sujetos son portadores de B2 esta relacionveerte, siendo los B2-E4 los que
presentan mayores concentraciones de HDL (Sowt. &V, 2006).

Por otro lado, también se han encontrado interaesiogen*gen entre
variantes del gen de la CETP (TaqIB y 1405V) y@imorfismo -514 C/T de LIPC
(Isaacs A et al, 2007, van Acker BAC et al, 20@3).este modo, se ha observado
que los individuos homocigotos de los alelos que asecian con mayor
concentracién de c-HDL para los polimorfismos debasngenes, presentan un
marcado aumento en los niveles de c-HDL dando lagara interaccion gen*gen
estadisticamente significativa. Ademas, curiosaeedichos individuos no han
mostrado menor riesgo de ECV (Isaacs A et al, 2@0ificluso su genotipo ha sido
asociado con mayor riesgo de ECV (van Acker BAG1,e2008).

Descubrir las interacciones gen*gen que modulanfamotipo concreto
propocionara un conocimiento mas completo del ammietabdlico a la vez que
una nueva prespectiva respecto a la patogeniaalddamedad (Ordovas JM et al,
2009).

1.8 Interacciones gen-ambiente

Ademéas de la influencia de las variantes genétieasnanifestacion de la
enfermedad requiere a menudo la presencia de ucoraanbiental propicio. Asi
que nos encontramos ante una enfermedad multil@ctmmo es el caso de la
mayoria de las ECV y otros ejemplos que incluyeoblesidad, la HTA, la DMT2
o el cancer.

Asi pues, factores genéticos y ambientales infligrela etiologia de las ECV
tanto a nivel de fenotipo intermedio como de fewtfinal (Willett CV et al,
2002). Estos factores no son independiente®, gue actlan de una manera
interactiva, lo que da lugar al area de stigacion conocida como el estudio
de las interacciones gen*ambiente. Las ECV cysin un buen modelo de
estudio de dichas interacciones, no solo a nivelfetidipos intermedios sino
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también de fenotipos finales. El modelo de intétatgen*ambiente propuesto por
Talmud PJ (2004) se presenta en la figura 1.1@& mBstdelo se basa en que en la
poblacién existe un rango de perfiles de riesgetenm y cada individuo ocupa
una posicién en el espectro de riesgo genéticovqudesde bajo a alto riesgo
genético. lgualmente cada individuo ocupa una finsien el espectro de riesgo
ambiental segun el estilo de vida que elija (ept®ibaja en grasa, no fumador
hasta fumador con alto consumo de grasa). Sin gopklrs FR ambientales son
modificables pero los genéticos no. Este model@agnre que el riesgo de ECV
solo ocurre cuando un individuo con elevado rieggeético adquiere un elevado
riesgo ambiental y el riesgo genético y el amblepda si solos no provocan un
evento cardiovascular.

Actualmente, el estudio de las interacciones gebtante es muy importante
ya que permite aumentar el conocimiento respedto @atogenia de las ECV y
obtener nuevas evidencias para desarrollar esmategle prevencion
individualizadas basadas en la constitucion geadétécuna persona (Subbiah MT
et al, 2007).

High Cholesterol genes  Heart Failure genes
Low — High

Clotting genes  Blood Pressure genes  Unknown genes

1 2345678

Mumber of Genetic risk factors

High risk of early
CHD ONLY C
in overlap - needs
both environment
AND
genetic predisposition

11109876 54 32 1
Mumber of Environmental nisk factors

Blaod pressure Obesily Mo Exercise

Smoking Infection Diet Disbeles

Figura 1.16. Modelo de interaccién gen*ambiente pquuesto por Talmud PJ, 2004 (figura de
Talmud PJ, 2007).
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1.8.1 Interacciones entre genes y tabaquismo

El estudio de las interacciones entre los factgessticos y el tabaquismo ha
sido un campo de intensa investigacion, principatmen el ambito del cancer y el
de las enfermedades neurodegenerativas (Wang AL, @005, Elbaz A et al,
2007) pero, también, ha atraido rapidamente laedtemle los investigadores en el
campo cardiovascular (Kondo | et al, 1989).

Todos los estudios estan respaldados por datosvabsmales (Ordovas JM,
2009), como es obvio, y no existen estudios denieteion aleatorizada al
respecto. Sin embargo, de entre los diversos fExtambientales, el tabaquismo
puede ser el mas fiable en cuanto a la validep detificado.

A continuacién, se muestran algunos estudios deédicaa analizar
interaciones gen-tabaco:

APOE: La interaccion entre el polimorfismo E2/E3/E4 deingde ApoE vy el
consumo de tabaco ha sido ampliamente estudiada.H\snphries SE et al
(2001)(b) observaron que el alelo E4 aumentabarbeaf relevante el riesgo de Cl
en hombres fumadores de mediana edad. Ademas, vatiserque en los
individuos E4 exfumadores el riesgo de Cl era mgmriendo de manifiesto el
beneficio de abandonar el habito tabaquico. Tamba&mud PJ (2005) mostraron
que el aumento de riesgo de Cl asociado al alelsolise observaba en hombres
fumadores, sin embargo, en hombres no fumadoresxistian diferencias en
cuanto al riesgo de CI segun el genotipo de ApaEh& encontrado también
interacciones entre el alelo E4 y el consumo dac@alsobre el desarrollo de
aterosclerosis en la carétida (Djousse L et al2P§0el grosor de la capa intima-
media (Karvonen J et al, 2002).

CETP: Goldenberg | et al, (2007), mostraron una intedacantre tabaco y el
polimorfismo TaqlB del gen de CTEP y, concretamerdbtuvieron que el
tabaquismo fue un FR de primer IAM para individBi€831 y B1B2, pero no para
los portadores de B2B2.

APOAT1: Los investigadores del estudio EARS mostraron guesiociacion del
polimorfismo -75G/A de este gen con APOAL y c-H@istaba modulada por el
consumo de tabaco (Talmud PJ et al, 1994).

LPL: se encontré una interaccién entre el polimorfisdd7X y el consumo de
tabaco sobre la concentracion de c-HDL en mujéres J et al, 2004).
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IL-6: Se encontré una asociacion entre el polimorfismi@dGIC del gen de IL-6 y
el consumo de tabaco, de modo que, el riesgo das@diado al alelo -174C
aumentaba de manera significativa en hombres fureaddiumphries SE et al,
2001(a)).

CYBA: En un estudio realizo por Niemiec P et al (20@8)observé que el riesgo
de CI asociado al consumo de tabaco y a la hipsstwblemia fue mayor en
individuos portadores del alelo 242T del polimarfes C242T de este gen.
Ademas, He MA et al (2007) mostraron que la asamentre el polimorfismo

C242T y riesgo de ECV dependia del hecho de seadano no.

No obstante, aunque la identificacion de interawso entre genes y
tabaquismo puede revelar mecanismos fisiologidesarantes, la utilidad préactica
de este conocimiento se ve limitada por el hechguadela recomendacion de salud
publica de dejar de fumar, debe hacerse para toldas personas,
independientemente de su genotipo (Ordovas JM,)2009

1.8.2 Interacciones entre genes y actividad fisica

Durante miles de afios, la actividad fisica ha siesaria para la
supervivencia; en consecuencia, las vias metakokedeccionadas durante la
evolucion del genoma humano estan inevitablemeégaelds a la actividad fisica.
Sin embargo, puede producirse una respuesta deéabase gendmica ancestral
mal adaptada al estilo de vida sedentario actusd, apnduzca a una disfuncién
metabdlica y a muchas enfermedades crénicas (Csdiwa2009). La cuestion de
las interacciones entre genes y actividad fisiceeb#ido una atencion creciente.
Algunos ejemplos son los siguientes:

APOE: los resultados obtenidos por Bernstein MS et abZp0ndicaron que un
aumento de la actividad fisica podria compensaeflestos negativos del alelo E4
sobre el perfil lipidico en una poblacion del edgeEuropa.

CETP: Mukherjee M et al (2004) mostraron que el aumeeta¢HDL debido a la
actividad fisica fue mayor en casos y controlesganotipo B1B1 que con B1B2 o
B2B2 del polimorfismo TaqlB.

LIPC: Resultados deHeritage Family Study(Teran-Garcia M et al, 2005)
mostraron que los efectos beneficiosos de 20 semdeaentrenamiento fisico
sobre la sensibilidad a la insulina fueron may@mesndividuos homocigotos CC
qgue en indididuos TT para el polimorfismo -514 C/T.
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PPARG2: Kahara T et al, (2003) mostraron que el alelo 12#dapolimorfismo
Prol2Ala se asociaba con una mejora en la resigtarla insulina tras 3 meses de
entrenamiento fisico en hombres sanos. TambiénsoNellL et al (2007)(a)
encontraron una interaccion entre el polimorfismolRAla del gen de PPARG
con los niveles de actividad fisica y observaroe gu individuos blancos no
hispanicos los portadores del alelo Prol2 mostralvamivel bajo de actividad
fisica lo que da lugar a un aumento del riesgo &R

PPARGC1A: Ridderstrale M et al (2006) mostraron una inte@atcentre el
polimorfismo Gly482Ser y la actividad fisica quedutaba el riesgo de obesidad
asociado a dicho polimorfismo. Concretamente,a@ba82Ser se asociaba con un
riesgo de obesidad solo en individuos sedentago$io en individuos que
realizaban alto nivel de actividad fisica.

FTO: estudios en la poblacién danesa han mostrado qaetiladad fisica puede

etenuar el efecto que ejerce la variante rs99336£19gen de FTO sobre el
incremento de IMC (Andreasen CH et al, 2008). @studio reciente ha mostrado
resultados similares para el polimorfismo rs18611868lizado en este mismo gen
(Rampersaud E et al, 2008).

1.8.3 Interacciones entre genes y dieta

El efecto que ejercen cambios en los habitos dietdtsobre diferentes
fenotipos difiere de forma significativa entreiiiduos (Jacobs DR et al, 1983,
Katan MB et al, 1986, Katan MB et al, 1997). Alganodividuos parecen ser
relativamente insensibles (hiporrespondedores) tnaigrmgue otros presentan una
sensibilidad elevada (hiperrespondedores) (Kataneii@, 1986). Este fendmeno
ha sido ampliamente estudiado en el caso de carebida grasa de la dieta y
concentraciones de lipidos en plasma para pre#I¥M en comparacion a otras
patologias. Una interaccibn gen-dieta se producandm mediante una
modificacion en la cantidad o en la composicionlake alimentos ingeridos,
podemos regular el riesgo de enfermedad confendaipa mayor susceptibilidad
genética (Ordovas JM et al, 2004(b)).

Actualmente, se concede un gran importancia @dagponentes de la dieta
como moduladores de los efectos genéticos sobrdelostipos intermedios y
finales hasta el punto de desarrollarse una nuesegpbina dedicada al estudio de
las interacciones gen*dieta, la nutrigendmica, téomutilizado como tal por
primera vez por DellaPenna D en 1999. Posteriorepesé distingue entre
nutrigendmica, y nutrigenética (Ordovas JM et &04a), Ordovas JM et al,
2004(c), Corella D et al, 2005). INutrigemdnica, mas general, se centra en el
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estudio de los mecanismos moleculares y celulates explican la distinta
respuesta fenotipica a la dieta de cada invididutuecion de las variaciones en el
genoma (genotipo). Asi, estudia la interaccion eemtutrientes y la expresion
génica, la caracterizacién de nuevas proteinadusgiones fisioldgicas, asi como
de sus interacciones con las diferentes conceotragide nutrientes y de las
respuestas especificas a nivel celular y sisténtiaoNutrigendmica incluye la
Metabolémica y Biologia de Sistemas, la Proteoniec&endmica comparada, y la
Transcriptomica. También, esta ciencia combinandist tecnologias de la biologia
molecular, gendémica funcional, bioinformética, epdologia, bioquimica y de la
nutricion (Palou A et al, 2004). L&lutrigenética, mas especifica, estudia la
distinta respuesta de los individuos a la dietdueicion del genotipo. Incluye la
identificacion y caracterizacion de variantes geadtque se relacionen con una
respuesta diferente a los componentes de la diatia ¢erapia nutricional para los
fenotipos de interés. Su objetivo es generar rendawones especificas sobre la
mejor composicion de la dieta tras la identificacie variantes genéticas para el
Optimo beneficio de cada individuo. Se ha denonon@nbién como “nutricion
personalizada” o “dieta a la carta”.

Los estudios sobre interacciones entre genes & tlieluyen investigaciones
tanto observacionales como de intervencion. Elcjpal problema en los estudios
observacionales es el uso de instrumentos que puedaformar adecuadamente
sobre el consumo dietético real del individuo yque normalmente el tamafio
muestral es elevado, el nivel de evidencia es meper el de los estudios
experimentales. En cambio, en los estudios devemeién es el nimero muy
reducido de individuos incluidos en cada estudiod@@as JM et al, 2006,
Mackenbach JP et al, 2007). En el caso de la modulgenética de los efectos de
la DM, actualmente, la mayoria de estudios tiengamafio muestral pequefio
(Ordovas JM et al, 2007), sin embargo, se estamradisndo estudios de
intervencion que proporcionaran informacion claweste respecto (Butriss J et al,
2005, Vicent-Baudry S et al, 2005, Estruch R e2@06).

A continuacién, se muestran diversos ejemplos derdocion gen*dieta
encontradas en varios genes de interés:

MTHFR: estudios han descrito que el riesgo de ECV aso@ddovariante C677T
es modulado por el aporte de acido fdlico en laadipudiendo explicar esta
interaccion gen-dieta los inconsistentes resultatitanidos al estudiar el riesgo de
IAM (Klerk M et al, 2002). Ademas, un estudio ma@sfjue la adherencia a la Dieta
Mediterrdnea se asociaba a la reduccion de la ntacén de LDL-ox en
individuos con genotipo TT y CT pero no con CC paraolimorfismo C677T
(Pitsavos C et al, 2006).
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CETP: en el estudio ECTIM (Fumeron F et al, 1995) se nigi$cuna interaccion
gen*dieta con el consumo de alcohol modulando etgo de ECV en los
portadores B2 del polimorfismo TaqlB. Varios estisdposteriores han mostrado
dicha interaccion sobre c-HDL, c-LDL y riesgo de\EQ/olcik K et al, 2007,
Jensen MK et al, 2008, Zhou Y et al, 2008). Tambi@TY et al (2007) hallaron
una interaccion entre el polimorfismo TaqlB y ehsomo de grasa en la dieta
respecto a la concentracion de c-HDL.

LIPC: Se ha descrito una importante interaccién entpel@horfismo -514C/T con
la grasa de la dieta en el metabolismo del c-HDLGyen el Framingham Study
(Ordovéas JM et al, 2002(b)) y en Singapur (Tai ESale 2003(a)). Segun la
interaccion con la grasa de la dieta, los homoogy®tT, s6lo presentarian un perfil
lipoproteico mas cardioprotector cuando la ingestié grasa en la dieta fuera baja,
sin embargo, superado el 30% del aporte caldricoggte macronutriente, los
homocigotos TT serian los que presentarian un Ipedih mayor riesgo
cardiovascular. Ademas, el grupo de Santos JL (208&liz6 una interesante
revision de trabajos europeos en los que se analimgeracciones entre
polimorfismos genéticos y nutrientes, pero destmtae todo la interaccion entre
el polimorfismo LH -514C/T y la ingesta de fibraeqpodria actuar sobre el
metabolismo del colesterol y la obesidad (Stefat &l, 2005). También, Volcik K
et al (2007) mostraron que la interaccion entrecatisumo de alcohol y el
polimorfismo -514C/T sobre el metabolismo del c-Hbifluye en el riesgo de
ECV incidente, en varones negros.

LPL: Los efectos protectores de S447X sobre la Cl §gtmde mayor variacion
en la literatura, sugiriéndose importantes intéoges gen*dieta con esta variante
(Ukkola O et al, 2002). Ademas, se encontré unaragtion entre este mismo
polimorfismo y el consumo de alcohol sobre la cotreeion de c-HDL en
mujeres (Lee J et al, 2004). También, Volcik K e{2007) mostraron que la
interaccion entre el consumo de alcohol y el palfiamo S447X sobre el
metabolismo del c-HDL influye en el riesgo de EQ@¥idente en varones negros.

APOE: Tras observar la asociacién del alelo E4 con mayooacentraciones de c-
LDL y riesgo de ECV (Wilson PWF et al 1994), se hdescrito distintas
interacciones gen*dieta en dicho gen, incluyenddoteel consumo de alcohol
(Corella D et al, 2001(b)), como el aporte de gidsasson LF et al, 2003). Asi, en
una revision sistematica, se sugeria que los poeaddel alelo E4 tendrian una
mayor respuesta lipidica a la grasa de la dieta, Ipoque serian los mas
respondedores a su aumento o disminucion (Massa@t &F 2003).

APOA1: Se ha descrito, en la cohorte de Framingham, upartante interaccion
gen*dieta entre los AGP y el polimorfismo —75G/A @npromotor de este gen,
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determinando las concentraciones de c-HDL y de Apd¢@rdovas JM et al,
2002(a)).

PON-1: La variante Q192R en PON1 ha mostrado interacaidnet acido oleico
de la dieta, asi en un estudio en Espafia (TomésaM 2001), se concluyo6 que los
homocigotos RR (menor actividad paraoxonasa), @rpetaban un mayor efecto
protector asociado un mayor consumo de aceiteide. dlambién, Volcik K et al
(2007) mostraron que la interaccién entre el comsdenalcohol y el polimorfismo
Q192R sobre el metabolismo del c-HDL influye emie$go de ECV incidente en
varones negros.

IL-6: Jerrard-Dunne P et al (2003) observaron que elurnosie alcohol modula el
efecto del polimorfismo -174 G/C sobre el desaorpitematuro de aterosclerosis
en la carotida.

PPARG2: Este gen es ampliamente modulado por factoresciustales, y su
variante Prol2Ala, ademas de asociarse con lipidsmaticos, presenta una
importante interaccion con los AGP de la dietameittando insulina y peso (Luan
J et al, 2001). Paralelamente, en un estudio devemcion dietética, los portadores
de la variante 12Ala fueron los que presentaron magor disminuciéon en las
concentraciones de TG cuando su dieta se enriquenidG omega-3 sugiriendo
importantes modulaciones dietéticas en el riesgiimaascular asociado a este gen
(Lindi V et al, 2003). También, se ha observado @me indiviudos obesos
portadores del alelo 12Ala presentan mayor resigten la insulina cuando
consumen una dieta baja en AGM (Soriguer F etdl6P Scacchi R et al (2007),
mostraron que el efecto protector del alelo Alasdd DMT2 esta presente sélo en
poblaciones con una dieta rica en lipidos. AdenBxand-Hermann SM et al
(2005), encontraron una interaccion entre el pafiisrmo Prol2Ala y la ingesta de
alcohol que modulaba los niveles de c-HDL.

Hasta ahora las guias de alimentacién planteadalsanoconsiderado las
marcadas diferencias en la respuesta individualambims en la ingesta de
nutrientes (Ordovas JM et al, 2004(b), Lefevre Malet2005). El estudio de las
interacciones gen*dieta proporcionara un conocitoienucial para la prevencion,
ya que se dispondra de evidencias para recomermtegumos especificos de
alimentos que modulen el riesgo de Cl en aquefidviduos genéticamente mas
susceptibles (Talmud P et al, 2001, Stephens J\l,e2003). Todavia no se
dispone hoy en dia del suficiente nivel de evidencientifica para que los
resultados de estos estudios tengan aplicaciénaeprdctica clinica, pero se
contempla su aplicaciobn a largo plazo en preveng@émaria. Ademas, la
importancia de las replicaciones de los hallazgosigrigenémica es crucial ya
que actualmente, este es uno de los mayores prableom los que se encuentran
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los investigadores del area y que limita la aplioacde los resultados de la
investigacion (Ordovas JM et al, 2004(a), Hunter ZDD5).

Se estan desarrollando dos proyectos independiganéegermiten profundizar
en la caracterizacion de los efectos de la DM erdistintos fenotipos intermedios
y finales de ECV, incorporando la modulacion pdirporfismos genéticos. Estos
dos proyectos fueron titulado$ylodulacion genética de los efectos de la dieta
mediterrdnea en la prevencién primaria de la enfedad cardiovascular (ECV):
Andlisis transversal y prospectivo sobre fenotippdsrmedios y finales de ECV en
el estudio PREDIMED” (ref. P1042239) y “Modulaciéon por polimorfismos
genéticos de los efectos de la adherencia a ladmetditerranea en la incidencia
de la enfermedad isquémica del corazén en la cehdPIC (European
Prospective Investigation into Cancer and Nutrijiae Espafa’(ref. P1041224).
El presente trabajo también se enmarca en estqealgectos.

El primero de ellos se incluye en el estudio PREBIM Con el objetivo de
investigar las interacciones gen*dieta sobre f@ogtintermedios (concentraciones
plasmaticas de lipidos, marcadores de inflamaci@rcadores de estrés oxidativo,
parametros antropomeétricos, tension arterial,) naléis (Cl, ictus,) dentro del
estudio PREDIMED, el nodo de Valencia realiza aiglgenéticos de diversos
polimorfismos de interés. En este trabajo Unicameet analizaran interacciones
gen*ambiente sobre fenotipos intermedios puestoetjypeoyecto PREDIMED no
ha finalizado. Las interacciones gen*ambiente sédmetipos finales se analizaran
mediante la cohorte EPIC de Espafia ya que supcaanagnifica oportunidad
para investigar los efectos moduladores de losruofismos genéticos en el riesgo
de CI en funcion de la mayor o menor adherencitoslgarticipantes a la DM.
Para ello, se ha realizado un estudio de casosityobes anidado en el nodo de
Valencia. Los casos son eventos fatales y no fat#elAM que hayan ocurrido
tras diez afos de seguimiento de la cohorte. Lograles son personas sanas
reclutadas dentro de la misma cohorte y apareadlagdad, sexo y region de
procedencia de los casos. El nodo de Valenciazteal analisis genético y los
resultados seran presentados en este trabajo.



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2

2.1 Hipétesis
La hipotesis conceptual general es la siguiente:

El riesgo de ECV es el resultado de la interaceidime factores genéticos y
ambientales tales como dieta, la actividad fisical yonsumo de tabaco. Los
efectos de los factores ambientales sobre fenotipesnedios de ECV y fenotipos
finales no son homogéneos, en los participantegossaticos con alto riesgo de
ECV, sino que estan modulados por polimorfismoségeos entre los cuales,
variaciones en genes candidatos relacionados comethbolismo lipidico,
obesidad, DMT2, marcadores de estrés oxidativdlanacion, desempefaran un
papel esencial en dicha respuesta. Concretamest@diimorfismos TaqlB y
rs183130 en CETP, -514C/T en LIPC, S447X en LPUEBE4 en APOE, -
75G/A en APOAL, R219K en ABCAL, Q192R en PON1, CR4h p22phox, ,
C677T en MTHFR, -174 G/C en IL6, -765 G/C en COXsB939609, rs3751812
y rs1861868 en FTO, Prol2Ala en PPARG2, G482S &R 1A, rs7903146,
rs7901695 y rs12255372 de TCF7L2 y variantes desldsinidades de AMPK,
concretamente, rs2796495 de PRKAA2, rs4213 PRKAB1036852 PRKAB2,
rs2293445 PRKAG1, rs8961 PRKAG2 y rs1467320 PRKA@®@sentaran
importantes interacciones gen*ambiente

Esta hipotesis general puede expresarse a sutvazéa de los objetivos que
se plasman en la seccién que viene a continuacion.

2.2 Objetivos concretos

1. Obtencién de los resultados preliminares en cuamtceficacia de la
intervencion dietética en los patrones de consulineeatario en el estudio
PREDIMED, y la repercusion de estos cambios soberametros
antropométricos, concentraciones plasmaticas @m#pglucosa y marcadores
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de inflamacidn, tras tres meses de estudio enbagion del nodo Valencia y
en la del estudio PREDIMED general.

Extensién de la validacion del cuestionario de Uesmcia de consumo
alimentario (CFCA) en una poblacion de caractedsti similares a los
participantes del estudio PREDIMED, en colabora@on los nodos de Reus
y Pamplona.

Determinar la prevalencia de los polimorfismos Baglrs183130 en CETP, -
514C/T en LIPC, S447X en LPL, E2/E3/E4 en APOE,G// en APOAL,
R219K en ABCA1, Q192R en PON1, C242T en p22phoX;67/7T en
MTHFR, -174 G/C en IL6, -765 G/C en COX-2, rs99396rs3751812 y
rs1861868 en FTO, Prol2Ala en PPARG2, G482S en BIAR, rs7903146,
rs7901695 y rs12255372 de TCF7L2 y variantes deubhanidades de AMPK,
concretamente, rs2796495 de PRKAA2, rs4213 PRKAB41036852
PRKABZ2, rs2293445 PRKAG1, rs8961 PRKAG2 y rs14&/BRKAG3 en
individuos, de poblacion mediterrdnea, con altegiecardiovascular.

Estimar la asociacion de los polimorfismos antesor con fenotipos
intermedios de riesgo cardiovascular (concentrasigrlasmaticas de lipidos,
glucosa, marcadores de estrés oxidativo y de iaftédn, presion arterial,
peso, IMC, perimetro de cintura).

Estimar la prevalencia de obesidad, diabetes, d¢opesterolemia e
hipertensién, (OR) asociado a la presencia de cadade las variantes de
susceptibilidad genética.

Estudiar las interacciones gen*gen entre el pofismo TaqlB del gen de
CETP vy el polimorfismo E2/E3/E4 del gen de ApoH,@sno, la interaccion
entre las variantes TaqlB y rs183130 de CETP y -6I%f de LIPC en
poblacién de elevado riesgo cardiovascular.

Conocer las variables de estilo de vida con pos#éeto sobre fenotipos
intermedios de riesgo cardiovascular (concentrasigrlasmaticas de lipidos,
glucosa, marcadores de estrés oxidativo y de imfitébn, presion arterial,
peso, IMC, perimetro de cintura).

Estudiar la modulacion gen*ambiente sobre parametfwoquimicos
antropomeétricos y clinicos. Fundamentalmente, aediggd si los cambios en
dichos pardmetros, asociados a los polimorfimoscioeados anteriormente
estan modulados por factores ambientales  (dietdividad fisica y
tabaquismo).

Estudiar la asociacion entre el polimorfismo Tagi BCETP y riesgo de IAM
en la cohorte EPIC-Espairia.
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10. Estudiar las interacciones gen*dieta entre estampdismo y el riesgo de
IAM contemplando tanto la modulacion por este polifiismo del riesgo de de
IAM asociado a los distintos patrones de adheremtdadieta mediterrdnea y a
sus componentes especificos, como la modulacién Ipodieta de las
asociaciones entre este polimorfismo y el riesgiAde






MATERIAL Y METODOS

3

3.1 Introduccion

El estudio realizado en esta tesis es fruto deabajo multidisciplinar para la
obtencion de las conclusiones generales. Para begabo esta tesis, la doctoranda
ha tenido la oportunidad de participar en todaadaaina de las tareas que forman
parte del protocolo de la investigacion gendémick Rargo de seis afios, se realizé
el reclutamiento de voluntarios en diversos centtessalud de la Comunidad
Valenciana, se recopil6 la informacion y se reatimalas mediciones necesarias
para realizar este estudio. Ademas, la doctoraedhas familiarizado con las
técnicas de laboratorio incluyendo, desde la egitbacde ADN, hasta el andlisis de
los polimorfismos estudiados mediante distintagités. Ademas, ha tenido que
crear una base de datos para el tratamiento ysenétitadistico de datos, asi como
en la participacion y presentaciéon de los resutadedaccion de los manuscritos
0 comunicaciones a congresos que se han realizadta dnformacion que se ha
ido obteniendo durante este periodo de investigacio

Tal como se ha expuesto en el apartado de intra@iycg con el objeto de
obtener un mayor grado de evidencia en base aplacaeién de resultados y
profundizacion de mecanismos, en esta tesis seiridel participantes de dos
estudios disefiados para investigar los efectosadiieta mediterranea sobre el
riesgo cardiovascular. Uno de ellos es el estuBBMMED ensayo multicéntrico
de intervencién dietética en pacientes de alt@oiesmrdiovascular pero libres de
eventos cardiovasculares al inicio, y el otro, esdisefio anidado de casos y
controles dentro de la cohorte EPIC-Esparia. Enagstdado se describe el disefio,
las caracteristicas de los participantes y la litampn de variables de interés de
ambos proyectos. Posteriormente, se presenta eriaattilizado, los aparatos,
equipos, los reactivos del laboratorio, asi com® poocesos empleados en la
extraccién y amplificacion de ADN y en el analisis polimorfismos mediante
diversas técnicas. Finalmente, se abordan los wetestadisticos esenciales para
el analisis de los datos obtenidos en el estudio
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3.2 Estudio PREDIMED

PREDIMED es proyecto multicéntrico en el que p#to dieciséis grupos
espafioles de varias comunidades autbnomas cofee die realizar un ensayo de
intervencion aleatorizado que proporcione evidenala primer nivel sobre el
efecto de la DM en la prevencion primaria cardioutar. Esta red recibid
financiacién por el Instituto de Salud Carlos Ih @l afio 2003 (referencia
GO03/140). ElI grupo EPIGEM, cuyos integrantes dedlamr labor docente e
investigadora en la Facultad de Medicina de Vamarticipa en dicha red desde
el denominado nodo de Valencia.

En el estudio PREDIMED se pretende reclutar 10.p@6ientes con alto
riesgo de sufrir complicaciones vasculares (per@gento cardiovascular al inicio
del estudio) a través de centros de atencion pamde 8 Comunidades
Autonomas. Cada nodo participante tiene asignadee@dutamiento de 1000
participantes que cumplan los criterios de inclugjge mas adelante se detallaran.
A estos sujetos reclutados se les asigna aleatemigna tres grupos, dos de ellos
son grupos con una intervencion nutricional con PMn tercer grupo (grupo
control) recibe intervencidén de educacién nutriailozon una dieta tradicional baja
en grasa segun las recomendaciones de la AHA (KRNket al, 2000). Ademas,
los dos grupos de intervencion con educacion sbiereciben suplementos:
AOVE o FS. A todos ellos se les debe seguir durantperiodo de 3 a 5 afios para
detectar la aparicion de complicaciones cardiovasesl mayores y menores. De
todos los participantes, tras obtener el conseatitni informado, se recopilan
variables demograficas, de dieta y de estilo dea vidediante una serie de
cuestionarios estandarizados y se realiza unaraxibo fisica, con determinacion
de la presion arterial y determinacién de datosopotnétricos (peso, altura, y
cintura y cadera, y recogida de muestras biolGyizago en la visita basal como
en las de seguimiento.

Un proyecto tan ambicioso como el propuesto requigr metodologia bien
definida y herramientas de obtencion, procesamigntle gestion de datos, asi
como técnicas de laboratorio bien estudiadas ydaddis, para optimizar su
funcionamiento y obtener resultados fiables. Plar, sk realiz6 un estudio piloto
con los primeros 100 participantes de cada nodosagle se les realiza un
seguimiento de tres meses, con el que, ademaswwawar los efectos de la DM
sobre los fenotipos intermedios de riesgo cardimyas incluyendo marcadores
clasicos (lipidos, tensién arterial, obesidad), asino nuevos marcadores
(marcadores de inflamacion o estrés oxidativo),biém se pretendié validar
instrumentos y herramientas, optimizar protocolpsogcesos, llevar a cabo puestas
a punto de técnicas de laboratorio, seleccionartélenicas de analisis estadistico
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apropiadas, asi como elaborar un sistema de pgesfiz ayude al buen
funcionamiento del proyecto.

El estudio piloto comenzo6 en Junio de 2003 y fagakn Marzo de 2004. Se
incluyeron 769 participantes de los cuales 150eperen al nodo de Valencia.
Tras los resultados obtenidos (Estruch R et alpR86 prosiguié y completd el
reclutamiento hasta Diciembre de 2008. En el nogld/dlencia se han incluido
definitivamente en el estudio 1049 participantek.eBudio PREDIMED fue
disefiado para seguir a los participantes una nuediz afios, prorrogable hasta 5
afos de modo que se ha previsto que el estudicéren el 2011.

3.2.1 Nodos participantes

En este estudio existen 11 centros de campo quacps que se ocupan
de reclutar a participantes y 10 unidades de latnoaespecializadas donde se
realiza estudios con muestras recogidas por losshatlutadores. En la Tabla 3.1
se exponen los centros y grupos participantes esstedio PREDIMED y sus
funciones.

Tabla 3.1. Centros de campo (CC) y unidades de lataiorio especializadas (ULE)
participantes en el estudio PREDIMED.

NODOS PARTICIPANTES FUNCION
Universidad Barcelona Hospital Clinic IDIBAPS CULE1
Barcelona Institut Municipal de Investigacié Méd{gslIM) | CC 2 y ULE 2
Universidad Navarra Pamplona CC3
Universidad Valencia EPIGEN CC4y ULE 3
Universidad Malaga NUTR_ANDAL CC5yULE4
Sevilla Centro de Atencion Primaria CC6
Sevilla-CSIC ULE 5
Mallorca Universidad Baleares CC7
Tarragona NURETAUniversidad Rovira y Virgili CC BULE 6
Vitoria Hospital Txagorritxu CC9
Las Palmas Universidad Gran Canaria CC 10
Barcelona Hospital Bellvitge CC11
Universidad de las Islas Baleares ULE 7
Universidad de Barcelona Facultad Farmacia An_UB E@8L
Universidad de Pais Vasco Facultad Faramacia ULE 9
Universidad de Barcelona Facultad de Ciencias WLE 1
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3.2.2 Seleccion de participantes

3.2.2.1 Criterios de inclusion

Se incluyen en el estudio todos aquellos hombree 86 y 80 afios y mujeres
entre 60 y 80 afios, sin ECV documentada (Cl, andggnpecho o IAM reciente o
antiguo, ACV o vasculopatia periférica) y que pnésie ademas:

« Diabetes Mellitus tipo 2 Paciente tratado con insulina o hipoglucemiantes
orales; glicemia basal > 126 mg/dl, o glicemia ehsu200 mg/dl con sintomas
de DMT2 o un Test de Tolerancia Oral a la Glucasaglicemias > 200 mg/dl
en dos determinaciones.

o relinan tres o mas de los siguientes factores:

* Tabaquismo: Fumadores de mas de 1 cigarrillo al dia. A efedes
criterio de inclusion en este estudio se considemmo fumadores aquellas
personas que hayan dejado de fumar en el dltimo afio

e Hipertensién arterial: sujetos con presiones arteriales superiores deigua
a 140/90 mm Hg sin tratamiento o aquéllos que sigtegamiento hipotensor
independientemente de sus cifras tensionales.

* Hipercolesterolemia: sujetos con cifras de LDL-colesterol superior 8 16
mg/dl sin tratamiento o aquellos que siguen unamnénto hipolipemiante
independientemente de sus cifras de LDL-colesterol.

e Cifras de HDL-colesterol superiores a 40 mg/dl, con o sin tratamiento
hipolipemiante. En caso de HDL-colesterol supeai@0 mg/dl, se resta uno al
namero total de FR vascular.

+ Sobrepeso u ObesidadiMC superior a 25 kg/f

» Historia familiar de cardiopatia isquémica precoz: familiares de primer
orden varones menores de 55 afios 0 mujeres mat®fEsanos.

Asimismo, el participante debe firmar voluntariateerel impreso de
consentimiento informado después de que se le &gyiicado la naturaleza del
estudio, antes del inicio de cualquier procedingertacionado con el mismo.

3.2.2.2 Criterios de exclusion

Se excluyen todos aquellos sujetos que no cummanias requisitos del
protocolo o que presenten alguno de los siguiemtesios:
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« Dificultad para cambiar los habitos alimentarios

e Baja probabilidad de realizar cambios dietéticagia el modelo de
estados de cambio de Prochaska et al (1983).

e Imposibilidad de seguir una DM controlada (incldddos motivos
religiosos) o de poder masticar o tragar los aliwenpor ejemplo,
dificultad para consumir FS)

e Pacientes institucionalizados, que no realicen vida autbnoma 0 no
puedan mantenerse en pie.

« Pacientes sin residencia fija en los ultimos afia®m imposibilidad de
poder atender a los controles semestrales.

* Antecedentes de hipersensibilidad o reaccionesgieé& a algun
componente del aceite de oliva o de las nueces.

« Enfermedad médica grave que limite su capacidagadécipacion en un
estudio de intervencion dietética (por ejemplo, eemkdades
gastrointestinales con intolerancia a las grasaofdgicas, psiquiatricas,
endocrinas descompensadas, tumorales) o que segsupa esperanza de
vida inferior a 1 afio. Los pacientes con patolagilamatoria aguda (por
ejemplo, neumonia) pueden participar en el estuditscurrido 3 meses a
la curacion de su enfermedad.

«  Pacientes con un IMC superior a 35 kg/m

»  Enfermos inmunodeprimidos o con infeccién por éfiVI

»  Enfermos alcohdlicos crénicos o adictos a drogas.

* Pacientes que han recibido farmacos en fase dstigaeion durante el
altimo afio

*  Analfabetismo

Este estudio ha sido aprobado por los Comités & Ee los Centros
participantes y se ha redactado de acuerdo coedaiacion de Helsinki.

3.2.2.3 Retirada del estudio

Todos los participantes tienen derecho a retirdedeestudio en cualquier
momento sin que ello les suponga perjuicio alguwms investigadores pueden
retirar a un sujeto del estudio si considera queeegsario por cualquier motivo,
como reacciones adversas o incumplimiento del poddo
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3.2.3 Reclutamiento de participantes

El reclutamiento de participantes se realiza entr@grde Atencidon Primaria.
Los facultativos de dichos centros, durante laizaailon de la consulta médica
presentan el proyecto PREDIMED a posibles partiggs que cumplan con los
criterios de inclusion. Tras el consentimiento dghals participantes, facilitan los
teléfonos de contacto de los participantes reohstad los investigadores del
proyecto PREDIMED. Estos contactan con ellos péeales en su propio centro
de atencion primaria para realizar la visita idicia

En el estudio piloto a nivel nacional, el reclutantd se llevé a cabo entre
Junio de 2003 y Marzo de 2004. Se seleccionaranigmente 930 participantes de
los cuales se excluyeron 86 por no cumplir losedds de inclusion, 33
participantes no quisieron iniciar el estudio, i8spentaron dificultad para cambiar
la dieta, 14 alcoholismo crénico, 4 enfermedadesdrgiatestinales y 3 alergias
alimentarias. Tras excluir a todos ellos (n=158)dgwron 772 que fueron asignados
a los 3 grupos de intervencion: 257 al grupo derweincion con DM con
suplemento de AOVE (DM+AQVE), 258 al grupo de imtercion con DM con
suplemento de FS (DM+FS) y 257 al grupo contrasTios 3 meses de duracion
del estudio piloto, se excluyeron 3 participantés i por intolerancia a los FS en
el grupo de DM+FS y 2 en el grupo control, 1 porquerer continuar con el
estudio y otro por cancer de mama, quedando fimdabng69 participantes, 257 en
el grupo DM+AOVE, 257 en el grupo DM+FS y 255 égreipo control.

Por otro lado, en la tabla 3.2 se exponen el numenearticipantes reclutados
en cada Centro de Atencidén Primaria que ha coldboea el estudio piloto del
nodo de Valencia y que fueron incluidos definitieane en este estudio.

Tabla 3.2 Nimero de participantes incluidos en elstudio piloto del proyecto
PREDIMED en cada Centro de Atencion Primaria que hacolaborado con en nodo de

Valencia
Centro de salud Nimero de participantes
n (%)

1. CS Godella 27 (18,0)

2. CS Silla 10 (6,7)

3. CS Torrente 26 (17,3)

4. CS Meliana 24 (16,0)

5. CS Ingeniero Joaquin Benlloch (Valencid) 2 (1,3)
6. CS C/ Alboraya (Valencia) 2 (1,3)
7. CS Xirivella 4(2,7)

8. CS Palleter (Castelldn) 37 (24,7)
9. CS San agustin (Castellon) 11 (7,3)
10. CS Alboraya 7(4,7)




3. MATERIAL Y METODOS 103

De los 769 participantes incluidos en el estudiotpigeneral, 150 pertenecen
al nodo de Valencia. Inicialmente se selecciondron individuos de los cuales 4
se excluyeron previamente por lo cumplir los cgerde inclusion. De los 173
incluidos en el estudio piloto, 17 participantesagistieron a la visita a los 3 meses
porque quisieron abandonar el estudio (4 de eboepcian al grupo DM+FS y 13
al grupo control) y 6 fueron ilocalizables. De eeshodo, quedaron 150
participantes de los cuales 38 fueron asignadgsuglo DM+AOVE, 67 al grupo
DM+FS y 45 al grupo control.

A los participantes que aceptaron y firmaron elsemtimiento para participar
en el estudio se les asignd un codigo. Este céigrompone de 10 digitos en el
que los dos primeros hacen referencia al nodo tegtdy, los dos siguientes al
centro de salud en el que esta adscrito el paatitdp los dos siguientes al médico
de cabecera del participante, los dos siguientagrakro de participante y los dos
ultimos a la visita correspondiente (Figura 3.19i pues, los Unicos dos digitos del
cbdigo del participante que varian a lo largo dglidio son los dos ultimos, de
manera que si se trata de la primera visita (b@&a$digo acaba con los digitos
01, si se trata de los 3 primeros meses, en eldasstudio piloto, el codigo acaba
en 02, si se trata de la visita del primer afia6eligo acaba en 03, en el segundo
afo, 04 y asi sucesivamente.

El cédigo asignado a cada participante se coloctb@wos los cuestionarios
realizados asi como, en todas las muestras bial®gi@ara poder identificarlas.

Identificador del participante:

Nodo C.Salud Médico Paciente Visitn

Figura 3.1. Identificador de los participantes incliido en cada cuestionario.

Tras el estudio piloto continud el reclutamientsthaDiciembre de 2008.
Durante este periodo de tiempo se reclutaron 1@®8cgpantes en el nodo de
Valencia. De ellos, 4 finalmente no quisieron pguar, 41 no cumplian los
criterios de inclusién, 1 estaba diagnosticado siguizofrenia y 3 mostraron
imposibilidad para cambiar la dieta. De este maaoincluyeron definitivamente
1049 participantes en el nodo de Valencia a lossgukes asigné igualmente un
cbdigo.

En la tabla 3.3 se exponen el nimero de partiaggsarntclutados en cada
Centro de Atencion Primaria que ha colaborado essieldio PREDIMED a nivel
global en el nodo de Valencia y que fueron inclgidefinitivamente en el estudio.
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Tabla 3.3 Numero de participantes incluidos en elstudio PREDIMED en cada
Centro de Atencién Primaria que ha colaborado conrenodo de Valencia

Centro de salud Nimero de
participantes n (%)

1. CS Godella (Valencia) 90 (8,6)
2. CS Silla (Valencia) 14 (1,3)
3. CS Torrente (Valencia) 57 (5,4)
4. CS Meliana (Valencia) 39 (3,7)
5. CS Ingeniero Joaquin Benlloch (Valencid) 7 (0,7)
6. CS C/ Alboraya (Valencia) 2 (0,2)
7. CS Xirivella (Valencia) 261 (24,9)
8. CS Palleter (Castelldn) 54 (5,1)
9. CS San Agustin (Castellén) 15 (1,4)
10. CS Alboraya (Valencia) 18 (1,7)
11. CS Artana (Castelldn) 12 (1,1)
12. CS Guardia Civil (Valencia) 21 (2,0)
13. CS Alfafar (Valencia) 9 (0,9)
14. CS Grao de Castellon (Castellon) 5 (0,5)
15. CS Vall d’'Uixé (Castellén) 13 (1,2)
16. CS Gran Via (Castelldn) 28 (2,7)
17. CS Picassent (Valencia) 47 (4,5)
18. CS Paterna (Valencia) 27 (2,6)
19. Hospital Clinico (Valencia) 81 (7,7)
20. CS Alcudia (Valencia) 37 (3,5)
21. CS Monteolivete (Valencia) 10 (1,0)
22. CS Fuente San Luis (Valencia) 7 (0,7)
23. CS Manises (Valencia) 51 (4,9)
24. CS Napoles y Sicilia (Valencia) 15 (1,4)
25. CS Malvarrosa (Valencia) 3 (0,3)
26. CS Serreria (Valencia) 6 (0,6)
27. Hospital General (Valencia) 2 (0,2)
28. CS Barrio del Cristo (Valencia) 2 (0,2)
29. CS La fabrica Alcoy (Alicante) 46 (4,4)
30. CS Placa Dins Alcoy (Alicante) 7 (0,7)
31. CS La Bassa Alcoy (Alicante) 4 (0,4)
32. Manises Xiprerets (Valencia) 13 (1,2)
33. CS Guillem de Castro (Valencia) 12 (1,1)
34. CS Trinitat (Valencia) 2 (0,2)
35. CS Burjassot (Valencia) 5 (0,5)
36. CS Gatova (Valencia) 6 (0,6)
37. CS Algemesi (Valencia) 21 (2,0)




3. MATERIAL Y METODOS 105

3.2.4 Recopilacion de datos

La obtencién de variables demogréaficas socio-ecama®nde estilo de vida,
antropomeétricas, clinicas, bioquimicas, asi comooldencion de muestras
biolégicas se realiza en el centro de atenciongriam

Las variables son recogidas de todos los partitégaal inicio (basal) y, a
continuacion, se les realiza un seguimiento unaavefio durante un periodo de 3
a 5 afos (prorrogable) para detectar la aparici@ abmplicaciones
cardiovasculares mayores y menores. En el casestiedio piloto, se recogieron al
inicio y a los tres meses, de 150 participantesl @odo de Valencia.

Durante este periodo se realizan reuniones cadasgsrpara recordar a los
participantes las recomendaciones dietéticas ghendseqguir, y para realizar, en
su caso, reparto de AOVE o FS.

3.2.4.1 Recopilacion de datos mediante cuestionarios

Los cuestionarios utilizados para recoger las bt de interés son:
cuestionario de inclusion, cuestionario generakstionario de frecuencia de
consumo alimentario (CFCA), cuestionario de adheeea la DM de 14 puntos,
cuestionario de actividad fisica. En el caso de uis#ta de seguimiento se
administra un cuestionario de seguimiento, susitdy al cuestionario general.

Los cuestionarios son de lectura optica, el CFCAemgado al nodo de
Pamplona y el resto al nodo de Barcelona IDIBAPS.

Asi pues, segun se trate de visita inicial o delisgignto, el protocolo de
actuacion varia. La tabla 3.4 resume dicho protocol

Tabla 3.4. Cuestionarios que son administrados en Visita inicial y posteriores visitas
de seguimiento a cada participante en el estudio ERIMED.

BASAL ANO-1 ANO-2 ANO-3 ANO-4 ANO-5

CUESTIONARIO INCLUSION

CUESTIONARIO GENERAL

CUESTIONARIO DE FRECUENCIA
CONSUMO ALIMENTARIO
CUESTIONARIO ADHERENCIA 14
PTOS

X
X
X
X
CUESTIONARIO ACT. FiSICA X

X X X X X
X X X X X
X X X X X
CUESTIONARIO SEGUIMIENTO X X X X X
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En este trabajo se utilizaran los datos de laavisitsal y los recopilados a los
3 meses de inicio del estudio para realizar eldastpiloto. A los 3 meses, los
cuestionarios administrados fueron los mismos quene visita de seguimiento, es
decir, CFCA, cuestionario de adherencia a la DMLdepuntos, cuestionario de
actividad fisica y de seguimiento.

3.2.4.1.1 Cuestionario de inclusion

Mediante este cuestionario se comprueba si ekjtite cumple los criterios
de inclusion y ademds, no presenta ningun motivexdtision. Asi pues, incluye
preguntas a partir de las cuales se puede valepmcmlmente la capacidad del
participante para poder seguir un determinadodgadieta como la mediterranea,
interés de participacion en el estudio, su grad@atapromiso y disponibilidad
para acudir a las visitas de seguimiento y sesialesntervencion que se le
indiquen, asi como, si el participante ha sufrido, el pasado, algin evento
cardiovascular. Por otro lado, incluye preguntéecienadas con todos los factores
de inclusién, edad, sexo, DMT2, niveles de colektgrresion arterial, historia
familiar de Cl precoz, tabaquismo y sobrepeso sidad.

3.2.4.1.2 Cuestionario general

Este cuestionario recoge datos demograficos y smmaomicos de los
participantes, tales como, lugar de nacimient@destivil, grado de escolarizacién
y situacion laboral. También incluye antecedentesnilfares de CI, de
hipercolesterolemia, de HTA y de cancer, consumoaldehol, enfermedades
sufridas y medicaciones recibidas, especialmeng@rigs, antinflamatorios,
tranquilizantes, vitaminas o0 minerales, medican®entpara el corazon,
antihipertensién, farmacos hipolipemiantes, ingylinantidiabéticos orales,
tratamiento hormonal. Por otro lado, introduce itle®is relacionados con la tltima
ingesta de AOVE vy la ultima ingesta de bebida atioh o vino.

3.2.4.1.3 Cuestionario de frecuencia de consumo alimentario

El objetivo de este cuestionario es calcular &cudencia de consumo de
alimentos en un afio. Esta compuesto por 139 pragué frecuencia de consumo
va de “nunca o casi nunca” hasta “mas de 6 veces$aal Incluye la frecuencia
diaria, semanal o mensual durante el Ultimo aficaesumo de un listado de
alimentos comunes, como productos lacteos, cerealdéculas, verduras y
hortalizas, legumbres, huevos, carnes, embutides;golos y mariscos, aceites y
grasas,fast food alimentos enlatados, frutas, FS, dulces, paselerbolleria
industrial y bebidas no alcohdlicas y alcoholicaslemas, afade la toma de
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vitaminas y/o minerales (incluyendo calcio) o prctds dietéticos especiales
(salvado, aceite de onagra, leche con acidos oRetiavonoides) en el ultimo

afo. Este cuestionario es una adaptacion del onesth realizado por Martin-

Moreno JM et al (1993) y ha sido validado (FernariBlellart J et al, 2010). Para
el calculo de energia y nutrientes a partir de eststionario se utilizaron las
tablas de composicion de alimentos de Mataix J3R@De ello se encarga el nodo
de Pamplona.

3.2.4.1.4 Cuestionario de adherencia a la Dieta Mediterranea de 14 puntos

Mediante este cuestionario se evalla el grado deplomiento de la DM
(Figura). Esta formado por 14 items de manera geémarticipante consigue 14
puntos significa que consume una dieta tipo maditeo calificada como éptima.
Los diferentes items hacen referencia al consumace#e de oliva, verduras,
hortalizas, frutas, carnes rojas, blancas y embsitigrasas, bebidas carbonatadas
y/o azucaradas, vino, legumbres, pescados y mariseposteria comercial, FS,
cereales y de condimentos con tomate, ajo, cepdii@rbas aromaticas. A partir
de este cuestionario se clasificaron los particggmen aquellos que consumen una
dieta con alta adherencia a la DM e individuos woa dieta con baja adherencia a
la DM. El punto de corte para realizar esta cleadion fue la media del total de
puntos hallada en el total de la poblacion. Diclealimfue de 9+2 puntos, de modo
que aquellos que obtuvieron 9 o mas puntos enesttiomario se incluyeron en el
grupo de alta adherencia a la DM. Los individuos guesentaron puntuaciones
por debajo de 9 se incluyeron en el grupo de bdferancia a la DM. Este
cuestionario es una extension del cuestionarialadb por Martinez-Gonzélez MA
et al (2004)(b).
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@ Esrupio Prepimep Cumplimiento de la dieta ®

dentificador del participanie:

[ [ Saad Wi Fximie st

Mede: anotar el Admers de node eonespandiente.
01 Andalucia - Malaga | 02, Andalucic - Sevillo - SPobla | 03. Andalucia - Sevillo - V.Racia | 04 Salsares |
05. Catalufa - Barcalans norte | 06. Catalufia - Barcelons Sur | 07, Catalufa - Reus - Tarragana | 08, Madrid Narfe |
9. Madrid Sur | 10, Mavarra | T1. Pais Vasca | 12. Valencia

CSalud: anotar el nGmets del centre de salud comespandiente.
Médico: anetar el numera del médico conespondiente.

Paciente: anotar el nimers del paclente eamespendiente.

Visiter anetar el nimers de visita carespandiente,

00. inclusiéin « exclusidn | O1. Wisit inicial | 02. Visito 3 meses | 03. Visha 1 afio | 0. Visita 2 afias | 05. Visiln Jafos

Fecha del examen

/_ /200

[T}

1. ¢Usa usted el aceite de oliva como principal grasa para cocinar? $i=1 punro

2 ¢(Cuanto aceite de oliva consume en fotal al dia (incluyendo el usado

4 & mas cuchoradas = 1 punto
para freir, comidas fuera de casa, ensaladas, etc.)?

3. {Cuantas raciones de verdura u hortalizas consume al dia? 2 & més [al menos una de ellas en
flas guarnicianss o aeampafiamientos = 1/2 racién) | racién = 200g. ensaloda o crudas) = 1 punts

4. {Cuantas piezas de fruta (incluyendo zumo natural) consume al dia? 3omdsal dia=1 punto

5. {Cuantas raciones de carnes rojas, hamburguesas, salchichas o

embutidos consume al dia? fraciém 100-1350 g) Refaile | Bl i

6. {Cuantas i e tequilla, ina o nata al dia?

Y 0 1

[porcién individuals 12 g} wrgsste § midin =1 pun
7. i¢Cuantas bebid b das y/o az das (refi . colas, i 3
Lo . - ™ =1 punta
#Bnicas, bitter) consume al dia? gl P
8. {Bebe usted vino? {Cudnto consume a la semana? 7 omas vosos o lo semona = 1 punto
9. {Cuantas raci de legumb ala ? —— —
11 plato o racién de 150 g} DTS semann. = | pUnG
10. (Cuantas i de p o i ala ? T =
{1l plato plera o racién: 100 - 150 de pescado o 4.5 piezas o 200 g de marsca) Jemésale semana =1 punte
11. iCuantas veces P i ial (no casera) como

mencs de 2 a lo semano =1 punte
galletas, flanes, dulce o pasteles a la semana?
12. ¢{Cuantas veces consume frutos secos a la semana? facién 30 g) 3o mésalosemana = 1 punto
13. &G usted pref carne de polle, pave o conejo en
vez de ternera, cerde, hamburguesas o salchichas? (came de polloi 1 pleza o 5 =1 purta
meibnde 100-150 g)
14. (Cuantas veces a la los ol inad la
pasia, arroz u otros plafos aderezados con salsa de fomate, ajo, cebolla Zemésalosemena =1 punfe [I

o puerno elaborada a fuege lento con aceite de oliva (sofrite)?

Figura 3.2. Cuestionario de adherencia a la DM utitado en el estudio PREDIMED.

3.2.4.1.5 Cuestionario de actividad fisica.

El cuestionario utilizado es una adaptacion espaillel Cuestionario de
Actividad Fisica durante el Tiempo Libre de Minnes¢CAFTLM) y validada
(Elosua R et al, 1994). Incluye las actividadegdis realizadas en el ultimo mes y
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en el ultimo afio, y el tiempo de practica de caua de ellas. Las actividades que
componen este cuestionario se dividen en diferegagos: andar, ejercicios de
mantenimiento general, actividades acuaticas, idatles de invierno como esqui,
deportes, actividades de jardin, reparacionesasagaricolaje) y caza y pesca. Cada
actividad estd perfectamente definida para asegurar correcta evaluacién del
ejercicio fisico que realiza el paciente. Adem@samasegurar la uniformidad de la
informacién recogida se considera que un mes #esemanas, un afio tiene 48
semanas, cada afio tiene 240 dias laborables, utieme2?2 dias laborables, un afio
tiene 100 dias de fin de semana. Por otro ladohaseestablecido un tiempo
estandarizado para las siguientes actividades: estmleras, cada piso = 1/2 minuto,
una partida de billar = 10 minutos, un set de tenlvidual = 20 minutos, un set de
tenis dobles = 15 minutos, golf 9 hoyos = 90 miguto partir de este cuestionario se
clasificaron los participantes en sedentarios y sedlentarios. El criterio de
clasificacion se basé en las recomendaciones adakzpor laAmerican College of
Sport Medicing/ la AHA para mayores de 65 afios o para adultas &6ty 64 afos
con condiciones cronicas clinicamente relevanteds@® ME et al, 2007). Estas
recomendaciones consideran que se mejora 0 mardiessdud cuando se realiza
actividad aerobica de moderada intensidad al m@dasinutos 5 dias a la semana o
actividad de intensidad alta 20 minutos, 3 diaa aemana, sin incluir las tareas
domésticas cuotidianas. Puesto que se trata deduds de avanzada edad en las
actividades de moderada intensidad se incluyenidaties como pasear o caminar
deprisa, ejercicio en casa y, son consideradagdactes de alta intensidad ejercicios
como nadar, trotar, aerdbic, aquagym, andar cantiavés, cavar en el huerto, ir en
bicicleta (Nelson ME et al, 2007).

3.2.4.1.6 Cuestionario de seguimiento.

Este cuestionario es similar al cuestionario gemmw se incluyen variables
especificas sobre los cambios producidos desdé@alvisita como cambios en
el habito de fumar, nuevos diagnéticos de DMT2etiipemia, HTA u otros
problemas médicos o cambios en la medicacion,qgida de eventos de ECV.

3.2.4.2 Obtencion de datos antropométricos

La ultima parte del cuestionario general esti deldia la exploracion fisica
en la que se recogen datos antropométricos tal®®,cpeso, altura, cintura y
cadera, ademas de la presion arterial sistéliadiaktolica y la frecuencia cardiaca.
A continuacion, se explica el protocolo para realzstas medidas
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3.2.4.2.1 Medicion de la talla

La medicion de la talla se realiza con un tallimetstandar, preferiblemente
de brazo movil. Se descalza previamente al paatitg) y debe quitarse su
chaqueta. Los participantes deben estar en unafisigérme y lisa. Se coloca de
espaldas al tallimetro, apoyando los talones, saldarazos. La cabeza debe estar
en el plano horizontal y con los pies/tobillos pmtSe desplaza el brazo movil del
tallimetro hasta que se apoye sobre la superfecia dabeza, formando un angulo
recto con el brazo movil del tallimetro. Los vakbie expresaran en centimetros,
redondeando a 1 cm.

3.2.4.2.2 Medicion del peso

Se utiliza una bascula calibrada previamente, e éstar colocada en una
superficie firme y lisa. El participante se situa @ centro de la misma y debe
vestir ropa ligera sin peso superfluo, sin zapatbaguetas o abrigos. El peso se
expresa en Kg con un decimal, redondeando al dald00 gramos.

3.2.4.2.3 Medicion del perimetro de la cintura

Se utiliza una cinta métrica. El participante séoc® en bipedestacion y
mantiene la cabeza recta, con los brazos a ambos el cuerpo. Se mide el
perimetro abdominal en espiracion en el puntonmeio de la linea trazada entre
la dltima costilla y la cresta iliaca. Se asegwra kg cinta esta al mismo nivel por
delante y por detras. Se anota en escala de 0.1 cm.

3.2.4.2.4 Obtencion de indice de Masa Corporal.
El IMC se ha calculado mediante la formula:
IMC (Kg/m?)= peso (Kg)/(talla(m})

Se considera un individuo obeso con IM80 Kg/nf.

3.2.4.2.5 Medicion de la presion arterial

Los participantes permanecen en una silla con [zalés y brazos
apoyados en una situacion que permita que el bsazadlle a la altura del corazon.
Se les pide que eviten fumar o tomar cafeina derist 30 minutos previos a la
determinacion de la presion arterial. Se inicia slhmenos 5 minutos de reposo.
La camara del manguito debe rodear como minimo 08 &lel brazo. Las
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determinaciones de la presién arterial se toman wonesfigmomandémetro
automatico (Omron 705 IT Intelli sense, Susakald®, Japon). Se promedian 2
0 mas lecturas separadas por 2 minutos. Si lagpdoeras difieren mas de 5
mmHg se obtienen y promedian lecturas adicion&esconsidera HTA presiones
arteriales superiores o iguales a 140/90 mm Hg.

3.2.4.3 Obtencion de muestras biolégicas

El tipo y la frecuencia de recogida de muestrakdicas segun la visita que
corresponda al participante se resume en la Tahla 3

Tabla 3.5. Obtencién de muestras biol6gicas segimVisita en el estudio PREDIMED

BASAL ANO-1  ANO-2 ANO-3 ANO-4 ANO-5

SANGRE X X X X
ORINA X X X X
UNAS X

Cuando se contacta con el participante se le irdoden que debe asistir al
centro de salud en ayunas, con una muestra dararprorina de la mafiana y una
muestra de las ufias del pie (solo visita inicial), recipientes esterilizados
apropiados. La extraccion de sangre la realizeopatsualificado en el centro de
salud. El volumen de sangre extraida es de 34¢atnibuida en 4 tubos K3E con
EDTA de 4,5, 1 tubo 9NC con citrato de 4,5 ml yuBos SST de 4 ml con gel
separador. Uno de los tubos K3E permanece endristantemente y uno de de los
tubos SST esté protegido de la luz. En el nodo @en¢ia se extrae cinco tubos
K3E y un tubo SST mas. Con un tubo K3E se realim extraccion de ADN de
cada participante para posteriores analisis gergé{golo visita inicial). Con otro
de ellos y el tubo SST se realiza un andlisis brago en la Clinica Quiron de
Valencia. Los otros tres tubos K3E son destinati@epartamento de Bioquimica
de la Facultad de Medicina de Valencia para obtewegliciones de marcadores de
estrés oxidativo.

Una vez obtenidas las muestras, son introducidasnamevera portatil para
no romper con la cadena de frio, y son rapidaneatsportadas al laboratorio en
la Facultad de Medicina de Valencia. Alli sufrenprntocolo de fraccionamiento
en alicuotas para ser almacenadas a -80°C y mosterite son distribuidas a cada
nodo que participa en el proyecto PREDIMED segéndeterminaciones que en
ellos se vaya a efectuar.
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3.2.4.3.1 Material necesario para la obtencién de muestras y almacenamiento

Tubos de extraccion sangre (BD Vacutainer Systea)sT:ubo cristal 4,5 mL
con EDTA como aditivo (tapa violeta) (REF 36765d¢stinado a conseguir
plasma-EDTA vy interfase celular (buffy coat); b)®utristal 4,5 mL con citrato
como aditivo (tapa azul) (REF 367704), destinadorseguir plasma-citrato y
interfase celular (buffy cogtc) Tubo cristal 4 mL con gel (tapa amarilla) (REF
367783), destinado a conseguir suero; d) Equipegujas (BD Vacutainer
Systems).

Contenedor orina 100 mL (Soria Genlab SA), pareoleecion de orina
reciente.

Viales de 650 pL (NIRCO SA, REF 915530).

Viales de 1,7 mL (NIRCO SA, SORENSEN: Skirted viarmL TWISTTOP,
ref 15570)

Tapones de colores para los criotubos (NIRCO S29uss los cédigos: a)“rojo”
para el plasma-EDTA (NIRCO SA, ref 915410); b) ‘@zpara el plasma-
citrato (NIRCO SA, ref 915470); c) “amarillo” paeh suero (NIRCO SA, ref
915400); d) “blanco” para buffy-coat (NIRCO SA, &f5480); e) “verde” para
plasma-EDTA refrigerado (NIRCO SA, ref 915460); “flansparente” para
orina (NIRCO SA, ref 915490).

Criocajas contenedores de criotubos GLW 2mL paraiBds, ref B50
Pipetas Gilson 1000 uL, Pasteur, puntas pipetdesmés fungibles.

3.2.4.3.2 Protocolo de fraccionamiento en alicuotas

El protocolo de fraccionamiento en alicuotas sei@s@tiza en la figura 3.3.

Cada uno de los tubos de extraccion de sangrensefuga a 15009 durante 20

minutos. A continucion, se aspira con una pipetsteRa estéril y se obtienen: 5
alicuotas de 200ul y 10 de 500ul de plasma EDTAlicuotas de buffy-coat de

500ul a partir de tubos EDTA vy citrato, 1 alicud&a 200ul y otra de 500ul de

plasma EDTA refrigerado, 3 alicuotas de 200ul y25a0ul de plasma citrato, 4
alicuotas de 200uly 6 de 500u! de suero, 2 dhsute 500ul de suero protegido
de la luz. A partir de la muestra de orina, seizeal14 alicuotas de 650ul. Todas
las alicuotas y las muestras de ufias se introderc@niotubos que se indentifican
con el cddigo asignado al participante. Cada tipoalicuota tiene asignado un
color de tapén diferente.
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Figura 3.3. Protocolo de fraccionamiento en alicuas de las muestras biolégicas obtenidas en el
estudio PREDIMED.

3.2.4.3.3 Protocolo de almacenamiento, conservacion y distribucion de muestras
biolégicas

Las alicuotas se introducen en criocajas y sonadnadas a -80°C hasta que
son enviadas, cada seis meses, a los nodos cordespies encargados de realizar
determinaciones especificas a partir de las muestras alicuotas de un
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participante se distribuyen en criocajas separseiggn deban ser enviadas a uno u
otro nodo.

Los nodos receptores de muestras son IDIBAPS, IMENMIGEN, NURETA,
NUTR_ANDAL y AN_UB. El nodo de Valencia (EPIGEN)dibe 2 alicuotas de
500ul de interfase celular (buffy-coat) de cadaonmtlutador para extraccion de
ADN y andlisis genético.

3.2.5 Determinaciones a partir de las muestras obtenidas

Con las muestras bioldgicas se obtienen pruebasabdsomo es un analisis
bioquimico, y pruebas especificas a partir delias@as para determinar variables
intermedias de importancia prondstica en la EC\WaCnodo que figura como
Unidad de Laboratorio Especializada se encarga edgdizar las diferentes
determinaciones especificas. Nos centraremos equise van a utilizar en este
estudio.

3.2.5.1 Analisis bioquimico

A partir del analisis bioquimico se obtienen lagaamtraciones plasmaticas
de glucosa, CT, c-HDL, c-LDL y TG. Las determiname se realizan en el
laboratorio bioquimico de la Clinica Quiron de \fada en el nodo de Valencia.
La determinacion del CT, c-HDL y TG se realiz6 pogtodos enzimaticos en un
analizador Beckman CX-7. La glucemia se determioibmétodo enzimético de
adaptacion de deshidrogenasa de la hexoquinasasgl& fosfato. El c-LDL se
obtuvo mediante la aplicacion de la féormula dedwigd WT et al, (1972) valida
siempre que la trigliceridemia no exceda los 300din§ara calcularlo en mg/dl la
formula es:

LDL colesterok Colesterol total — ( HDL colesterol +  Trigdigdos )
5

Para poder calcularlo en mmol/L la cifra de TG deivelirse entre 2,2.

Por otro lado, el nodo IDIBAPS se ocupa de realiaardeterminaciones de
glucosa, CT, c-HDL, c-LDL y TG a partir de las alitas enviadas por otros nodos
entre ellos el nodo de Valencia.
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3.2.5.2 Pruebas especificas a partir de las alicuotas

A partir de las alicuotas de plasma, suero, bussty orina se realizan las

siguientes determinaciones:

Grado de adherencia a la ingesta de AOVE mediante determinacion de los
polifenoles tirosol e hidroxitirosol en orina y de ingesta de FS mediante la
determinacion de acido a-linolénico en plasma. El tirosol e hidroxitirosol
son los polifenoles mayoritarios en el AOVE y pueder determinados en
orina, asi que pueden servir como marcadores ddbgile cumplimiento
de la intervencion dietética en el grupo de DM+AO\(Kiro-Casas E et
al, 2003). Estos dos polifenoles se midieron mediamomatografia de
gases-espectrometria de masas con un cromatogeafyasks Hewlett-
Packard HP5980 y un sistema de deteccion mediamectometria de
masas HP5973. El &cidelinolénico, presente en nueces, se utiliza como
biomarcador del grado de cumplimiento de la intecié@n dietética en el
grupo de DM+FS (Kris-Etherton PM et al, 1999). ®ednin6 mediante
cromatografia de gases mediante el equipo Shima@G#£i+2010
(Shimadzu). Las determinaciones se realizaron aroéb de Barcelona-
IMIM (Estruch R et al, 2006).

Lipidos. Se miden los niveles plasmaticos CT, c-HDL, c-LDIG, en el
nodo IDIBAPS. La glucosa se ha determinado porébdo de la glucosa
oxidasa, CT y TG mediante métodos enzimaticos yDt-Hnediante
precipitacion con &cido fosfotingstico y clorurordagnesio (Estruch R et
al, 2006).

Parametros de inflamacion y de funcién endotelial. Se determinaron las
concentraciones periféricas de ICAM-1, VCAM-1 e@lmediante ELISA
(kits BLK, Barcelona, Espafia), y de PCR medianteuimonefelometria en
el aparato Synchron Lxi725-Synchron Access Clingyatem (Beckman
Coulter). Todas las determinaciones se realizaron duplicado. Los
coeficientes de variacién intra e interensayo paraPCR, ICAM-1,

VCAM-1 e IL-6 fueron de 1.8% hasta 5.4% y de 0.%5tha9.9%

respectivamente. Las determinaciones se realizamoal nodo IDIBAPS

(Estruch R et al, 2006).

Marcadores de estrés oxidativo. Se determinaron las concentraciones de un
marcador de dafio oxidativo del ADN (8-oxo0-dG), urarcador de
peroxidacion lipidica (MDA), componentes del sisterantioxidante
glutation peroxidasa/glutation reductasa (concéinade GSH, GSSG,
cociente GSSG/GSH) y enzimas antioxidantes (@ett/ide la catalasa).
Se analizaron en el Departamento de Bioquimica add-dcultad de
Medicina de Valencia. Se midieron a partir de @duhononucleares de la
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sangre total que fueron aisladas mediante la Geg@dion Ficoll-Hypaque
(Boyum A et al, 1968). La enzima antioxidante cealy también el GSH
fueron analizados segun la metodologia descritaQreewald RA et al
(1987), con las modificaciones especificas de Rddénal (2003). Para el
analisis de GSSG, las muestras fueron tratadasNeetiimaleimida vy
acido disulfénico batonantrolina y analizadas pon@atografia liquida de
alta resolucion (Mufiz P et al, 1995, Asensi MDakt1994). MDA fue
cuantificado por el método de Wong SHY et al (198&) 8-oxo-dG por el
método descrito por Fandos M et al (2010).

= Determinacion de polimorfismos de marcadores genéticos de riesgo de ECV.
Se realiza en el nodo de Valencia EPIGEN vy se itesen el apartado de
analisis genético.

3.2.6 Protocolo de intervencion dietética personalizada

3.2.6.1 Asignacion a un grupo de intervencion

A los sujetos reclutados se les asigna individuatmea un grupo de los
siguientes:

1) Intervencion Dietética Personalizada con DM +W©

Este grupo recibe una intervencion nutricional Bdh mas un suplemento de
AOVE. Asi pues, a los participantes que formanepdé este grupo se les solicita
gue utilicen AOVE como Unica fuente de grasa cwygara cocinar. Ello implica
evitar el consumo de mantequilla, margarina, asekgetales no de oliva y aceites
de oliva comun y de orujo. Para asegurar este ménles facilita cierta cantidad de
AOVE, en concreto, 1 litro a la semana para suzation en el cocinado de
alimentos y en su alifio.

2) Intervencién Dietética Personalizada con Dietadilerranea + FS

Los participantes incluidos en este grupo recib@aintervencion nutricional
con DM y un suplemento de FS. Se les proporcionandecantidad de 30 g al dia
de una mezcla de nueces (15 g), almendras (7,5ayeNanas (7,59), y se les
solicita que los afiadan a su dieta. Se les expboa y cuando deben comerlas,
asi como alternativas para su consumo.
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3) Grupo control

A los participantes en este grupo se les soliciagigan las recomendaciones
dietéticas tradicionales de una dieta baja enagrasto de origen animal como
vegetal, tal y como recomienda la AHA para la pneu@n de las ECV (Krauss et
al, 2000).

El AOVE es donado por la Fundacion Patrimonio Coah@livarero, Espafia,
las nueces de California Walnut Commission, Sacon€A, las almendras de
Borges SA Reus, Espafia, y las avellanas por Laliddats SA, Reus, Espafia.

3.2.6.2 Intervencion dietética

Grupos de intervencion con DM. A partir de los resultados de evaluacion del grdelo
adscripcion a la DM mediante el cuestionario depaatos se delimitan aquellos
aspectos en los que cada uno de los participamtdssvia respecto a la definicion
preestablecida de DM. Con dicha informacion serigao los cambios a obtener
en la alimentacion de los participantes en el ést@bn ello, se pactan metas con
el paciente a fin de aumentar la puntuacion totl adlherencia a la DM,
estableciéndose unos objetivos minimos a cumplia eiguiente visita.

Algunos de los instrumentos que se utilizan pacagibio conductual son:

a) la valoracion de la disponibilidad para el cadeé habitos dietéticos, b) la
valoracion de las motivaciones de cada persona mhracambio, c) el
establecimiento de objetivos concretos de acuemwo @ participante y, d)
motivacion del establecimiento de cambios medieefteerzos positivos.

Se les explica a los participantes el concepto Meyldle las recomendaciones
dietéticas a seguir a partir de su inclusion eesaldio. Dichas recomendaciones,
previamente establecidas, estan basadas en Idaehabimentarios caracteristicos
mediterraneos de los afios 60 segun se resumedabidas.6.

Ademas, se realizan reuniones trimestrales corpdmcipantes que tienen
como objetivo intentar la adscripcion a estas regutaciones y de suministrar el
AOVE o FS segun corresponda. En estas reunionegdtiales grupales se les
entrega por escrito diversa informacion para qupaglicipante pueda adherirse
mejor a las recomendaciones propuestas (tabla 3.7).
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Tabla 3.6. Habitos alimentarios caracteristicos metkrraneos.

- Tomar dos comidas principales al dia.

- Utilizar aceite de oliva como fuente principal glasa visible tanto para cocinar como
para alinar.

- Consumir 2 o0 mas raciones de verduras u horsadizdia, siendo al menos una de estas
de forma cruda. Se considera una racion de verdbGg.

- Consumir 3 0 mas porciones de fruta al dia (yesido zumos naturales).

- Ante el consumo habitual de vino, se recomieratdituar bebiendo un vaso de vino
tinto al dia. Para los hombres se sugiere un vastbficc y para mujeres uno de 100cc.
Ante el consumo exagerado de vino o alcohol, semm@nda reducir el consumo a las
cantidades preestablecidas. Ante el no consumédea, no recomienda su ingesta.

- Consumir legumbres al menos 3 veces a la semana.

- Consumir al menos 3 veces por semana pescadgiscosa incluyendo al menos una
vez pescado azul.

- Consumir al menos 3 veces por semana frutos gézesmillas.

- Preferir la carne de aves de corral y/o conejasacarnes rojas, embutidos u otros
productos carnicos.

- Utilizar al menos 2 veces por semana sofritosroasrealizados a fuego lento a base de
tomate, ajo, cebolla o puerro y aceite de olivaapmondimentar pasta, arroz u otros
platos. Condimentar al gusto con especias.

Mantener un consumo moderado del grupo de cereplefiendo seleccionar los
integrales.

- Reducir el consumo de carnes rojas y embutidesenos de 2 veces por semana
(excepto jaman tradicional).

- Evitar o eliminar el consumo de nata, mantequiflargarina, bebidas carbonatadas y/o
azucaradas (refrescos), reposteria, bolleria indugtpre-cocinada, pasteles y dulces.

Basandose en estos principios concretamente samimwia a los participantes:

- Utilizar aceite de oliva generosamente en lanzogien la mesa como Unica grasa
culinaria.

- Consumir diariamente: frutas, verduras, hortalizeegumbres.

- En caso de que se beba vino se recomienda ingeveiso al dia (150cc hombres
y 100cc mujeres) acompafando las comidas.

- Consumo ilimitado: FS crudos (en el grupo deoBwecos), huevos, pescado,
marisco, carnes blancas, cereales.
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Consumo limitado (<3 veces por semana): jamodicianal, carnes rojas,
chocolate (menos del 50% de cacao), quesos.

No recomendados: mantequilla, nata, margarinabugdos, pates, pato,
resposteria comercial, postres comerciales, pathites de bolsa, bebidas
endulzadas y productos precocinados

Tabla 3.7. Material de apoyo entregado en las reunmes grupales trimestrales para
reforzar el cumplimiento de la intervencion en el studio PREDIMED.

- Informacién sobre los alimentos basicos meditemansegun estacion del afio.

- Listas de la compra adaptadas a la estaciorfidel a

- Plan de alimentacién (menus orientativos) paesasemana segun la lista de la compra.
- Recetas de los menus para 1 semana (almuereosy)c

- Instrucciones sobre la seleccién y conservagdioslalimentos.

- Entrega de AOVE para los siguientes tres mesesegeimiento de la intervencion, o
entrega de FS para los siguientes tres meses diensgigto de la intervencion.

- Refuerzo individual de objetivos en caso necesari

Grupo Control. Uno de los objetivos esenciales de las recomenuesidietéticas de
este grupo es la reduccion de la ingesta de goiah tanto aquella de origen
animal como la de origen vegetal (tabla 3.8).

Tabla 3.8. Recomendaciones para el grupo Control e estudio PREDIMED.

- Preferir: pan, pasta, arroz, frutas, verdurasalada, legumbres, lacteos desnatados,
pescado blanco y marisco, aves o cortes de cajoe dragrasa.

- Cocinar con la menor cantidad de grasa posibitanglo estofados, guisados, fritos,
rehogados, sofritos y rebozados. Utilizar preparses como hervir, hornear y a la
plancha, evitar condimentar los platos con embatidotras fuentes de grasa.

- Eliminar la grasa visible de los alimentos, p@mlo no untar pan con aceite u otra
fuente de grasa, quitar grasa a las carnes antacoarlas.

- Evitar el consumo de alimentos como bebidas éla#s (cuanto menos alcohol mejor),

mantequilla o manteca de cerdo, leche entera watkrs lacteos ricos en grasa, como
nata o helados, carnes con mucha grasa y embusddshichas, longaniza, tocino,

chistorra o chicharrones, higado, rifiones u otiasevas, pasteles, dulces y alimentos
precocinados.

Los participantes de este grupo también tienenioaas grupales trimestrales,
y de igual forma se les entrega material de apa@ya peforzar la adherencia a la
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intervencion. Este material de apoyo es el mismoeaqula tabla 3.7 pero adaptado
a una dieta baja en grasa. A estos voluntariogsentrego ocasionalmente un
regalo como, por ejemplo, un dosificador de acei@noplas, delantales, relojes,
tazas, entre otros.

Tanto en los grupos de intervencion como en elguagntrol, a los pacientes
con sobrepeso u obesidad se les aconseja que aedsacpeso mediante las
oportunas recomendaciones dietéticas y un mayari@jefisico. A los diabéticos,
se les aconseja que fraccionen sus comidas y due® é& toma de alimentos, que
aislados, puedan producir marcadas elevacionesglademia postprandial.

3.2.7 Validacion del cuestionario de frecuencia de consumo alimentario
utilizado en el proyecto PREDIMED. Estudio VALFRECO.

Para validar el CFCA utilizado en el estudio PREED se estimé su
validez y reproducibilidad, y para ello se realird estudio denominado estudio
VALFRECO que se llevdé a cabo por tres nodos padities en el estudio
PREDIMED, el nodo de Pamplona, Reus y Valencia.

Para evaluar la validez del CFCA, se empled6 commmaoéde referencia el
registro dietético de 3 dias. De este modo, losetssj seleccionados
cumplimentaron un CFCA inicial (CFCAL), posteriomte cuatro registros
dietéticos de tres dias cada uno y finalmente wursiko CFCA (CFCA2),
trascurrido un afio desde la administracion del gmimSe pidi6é a los participantes
que no cambiardn sus habitos dietéticos durantielde seguimiento. En la
figura 3.4 se expone el orden cronologico de adsmaion de los CFCA y de los
registros dietéticos.

CFCA RD LR RD RD CFCA
| | | | | |
[ |

| | | |
Inicio 1,5 meses 4.5 meses/,5 meses 10,5 g 1 afio

CFCA: cuestionario de frecuencia de consumo aliarent
RD: registro dietético de 3 dias

Figura 3.4. Cronograma de administracion de los CF8 y registros dietéticos
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Se incluyeron hombres y mujeres entre 55-80 afioedael, excluyéndose
aguellos sujetos que presentan déficit intelect(iatluyendo demencias),
participantes con enfermedades graves o terminalesijetos que presentan
modalidades de nutricion enteral domiciliaria o maihtacion por sonda
nasogastrica y parenteral.

Se seleccion6 una muestra de conveniencia comppests0 individuos, en
cada una de las tres areas participantes, coramda hombres/mujeres de 1:1 (150
individuos: 50 en Reus, 50 en Pamplona y 50 indngd en Valencia).
Inicialmente, se incluy6 alrededor de 60 indivisem cada grupo para compensar
posibles pérdidas durante el periodo de realizad@tas encuestas alimentarias
(registro dietético y CFCA). Concretamente, la aiéla de participantes que se
incluyeron inicialmente en el estudio, asi como [ossteriores abandonos
registrados en cada nodo, se expone en la tabl&iB&8mente, se incluyeron 158
participantes de los cuales 51 fueron reclutados endo de Valencia. La tasa de
cumplimiento fue del 85%.

Tabla 3.9. Nimero de CFCAs y registros dietéticooatestados por nodo en el estudio

VALFRECO.
Nodo CFCAl RD 1 RD 2 RD 3 RD 4 CFCAZ2
Pamplona 60 50 46 45 44 44
Tarragona 63 63 63 63 63 63
Valencia 62 53 51 51 51 51
Total 185 176 160 159 158 158

CFCA: Cuestionario de frecuencia de consumo alimentRD: registro dietético

Ademads, todos los participantes también cumplinmentan cuestionario
general breve con el que se recogieron datos smuiograficos, antropométricos
tales como edad, sexo, peso (kg), talla (m), IM@r2), enfermedades sufridas
por el participante, antecedentes familiares de HOMT2, cancer, insuficiencia
renal, y variables relacionadas con el estilo dia\{dieta, habito tabaquico y
actividad fisica que realiza).

El proceso de recopilacion de datos comenzabalaaitacion de cada
sujeto seleccionado para una primera visita en Ue ge explicaba las
caracteristicas, finalidad y procedimiento del dstWALFRECO. Una vez que el
sujeto seleccionado se interesaba por el estu@dioeptaba participar se obtenia
constancia escrita de su consentimiento informaAdmntinuacion, se le ayudaba a
cumplimentar el primer CFCA y el cuestionario déodagenerales. Seguidamente,
se le suministraba el primer formulario de regigiietético de 3 dias y se le
indicaba los dias de la semana y la fecha en ghi dealizar dicho registro.
Ademas, se programaba la segunda visita, en |laajeatregaba el primer registro
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dietético rellenado y se aclaraban dudas y comeggdaibles errores. Este proceso
se repetia 3 veces mas hasta conseguir los 4rosgdietéticos y posteriormente,
se citaba de nuevo al participante para cumplimegitasegundo CFCA tras el

periodo de un afio.

El CFCA, explicado anteriormente en el apartadod3l23, es una adaptacion
del cuestionario desarrollado y validado en pobla@spafiola por Martin-Moreno
JM et al (1993). El cuestionario original constald® preguntas. Para realizar el
estudio PREDIMED se afiadieron 19 nuevas preguntdsyendo alimentos que
han sido introducidos recientemente en Espafia ddwioy cereales all-bran,
frutas, vegetales y cereales integrales de espeteaés para realizar un estudio de
DM (por ejemplo, ajos, cebollas, hierbas aromaticasampifiones y otras
variedades de setas). Ademds, para poder medirstingde flavonoides,
fitoesteroles y polifenoles, se introdujeron pragansobre variedas de aceite de
oliva, FS, cacao, té y vinos. También, se afiadi@ pregunta acerca de la
frecuencia de ingesta de fruta como postre y si@ficacon algunos tamafios de
porcion con respecto al cuestionario original. ASCFCA definitivo qued6 con
139 preguntas y mide la frecuencia diaria, semgnalensual de 9 grupos de
alimentos en un periodo de 1 afio. Para cada atinsenpresenta el tamafio tipico
de la racion y se ofrecen 9 opciones de frecuateionsumo (nunca o casi nunca,
1-3 meses al mes, 1 vez por semana, 2-4 vece®mpang, 5-6 veces por semana,
1 vez por dia, 2-3 veces por dia, 4-6 veces poy diéhs de 6 veces por dia). La
informacidén que se recoge es semicuantitativa,wgalg incorporacion para cada
alimento de la racion habitual estimada, permitantficar el consumo de
alimentos y nutrientes. Se puede descargar en/Witpyv.unav.es/departamento/
preventiva/predi_educationals.

El registro dietético que se utilizo recoge lammiacion dietética de 3 dias,
eligiéndolos de modo que estén representados miopatmente todos los dias de
la semana. En él se recoge de forma detallada lioerdaos que ingiere el
participante durante los 3 dias establecidos,@sodchorario (desayuno, almuerzo,
comida, merienda y cena), lugar donde se realizen diferentes comidas
(restaurante o casa) y cantidad o racién ingersglecatla alimento en gramos.
Ademas, se requiere también informacion acercaglmgredientes utilizados para
preparar los platos o descripcion de recetas, Eldodgue ha utilizado para cocinar
(ej: hervido, frito, a la brasa), las grasas qukzat(ej: aceite de oliva, aceite de
girasol, margarina, mantequilla), asi como dentascas y etiquetas comerciales
de los productos utilizados. Se realizaron 4 reggstlietéticos de 3 dias de modo
gue se obtuvo informacién de 12 dias.
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La estimacion de las raciones de los diferentenealios anotados por los
participantes en los registros dietéticos suponéde las tareas mas complicadas
ya que, a menudo, los participantes presentabaultaid para determinar el peso
en gramos de los alimentos ingeridos. Puesto qaeadacuada estimacion de las
raciones de alimentos es uno de los aspectos deten®s para realizar una
validacion del CFCA fiable, se establecieron umiteros comunes a seguir para
los 3 nodos. Dichos criterios se exponen a contibna

1) En primer lugar, en el caso de que el particippndporcionase los gramos de
las porciones de cada alimento por pesada en basmilasumian estos valores
como validos.

2) En el caso de que el participante desconociesesal ge las raciones de los
alimentos registrados se utilizaba un libro qudlexfotografias de varias raciones
de platos comunes y su peso, asi como medidas piridad de diferentes
utensilios de cocina como vasos, tazas, tazonamsplde varias formas. Se trata
del libro Portions alimentariries: Manuel photos pour I'estitton des quantités
realizado por SU-VI-MAX (200R Este libro de referencia se complemento con las
raciones elaboradas por Gema Salvador y descritagl eanexo 4 del libro
Nutricién y Dietética ClinicdSalas-Salvado J et al, 2002).

3) En el caso de que el participante desconociesedata empleada en la
elaboracion de algun plato, se acord6 aplicar pdeaio una receta estandar
obtenido del librdl080 Recetas de Cocimleg Simone Ortega (2005). A partir, de la
receta tomada como estandar se expresa el pogo@jepresenta cada alimento
con respecto al peso global del plato para posteeiote, calcular el peso de cada
alimento que compone el plato. El peso global sendé a partir del libro de
fotografias de raciones citado en el punto anterior

Otro aspecto conflictivo era determinar la cantidadyrasa absorbida por los
alimentos segun la técnica culinaria utilizada.aPanificar criterios entre los 3
nodos se acord¢ utilizar la tabla de absorcionrdsagelaborada por el nodo de
Reus (Tabla 3.10).

Tabla 3.10. Absorcion de grasa durante la coccioistudio VALFRECO.

Alimento Absorcion de grasa(% del peso)
Bufiuelos de bacalao 15-20%
Calamares a la romana 10-15%
Croquetas 8-12%

Huevo frito 10-15%
Patatas fritas 12-18%
Pollo rebozado 5-10%
Tortilla de calabacin 8-15%
Tortilla francesa 8-15%
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Por otro lado, el peso en gramos de las porcioaadimhentos hace referencia
a los alimentos en bruto y, en el caso de legumpmeereales como la pasta y el
arroz, a alimentos crudos. En el supuesto de qemefuecesario emplear el peso
del alimento cocinado el criterio a seguir se expemla tabla 3.11.

Tabla 3.11. Criterios de correccion para alimentosrudos y cocidos. Estudio

VALFRECO.
Alimento Criterio
Legumbres, arroz Multiplicar por 3
Pasta Multiplicar por 2,5

Tras la cumplimentacion correcta de los dos CFQ@sy registros dietéticos
con el peso de las diferentes raciones, se caleuidgesta alimentaria y los
alimentos registrados se transformaron en energiaitgentes para evaluar la
validez y la reproducibilidad del CFCA. La validse obtuvo al comparar los
resultados entre el CFCA2 y la media de los 4 tegisdietéticos y la
reproducibilidad al comparar el CFCAL con el CFCA2.

Asi pues, para calcular la energia total y la itegde nutrientes a partir de los
CFCAs y de los registros dietéticos se utilizaraa tablas de composicion de
alimentos espafiolas de Moreiras O et al de (2@5)calcularon las medias por
dia de energia total (KJ y Kcal), proteinas (gibchidratos (g), grasas (g), AGS
(9), AGM (g), AGP (g), colesterol (mg), fibra (g)acidos grasos omega-3 de
origen marino (g) y de origen no marino (g) y aaidnolélico (g).

Por otro lado, se acordd que ingestas dietéticamomaa de 16790 Kj/dia
(4013Kcal/dia o menores de 3360 KJ/dia (803 Kaal/dara hombres y mayores
de 14690 Kj/dia (3511Kcal/dia o menores de 210Gli€J(502 Kcal/dia) para
mujeres fueran excluidas. Sin embargo, no se emgont valores de ingesta
dietética extremos o inverosimiles.

3.3 Estudio EPIC

3.3.1 Diseno del estudio

EPIC (European Prospective Investigation into Camcel Nutrition) es un
estudio prospectivo llevado a cabo en 10 paisexeas (Riboli E et al, 2002). En
este trabajo se realiza un estudio de casos yatesitanidado dentro de la cohorte
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EPIC espafiola (Gozalez CA et al, 1994). Dicha dehesta constituida por 25.814
mujeres y 15.635 varones entre 35-65 afios reclsitaddre 1992-1996 en
provincias de 5 comunidades auténomas: Granada/9)/.8urcia (8.516),
Navarra (8.084), Guipuzcoa (8.417) y Asturias (8)5&! porcentaje de mujeres
oscilo entre 50,6-77,2% segun la regién.

A partir de la cohorte EPIC espafiola, se selecooonz940 individuos de los
cuales 642 eran casos incidentes de IAM fatal yfatal, tras diez afios de
seguimiento de la cohorte, y 1298 controles sampaseados por edad, sexo y
region de procedencia con los casos.

3.3.2 Sujetos del estudio

Los individuos eran, en el momento del reclutanagmbluntarios sanos de
diversos sectores sociales del medio rural y urbMtayoritariamente, donantes
activos de sangre y en menor proporcion trabajaddeeempresas, funcionarios o
individuos de la poblacion general. La participacfae de aproximadamente un
50% de los individuos seleccionados.

El nodo de Valencia no participé directamente esdieccion de los casos.
Los casos son los eventos fatales y no fatalesAle due se produjeron en la
cohorte. Se identificaron todos los eventos fatalesta el 31/12/2003 y los no
fatales hasta el 31/12/2004, lo que supone enyré Bafios de seguimiento segln
la fecha de reclutamiento (entre 1992-1996) y stuvidron 642 casos. La
identificacion de los eventos de Cl en sus difex®formas de expresion se realizé
mediante un seguimiento mixto (activo y pasivo)pkmer seguimiento se realizé
entre 1996-1998, mediante un cuestionario telemion objeto de conocer
cambios en la exposicion (consumo de tabaco y alcphso y actividad fisica) y
nuevos procesos clinicos y quirdrgicos de interéagrabsticados tras el
reclutamiento. Concretamente, se les preguntalya sobhabian tenido un 1AM, el
afo y el centro hospitalario de ingreso. Las paslie seguimiento fueron solo del
1%. Se realizaron nuevos seguimientos a partiradel 2000. En todos aquellos
casos en que los participantes informaron sobegndisticos de angina o IAM se
revisaron las historias clinicas de los hospitglasa confirmar los diagnésticos.
Ademas de los eventos autoreportado por los paatites en las encuestas
telefonicas, se investigaron los posibles episodiéo€l registrados en tres sistemas
de informacion sanitaria: registros poblacionaleslAM, registros de Conjunto
Minimo Basico de Datos (CMBD) de altas hospitaknaregistro nacional de
defunciones del INE. La recogida y validacion de tmsos se realizd por un
equipo autorizado para la revision de las histodiisicas y entrenado en la
aplicacion de los algoritmos diagndsticos tanto |88 como de angina. Se
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utilizaron criterios y definiciones estandarizadasnimero esperado de eventos
coronarios no fatales se ha estimado a partiosledgistros de altas hospitalarias
de Navarra y del estudio IBERICA sobre incidenc&alAM en 7 regiones de
Espafa, mientras que las muertes esperadas perh@hs obtenido a partir de las
estadisticas de mortalidad del afio 2000 publicpdes Esparia por el INE.

Para cada caso, se eligieron dos controles deatta thisma cohorte (1298
controles) libres de ECV y apareados por sexo, gdagion de procedencia con
los casos. De todos los participantes en esteiesinthado se obtuvo una muestra
de material biologico (leucocitos) a partir de tamles se aislard el ADN para el
andlisis de los polimorfismos genéticos propueddastodos estos participantes se
dispuso del consentimiento informado para la raeién de este estudio.

3.3.3 Recopilacion de datos

Las variables a estudiar son las siguientes: casoat, sexo, edad, otras
variables sociodemogréficas (nivel socio-econémestudios, region), ejercicio
fisico, tabaco, farmacos, composicion de la diexpresada tanto el términos de
alimentos, nutrientes o como patrones de adherentéaDM. Nuestro grupo se
centré en la obtencion de variables de suscepi@iiligenética incluyendo el
polimorfismo TaqIB en el gen de CETP.

En la fase de reclutamiento de la cohorte EPIGesegio informacion sobre
actividad fisica mediante un cuestionario de estdovida validado (Wareham NJ
et al, 2003), antecedentes médicos incluyendo dsgo de HTA, hiperlipemia,
DMT2 o ECV, y se tomaron medidas antropométricaia(t peso y cintura)
mediante métodos estandarizados. La informacionesotnsumo alimentario se
obtuvo por entrevista personal, mediante un cusstio informatizado
especialmente disefiado (EPIC Group of Spain, 19%8ado en el método de la
historia de dieta, estructurado por ocasiones desia, en la que se recogid
informacién muy detallada sobre frecuencia y caatide consumo de unos 600
items alimentarios y 150 recetas regionales. Esgmo de calorias y nutrientes
fue estimado mediante una tabla de composicion lideeos recopilada
especialmente para el estudio y contenida en w®ibformatizada de mas de 700
items alimentarios (Slimani N et al, 1991). La stgede alcohol fue clasificacda
en 2 (bebedor y no bebedor) o 3 categorias: nodoelf@ g/d), ingesta moderada
(<26,4 g alcohol/d) para hombres y <13,2 g alcahpllra mujeres (Pearson TA,
1996). Cuando las variables de consumo alimentéureyon tratadas como
continuas, ingestas medias por encima de 3 vecekedaiacion tipica fueron
excluidas. La adherencia a la DM se evalu6 mediangeversion modificada por
investigadores del grupo EPIC de Espafia de laslassadesarroladas por
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A.Trichopoulou en Grecia (Trichopoulou A et al, 599Trichopoulou A et al
2003). Esta escala considera 9 componentes cdstictes en esta dieta, agrupados
en “beneficiosos” y “perjudiciales”. Para los compaotes considerados
beneficiosos (vegetales, legumbres, frutas y nueceseales y pescado) las
personas que en cada sexo, consumen por debagondediana se les asigna 0 y
las personas que se encuentra por encima se lgsaasi En cuanto a los
componentes de la dieta considerados perjudicialearne, pollo y productos
lacteos) las personas cuyo consumo estaba debdp rdedia punttan 1 vy las
personas que consumen por encima de la media purdpuntos. En cuanto al
consumo de etanol asigna 1 punto cuando el cons@rencuentra entre 10-50
gramos al dia en los hombres y entre 5-25 en |geresu

Durante la fase de reclutamiento también se redfizéxtraccion de una
muestra de sangre a partir de la cual se obtuwmnalasuero y células plasméticas.
Las muestras bioldgicas se almacenaron congelad®92C con nitrégeno liquido
hasta su uso. La concentracion de lipidos plasostie determind en 1584
individuos. El CT y los TG se analizaron medient&taodos enzimaticos. Los TG
se obtuvieron en 996 individuos. El c-HDL se cuatditras precipitacion con
acido fosfotungstico y cloruro de magnesio. El ctL&e calculé como (CT-(c-
HDL+TG/5)) cuando el nivel de TG era 300 mg/dL y para muestras de
individuos que permanecian en ayunas, y por el doétmmogéneo de Daiichi
Pure Chemicals Company (N-geneous®LDL, Genzyme ridétigs, Cambridge,
MA) cuando el nivel de TG era > 300 mg/dL o en ni@ede individuos que no
estaban en ayunas. Para todo ello se utiliz6 elizadar de quimica clinica
ADVIA 1800 (Siemens Healthcare Diagnostics, Magdriespafa). Las
determinaciones se realizaron en plasma y se expregn los valores correctos.
Esta correccién se llevo a cabo para compensalulziah del plasma con EDTA,
mediante ecuciones de regresion, para comparaniceles de lipidos de muestras
de suero obtenidas de forma similar en otro subestdPIC (Agudo A et al,
2009).

Para el andlisis de las variables de susceptidiligaética se obtuvo el ADN,
a partir de leucocitos aislados de sangre vena#gnea de cada participante, que
se conservaron congelados a -180°C en pajuelascaba pajuela se obtuvo
aproximadamente 50 pug de ADN. Se determiné la cdra@on real y la calidad
del ADN aislado y a partir del ADN de cada indivigluse determiné el
polimorfismo TaqIB del gen de CTEP.
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3.4 Andlisis genético

En el estudio PREDIMED se determinaron los poliisanbs de los genes:
APOE, CETP, LIPC, LPL, PON1, ABCA1l, APOAl, PPARGM@EPARG2,
MTHFR, COX-2, CYBA, FTO, IL-6, AMPK y TCF7L2. Enlestudio EPIC se
determind el polimorfismo TaqIB del gen de CETP.

El proceso de extraccion del ADN, asi como el aiflde los distintos
polimorfismos estudiados, se realiz6 en el laboi@tael Departamento de
Medicina Preventiva y Salud Pudblica de la FaculiedMedicina de Valencia.
Ambos procesos se realizaron bajo las condicioptas y en salas distintas para
impedir la contaminacion de las muestras.

Para el analisis genético se utilizaron dos tésnsmgun el polimorfismo:
técnica de RFLPs (Restriction fragment length palgphism) y discriminacion
alélica mediante analisis de fluorescencia con a®fidgMan. Los polimorfismos
gue se analizaron por la técnica de RFLPs fue®ulédolos genes: APOE, variante
TaqlB de CETP, LIPC, LPL, PON1, ABCA1, APOA1, PPABRG COX-2, CYBA
y con la utilizaciéon de sondas TagMan FTO, CTERi&nte rs183130), IL-6,
AMPK, TCF7L2. Los polimorfismos de los genes de RPR y MTHFR se
genotiparon mediante las dos técnicas.

3.4.1 Casas comerciales

Amersham International, Amersham, Bucks, Reino bnid

Applied Biosystems, Foster City, CA, Estados Unidos

BlueMarine, Serva Electrophoresis, Heidelberg, Alara.

Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, Estados Unidos.

Boehringer, Mannheim, Alemania.

Clinical Chemistry System, de Roche DiagnosticsniMeeim, Alemania.
Eppendorf, Hamburgo, Alemania

Gibco BRL - Life Technologies, Paisley, Escocia.

Heraeus Sepatech, Osterode, Alemania.

Hewiett Packard, Palo Alto, CA, Estados Unidos.

IZASA S.A. Division Bioquimica, Barcelona, Espania.
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Merck, Darmstadt, Alemania.

Millipore Corporation, Bedford, MA, Estados Unidos.
Mitsubishi Electric Corporation, Tokyo, Japon.

MoBio Laboratorios, Inc

National Electronics, Estados Unidos.

New England Biolabs, Beverely, MA, Estados Unidos.
OWL Scientific Inc., Worburn, MA, Estados Unidos.
Panreac, Barcelona, Espafia.

Perkin Elmer, Buckinghamshire, Reino Unido.
Pharmacia Biotech, Sollentuna, Suecia.

Polaroid, St. Albans, Reino Unido.

Promega Corporation, Madison, WI, Estados Unidos.
Pronadisa, Madrid, Espafia.

Riedel-de Haén, Seelze, Alemania.

Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania.

Sigma Chemical Co., St Louis, MO, Estados Unidos.

Whatman International Ltd., Maidstone, Reino Unido.

3.4.2 Obtencion de ADN
Se emplearon 3 técnicas para la extraccion de ADN:

Purificacion con fenol-cloroformo: método descrito por Miller et al (Ordovas JM et
al, 1987). Es un método manual que consiste ebtEnoion de ADN a partir de
leucocitos de sangre periférica. Brevemente, enpumer paso se lisan los
hematies con una solucion hipotonica. A continugcie utiliza una solucion
detergente para romper las membranas de los l¢éosogiliberar el ADN. Por
altimo, se purifica el ADN con una mezcla fenoltdimrmo y se precipita con
acetato amoénico 10M y etanol 70%. EI ADN obtenidoesuspende en tampon TE
(Tris EDTA) y se guarda a 4°C. Se utiliza con m@aasde sangre total fresca
aunque también puede obtenerse ADN a partir detrasede buffy-coat.
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Kit de extracciéon de ADN manual. Concretamente, se ha utilizado el kit Ultraclean
BloodSpin de MoBio Laboratorios, Inc. Consiste enkit de extraccién de ADN
manual que se basa en la utilizacion de filtrositiea para aislar el ADN previa
lisis de células y degradacion de proteinas erepoés de Proteinasa K. Permite
extraer ADN gendmico a partir de sangre total faResongelada o almacenada a
4°C) y buffy-coat. Este kit contiene todos los teas, filtros de silica y tubos
requeridos para llevar a cabo todo el proceso stiiflenuestras.

Método automatizado con el robot MagNA Pure Compact Instrument de Roche. Este
robot (Figura 3.5) integra la tecnologia necespdea la purificacion de acidos
nucleicos de manera automatizada. Esta preparad@pacesar de 1 a 8 muestras
en paralelo al mismo tiempo. Las muestras puedenefer de sangre fresca,
congelada o buffy-coat. Funciona en combinacionkitsnque contienen todos los
componentes ya optimizados necesarios para llegaba el aislamiento de ADN
suministrados también por Roche.

Figura 3.5. MagNA Pure Compact Instrument de Rocheitilizado para extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN de las muestras del istBREDIMED se
utilizaron las tres técnicas segun las caracteaistile la muestra. Si se trataba de
sangre fresca el ADN se obtuvo a partir de la t&cmle extraccion mediante
fenolcloroformo (muestras obtenidas en el nodo dentia) y si trataba de buffy-
coat congelado se utilizaban las otras dos técifinasstras procedentes de otros
nodos). En el caso del estudio EPIC la extracc&ADN siempre se realizé con el
robot Magna Pure Compact Instrument de Roche pupstosolo se disponia de
buffy-coat congelado.
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3.4.3 Reaccion en cadena de la polimerasa

La amplificacion mediante reaccion en cadena dmlanerasa se realizé en
los genes: APOE, CETP, LIPC, LPL, PON1, ABACAl, ARD PPARG2,
PPARGC1, COX-2, MTHFR y CYBA. Para la amplificacidle fragmentos de
ADN se utilizaron oligonucleétidos sintetizados pBharmacia Biotech, Taq
polimerasa de la casa comercial Promega, dNTP segemtes de Boehringer
Mannheim y MgCI2 25mM de Promega. Los oligonuckbddi se muestran en la
tabla 3.12. Todas las amplificaciones se efectuaronn volumen de 50l (para
300 y 600 ng de ADN de la muestra) y la mezclaedeaion que se utilizo fue: 1
pg de dNTP’s, 25 pg de Mg, 2pg de cada primer y 2.5 U de Taq Polimerasa
(5U/ul) (Orita M et al, 1989, Glavac D et al, 1993). && amplificacion se utilizo
un termociclador Eppendorf Mastercycler. Las caodies de los ciclos de
amplificacién para el estudio de las diferentesavdes genéticas fueron similares:

o para el polimorfismo de laApoE (E2/E3/E4) después de una
desnaturalizacién inicial a 94°C durante 5 minugss,realizaron los ciclos
indicados para cada variante con el siguiente potio 40 segundos a 94°C,
30 segundos a la correspondiente temperatura liEngiento y 60 segundos a
72°C. Para la extension del amplificado se utilim@& temperatura de 72°C
durante 10 minutos (Salah D et al, 1997, Corelit BI, 2000(a)).

e para el polimorfismo de IEETP (TaglB) después de una deshaturalizacion
inicial a 94°C durante 4 minutos, se realizaroncicks indicados para cada
variante con el siguiente protocolo: 30 segund@i%C, 30 segundos a la
correspondiente temperatura de anillamiento y 4ursdos a 72°C. Para la
extensién del amplificado se utilizé una tempematde 72°C durante 5
minutos (Agerholm-Larsen B et al, 2000, Noone BlgR000, Ordovas JM et
al, 2000).

» para el polimorfismo de IaIPC (-514C/T) después de una desnaturalizacion
inicial a 95°C durante 3 minutos, se realizaroncicks indicados para cada
variante con el siguiente protocolo: 60 segund@5%C, 30 segundos a la
correspondiente temperatura de anillamiento y 3fursdos a 72°C. Para la
extension del amplificado se utilizd6 una tempematde 72°C durante 5
minutos (Deeb SS et al, 2000).

e para el polimorfismo de IaPL (S447X) después de una desnaturalizacion
inicial a 96°C durante 3 minutos, se realizaroncicks indicados para cada
variante con el siguiente protocolo: 30 segund@&5%C, 30 segundos a la
correspondiente temperatura de anillamiento y @ursdos a 72°C. Para la
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extensién del amplificado se utiliz6 una tempematde 72°C durante 10
minutos (Humphries SE et al, 1998, Gagne SE &19819).

para el polimorfismo del PPARG2 (Prol2Ala) después de una
desnaturalizacién inicial a 94°C durante 5 minugss,realizaron los ciclos
indicados para cada variante con el siguiente potio 45 segundos a 94°C,
45 segundos a la correspondiente temperatura lEngiento y 45 segundos a
72°C. Para la extension del amplificado se utilim& temperatura de 72°C
durante 7 minutos (Mori H et al, 2001).

para el polimorfismo dePPARGC1 (Gly482Ser) después de una
desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 minug®s,realizaron los ciclos
indicados para cada variante con el siguiente potito 30 segundos a 94°C,
30 segundos a la correspondiente temperatura gnsiento y 30 segundos a
72°C. Para la extension del amplificado se utilimé temperatura de 72°C
durante 5 minutos (Esterbauer H et al, 2002).

para el polimorfismo dABCAL1 (R219K) después de una desnaturalizacion
inicial a 94°C durante 6 minutos, se realizaroncicks indicados para cada
variante con el siguiente protocolo: 45 segund@1%C, 45 segundos a la
correspondiente temperatura de anillamiento y 4fursdos a 72°C. Para la
extension del amplificado se utilizd6 una tempemtde 72°C durante 5
minutos (Sussana M et al, 2001).

para el polimorfismo déPON1 (Q192R)después de una desnaturalizacion
inicial a 94°C durante 6 minutos, se realizaroncicks indicados para cada
variante con el siguiente protocolo: 45 segund@1%C, 45 segundos a la
correspondiente temperatura de anillamiento y 4fursdos a 72°C. Para la
extensién del amplificado se utilizé una tempematde 72°C durante 6
minutos (Motti C et al, 2001).

para el polimorfismo dAPOAL (-75G/A) después de una desnaturalizacion
inicial a 94°C durante 6 minutos, se realizaroncicks indicados para cada
variante con el siguiente protocolo: 45 segund@1%C, 45 segundos a la
correspondiente temperatura de anillamiento y 4fursdos a 72°C. Para la
extension del amplificado se utilizd6 una tempematde 72°C durante 5
minutos (Ordovas JM et al, 2002(a)).

para el polimorfismo d€OX-2 (-765G/C) después de una desnaturalizacion
inicial a 94°C durante 6 minutos, se realizaroncicks indicados para cada
variante con el siguiente protocolo: 45 segund@1%C, 45 segundos a la
correspondiente temperatura de anillamiento y 3fursdos a 72°C. Para la
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extensién del amplificado se utilizé una tempematde 72°C durante 5
minutos (Papafili A et al, 2002).

» para el polimorfismo dMTHFR (C677T) después de una desnaturalizacion
inicial a 94°C durante 5 minutos, se realizaroncicks indicados para cada
variante con el siguiente protocolo: 40 segund@1%C, 30 segundos a la
correspondiente temperatura de anillamiento y lutnira 72°C. Para la
extension del amplificado se utiliz6 una tempemtde 72°C durantelO
minutos (Skibola CF et al, 1999).

e para el polimorfismo d€YBA (C242T) después de una desnhaturalizacion
inicial a 94°C durante 6 minutos, se realizaroncicks indicados para cada
variante con el siguiente protocolo: 45 segund@1%C, 45 segundos a la
correspondiente temperatura de anillamiento y 4fursdos a 72°C. Para la
extensién del amplificado se utilizé una tempegmatde 72°C durante 5
minutos (Inoue N et al, 1998).

La verificacion de las amplificaciones se realizaizagando 5ul de la
reaccion en geles horizontales de agarosa 2% ehAEX EI ADN se visualizaba
mediante tincion con bromuro de etidio y exposicéuz UV, el tamafio del
fragmento obtenido se obtenia por comparacién ktoraecador XIlII.

El marcador de pares de bases que se utilizé fMélale la casa Boehringer
Mannheim. La agarosa para la realizacion de logsgelara la electroforesis
horizontal fue de Pronadisa, y el TAE (triz-acetaf®TA) de Gibco BRL. Las
electroforesis horizontales en geles de agaroseadigaron utilizando aparatos de
la casa comercial BlueMarine, y para su visualizacse manejé un sistema
transiluminador de National Electronics M900X. bgpresion de las fotografias de
dichos geles se realizé con un sistema fotogrdecMitsubishi P91.

En la tabla 3.12 se observan los oligonucleétidmspleados en la
amplificacion para cada uno de los polimorfismdsdiados.
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Tabla 3.12. Oligonucledtidos empleados para el arnsik genético

Oligonucle6tido Logaelllzgzzcrion Secuencia

F4 19913.2 ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACAC

F6 19913.2 TAAGCTTGGCACGGCTGTCCAAGGA
CETP1 16921 CACTAGCCCAGAGAGAGGAGTGCC
CETP2 16921 CTGAGCCCAGCCGCACACTAAC

LH1 150921-q23 TCTAGGATCACCTCTCAATGGGTCA

LH2 15021-q23 GGTGGCTTCCACGTGGCTGCCTAAG
LPL ST1 8p22 CATCCATTTTCTTCCACAGGG
LPL ST2 8p22 TAGCCCAGAATGCTCACCAGACT
PPARG1 3p25.2 TCTGGGAGATTCTCCTATTGGC
PPARG2 3p25.2 CTGGAAGACAACTACAAGAG

482F 4p15.1 GAGCCGAGCTGAACAAGCAC

482R 4p15.1 GGAGACACATTGAACAATGAATAGGATTG
ABCALF 9g31.1 GTATTTTGCAAGGCTACCAGTTACATTTGACA/
ABCA1R 9g31.1 GATTGGCTTCAGGATGTCCATGTTGGAA
PON1F 7921.3 TTGAATGATATTGTTGCTGTGGGACCTGAG
PON1R 7921.3 CGACCACGCTAAACCCAAATACATCTCCCAG/
APOALF 11923-q24 AGGGACAGAGCTGATCCTTGAACTCTTAAG
APOA1LR 11923-q24 TTAGGGGACACCTACCCGTCAGGAAGAGCA
COX-2F 1925.2-g25.3 CATTTAGCGTCCCTGCAAAT
COX-2R 1925.2-g25.3 CTCCTTGTTTCTTGGAAAGAGAGT
MTHFR1 1p36.3 TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA
MTHFR2 1p36.3 AGGACGGTGCGGTGAGAGTG
CYBAl 16924 TGCTTGTGGGTAAACCAAGGCCGGTG
CYBA2 16924 AACACTGAGGTAAGTGGGGGTGGCTCCTGT

A

A

En la tabla 3.13 se muestran los ciclos de amatifin, temperatura de
anillamiento y tamafio esperado de los diferentagnientos de ADN para los
genes analizados en este trabajo.
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Tabla 3.13. Ciclos de amplificacion, temperatura danillamiento y tamafio esperado
de los fragmentos de ADN estudiados en los genesinterés

Variante genética Oligos T2anillamiento N°Ciclos TamaﬁolL
E2- A472C (Arg158Cys F4-F6 62°C 37 244 p
E4-. C334A (Cys112Arg)

277 (mutacion silente) CETP1-CETP2 60°C 29 535 pb
-514 CIT LH1-LH2 68°C 35 285 pb
C1595G (Ser447Stop) LPL ST1- LPL ST2 53°C 40 137 pb
Prol2Ala PPARG1-PPARG2 50°C 30 154 pb
Gly482Ser (+1564 G/A) 482F-482R 54°C 35 239|pb
R219K ABCA1F-ABCA1R 59°C 39 177pk
Q192R PON1F-PON1R 58,5°C 39 111pb
-75G/A APOAL1F-APOALR 64,2°C 39 432pp
-765G/C COX-2F-COX-2R 58,5°C 39 175pb
Ce77T MTHFR1-MTHFR2 66,7°C 40 198pp
C242T CYBA1-CYBA2 61,4°C 39 348ph

3.4.4 Analisis de polimorfismos de longitud en los fragmentos de
restriccion de los productos de la reaccion en cadena de la
polimerasa

Las digestiones de restriccion se realizaron sigltidas indicaciones de cada
fabricante para cada enzima.

Los productos de digestiéon fueron sometidos a reliecesis en geles
horizontales de agarosa al 2% en 1X TAE para CErPgeles al 2,5% para LIPC
y CYBA, PPARGC1 en geles al 3% y en geles al 4% pePOE, LPL S447X,
PON1, PPARG2, COX-2 y MTHFR. Posteriormente, el ABH visualizaba
mediante tincion con bromuro de etidio y exposicétuz UV, el tamafio del
fragmento obtenido se obtenia por comparacién ktoraecador XIlII.

Las distintas enzimas de restriccion utilizadasgdtan de la casa comercial
Promega. El marcador de pares de bases que s dtik el Xlll de la casa
Boehringer Mannheim. La agarosa para la realizaaénlos geles para la
electroforesis horizontal fue de Pronadisa, y eET&iz-acetato-EDTA) de Gibco
BRL.
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Las electroforesis horizontales en geles de agageseealizaron utilizando
aparatos de la casa comercial BlueMarine, y pardssializacion se manejo un
sistema transiluminador de National Electronics ®0La impresion de las
fotografias de dichos geles se realiz6 con unmsisfetografico de Mitsubishi P91.
Las lecturas se realizaron por dos observadorepamtiientemente repitiendo las
discrepancias. Los sitios de restriccion, los egamende se localizan, la enzima
que se utiliza para su deteccion y los fragmentessg originan se sefialan en la
siguiente tabla (Tabla 3.14).

Tabla 3.14. Enzimas utilizadas, secuencia de cogdragmentos obtenidos tras la
digestion del producto de amplificacion para el cbado de las variantes en los genes

de interés
Gen / variante Enzima Secuencia de corte Fragmentos
APOE Hha | GCGiC alelo E2: 91 pb, 83 pb
alelo E3: 91 pb, 48 pb
alelo E4: 72 pb, 48 pb
CETP TaqIB Taq | TICGA alelo B1: 361 pb, 174 pb
alelo B2: 535 pb
LIPC -514 C/T Nlalll/Hspl GICGTC alelo T: 215 pb, 70 pb
alelo C: 285 pb
LPL Ser447Stop Hinf | GIANTC alelo S447: 137 pb
alelo X447: 114 pb, 23 pb
PPAR«y Prol2Ala Hhal GCaGiC alelo Ala: 134 pb, 20 pb
alelo Pro: 154 pb
PPARGC1 G482S Msp | CICGG alelo G: 172 pb, 67 pb
alelo A: 239 pb
ABCAL R219K EcoNI CCTNNNNNAGG alelo 219K: 107pb, i
alelo R219: 177 pb
PON1 Q192R Hinf | GIANTC alelo 192R: 77 pb, 34 pb
alelo Q192: 111 pb
APOAL1 -75G/A Msp | CICGG alelo A: 119 pb, 96 pb
alelo G: 217 pb
COX-2 -765G/C Hinf | GIANTC alelo C: 151 pb, 24 pb
alelo G: 175 pb
MTHFR C677T Hinf | GIANTC alelo T: 175 pb, 23 pb
alelo C: 198 pb
CYBA C242T Rsa | GTIAC alelo T: 188 pb, 160 pb
alelo C: 348 pb
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3.4.5 Analisis de de fluorescencia mediante sondas TagMan

La sonda Tagman es un oligonucledtido que confleneocromos en los dos
extremos y que es capaz de hibridar en regionesnad y especificas de los
productos de la reaccion en cadena de la polimeiesta sonda presenta un
fluorocromo unido en el extremo 5téporter (FAMty, 0 VICry) y otro unido en
el extremo 3’ 6quencher(NFQ). Cuando la sonda estéa intacta, la fluoresaen
emitida por eleporteres absorbida por guenchemediante un proceso conocido
como FRET (transferencia de energia de resonaeckotster o transferencia de
energia de resonancia fluorescente), que se traducda anulacion de la
fluorescencia de la sonda (Didenko VV et al, 20(i).la secuencia de DNA
complementaria a la sonda esta presente, se pr&duoc&n entre ambos. Cuando
la polimerasa inicia el proceso de copiado desdstedmo 3’ del cebador degrada
las sonda gracias a su actividad 5 exonucleasa @egradacion hace que el
reportery el quencherse separen, produciéndose un incremento en lafcencia
que es recogido y almacenado por el secuenciadoseparacion de la sonda del
ADN posibilita que el proceso de extension del pricontinde hasta el final. Este
proceso se repite en cada ciclo, dando lugar aarernento en la intensidad de la
fluorescencia proporcional a la cantidad de prazlgetnerado. Asi, se disefia una
sonda Tagman con la secuencia que corresponderéelal Y unido a un
fluorocromo (FAMw 0 VICry), y otra sonda con la secuencia que corresponderia
al alelo X (FAMry 0 VICry). Cada sonda se unira de manera especifica a su
secuencia complementaria, y al unirse sera cuangdolimerasa separe rejporter
del quenchery la fluorescencia que se emite sera especificia decuencia a la
gue era complementaria (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Funcionamiento de una sonda TagMan. En &sfigura se muestra como cada sonda,
unida a un fluorocromo diferente, se une de maneraspecifica a cada secuencia, y al ejercer la
polimerasa su actividad 5’exonucleasa permite la bieracion del fluorocromo y
consecuentemente la emision de fluorescencia (LivEd et al, 1995).
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Para hacer la determinacion del genotipo se utiliz&l analizador 7900HT
Fast Real-Time PCR de Applied Biosystems. A comtindn, se describe y se
mencionan las determinaciones que se realizaron.

7900HT Fast Real-Time PCR: Mediante este técnica se analizaron los
polimorfismos de los genes: FTO, la variante rsB83de CETP, IL-6, AMPK,
TCF7L2, PPARG2 y MTHFR. Para cada polimorfismo $ézaron soluciones
predisefiados por Applied Biosystem, I&NP Genotyping Assay Mique
contienen la pareja de cebadores para la reac@danglificacion y las sondas
TagMan especificas para cada uno de los polimooSsngn la Tabla 3.15 se
sefalan laSNP Genotyping Assay Mpara cada uno de ellos.

Tabla 3.15 Codigo deSNP Genotyping Assay de Applied Biosystemspara cada
polimorfismo.

Polimorfismo SNP Genotyping Assay
rs9939609 (FTO) C_30090620_10
rs1861868 (FTO) C_ 11717119 10
rs3751812 (FTO) C_27476887_10
rs183130 (CETP) C_2381420 10
- 174 G/C (IL6) Sonda customizada
rs7901695 (TCF7L2) C_3844583 10
rs7903146 (TCF7L2) C 29347861 _10
rs12255372 (TCF7L2) C_291484 20
Prol2Ala (PPARG?2) C_1129864 10
C677T (MTHFR) C_1202883 20
rs2796495 ( PRKAA2, AMPK) C_16120201_10
rs4213 (PRKAB1, AMPK) C_3259867_10
rs1036852 (PRKAB2, AMPK) C _8719007_1_
rs2293445 (PRKAG1, AMPK) C_15970947 20
rs8961(PRKAG2, AMPK) C 2667965 1
rs1467320 (PRKAG3, AMPK) C_2070256_20

Para realizar la amplificacién del fragmento de A& interés para cada
polimorfismo mediante la reaccion en cadena deolangrasa se prepara una
mezcla conTagMan Universal PCR Master Migue contieneAmpliTaq Gold
DNA Polimerasa, dNTPs con dUTP, Referencia pasivalTdmpon para la
reaccion, agua destilada y ADN. Los volumenes éBpes de cada reactivo se
resumen en la Tabla 3.16.
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Tabla 3.16. Composicion de la mezcla de reacciénnada amplificacion por la
reaccién en cadena de la polimerasa.

Concentraciéon

Vol./muestra

Stock reaccion
TagMan PCR Master Mix 2X 2,5uL
SNP Genotyping Assay 40x 0,125 uL
ADN 25 ng/pL 0,5 uL
Agua destilada 1,875 uL
Volumen Total 5uL

Las reacciones se llevan a cabo en una placa de@8Hos (Microamp®
Optical 384-well Reaction Plate, Applied Biosystg¢nidna vez cargada toda la
placa se cubre con un adhesivo y se coloca erogléltérmico del sistema de

deteccidn Applied Biosystems 7900HT Fast Real-THOR.

Las condiciones para la amplificacion medianteelaccion en cadena de la

polimerasa para todos los polimorfismos son lasisrdes:

10 minutos a 98C x 1 ciclo
15 segundos a € % 40 ciclos
1 minuto a 60 °C

Tras la amplificacion se procede a la discriminacit&lica, mediante la cual el
software del sistema de deteccion 7900HT Fast Rea-PCR (SDS 2.3) clasifica
las muestras segun la fluorescencia que detectda dgguiente manera: a)
Homocigoto alelo X: si solo existe fluorescenciaCy¥b) Homocigoto alelo Y: si
solo existe fluorescencia FAM; c) Heterocigoto I@lX e Y): si existen ambas

fluorescencias VIC y FAM, (Figura 3.7).
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Allelic Discrirnination Plot
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Figura 3.7. Gréfico que facilita el software del stema de deteccién Applied Biosystems 7900HT
Fast Real-Time PCR tras realizar el analisis de disitcninacién alélica que permite conocer el

genotipo de cada individuo. Seguin la fluorescencigue detecta agrupa las muestras en
homocigoto para alelo Y, heterocigoto (alelo X e Y§ homocigoto alelo X. Los controles y las

muestras donde no hay ADN los clasifica como indeteinados.

En todos los casos se realizaron siempre contddesalidad incluyendo un
10% de muestras de repeticion para averiguar lasocdancias, asi como patrones
y blancos en cada placa.

De todos los polimorfismos se obtuvieron datosadeakiante genética en los
alelos de ambos progenitores, y los individuoslasifcaron como homocigotos
para el alelo normal, heterocigotos y homocigot@sapel alelo mutado.
Posteriormente, una vez comprobado si el efectodawminante, recesivo o
codominantes se agruparon los individuos de acuedip ello. Asi, una vez
demostrados efectos dominantes, o al menos codotesapara una variante
genética, se pudieron agrupar los individuos coortagores de la variante mutada
(en homocigosis y en heterocigosis) y comparaosi@s homocigotos normales.

3.5 Métodos estadisticos

A partir de los datos recopilados mediante cueatios, las variables
obtenidas mediante las analiticas y los resultddogenotipado, se cre6 una base
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de datos con el paquete estadistico SPSS, ver&idnphra Windows (SPSS,
Chicago, IL). Antes de proceder al andlisis estmdisse efectué una depuracion
de los datos, con el fin de corregir errores destapcion. Todos los analisis se
realizaron con el paquete estadistico SPSS menmttiona

Se realizd un estudio descriptivo de cada una si@dalaciones incluidas en
el estudio (estudio piloto PREDIMED nodo de Valapastudio VALFRECO,
estudio PREDIMED en el nodo de Valencia, estudiotpiPREDIMED general,
estudio EPIC). En el caso de los estudios pilom$?REDIMED en el nodo de
Valencia y de PREDIMED general, se analizaron ldsrehcias de variables
continuas y categoricas entre los grupos de imerga dietéticas (DM+AOVE,
DM+FS, y grupo control). Con respecto a los estMALFRECO y PREDIMED
en el nodo de Valencia, asi como, estudio pilotoP(REDIMED general se
analizaron entre hombres y mujeres, y en el estiBi€ entre casos y controles.
Para las variables continuas o cuantitativas saileabn la media y la desviacion
tipica y se comprobd la normalidad de estas vasabhediante graficos de
distribucion de frecuencias. Cuando la variabigimal no mostré una distribucion
normal, se aplicd una transformacién logaritmiaze €ue el caso de los niveles
plasméticos de TG, PCR, IL-6, VCAM e ICAM. Las \ales categodricas se
expresaron en porcetaje. Se emple6 un test T-Stpdea comparar las medias de
dos grupos independientes, previa determinacioniadéomogeneidad de las
varianzas mediante el test de Levene, y el test WAlQara la comparacion de
medias de mas de 2 grupos. Para la comparaciéordentajes se utilizé un test
Chi-Cuadrado x?). Se consideraron que existian diferencias esizatisente
significativas cuando el p-valor era menor de 0,05.

En los estudios pilotos tanto en el nodo de Vakeromo en el PREDIMED
general, se examino la evolucion de variabes ceasirentre la visita inicial y la
visita a los 3 meses para cada uno de los grupastewencion. Se calculd la
media y la desviacion tipica para cada variable yaglico una transformacién
logaritmica sobre aquellas variables que no cumpléa normalidad (niveles
plasmaticos de TG, PCR, IL-6, VCAM e ICAM). Se cafcla diferencia en la
media de cada una de las variables analizadaslastd®s visitas (visita 3 meses-
visita inicial) para cada uno de los grupos deruetecion, mediante un test T-
Student para muestras relacionadas. También seooélintervalo de confianza al
95% vy el p-valor, que indic6 que la diferencia entas dos visitas era
estadisticamente significativa cuando era men@, @&

Para obtener los resultados del estudio VALFRE®@O,vkllores de energia
total y nutrientes (proteinas (g), carbohidratgs ggasas (g), AGS (g), AGM (g),
AGP (g), colesterol (mg), fibra (g), acidos grasasega-3 de origen marino (q) y
de origen no marino (g) y acidelinolélico (g)), fueron transformados a log10
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para ajustarse a una distribucion normal. Pararamalia reproducibilidad y la
validez del CFCA se calcularon los coeficientescdeelacion de Pearson y los
coeficientes de correlacion intraclase (CCl) de Vatores de ingesta de cada
nutriente y se ajustaron por energia total mediahteétodo residual (Willet WC
et al, 1998). También, en el estudio de la validelzCFCA, se clasificaron a los
individuos en quintiles segun su ingesta y medidatdas de contingencia se
evaluo el grado (%) en que el CFCAZ2 clasifica emiemo o adyacente quintil que
la media de los 4 registros dietéticos.

En cuanto al analisis genético, se estimaron lesuéncias genotipicas y
alélicas. Los polimorfismos analizados se localizarocus correspondientes a
cromosomas autosémicos. De este modo, cada indivadyportador de 2 alelos,
uno en cada copia del cromosoma, que se heredapadet y de la madre de
manera independiente. Asi pues, para un hipotites con los alelos Ay B, las
3 posibilidades de parejas de alelos son AA, ABBy die corresponden a los
genotipos. Los individuos con dos alelos idéntich8, o BB, se denominan
homocigotos y los que tienen alelos diferentes (A&grocigotos (Iniesta R et al,
2005). En este trabajo las frecuencias genotipseagxpresaron en porcentaje
((AA/N)*100, (AB/n)*100, (BB/n)*100; siendo n elamafio de muestra), y las
frecuencias alélicas se calcularon partir del rettuede cada genotipo en la
poblacién, a través de las siguientes férmulas:

_ 2 AA + AB _ 2 BB + AB
P= 2n q= 2n

siendop y q las frecuencias alélicas para los alelos Ay Beesvamente y n el
numero total de individuos.

Para obtener las frecuencias genotipicas en horgbnageres se realizaron
tablas de contingencia y se comprobaron las difgaersegun el sexo mediante un
un test de Chi-cuadradg?.

Antes de realizar los andlisis de asociacion, sepeobd si las frecuencias
genotipicas estaban equilibrio de Hardy-Weinbeashretodo para constatar que no
hubiera errores en la interpretacion de los redo#tale genotipado. De este modo,
se comparan las frecuencias observadas y espatadas diferentes genotipos
mediante un test de Chi-cuadradg)( Concretamente, se utilizé el programa
LINKUTYL (Rockefeller University, 2004), disponibleen la pagina web
http://linkage.rockefeller.edu/ott/linkutil.htm.
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Se calcul6 también el desequilibrio de ligamientyeeloci polimérficos. Para
ello, se utilizé el programa Haploview version 4Este programa permite el
célculo D, # y LOD, asi como la obtencién de graficos en los spirepresenta la
D’x100 entre dos loci con diversas tonalidades aje en funcion del grado de
desequilibrio de ligamiento (a mayor intensidad onagrado) (Barrett JC et al,
2006).

Para realizar el andlisis de asociacion de cadian@dismo con variables
cuantitativas se calculé la media y la desviacipitda de estas variables en cada
genotipo y se aplicé una transformacion logaritnsichre aquellas variables que
no cumplian la normalidad (niveles plasméticos @& PCR, IL-6, VCAM e
ICAM). En aquellos polimorfismos en los que la @ewcia del genotipo
minoritario era menor del 10% se agruparon losaolartes del alelo minoritario y
se compararon con los homocigotos del alelo mayaritpara aumentar el poder
estadistico. Para establecer si las diferenciaslasn medias de variables
cuantitativas eran estadisticamente significatbeasmpled, un test T-Student para
comparar las medias de dos grupos independiengEn(fipos), y el test ANOVA
para la comparacion de medias de mas de 2 grupgen(8ipos). Se consideraron
diferencias estadisticamente significativas cuagidmvalor era menor de 0,05. Al
realizar el test ANOVA se selecciond un contrastéinpmico que permitio
obtener una estimacion de la tendencia lineal dedaiacion.

Se emplearon modelos multivarientes (ANCOVA) pduatar el efecto de las
estimaciones por variables de confusion. Una asidciaen la que la variable
dependiente era la glucosa se ajusté por edad, Bd&) adherencia a la DM,
actividad fisica y tratamiento con insulina o aiafietticos orales. Si la variable
dependiente eran niveles de lipidos se ajusto gad,esexo, IMC, DMT2, HTA,
tabaquismo, adherencia a la DM, actividad fisiceajamiento hipolipemiante. Si
la variable dependiente era peso, perimetro dereirt IMC se ajusto por edad,
sexo, DMT2, tabaquismo, adherencia a la DM y atdidifisica, y si la variable
dependiente era PAS o PAD por edad, sexo, IMC, DNMaIZaquismo, adherencia
a la DM, actividad fisica y tratamiento antihipegio.

Se estudidé también la heterogeneidad debido al, sdiferencias entre
diabéticos y no diabéticos, obesos y no obesosrdofesterolémicos y no
hipercolesterolémicos, hipertensos y no hipertereo$as asociaciones analizadas,
y se emplearon modelos multivariantes (ANCOVA) pastimar interacciones
gen*FR (siendo FR: factores de riesgo cardiovascalamo sexo, DMT2,
obesidad, hipercolesterolemia o HTA).

Por otro lado, se estudiaron interacciones gen*gegen*ambiente que
influyeran sobre los fenotipos intermedios estunkadPara estudiar los efectos de
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los factores ambientales, se crearon variablestalitoas con respecto a los
factores ambientales: fumador/no fumador, sedetari sedentario y baja
adherencia a la DM/alta adherencia a la DM y airptnbién de los diferentes
componentes de la DM incluidos en el cuestionagold puntos. Primero, se
determinaron las diferencias en las medias de hlagacuantitativas de interés
segun estas variables dicotdbmicas mediante undgpme T-Student para grupos
independientes. A continuacion, se estudié el efeohjunto del polimorfismo y
del factor ambiental sobre las variables de intet&s interaccion entre dos
variables se estimé mediante el célculo de la figicion estadistica del término
de interaccion empleando modelos multivariantes GQANA) para calcular
interacciones gen*gen y gen*ambiente.

También se realizaron analisis de asociacion de potimorfimos
seleccionados con enfermedad como DMT2, obesidpeldolesterolemia e HTA
(estudio PREDIMED) e IAM (estudio EPIC). Para ek, calculé la ORodds
ratio), que indica la probabilidad de que los sujetos eb problema de salud
estudiado estén expuestos al factor analizadonfpdismo), comparada con la
probabilidad de que lo estén las personas siroblgma de salud. Clasicamente, el
célculo de las OR se ha reservado para los estddi@asos y controles (estudio
EPIC), siendo la raz6n de prevalencia la medidaasigciacion tipica de los
estudios transversales (estudio PREDIMED). Sin egthaen la actualidad esta
ampliamente aceptado el calculo de las OR en Itsdies de prevalencia,
indicando que son OR de prevalencia.

Se utilizé el analisis de regresion logistica semplmultiple para estimar la
OR y su intervalo de confianza (IC) al 95% de lac&ecion entre el polimorfismo
y enfermedad agrupando portadores del alelo mufesitie a la categoria de
referencia (homocigotos salvajes). El valor de Padeuld siempre con 2 colas y se
consideré estadisticamente significativo un valer gk0,05. Para ajustar por
variables de confusién se utilizo el analisis dgesion multivariante. Las OR en
el estudio PREDIMED se ajustaron siempre por edsexp puesto que se trata de
un estudio transversal. Las diferencias en la peaecam de las frecuencias
genotipicas en diabéticos y no diabéticos, obesosoy obesos (estudio
PREDIMED) y casos de IAM y controles (estudio EP$€)determinaron mediante
tablas de contigencia y test de Chi-Cuadradp (



RESULTADOS

4.1 Introduccion

Los resultados presentados en esta tesis sondeuto trabajo multidisciplinar que
implica una labor en equipo para la obtencién decéanclusiones generales. A lo largo de
varios afios de investigacion, recopilando la infwidn necesaria para llevar a cabo los
trabajos conducentes a esta tesis, la doctorandentdo la oportunidad de participar en
todas y cada una de las tareas que forman partgatetolo de la investigacion gendmica
cardiovascular. Asi, la doctoranda se ha famikaliz con las técnicas de laboratorio
incluyendo, desde la extraccion de ADN hasta elisie&e polimorfismos por distintas
técnicas, en la elaboracion de bases de datasmigatto y analisis estadistico de datos, y
participacién en la presentacion de los resultaglogdaccion de los manuscritos o
comunicaciones a congresos.

A continuacion, se presentan los resultados olasred el estudio piloto realizado en
el nodo de Valencia y se compara con el estudaigpdel proyecto PREDIMED general.
También, los resultados de la validacion del CF@kzado en el estudio PREDIMED.
Posteriormente, las caracteristicas generales jpeblacion del estudio PREDIMED en el
nodo de Valencia y los resultados de los genesliastos, la prevalencia, su asociacién con
fenotipos intermedios, y el andlisis de interacegogen*ambiente y gen*gen. Finalmente,
las caracteristicas generales de la cohorte EPp@fasy el andlisis de la asociacion del
polimorfismo TaqIB de CETP con fenotipos finalesedgV e interacciones gen*ambiente.



146 TESIS DOCTORAL, P. CARRASCO. 2011

4.2 Estudio PREDIMED

4.2.1 Resultados obtenidos en el estudio piloto

En el estudio piloto del proyecto PREDIMED se iyelion 769 participantes
reclutados en los nodos asignados a ello. De di® pertencen al hodo de Valencia. En
este trabajo se presentan los resultados obterid@ nodo de Valencia y se comparan
con los obtenidos a nivel general.

Concretamente, se obtuvieron resultados de mamresdet grado de cumplimiento de
la dieta y se valoré la eficacia de la intervendai@tética en los participantes incluidos en
el estudio piloto. Los marcadores del grado de dinmgnto de la dieta que se utilizaron
fueron la puntuacion obtenida en el cuestionagiadherencia ala DM de 14 puntos y la
concentracién de los polifenoles tirosol e hidrioa#ol en orina. Para valorar la eficacia de
la intervencion dietética se determinaron nivelegllicosa, lipidos (CT, c-LDL, c-HDL,
TG) y marcadores de inflamacion (PCR, ICAM, VCAMIL&®) a nivel basal y a los 3
meses de intervencion y se compararon los resgl&akoe los tres grupos de intervencion.
También se examinaron los cambios en el peso dadosduos incluidos en cada grupo
de intervencion.

4.2.1.1 Resultados del estudio piloto en el nodo de Valencia

La poblacién incluida en el estudio piloto en etloale Valencia estd compuesta por
150 participantes, 55 hombres y 95 mujeres. D& @®pertenecen al grupo DM+AOVE,
67 al grupo DM+FS y 45 al grupo control.

Las principales caracteristicas antropométricasligicas de los tres grupos se
muestran en la tabla 4.1.

Puesto que se trata de una poblacién de alto riesgdiovascular se encontraron
elevadas prevalencias de HTA, DMT2, sobrepeso hpemia en los 3 grupos. No se
encontraron diferencias estadisticamente signifigaen la media de edad e IMC entre los
3 grupos y tampoco en cuanto a los porcentajedpdgténsos, diabéticos, dislipémicos,
con sobrepeso, fumadores y con antecedentes de CI.
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Tabla 4.1. Caracteristicas antropométricas y clinigs en el grupo de DM+AOVE, DM+FS 'y
control de la poblacion PREDIMED del estudio pilob en el nodo de Valencia

DM+AOVE DM+FS CONTROL

(n=138) (n=67) (n=45)
Edad (mediatDS) (afios) 66 +6 67 +6 68+5
IMC (mediatDS) (kg/m?) 32,4+56 31,0+5,1 32,1+48
Hipertension (%) 77.3 70,7 75,5
DMT2 (%) 40,9 45 42
SobrepesaiMC = 25 kg/n?) (%) 93,2 89,2 96
Dislipemia (%) 50 64,6 72
Fumadores (%) 7 16 12
Antecedentes de Cl (%) 18,6 13,6 28

DM+AOVE: grupo de Dieta Mediterranea con suplemesetcaceite de oliva virgen extra; DM+FS:
grupo de Dieta Mediterramea con suplemento dedrsecos; CONTROL: grupo control;IMC: indice
de masa corporal; DMT2: diabetes mellitus tipo 2;d@rdiopatia isquémica. * Indica P valor < 0,05.
Se empled el test de Chi- Cuadrado para compareemq@jes y una prueba T-student para comparar
medias entre grupos.

A continuacion, se exponen los resultados de latbazs observados entre la visita
inicial y tras 3 meses, en los 3 grupos de intaridm en la puntuacion en el cuestionario
de adherencia a la DM de 14 puntos, en el peslosamiveles de glucosa y lipidos (CT, c-
LDL, c-HDL y TG) (Tabla 4.2).

No se observaron diferencias entre grupos parainde los parametros medidos en
la visita inicial Se observa un incremento estadisticamente siginfican la puntuacion
del cuestionario de adherencia a la DM en los grdpd+AOVE y DM+FS (P<0,001 en
ambos casos) y no en el grupo control (P=0,615). cuanto a los cambios en el peso, los
resultados muestran que en el grupo DM+AOVE el masonantiene tras 3 meses de
intervencion (P=0,996), pero que, sin embargopsrgtupos DM+FS y control disminuye
(P=0,025 y P=0,026 respectivamente).

Ademés, en el DM+AOVE la glucosa disminuyo, el Clel c-LDL y c-HDL
aumentaron muy levemente y los TG disminuyeron. imguno de los casos se
encontraron diferencias estadisticamente signifest En el grupo DM+FS la glucosa
disminuyd, el CT y el c-LDL también disminuyeras,c-HDL aumentd muy levemente,
los TG disminuyeron. Se encontraron diferenciaadésticamente significativas en el caso
de la glucosa (P=0,027), del CT (P=0,007), c-LDE(QP34) y TG (P=0,010). En el grupo
control la glucosa aumento, el CT, c-LDL y c-HDIsminuyeron y los TG aumentaron. Se
encontraron diferencias estadisticamente signifigsien el caso del c-HDL (P=0,005).
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Tabla 4.2. Cambios en la puntuacion en el cuestioria de adherencia a la DM de 14 puntos, en
el peso, concentracion de lipidos y glucosa trasi®ses de intervencion dietética en el estudio
piloto del proyecto PREDIMED del nodo de Valencid.

DM+AOVE DM+FS CONTROL
(n=38) (n=67) (n=45)
Qt‘fgere”da DM14 5 9(22a36) 3.8 (3,3 24,3) 0.2 (:0,6 a 1,0)
Peso (Kg) 0,02 (-0,74 a 0,77) -0,96 (-1,79 a-0,12)*  -0,8%16 a -0,11)*
Glucosa (mg/dL) 2,6 (-7,7a2,4) -6,3(-11,9 a-0,76) * 2,3(-a,8,3)
CT (mg/dL) 0,8(-8,1a9,8) -8,1 (-14,0 a -2,3)* -4,1 (-13,3,4)
c-LDL (mg/dL) 0,4(-8,4a9,1) -5,6 (-10,7 a -0,4)* -4,4 (-12,2,8)
c-HDL (mg/dL) 0,7(-0,8a2,2) 0,2(-1,3a0,9) -1,8 (-3,0 a)0,6
TG (mg/dL) -4,1 (-21,6 a 13,5) -12,1 (-21,2 a -3,0)* 10,27-4,25,2)

DM+AOQOVE: grupo de Dieta Mediterramea con suplemeatgaaceite de oliva virgen extra; DM+FS: grupo de
Dieta Mediterramea con suplemento de frutos se€@TROL: grupo control; DM:dieta mediterranea; CT:
colesterol total; c-LDL: colesterol ligado a lipopeinas de baja densidad; c-HDL: colesterol ligado
lipoproteinas de alta densidad; TG: triglicéridokos valores son diferencia de medias absoluta®%8s)."
Indica que la diferencia de media entre la visiteial y a los 3 meses es estadisticamente sigtiifeg, P<0,05.

Por otro lado, se obtuvieron niveles de los patifes tirosol e hidroxitirosol en orina
como marcadores de la ingesta de AOVE. Se midiemaima muestra aleatoria compuesta
por 60 participantes de los cuales 22 pertenecgrupb de DM+AOVE, 25 al grupo DM+
FSy 13 al grupo control (Figura 4.1).

Tirosol (ng/mL)

Hidroxitirosol (ng/mL)

inicial 3 meses inicial 3 meses

Figura 4.1. Variacion en la concentracion de tirodce hidroxitirosol en orina tras 3 meses de intervecion
en el grupo de DM+AOEYV del estudio piloto PREDIMED erel nodo de Valencia.

En el grupo de DM+AOVE, la concentracion media adéfgnoles aumento tras 3
meses de intervencion. En el caso del tirosol laceotracion media inicial fue de
37,8+36,3 ug/L y a los 3 meses, 61,3+63,7 pg/L (P20, y en el del hidroxitirosol, la
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inicial fue de 92,7486,4 ug/L y tras 3 meses 20¥843 ug/L (P=0,009). La
concentracion de polifenoles también se determmld® grupos de DM+FS y control. En
el grupo DM+FS aumento y en el grupo control disgméen ambos casos sin encontrarse
diferencias estadisticamente significativas.

Ademds, se determind la concentracion media enmplage marcadores de
inflamacién (PCR, IL-6, ICAM, VCAM) a nivel basalg/ los 3 meses de intervencion. En
la figura 4.2 se observan los cambios producidos.
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Figura 4.2 Cambios en los niveles de marcadores d#lamacion tras 3 meses de intervencion en los 3
grupos del estudio piloto en el nodo de Valencia.:A£ambios en los niveles de proteina C reactiva (AR},

B: Cambios en los niveles de interleuquina 6 (IL-6)C: Cambios en los niveles molécula de adhesion
intercelular (ICAM), D: Cambios en los niveles demolécula de adhesion celular vascular (VCAM). Las
barras de error representan el intervalo de confiama al 95%. * Indica que la diferencia entre las meds
de la visita inicial y a los 3 meses es estadistizante significativa, P<0,05.
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La concentracidon plasmética de PCR disminuyé soldoe participantes del grupo
DM+AOVE y aumenta en los grupos DM+FS y controkgoeo se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (P=0157, P=0,45®,313 respectivamente). También se
observé un descenso estadisticamente significdtivims niveles de IL-6 e ICAM en los
grupos DM+AOVE (P=0,002 y P=0,002 respectivamegt®M+FS (P=0,001 y P=0,007
respectivamente) y en el grupo control aumentontievee no alcanzando la significacién
estadistica (P=0,277 y P=0,971 respectivamentefobaentracion de VCAM disminuyo
en los 3 grupos de intervencion pero solo se entamia diferencia estadisticamente
significativa en el grupo control (P=0,032).

4.2.1.2 Resultados del estudio piloto del proyecto PREDIMED

En este apartado se presentaran los resultadestdelio piloto a nivel general del
proyecto PREDIMED. Estos resultados han sido pabbs (Estruch R et al, 2006).

La poblacion estd compuesta por 772 participantels cuales 3 fueron excluidos
por no poder realizar la intervencion dietética. [@s8 769 participantes incluidos
finalmente, 257 pertenecen al grupo DM+AOVE, 25%mlpo DM+FS y 255 al grupo
control. Las principales caracteristicas antropdo# y clinicas de los tres grupos se
muestran en la tabla 4.3.

Tabla 4.3. Caracteristicas antropométricas y cliniés en el grupo de DM+AOVE, DM+FS 'y
control de la poblacion del estudio piloto del progcto PREDIMED.

DM+AQOVE DM+FS CONTROL

(n= 257) (n=257) (n=255)
Edad (mediatDS) (afios) 69 +7 69+6 70+ 6
IMC (media+DS) (kg/m?’) 29,7 + 4,1 29,4 £4,1 30,2+43
Hipertension (%) 77 75 83
DMT2 (%) 56 50 58
SobrepesqIMC > 25 kg/n) (%) 90 90 90
Dislipemia (%) 64 66 70
Fumadores (%) 14 19 15
Antecedentes de Cl (%) 24 21 23

DM+AOVE: grupo de Dieta Mediterranea con suplemeatecaceite de oliva virgen extra; DM+FS:
grupo de Dieta Mediterrdmea con suplemento desrsegos; CONTROL: grupo control;IMC: indice
de masa corporal; DMT2: diabetes mellitus tipo 2;dardiopatia isquémica * Indica P valor < 0,05.
Se empled el test de Chi- Cuadrado para compareemq@ajes y una prueba T-student para comparar
medias entre grupos.
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Los porcentajes de hipertensos, diabéticos, disiigEs, con sobrepeso, fumadores y
con antecedentes de CI son similares a los quétsgieron en el nodo de Valencia. Las
prevalencias de HTA, DMT2, sobrepeso y dislipenmdos 3 grupos son elevadas puesto
gue se trata de una poblacién de alto riesgo y asleno se observo heterogeneidad entre
los 3 grupos. Tampoco se encontraron diferencitedisticamente significativas en la
media de edad e IMC.

A continuacion, se exponen los resultados de lothass observados entre la visita
inicial y tras 3 meses, en los 3 grupos de intaridm en la puntuacion en el cuestionario
de adherencia a la DM de 14 puntos, en el pesiosemiveles de glucosa y lipidos (CT, c-
LDL, c-HDL y TG) (Tabla 4.4). No se observaron d#ecias entre grupos para ninguno de
los parametros medidos en la visita inicial.

Tabla 4.4. Cambios en la puntuacion en el cuestioria de adherencia a la DM de 14 puntos, en
el peso, concentraccion de lipidos y glucosa trasr&ses de intervencion dietética en el estudio
piloto del proyecto PREDIMED.!

DM+AOVE DM+FS CONTROL
(n=257) (n=257) (n=255)

ngere”da DM14 52192424 2.8 (2,6 a3,1)* 0,1(-0,320,2)
Peso (Kg) -0,19 (-0,46 a 0,07) -0,26 (-0,59 a 0,08) -0,24480 0,01)
Glucosa (mg/dL) -3,8 (-7,4 a-0,2)* -2,5(-5,5a0,5) 3,5(-1,0,8)8
CT (mg/dL) -3,9(-8,1a0,4) -5,0 (-8,6 a -1,4)* 0,74 (-3,8,3)
c-LDL (mg/dL) -5,8 (-9,8 a -1,8)* -3,8 (-7,3 a-0,4)* -0,56 (-4®,5)
c-HDL (mg/dL) 2,4 (3,1a1,6)" 0,94 (0,1 a 1,8)* -0,37 (-1,2 4)0,
TG (mg/dL) -3,0(-11,8a5,9) -7,6 (-14,0 a -1,1)* 2,4 (-4,8,3)

DM+AOVE: grupo de Dieta Mediterramea con suplemetacaceite de oliva virgen extra; DM+FS: grupo de
Dieta Mediterramea con suplemento de frutos se€€@TROL: grupo control; DM: dieta mediterranea; CT:
colesterol total; c-LDL: colesterol ligado a lipopeinas de baja densidad; c-HDL: colesterol ligado
lipoproteinas de alta densidad; TG: triglicéridokos valores son diferencia de medias absoluta®%8s). "
Indica que la diferencia de media entre la vigiteial y a los 3 meses es estadisticamente sigtiifer, P<0,05.

Los resultados en los cambios en la adherencia BMason similares a los
encontrados en el nodo de Valencia. Se observa noremento estadisticamente
significativo en los grupos de intervencion con PMn leve descenso en el grupo control
pero sin alcanzar la significacion estadistica.

En cuanto a la variacion en el peso, en los 3 grigereduce levemente pero la
diferencia no es estadisticamente significativa.
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Los niveles de glucosa, de forma similar a lo ole#w en el nodo de Valencia,
disminuyeron en los grupos de intervencion con D&ugnentd en el gupo control, pero en
este caso, la diferencia fue estadisticamentefisigtiva en el grupo de DM+AOVE y no
en el de DM+FS, y tampoco en el grupo control.

En cuanto a los niveles de lipidos, los resultastienidos para el CT y los TG son
similares a los encontrados en el nodo de Valenolaservando un descenso
estadisticamente significativo en el grupo DM+F8eras, en el estudio piloto general, el
c-LDL disminuy6 y el c-HDL aumenté tanto en el gpupM+AOVE como DM+FS
alcanzando la significacion estadistica. En el grapntrol se observo un descenso pero
estadisticamente no significativo en ambos casos.

Por otra parte, en el estudio piloto general sadraédl hidroxitirosol y el tirosol en
orina en 273 participantes (35%). Los resultadostramn que, comparado con el grupo
control, el grupo DM+AOVE present6 un incrementdageniveles de tirosol de 19 ng/mL
(Cl195% 5 a 35 ng/mL) y de hidroxitirosol de 84mg/(Cl 95% 34 a 135 ng/mL).

En cuanto a los cambios en la concentracion de adares de inflamacion, los
resultados en ambas poblaciones son similaresu@Bsi et al, 2006). En este caso, el
descenso de PCR en el grupo DM+AOVE, el aumentilCdd1 en el grupo control y el
descenso de VCAM en los grupos de intervencionighn tras 3 meses de intervencion,
son estadisticamente significativos. Los resultadifisren entre las 2 poblaciones en
cuanto a la variacion de VCAM en el grupo contih el estudio piloto del proyecto
PREDIMED general, se produce un aumento estadisticte significativo de VCAM y no
un descenso, como se observo en el grupo conttalytblacion del nodo de Valencia.

4.2.2 Validacion del cuestionario de frecuencia de consumo alimentario
utilizado en el estudio PREDIMED. Estudio VALFRECO.

En este apartado se presentaran los resultadastielio VALFRECO obtenidos
de forma preliminar en el nodo de Valencia y de enarconjunta en los tres nodos que
llevaron a cabo dicho estudio. Los resultados dgésbhan sido recientemente publicados
(Fernandez-Ballart JD et al, 2010).

4.2.2.1 Resultados preliminares en el nodo de Valencia

En el nodo de Valencia se reclutaron inicialmeé8&eparticipantes, de los cuales solo
51 completaron el estudio. Se registraron 5 abargltnas la cumplimentacion del primer
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CFCA, y 2 abandonos tras el primer registro diepétiDe estos 51 participantes que
finalizaron el estudio, 21 son hombres (41,2%) yréferes (58,8%).

La media de edad de los 51 participantes incluetosle 62+8, siendo en hombres
61+7 y en mujeres 63+9. EI IMC medio encontrado gaea la poblacion total 27,0+3,9,
para hombres 27,843,5 y para mujeres 26,5t4,1. Moescontrados diferencias
estadisticamente significativas debidas al sexestas dos variables (P= 0,575 para edad y
P= 0,227 para IMC).

En la tabla 4.5 se presentan los valores mediomatonutrientes (energia total,
hidratos de carbono, proteinas, grasas, AGM, AGRGE) registrados en los CFCAs
inicial y final y en los 4 registros dietéticos.

Tabla 4.5. Valores diarios medios de energia totahjdratos de carbono, proteinas, grasas,
AGM, AGS, AGP, comparando CFCA 1, CFCA 2y la medi de los 4 registros dietéticos
obtenidos en el estudio VALFRECO del nodo de Valera:

CFCA 1 CFCA 2 4 REGISTROS

Media (DS) Media (DS) Media (DS)
Energia total (Kcal) 2605,6 (1063,9) 2718,4 (1111,5) 1986,9 (565.2)
Carbohidratos (g) 269,5 (149,3) 282,1 (158,8) 185,0 (53:6)
Proteinas (g) 108,1 (35,9) 110,2 (33,5) 84,6 (2416)
Grasas (9) 111,5 (50,5) 115,7 (48,8) 93,0 (28'8)
AGS (9) 31,2 (14,9) 32,8 (16,0) 21,7 (84
AGM (9) 53,4 (25,2) 55,0 (25,4) 50,8 (17,8)
AGP (9) 17,8 (9,1) 18,1 (8,7) 13,1 (4,95

CFCA: cuestionario de frecuencia de consumo alimentAGS: acidos grasos saturados; AGM: acidos
grasos monoinsaturados; AGP; acidos grasos pctliinatxii)s;l Indica P-valor< 0,05 al comparar la media
de ingesta diaria de energia total, hidratos deocer, proteinas, grasas, AGM, AGS, AGP entre CFCAl y
la media de los 4 regitros ditéticédndica P-valor< 0,05 al comparar la media de itmydiaria de energia
total, hidratos de carbono, proteinas, grasas, AGSIS, AGP entre CFCA2 y la media de los 4 regitros
ditéticos

Tras comparar las medias mediante una prueba B@tpara muestras relacionadas,
se encontr6 que no existen diferencias estadisticimsignificativas entre las medias
obtenidas en el CFAC 1 y en el CFCA2 en ningun .c&0o embargo, se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas al canauplas medias del CFCA 1 y del CFCA
2 con la media de los 4 registros dietéticos engdds casos excepto en los AGM. Se
observa que los valores medios obtenidos con losgistros dietéticos, excepto el de los
AGM, son inferiores que los obtenidos con los CECA
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4.2.2.2 Resultados globales del estudio VALFRECO

De los 158 participantes incluidos, el 46,2 % sombres y el 53,8 % mujeres. La
media de edad del total de participantes es de §6d& IMC 27,3+4,1. El 19,2% son
fumadores, el 53,8% hipertensos, el 37,7% presetiddipemia y el 12,0% DMT2. La
mayoria de la poblacion esta casada (81%). El B4 t@nen estudios primarios, el 24,1 %
secundarios y el 24 % universitarios y el 62,6%izaactividad fisica por lo menos una
vez a la semana.

En la tabla 4.6 se presentan los valores mediendggia total, hidratos de carbono,
proteinas, grasas, AGM, AGP, AGS, colestrol, fibracidos grasos omega-3 de origen
marino y de origen no marino y aciddinolénico registrados en los CFCAs inicial ydin
y en los 4 registros dietéticos.

Tabla 4.6. Valores diarios medios de energia totahjdratos de carbono, proteinas, grasas,
AGM, AGS, AGP, colesterol, fibra, acidos grasos oega-3 de origen marino y de origen no
marino y acido a-linolénico comparando CFCA 1, CFCA 2 y la media déos 4 registros

dietéticos, en la poblacién del estudio VALFRECO gbal.

CFCA 1 CFCA 2 4 REGISTROS

Media (DS) Media (DS) Media (DS)
Energia total (Kcal) 2393,7 (803,1) 2368,7 (810,9) 2134,8 (565,6
Carbohidratos (g) 259,8 (107,0) 252,9 (109,0) 239,7 (77,6)
Proteinas (g) 103,1 (27,8) 99,7 (26,2) 93,4 (23,5)
Grasas (9) 96,1 (38,1) 97,6 (36,3) 89,3 (25,7)
AGS (9) 27,1 (11,6) 27,0 (11,7) 20,3 (7,1)
AGM (g) 44,8 (18,8) 46,9 (19,0) 44,7 (13,5)
AGP (9) 15,5 (8,5) 15,0 (6,9) 12,7 (4,7)
Colesterol (mg) 419,3 (150,9) 409,0 (137,4) 210,3 (87,6)
Fibra (g) 28,2 (10,7) 26,6 (10,2) 22,0 (8,4)
n-3 origen marino (g) 1,0 (0,8) 0,8 (0,5) 0,8 (0,5)
n-3 origen no marino (g) 1,5 (1,0) 1,4 (0,8) 1,1 (0,4)
Acido linolénico (g) 1,5 (1,0) 1,4 (0,8) 1,1 (0,4)

CFCA: cuestionario de frecuencia de consumo alimentAGS: acidos grasos saturados; AGM: &cidos
grasos monoinsaturados; AGP; acidos grasos pdliresios.

Se observa también que los valores medios obtemiolodos 4 registros dietéticos,
son inferiores que los obtenidos con los CFCAsepto en el caso de los AGM, indicando
que el CFCA puede sobreestimar la ingesta dietéticaespecto a los registros dietéticos.
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En la tabla 4.7 se muestra la reproducibilidadadeniedidas de energia total, hidratos
de carbono, proteinas, grasas, AGM, AGP, AGS, trole§ibra, acidos grasos omega-3 de
origen marino y de origen no marino y aciutinolénico del CFCA (CFCAYs CFCA2)
mediante el calculo de los coeficientes de cori@tede Pearson y los CCI.

Tabla 4.7. Reproducibilidad del CFCA: correlaciénentre la ingesta de nutrientes en CFAC1 y
CFCAZ2, en la poblacién del estudio VALFRECO global.

Coeficiente correlacién Coeficiente correlacion
Pearson intraclase
Sin ajustar  Ajustado*  Sin ajustar  Ajustado*
Energia total 0,66 - 0,79 -
Carbohidratos 0,71 0,67 0,83 0,8
Proteinas 0,55 0,50 0,71 0,67
Grasas 0,61 0,58 0,75 0,73
AGS 0,67 0,67 0,81 0,80
AGM 0,59 0,57 0,74 0,73
AGP 0,63 0,58 0,77 0,73
Colesterol 0,59 0,56 0,74 0,72
Fibra 0,76 0,78 0,86 0,88
n-3 origen marino 0,52 0,52 0,68 0,68
n-3 origen no marino 0,66 0,58 0,79 0,73
Acido linolénico 0.66 0,60 0,79 0,75

AGS: acidos grasos saturados; AGM: acidos grasosomsaturados; AGP; acidos grasos
poliinsaturados? Indica ajustado por energia total

Los coeficientes de correlacion de Pearson fueesdal 0,52 hasta 0,76 (media 0,64)
en el caso de los datos brutos y desde 0,50 ha@grfedia 0,63) tras ajustar por energia
total. Los CCI fueron desde 0,68 hasta 0,86 (m@did) para los datos brutos y desde 0,67
hasta 0,88 (media 0,77) tras ajustar por enertih to

Para analizar la validez del CFCA se calcularondosficientes de correlacion de
Pearson y los CCI entre el CFCA2 y la media detlosgistros dietéticos para los valores
medios de energia total, hidratos de carbono, imade grasas, AGM, AGP, AGS,
colesterol, fibra, acidos grasos omega-3 de ongarno y de origen no marino y acido
linolénico. Los resultados se muestran en la #l@a
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Tabla 4.8. Validez del CFCA: correlaciéon entre langesta de nutrientes en el CFCA2vy los 4
regitros dietéticos, en la poblacion del estudio VIBFRECO global.

Coeficiente correlacion Coeficiente correlacién
Pearson intraclase
Sin ajustar  Ajustado*  Sin ajustar  Ajustado*
Energia total 0,36 - 0,53 -
Carbohidratos 0,38 0,56 0,55 0,71
Proteinas 0,28 0,40 0,44 0,55
Grasas 0,47 0,46 0,63 0,62
AGS 0,52 0,61 0,68 0,75
AGM 0,51 0,44 0,67 0,61
AGP 0,43 0,42 0,60 0,60
Colesterol 0,37 0,23 0,54 0,37
Fibra 0,49 0,60 0,66 0,75
n-3 origen marino 0,33 0,32 0,49 0,49
n-3 origen no marino 0,36 0,37 0,50 0,52
Acido linolénico 0,37 0,39 0,52 0,55

AGS: &cidos grasos saturados; AGM: acidos grasosoimsaturados; AGP; acidos grasos
poliinsaturados? Indica ajustado por energia total

Los coeficientes de correlacion de Pearson obtsrpdea valorar la validez del CFCA
fueron desde 0,29 hasta 0,49 (media 0,39) en eld=$os datos brutos y desde 0,23 hasta
0,61 (media 0,42) tras ajustar por energia totak CCIl fueron desde 0,44 hasta 0,68
(media 0,56) para los datos brutos y desde 0,3 ltg85 (media 0,56) tras ajustar por
energia total. Por otro lado, para valorar la eaidlel CFCA para clasificar a los
individuos estudiados segun su ingesta, se clasificlos individuos en quintiles segun su
ingesta alimentaria y se comparo el grado en q@F€EA clasifica de forma erronéa con
respecto a como lo hace el registro dietético.c@damente, se calculo el porcentaje con
el gue el CFCAZ2 clasifica en el mismo o en el duadyacente al que lo hace la media de
los 4 registros dietéticos para los nutrientesdistios (energia total, hidratos de carbono,
proteinas, grasas, AGM, AGP, AGS, colestrol, fibracidos grasos omega-3 de origen
marino y de origen no marino y aciddinolénico). Los resultados mostraron que entre el
55y el 75% de los individuos (media 67,7%) fuectasificados en el mismo quintil o uno
adyacente por ambos métodos (Fernandez-Ballart dD2010).
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4.2.3 Estudio de asociacion entre polimorfismos en genes candidatos y
fenotipos intermedios de ECV.

En este apartado se exponen los resultados deeisocentre polimorfismos de genes
relacionados con metabolismo lipidico (APOE, CETPL, LIPC, ABCA1l, PONI1,
APOAl), obesidad (FTO), DMT2 (PPARG2, PPARGC1, TCH7 marcadores de
inflamacion (COX-2, IL-6) marcadores de estrés attid (CYBA) y otros como MTHFR,
y AMPK y fenotipos intermedios de ECV.

4.2.3.1 Caracteristicas de los participantes en el nodo de Valencia

En esta poblacion se incluyen los participantesutados en el nodo de Valencia
desde Junio de 2003 hasta Diciembre de 2008. Sparmde 1049 individuos (37,2%
hombres, 62,8% mujeres). Las caracteristicas amtwépicas y bioquimicas del total de
los individuos estudiados y comparando por sexasestran en la Tabla 4.9.

Tabla 4.9. Caracteristicas antropométricas y bioqumicas de la poblacion PREDIMED en el
nodo de Valencia y comparacién por sexo.

Poblacién total Hombres Mujeres
(n=1049) (n=390) (n=659)
Media = DS Media + DS Media = DS

Edad (afios) 67 + 6 66,4+ 7 67 +6
Peso (kg) 77,2+12,9 81,2+11,8 74,6 + 12,6*
IMC(kg/m ?) 30,8+5,1 29,5+3,9 31,3+5,3*
Cintura (cm) 103,8 +12,3 104,6 + 11,6 101,5 + 12,0%
PAS (mmHg) 147,8 + 49,0 146,7 + 21,6 147,8 +54,3
PAD (mmHg) 81,7+ 10,9 82,0+ 11,0 81,0 +10,7
CT (mg/dI) 207,8 + 40,9 198,0 + 37,5 211,1 + 40,9
c-LDL (mg/dI) 127,8 +37,4 122,6 + 36,7 130,2 + 37,4%
c-HDL (mg/dl) 53,2+ 13,6 48,2+11,8 55,6 + 14,1*
TG (mg/dl) 130,5 + 79,5 135,4 + 74,0 126,5 + 80,9
Glucosa (mg/dl) 122,2 + 40,6 126,1 + 41,2 116,7 + 38,5%

IMC: indice de masa corporal; PAS: presion artesistolica; PAD: presion arterial diastélica; CT:
colesterol total; c-LDL: colesterol ligado a lipopeinas de baja densidad; c-HDL.: colesterol ligado
a lipoproteinas de alta densidad; TG: triglicéridékdica P valor < 0,05, encontrdndose
diferencias estadisticamente significativas entelires y mujeres. Se emple6 una prueba T-
Student para comparar medias.
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La media de edad en hombres y en mujeres es 66467 + 6 afiosespectivamente.
Los hombres presentan un IMC menor que las mujen@sa medida de cintura y peso
mayor, encontrando diferencias estadisticamentefisgfivas. En cuanto a los niveles de
lipidos, las mujeres presentan mayor concentrad®rCT, c-LDL y c-HDL y menor
concentracién de glucosa que los hombres de fostadisticamente significativa.

Por otro lado, en la tabla 4.10 se muestran lesctaisticas clinicas de la poblacion.
Puesto que se trata de una poblacién con elevadgoricardiovascular la prevalencia de
HTA, DMT2, obesidad e hipercolesterolemia es aBa,4%, 47,4 %, 51,2 %, 74,2
respectivamente). Existe un mayor porcentaje demsijgue presentan HTA y obesidad y
antecedentes de Cl que de hombres, sin embargooparcion de hombres diabéticos es
mayor respecto a las mujeres de forma estadistitensignificativa. El 13,0 % de los
individuos incluidos en el estudio son fumadoresl 2,2% exfumadores. Los hombres
presentan un porcentaje mas elevado de fumadodes gxfumadores que las mujeres,
halldndose diferencias estadisticamente signiiaatiTambién se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en cuanto al pdagende sendentarios en hombres y
mujeres, siendo mayor en mujeres.

Tabla 4.10. Caracteristicas clinicas de la poblaci®REDIMED del nodo de Valencia.

Poblacion total Hombres Mujeres

(n=1049) (n=390) (n=659)

Hipertensos (%) 81,4 74,9 85,2*

Diabéticos (%) 47,4 52,3 41,0
Obesos(IMC > 30 kg/n) (%) 51,2 42,6 56*

Hipercolesterolémicos (%) 74,2 70,5 76,3

Antecedentes de CI (%) 21,5 14,9 25,3*
Fumadores (%) 13,0 25,7 4,2*
Exfumadores (%) 222 46,6 8,2%

Baja adherencia DM (%) 50,0 49,3 50,5

Sedentarios (%) 27,1 21,4 30,5*

Medicaciones

Hipolipemiante 49,7 49,3 49,9

HTA 65,1 58,6 68,8*

Insulia o ADO 455 422 57,8*

Cl: cardiopatia isquémica; HTA: Hipertension arterfeDO: Antidiadiabéticos orales. * Indica P
valor < 0,05. Se empled el test de Chi- Cuadrada pamparar porcentajes entre hombres y
mujeres.
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4.2.3.2 Estudio de asociacion entre polimorfismos en genes candidatos relacionados
con el metabolismo lipidico y fenotipos intermedios de ECV.

4.2.3.2.1 Polimorfismo E2/ E3 /E4 del gen de APOE

Para obtener los resultados, se agruparon los iblg@genotipos del polimorfismo
E2/E3/E4 de la siguiente manera: individuos E2EZX rB2E3 forman el grupo de
portadores del alelo E2, los individuos E3E3, motas del alelo E3 y los E3E4 mas
E4E4, portadores del alelo E4. Los individuos ERE3on excluidos.

Las frecuencias observadas en la poblacion topadrysexo, de cada uno de los tres
genotipos, se encuentran en la tabla 4.11.

Tabla 4.11. Frecuencias genotipicas del polimorfissnE2/E3/E4 del gen APOE en la poblacion
PREDIMED del nodo de Valencia y comparando por sexo

) Poblacion total Hombres Mujeres
Genotipos

(n=1019) (n=376) (n=643)

E2 (%) 10,6 11,4 10,1

E3 (%) 73,0 69,4 75,1

E4 (%) 16,4 19,1 14,8

Las frecuencias genotipicas se encuentran enleipitie Hardy-Weinberg (P=0,417).
No existen diferencias entre sexo en cuanto asiaifalicion del genotipo (P=0,121). Las
frecuencias alélicas obtenidas fueron: 0,059 par®B51 para E3 y 0,090 para E4.

En la tabla 4.12 se muestran los resultados ddisan@e asociacion entre el
polimorfismo E2/E3/E4 del gen de APOE y variablesr@gpométricas, presion arterial,
niveles plasmaticos de glucosa y de lipidos

Los individuos con el alelo E4 mostraron mayoresceatraciones de CT y c-LDL
gue los individuos con los alelos E3 y E2, siendto% ultimos los que menor nivel
presentaron. Se observa una tendencia lineal ésopsaoasos (P tendencia lineal <0,001 en
ambos casos). Sin embargo, los individuos conedd &2 mostraron mayores niveles de
glucosa y de TG que los E3 y E4, observandose éambia tendencia lineal (P tendencia
lineal=0,006 para glucosa; P tendencia lineal=0,04ea TG). La asociacion entre el
polimorfismo APOE vy niveles de lidipos y glucosarsmntiene tras ajustar por variables de
confusién (P=0,001 para CT, P<0,001 para c-LDL, 04D para TG y P=0,033 para
glucosa). Tras ajustar por concentracion de T@sdteiacion entre las variantes alélicas de
APOE vy concentracion de glucosa fue menos potdPt®,068) mostrando que dicha
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asociacion no es independiente del efecto del polismo de APOE sobre la
concentracion de TG.

Tabla 4.12 Variables antropométricas (edad, pesoMC, cintura), presion arterial (PAS,
PAD), niveles plasmaticos de glucosa y de lipidoST, c-LDL, c-HDL, TG) segln el genotipo

del polimorfismo E2/E3/E4 del gen de APOE en la pddcion PREDIMED del nodo de

Valencia.
E2 E3 E4 p!
(n=108) (n=744) (n=167)
Media + DS Media + DS Media = DS
Edad (afios) 68+7 67 +6 67 +6 0,090
Peso (kg) 751+12,7 76,6 +12,0 76,0 £12,0 0,449
IMC(kg/m ?) 29,9+ 4,4 30,4+4,4 30,1+4,4 0,367
Cintura (cm) 102,3+11,3 102,8+12,0 102,8+125 0,946
PAS (mmHg) 1489+224  1461+200 1459+19,1 0,404
PAD (mmHg) 82,4+10,9 81,4+ 10,6 80,5 + 10,2 0,334
Glucosa (mg/dI) 126,7+38,4  1193+394  113,5+33,7 0,022*
CT (mg/dl) 194,7+352 206,0+38,2  2139+41,1 <0,001**
c-LDL (mg/dI) 116,5+31,9 127,8+346  137,7+37,3 <0,001**
c-HDL (mg/dl) 53,3 14,1 52,7 +13,1 52,9 12,3 0,883
TG (mg/dl) 1335+650 128,1+66,4 1157 +57,5 0,022*

IMC: indice de masa corporal; PAS: presion artesisiolica; PAD: presion arterial diastdlica; CT:
colesterol total; c-LDL: colesterol ligado a lipopeinas de baja densidad; c-HDL.: colesterol ligado
a lipoproteinas de alta densidad; TG: triglicéridog valor de comparacién de medias en un
modelo no ajustado mediante una prueba ANOVA. valpr > 0,05 de comparacion de medias tras
ajustar por sexo, edad, IMC, (DMT2), HTA, tabacoheréncia a la dieta mediterranea, actividad
fisica y medicacion. **: p valor < 0,05 de compadacde medias tras ajustar por sexo, edad, IMC,
(DMT2), HTA, tabaco, adherencia a la dieta mediteea, actividad fisica y medicacion.

No se observé asociacion entre el polimorfismo ROE y la concentracion de c-
HDL, ni con el resto de variables estudiadas. Lesultados tampoco mostraron
heterogeneidad debido al sexo excepto en el cakis dés, ya que la asociacion del alelo
E2 con mayor concentracion de TG permanecio eSitaatfente significativa tras ajustar
por variables de confusion solo en hombres y nmgeres (Tabla 4.13).
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Tabla 4.13. Concentracién plasmatica de TG segun génotipo del polimorfismo E2/E3/E4 de
APOE en hombres y mujeres en la poblacion PREDIMEDRIel nodo de Valencia.

E2 E3 E4 pt
Media + DS Media + DS Media + DS

TG (mg/dL)
Hombres 148,8 + 68,8 135,9+ 73,9 115,0+57,1 0,041*
Mujeres 132,6 £ 60,8 123,9+61,8 116,2 £58,1 0,443

TG: triglicéridos: p valor de comparacién de medias en un modelajnstado mediante una
prueba ANOVA. *: p valor < 0,05 de comparacién dedis tras ajustar por edad, IMC, DMT2,
HTA, tabaco, adherencia a la dieta mediterrandwvjdad fisica y medicacion.

Por otro lado, dada la diferencia observada deniesles de glucosa, se estudio el
riesgo de DMT2 segun el genotipo. No se observaliferencias en las frecuencias
genotipicas entre diabéticos y no diabéticos (Diebs 12,2% E2, 71,2% E3, 16,6% E4;
No diabéticos: 9,2% E2, 74,9% E3, 15,9% E4; P=0,2blfalelo E2 mostré6 mayor riesgo
de DMT2 que el alelo E3 y E4 pero no se alcanzigiaificacion estadistica ajustando por
edad y sexo (alelo BE&s alelo E3 OR=1,28 1C95%(0,93-2,10) P=0,239; alekovEalelo
E4 OR=1,24 1C95% (0,75-2,05) P=0,369). La OR tampoe significativa al comparar el
alelo E3 frente al alelo E4 (OR=1,10 1C95% (0,724} P=0,584).

También, se estudio el riesgo de HTA asociado dimpdismo E2/E3/E4. Se
observaron diferencias estadisticamente signifiaatien las frecuencias genotipicas en
hipertensos y no hipertensos mostrando menor pnesial del alelo E2 y mayor
prevalencia del alelo E3 y E4 en hipertensos (H#psos: 9,2% E2, 74,1% E3, 16,7% E4;
No hipertensos: 15,3% E2, 69,8% E3, 14,8% E4; RHE),0rambién, se observd un efecto
protector del alelo E2 sobre la HTA frente a loslad E4 y E3. Sin embargo, no se
encontro diferencia en cuanto el efecto sobreesbo de HTA al comparar los alelos E4 y
E3. Los resultados se muestran en la tabla 4.54& Jjustar por concentracion de c-LDL,
el efecto protector del alelo E2 continud siendgnificactivo (Alelo E2vs Alelo E4
OR=0,53 1C95%(0,28-0,99) P=0,047 y Alelo #2Alelo E3 OR=0,53 1C95%(0,33-0,86)
P=0,011). No se observo heterogeneidad por ele®estas observaciones.

Tabla 4.14. Estudio del riesgo de HTA asociado abfimorfismo E2/E3/E4 del gen de APOE.

OR* IC95%** prxx
Alelo E2 vs Alelo E4 0,48 0,26-0,88 0,017
Alelo E2 vs Alelo E3 0,55 0,34-0,88 0,013
Alelo E3 vs Alelo E4 0,91 0,58-1,43 0,685

*OR: Odds Ratio ajustada por edad y sexo; **IC95%ervdlo de confianza al 95%:***P: p-valor < de
0,05 obtenido al calcular la OR mediante regresigfstica.
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Por otro lado, no se encontraron diferencias eiesos y no obesos, diabéticos y no
diabéticos, hipertensos y no hipertensos o0 hipest&lolémicos y no
hipercolesterolémicos.

4.2.3.2.2 Polimorfismos en el gen de CETP

Las frecuencias genotipicas de los polimorfismoglBay rs183130 del gen de la
CETP observadas en la poblacion total y por sexensuentran en la tabla 4.15.

Tabla 4.15 Frecuencias genotipicas del polimorfisrsoraqlB y rs183130 del gen CETP en la
poblacién PREDIMED del nodo de Valencia y comparand por sexo

Polimorfismo Genotipos Poblacién total Hombres Mujees
n=1021 n=380 n=641
TaqlB B1B1 (%) 37,9 38,7 37,4
B1B2 (%) 48,0 46,1 49,1
B2B2 (%) 14,1 15,3 13,4
n=1034 n=386 n=648
rs183130 CC (%) 52,8 54,4 51,9
CT (%) 39,8 36,5 41,8
TT (%) 7,4 9,1 6,3

Las frecuencias genotipicas del polimorfismo TagéBencuentran en equilibrio de
Hardy-Weinberg (P=0,577). No existen diferenciageesexo en cuanto a la distribucion
del genotipo (P=0,563). Las frecuencia alélic8tidue 0,619 y de B2 0,381.

En el caso del polimorfismo rs183130, las frecushgenotipicas se encuentran en
equilibrio de Hardy-Weinberg (P=0,163). No existhferencias entre sexo en cuanto a la
distribucion del genotipo (P=0,107). Las frecuenaldlica de C fue 0,727 y de T 0,273.
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Por otro lado, se mostré que los dos polimorfissm&ncuentran en desequilibrio de
ligamiento (Figura 4.3).

rs183130
rsv08272

P'<0,001

D’ =0,913
LOD=168,46
r’= 0,512
Distancia=4925

=
e

Figura 4.3. Variables y grafico de desequilibrio ddigamiento entre los polimorfismos TaqlB (rs70827Ry
rs183130 del gen de la CETP. P1: p-valor para compar las frecuencias genotipicas de ambos
polimorfismos mediante un test Chi-cuadrado; D": ceficiente de desequilibrio relativo al maximo; LOD:
logaritmo (base 10) de probabilidad de ligamientorgre dos loci; r*: coeficiente de correlacién entre los
dos loci; Distancia: distancia medida en pares dealse entre los loci.

En la tabla 4.16 se muestran los resultados ddisan@e asociacion entre el
polimorfismo TaqIB del gen de CETP y variables @pbmétricas, presion arterial, niveles
plasméticos de glucosa y de lipidos. Se observatem@dencia segun el genotipo en la
concentraccion de CT, c-LDL, c-HDL y TG, de mangue los individuos B2B2 presentan
mayores niveles de CT, c-LDL y ¢c-HDL y menores deé due los individuos B1B2 y
B1B1 (p tendencia lineal=0,001 para CT, p tendelvogal=0,010 para c-LDL, p tendencia
lineal<0,001 para c-HDL y p tendencia lineal=0,058ra TG). También, los datos
muestran diferencias estadisticamente significatarala PAS y PAD pero no se observa
una tendencia marcada por el genotipo (p tenddim=al=0,387, p tendencia lineal =
0,328 respectivamente). La asociacién observada ehpolimorfismo TaqlB de CETP y
los niveles de lipidos permaneci6 significatives tegustar por variables de confusion. No
se encontraron diferencias estadisticamente sigtiifas con respecto a las variables
antropométricas y la concentracion de glucosa.
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Tabla 4.16. Variables antropométricas (edad, pestMC, cintura), presion arterial (PAS,
PAD), niveles plasmaticos de glucosa y de lipiddST, c-LDL, c-HDL, TG) segun el genotipo
del polimorfismo TaqIB del gen de CETP en la poblaén PREDIMED del nodo de Valencia.

B1B1 B1B2 B2B2 p!
(n=387) (n=490) (n=144)
Media + DS Media = DS Media + DS

Edad (afios) 67 +6 67 +6 66 + 6 0,226
Peso (kg) 76,6 +11,8 76,4+12,1 76,0 +12.8 0,876
IMC(kg/m ?) 30,5+4,3 30,4+45 299+44 0,427
Cintura (cm) 103,8+11,9 1025+120 101,6 +11,5 0,104
PAS (mmHg) 148,7+21,2 1449+188  147,0+20,9 0,031
PAD (mmHg) 82,0+ 10,8 80,7 + 10,4 83,1+9,8 0,032
Glucosa (mg/dl) 117,7+350 120,4+39,8  121,0+43,6 0,531
CT (mg/dl) 203,9+40,3 2049+36,8 217,2+39,7 0,001*
c-LDL (mg/dI) 1276 +36,0 126,4+335  136,7+385 0,009**
c-HDL (mg/dl) 50,1 +12,7 53,7 +13,0 56,4 +13,3 <0,001**
TG (mg/dl) 132,7+659  124,1+657  121,2+60,4 0,031*

IMC: indice de masa corporal; PAS: presion artesisiolica; PAD: presion arterial diastdlica; CT:
colesterol total; c-LDL: colesterol ligado a lipopeinas de baja densidad; c-HDL.: colesterol ligado
a lipoproteinas de alta densidad; TG: triglicéridosp valor de comparacién de medias en un
modelo no ajustado mediante una prueba ANOVA. valpr > 0,05 de comparacion de medias tras
ajustar por sexo, edad, IMC, DMT2, HTA, tabaco, adheia a la dieta mediterranea, actividad
fisica y tratamiento hipolipemiante.**: p valor <08 de comparacion de medias tras ajustar por
sexo, edad, IMC, DMT2, HTA, dislipemia, tabaco, agheia a la dieta mediterranea, actividad
fisica y tratamiento hipolipemiante.

Por otro lado, al comparar por sexo, se encontedaswciacion entre la cintura y el
polimorfismo TaqgIB de la CETP en mujeres (P=0,028s que presentaban genotipo
B2B2 mostraban menores valores de cintura que B81B/ B1B1 observandose una
tendencia lineal (B1B1:103,3+12,0; B1B2: 101,2+18B2B2: 99,4+10,8 m; p tendencia
lineal=0,010). Las mujeres B2B2 también presentanemores valores de IMC que las
B1B2 y B1B1. Aunque las diferencias no alcazarasidaificacion estadistica (P=0,102) si
se observo una tendencia lineal (B1B1:31,2+4,5; B38,9+4,6; B2B2:30,0+4,6 Kg/?mp
tendencia lineal=0,033). En hombres, no se obsemvdiferencias en IMC y cintura segun
el genotipo (B1B1:29,3+3,7; B1B2:29,4+4,0; B2B2284,1 Kg/nf; P=0,650, p tendencia
lineal=0,354; B1B1:104,7+11,5; B1B2: 104,8+11,5;822 105,1+11,8 m; P=0,978, p
tendencia lineal=0,834). Dados los resultados ddiwen se estudio la posible interaccion
entre el sexo y el polimorfismo TaqgIB para deteamita cintura y el IMC pero dicha
interaccion no resultd estadisticamente signifieagn ningun caso (Pinteraccion=0,167
para la cintura, Pinteraccién=0,119 para IMC). Teémise estudio si la asociacion entre el
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polimorfismo TaqIB y cintura e IMC en mujeres deghiende la concentracién de c-HDL.
Tras ajustar, se observo que esta asociacion narraifue menos potente (P=0,087) y con
IMC desaperecio (P=0,291). Tanto en mujeres combta@nbres no se obtuvo una OR
estadisticamente significativa para el riesgo desiolad (OR=0,83 1C95%(0,60-1,15)
P=0,266; OR=1,06 1C95%(0,69-1,62) P=0,799, respamctente). No se encontraron
diferencias entre obesos y no obesos, diabético® ydiabéticos, hipertensos y no
hipertensos o hipercolesterolémicos y no hipertede&micos.

Por otra parte, en la tabla 4.17 también se muests resultados del analisis de
asociacion entre el polimorfismo rs183130 del gerC&TP y variables antropométricas,
presion arterial, niveles plasmaticos de glucoda pidos.

Tabla 4.17 Variables antropométricas (edad, pesoMC, cintura), presion arterial (PAS,
PAD), niveles plasmaticos de glucosa y de lipiddST, c-LDL, c-HDL, TG) segun el genotipo
del polimorfismo rs183130 del gen de CETP en la ptation PREDIMED del nodo de

Valencia.
cc CT TT p
(n=546) (n=412) (n=76)
Media + DS Media + DS Media + DS
Edad (afios) 67 + 6 67 +6 66 +7 0,308
Peso (kg) 76,2+ 12,5 76,7+ 11,6 76,1 +11,8 0,792
IMC(kg/m ?) 30,3+ 4,4 30,4+4.4 29,9+472 0,625
Cintura (cm) 102,8+12,4  103,1+11,5 101,4+11,1 0,552
PAS (mmHg) 147,5+20,5 1456+19,9 1442+182 0,219
PAD (mmHg) 81,5+10,9 81,1+10,3 83,3+9,3 0,261
Glucosa (mg/dl) 117,1+36,4 121,7+41,1  121,6 +40,3 0,162
CT (mg/dI) 205,0+39,8 2054+37,3 214,6+37,8 0,127
c-LDL (mg/dI) 1285+354 1265+345  1325+38,3 0,362
c-HDL (mg/dl) 51,2 +13,2 53,5+12,1 58,6 + 13,8  <0,001**
TG (mg/dl) 1285+ 64,4 126,7+659  117,6 + 64,6 0,400

IMC: Indice de masa corporal; PAS: presion artesisidlica; PAD: presion arterial diastdlica; CT:
colesterol total; c-LDL: colesterol ligado a lipopeinas de baja densidad; c-HDL.: colesterol ligado
a lipoproteinas de alta densidad; TG: triglicéridbsp valor de comparacién de medias en un
modelo no ajustado mediante unA prueba ANOVA. %igior > 0,05 de comparacion de medias
tras ajustar por sexo, edad, IMC, DMT2, HTA, tabaatherencia a la dieta mediterranea, actividad
fisica y tratamiento hipolipemiante.**: p valor <08 de comparacion de medias tras ajustar por
sexo, edad, IMC, DMT2, HTA, tabaco, adherencia aita mediterranea, actividad fisica y
tratamiento hipolipemiante.
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Se observa una asociacién entre los polimorfishi83%30 y los niveles de c-HDL
siendo éstos mayores a medida que aumenta el n@ealelos T (P<0,001, p tendencia
lineal<0,001). Dicha asociacion se mantuvo estadisente significativa tras ajustar
(P<0,001). No se encontré6 asociacidbn con ningurra @ariable. No se observo
heterogeneidad entre hombres y mujeres en lostadesl ni tampoco diferencias entre
obesos y no obesos, diabéticos y no diabéticoserteipsos y no hipertensos o
hipercolesterolémicos y no hipercolesterolémicos.

4.2.3.2.3 Polimorfismo Ser447X del gen de LPL

Las frecuencias genotipicas observadas en la pobleatal y por sexo se encuentran
en la tabla 4.18.

Tabla 4.18. Frecuencias genotipicas del polimorfisonSer447X del gen LPL en la poblacién
PREDIMED del nodo de Valencia y comparando por sexo

) Poblacion total Hombres Mujeres
Genotipos
(n=1028) (n=386) (n=642)
Serd47Ser (%) 73,1 69,7 75,1
Serd47X (%) 25,7 28,5 24,0
X447X (%) 1,3 1,8 0,9

Las frecuencias genotipicas se encuentran en laiuitle Hardy-Weinberg (P=0,06).
No existen diferencias entre sexo en cuanto aslailglicion del genotipo (P=0,114). Las
frecuencia alélica de Ser447 fue 0,859 y de 4@,241

En la tabla 4.19 se muestran los resultados ddisen@le asociacion entre el
polimorfismo Ser447X del gen de LPL y variablesrapbmétricas, presion arterial,
niveles plasméticos de glucosa y de lipidos. Debida escasa prevalencia del genotipo
X477X se agruparon heterozigotos e individuos camotjpo X477X para obtener mayor
potencia estadistica en los analisis realizados.

Los portadores del alelo 477X presentan menoresecraciones de TG y mayores
de c-HDL pero en ningun caso se alcanza la sigwiien estadistica. Sin embargo, se
observan diferencias estadisticamente significeirael peso segun el genotipo tanto en el
modelo crudo como ajustado. Los individuos portesiatel alelo 477X presentan mayor
peso que los homocigotos Ser477Ser. También peesardyor IMC (Pajustada=0,029).

Con ello se estudié el riesgo de obesidad asochdtelo 477X. Se observd que las
frecuencias diferian entre obesos y no obesos (@be39,4% Serd447Ser vs 30,6%
portadores del alelo 447X; no obesos: 76,2% Sem4v¥S 23,8% portadores del alelo
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447X; P=0,016). Ademas, los portadores del alel@X4mostraron mayor riesgo de
obesidad que los individuos Ser447Ser (OR=1,45%J3,10-1,95) P=0,008 tras ajustar

por edad y sexo).

Tabla 4.19. Variables antropométricas (edad, pestMC, cintura), presién arterial (PAS,
PAD), niveles plasmaticos de glucosa y de lipiddST, c-LDL, c-HDL, TG) segun el genotipo
del polimorfismo Ser447X del gen de LPL en la pobaén PREDIMED del nodo de Valencia.

Ser477Ser Ser477X + X477X P
(n=751) (n=277)

Media + DS Media + DS
Edad (afios) 67 +6 68 + 6 0,071
Peso (kg) 75,8+ 11,6 77,8+13,1 0,023**
IMC(kg/m ?) 30,2+4,3 30,7+45 0,068**
Cintura (cm) 102,5 + 11,9 103,2 £ 12,2 0,434
PAS (mmHg) 146,2 + 20,0 147,3 £ 20,3 0,435
PAD (mmHg) 81,1+10,3 82,2+11,2 0,151
Glucosa (mg/dl) 119,2 + 38,3 119,3 + 39,8 0,973
CT (mg/dI) 207,3+38,3 204,0 + 39,9 0,222
c-LDL (mg/dI) 129,1 +35,1 127,4 + 35,5 0,510
c-HDL (mg/dl) 52,6 +12,7 53,0+ 13,8 0,682
TG (mg/dl) 128,4 + 67,5 121,5 + 58,5 0,277

IMC: indice de masa corporal; PAS: presion artesistolica; PAD: presion arterial diastélica; CT:
colesterol total; c-LDL: colesterol ligado a lipopeinas de baja densidad; c-HDL.: colesterol ligado
a lipoproteinas de alta densidad; TG: triglicériiop valor de comparacién de medias en un
modelo no ajustado mediante una prueba T-Studept.valor > 0,05 de comparacién de medias
tras ajustar por sexo, edad, DMT2, tabaco y adb@&enla dieta mediterranea, actividad fisica. **:
p valor < 0,05 de comparacion de medias tras ajpstasexo, edad, DMT2, tabaco, adherencia a la
dieta mediterranea y actividad fisica.

Al analizar los resultados por sexo, se observdajasociacion entre el polimorfismo
con el peso y con IMC, asi como el aumento de giesgobesidad asociado al alelo 477X,
solo se mantuvo estadisticamente significativa dn caso de los hombres
(Ser447Ser:80,2+11,8; portador alelo 447X: 83,0¢1Kg; p=0,036 para el peso;
Ser447Ser:29,0+3,9; portador alelo 447X: 30,2+3g/n# p=0,006 para IMC; OR=2,05
IC95%(1,31-3.20) p=0,002). Las diferencias en elnpetro de la cintura quedaron en el
limite de la significacién estadistica (Ser4473¥3;9+11,6; portador alelo 447X:
106,2+11,4 m; p=0,078). En las mujeres no se sbsasociacién con el peso (P=0,558),
el IMC (P=0,431) y la cintura (P=0,524). Ademas, p@rtadoras del alelo 477X mostraron
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mayor riesgo de obesidad pero no se alcanzo ldisapion estadistica (OR = 1,17 IC95%
(0,82-1,69) P=0,386).

Tras observar las diferencias entre hombres y e estudio la posible interaccion
entre el polimorfismo Ser447X y el sexo para deteamel peso, el IMC y la cintura, pero
dicha interaccién no fue estadisticamente signifiaa(Pinteraccion=0,332 para peso,
Pinteraccion =0,258 para IMC, Pinteraccion =0,08&intura)

En cuanto a los resultados de TG y c-HDL, en andea®s los portadores del alelo
447X presentan menores concentraciones de TG yramge c-HDL pero en ningln caso
se alcanza la significacion estadistica. En laseresj las diferencias en la concentracion
del TG segun el genotipo se sittan al limite de significacion estadistica
(Ser447Ser:125,4+63,5; portador alelo 447X: 11338#5ng/dL; p=0,065). Los resultados
no variaron tras ajustar por variables de confusion

Por otro lado, no se encontraron diferencias eiesos y no obesos, diabéticos y no

diabéticos, hipertensos y no hipertensos 0 hipestalolémicos y no
hipercolesterolémicos.

4.2.3.2.4 Polimorfismo R219K del gen de ABCA1

Las frecuencias genotipicas observadas en la pobltatal y por sexo se encuentran
en la tabla 4.20.

Tabla 4.20. Frecuencias genotipicas del polimorfisotnrR219K del gen ABCAL en la poblacion
PREDIMED del nodo de Valencia y comparando por sexo

] Poblacion total Hombres Mujeres
Genotipos
(n=1034) (n=385) (n=649)
RR (%) 54,4 56,6 53,2
RK (%) 37,5 34,0 39,6
KK (%) 8,0 9,4 7,2

Las frecuencias genotipicas se encuentran enlaguitie Hardy-Weinberg (P=0,163).
No existen diferencias entre sexo en cuanto asiilalicion del genotipo (P=0,144). Las
frecuencia alélica de R fue 0,732 y de K 0,268.

En la tabla 4.21 se muestran los resultados ddisen@le asociacion entre el
polimorfismo R219K del gen de ABCA1 y variables rapbmétricas, presion arterial,
niveles plasmaticos de glucosa y de lipidos.
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Tabla 4.21. Variables antropométricas (edad, pestyC, cintura), presién arterial (PAS,
PAD), niveles plasmaticos de glucosa y de lipiddST, c-LDL, c-HDL, TG) segun el genotipo
del polimorfismo R219K del gen de ABCAL en la poblEén PREDIMED del nodo de Valencia.

RR RK KK p
(n=563) (n=388) (n=83)
Media = DS Media + DS Media = DS
Edad (afios) 67 + 6 67 +6 66 + 6 0,150
Peso (kg) 76,9+ 11,7 75,6 +12,4 75,3+12,0 0,232
IMC(kg/m ?) 30,5+ 4,4 30,2+ 4,4 29,3+4,1  0,040*
Cintura (cm) 103,3+11,6 102,4+12,3  100,3+12,0 0,106*
PAS (mmHg) 147,0+20,1  145,7+20,0 147,4+20,0 0,560
PAD (mmHg) 82,8+ 10,5 80,8+ 10,8 81,2 +10,0 0,339
Glucosa (mg/dl) 121,7+38,6  117,1+40,1  112,4+30,9 0,055*
CT (mg/di) 206,6 +38,0 204,3+405 212,1+36,1 0,251
c-LDL (mg/dI) 1296 +35,2  126,0+357  129,9+34,4 0,282
c-HDL (mg/dl) 51,8 +124 53,8+ 13,4 53,7 +15,3 0,050*
TG (mg/dl) 1249+63,5 127,0+66,3 142,0+69,7 0,081*

IMC: indice de masa corporal; PAS: presion artesistolica; PAD: presion arterial diastélica; CT:
colesterol total; c-LDL: colesterol ligado a lipopeinas de baja densidad; c-HDL.: colesterol ligado
a lipoproteinas de alta densidad; TG: triglicéridbsp valor de comparacién de medias en un
modelo no ajustado mediante una prueba ANOVA. valpr > 0,05 de comparacion de medias tras
ajustar por sexo, edad, (IMC), (DMT2), HTA, tabaadherencia a la dieta mediterranea, actividad
fisica y medicacion.*: p valor < 0,05 de compadexcide medias tras ajustar por sexo, edad, (IMC),
(DMT2), HTA, tabaco, adherencia a la dieta mediteea, actividad fisica y medicacion.

Los resultados muestran diferencias estadisticarsigmificativas seguin el genotipo
en la concentracion de c-HDL pero no en la de T@& homocigotos RR presentan
menores niveles de c-HDL con respecto a los hegotms y homocigotos KK, sin
embargo, no se alcanza una tendencia lineal (erddencia lineal=0,218). Al comparar
homocigotos RR frente a portadores de K, si seroehsediferencias estadisticamente
significativas en la concentracién de c-HDL (RR;8%12,4 mg/dLvs RK+KK: 53,8+13,7
mg/dL; P=0,014), incluso tras ajustar por varialesonfusion (P=0,031).

Ademds, los homocigotos RR presentan mayor IMC pge heterocigotos y
homocigotos KK. Se muestra un efecto lineal seglirgemotipo (p de tendencia
lineal=0,014). También se observa una tendenaallien la cintura en el mismo sentido (p
de tendencia lineal=0,042). Las diferencias sedge®otipo, en el caso de la glucosa se
encuentran en el limite de la significacion estaidis(P=0,055) y si se observa una
tendencia lineal (p de tendencia lineal=0,048). ibhds/iduos RR presentan mayor valor de
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glucosa que los heterocigotos y que los homocigékasTras ajustar los resultados por las
variables de confusion, solo se mantuvieron laarelifcias estadisticamente significativas
en el caso del IMC (Pajustada=0,043).

Tras la obtencion de estos resultados se estudiiesjo de DMT2 y obesidad
asociado al polimorfismo R219K. La prevalencia @da polimorfismo en diabéticos y no
diabéticos fue diferente (diabéticos: 58,8% RR2BARK, 7,0% KKvs no diabéticos
51,0% RR, 40,5% RK, 8,6% KK; p=0,043), mientras tpieliferencia en la prevalencia
entre obesos y no obesos quedd en el limite dgriisacion estadistica (obesos: 57,2%
RR, 36,7% RK, 6,1% KK/s no obesos 51,9% RR, 38,5% RK, 9,6% KK; p=0,06&yaP
obtener la OR se agruparon los portadores el &lsiacse compararon los individuos con
genotipo RR. El riesgo de DMT2 asociado al alelfu& de OR=0,73 1C95%(0,57-0,93)
P=0,012. Tras ajustar por edad y sexo, la OR d#b & permanece estadisticamente
significativa (OR=0,76 1C95%(0,59-0,97) P=0,030)ag ajustar por concentracion de c-
HDL, la OR se mantuvo significativa (OR=0,77 1C9%2160-0,99) P=0,045). Ademas, la
media de concentracion plasmatica de glucosa fummnen los portadores del alelo K que
en los individuos con genotipo RR (116,3 + 38,7dhg/s 121,7 + 38,6 mg/dL, p= 0,027)
(Figura 4.4).
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Figura 4.4. Niveles de glucosa en indiviuos con getipo RR y portadores del alelo K segun el
polimorfismo R219K de ABCA1 en la poblacién del esdio PREDIMED en el nodo de Valencia.

Los portadores del alelo K también mostraron meiesgo de desarrollar obesidad
pero de nuevo la asociacion ajustada por edado/qeedd en el limite de la significacion
estadistica (OR=0,79 1C95%(0,62-1,02) P=0,067).
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Al analizar los datos por sexo, se observé quélifasencias segun el genotipo en la
concentracion de glucosa, c-HDL, cintura e IMC ssdomantuvieron en mujeres (Tabla
4.22). Ademas, se detectd una interaccion gen*sgrodeterminaba el perimetro de la
cintura (Pinteraccién=0,001) que, tras ajustargomcentracién de c-HDL, continud siendo
significativa.

Tabla 4.22. Valores de concentracion de glucosaHBL, IMC y perimetro de cintura segun el
genotipo del polimorfismo R219K del gen de ABCA1 ehombres y mujeres en la poblacién
PREDIMED del nodo de Valencia.

RR RK KK P!
Media + DS Media + DS Media £ DS

Glucosa (mg/dL) %Pinteraccién gen*sex0=0,499

Mujeres 118,6 + 37,4 112,2 + 37,7 108,0 + 27,3 0,046

Hombres 126,9 + 40,0 126,8+42,9 118,3+34,8 0,519
c-HDL (mg/dL) *Pinteraccion gen*sexo=0,135

Mujeres 54,0+125 56,8 + 13,7 58,1+ 16,9 0,016

Hombres 48,1+11,4 47,9+ 10,5 47,8+10,4 0,978
IMC (Kg/m?) *Pinteraccién gen*sexo=0,079

Mujeres 31,3+4,6 30,4+45 29,7+45 0,016

Hombres 29,3+3,7 29,8+4,2 286 +34 0,259
Cintura (cm) %Pinteraccién gen*sexo=0,001

Mujeres 103,1+12,2 100,6 + 11,6 96,8 +11,5 0,001

Hombres 103,6 £ 10,7 106,1 + 13,0 105,5+ 10,8 0,162

IMC: Indice de masa corporal; c-HDL: colesterol tigaa lipoproteinas de alta densidag valor
de comparacién de medias obtenido mediante unab@rA®OVA. :? P interaccién obtenida
mediante andlisis multivariante.

También, solo en mujeres, se mostré6 menor riesg®M&2 asociado al alelo K
(OR=0,64 1C95%(0,46-0,88) P=0,005 en mujeres; O&3-0C95%(0,62-1,7) P=0,744 en
hombres) y menor riesgo de obesidad estadisticemsignificativo (OR= 0,67
1C95%0,48-0,90 p=0,009 en mujeres; OR=1,09 1C95%2(Q,65) P=0,693 en hombres).
En mujeres, tras ajustar por concentracion de csHRLOR para DMT2 y obesidad
continuo siendo estadisticamente significativa (OB IC95% (0,50-0,96) P=0,028; OR=
0,72 1C95%(0,52-0,99) P=0,044, respectivamente). $¢o encontr6 una interaccion
gen*sexo para DMT2 y obesidad (Pinteraccion=0,10Pjnteraccién=0,275,
respectivamente).
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Por otro lado, no se encontraron diferencias eiesos y no obesos, diabéticos y no
diabéticos, hipertensos y no hipertensos 0 hipest&lolémicos y no
hipercolesterolémicos.

4.2.3.2.5 Polimorfismo -514C/T del gen de la LH

Las frecuencias genotipicas observadas en la pobleatal y por sexo se encuentran
en la tabla 4.23.

Tabla 4.23. Frecuencias genotipicas del polimorfissn-514C/T del gen LIPC en la poblacion
PREDIMED del nodo de Valencia y comparando por sexo

) Poblacion total Hombres Mujeres
Genotipos
(n=1025) (n=382) (n=643)
CC (%) 62,7 62,8 62,7
CT (%) 33,1 32,2 33,6
TT (%) 4,2 5,0 3,7

Las frecuencias genotipicas se encuentran enlaiuitie Hardy-Weinberg (P=0,841).
No existen diferencias entre sexo en cuanto asfgitalicién del genotipo (P=0,600). Las
frecuencia alélica de C fue 0,793 y de T 0,207.

En la tabla 4.24 se muestran los resultados dedisen@le asociacion entre el
polimorfismo -514C/T del gen de LH y variables aptmétricas, presion arterial, niveles
plasméticos de glucosa y de lipidos. Debido a ¢tass prevalencia del genotipo TT, se
agruparon heterozigotos e individuos con genotifo para obtener mayor potencia
estadistica en los andlisis realizados.

No se encontraron diferencias estadisticamentéfisifivas segin el genotipo en
ninguna de las variables estudiadas tanto al egdlis andlisis en crudo como ajustados.
Tampoco al estudiar las diferencias entre obesus gbesos, diabéticos y no diabéticos,
hipertensos y no hipertensos o hipercolesterol&miam hipercolesterolémicos.

Sin embargo, al obtener los resultados segun el, sexobservo que en hombres los
portadores del alelo T mostraban mayor concenmad#dTG tras ajustar por variables de
confusién (CC 129,3 + 62,6 mg/dL CT+TT 143,3 + 8:@/dL; P sin ajustar=0,067, P
ajustada=0,029). También se observo que los podadiel alelo T presentaban mayor
PAS (CC 1459 + 18,9 mmHg, CT+TT 150,2 + 20,4 mg/#L sin ajustar=0,041, P
ajustada=0,045). Las diferencias con respecto a Rf@Bdaron en el limite de la
significacion estadistica (CC 81,5 + 10,9 mg/dL @T+83,3 £ 11,2 mg/dL P sin
ajustar=0,116, P ajustada=0,063).
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Tabla 4.24. Variables antropométricas (edad, pestyC, cintura), presion arterial (PAS,
PAD), niveles plasmaticos de glucosa y de lipiddST, c-LDL, c-HDL, TG) segun el genotipo
del polimorfismo -514C/T del gen de LH en la poblaén estudiada.

cC CT+TT p
(n=643) (n=382)
Media = DS Media = DS

Edad (afios) 67 + 6 67 +6 0,264
Peso (kg) 76,5+ 12,0 76,2+ 12,2 0,717
IMC(kg/m ?) 30,4+45 30,3+4,2 0,858
Cintura (cm) 102,9 + 12,0 102,8 + 11,9 0,946
PAS (mmHg) 145,8 + 20,0 148,0 + 19,7 0,088*
PAD (mmHg) 81,3+ 10,6 81,7+10,5 0,522
Glucosa (mg/dl) 118,5 + 36,9 120,8 + 41,8 0,369
CT (mg/di) 205,0 + 38,8 208,3+ 38,9 0,198*
c-LDL (mg/dI) 127,6 + 35,8 129,2 + 34,4 0,488
c-HDL (mg/dl) 52,4+13,3 53,4+12,6 0,258*
TG (mg/dl) 124,9 + 62,1 131,2 +70,1 0,246*

IMC: indice de masa corporal; PAS: presion artesistolica; PAD: presion arterial diastélica; CT:
colesterol total; c-LDL: colesterol ligado a lipopeinas de baja densidad; c-HDL.: colesterol ligado
a lipoproteinas de alta densidad; TG: triglicéridbsp valor de comparacién de medias en un
modelo no ajustado mediante un prueba T-Studeptv&lor > 0,05 de comparacion de medias tras
ajustar por sexo, edad, IMC, DMT2, HTA, tabaco, adheia a la dieta mediterranea, actividad
fisica y medicacién.**: p valor < 0,05 de compagecide medias tras ajustar por sexo, edad, IMC,
DMT2, HTA, tabaco, adherencia a la dieta meditezeamctividad fisica y medicacion.

4.2.3.2.6 Polimorfismo -75G/A del gen de la APOA1

Las frecuencias genotipicas observadas en la poblaatal y por sexo se encuentran
en la tabla 4.25.

Las frecuencias genotipicas se encuentran en laduitie Hardy-Weinberg (P=0,960).
No existen diferencias entre sexo en cuanto aslilalicion del genotipo (p=0,319). Las
frecuencia alélica de G fue 0,828 y de A0,172.
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Tabla 4.25. Frecuencias genotipicas del polimorfistn-75G/A del gen APOAL en la poblacién

PREDIMED del nodo de Valencia y comparando por sexo

) Poblacion total Hombres Mujeres
Genotipos
(n=1011) (n=377) (n=634)
GG (%) 68,6 71,4 67,0
GA (%) 28,4 26,3 29,7
AA (%) 3,0 2,4 3,3

En la tabla 4.26 se muestran los resultados ddisen@le asociacion entre el
polimorfismo -75G/A del gen APOAL y variables apibmétricas, presion arterial, niveles
plasméticos de glucosa y de lipidos. Debido a tases prevalencia del genotipo AA, se
agruparon los portadores del alelo A para obtergompotencia estadistica.

Tabla 4.26. Variables antropométricas (edad, pestMC, cintura), presion arterial (PAS,
PAD), niveles plasmaticos de glucosa y de lipiddST, c-LDL, c-HDL, TG) segun el genotipo
del polimorfismo -75G/A de APOAL en la poblacion PEDIMED del nodo de Valencia

GG GA+AA Pt
(n=694) (n=317)
Media + DS Media + DS
Edad (afios) 67 +6 67 +6 0,511
Peso (kg) 76,5+ 12,1 75,9+ 11,7 0,399
IMC(kg/m ?) 30,3+4,3 30,3+4,6 0,995
Cintura (cm) 103,0 +12,1 102,0+ 11,3 0,197
PAS (mmHg) 146,7 19,5 146,1 + 21,2 0,689
PAD (mmHg) 81,5+ 10,4 81,4+10,9 0,860
Glucosa (mg/dl) 118,4 + 38,4 121,8 + 39,8 0,204
CT (mg/dl) 208,1+ 38,9 203,7 + 38,2 0,098*
c-LDL (mg/dI) 130,5 + 35,1 124,9 + 34,5 0,020%*
c-HDL (mg/dl) 52,5+12,9 53,2+ 13,1 0,428
TG (mg/dl) 127,2 + 65,1 127,3 + 66,5 0,985

IMC: Indice de masa corporal; PAS: presion artesiatolica; PAD: presion arterial diastolica; CT:
colesterol total; c-LDL: colesterol ligado a lipopeinas de baja densidad; c-HDL: colesterol ligado
lipoproteinas de alta densidad; TG: triglicéridog valor de comparacién de medias en un modelo no
ajustado mediante un prueba T-Student. *: p val@,05 de comparacion de medias tras ajustar por
sexo, edad, IMC, DMT2, HTA, tabaco, adherencia adieta mediterranea, actividad fisica y
tratamiento hipolipemiante.**; p valor < 0,05 dengmaracion de medias tras ajustar por sexo, edad,
IMC, DMT2, HTA, tabaco, adherencia a la dieta mediieea, actividad fisica y tratamiento
hipolipemiante.
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Los resultados muestran diferencias estadisticansghificativas con respecto a la
concentracion de c-LDL segun el genotipo tantonaliaar los resultados en crudo como
ajustados. Los portadores del alelo A presentaroresrconcentraciones de c-LDL. Las
medias de las demas variables analizadas, entre @llc-HDL, son semejantes entre
grupos. No se observo heterogeneidad en los rdeslentre hombres y mujeres, ni entre
obesos y no obesos, diabéticos y no diabéticoserteigsos y no hipertensos o
hipercolesterolémicos y no hipercolesterolémicos.

4.2.3.2.7 Polimorfismo Q192R del gen de PON1

Las frecuencias genotipicas observadas en la poblaatal y por sexo se encuentran
en la tabla 4.27.

Tabla 4.27. Frecuencias genotipicas del polimorfistnQ192R del gen PON1 en la poblacion
PREDIMED del nodo de Valencia y comparando por sexo

) Poblacion total Hombres Mujeres
Genotipos
(n=1002) (n=365) (n=637)
QQ (%) 41,6 37,0 44,3
QR (%) 44,0 48,5 41,4
RR (%) 14.4 14,5 14,3

Las frecuencias genotipicas se encuentran en laguilde Hardy-Weinberg (P=
0,177). No existen diferencias entre sexo en cuant@a distribucion del genotipo
(p=0,061). Las frecuencias alélicas obtenidas fued@®35 para Q192 y 0,365 para 192R.

En la tabla 4.28 se muestran los resultados dedisan@e asociacion entre el
polimorfismo Q192R del gen de PONL1 y variables agpamétricas, presion arterial,
niveles plasméaticos de glucosa y de lipidos

Los individuos con genotipo QQ mostraron mayoreglas de c-HDL que los
individuos QR y RR, que presentaron los niveles ba&jes, observandose una tendencia
lineal (p de tendencia lineal=0,008). Tras ajuptarvariables de confusién se mantuvo la
significacion estadistica (P=0,046). También seenMason diferencias estadisticamente
significativas en la concentracion de CT seguneglogjpo pero no se observé tendencia
lineal (P=0,119) y tras ajustar no se alcanzédaiitacion estadistica (P=0,088).
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Tabla 4.28. Variables antropométricas (edad, pestMC, cintura), presion arterial (PAS,
PAD), niveles plasmaticos de glucosa y de lipiddST, c-LDL, c-HDL, TG) segun el genotipo
del polimorfismo Q192R del gen de PONL1 en la pobleim PREDIMED del nodo de Valencia.

QQ QR RR p
(n=417) (n=441) (n=144)
Media + DS Media + DS Media = DS

Edad (afios) 67 +6 67 +6 66 + 6 0,360
Peso (kg) 75,7+ 12,0 77,0+11,9 76,2+122 0,289
IMC(kg/m ?) 30,3+4,5 30,5+4,4 30,5+4,2 0,790
Cintura (cm) 103,1+12,2  103,1+11,3 101,7+13,0 0,456
PAS (mmHg) 146,8 +21,4 1463+196  1443+177 0,475
PAD (mmHg) 81,3+ 10,8 81,3+ 10,2 81,4 +10,9 0,992
Glucosa (mg/dl) 119,0+39,2  120,7+38,1  118,0+41,7 0,725
CT (mg/dl) 210,6 +37,7 204,4+38,0 204,6+40,5 0,048*
c-LDL (mg/dI) 131,4+344 1263+353  129,3+37,2 0,122
c-HDL (mg/dl) 53,5+ 13,1 52,5+ 13,0 50,1+ 10,6 0,029*
TG (mg/dl) 127,2+64,1  1281+67,5 121,9+56,1 0,865

IMC: indice de masa corporal; PAS: presion artesisiolica; PAD: presion arterial diastdlica; CT:
colesterol total; c-LDL: colesterol ligado a lipopeinas de baja densidad; c-HDL.: colesterol ligado
a lipoproteinas de alta densidad; TG: triglicérido® valor de comparacién de medias en un
modelo no ajustado mediante una prueba ANOVA®*: orva 0,05 de comparacién de medias tras
ajustar por sexo, edad, IMC, DMT2, HTA, tabaco, adheia a la dieta mediterranea, actividad
fisica y tratamiento hipolipemiante. **: p valorGs05 de comparacion de medias tras ajustar por
sexo, edad, IMC, DMT2, HTA, tabaco, adherencia alieta mediterranea, actividad fisica y
tratamiento hipolipemiante.

Por otro lado, se observaron diferencias entredtiads y no diabéticos (Figura 4.5) y
obesos y no obesos (Figura 4.6). La concentraaderidDL fue menor en diabéticos que
en no diabéticos (50,0 + 11,8 mg/dL vs 54,6 + 18gldL; P<0,001) y en obesos que en no
obesos (51,5 £ 11,7 mg/dL vs 53,8 + 13,8 mg/dL;,B86). Se observo que los niveles de
c-HDL se asociaban con el polimorfismo Q192R, Umieate en individuos no diabéticos y
no obesos. En estos grupos se observo un efectpotlelorfismo, de modo que los
individuos con genotipo RR monstraban menor comaeidin de c-HDL que los QR y los
QQ (no diabéticos: QQ 56,0 + 14,0 mg/dL, QR 54,249 mg/dL, RR 51,7 + 10,2 mg/dL
P=0,044; no obesos QQ 55,4 + 14,0 mg/dL, QR 534,1 mg/dL, RR 50,5 + 11,2 mg/dL
P=0,040). Sin embargo, en diabéticos y obesos paamntré dicha asociacion (diabéticos:
QQ 50,5 £ 11,2 mg/dL, QR 50,2 + 12,6 mg/dL, RR 48,10,9 mg/dL P=0,398; obesos
QQ 51,8 + 12,0 mg/dL, QR 51,9 + 11,9 mg/dL, RR 49,80,3 mg/dL P=0,325). La
interaccion no fue significativa en ningun casoirfieraccion Q192-PON1* DMT2 =
0,618, P interaccién Q192-PON1* obesidad = 0,337).
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Figura 4.5. Niveles de c-HDL en diabéticos y no digicos segun el genotipo del polimorfismo Q192R. (P
p-valor de comparacion de medias mediante una pru@bANOVA; Ptend: p-valor obtenido de una
prueba de tendencia lineal entre genotipos).
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Figura 4.6. Niveles de c-HDL en obesos y no obesegin el genotipo del polimorfismo Q192R. (P: p-
valor de comparacion de medias mediante una prueb&NOVA; Ptend: p-valor obtenido de una prueba
de tendencia lineal entre genotipos).

Por otro lado, se observa que la concentraciénHiBlces mayor en individuos QQ y
QR diabéticos que no diabéticos y, sin embargane@iniduos RR no existen diferencias
entre ambos grupos. Entre obesos y no obesosssien diferencias en los individuos
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QQ y no en individuos con genotipo QR y RR. El@l@l parece ser mas susceptible, en su
efecto sobre la concentracion de c-HDL, al estadtabdlico generado por la DMT2 o la
obesidad (Tabla 4.29).

Tabla 4.29. Diferencia en la concentracion de c-HDkegun el genotipo del polimorfismo
Q192R del gen de PON1 al comparar diabéticos y naeadbéticos y obesos y no obesos en la
poblacién del nodo de Valencia del estudio PREDIMED

DMT2 No DMT2 p! Obesos  No obesos P2
Media + DS Media + DS Media + DS Media + DS
c-HDL mg/di
QQ 50,5+11,2 56,0 £ 14,0 <0,001 51,8+12,0 554061 0,005
QR 50,2+ 12,6 542+129 0,002 51,9+119 53,1414 0,340
RR 48,1 +10,9 51,7+ 10,2 0,075 496 +10,3 505211 0,608

c-HDL: colesterol ligado a lipoproteinas de altmsidad; DMT2:Diabetes mellitus tipo 2;p valor de
comparacién de medias entre diabéticos y no dimisétnediante un prueba T-Studentp valor de
comparacion de medias entre obesos y no obesoamedina prueba T-Student.

No se encontraron diferencias entre hipertensos @ Iipertensos o
hipercolesterolémicos y no hipercolesterolémicos.

4.2.3.3 Estudio de asociacion entre polimorfismos en genes candidatos relacionados
con la obesidad y fenotipos intermedios de ECV.

En este apartado se analizaran los polimorfism@@38609, rs1861868 y rs3751812
localizados en el gen de FTO.

Las frecuencias genotipicas de los tres polimodsobservadas en la poblacion total
Y por sexo se encuentran en la tabla 4.30. Lasdresias genotipicas de los polimorfismos
rs9939609, rs1861868 y rs3751812 se encuentraeqeilibrio de Hardy-Weinberg
(P=0,622, P=0,588 y P=0,979 respectivamente). Nsteex diferencias entre sexo en
cuanto a la distribucién del genotipo en ningunocés=0,310, P=0,110 y P=0,675
respectivamente). Las frecuencia alélicas fuefof?,565 y A 0,435 para el polimorfismo
rs9939609, G 0,556 y A 0,444 para rs1861868 y58Dy T 0,436 para rs3751812.
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Tabla 4.30. Frecuencias genotipicas de los polimaios rs9939609, rs1861868 y rs3751812
del gen FTO en la poblacion PREDIMED del nodo de Mancia y comparando por sexo.

Polimorfismo Genotipos Poblacion total Hombres Mujees
n=1031 n=384 n=647
TT (%) 32,3 34,1 31,2
r$9939609 TA (%) 48,4 453 50,2
AA (%) 19,3 20,6 18,5
n=841 n=321 n=520
GG (%) 30,4 30,2 30,6
rs1861868 GA (%) 50,3 53,9 48,1
AA (%) 19,3 15,9 21,3
n=833 n=317 n=516
GG (%) 31,8 31,2 32,2
rs3751812 GT (%) 49.2 483 498
TT (%) 19,0 20,5 18,0

Por otro lado, se mostro que los polimorfismos 38889 y rs3751812 se encuentran
en fuerte desequilibrio de ligamiento y sin embaggtos dos polimorfismos con respecto
a rs1861868 muestran un desequilibrio de ligamidétil (Figura 4.7).
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Figura 4.7. Variables y grafico de desequilibrio deligamiento entre los polimorfismos rs1861868,
rs3751812 y rs9939609 del gen de la FTO. P1: p-valpara comparar las frecuencias genotipicas de
ambos polimorfismos mediante un test Chi-cuadrado,D": coeficiente de desequilibrio relativo al
méximo; LOD: logaritmo (base 10) de probabilidad deligamiento entre los loci;  coeficiente de
correlacion entre los dos loci; Distancia: distane medida en pares de bases entre los loci.
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En las tablas 4.31, 4.32 y 4.33 se muestran lagtae®s del analisis de asociacion
entre los polimorfismos rs9939609, rs1861868 y $4812 del gen FTO y variables
antropométricas, niveles plasmaticos de glucosa yeBpectivamente.

Tabla 4.31. Variables antropométricas (edad, pestiC, cintura), niveles plasmaticos de
glucosa y TG segun el genaotipo del polimorfismo r839609 del gen de FTO en la poblacién
PREDIMED del nodo de Valencia.

T TA AA P!
(n=333) (n=499) (n=199)
Media + DS Media = DS Media + DS

Edad (afios) 67 +6 67 +6 67 +6 0,508
Peso (kg) 76,4+ 11,7 76,1+ 12,0 76,7 12,0 0,811
IMC(kg/m ?) 30,2+4,0 30,3+4,6 30,4+4,6 0,913
Cintura (cm) 102,7+12,2 102,6+11,7 103,4+12,0 0,724
Glucosa (mg/dl) 119,7+38,8  118,9+385  120,4+38,7 0,893
TG (mg/dl) 126,1+59,6  127,8+66,1  128,0+71,7 0,924

IMC: indice de masa corporal; TG: triglicériddsp valor de comparacién de medias en un modelo
no ajustado mediante una prueba ANOVA.

Tabla 4.32. Variables antropométricas (edad, pestVC, cintura), niveles plasmaticos de
glucosa y TG segun el genaotipo del polimorfismo r861868 del gen de FTO en la poblacién
PREDIMED del nodo de Valencia.

GG GA AA p
(n=256) (n=423) (n=162)
Media + DS Media = DS Media + DS

Edad (afios) 68+ 6 67 +6 67 +6 0,776
Peso (kg) 76,6 +11,5 76,7+12,3 76,2 +11,3 0,896
IMC(kg/m ?) 30,6 +4,3 30,3+4,4 30,3+4,3 0,640
Cintura (cm) 1050+11,2 103,0+11,5 103,3+128 0,103*
Glucosa (mg/dl) 122,4+41,0 121,3+38,6  121,0+40,3 0,918
TG (mg/dl) 1292 +64,6  126,8+63,0 128,0+69,9 0,851

IMC: indice de masa corporal; TG: triglicériddsp valor de comparacién de medias en un modelo
no ajustado mediante una prueba ANOVA. *: p val@,05 de comparacion de medias tras ajustar
por sexo, edad, DMT2, tabaco, adherencia a la dietditerranea y actividad fisica. **: p valor <

0,05 de comparacion de medias tras ajustar por, sghaml, DMT2, tabaco, adherencia a la dieta

mediterranea y actividad fisica.
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Tabla 4.33 Variables antropométricas (edad, pesoMC, cintura), niveles plasmaticos de
glucosa y TG segun el genotipo del polimorfismo r§51812 del gen de FTO en la poblacién
PREDIMED del nodo de Valencia.

GG GT TT p
(n=265) (n=410) (n=158)
Media = DS Media + DS Media = DS
Edad (afios) 67 + 6 67 +6 68 +6 0,616
Peso (kg) 76,9+ 12,0 76,9+12,1 77,0+120 0,995
IMC(kg/m ?) 30,4 +4,0 30,5+4,6 30,8+4,3 0,717
Cintura (cm) 1040+124 103,6+11,6 1051+10,9 0,423
Glucosa (mg/dl) 121,6+38,4  120,7+38,7  120,6 +39,8 0,950
TG (mg/dl) 126,2+59,8 127,4+62,9 133,0+75,3 0,877

IMC: indice de masa corporal; TG: triglicériddsp valor de comparacién de medias en un modelo
no ajustado mediante una prueba ANOVA.

Ninguno de los tres polimorfismos se asocié coniabés antropométricas
relacionadas con obesidad como peso, cintura o IM@poco se encontraron diferencias
estadisticamente significativas segun el genotiporespecto a los niveles plasméticos de
glucosa y TG. Al comparar por sexo no se observérbgeneidad por sexo. Tampoco se
encontraron diferencias entre obesos y no obemititos y no diabéticos, hipertensos y
no hipertensos o hipercolesterolémicos y no higesterolémicos.

Por otro lado, se estudi6 el riesgo de obesidaciadm a los polimorfismos
seleccionados del gen de la FTO. Para ello, sepagrn los portadores del alelo A en el
caso de los polimorfismos rs9939609 y rs1861868el alelo T del polimorfismo
rs3751812 y se compararon frente a los homocigahvgjes. Tras realizar los analisis, no
se encontraron diferencias entre las frecuenciastipécas en obesos y no obesos en
ningiin caso. Tampoco los polimorfismos estudiadostraron un riesgo de obesidad
estadisticamente significativo. En la tabla 4.3gresentan los resultados.

De igual modo, también se estudié el riesgo de D& tampoco se obtuvieron
diferencias entre las frecuencias genotipicas abéticos y no diabéticos (P=0,448 para
rs9939609, P=0,602 para rs1861868 y P=0,957 p8#b1812) y no se observé mayor
riesgo de DMT2 en los portadores del alelo minddtaente a los individuos homocigotos
salvajes en ningun caso (OR=1,15 1C95%(0,88-1,50,309 para rs9939609, OR=0,91
IC95%(0,67-1,22) p=0,518 para rs1861868 y OR=1{035%6(0,76-1,39) p=0,860 para
rs3751812).
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Tabla 4.34. Andlisis del riesgo de obesidad seguingenotipo de los diferentes polimorfismos
del gen de FTO en la poblacion PREDIMED del nodo d¥alencia.

Polimorfismo Genotipo
TT (%) TA (%) AA (%) .
No obesos 31,9 50,0 18,1 =0,492
r$9939609  Opesos 323 46,9 20,8
OR= 0,97 (0,74-1,27) p=0,821
GG (%) GA (%) AA (%)
rs1861868 No obesos 28,8 52,8 18,4 99,503
Obesos 31,0 48,7 20,3
OR= 0,91 (0,67-1,23) p=0,534
GG (%) GT (%) TT (%)
rs3751812  No obesos 32,2 50,5 17,3 49,528
Obesos 31,4 46,9 20,8
OR= 1,05 (0,78-1,41) p=0,771

P1: p valor de comparacién de frecuencias genaspinitre obesos/ no obesos obtenido mediante wn tes
Chi-Cuadrado. OR: valor de odds ratio referido a logggores del alelo minoritario con respecto al
genotipo homocigoto mas prevalente, ajustado pad gdsexo obtenida mediante regresién logisticaeEn
paréntesis se incluye el intervalo de confianz®5# y p-valor obtenido al calcular la OR mediante
regresion logistica.

4.2.3.4 Estudio de asociacion entre polimorfismos en genes candidatos relacionados
con el DMT2 y fenotipos intermedios de ECV.

En este apartado se estudian los polimorfismos ZAlaldel gen de PPARG2,
Gly482Ser del gen de PPARGCL1 y las variantes loaddis en el gen de TCF7L2.

4.2.3.4.1 Polimorfismo Pro12Ala del gen de PPARG2

Las frecuencias genotipicas observadas en la pobltatal y por sexo se encuentran
en la tabla 4.35. Las frecuencias genotipicas smiestran en equilibrio de Hardy-
Weinberg (P=0,173). No existen diferencias entreo sen cuanto a la distribucién del
genotipo (P=0,521). Las frecuencia alélica de Pfag 0,910 y de 12Ala 0,090.

Tabla 4.35. Frecuencias genotipicas del polimorfistnlPro12Ala del gen PPARG2 en la
poblacién PREDIMED del nodo de Valencia y comparand por sexo.

) Poblacion total Hombres Mujeres
Genotipos
(n=1040) (n=387) (n=653)
Pro12Pro (%) 83,2 82,4 83,6
Prol2Ala (%) 15,7 16,8 15,0
Alal2Ala (%) 1,2 0,8 1,4
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En la tabla 4.36 se muestran los resultados ddisan@e asociacion entre el
polimorfismo Prol2Ala del gen PPARG2 y variableg@pométricas, niveles plasmaticos
de glucosa y de lipidos. Debido a la escasa pnesialelel genotipo AlaAla se agruparon
heterozigotos e individuos con genotipo AlaAla paloéener mayor potencia estadistica en
los analisis realizados.

Tabla 4.36 Variables antropométricas (edad, pesoMC, cintura), niveles plasmaticos de
glucosa y de lipidos (CT, c-LDL, c-HDL, TG) segunlegenotipo del polimorfismo Prol12Ala del
gen PPARG?2 en la poblacion PREDIMED del nodo de Vahcia

Prol12Pro Prol2Ala+Alal2Ala p!
(n=865) (n=175)
Media + DS Media + DS
Edad (afios) 67 +6 67 +6 0,782
Peso (kg) 76,5+ 12,0 75,7+ 12,4 0,435
IMC(kg/m ?) 30,4+4.4 30,0+4,3 0,297
Cintura (cm) 102,8 + 12,0 102,4 + 11,9 0,686
Glucosa (mg/dl) 120,1 + 39,2 114,9 + 35,3 0,112*
CT (mg/dI) 205,4 + 39,0 208,4 + 37,6 0,359
c-LDL (mg/dI) 127,5 + 35,2 130,9 + 35,5 0,259
c-HDL (mg/dl) 52,9+13,1 51,7+12,2 0,281
TG (mg/dl) 127,8 + 66,8 123,1 + 55,0 0,684

IMC: indice de masa corporal; CT: colesterol total;ll_: colesterol ligado a lipoproteinas de baja
densidad; c-HDL: colesterol ligado a lipoproteidasalta densidad; TG: triglicéridas.p valor de
comparacion de medias en un modelo no ajustadcamtediin prueba T-Student. *: p valor > 0,05
de comparacion de medias tras ajustar por sexa, é6lC, adherencia a la dieta mediterranea,
actividad fisica y tratamiento con insulina o aiaficticos orales. **: p valor < 0,05 de
comparacion de medias tras ajustar por sexo, db#d, adherencia a la dieta mediterranea y
actividad fisica, tratamiento con insulina o aratiditicos orales.

Los portadores del alelo 12Ala mostraron menor eotracion de glucosa pero no se
alcanz6 la significacion estadistica tanto al a@aalios resultados en crudo (P=0,112),
como al ajustar por variables de confusion (P=0,188s portadores del alelo 12Ala
tampoco presentaron menor riesgo de DMT2 (OR=0®25% (0,66-1,29) P=0,636
ajustado por edad y sexo).

Por otra parte, los portadores del alelo 12Ala raosh menores niveles de PAD que
los individuos con genotipo Pro12Pro (Prol12Pro=81076; portador alelo 12Ala: 79,5+9,9
mmHg; P=0,013). Con respecto a la PAS se obserwdseho efecto pero las diferencias
no son estadisticamente significativas (P=0,238)efbargo, no se observé menor riesgo
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de HTA asociado al alelo 12Ala (OR=0,82 IC95% (€1583) P= 0,339 ajustado por edad
y Sexo).

Al comparar por sexo, los resultados son homogémeosuanto a las variables
antropomeétricas, de glucosa y lipidos. Sin embaggahombres, el alelo 12Ala se asocio
con menores niveles de PAS (Prol2Pro:148,7+19,tagar alelo 12Ala: 141,2+18,8
mmHg; P=0,005) y PAD (Prol12Pro:82,6+10,9; portad@o 12Ala: 79,1+11,1 mmHg;
P=0,019) (Figura 4.8). Tras ajustar por edad, DMWVR; y tratamiento para la HTA se
mantuvo la significacion estadistica (P=0,031 pB&S; P=0,026 para PAD). Dicha
asociacion no se encontré en mujeres (P=0,534 ylP&0@espectivamente). Sin embargo,
tras analizar la interaccion entre el polimorfisRro12Ala y el sexo para determinar PAS y
PAD, solo se alcanzé la significacion estadisticeekecaso de PAS (P=0,011 para PAS;

P=0,251 para PAD).

150+ p=0,005 84+ p=0,019
821
1451 _ 80]
T T
£ 140 £ i
2 2
& 1351 8 744
724
130 ‘ ‘ 70 ‘ ‘
Prol2Pro  portador 12Ala Pro12Pro portador 12Ala

Figura 4.8. Niveles de presion arterial sistélicaRAS) y de presién arterial diastélica (PAD) seglnle
polimorfismo Prol2Ala del gen de PPARG2 en hombrede la poblacion PREDIMED en el nodo de

Valencia.

En ambos sexos, los portadores del alelo 12Alaestraron menor riesgo de HTA
(OR=0,80 1C95% (0,44-1,44) P= 0,458 en hombres; @841C95%(0,49-1,47) P= 0,535
en mujeres).

Por otro lado, no se encontraron diferencias eiesos y no obesos, diabéticos y no
diabéticos, hipertensos y no hipertensos o hipesteiolémicos y no hipercolesterolémicos
en cuanto a la asociacion del polimorfismo Prol2édm variables antropomeétricas,

presién arterial, glucosa y lipidos.
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4.2.3.4.2 Polimorfismo Gly482Ser del gen de PPARGC1

Las frecuencias genotipicas observadas en la poblaatal y por sexo se encuentran
en la tabla 4.37.

Tabla 4.37. Frecuencias genotipicas del polimorfistnGly482Ser del gen PPARGCL1 en la
poblacién PREDIMED del nodo de Valencia y comparand por sexo.

) Poblacion total Hombres Mujeres
Genotipos

(n=1040) (n=388) (n=652)

Gly482Gly (%) 38,4 38,9 38,0

Gly482Ser (%) 46,3 43,0 48,2

Ser482Ser (%) 15,4 18,0 13,8

Las frecuencias genotipicas se encuentran en laduitie Hardy-Weinberg (P=0,450).
No existen diferencias entre sexo en cuanto ashaildliciéon del genotipo (P=0,118). Las
frecuencia alélica de Gly482 fue 0,615 y de 482G5285.

En la tabla 4.38 se muestran los resultados ddisan@e asociacion entre el
polimorfismo Gly482Ser del gen PPARGC1 y varialdesropométricas, presion arterial,
niveles plasméaticos de glucosa y de lipidos.

No se encontré asociacion entrgelimorfismo Gly482Ser del gen PPARGCL1 y los
niveles de glucosa. Tampoco se mostré mayor ridegddMT2 en los portadores del alelo
482Ser con respecto a los individuos con genotipa&Gly (OR=1,15 IC95% (0,89-
1,49) P=0,288 tras ajustar por edad y sexo). Tampecencontraron diferencias segun el
genotipo en las variables antropométricas medidas.

Por otro lado, los resultados muestran una tendesegun el genotipo en la
concentracion de CT. Los homocigotos Ser482Seeptas mayor concentracion de
CT que los Gly482Ser, y éstos mayores niveles dgu&llos homocigotos Gly482Gly
(P tendencia lineal=0,003, Pajustada=0,006). Elnmisefecto se observa en la
concentracion de c-LDL. Aunque las diferencias eergenotipos se encuentran en el
limite de la significacion estadistica, existe ter@dencia lineal (p=0,056, p tendencia
lineal=0,017).Tras ajustar povariables de confusion las diferencias de c-LDLUseg|
genotipo continlan siendistadisticamente significactivas (P=0,016).
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Tabla 4.38. Variables antropométricas (edad, pestVC, cintura), niveles plasmaticos de
glucosa y de lipidos (CT, c-LDL, c-HDL, TG) segunlegenotipo del polimorfismo Gly482Ser

del gen PPARGCL en la poblacién PREDIMED del nodoaValencia.

Gly482Gly Gly482Ser Ser482Ser pt
(n=399) (n=481) (n=160)

Media = DS Media + DS Media = DS
Edad (afios) 67 + 6 67 +6 67 +6 0,981
Peso (kg) 76,3+ 11,8 76,3+ 12,4 76,4 +11,7 0,983
IMC(kg/m ?) 30,2+4,2 30,5+4,5 30,1+45 0,512
Cintura (cm) 103,1 +12,2 102,7 £12,1 101,7 +11,0 0,456
Glucosa (mg/dl) 117,3+35,5 120,2 + 40,8 120,6 + 39,6 0,490
CT (mg/dI) 203,4 + 38,9 205,4 + 38,9 214,1+36,9 0,012**
c-LDL (mg/dl) 126,1+ 35,1 127,8 + 34,9 134,1+36,1  0,056**
c-HDL (mg/dl) 52,6+12,1 52,5+ 13,4 53,1+ 14,2 0,875
TG (mg/dl) 124,2 + 63,0 127,9 + 67,8 131,3+62,8 0,326

IMC: indice de masa corporal; c-LDL: colesterol ligea lipoproteinas de baja densidad; c-HDL: cotebte
ligado a lipoproteinas de alta densidad; TG: téidos: p valor de comparacién de medias en un modelo
no ajustado mediante una prueba ANOVA. *: p valdd,05 de comparacion de medias tras ajustar por
sexo, edad, IMC, DMT2, HTA, tabaco, adherencia diéda mediterranea, actividad fisica y tratamiento
hipolipemiante.**: p valor < 0,05 de comparacion miedias tras ajustar por sexo, edad, IMC, DMT2,
HTA, tabaco, adherencia a la dieta mediterrandij@ad fisica y tratamiento hipolipemiante.

No se encontraron diferencias segun el genotipmalizar los resultados en hombres
y mujeres. Tampoco entre obesos y no obesos, iabétno diabéticos, hipertensos y no
hipertensos o hipercolesterolémicos y no hipertedemicos

4.2.3.4.3 Polimorfismos en el gen de TCF7L2

En este apartado se analizaran los polimorfismié@08695, rs7903146 y rs12255372
localizados en el gen de TCF7L2.

Las frecuencias genotipicas de los tres polimodsobservadas en la poblacion total
Y por sexo se encuentran en la tabla 4.39. Lasdraias genotipicas de los polimorfismos
rs7901695, rs7903146 y rs12255372 se encuentrarqailibrio de Hardy-Weinberg
(P=0,591, P=0,509 y P=0,577 respectivamente). Nsteex diferencias entre sexo en
cuanto a la distribucién del genotipo en ningunocél=0,406, P=0,514 y P=0,707
respectivamente). Las frecuencias alélicas fuérdn586 y C 0,414 para el polimorfismo
rs7901695, C 0,619 y T 0,381 para rs7903146 y GA0y6T 0,386 para rs12255372.
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Tabla 4.39. Frecuencias genotipicas de los polim@ios rs7901695, rs7903146 y rs12255372
del gen TCF7L2 en la poblacion PREDIMED del nodo d&alencia y comparando por sexo.

Polimorfismo Genotipos Poblacion total Hombres Mujeres
n=1021 n=378 n=643
rs7901695 TT (%) 34,8 32,3 36,2
TC (%) 47,7 48,9 47,0
CC (%) 17,5 18,8 16,8
n=1026 n=380 n=646
rs7903146 CC (%) 38,8 36,8 39,9
CT (%) 46,2 46,8 45,8
TT (%) 15,0 16,3 14,2
n=1047 n=391 n=656
rs12255372 GG (%) 37,2 35,8 38,1
GT (%) 48,2 48,8 47,9
TT (%) 14,5 15,3 14,0

Por otro lado, los 3 polimorfismos se encuentranddeequilibrio de ligamiento
(Figura 4.9), aunque entre los polimorfismos rsBABly rs7903146 éste es mayor que
entre rs7901695 y rs12255372 o entre rs79031462P65372.

P<0,001 [ \
rs7901695 | D'=0,993 :
Vs LOD=353,6 N
r’=0,862
rs7903146 Distancia=4261 m
L =] =
[=r] -t (28]
= = o
P<0,001 = Z Iy
rs7901695 D'=0,818 r~ ~ -
e I_20D=197,9 . = &
r’=0,596

rs12255372 i ia=
Distancia=54814 Block 1 ¢4 kb

1 2

[

P<0,001
rs7903146 D'=0,828

. LOD=229,8
r>=0,682

rs12255372 | pistancia=50553

Figura 4.9. Variables y grafico de desequilibrio deligamiento entre los polimorfismos rs7901695,
rs7903146 y rs12255372 del gen de TCF7L2. P1: p-valpara comparar las frecuencias genotipicas de
ambos polimorfismos mediante un test Chi-cuadrado,D": coeficiente de desequilibrio relativo al
méximo; LOD: logaritmo (base 10) de probabilidad deligamiento entre los loci;  coeficiente de
correlacion entre los dos loci; Distancia: distanei medida en pares de bases entre los loci.



188 TESIS DOCTORAL, P. CARRASCO. 2011

En las tablas 4.40, 4.41 y 4.42 se muestran lagtae®s del analisis de asociacion
entre los polimorfismos del gen TCF7L2 y variatdagropométricas, glucosay TG.

Tabla 4.40. Variables antropométricas (edad, pestyC, cintura), niveles plasmaticos de
glucosa y TG segun el genotipo del polimorfismo r891695 del gen de TCF7L2 en la
poblacion PREDIMED del nodo de Valencia.

T TC cc P!
(n=355) (n=487) (n=179)
Media + DS Media = DS Media + DS

Edad (afios) 67 +6 67 +6 67 +7 0,753
Peso (kg) 76,6 +12,1 76,2+12,3 76,6 +11,5 0,842
IMC(kg/m ?) 30,8+ 4,6 30,1+4,3 30,1+4,22 0,088*
Cintura (cm) 103,3+11,7 1025+12,1 103,0+11,6 0,659
Glucosa (mg/dl) 116,3+37,0 121,0+38,6  121,1+42,4 0,182*
TG (mg/dl) 130,2,1+66,0 128,8+69,0 120,7+52,3 0,247

IMC: indice de masa corporal; TG: triglicériddsp valor de comparacién de medias en un modelo
no ajustado mediante una prueba ANOVA. *: p vald@,05 de comparacion de medias tras ajustar
por sexo, edad, (IMC), (DMT2), HTA, tabaco, adheiara la dieta mediterranea, actividad fisica y
tratamiento con insulina o antidiabéticos oralespvalor < 0,05 de comparaciéon de medias tras
ajustar por sexo, edad, (IMC), (DMT2), HTA, tabaadherencia a la dieta mediterranea, actividad
fisica y tratamiento con insulina o antidiabéticoales.

Tabla 4.41. Variables antropométricas (edad, pestVC, cintura), niveles plasmaticos de
glucosa y TG segun el genotipo del polimorfismo r803146 del gen de TCF7L2 en la
poblacién PREDIMED del nodo de Valencia.

cC CT TT p
(n=387) (n=462) (n=149)
Media + DS Media = DS Media + DS
Edad (afios) 67 +6 67 +6 67 +6 0,266
Peso (kg) 76,6 +12,1 76,0+ 12,2 76,8 +11,9 0,660
IMC(kg/m ?) 30,7+ 4,6 30,1+4,2 30,1+4,4 0,066
Cintura (cm) 102,7+12,0 102,7+12,0 103,1+11,4 0,923
Glucosa (mg/dI) 115,3+36,7 121,0+385  124,2+43,6 0,027
TG (mg/dl) 128,0 66,1  129,2+68,7 122,6+54,3 0,574

IMC: indice de masa corporal; TG: triglicériddsp valor de comparacién de medias en un modelo
no ajustado mediante una prueba ANOVA. *: p val@,05 de comparacion de medias tras ajustar
por sexo, edad, (IMC), (DMT2), HTA, tabaco, adheiarcla dieta mediterranea, actividad fisica y
tratamiento con insulina o antidiabéticos oralespvalor < 0,05 de comparaciéon de medias tras
ajustar por sexo, edad, (IMC), (DMT2), HTA, tabaadherencia a la dieta mediterranea, actividad
fisica y tratamiento con insulina o antidiabétioosles.
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Tabla 4.42. Variables antropométricas (edad, pestiC, cintura), niveles plasmaticos de
glucosa y TG segun el genotipo del polimorfismo r@255372 del gen de TCF7L2 en la
poblacién PREDIMED del nodo de Valencia.

GG GT TT p
(n=265) (n=410) (n=158)
Media = DS Media + DS Media = DS
Edad (afios) 67 + 6 67 +6 67 +6 0,497
Peso (kg) 76,6 +12,0 76,1+12,1 76,6 11,7 0,791
IMC(kg/m ?) 30,7+4,6 30,1+4,2 30,0+4,4 0,089*
Cintura (cm) 102,4+12,1  103,0+12,0 102,6+11,7 0,771
Glucosa (mg/dl) 1145+353  121,6+39,0 122,6+43,7 0,014*
TG (mg/dl) 128,0+66,1  128,1+66,1 122,0+58,9 0,584

IMC: indice de masa corporal; TG: triglicériddsp valor de comparacién de medias en un modelo
no ajustado mediante una prueba ANOVA. *: p vald@,05 de comparacion de medias tras ajustar
por sexo, edad, (IMC), (DMT2), HTA, tabaco, adheiercla dieta mediterranea, actividad fisica y
tratamiento con insulina o antidiabéticos oralespvalor < 0,05 de comparacion de medias tras
ajustar por sexo, edad, (IMC), (DMT2), HTA, tabaadherencia a la dieta mediterranea, actividad
fisica y tratamiento con insulina o antidiabéticosles.

Se observa una asociacion entre los polimorfisrad903146 y rs12255372 y los
niveles de glucosa siendo éstos mayores a medelawmenta el numero de alelos T en
los dos casos (P de tendencia lineal=0,018 y P80r88pectivamente). Se mantuvo la
significacion estadistica tras ajustar por varigbtee confusion (P=0,020 y P=0,008
respectivamente). Con respecto al polimorfismo 04895 no se encontré asociacion con
la concentracién de glucosa. Ademas, se observeendancia en el valor de IMC segun el
genotipo, en los 3 polimorfismos, de manera quehlosocigotos mutados presentan
menor IMC que los heterocigotos y los homocigotsages, pero sin embargo, solo se
alcanzo la significacion estadistica en el casgodiimorfismo rs7903146 tras ajustar por
las variables de confusion (P=0,047).

En cuanto al resto de variables, no se encontrdifamencias estadisticamente
significativas segun el genotipo en ningun caso og Fesultados no mostraron
heterogeneidad debido al sexo o entre obesos ybasos, diabéticos y no diabéticos,
hipertensos y no hipertensos o hipercolesterol&miaw hipercolesterolémicos

Tras los resultados obtenidos se estudio el rideddMT2 asociado al genotipo en los
3 polimorfismos. Las frecuencias genotipicas deagaolimorfismo en diabéticos y no
diabéticos se muestran en la tabla 4.43. El gemdtipde los polimorfismos rs7903146 y
rs12255372 es mas prevalente en individuos dia®tice en no diabéticos. El genotipo
CC de rs7901695 también es mas prevalente en diabdiero las diferencias no son
estadisticamente significativas.
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Tabla 4.43. Frecuencias genotipicas de los polimaios rs7901695, rs7903146 y rs12255372
del gen TCF7L2 en diabéticos y no diabéticos, en poblacion PREDIMED del nodo de

Valencia.
Polimorfismo Genotipo
TT (%) TC (%) CC (%) .
No diabéticos 36,9 46,0 17,1 40,199
r$7901695  piapéticos 31,5 50,1 18,4
CC (%) CT (%) TT (%)
rs7903146 No diabéticos 41,9 44,9 13,2 99,034
Diabéticos 34,5 48,3 17,2
GG (%) GT (%) TT (%)
rs12255372  No diabéticos 41,1 454 13,5 99,011
Diabéticos 32,0 51,9 16,0

P1: p valor de comparacion de frecuencias genasSpgatre obesos/ no obesos obtenido mediante w@les
Cuadrado

Por otro lado, la figura 4.10 muestra el riesg®@dT2 asociado a los portadores del
alelo minoritario de los 3 polimorfismos frenteoa homocigotos salvajes.

25
P=0,041
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§ [ |
>
a
14
o 1 T | 1 =
rs7901695 rs7903146 rs12255372
05 +
0

Figura 4.10. Riesgo de DMT2 (OR) asociado a los padores del alelo minoritario de los polimorfismos
rs7901695, rs7903146, rs12255372 del gen de TCF7L@nte a los homocigotos salvajes, en la poblacion
PREDIMED del nodo de Valencia. Se representa la OR pa DMT2 tras ajustar por edad y sexo
mediante regresion logistica. Las barras de errorrepresentan el intervalo de confianza al 95% y se
incluye el p-valor obtenido al calcular la OR mediate regresion logistica.
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Tras ajustar por edad y sexo, los portadores di @alen el caso de los polimorfismos
rs7903146 y rs12255372, mostraron mayor riesgo Mé&Dque los homocigotos salvajes
(OR=1,31 1C95%(1,01-1,70) P=0,042 para rs790314&R=1650 1C95%(1,02-2,20)
P=0,041 para rs12255372). Los portadores del akldel polimorfismo rs7901695
también mostraron mayor riesgo de DMT2 con respadtts homocigotos salvajes, pero
no se alcanzo la significacion estadistica (OR=1C®%6%(0,95-1,62) P=0,115).

También se estudid el riesgo de obesidad asociados gportadores del alelo
minoritario con respecto a los homocigotos salvafes ningln caso se observaron
diferencias en las frecuencias genotipicas entresas y no obesos (P=0,279 para
rs7901695, P=0,283 para rs7903146, P=0,479 pa22553872). Igualmente, en los 3 casos
los portadores del alelo minoritario mostraron nieresgo de obesidad pero no se alcanzé
la significacion estadistica tras ajustar por egladexo (rs7901695 (TC+CC vs TT):
OR=0,83 1C95%(0,64-1,08) P=0,162; rs7903146 (CT+¥$1CC): OR=0,82 I1C95%(0,63-
1,06) P=0,121; rs12255372 (GT+TT vs GG): OR=0,8854%(0,68-1,13) P=0,306).

4.2.3.5 Estudio de asociacion entre polimorfismos en genes candidatos relacionados
con marcadores de inflamacion y fenotipos intermedios de ECV.

Este estudio ha sido publicado (Corella D et aQ920La poblacién utilizada fue la
del estudio piloto general del proyecto PREDIMEDe®n que los marcadores de
inflamacién solo de obtuvieron para estos partitigg La poblacién del estudio piloto se
compone de 769 participantes. De ellos, 721 cormgetla intervencién dietética durante
3 meses de seguimiento y se determiné el genoéiposdpolimorfismos -765G/C en el gen
de COX-2 y -174 G/C en el gen de IL-6. De los 72ttipipantes incluidos, 314 son
hombres y 407 mujeres. Las caracteristicas pritedpen la visita inicial de esta poblacion
por sexo se muestran en la tabla 4.44.

Se observan diferencias estadisticamente sigmficsaentre hombres y mujeres en la
edad, IMC, concentracién de c-HDL, y PCR mostrandeles superiores en mujeres.
Ademas, las mujeres presentan mayor prevalendiTAedislipemia e historia familiar de
Cl y los hombres mayor prevalencia de DMT2 y haltébaquico. Estas diferencias
concuerdan con las obtenidas en el consumo de déana que los varones utilizan, en
mayor porcentaje que las mujeres, insulina y aatiilicos orales y las mujeres, farmacos
para el colesterol y la HTA.
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Tabla 4.44. Caracteristicas antropométricas, bioquificas y clinicas de la poblacién del estudio
piloto general del estudio PREDIMED.

Hombres Mujeres
(n=314) (n=407)
Edad (afios) 68+6 70 = 6*
IMC(kg/m %) 29,0+ 3,5 30,3 + 4,5*
c-LDL (mmol/L) 3,62 +0,92 3,80 + 0,87
c-HDL (mmol/L) 1,09 + 0,23 1,25 + 0,24*
TG (mmol/L) 1,58 + 0,79 1,60 + 0,70
Glucosa (mmol/L) 6,92 + 2,23 6,56 2,12
PCR (mg/L) 2,94 + 3,03 3,67 + 3,68*
IL-6 (ng/L) 5,56 + 4,85 5,37 + 4,40
ICAM (ug/L) 250 + 101 264 + 122
VCAM (ug/L) 1055 + 390 1094 + 416
Hipertension, n (%) 228 (72,7) 337 (82,8)*
DMT2, n (%) 189 (60,2) 205 (50,4)*
SobrepesqiMC>25kg/im?), N (%) 270 (86,0) 364 (89,5)
Dislipemia (%) 176 (56,0) 271 (66,7)*
Fumadores (%) 97 (31,0) 26 (6,4)*
Exfumadores (%) 138 (44,0) 29 (7,1)*
Antecedentes ClI (%) 63 (20,1) 110 (27,1)*
Farmacos n (%)
Colesterol 133 (42,4) 210 (51,6)*
Hipertension 201 (64,1) 285 (70,0)*
Insulina o ADO 157 (50,0) 71 (42,3)*
Aspirina 52 (16,6) 72 (17,8)

IMC: indice de masa corporal; c-LDL: colesterol tigaa lipoproteinas de baja
densidad; c-HDL: colesterol ligado a lipoproteinizsalta densidad; TG: triglicéridos;
PCR: proteina C reactiva; IL-6: interleuquina 6; ICANholécula de adhesion
intercelular; VCAM; molécula de adhesion celularotdar; DMT2: diabetes mellitus
tipo 2; Cl: cardiopatia isquémica: ADO: antidiabéscorales. * Indica P valor<0,05
calculado mediante una prueba T-student para c@npaedias o un test de Chi-
Cuadrado para comparar porcentajes entre hombregeyeas.
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Los resultados obtenidos para cada uno de los pdismos se presentan en los
siguientes apartados.

4.2.3.5.1 Polimorfismo -765G/C del gen COX-2
Las frecuencias genotipicas observadas en la pobltatal y por sexo se encuentran

en la tabla 4.45.

Tabla 4.45. Frecuencias genotipicas del polimorfison-765G/C del gen COX-2 en la poblacion
del estudio piloto general del estudio PREDIMED y @mparando por sexo.

) Poblacion total Hombres Mujeres
Genotipos
(n=721) (n=314) (n=407)
GG (%) 63,0 65,0 61,2
GC (%) 33,3 31,8 34,6
CC (%) 3,7 3,2 4,2

Las frecuencias genotipicas se encuentran en leipitie Hardy-Weinberg (P>0,05).
No existen diferencias entre sexo en cuanto adailalicion del genotipo (P>0,05). Las
frecuencias alélicas obtenidas fueron: para eb &e0,798 y para el alelo C 0,205.

En la tabla 4.46 se muestran los resultados dedisan@e asociacion entre el
polimorfismo -765G/C del gen de COX-2 y variablesr@pométricas, niveles plasmaticos
de glucosa, de lipidos y marcadores de inflamadd@bido a la escasa prevalencia del
genotipo CC, se agruparon heterozigotos e indiadiom genotipo CC para obtener mayor
potencia estadistica en los analisis realizados.

Los resultados muestran que en la visita inicialdortadores del alelo C no difieren
en cuanto a edad, IMC, y niveles plasmaticos deoglu y de lipidos de los homocigotos
GG. Sin embargo, el polimorfismo -765 G/C se asooiala concentracion sérica de IL-6
(P=0,002) e ICAM (P= 0,018) presentando menoresledios portadores del alelo C. Tras
ajustar por las variables de confusion estas adonis permanecieron estadisticamente
significativas. La concentracion sérica de VCAM YCHP no se asoci6 con este
polimorfismo.
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Tabla 4.46. Variables antropométricas (edad, IMC)niveles plasmaticos de glucosa y de lipidos
(CT, c-LDL, c-HDL, TG) y marcadores de inflamacién(PCR, IL-6, ICAM, VCAM) segun el
genotipo del polimorfismo -765G/C del gen de COX-2n la poblacion PREDIMED del estudio
piloto general.

GG GC+CC p!
(n=453) (n=268)
Media + DS Media + DS

Edad (afios) 69 +7 69 + 6 0,171
IMC(kg/m ?) 29,8 + 4,4 29,7+3,9 0,650
Glucosa (mmol/L) 6,86 + 2,35 6,47 + 1,81 0,242
CT (mmol/L) 5,49 + 1,02 5,40 + 0,91 0,091*
c-LDL (mmol/L) 3,64 + 0,90 3,51+0,81 0,358
c-HDL (mmol/L) 1,15 + 0,25 1,13+0,25 0,053*
TG (mmol/L) 1,55+ 0,74 1,68 +0,74 0,071*
PCR (mg/L) 3,29 +3,54 3,47 +3,22 0,329
IL6 (ng/L) 5,85 + 4,82 4,76 + 4,14 0,002%*
ICAM (ug/L) 265,8 + 114,8 243,0 +107,1 0,018**
VCAM (ug/L) 1073,2 +395,2 1085,4 + 422,2 0,731

IMC: indice de masa corporal; CT: colesterol total:li_: colesterol ligado a lipoproteinas de baja
densidad; c-HDL: colesterol ligado a lipoproteirdes alta densidad; TG: triglicéridos; PCR:
proteina C reactiva; IL-6: interleuquina 6; ICAM: r@olila de adhesioén intercelular; VCAM,;
molécula de adhesién celular vascufarp valor de comparacién de medias en un modelo no
ajustado mediante un prueba T-Student. *: p valoj05 de comparacion de medias tras ajustar por
sexo, edad, IMC, DMT2, HTA, tabaco, adherenciadidééa mediterranea y medicacion.**: p valor
< 0,05 de comparacién de medias tras ajustar pxo, sedad, IMC, DMT2, HTA, tabaco,
adherencia a la dieta mediterranea y medicaci@tattiento antihipertensivo, hipolipemiante y
antidiabéticos).

Ademas, al analizar los datos por sexo, se obwmvieesultados homogéneos. En
ambos sexos el polimorfismo -765G/C se asocié cemomconcentracion de ICAM e IL-6
(Pinteraccion COX-2*sex0=0,900; P=0,021 para l@rdificia de medias en hombres y
P=0,037 en mujeres). No se encontraron diferetaimpoco en el resto de variables.
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4.2.3.5.2. Polimorfismo -174G/C del gen de IL-6

Las frecuencias genotipicas observadas en la poblaatal y por sexo se encuentran

en latabla 4.47.

Tabla 4.47. Frecuencias genotipicas del polimorfistn-174G/C del gen IL-6 en la poblacion

PREDIMED del estudio piloto general y comparando posexo.

) Poblacion total Hombres Mujeres
Genotipos

(n=721) (n=314) (n=407)

GG (%) 42.0 41,2 42,5

GC (%) 44,9 46,0 44,2

CC (%) 13,1 12,8 13,3

Las frecuencias genotipicas se encuentran en leipitie Hardy-Weinberg (P>0,05).
No existen diferencias entre sexo en cuanto adtlalicion del genotipo (P>0,05). Las

frecuencias alélicas obtenidas fueron: para eb &e0,645 y para el C 0,355.

En la tabla 4.48 se muestran los resultados ddisan@e asociacion entre el
polimorfismo -174G/C del gen de IL-6 y variablesrapométricas, niveles plasmaticos de
glucosa, de lipidos y marcadores de inflamacion.

Se observé que el polimorfismo -174 G/C se asodiabala concentracion sérica de
ICAM, de modo que los individuos CC presentan megoniveles de ICAM. Esta
asociacion permanece tras ajustar por variablepafision. Sin embargo, no se observo
asociacion con los demas marcadores de inflamdBiGR, IL-6 y VCAM). Tampoco se
encontrd asociacion con variables antropométriedad e IMC) y niveles plasmaticos de
lipidos (CT, c-LDL, c-HDL y CT) vy de glucosa.
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Tabla 4.48. Variables antropométricas (edad, IMC)niveles plasmaticos de glucosa, lipidos
(CT, c-LDL, c-HDL, TG) y marcadores de inflamacién(PCR, IL-6, ICAM, VCAM) segun el
genotipo del polimorfismo -174G/C del gen de IL-6rela poblacion PREDIMED del estudio
piloto general.

GG GC cC p!
(n=303) (n=324) (n=94)
Media = DS Media + DS Media = DS

Edad (afios) 69 +6 69+7 69+6 0,708
IMC(kg/m ?) 29,9 + 4,35 29,8 + 4,23 29,3 + 3,47 0,471
Glucosa (mmol/L) 6,83 +2,12 6,64 + 2,24 6,61 + 2,10 0,637
CT (mmol/L) 5,39 + 0,97 5,49 + 0,99 5,57 + 1,00 0,300
c-LDL (mmol/L) 3,52 + 0,90 3,61+0,83 3,72+0,88 0,202
c-HDL (mmol/L) 1,14+ 0,26 1,15+0,25 1,15+0,23 0,893
TG (mmol/L) 1,66 + 0,80 1,55 + 0,69 1,56 0,75 0,226
PCR (mg/L) 3,04 £ 3,06 3,78 £3,77 3,03+ 3,33 0,065t
IL6 (pg/ml) 5,15 + 4,24 5,63 + 4,79 6,09 + 5,19 0,192
ICAM (ng/ml) 254,3+110,5 252,9+1153 284,7 + 108,000,049
VCAM (ng/ml) 1062,5+392,4 1100,9 +406,5 1049,9+4342 0,337

IMC: indice de masa corporal; CT: colesterol total:li_: colesterol ligado a lipoproteinas de baja
densidad; c-HDL: colesterol ligado a lipoproteirdes alta densidad; TG: triglicéridos; PCR:
proteina C reactiva; IL-6: interleuquina 6; ICAM: r@olila de adhesion intercelular; VCAM,;
molécula de adhesién celular vascufarp valor de comparacién de medias en un modelo no
ajustado mediante un prueba T-Student. *: p val@j05 de comparacion de medias tras ajustar por
sexo, edad, IMC, DMT2, HTA, tabaco, adherenciadidta mediterranea y medicacién.**: p valor
< 0,05 de comparacién de medias tras ajustar pxo, sedad, IMC, DMT2, HTA, tabaco,
adherencia a la dieta mediterranea y medicaci@tattiento antihipertensivo, hipolipemiante y

antidiabéticos).

Por otra parte, tras analizar posibles interacsigan*sexo se encontré una interaccién
(P=0,002 con un modelo no ajustado, P=0,009 comadelo multivariante ajustado) que
determina la concentracion sérica de IL-6 (Figuddy} El polimorfismo -174G/C se asociaba
con mayores niveles en suero de IL-6 (P=0,013)emglo una tendencia creciente en hombres
y, sin embargo, en mujeres no se encontrd asoni@e”n,873).
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Figura 4.11. Concentracion sérica de IL-6 en hombsey mujeres segun el polimorfismo -174G/C del gen
de IL-6, en la poblacion PREDIMED del estudio pilotageneral. (Dentro de un género, cuando las medias
no tienen la misma letra significa que son diferees P< 0,05).

4.2.3.6 Estudio de asociacion entre polimorfismos en genes candidatos relacionados

con estrés oxidativo y fenotipos i

ntermedios de ECV.

En este apartado se estudiara el polimorfismo C242gen CYBA.

Las frecuencias genotipicas observadas en la pébltatal y por sexo se encuentran

en la tabla 4.49.

Tabla 4.49 Frecuencias genotipicas del polimorfism8242T del gen CYBA en la poblacién
PREDIMED del nodo de Valencia y comparando por sexo

) Poblacion total Hombres Mujeres
Genotipos

(n=1031) (n=384) (n=647)

CC (%) 41,6 40,1 425

CT (%) 45,8 44,0 46,8

TT (%) 12,6 15,9 10,7

Las frecuencias genotipicas se encuentran enfaguitie Hardy-Weinberg (P=0,992).
No existen diferencias entre sexo en cuanto aslilalicion del genotipo (p=0,060). Las
frecuencia alélica de C fue 0,645 y de T 0,355.

Por otro lado, se analizé la posible asociaciomeeat polimorfismo C242T y los
niveles plasmaticos de marcadores de estrés osodaties como 8-0x0-dG, MDA, GSSG,



198 TESIS DOCTORAL, P. CARRASCO. 2011

GHS, razén GSSG/GSH y catalasa. Dichos marcaderasdieron en una muestra de 196
participantes. Los resultados se muestran en lia 4ab0.

Tabla 4.50. Niveles plasméticos de marcadores ddrés oxidativo segun el genotipo del
polimorfismo C242T del gen CYBA en la poblacion PRBIMED del nodo de Valencia.

cC CT TT p
(n=92) (n=74) (n=30)
Media = DS Media + DS Media + DS

8-0x0-dG (8-0x0-dG/106dG) 50+1,1 53+1,1 50+1,3 0,340
MDA (nmol/mg Prot) 0,48 +0,18 0,53 +0,17 0,47 +0,14 0,0911
GSSG(nmol/mg Prot) 0,58 + 0,16 0,56 + 0,17 0,63 +0,28 0,241
GSH (nmol/mg Prot) 19,3 +4,33 20,9 + 4,23 19,7 +5,92 0,045*
GSSG/GSH 31+1,0 29+1,1 34+13 0,203
Catalasa(u/g Prot) 97,3+454 103,9+47,0  104,5+47,0 0,599

8-0x0-dG: 8-0x0-2'deoxiguanosina; MDA: malondialiidy GSSG: glutation oxidado; GSH: glutation
reducido.k: p valor de comparacién de medias en un modemjusiado mediante una prueba ANOVA. *:
p valor > 0,05 de comparacién de medias tras ajpstasexo, edad, IMC, DMT2, HTA, tabaco, adherencia
a la dieta mediterranea, actividad fisica.**: porat 0,05 de comparaciéon de medias tras ajustas@ar,
edad, IMC, DMT2, HTA, tabaco, adherencia a la die¢aliterranea, actividad fisica.

Se observaron diferencias estadisticamente sigtiifics segun el genotipo del
polimorfismo C242T en la concentracion de GSH taaitoealizar los andlisis en crudo
como al ajustar por variables de confusion (Pajizst@,037). Sin embargo, no se observo
una tendencia lineal (p tendencial lineal=0,55%&sTagrupar los portadores del alelo T y
compararlos con los homocigotos CC, se observdaguportadores del alelo T mostraban
mayores concentraciones de GSH que los homoci@@ofCC: 19,1 + 4,3 nmol/mg Prot
vs CT+TT: 20,6 + 4,8 nmol/mg Prot, P=0,030). Trasstar por variables de confusion se
mantuvo la significacion estadistica (Pajustadat®),0

Por otro lado, en la tabla 4.51 se muestran lodltee®s del andlisis de asociacion
entre el polimorfismo C242T del gen CYBA y variablentropométricas, presion arterial,
niveles plasmaticos de glucosa y de lipidos.

No se encontré asociacion entre el polimorfismo 4202y con ninguna de las
variables analizadas. Tampoco se observaron dd@®m®entre sexos o entre obesos y no
obesos, diabéticos y no diabéticos, hipertensas ipertensos o hipercolesterolémicos y
no hipercolesterolémicos
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Tabla 4.51 Variables antropométricas (edad, pesoMC, cintura), presion arterial (PAS,
PAD), niveles plasmaticos de glucosa y de lipiddST, c-LDL, c-HDL, TG) segun el genotipo
del polimorfismo C242T del gen CYBA en la poblacio®®REDIMED del nodo de Valencia.

cC CT TT P
(n=429) (n=472) (n=130)
Media + DS Media = DS Media + DS

Edad (afios) 67 +6 67 +6 67 +6 0,318
Peso (kg) 75,7+11,8 76,4+12,1 78,0+1272 0,160
IMC(kg/m ?) 30,2+4,3 30,4+4.,6 30,5+4,.2 0,784
Cintura (cm) 102,4+11,7 102,5+12,3  104,2+11,9 0,352
PAS (mmHg) 1457 +19,3  146,7+20,7 147,3+20,5 0,648
PAD (mmHg) 81,3+ 10,3 81,5+ 10,7 81,0 +10,6 0,870
Glucosa (mg/dl) 118,1+38,7 120,6+40,2  118,1+33,0 0,586
CT (mg/di) 205,6+37,6 206,8+39,9 2059+37,8 0,902
c-LDL (mg/dI) 1276 +34,3 128,7+36,4  128,8+33,6 0,891
c-HDL (mg/dl) 52,6 +12,5 52,8+ 13,5 53,0 + 13,0 0,960
TG (mg/dl) 1290 +67,2 123,7+615 130,6+71,8 0,380

IMC: indice de masa corporal; PAS: presion artesistolica; PAD: presion arterial diastélica; CT:

colesterol total; c-LDL: colesterol ligado a lipopeinas de baja densidad; c-HDL.: colesterol ligado
a lipoproteinas de alta densidad; TG: triglicéridbsp valor de comparacién de medias en un
modelo no ajustado mediante una prueba ANOVA.

Por otro lado, debido a la relacion estrecha qisteegntre estrés oxidativo y HTA se
estudio el riesgo de HTA segun el genotipo del mpoifismo C242T pero no se
encontraron diferencias en las frecuencias gewadpéen hipertensos y no hipertensos
(P=0,229), ni una reduccién del riesgo asociadalelo T (OR:=0,958 1C95%(0,739-
1,241) p=0,744).
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4.2.3.7 Estudio de asociacion entre polimorfismos en otros genes candidatos y
fenotipos intermedios de ECV.

En este apartado se estudiara el polimorfismo Cééc¢alizado en el gen de la
MTHFR vy los polimorfismo de las distintas subunidadde AMPK, rs2796495 de la
subunidada2 (PRKAA2), rs4213 de la subunidgiil (PRKAB1), rs1036852 de la
subunidadp2 (PRKAB2), rs2293445 de la subunidati (PRKAG1), rs8961 de la
subunidady2 (PRKAGZ2) y rs1467320 de la subunid@d(PRKAG3).

4.2.3.7.1 Polimorfismo C677T del gen de MTHFR

Las frecuencias genotipicas observadas en la pobltatal y por sexo se encuentran
en la tabla 4.52.

Tabla 4.52. Frecuencias genotipicas del polimorfissnC677T del gen MTHFR en la poblacion
PREDIMED del nodo de Valencia y comparando por sexo

) Poblacion total Hombres Mujeres
Genotipos

(n=1034) (n=385) (n=649)

CC (%) 33,8 35,8 32,5

CT (%) 48,8 46,5 50,2

TT (%) 17,4 17,7 17,3

Las frecuencias genotipicas se encuentran enlaguitie Hardy-Weinberg (P=0,908).
No existen diferencias entre sexo en cuanto asiilalicion del genotipo (p=0,470). Las
frecuencia alélica de C fue 0,582 y de T 0,418.

En la tabla 4.53 se muestran los resultados dedisen@le asociacion entre el
polimorfismo C677T del gen MTHFR y variables antroggtricas, presion arterial, niveles
plasmaéticos de glucosa y de lipidos.

Los resultados muestran diferencias estadisticargghnificativas en los niveles de
glucosa y CT, pero no se observa una tendencichns niveles ligada al alelo T (P de
tendencia lineal=0,400 para la glucosa; P de tanadimeal=0,097 para el CT). Con
respecto a las demas variables analizadas, ndweaksociacion con ninguna de ellas y el
polimorfismo C677T.
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Tabla 4.53. Variables antropométricas (edad, pestMC, cintura), presion arterial (PAS,
PAD), niveles plasmaticos de glucosa y de lipiddST, c-LDL, c-HDL, TG) segun el genotipo
del polimorfismo C677T del gen MTHFR en la poblacid PREDIMED del nodo de Valencia.

cC CT TT P
(n=349) (n=505) (n=180)
Media + DS Media = DS Media + DS

Edad (afios) 67 +6 67 +7 66 + 6 0,217
Peso (kg) 76,0+ 11,8 76,4+ 12,3 77,0+11,8 0,683
IMC(kg/m ?) 30,0+4,2 30,5+4,5 30,6 +4,5 0,205
Cintura (cm) 101,9+11,7 103,3+125 103,2+11,1 0,218
PAS (mmHg) 147,3+20,0 1456+19,8  147,1+20,2 0,422
PAD (mmHg) 81,2+ 10,7 81,1+ 10,4 82,6 + 10,6 0,266
Glucosa (mg/dl) 1152 +37,0 1226 +41,3 118,2+33,0 0,023**
CT (mg/dI) 201,2+37,0 209,0+40,1 207,2+37,9 0,016*
c-LDL (mg/dI) 1254 +33,7 1298+36,3 128,8+358 0,205
c-HDL (mg/dl) 52,6 +12,8 52,8+ 13,7 52,7 +11,6 0,972
TG (mg/dl) 124,8+62,7 1290+67,1 1258+65,4 0,633

IMC: indice de masa corporal; PAS: presion artesistolica; PAD: presion arterial diastélica; CT:
colesterol total; c-LDL: colesterol ligado a lipopeinas de baja densidad; c-HDL.: colesterol ligado
a lipoproteinas de alta densidad; TG: triglicéridbsp valor de comparacién de medias en un
modelo no ajustado mediante un prueba T-Studeptv&lor > 0,05 de comparacion de medias tras
ajustar por sexo, edad, IMC, (DMT2), HTA, tabacoher@ncia a la dieta mediterranea, actividad
fisica y medicaciéon.**: p valor < 0,05 de compagecide medias tras ajustar por sexo, edad, IMC,
(DMT2), HTA, tabaco, adherencia a la dieta mediteea, actividad fisica y medicacion.

Se estudi6 el riesgo de obesidad y DMT2 en poresddel alelo T con respecto a
homocigotos CC (Tabla 4.54). Se encontraron difgasnestadisticamente significativas
en la prevalencia de los genotipos entre obesos gbesos, de modo que en obesos se
encontraron mayor porcentaje de individuos con gemolT. Ademas, se mostré en
individuos portadores del alelo T mayor riesgo esidad tras ajustar por edad y sexo.
Las diferencias de IMC y perimetro de cintura eptreadores del alelo T y homocigotos
CC quedaron en el limite de la significacion estiéci tras ajustar por variables de
confusién (Cintura: CC 101,9 + 11,7 cws portadores del alelo T 103,3 + 12,1 cm,
P=0,067; IMC: CC 30,0 +4,2 Kg/?ms portadores del alelo T 30,5 £4,5 Kdlrﬁ:0,083)

En cuanto al estudio del riesgo de DMT2, las difel@s en la prevalencia de cada
genotipo en diabéticos y no diabéticos quedaroal éimite de la significacion estadistica
(Tabla). Sin embargo, se mostré que los portadigkalelo T presentaban mayor riesgo de
DMT2 que los individuos CC tras ajustar por edadeyo. Los portadores del alelo T
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también mostraron mayor concentracion de glucosalagi individuos con genotipo CC
(Portadores del alelo T: 121, 5 £ 39,3 mg/dL; GgmiCC: 115, 2 + 37,0 mg/dL; P
cruda=0,016, P ajustada= 0,011).

Tabla 4.54. Andlisis del riesgo de obesidad y DMT&gun el genotipo del polimorfismo C677T
del gen de MTHFR, en la poblacién PREDIMED del nodale Valencia.

Polimorfismo OBESO NO OBESO DMT2 NO DMT2
% % % %
cC 30,3 37,5 30,5 36,9
C677T CT 50,1 47,7 50,9 46,8
MTHFR TT 19,6 14,8 18,6 16,3
P'=0,021 P'=0,096
OR: 1,37 (1,05-1,78) P=0,021 OR: 1,39 (1,06-1,82) P=0,016

DMT2: Diabetes mellitus tipo 2. P1: p valor de camgzion de frecuencias genotipicas entre obesos/ no
obesos o diabéticos/ nodiabéticos obtenido mediamtest Chi-Cuadrado. OR: valor de odds ratio réderi

a los portadores del alelo T con respecto al geadtomocigoto CC, ajustado por edad y sexo obtenida
mediante regresion logistica. Entre paréntesisdayie el intervalo de confianza al 95% y p-valbtemido

al calcular la OR mediante regresion logistica.

Al comparar por sexo no se obtuvo heterogeneidatb&mesultados. Tampoco al
comparar por obesos y no obesos, diabéticos yal@ticos, hipertensos y no hipertensos
o hipercolesterolémicos y no hipercolesterolémicos.

4.2.3.7.2 Polimorfismos en los genes de las subunidades de AMPK

En este apartado se estudiaran los polimorfismagedes de subunidades de AMPK:
rs2796495 de la subunidae? (PRKAA2), rs4213 de la subunidgtil (PRKAB1),
rs1036852 de la subunidgi®2 (PRKAB2), rs2293445 de la subunidati (PRKAGL1),
rs8961 de la subunidag? (PRKAG2) y rs1467320 de la subunid@d(PRKAG3).

Las frecuencias genotipicas de los polimorfismasepladas en la poblacion total y
por sexo se encuentran en la tabla 4.55.

Las frecuencias genotipicas de los polimorfismds7/96495, rs4213, rs1036852,
rs2293445, rs8961 y rs1467320 se encuentran ehbegude Hardy-Weinberg (P=0,075,
P=0,433, P=0,993, P=0,096, P=0,121 y P=0,430 ctispmente). No existen diferencias
entre sexo en cuanto a la distribucién del genotiponingun caso (P=0,472, P=0,326
P=0,125, P=0,311, P=0,382 y P=0,983 respectivahelms frecuencias alélicas fueron:
0,570y 0,430 (C/T) para el polimorfismo rs279%49,626 y 0,374 (T/G) para rs4213,
0,466 y 0,534 (A/G) para rs1036852, 0,619 y 0,3BA] para rs2293445, 0,668 y 0,332
(CIT) para rs8961, y 0,841 y 0,159 (G/A) para rYBE®.
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Tabla 4.55. Frecuencias genotipicas de los polima@ios rs2796495, rs4213, rs1036852, rs
2293445, rs8961 y rs1467320 del gen AMPK en la pabion PREDIMED del nodo de Valencia
y comparando por sexo.

Polimorfismo Genotipos Poblacion total Hombres Mujees
n=951 n=359 n=592

rs2796495 CC (%) 311 30,6 314
PRKAA2 CT (%) 51,8 50,4 52,7
TT (%) 17,0 18,9 15,9

n=1044 n=389 n=655

rs4213 TT (%) 39,8 42,7 38,0
PRKAB1 TG (%) 45,7 43,7 46,9
GG (%) 14,6 13,6 15,1

n=1043 n=390 n=653

rs1036852 AA (%) 15,3 18,5 23,7
PRKAB2 GA (%) 46,6 52,6 48,1
GG (%) 28,5 29,0 28,2

n=931 n=353 n=578

rs2293445 GG (%) 37,1 34,0 38,9
PRKAG1 GA (%) 49,7 51,8 48,4
AA (%) 13,2 14,2 12,6

n=1045 n=390 n=655

rsg8961 CC (%) 45,7 46,4 45,3
PRKAG2 CT (%) 42,2 43,3 41,5
TT (%) 12,1 10,3 13,1

n=979 n=372 n=607

rs1467320 GG (%) 71,1 71,2 71,0
PRKAG3 GA (%) 26,0 25,8 26,2

AA (%) 2,9 3,0 2,8
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Ademas, ningudn polimorfismo

4.12).

Pares de polimorfismos

1s2293445
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Figura 4.12.

A continuacion, se muestran los resultados delisamatle asociacion entre los
polimorfismos rs2796495, rs4213, rs1036852, rs2293rks8961 y rs1467320 de los genes
de las subunidades de la AMPK y variables antropdca8, niveles plasméticos de

1$2796495
rs4213
rs1036852

rs8961
rs1467320
rs4213
rs1036852
rs8961
rs1467320
rs1036852
rs8961
rs1467320
rs8961
rs1467320
rs1467320

Variables y grafico de desequilibrio d ligamiento entre los polimorfismos rs2796495,
rs4213, rs1036852, rs2293445, rs8961 y rs1467320lde genes de las subunidades de AMPK.; D":
coeficiente de desequilibrio relativo al maximo; LOD logaritmo (base 10) de probabilidad de ligamiento
entre los loci; *: coeficiente de correlacion entre los dos loci.

glucosay TG.

En la tabla 4.56 se presentan los resultados papalienorfismo rs2796495 de la
subunidad PRKAA2. No se encontrd asociacion cogura de las variables analizadas.

D"
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0.035
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0.005
0.060
0.013
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0.014
0.113
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se encuentra en debledoide ligamiento (Figura
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Tampoco se detectaron diferencias por sexo.
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Tabla 4.56. Variables antropométricas (edad, pestiC, cintura), niveles plasmaticos de
glucosa y TG segun el genotipo del polimorfismo rg26495 del gen de PRKAA2 en la

poblacién PREDIMED del nodo de Valencia.

cC CT TT p
(n=296) (n=493) (n=162)
Media = DS Media = DS Media + DS
Edad (afios) 67 + 6 67 +6 67 +7 0,772
Peso (kg) 774+113 75,9+ 12,6 76,2 +11,6 0,212*
IMC(kg/m ?) 30,7+3,8 30,2+4,6 30,1+4,4 0,244*
Cintura (cm) 103,4 +11,1 102,0 + 11,4 103,1+12,8 0,243*
Glucosa (mg/dl) 118,0 + 37,5 118,9 + 39,0 119,0 + 38,4 0,942
TG (mg/dl) 126,8 + 61,1 130,7 + 68,5 120,6 + 65,6 0,198*

IMC: indice de masa corporal; TG: triglicéridds.p valor de comparacién de medias en un modelo no
ajustado mediante una prueba ANOVA. *: p valor 850¢de comparacion de medias tras ajustar por sexo,
edad, (IMC), DMT2, (HTA), tabaco, adherencia a latal mediterranea, actividad fisica y (tratamiento
hipolipemiante).**: p valor < 0,05 de comparaciéa ohedias tras ajustar por sexo, edad, (IMC), DMT2,
(HTA), tabaco, adherencia a la dieta mediterraaetiyidad fisica y (tratamiento hipolipemiante).

Por otro lado, el polimorfismo rs4213 de la subadidPRKAB1 tampoco mostrd
asociacion con las variables analizadas (Tablg4.57

Tabla 4.57. Variables antropométricas (edad, pestiC, cintura), niveles plasmaticos de
glucosa y TG segun el genotipo del polimorfismo r243 del gen de PRKABL1 en la poblacién
PREDIMED del nodo de Valencia.

T TG GG P!
(n=415) (n=477) (n=152)
Media + DS Media + DS Media + DS

Edad (afios) 67 £6 67 +6 67 £6 0,149
Peso (kg) 76,5+11,3 76,1+12,1 76,6 +12,7 0,878
IMC(kg/m ?) 30,4 + 4,4 30,3+4,5 30,2+ 3,9 0,844
Cintura (cm) 103,2 + 12,6 102,5 + 11,3 102,4 +12,0 0,640
Glucosa (mg/dl) 121,7 + 39,8 116,6 + 36,7 120,0 + 40,6 0,138*
TG (mg/dl) 128,6 + 64,6 125,7 + 67,4 127,6 + 58,8 0,812

IMC: indice de masa corporal; TG: triglicéridds.p valor de comparacién de medias en un modelo no
ajustado mediante una prueba ANOVA. *: p valor 850¢de comparacion de medias tras ajustar por sexo,
edad, IMC, (DMT2), HTA, tabaco, adherencia a laalietediterranea, actividad fisica y tratamiento con
insulina o antidiabéticos orales.**: p valor < 0,68 comparacion de medias tras ajustar por sexul, ed
IMC, (DMT2), HTA, tabaco, adherencia a la dieta neglanea, actividad fisica y insulina o antidiadgi
orales.
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Sin embargo, se encontré una interaccién entrelishprfismo rs4213 y el sexo sobre
el peso y el IMC. De este modo, se observo queoerbles, el genotipo GG se asocié con
mayor peso e IMC que TGy TT, y en mujeres el gpodBG se asocidé con menor IMC
que TGy TT. La interaccion en ambos casos fudfiigtiva (Figuras 4.13 y 4.14).

90+ P=0 061 P interaccion PRKAB1*sex0=0,027
85 | Ptend=0,019
P=0,445
5 80 Ptend=0,204
=
o 751
(%]
o}
o 701
65+
60
TT‘TG‘GG TT‘TG‘GG
HOMBRES MUJERES

Figura 4.13. Media de peso en hombres y mujeres segel genotipo del polimorfismo rs4213 del gen
PRKABL. (P: p-valor de comparacién de medias mediartuna prueba ANOVA; Ptend: p-valor obtenido
de una prueba de tendencia lineal entre genotipos).

32- P interaccién PRKAB1*sex0=0,003
P=0,043

31 P=0,041 Ptend=0,018
< Ptend=0,013
E 30+
(@]
=3
O 294
=

28

27

TT‘TG‘GG TT‘TG‘GG
HOMBRES MUJERES

Figura 4.14. Media de IMC en hombres y mujeres seguel genotipo del polimorfismo rs4213 del gen
PRKABL. (P: p-valor de comparacién de medias mediartuna prueba ANOVA; Ptend: p-valor obtenido
de una prueba de tendencia lineal entre genotipos).
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En la siguiente tabla (Tabla 4.58) se presentarrdssltados para el polimorfismo
rs1036852 de la subunidad PRKAB2.

Tabla 4.58 Variables antropométricas (edad, pesoMC, cintura), niveles plasmaticos de
glucosa y TG segun el genotipo del polimorfismo rB86852 del gen de PRKAB2 en la
poblacion PREDIMED del nodo de Valencia.

AA GA GG p
(n=227) (n=519) (n=297)
Media = DS Media + DS Media = DS

Edad (afios) 68 +6 67 £6 67 +6 0,236
Peso (kg) 76,8+ 11,3 76,8+ 12,3 75,1 +12,0 0,132*
IMC(kg/m?) 30,8 +4,1 30,4 £ 4,5 207+43 0,016
Cintura (cm) 103,4+11,8 103,2+12,4 101,4+11,3 0,095*
Glucosa (mg/dl) 117,9+34,9 118,6+38,0 120,5+42,2 0,733
TG (mg/dl) 128,7+69,4  1258+61,2 128,2+68,7 0,817

IMC: indice de masa corporal; TG: triglicériddsp valor de comparacién de medias en un modelo
no ajustado mediante una prueba ANOVA. *: p vald),65 de comparacion de medias tras ajustar
por sexo, edad, DMT2, tabaco, adherencia a la diefditerranea, actividad fisica. **; p valor <

0,05 de comparacion de medias tras ajustar por, s, DMT2, tabaco, adherencia a la dieta

mediterrdnea, actividad fisica.

Los resultados muestran una asociacion entre ém@dismo rs1036852 de la
subunidad PRKAB2 y el IMC (P=0,016) de manera oque ihdividuos GG presentan
menor IMC que los heterozigotos y, éstos a su ¢ee,los homocigotos AA (p tendencia
lineal=0,006). Se observa el mismo efecto en lé@rea de la cintura segun el genotipo de
este polimorfismo pero no se alcaza la significacétadistica (P=0,095; p tendencia
lineal=0,071). No se detectaron diferencias emralires y mujeres.

Por otro lado, se encontraron diferencias estadisgnte significativas segun el
genotipo del polimorfismo rs2293445 de la subuni@®&®KAG1 en la concentracion de
glucosay TG (Tabla 4.59). En el caso de la glucogase observo una tendencia marcada
por el alelo A (p tendencia lineal=0,894), perersias concentraciones de TG (p tendencia
lineal=0,004). Tampoco se encontré asociacion canables antropométricas. Los
resultados fueron homogéneos en hombres y mujeres.
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Tabla 4.59. Variables antropométricas (edad, pestyC, cintura), niveles plasmaticos de
glucosa y TG segun el genotipo del polimorfismo r@®3445 del gen de PRKAGL1 en la

poblacién PREDIMED del nodo de Valencia.

GG GA AA p
(n=345) (n=463) (n=123)
Media + DS Media + DS Media + DS
Edad (afios) 67 +6 67 +6 67 £6 0,903
Peso (kg) 76,2+11,8 76,1+ 12,4 77,1 +10,7 0,716
IMC(kg/m ?) 30,3 +4,4 30,3+ 4,4 30,4 % 4,2 0,961
Cintura (cm) 102,8+11,2 102,4+12,9 103,0+11,9 0,848
Glucosa (mg/dI) 1152+38,6  1225+39,0 114,7+36,7 0,015
TG (mg/dl) 1269 +62,3 128,8+656 112,2+61,5 0,006

IMC: indice de masa corporal; TG: triglicériddsp valor de comparacién de medias en un modelo
no ajustado mediante una prueba ANOVA. *: p vald@,05 de comparacion de medias tras ajustar
por sexo, edad, IMC, DMT2, HTA, tabaco, adherencla dieta mediterranea, actividad fisica y
medicacion.**; p valor < 0,05 de comparacién de medras ajustar por sexo, edad, IMC, DMT2,
HTA, tabaco, adherencia a la dieta mediterrandajdead fisica y medicacion.

Con respecto al polimorfismo rs8961 del gen deibausidad PRKAG2, no se mostrd
asociacion con ninguna de las variables analizéisia 4.60). Tampoco se encontraron

diferencias por sexo.
Tabla 4.60. Variables antropométricas (edad, pestVC, cintura), niveles plasmaticos de

glucosa y TG segun el genotipo del polimorfismo r881 del gen de PRKAG2 en la poblaciéon
en la poblacion PREDIMED del nodo de Valencia.

cC CT TT p
(n=478) (n=441) (n=126)
Media + DS Media = DS Media + DS

Edad (afios) 67 +6 67 +6 66 + 7 0,138
Peso (kg) 77,0+125 75,7 +11,7 76,0 +11,1 0,292
IMC(kg/m ?) 30,5+4,4 30,1+4,2 30,4+4,9 0,405
Cintura (cm) 1034+115 102,1+12,8 102,4+10,5 0,307
Glucosa (mg/dl) 118,4+36,9 121,3+40,1  113,6+38,5 0,132*
TG (mg/dl) 127,3+62,4  1265+66,2 130,0+71,7 0,872

IMC: indice de masa corporal; TG: triglicériddsp valor de comparacién de medias en un modelo
no ajustado mediante una prueba ANOVA. *: p val@,05 de comparacion de medias tras ajustar
por sexo, edad, IMC, adherencia a la dieta meditea, actividad fisica y tratamiento con insulina
0 antidiabéticos orales.**: p valor < 0,05 de comagdn de medias tras ajustar por sexo, edad,
IMC, adherencia a la dieta mediterranea, activitiida y tratamiento con insulina o antidiabéticos

orales.
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En el caso del polimorfismo rs1467320 del gen drulaunidad PRKAG3, debido a la
escasa prevalencia del genotipo AA se agruparardegiotos e individuos con genotipo
AA para obtener mayor potencia estadistica en hddisss realizados. Los resultados se
muestran en la siguiente tabla (Tabla 4.61).

Tabla 4.61. Variables antropométricas (edad, pestiC, cintura), niveles plasmaticos de
glucosa y TG segun el genotipo del polimorfismo rd67320 del gen de PRKAG3 en la
poblacion PREDIMED del nodo de Valencia.

GG GA+AA p
(n=696) (n=283)
Media + DS Media + DS
Edad (afios) 67 +6 67 £6 0,929
Peso (kg) 75,9 +11,6 77,6 +12,9 0,040%*
IMC(kg/m ?) 30,2+ 4,3 30,745 0,110*
Cintura (cm) 102,3 11,7 103,5 + 12,2 0,178*
Glucosa (mg/dl) 119,1 + 38,3 119,5 + 40,1 0,882
TG (mg/dl) 127,5 + 63,7 128,0 + 68,1 0,915

IMC: indice de masa corporal; TG: triglicériddsp valor de comparacién de medias en un modelo
no ajustado mediante una prueba T-Student. *: @rvaD,05 de comparacion de medias tras ajustar
por sexo, edad, DMT2, tabaco, adherencia a la die@iterranea, actividad fisica. **: p valor <
0,05 de comparacion de medias tras ajustar por, sebaal, IMC, DMT2, tabaco, adherencia a la
dieta mediterranea, actividad fisica.

También se encontré asociacion entre el polimodigsil467320 de la subunidad
PRKAG3 y el peso, de modo, que los portadoresldkl A presentan mayor peso que los
homocigotos GG (P=0,040). Los portadores del adetambién mostraron mayor IMC y
cintura pero no se alcanzo la significacion estadi€n ningun caso (P=0,110 y P=0,185
respectivamente). En los hombres, el alelo A no sel asocié con mayores valores de
peso sino también con IMC (Portadores del alel@#8 + 13,2 Kg, genotipo GG 80,1 +
11,1 Kg. Psin ajustar=0,008, Pajustada=0,004 pggpas®; Portadores del alelo A: 30,2 +
4,5 Kg, genotipo GG 29,1 + 3,6 Kg. Psin ajustar20,0Pajustada=0,015 para el IMC).
Dichas asociaciones no se encontraron en mujer€s7480 para peso, P=0,430 para IMC).
La interaccion PRKAG3*sexo no fue significativa eingun caso (P=0,090 para el peso;
P=0,153 para el IMC).

Por otro lado, puesto que la proteina AMPK es uzinam clave en el metabolismo
energético, AG y glucosa se estudio el riesgo @sidhd y DMT2 segun el genotipo de los
diferentes polimorfismos de la subunidades de AMB#S resultados se muestran en la

tabla 4.62.
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Tabla 4.62. Andlisis del riesgo de obesidad y DMT&gun el genotipo de los diferentes
polimorfismos de la subunidades de AMPK, en la pobtién PREDIMED del nodo de

!

)

Valencia.
Polimorfismo OBESO NO OBESO DMT2 NO DMT2
% % % %
cC 35,3 26,5 30,2 31,7
rs2796495 CT 48,9 55,6 52,7 51,3
PRKAA2 TT 15,7 17,9 17,1 16,9
P'=0,014 P'=0,551
OR: 0,66 (0,49-0,87) P=0,003 OR: 1,09 (0,82-1,45) P=0,551
TT 422 37,2 425 37,7
rs4213 TG 44,1 47,2 43,6 46,9
PRKAB1 GG 13,7 15,6 13,8 15,3
P'=0,253 P'=0,289
OR: 0,78 (0,61-1,01) P=0,062 OR: 0,86 (0,67-1,11) P=0,252
AA 24,7 19,1 22,4 21,3
rs1036852 AG 49,1 50,1 48,3 50,9
PRKAB2 GG 26,2 30,8 29,3 27,8
P'=0,066 P'=0,551
OR: 0,75 (0,56-1,01) P=0,062 OR: 1,09 (0,82-1,45) P=0,614
GG 36,9 37,4 34,2 39,3
rs2293445  GA 50,4 48,8 52,3 475
PRKAG1 AA 12,6 13,8 13,4 13,2
P'=0,820 P'=0,269
OR: 1,05 (0,80-1,38) P=0,731 OR: 1,21 (0,92-1,60) P=0,17(
cC 46,6 44 4 44,0 475
rs8961 CT 41,3 43,8 447 40,2
PRKAG2 TT 12,1 11,8 11,3 12,3
P'=0,715 P'=0,357
OR: 0,91 (0,71-1,17) P=0,479 OR: 1,14 (0,89-1,47) P=0,292
GG 70,0 72,9 70,1 72,4
rs1467320 GA 27,9 23,5 26,0 25,7
PRKAG3 AA 2,1 3,6 3,9 1,9
P'=0,132 P'=0,161
OR: 1,14 (0,86-1,51) P=0,375 OR: 1,13 (0,85-1,50) P=0,40¢

DMT2: Diabetes mellitus tipo 2. P1: p valor de cargzion de frecuencias genotipicas entre obesos/ no
obesos o diabéticos/ nodiabéticos obtenido mediantest Chi-Cuadrado. OR: valor de odds ratio réderi

a los portadores del alelo minoritario (exceptapeirs1036852) con respecto al genotipo homocig@®
prevalente, ajustado por edad y sexo obtenida midiagresion logistica. Entre paréntesis se ieckly
intervalo de confianza al 95% y p-valor obtenitloadcular la OR mediante regresion logistica.

El polimorfismo que presenté una menor prevalemriaobesos fue el rs2796495
(C>T) en el gen PRKAA2. Tras ajustar por sexo ydeda observd que los portadores del
alelo T mostraban menor riesgo de obesidad quédosocigotos CC. Las asociaciones
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ajustadas de las variantes alélicas para los pdismws rs4213 (T>G) de PRKAB1
(portadores alelo G) y rs1036852 (A>G) de PRKABRI(eG), quedaron en el limite de la
significacion estadistica (P=0,062 en ambos cadao®. polimorfismos rs2293445 de
PRKAGL1, rs8961 de PRKAG2 y rs1467320 de PRKAG3 nstraron asociacion.

Por otra parte, ninguno de los polimorfismos de deses de las subunidades de
AMPK mostro asociacion con DMT2.

Tras observar las diferencias en las medias deyM€so entre hombres y mujeres en
los polimorfismos PRKABL y PRKAG3, se estudio taémbel riesgo de obesidad asociado
al alelo minoritario (alelo G en el polimorfmiso BRKAB1 y alelo A en el polimorfismo
PRKAG3) en ambos sexos. En mujeres, los portadibehslelo del alelo G mostraron
menor riesgo de desarrollar obesidad (OR=0,55 IG05#-0,77) p<0.001), sin embargo,
en hombres, los portadores del alelo G presentaayor riesgo de obesidad pero no se
alcanzo la significacion estadistica (OR=1,39 IC@5%1-2,10) p=0,124). Con respecto al
polimorfismo de PRKAG3 los portadores del alelo i @ambos sexos mostraron mayor
riesgo de obesidad pero en ningun caso se alanaivel de significacion estadistica
(OR=1,20 I1C95%(0,75-1,91) P=0,443 para hombres; DREIC95%(0,77-1,58) P=0,583
para mujeres).

Por otro lado, en ningln caso se encontraron diféée entre obesos y no obesos,
diabéticos y no diabéticos, hipertensos y no hipexds o hipercolesterolémicos y no
hipercolesterolémicos, en cuanto al efecto de nadale los polimorfimos sobre variables
antropométricas, niveles de TG o glucosa o rieggoMT2 u obesidad.

4.2.4 Estudio de posibles interacciones gen*ambiente sobre fenotipos
intermedios

En este apartado se examinaran las interaccior@$afpaco, gen*adherencia a la
DM o a alguno de sus componentes incluidos en ektmnario de 14 puntos y
gen*actividad fisica, detectadas para los polirsarfis estudiados, en la poblacién
PREDIMED del nodo de Valencia.

4.2.4.1 Estudio de interaccion gen-tabaco

En la siguiente tabla (Tabla 4.63) se presentamlifasencias entre fumadores y no
fumadores con respecto a variables antropométmtasles de lipidos y presion arterial.
La prevalencia de fumadores es considerablament®mupe la de fumadores (1306
87% respectivamente). Se observaron diferenciesdisitamente significativas en la
edad, peso, IMC, PAD, c-HDL y TG, de modo que lamddores presentan menor edad,
IMC y c-HDL y mayor peso, PAD y concentracion plasita de TG.
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Tabla 4.63. Diferencias en parametros antropomeétrixs, niveles plasmaticos de lipidos y
tension arterial entre fumadores y no fumadores efa poblacion PREDIMED del nodo de

Valencia
Fumadores No fumadores p!
(n=136) (n=913)

Media + DS Media + DS
Edad (afios) 64+ 6 68 + 6 <0,001
Peso (kg) 79,7+13,1 75,8 +11,8 0,001
IMC(kg/m ?) 29,4+4,2 30,4+4.4 0,010
Cintura (cm) 102,9 +12,2 102,7+ 11,9 0,855
PAS (mmHg) 147,6 + 20,2 146,2 + 20,2 0,453
PAD (mmHg) 83,5+ 10,2 81,1+10,6 0,017
Glucosa (mg/dl) 120,0 + 38,3 118,9 + 38,6 0,775
CT (mg/di) 209,0 + 44,8 205,5 + 37,8 0,336
c-LDL (mg/dI) 129,5 + 38,3 127,8 + 34,6 0,623
c-HDL (mg/dl) 48,6 +13,9 53,3+12,8 <0,001
TG (mg/dl) 140,8 + 73,0 124,8 + 63,4 0,010

IMC: Indice de masa corporal; PAS: presion artesistolica; PAD: presion arterial diastolica; CT:
colesterol total; c-LDL: colesterol ligado a lipopeinas de baja densidad; c-HDL: colesterol ligado
lipoproteinas de alta densidad; TG: triglicéridbs valor de comparacién de medias mediante unbgrue
T-Student.

Tras realizar los estudios de interaccion gen*tapae observd modulacion por la
presencia de habito tabaquico en la relacion exlienorfismo y fenotipo intermedio de
ECV en las variantes rs183130 del gen de la CETB2R en el gen de PON1 y C242T de
la subunidagh22phoxde la NADPH oxidasa. Los analisis se presentaméraiacion.

4.2.4.1.1 Interaccion entre el polimorfismo rs183130 del gen de la CETP con el consumo de
tabaco sobre la concentracion de c-HDL.

En el apartado 4.2.3.2.2 se describio la asociad@bpolimorfismo rs183130 del gen
de CETP con los niveles plasméticos de c-HDL. Gstaonente, se observé que los
individuos con genotipo TT presentaban mayoreslesvee c-HDL que los CT y CC. Por
otro lado, el consumo de tabaco se asocié consoedso estadisticamente significativo en
la concentracion de c-HDL (Tabla 4.63). Dado elastp del consumo de tabaco y del
genotipo de rs183130, se analiz6 la posible intédacde ambos factores sobre la
concentracién plasmatica de c-HDL.
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En la tabla 4.64 se muestran los resultados. Senabgue los niveles de c-HDL son
mayores en los individuos TT que en los CT y CQotam el grupo de fumadores como en
el de no fumadores, sin embargo, tanto un indiddd@ como CT, la concentracion de c-
HDL es significativamente menor en fumadores caepeaeto a no fumadores. Dicho efecto
es mayor en individuos CC (7 mg/dL) que en CT (d¢dL). De este modo, parece que el
alelo C interacciona con el consumo de tabaco ngai#cir los niveles de c-HDL, mientras
que los individuos con genotipo TT son resisteatksdisminucion de c-HDL inducida por
el tabaco (Pinteraccion rs183130-CETP*tabaco =10,01

Tabla. 4.64. Interaccion entre el polimorfismo rs18130 del gen de CETP y consumo de
tabaco sobre los niveles plasmaticos de c-HDL enpablacion PREDIMED del nodo de
Valencia.

cC CT T pt
Media £ DS Media £ DS Media + DS

c-HDL (mg/dl)

Fumadores 450+9,7 49,2 + 14,2 65,2+ 19,1 <0,001
No fumadores 52,1+11,0 54,0+11,5 57,9+ 13,0 0,001
p? <0,001 0,009 0,141

P interaccion rs183130-CETP*tabaco = 0,011

c-HDL: colesterol ligado a lipoproteinas de altmsidad;™: p valor de comparacién de medias entre
genotipos mediante un prueba ANOVA.p valor de comparacién de medias entre fumadpnes
fumadores mediante un prueba T-Student.

4.2.4.1.2 Interaccion entre el polimorfismo Q192R del gen de la PON1 con el consumo de
tabaco sobre la concentracion de c-HDL.

Se compard el efecto del polimorfismo Q192R solme tiveles de c-HDL en
fumadores y no fumadores (Figura 4.15). La coneeitin de c-HDL fue menor en
fumadores que en no fumadores como se ha mostndddabla (4.63). Se observé que los
niveles de c-HDL se asociaban que el polimorfisdd®ZR Gnicamente en individuos no
fumadores. En este grupo, los individuos con gpnotRR monstraban menor
concentracion de c-HDL que los QR y los QQ (no fdanas QQ 54,3 + 13,2 mg/dL, QR
53,1 + 12,7 mg/dL, RR 50,3 + 10,0 mg/dL P=0,013h &nbargo, en fumadores no se
encontrd dicha asociacion (fumadores QQ 48,6 + digAlL, QR 46,7 + 13,5 mg/dL, RR
46,7 + 13,5 mg/dL P=0,720). La interacciébn no fusadisticamente significativa (P
interaccion Q192R-PON1*tabaco = 0,483).



214 TESIS DOCTORAL, P. CARRASCO. 2011

60 P=0,720 P=0,013
- Ptend=0,975 Ptend=0,003
©
2 55
E
&
2 50
b
(O]
S 45/
(]
=
P
40
QQ | QR | RR | QQ | QR | RR
FUMADORES NO FUMADORES

Figura 4.15. Niveles de c-HDL en fumadores y no fund@res segun el genotipo del polimorfismo Q192R
en la poblacién PREDIMED del nodo de Valencia. (P: alor de comparacion de medias mediante una
prueba ANOVA,; Ptend: p-valor obtenido de una pruebade tendencia lineal entre genotipos).

Por otro lado, se observa que la concentracionHielces mayor en individuos QQ y
QR fumadores que no fumadores y, sin embargo, dividinios RR no existen diferencias
entre ambos grupos poniendo de manifiesto queekel @ es mas susceptible, en su efecto
sobre la concentracion de c-HDL, al consumo dectahae el genotipo RR (Tabla 4.65).

Tabla 4.65. Diferencia en la concentracion de c-HDkegun el genotipo del polimorfismo
Q192R del gen de PONL1 al comparar fumadores y noradores en la poblacion PREDIMED
del nodo de Valencia.

Fumadores No fumadores pt
Media + DS Media + DS
c-HDL (mg/dl)
QQ 48,6+ 11,5 54,3 + 13,2 0,002
QR 46,7 +13,5 53,1+12,7 0,001
RR 46,7 +13,5 50,3 + 10,0 0,526

c-HDL: colesterol ligado a lipoproteinas de altasidad;’: p valor de comparacion de
medias entre fumadores y no fumadores medianteuaba T-Student.
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4.2.4.1.3 Interaccion entre el polimorfismo C242T del gen de la p22phox de la NADPH oxidasa
con el consumo de tabaco sobre la concentracion de GSH.

En la poblacion del nodo de Valencia del estudicEPRED se observé un
asociacion entre el polimorfimo C242T con concaiéa de GSH, un potente
antioxidante. Se estudio la posible interaccion@oronsumo de tabaco y los resultados se
muestran en la tabla 4.66. En no fumadores, sernabspie los portadores del alelo T
mostraban mayor concentracion de GSH que los hguoims CC, sin embargo, en el
grupo de fumadores no se encontr6 dicha asociadianinteraccién no alcanzé la
significacion estadistica. Cabe destacar el redutathafio de muestra, sobretodo en el
grupo de fumadores.

Tabla 4.66. Interaccion entre el polimorfismo C242Tdel gen dep22phox y consumo de tabaco
sobre los niveles plasmaticos de GSH en la poblagi®REDIMED del nodo de Valencia.

n Genotipos ~ GSH (nmol/mg) p
Media + DS
Fumadores 10 CcC 20,4+4,1
0,510
14 CT+TT 20,1+5,2
No fumadores 80 cc 18,8 +4,3
0,012
88 CT+TT 20,6 £4,7
P interacciérp22phoxtabaco= 0,125

GSH:glutation reducidd; p valor de comparacién de medias entre genotigeiante un prueba T-
Student.

4.2.4.2 Estudio de interaccion gen*dieta

En este apartado se presentaran las interaccioeedigta encontradas en la
poblacion PREDIMED del nodo de Valencia y en lalpoldn del estudio piloto del
proyecto PREDIMED general. Se analizaran las ioteomes entre los genes
seleccionados y el grado de adherencia al pataiétitio de DM en su conjunto y, ademas,
la influencia de los distintos componentes de &adiincluidos en el cuestionario de 14
puntos de adherencia a la DM.

4.2.4.2.1 Estudio de interaccion gen*dieta en la poblacion PREDIMED del nodo de Valencia

En la siguiente tabla (Tabla 4.67) se presentandiéerencias individuos que
consumen una dieta con elevado grado de adhereteciBM o bajo grado de adherencia a
la DM con respecto a variables antropométricagles/de lipidos y presion arterial. Se
observaron diferencias estadisticamente signifiaaten el IMC, cintura, c-HDL, de modo
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que los individuos con baja adherencia a la DM menor c-HDL y mayor IMC y
cintura con respecto a los individuos con alta eelt@a a la DM.

Tabla 4.67. Diferencias en parametros antropomeétrizs, niveles plasmaticos de lipidos y
tension arterial entre individuos que consumen undieta con elevado o bajo grado de
adherencia a la DM en la poblacion PREDIMED del ndo de Valencia.

Baja adherencia DM Alta adherencia DM pt
(n=526) (n=523)
Media = DS Media + DS

Edad (afios) 67 +7 67 £6 0,624
Peso (kg) 76,9+ 11,9 755+ 12,2 0,055
IMC(kg/m ?) 30,8 + 4,3 29,8 + 4,4 <0,001
Cintura (cm) 103,9 + 11,9 101,4+ 11,9 0,001
PAS (mmHg) 146,9 + 19,6 145,7 + 20,5 0,336
PAD (mmHg) 80,8 + 10,6 81,9+ 10,5 0,088
Glucosa (mg/dl) 120,9 + 40,2 117,3 37,0 0,138
CT (mg/dI) 206,2 + 39,2 205,6 + 38,1 0,808
c-LDL (mg/dl) 128,7 + 35,4 127,4 + 34,7 0,564
c-HDL (mg/dl) 51,5+12,9 53,7 13,2 0,008
TG (mg/dl) 128,8 + 73,0 124,2 + 65,2 0,265

DM: Dieta Mediterranea; IMC: indice de masa corpoRAS: presion arterial sistélica; PAD: presion
arterial diastdlica CT: colesterol total; c-LDL: esterol ligado a lipoproteinas de baja densidadpt:
colesterol ligado a lipoproteinas de alta densidagt; triglicéridos.™: p valor de comparacién de medias
mediante un prueba T-Student.

A continuacion, se presentan las interaccione® éogrgenes estudiados y el grado de
adherencia a la DM y/o del consumo de alimentogctaristicos de la DM, encontradas en
la poblacién del nodo de Valencia del estudio PRHEED.

4.2.4.2.1.1 Interaccion entre el polimorfismo Q192R  del gen de la PON1 con la
adherencia a la DM sobre la concentracién de c-HDL.

Se ha observado que la concentracion de c-HDL ewmen individuos con baja
adherencia a la DM que en aquellos que consumewliateacon alta adherencia a la DM
(Tabla 4.67), asi que se estudi6 el efecto ddHarancia a la DM sobre la asociacion entre
el polimorfismo Q192R y los niveles de c-HDL.

Se observd que los niveles de c-HDL se asociaban efjypolimorfismo Q192R
Unicamente en individuos con alta adherencia aNta(Bigura 4.16). En este grupo, los
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individuos con genotipo RR mostraban menor conaeittn de c-HDL que los QR vy los
QQ (QQ 55,1 + 13,3 mg/dL, QR 53,0 + 13,2 mg/dL, ®R4 + 10,1 mg/dL P=0,037). Sin
embargo, en individuos con baja adherencia a lanbMe encontré dicha asociacion (QQ
51,6 £ 12,4 mg/dL, QR 51,9 + 12,6 mg/dL, RR 49,51&,8 mg/dL P=0,310). La
interaccion no fue estadisticamente significatRanferaccion Q192R-PON1*adherencia a
la DM = 0,350).

60+
P=0,310 P=0,037
55
g
\d/ 50
T
° 45
40
QQ‘QR‘RR QQ‘QR‘RR
Baja adherencia DM Alta adherencia DM

Figura 4.16. Niveles de c-HDL en individuos con altg baja adherencia a la DM segun el genotipo del
polimorfismo Q192R. (P: p-valor de comparacion de mdias mediante una prueba ANOVA).

Por otro lado, se observa que la concentraciéntdBlc es mayor en individuos QQ
en individuos con alta adherencia a la DM que cajya ladherencia y, sin embargo, en
individuos QR y RR no existen diferencias entre @sngrupos, poniendo de manifiesto
gue los individuos QQ son mas susceptibles, effiestioesobre la concentracion de c-HDL,
a la adherencia a la DM, que los indiviuos QR y(R&bla 4.68).
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Tabla 4.68. Diferencia en la concentracion de c-HDkegun el genotipo del polimorfismo
Q192R del gen de PON1 al comparar individuos contaly baja adherencia a la DM, en la
poblacién PREDIMED del nodo de Valencia.

Baja adherencia DM Alta adherencia DM p
Media + DS Media + DS
c-HDL (mg/dl)
QQ 51,6+12,4 55,1+ 13,3 0,007
QR 51,9+ 12,6 53,0+ 13,2 0,393
RR 49,5+10,8 50,4 + 10,1 0,572

c-HDL: colesterol ligado a lipoproteinas de altasigad:’: p valor de comparacién de medias
entre fumadores y no fumadores mediante un pruehadent.

4.2.4.2.1.2 Interaccion entre el polimorfismo -75G/ A del gen de la APOAL con la
adherencia a la DM y consumo de carnes rojas y prod  uctos carnicos sobre la
concentraciéon de c-LDL.

En la poblacion del estudio PREDIMED del nodo déelvaia se observd un efecto
protector del alelo A del polimorfimo -75G/A soble concentracion de c-LDL. Sin
embargo, se detectd también una interaccion eStadiente significativa (Pinteraccion
ApoAl*adherencia a la DM=0,030) entre el polimarie -75G/A del gen de ApoAly el
grado de adherencia a la DM sobre la concentrad®nc-LDL, de modo que, los
portadores del alelo A solo presentaban menoreslesivde c-LDL estadisticamente
significativos, si consumen un dieta con elevadadgrde adherencia a la DM (GG:
131,3+£33,5 mg/dL vs GA+AA: 120,3+34,8 mg /dL; p=019. Sin embargo, en individuos
con baja adherencia a la DM los portadores dedb &l@huestran niveles de cLDL similares
a los individuos con genotipo GG (GG: 130,1+36,0dhgys GA+AA:129,7+33,8 mg /dL;
p=0,914) (Figura 4.17).
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Figura 4.17. Niveles de c-LDL en individuos con altg baja adherencia a la DM seguln el genotipo del
polimorfismo -75G/A del gen APOAL en la poblacion REDIMED del nodo de Valencia. (P: p-valor de
comparacion de medias mediante una prueba T-Student

Por otro lado, se observo que el consumo de caof@sy otros productos carnicos
(hamburguesas, salchichas o embutidos), era el munpe mas importante en esta
interaccion. De hecho, se observd que solo en lagygdrticipantes que consumian menos
de 1 vez al dia estos productos, el alelo A sei@sacon menores concentraciones de c-
LDL con respecto al genotipo GG, y sin embargolosnindividuos con mayor consumo
(mas de 1 vez al dia), no se observaba este deseents niveles de c-LDL en los
portadores del alelo A (Tabla 4.69). La interaccidue estadisticamente significativa
(Pinteraccion ApoAl*consumo carnes rojas/derivad03020).

Tabla 4.69. Interaccion entre el polimorfismo -75GA del gen de ApoAl y consumo de carnes
rojas, hamburguesas, salchichas o embutidos sobslIniveles plasmaticos de c-LDL en la
poblacién PREDIMED del nodo de Valencia.

GG GA+AA pl
Media £ DS Media £ DS
c-LDL (mg/dl)
Menos de 1 vez/dia 130,9+ 35,1 122,4 + 34,7 0,002
1 o més veces/dia 129,5 + 33,6 136,3 £ 31,7 0,235
P 0,706 0,011

L. p valor de comparacién de medias entre genotipediante un prueba T-Studefitp valor

de comparacion de medias entre individuos que co@sumenos 0 1 0 mas veces al dia carnes
rojas, hamburguesas, salchichas o embutidos medianprueba T-Student.



220 TESIS DOCTORAL, P. CARRASCO. 2011

4.2.4.2.1.3 Interaccion entre el polimorfismo R219K  del gen de la ABCAly la
adherencia a la DM y sus componentes sobre la conce  ntracion de glucosa y el IMC.

En la poblacion del estudio PREDIMED del nodo déelvaia se observd un efecto
protector del alelo K frente a concentracion degba y riesgo de DMT2. Sin embargo,
parece que esta asociacion estd modulada porda geaadherencia a la DM (Tabla 4.70).
Asi pues, se observé que los portadores del alefooKtraban menor concentracion de
glucosa y menor riesgo de DMT2 si consumian uni@ dien alta adherencia a la DM. Los
portadores del alelo K no mostraron diferenciasrespecto a la concentracion de glucosa
y al riesgo de DMT2 en comparacion con los indiegllicon genotipo RR cuando
consumian una dieta con baja adherencia a la DMntieaaccion fue significativa tanto
para la concentracion de glucosa como para la DMPhteraccion R219K-
ABCAl*adherencia a la DM=0,023; Pinteraccion R21ABCAl*adherencia a la DM =
0,002, respectivamente).

Tabla 4.70. Interaccion entre el polimorfismo R219kdel gen de ABCA1 y adherencia a la DM
sobre los niveles plasmaticos de glucosa y DMT2 knpoblacion PREDIMED del nodo de
Valencia.

RR RK+KK
Media+ DS Media £ DS

p! OR®

Glucosa (mg/dl)
Alta adherenciaDM  122,6 £38,4 111,5+34,9 0,001 0,47 (0,32-0,69),p81
Baja adherencia DM 120,5+39,0 122,0+x42,2 0,685 1,12 (0,78-1,60),p51

p2 0,501 0,004

DM: Dieta Mediterraned: p valor de comparaciéon de medias entre genotipediante un prueba T-
Student? p valor de comparacién de medias entre indiviciwsalta y baja adherencia a la DM mediante
un prueba T-StudentOR para Diabetes mellitus tipo 2: valor de oddsregferido a los portadores del
alelo K con respecto al genotipo homocigoto RR, aflstpor edad y sexo obtenida mediante regresion
logistica. Entre paréntesis se incluye el intenddoconfianza al 95%. También el p-valor obtenitlo a
calcular la OR mediante regresion logistica.

Ademas, se observo que el consumo de pescado gcmamia el componente de la
dieta que mas influia en la interaccion del poliiisoro R219K con la adherencia a la DM
para determinar los niveles de glucosa plasmatic@MT2 (Tabla 4.71). Se observé que
los portadores del alelo K del polimorfismo R219Hgstraban menor concentracion de
glucosa y menor riesgo de DMT2, solo si consumiam®s veces a la semana pescado o
marisco. En inviduos con un consumo menor de 3svada semana, el polimorfismo no
presenta efecto sobre los niveles de glucosa y DMa2nteraccion fue significativa para
la concentracion de glucosa (Pinteraccion R219K-AB€onsumo de pescado-
marisco=0,024).
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Tabla 4.71. Interaccion entre el polimorfismo R219kdel gen de ABCAL y consumo de pescado
0 marisco sobre los niveles plasmaticos de glucos®MT2 en la poblacion PREDIMED del
nodo de Valencia.

RR RK+KK
Media + DS Media + DS

pt OR®

Glucosa (mg/dl)
3 0 mas veces/semana 121,6 £39,2 111,1+35,6 0,002 0,65 (0,45-0,94),p22
Menos 3 veces/semana121,4 + 38,2 122,1+41,3 0,834 0,84 (0,58-1,20),p34

P2 0,953 0,003

DM: Dieta Mediterrane& p valor de comparacién de medias entre genotipetiante una prueba T-Student.

2 p valor de comparacién de medias entre individgos consumen 3 veces 0 mas o menos de 3 veces
pescado/marisco por semana mediante un pruebad&8t8OR para Diabetes mellitus tipo 2: valor de odds
ratio referido a los portadores del alelo K corpesso al genotipo homocigoto RR, ajustado por edsexp
obtenida mediante regresion logistica. Entre pasgnse incluye el intervalo de confianza al 95%mbién el
p-valor obtenido al calcular la OR mediante regmre$igistica.

Por otro lado, se detecté una interaccion entpokinorfismo R219K y el consumo
de reposteria comercial que determina el efecttegiar del alelo K sobre el IMC y la
obesidad, observado en la poblacion PREDIMED ddbrde Valencia (Tabla 4.72). De
este modo, se observé que los portadores del Klplesentaban menor IMC y riesgo de
obesidad si el consumo de reposteria comerciamemrgor de 2 veces por semana. La
interaccion fue significativa tanto para el IMC awrpara la obesidad (Pinteraccion
R219K-ABCAl*reposteria comercial=0,010; PinteraacidR219K-ABCAl*reposteria
comercial = 0,004, respectivamente).

Tabla 4.72. Interaccion entre el polimorfismo R219kdel gen de ABCA1 y consumo de
reposteria comercial sobre IMC y obesidad en la pdéacion PREDIMED del nodo de Valencia.

RR RK+KK
Media + DS Media + DS

p! OR®

IMC (kg/m?)
Menos 2 veces/semana 30,6 + 4,2 296+4,1 0,002 0,60 (0,43-0,82) p=R,0
Mas 2 veces/semana 30,4+4,8 30,9+4,6 0,346 1,25 (0,81-1,93) p=b,3

p2 0,524 0,003

DM: Dieta Mediterrane& p valor de comparacién de medias entre genofipediante una prueba T-Student.
2 p valor de comparacion de medias entre individyes consumen menos de 2 0 mas de 2 veces réaoster
comercial por semana mediante un prueba T-Stud@fk.para obesidad: valor de odds ratio referido a los
portadores del alelo K con respecto al genotipoduigoto RR, ajustado por edad y sexo obtenida mediant
regresion logistica. Entre paréntesis se incluyeteitvalo de confianza al 95%. También el p-valbtenido al
calcular la OR mediante regresion logistica.

o O
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4.2.4.2.1.4 Interaccion entre el polimorfismo -514C
de verduras/hortalizas, fruta y frutos secos sobre

/T del gen de la LH y el consumo
la concentracion de TG y c-HDL.

Por un lado, en la poblacién del nodo de Valenelaedtudio PREDIMED, se detect6
una interaccion entre el polimorfismo -514C/T dePCly el consumo de verdura,
hortalizas y fruta sobre los niveles plasmaticos Td& (Pinteraccion LIPC*consumo
verduras/hortalizas=0,007, Pinteraccién LIPC*consumita=0,013). De este modo, los
portadores del alelo T presentaban mayores nivd#e3G de manera estadisticamente
significativa, cuando su consumo de verduras/hpasly fruta era menor de 2 veces al dia
y menor de 3 veces al dia, respectivamente. Enllagumarticipantes cuyo consumo de
veduras/hortalizas y fruta era mas elevado no seered este incremento en la
concentracion de TG asociado al alelo T (Figur@y.1

Niveles TG (mg/dL)

160+

150+

140+

130

120+

110

Pinteraccion=0,007

P=0,440

P=0,005

Niveles TG (mg/dL)

160+

150+

1404

130+

120+

110

Pinteracci6n=0,013

P=0,013

P=0,353

ccC CT+TT ccC CT+TT cc CT+TT CcC CT+TT

Menos de 3 veces
al dia

2omés veces al | Menos de 2 veces 30 mas veces al
dia aldia dia

Figura 4.18. Niveles de TG en individuos que consume2 o0 mas veces 0 menos de 2 veces
verduras/hortalizas al dia (izquierda) y 3 0 mas s 0 menos de 3 veces fruta al dia (derecha) se@lin
genotipo del polimorfismo -514C/T del gen LIPC, end poblacion PREDIMED del nodo de Valencia. (P:
p-valor de comparacion de medias mediante una pruebT-Student).

Por otro lado, también se detectd una interaconbre el polimorfismo -514 C/T del
gen de LH y el consumo de FS para determinar lesles plasmaticos de c-HDL
(Pinteraccion LIPC*consumo FS=0,045). En la tablé34se observa que, los individuos
con genotipo CC presentan mayores niveles de c-tilalhdo consumen mas de 3 veces a
la semana FS con respecto a los individuos, canssho genotipo, pero que consumen FS
con menor frecuencia. Sin embargo, en los portadole alelo T no se observan
diferencias en la concentracion de c-HDL, en fumciél consumo de FS.
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Tabla 4.73. Interaccion entre el polimorfismo -514/T del gen LIPC y consumo frutos secos
sobre los niveles plasmaticos de c-HDL en la pobida PREDIMED del nodo de Valencia.

ol CT+TT pl
Media + DS Media £ DS
c-HDL (mg/dl)
Mas de 3 veces/semana 55,0+ 14,6 53,0+12,0 0,268
Menos de 3 veces/semana 51,4+124 53,3+129 0,049
P 0,002 0,842

: p valor de comparacién de medias entre genotigediante un prueba T-Studefitp
valor de comparacion de medias entre individuosaquesumen menos 0 mas de 3 veces
a la semana frutos secos mediante un prueba T+8tude

4.2.4.2.1.5 Interaccion entre los polimorfismos rs7 901695, rs7903146, rs12255372 del
gen de TCF7L2 y el consumo de frutos secos sobre el IMC y riesgo de obesidad.

En la poblacion del nodo de Valencia de PREDIMEDegeontré una interaccion
entre los polimorfismos rs7901695, rs7603146 y 255372 del gen de TCF7L2 y el
consumo de FS sobre el IMC vy el riesgo de obesiladas figuras 4.19, 4.20 y 4.21 se
presentan los resultados. Para los 3 polimorfimespbserva un efecto protector de los
alelos minoritarios (C para rs7901695 y T para®8146 y rs12255372) sobre el IMC y el
riesgo de obesidad en aquellos individuos que ¢nesB 0 mas veces a la semana FS. Sin
embargo, este efecto no se manifiesta en los thatdg cuyo consumo de FS es menor. La
interaccion para IMC y riesgo de obesidad fue éstisdmente significativa en el caso de
los polimorfismos rs7901695 (Pinteraccién=0,029ap#viC, Pinteraccion=0,003 para
riesgo de obesidad) y rs12255372 (Pinteracciér2z20p@ra IMC, Pinteraccion=0,021 para
riesgo de obesidad) y pero en el caso del polisTadirs7903146 solo fue significativa la
de obesidad (Pinteraccion=0,117 para IMC, Pintégdacf),039 para riesgo de obesidad).
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32
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§ 301 OR=1,00 IC95%(0,73-1,38) P=0,991
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Figura 4.19. IMC (Kg/m2) en individuos que consume3 o mas 0 menos de 3 veces a la semana FS segln
el polimorfismo rs7901695 del gen de TCF7L2 en la ptacion del nodo de Valencia del estudio
PREDIMED. (P: p-valor de comparacion de medias mediae una prueba ANOVA; OR para obesidad:
valor de odds ratio referido a los portadores del lalo C con respecto al genotipo homocigoto TT,
ajustado por edad y sexo obtenida mediante regresidogistica. Entre paréntesis se incluye el interval

de confianza al 95%. También el p-valor obtenido atalcular la OR mediante regresion logistica.

32
rs7903146
31
P=0,315
g 30 1 OR= 0,93 IC95%(0,67-1,28) P=0,639
S
O 29
= P=0,028
28 OR= 0,50 IC95%(0,30-0,84) P=0,009
27
cC CT TT
‘ —e— 3 0 mas/semana —&— menos de 3/semana

Figura 4.20. IMC (Kg/m2) en individuos que consumei® o mas 0 menos de 3 veces a la semana FS segln
el polimorfismo rs7903146 del gen de TCF7L2 en la ptacion del nodo de Valencia del estudio
PREDIMED. (P: p-valor de comparacion de medias mediae una prueba ANOVA; OR para obesidad:
valor de odds ratio referido a los portadores del lalo C con respecto al genotipo homocigoto TT,
ajustado por edad y sexo obtenida mediante regresidogistica. Entre paréntesis se incluye el interval

de confianza al 95%. También el p-valor obtenido atalcular la OR mediante regresion logistica.
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Figura 4.21. IMC (Kg/m2) en individuos que consumei® o0 mas o0 menos de 3 veces a la semana FS segun
el polimorfismo rs12255372 del gen de TCF7L2 en la placion del nodo de Valencia del estudio
PREDIMED. (P: p-valor de comparacién de medias mediae una prueba ANOVA; OR para obesidad:
valor de odds ratio referido a los portadores del lalo C con respecto al genotipo homocigoto TT,
ajustado por edad y sexo obtenida mediante regresidogistica. Entre paréntesis se incluye el interval

de confianza al 95%. También el p-valor obtenido atalcular la OR mediante regresion logistica.

4.2.4.2.1.6 Interaccion entre el polimorfismo C677T  del gen de la MTHFR y consumo
de reposteria comercial y consumo preferente de car  nes blancas frente a carnes
rojas sobre el IMC y el riesgo de obesidad.

Por un lado, se observo que la asociacidn del pdiismo C677T del gen de MTHFR
con IMC y riesgo de obesidad estaba influenciadaepoonsumo de reposteria comercial
en la poblacion PREDIMED del nodo de Valencia. B&e anodo, se detecté que en los
individuos que consumen menos de 2 veces a la semgposteria comercial, el
polimorfismo C677T se asociaba con mayor IMC ygtede obesidad y, sin embargo, en
aquellos que consumen con una frecuencia de 2 vet@s a la semana no se observé este
efecto (Tabla 4.74). La interaccion quedé en eitéimde la significacion estadistica para el
IMC (Pinteraccion MTHFR*consumo reposteria comde€ld54). Se observa que los
genotipos CT y TT no muestran variabilidad en elCIMn funcién del consumo de
reposteria, sin embargo, el genotipo CC si queeptaglicha variabilidad.
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Tabla 4.74. Interaccion entre el polimorfismo C677Tel gen de MTHFR y consumo de
reposteria comercial sobre el IMC y riesgo de obafad en la poblacion PREDIMED del nodo

de Valencia.
cC CT TT 1 5
Media + DS Media+DS Media DS P OR
IMC (Kg/m %)
Menos de 2 B
veces/semana 295+3,8 304+44 308+ 4,2 0,011 1,52 (12085) p=0,017
2 0 mas B
veces/semana 30,8+4,7 30,5+4,8 30,4+ 49 0,747 1,27 (W) p=0,289
P 0,004 0,868 0,538

IMC: Indice de Masa Corporal:: p valor de comparacién de medias entre genotipgediante una prueba T-
Student? p valor de comparacién de medias entre individyes consumen menos de 2 0 2 0 mas veces por
semana reposteria comercial mediante un pruebadest>0OR para obesidad: valor de odds ratio referido a
los portadores del alelo T con respecto al gendtguoocigoto CC, ajustado por edad y sexo obtenidhami
regresion logistica. Entre paréntesis se incluyetefvalo de confianza al 95%. También el p-valotenido al
calcular la OR mediante regresion logistica.

Por otro lado, se observo un efecto similar aldiatua interaccién del polimorfismo
C677T del gen de MTHFR con el consumo preferentealres blancas (pollo, pavo o
conejo) frente a carnes rojas (ternera, cerdo)bhagnesas o salchichas, sobre el IMC y
riesgo de obesidad (Tabla 4.75). De este modadnétigiduos con genotipo CC muestran
menor IMC cuando consumen de forma preferente sabtencas que carnes rojas v,
valores de IMC mas elevados, cuando consumen massceojas que carnes blancas. Sin
embargo, en los portadores del alelo T, ya seaduig@tos como homocigotos (CT o TT),
el consumo preferente de carnes blancas o rojeafenta al IMC, y ademas, muestran
valores de IMC similares a los individuos con ggtCC que consumen mas carnes
rojas que carnes blancas. Por ello, en aquellowidluds que consumen de forma
preferente carnes blancas frente a carnes rojabsseva un efecto del alelo T que provoca
mayor IMC vy riesgo de obesidad. Este efecto nobserwa en individuos que consumen
MAs carnes rojas que blancas. La interaccion adistitamente significativa para el IMC
(Pinteraccion MTHFR*consumo preferente carnes laanscarnes rojas=0,034).
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Tabla 4.75. Interaccion entre el polimorfismo C677Tdel gen de MTHFR y consumo
preferente de pollo, pavo o conejo frente a carneejas o derivados carnicos sobre el IMC y
riesgo de obesidad en la poblacién PREDIMED del n@dde Valencia.

Medci;Ct DS Medgrt DS Med-igt DS P! OR’
IMC (Kg/m ?)
Si 296+39 305+45 30,7+ 46 0,019 1,48 (1208) p=0,016
No 31,0+47 302+46 304+ 40 0415 1,25 (@77 p=0,396
p? 0,007 0,445 0,687

IMC: Indice de Masa Corporal:: p valor de comparacién de medias entre genotipediante una prueba T-
Student.% p valor de comparacién de medias entre individgoe consumen o no consumen de forma
preferente pollo, pavo o conejo frente a carnessrojderivados carnicos mediante un prueba T-Stui@R
para obesidad: valor de odds ratio referido a msapores del alelo T con respecto al genotipo toigoto
CC, ajustado por edad y sexo obtenida mediantesiégréogistica. Entre paréntesis se incluye elrvale de
confianza al 95%. También el p-valor obtenido &uar la OR mediante regresion logistica.

4.2.4.2.1.7 Interaccion entre el polimorfismo rs146 7320 del gen de la subunidad
PRKAG3 de AMPK y la adherencia a la DM y el consumo  de carnes rojas o
productos carnicos derivados sobre la concentracion de glucosa y el riesgo de
DMT2.

En la poblacion de elevado riesgo cardiovasculdredeudio PREDIMED no se
encontré asociacion entre el polimorfismo rs1467@20gen de la subunidad PRKAG3 de
la AMPK y concentracion de glucosa o riesgo de DM3 embargo, se encontré una
interaccion con la adherencia a la DM que modutiblaas asociaciones (Tabla 4.76). En
individuos con alta adherencia a la DM, los portadodel alelo A mostraron menor
concentracion de glucosa y menor riesgo de DMTZdgndo en el limite de la
significacion estadistica. Sin embargo, en indigglewon baja adherencia a la DM, los
portadores del alelo A mostraron mayor concerdraaie glucosa, sin alcanzar la
significacion estadistica, y mayor riesgo de DMT&nto para la concentracion de glucosa
como para la DMT2, las interacciones fueron edtfiadisente significativas (P interaccion
rs1467320-PRKAG3*adherencia a la DM = 0,034 patzaga, P interaccion rs1467320-
PRKAG3*adherencia a la DM = 0,005 para DMT2).
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Tabla 4.76. Interaccion entre el polimorfismo rs148320 del gen de PRKAG3 y adherencia a la
DM sobre los niveles plasmaticos de glucosa y DMER la poblacion PREDIMED del nodo de
Valencia.

GG GA+AA
Media £ DS Media + DS

pt OR®

Glucosa (mg/dl)
Alta adherencia DM 119,0+39,3 113,3+31,1 0,110 0,66 (0,43-1,02),p64
Baja adherencia DM 119,0+37,2 125,3+37,2 0,116 1,64 (1,10-2,40),p16

p? 0,997 0,015

DM: Dieta Mediterraned p valor de comparacién de medias entre genotipediante una prueba T-
Student? p valor de comparacién de medias entre indivicaorsalta y baja adherencia a la DM mediante
un prueba T-StudentOR para Diabetes mellitus tipo 2: valor de oddoregferido a los portadores del
alelo A con respecto al genotipo homocigoto GGstajio por edad y sexo obtenida mediante regresion
logistica. Entre paréntesis se incluye el intenddoconfianza al 95%. También el p-valor obtenitlo a
calcular la OR mediante regresion logistica.

Se observd que en la interaccion observada estglacado el consumo de carnes
rojas y productos carnicos como hamburguesas,ishésho embutidos (Tabla 4.77). De
este modo, los portadores del alelo A, cuyo consdmaarnes rojas o derivados era
elevado (1 o mas veces al dia), mostraban mayweotracion de glucosa y riesgo de
DMT2. Sin embargo, en los individuos que consunnig@mos carnes rojas o derivados no
se observo este efecto del alelo A. La interacfiénestadisticamente significativa para la
concentracion de glucosa y el riesgo de DMT2 (Pacon rs1467320-
PRKAG3*consumo de carnes rojas Yy derivados=0,03thteRaccion rs1467320-
PRKAG3*consumo de carnes rojas y derivados=0,#®pectivamente).

Tabla 4.77. Interaccion entre el polimorfismo rs148320 del gen de PRKAG3 y consumo de
carnes rojas, hamburguesas, salchichas o embutidssbre los niveles plasmaticos de glucosa y
DMT2 en la poblacién PREDIMED del nodo de Valencia.

Med(i;Gi DS MS('JIA;;QADS P! OR?®
Glucosa (mg/dI)
Menos 1 vez/dia 118,5+38,8 1159+39,1 0,410 0,88 (0,63-1,21),422
1 o més veces/dia 120,8+34,8 133,2+43,1 0,048 2,5(1,29-4,78),p60
P 0,577 0,004

L p valor de comparacién de medias entre genotipediante un prueba T-Studefdt. p valor de
comparacion de medias entre individuos consumenosnen 1 0 mas veces al dia carnes rojas,
hamburguesas, salchichas o embutidos medianteuaaiT-StudenfOR para Diabetes mellitus tipo 2:
valor de odds ratio referido a los portadores tidbaA con respecto al genotipo homocigoto GG, tajis
por edad y sexo obtenida mediante regresion logistintre paréntesis se incluye el intervalo ddiaora

al 95%. También el p-valor obtenido al calculabR mediante regresion logistica.
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4.2.4.2.1.8 Interaccion entre el polimorfismo rs279 6495 del gen de la subunidad
PRKAA2 de AMPK y la adherencia a la DM y consumo de  pescado sobre el IMC,
perimetro de la cintura y riesgo de obesidad.

Se observo que la asociacién del polimorfismo 96295 del gen de la subunidad
PRKAA2 de AMPK con IMC, perimetro de la cintura esgo de obesidad estaba
modulada por la adherencia a la DM (Tablas 4.789)4

Concretamente, solo se observé un efecto protedbialelo T frente al IMC, la
cintura, en aquellos individuos que consumen uatadion alta adherencia a la DM. Sin
embargo, no se detectO efecto del alelo T en iddosg con baja adherencia a la DM. La
interaccion fue estadisticamente significativa pisi@ y perimetro de la cintura.

Tabla 4.78. Interaccion entre el polimorfismo rs278495 del gen de PRKAA2 y adherencia a la
DM sobre IMC y perimetro de la cintura en la pobladdn del nodo de Valencia del estudio

PREDIMED.
cC CT TT pt
Media £ DS Media + DS Media £ DS
IMC (Kg/m ?)
Alta adherencia DM 30,5+3,9 29,8+4,5 29,0+ 4,3 0,044
Baja adherencia DM 30,9+3,8 30,6 + 4,8 31,5+4,1 0,376
P? 0,352 0,046 <0,001

P interaccion rs2796495-PRKAA2*adherencia DM = 0,08t
Cintura (cm)

Alta adherencia DM 103,8 + 11,4 100,7 + 11,5 100,5 + 11,1 0,050
Baja adherencia DM 103,1 + 10,8 103,3+ 11,2 105,9 + 13,9 0,191
P? 0,578 0,012 0,009

P interaccion rs2796495-PRKAA2*adherencia DM = 0,(R

DM: Dieta Mediterrane& p valor de comparacién de medias entre genotipxfiante una prueba ANOVA.

p valor de comparacion de medias entre individuossatta y baja adherencia a la DM mediante unalyarde
Student

Con respecto al riesgo de obesidad se observaemtosfsimilares. Los individuos
portadores del alelo T que consumen una dieta ttongaado adherencia a la DM
mostraron menor riesgo de obesidad. Sin embargmdariduos con baja adherencia a la
DM no se observé este efecto protector (Tabla 4.79)
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Tabla 4.79. Riesgo de obesidad asociado al polimierho rs2796495 del gen de PRKAA2 en
individuos con alta y baja adherencia a la DM en Ipoblacion PREDIMED del nodo de

Valencia.
OR'
Alta adherencia DM 0,58 (0,38-0,88) p=0,010
Baja adherencia DM 0,79 (0,53-1,19) p=0,263
P interacciéon = 0,018

DM: Dieta Mediterranea’OR para obesidad: valor de odds ratio referidosa lo
portadores del alelo T frente a homocigotos CC tajiesspor edad y sexo obtenido

mediante regresion logistica. Entre paréntesiadayie el intervalo de confianza al

95%. También el p-valor obtenido al calcular la O&drante regresion logistica.

Por otro lado, se detectd que la interaccion olsiErestaba determinada por el
consumo de pescado (Tablas 4.80 y 4.81). Asi, serab un efecto protector del alelo T
frente al IMC, la cintura y al riesgo de obesidalb £n aquellos individuos que consumen
3 0 mas veces a la semana pescado. Sin embarigali\éduos con un consumo menor, no
se detectod efecto del alelo T sobre el IMC y riedgmbesidad, e incluso, en el caso del
perimetro de la cintura, los individuos TT mostraroayores valores que los individuos
CT y CC. La interaccion fue estadisticamente sicatifva para IMC y cintura, y quedé en
el limite de la significacion estadistica en elocdsl riesgo de obesidad.

Tabla 4.80. Interaccion entre el polimorfismo rs278495 del gen de PRKAA2 y el consumo de
pescado sobre IMC y perimetro de la cintura en lagblacion PREDIMED del nodo de

Valencia
CcC CT TT p!
Media + DS Media + DS Media + DS
IMC (Kg/m )
3 0 mas veces/semana 30,9+ 4,0 29,6+ 4,6 20,3+4,2 0,008
Menos 3 veces/semana 305+ 3,8 30,9+4,6 31,1+44 0,547
p? 0,353 0,003 0,010

P interaccion rs2796495-PRKAA2*adherencia DM = 0,08
Cintura (cm)

3 0 mas veces/semana  104,3+11,8 100,7 + 11,7 100,3 + 11,4 0,008
Menos 3 veces/semana 1025 + 10,4 103,4 + 10,9 107,0 + 13,5 0,026
p? 0,177 0,014 0,001

P interaccion rs2796495-PRKAA2*adherencia DM = 0,0D

I p valor de comparacién de medias entre genotigetiante una prueba ANOVA. p valor de comparacién
de medias entre individuos que consumen més o niEn8weces a la semana pescado mediante una grueba
Student
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Tabla 4.81. Riesgo de obesidad asociado al polimierho rs2796495 del gen de PRKAA2 segln
en consumo de pescado en la poblacion PREDIMED dsbdo de Valencia.

OR!
3 0 mas veces/semana 0,52 (0,35-0,79) p=0,002
Menos 3 veces/semana 0,87 (0,58-1,32) p=0,519
P interaccion = 0,090

TOR para obesidad: valor de odds ratio referido @togdores del alelo T frente a
homocigotos CC, ajustado por edad y sexo obtenidtiamie regresién logistica.
Entre paréntesis se incluye el intervalo de comfiaal 95%. También el p-valor
obtenido al calcular la OR mediante regresion lagist

4.2.4.2.2 Estudio de interaccion gen-dieta en la poblacion del estudio piloto del proyecto
PREDIMED general. Interaccion entre los polimorfismos -765G/C en el gen de COX-2
y -174G/C en el gen de IL-6 y la dieta sobre marcadores de inflamacién

En el apartado 4.2.3.5 se ha mostrado la relacitne &s polimorfismos -765G/C en
el gen de COX-2 y -174G/C en el gen de IL-6 y résebde glucosa, lipidos y de
marcadores de inflamacion en la poblacion del éstydloto general del proyecto
PREDIMED. De los 721 individuos incluidos en elusib, 241 pertenecen al grupo de
DM+AOVE, 241 al grupo de DM+FS y 240 al grupo cohtrLas caracteristicas
demogréficas, clinicas, genéticas y de dieta nerdif entre grupos en la visita inicial.

Tras 3 meses de intervencién dietética con DM+A@MVBM+FS, la puntuacion en el
cuestionario de adherencia a la DM de 14 puntogataren estos dos grupos (Tabla 4.82).
Segun las respuestas en los cuestionarios todopddgipantes de los grupos de
intervencion dietética tomaron los suplementos @VE y FS. Ademas, medidas de
marcadores de cumplimiento de la dieta en plasmenga revelaron buena adherencia a
dichos suplementos. Comparando con el grupo corgrolel grupo de DM+AOEV se
observé un aumento de tirosol (12ug/L;IC95%(7-16);P01) e hidroxitirosol (0,08
Mg/L;1C95%(0,05-0,011);P=0,01) en orina, y en eipgrde DM+FS, un aumento de &cido
a-linolénico en plasma (60ug/L;IC95%(45-79);P=0,0#/demas, en los grupos de
intervencion con AOEV y FS se observd un descensto® marcadores de inflamacion
(IL-6, ICAM, VCAM) tras 3 meses de estudio. Estoaroadores no disminuyeron en el
grupo control (Tabla 4.82).
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Tabla. 4.82. Cambios en el consumo de alimentos (didos mediante el CFCA), en la
puntuacion en el cuestionario de adherancia a la DMe 14 puntos, concentracion de lipidos y
marcadores de inflamacion tras 3 meses de interveda dietética en la poblacion PREDIMED
del estudio piloto generaf:

DM+AOVE DM+FS CONTROL
(n=241) (n=241) (n=240)
AQV (g/d) 32,3 (27,2 a 37,4)* 1,2 (0,1 a2,9) -0,1(-3,182,
AOR (g/d) -25,7 (-30,6 a -21,9)* -0,6 (-5,5a4,2) -1,6 (-5,9,4)
Frutos secos (g/d) 1,7 (0,5 a 3,0) 40,8 (33,5 a 47,6)* -0,70 (-3,6%) 1
Verduras (g/d) 13,4 (6,2 a 39,3) 18,1 (-1,3 a 36,2) 8,1 (-13,2.6p
Legumbres (g/d) 8,6 (3,4 a13,7) 10,1 (5,8 a 14,9) 3,5(0,1a6,7
Fruta (g/d) 5,6 (-33,4 a 44,1) 15,3 (-11,7 a 41,4) 24,9 (149.8)
Z;j;:ado’ marisco 1,8 (-6,3a9,5) 2,4 (-7,9 a13,1) 11,5 (-4,4 &p8,
Saarm(/) Zr‘zgl‘é‘);tos -23,9(-345a126)*  -29,7 (-456a132*  -7.8,{a0,1)
Lacteos (g/d) -17,1 (-38,3 a 4,1) -45,0 (-69,8 a-19,3)  -22,D(25a 4,3)
ngere”da DM 14 2.2 (1,9 a2,4)* 2.8 (2,6 a 3,0)* 0,1(-0,320.2
c-LDL (mmol/L) -0,12 (-0,23 a -0,06) -0,10 (-0,20 a-0,04)  -0,4624 a -0,09)
c-HDL (mmol/L) 0,06 (0,08 a 0,04)* 0,02 (0,01 a 0,05)* -0,01 (050@,02)
TG (mmol/L) -0,04 (-0,13 a -0,01) -0,09 (-0,16 a0,03)* 0,5 a 0,12)
PCR (mg/L) -0,70 (-1,05 a -0,22)* 0,21 (-0,15 a 0,53) -0,1mE8 a 0,32)
IL-6 (ng/L) -0,67 (-1,41a-0,13)*  -0,91(-1,69 a-0,17)*  0(0202 a 1,19)
ICAM (pg/L) -65,8 (-82,3a-49,6)*  -49.4 (-75,1 a -30,2)* 21315 a 50,7)
VCAM (ug/L) -117,6 (-178,2 a -56,8)* -94,7(-165,3 a -31,8)*  21(5,8 a 135,9)

DM+AOVE: grupo de Dieta Mediterramea con suplemedgcaceite de oliva virgen extra; DM+FS: grupo de
Dieta Mediterramea con suplemento de frutos se€€@NTROL: grupo control; AOV: aceite de oliva virgen;
AOR: aceite de oliva refinado; CT: colesterol toal;DL: colesterol ligado a lipoproteinas de bagmsidad;
c-HDL: colesterol ligado a lipoproteinas de altamsidad; TG: triglicéridos; PCR: proteina C reactiuapl
interleuquina 6; ICAM: molécula de adhesion inteutat, VCAM; molécula de adhesion celular vascufar.
Los valores son diferencias de medias absoluta85%).” Indica valor diferentes del grupo control, P<0,05.

En este trabajo, se ha examinado la influenci@si@dlimorfismos -765G/C en el gen
de COX-2y -174G/C en el gen de IL-6 sobre los dambn las concentraciones séricas de
los marcadores de inflamacion asociados a la eteion dietética. No se encontrd
interaccion gen-dieta en ningdn grupo. En cuan&oiafluencia del polimorfismo -765G/C
en el gen de COX-2 sobre los niveles séricos d& kl-efecto de la DM en la disminucion
de la concentracion de IL-6 fue el mismo en honmaoig GG y portadores del alelo C
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(Pinteraccion gen-dieta=0,634). Se observaron teetng similares al examinar la posible
interaccion entre el polimorfismo -765G/C de COX-a intervencion dietética sobre la
concentracion sérica de ICAM (Pinteraccion gen'@ie,696). No se encontré6 una
interaccion en ningdn grupo, pero si se observo lgueoncentracion sérica de ICAM
disminuyé en los grupos de DM+AOVE y DM+FS indepentemente del genotipo de la
variante -765G/C. Tampoco se encontrg interaccigm determine los niveles séricos de
PCR y VCAM (Pinteraccion gen*dieta= 0,259 y 0,548pectivamente). En cuanto al
polimorfismo -174 G/C en el gen de IL-6, el efedi la intervencién dietética sobre la
concentracion sérica de ICAM no fue modificada gimho polimorfismo (Pinteraccion
gen*dieta= 0,392). Tampoco se encontrd una intéraggen*dieta cuando se examing el
efecto combinado de los dos polimorfismos sobrenlgsles de ICAM (P=0,249). Estos
resultados han sido publicados recientemente (l@dpett al, 2009).

4.2.4.3 Estudio de interaccion gen-actividad fisica

En la tabla 4.83, se presentan las diferenciag eslentarios y no sedentarios con
respecto a variables antropométricas, nivelespitol y presion arterial.

Tabla 4.83. Diferencias en parametros antropomeétris, niveles plasmaticos de lipidos y
tension arterial entre sedentarios y no sedentariasn la poblacion PREDIMED del nodo de

Valencia.
Sedentarios No sedentarios P!
(n=295) (n=754)

Media = DS Media = DS
Edad (afios) 67 + 6 67 +6 0,723
Peso (kg) 77,5+ 13,0 75,7 11,5 0,035
IMC(kg/m ?) 31,1+4,7 299+41 <0,001
Cintura (cm) 105,2 + 12,3 101,6+ 11,8 <0,001
PAS (mmHg) 148,7 + 20,6 146,0 + 19,9 0,061
PAD (mmHg) 82,1+10,5 81,4+10,5 0,411
Glucosa (mg/dI) 126,3 + 43,1 115,7 + 36,1 <0,001
CT (mg/dl) 209,0 + 39,4 205,1+ 38,9 0,165
c-LDL (mg/dI) 129,2 + 36,0 127,8 +35,3 0,589
c-HDL (mg/dl) 51,2+12,8 53,3 +13,0 <0,027
TG (mg/dl) 135,3 + 70,6 123,4 + 63,2 0,010

IMC: indice de masa corporal; CT: colesterol total.Oi: colesterol ligado a lipoproteinas de baja
densidad; c-HDL: colesterol ligado a lipoproteirdss alta densidad; TG: triglicéridod. p valor de
comparacion de medias mediante un prueba T-Student.
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Se observaron diferencias estadisticamente sigtifiacs en el perimetro de cintura,
peso, IMC, glucosa, c-HDL y TG, de modo que loses¢arios presentan menores niveles
de c-HDL y mayor perimetro de cintura, peso e IMépwcentracion plasmatica de glucosa
y TG. Las diferencias en la PAS quedaron en dtdide la significacion estadistica.

Tras realizar los estudios de interaccion gen*atdi fisica, se observé modulacién
por la actividad fisica en la relacion entre polifismno y fenotipo intermedio de ECV en
las variantes rs9939609 del gen de la FTO y Prcd 2Alel gen de PPARG2. Los analisis
se presentan a continuacion.

4.2.4.3.1 Interaccion entre el polimorfismo rs9939609 del gen de FTO y la actividad fisica
sobre perimetro de cintura e IMC.

Puesto que en nuestra poblacibn de elevado rieagdiogascular del estudio
PREDIMED no se encontré asociacion entre los pafismos del gen de la FTO con
parametros relacionados con obesidad y ademagchbhde mantener un estilo de vida
sedentario se asocié con mayor perimetro de cinpgao e IMC, se examind si la
actividad fisica influye sobre el efecto de lasiarstes de FTO estudiadas, sobre
parametros relacionados con obesidad.

Se encontrdé una interaccion entre el polimorfisme@939609 con la actividad fisica
que determinaba la asociacion de dicho polimorfisom perimetro de cintura y el IMC (P
interaccion rs9939609-FTO*actividad fisica = 0,0p@&ra la cintura; P interaccion
rs9939609-FTO*actividad fisica = 0,027 para el IMS® observd, que el perimetro de la
cintura y el IMC aumentaba en individuos con ggrm#hA con respecto a aquellos con
genotipo TA y TT, Unicamente en individuos sedeasarEn individuos que realizaban
actividad fisica el efecto del alelo A desaparecity encontrdndose diferencias
estadisticamente significativas segun el genofiiguas 4.22 y 4.23).

Con respecto al polimorfismo rs375812 en el genFd@®, que se encontré en
desequilibrio de ligamiento con rs9939609, la exteidon gen*actividad fisica sobre IMC y
perimetro de la cintura quedd en el limite de tmificacion estadistica (P interaccion
rs375812-FTO*actividad fisica=0,109 para la cintur® interaccion rs375812-
FTO*actividad fisica=0,071 para el IMC). En cuaatgolimorfismo rs1861868 del gen de
FTO no se observd interaccion gen*actividad fisiglhre IMC y perimetro de la cintura (P
interaccion rs1861868-FTO*actividad fisica=0,978rgpala cintura; P interaccion
rs1861868-FTO*actividad fisica=0,770 para el IMC).
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Figura 4.22. Perimetro de la cintura en individuossedentarios y no sedentarios segun el polimorfismo
rs99396309 del gen de la FTO en la poblacion PREDIMEMel nodo de Valencia. (P: p-valor de
comparacion de medias mediante una prueba ANOVA).
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Figura 4.23. Indice de masa corporal (IMC) en indiiduos sedentarios y no sedentarios segin el
polimorfismo rs99396309 del gen de la FTO, en la ptacion PREDIMED del nodo de Valencia. (P: p-
valor de comparacion de medias mediante una pruelaNOVA).
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4.2.4.3.2 Interaccion entre el polimorfismo Pro12Ala del gen de PPARG2 y la actividad fisica
sobre la concentracion de glucosa.

En la poblacién de PREDIMED del nodo de Valencissa@ncontrd asociacion entre
el polimorfismo Prol2Ala y los niveles de glucosaieasgo de DMT2. Sin embargo, se
detectd que estas asociaciones eran influenciamda pealizacion o no de actividad fisica
(Tabla 4.84). Se observo que en individuos sedestatos individuos con genotipo
Prol2Pro mostraban mayor concentracién de glucosdog portadores del alelo 12Ala, y
sin embargo, en no sedentarios no se observareniifas entre genotipos. Ademas, los
individuos con genotipo Pro12Pro mostraron mayoca@ga en el grupo de sedentarios que
en el de no sedentarios. Los individuos con geadipl2Pro que realizaban actividad
fisica, presentaron niveles de glucosa similares andividuos portadores del alelo 12Ala
pertenecientes tanto al grupo de sedentarios cdnde ano sedentarios. También, en
individuos sedentarios, el genotipo Pro12Pro masiagor riesgo de DMT2, aunque no se
alcanzé la significacion estadistica. La interacgd@ra la concentracion de glucosa fue
significativa pero para la DMT2 no (P interacciomPAla-PPARG2*actividad fisica =
0,043 para glucosa, P interaccién Prol2Ala*PPARGE2tividad fisica = 0,103 para
DMT?2). Asi pues, el genotipo Prol2Pro parece ses sadisible que el alelo 12Ala, con
respecto a los niveles de glucosa, a la realizacidm de actividad fisica.

Tabla 4.84. Interaccion entre el polimorfismo Prol2la del gen de PPARG?2 y actividad fisica
sobre los niveles plasmaticos de glucosa y DMT2 knpoblacion del nodo de Valencia del
estudio PREDIMED.

Pro_12Pr0 Port_ 12Ala pl OR?
Media+ DS Media + DS
Glucosa (mg/dl)
Sedentarios 129,3+44,6 112,3+31,4 0,016 1,73 (0,89-3,33),p65
No sedentarios 116,2+ 36,3 114,1+358 0,562 0,94 (0,63-1,40),p45
p? <0,001 0,766

Port: portadores: p valor de comparacién de medias entre genotipediante un prueba T-Studefitp
valor de comparacion de medias entre individuo®rsadios y no sedentarios mediante un prueba T-
Student30OR para Diabetes mellitus tipo 2: valor de oddoreferido Homocigotos Pro12Pro frente a los
portadores del alelo 12Ala, ajustado por edad p séstenida mediante regresion logistica. Entrerpiasés

se incluye el intervalo de confianza al 95%. Tambéé p-valor obtenido al calcular la OR mediante
regresion logistica.
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4.2.5 Estudio de combinaciones genotipicas de polimorfismos

En este apartado se examinara el efecto combinadpotimorfismos que han
mostrado asociacidon con niveles de lipidos, y patds relacionados con obesidad y
DMT2.

4.2.5.1 Estudio de combinaciones genotipicas de polimorfismos que se han asociado
con niveles de lipidos.

Los polimorfismos TaqIB y rs183130 del gen de 1ar€ER219K del gen de ABCA1
y Q192R del gen de PON1 mostraron asociacion cexlas plasmaticos de c-HDL y los
porlimorfimos E2/E3/E4 del gen de ApoE y -75 G/A den de ApoAl con niveles
plasméticos de c-LDL. Asi pues, se examinard elctefecombinado de dichos
polimorfismos.

4.2.5.1.1 Estudio de combinaciones genotipicas de polimorfismos que se han asociado con
niveles de c-HDL.

Los polimorfimos TaqIB y rs183130 del gen de lal€Enostraron asociacion con los
niveles de c-HDL. En la tabla 4.85 se muestran rlesultados del efecto sobre la
concentracion de c-HDL de los homocigotos mutaB@82 o TT, en comparacién con los
homocigotos salvajes, B1B1 o CC, para cada unmsl@ds polimorfismos. Ademas se
presenta también el efecto de la combinacién dgdastipos mas favorables frentes a los
menos favorables (B2B2/T¥s B1B1/CC) de ambos polimorfimos. Se observo, péra e
polimorfismo TaqlB, que los homocigotos mutados B2Bresentan un 12,6% de
incremento en la concentracion de c-HDL frentesaHomocigotos salvajes B1B1. En el
caso del polimorfismo rs183130, la diferencia ehtsaocigotos TT y homocigotos CC en
los niveles de c-HDL fue de 14,5%. Al realizar lambinacion genotipica de ambos
polimorfismos, se detecto un incremento de 17,#%og niveles de c-HDL, en genotipos
mas favorables (B2B2/TT) frente a los menos favesa (B1B1/CC). Las diferencias
fueron estadisticamente significativas en lasdoesparaciones.
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Tabla 4.85. Efecto del genotipo homocigoto mutadoeinte al homocigoto salvaje y de la
combinacion de estos genotipos sobre los niveleaghaticos de c-HDL, de los polimorfismos
TaqIB y rs183130 de CETP en poblacion PREDIMED erl nodo de Valencia.

Polimorfismo Genotipo n c-HDL  Diferencia(%)" P

TaqlB B1B1 387 50,1+ 12,7
12,6 <0,001

B2B2 144 56,4 + 13,3

rs183130 cC 546 51,2+ 13,2
145 <0,001

TT 76 58,6 + 13,8

Combinacién  B1B1/CC 358 50,3+ 12,8
17,7 <0,001

B2B2/TT 65 59,2 + 14,2

T Porcentaje de diferencia en la concentracién ®kt-entre los genotipos mas y menos favorables.
indica p-valor obtenido con una prueba T-Studena pamparar mediad;Combinacion de genotipos mas
favorables de TaqlB y rs183130 de CETP frente mws favorables.

En la tabla 4.86 se muestra el efecto sobre ladeswde c-HDL, de forma individual
y combinada, de los portadores del alelo mutadutdra los homocigotos salvajes de los
polimorfismos Taq IB y rs183130 del gen de CETPoB&erva que los portadores del alelo
B2 del polimorfimo de TaqIB presentan un incremeteain 8,4% en los niveles de c-HDL
frente a los homocigotos B1B1. Los portadores ddbal del polimorfismo rs183130
presentan un incremento de un 6,1% en la concénrate c-HDL. Al realizar la
combinacion de genotipos, se observa que los pdade los alelos mutados para ambos
polimorfismos frente a los homocigotos salvajesBBCC) muestran un incremento de
8,4% en los niveles de c-HDL. Las diferencias foeestadisticamente significativas en
todos los casos.

Tabla 4.86. Efecto del genotipo homocigoto salvafeente portadores del alelo mutado y de la
combinacion de estos genotipos sobre los niveleagrhéticos de c-HDL, de los polimorfismos
TaqIB y rs183130 de CETP en poblacion PREDIMED enle@odo de Valencia.

Polimorfismo Genotipo n c-HDL  Diferencia(%) P
TaqlB B1B1 387 50,1+ 12,7
8,4 <0,001
Portadores B2 634 54,3+13,1
rs183130 cc 546 51,2 +13,2
6,1 <0,001
Portadores T 488 54,3+125
Combinacion B1B1/CC 446 50,3+ 12,8
8,4 <0,001
Port B2/Port T 358 54,5+ 12,7

I Porcentaje de diferencia en la concentracién dét-Entre los genotipos mas y menos favorales;
indica p-valor obtenido con una prueba T-Studena pamparar mediad;Combinacién de genotipos mas
favorables de TaqlB y rs183130 de CETP frente mtws favorables (Port= Portadores).
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Por otro lado, el polimorfismo Q192R localizado @ngen de la PON1 también
mostré asociaciacion con los niveles de c-HDL. pigds, también se estudio la diferencia
en el efecto sobre la concentracion de c-HDL eividdos portadores de los alelos mas
favorables frente los individuos con genotipo hoigdiico para los alelos menos
favorables de los polimorfismos TaqIB y rs183130g#n de la CETP y el polimorfismo
Q192R en el gen de PONL. En la tabla 4.87 se namnelts resultados.

Se observo que los portadores del alelo R del pofimo Q192R en el gen de PONL1,
presentaron un incremento de un 3,1% en los nivides-HDL frente a los homocigotos
QQ. Al realizar la combinacion de genotipos, seeolss que los individuos portadores de
los genotipos mas favorables (Portadores del &82lportadores de T/QQ) mostraron un
incremento de un 10,4% en los niveles de c-HDLté&renlos individuos que presentaron
los genotipos menos favorables (B1B1/CC/Portaddetslelo Q). Las diferencias fueron
estadisticamente significativas en ambos casos.

Tabla 4.87. Efecto del genotipo mas favorable freatgenotipo menos favorable y de la
combinacion de estos genotipos sobre el los nivefgasmaticos de c-HDL, de los polimorfismos
TaqIB y rs183130 del gen de CETP, Q192 del gen d®R1 y R219K del gen de ABCALl en
poblacién PREDIMED en el nodo de Valencia.

Polimorfismo Genotipo n c-HDL Diferencia(%)" P
TaqlB B1B1 387 50,1+ 12,7
8,4 <0,001
Portadores B2 634 54,3+13,1
rs183130 cc 546 51,2 +13,2
6,1 <0,001
Portadores T 488 543+125
Q192R QQ 417 53,5+ 13,1
3,1 0,050
Portadores R 585 51,9+125
ABCA1 RR 563 51,8+ 12,4
3,9 0,014
Portadores K 471 53,8 + 13,7
Combinaciéh  B1B1/CC/Port R 141 49,8+ 12,2
10,4 <0,001
Port B2/PortT/QQ 281 55,0 + 11,8
Combinaciof B1B1/CC/RR 198 49,3+12,3
12,4 <0,001
Port B2/PortT/PortK 231 55,4+ 13,5

1 Porcentaje de diferencia en la concentracién dédt-Hntre los genotipos mas y menos favorables;
indica p-valor obtenido con una prueba T-Studena pamparar media$;Combinacién de genotipos mas
favorables de TaqlB y rs183130 de CETP y Q192R d¢lRf2nte a los menos favorables.

4 Combinaci6n de genotipos mas favorables de Taqi&.83130 de CETP y R219K de ABCAL frente a
los menos favorables (Port= Portadores).
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El polimorfimo R219K del gen de ABCA1 también madsasociacion con los niveles
de c-HDL. Concretamente, los portadores del alefaréSentaron un incremento de 3,9%
en la concentracion plasméatica de c-HDL con respadbs homocigotos RR. Asi pues,
también se examiné el efecto combinado de los gmsofavorables y no favorables de los
polimorfismos TaqIB y rs183130 del gen de CETP ydlmorfimos R219K del gen de
ABCAL. Los individuos portadores de los genotipagofables para los 3 polimorfimos
(Portadores de B2/Portadores de T/portadores de nidpstraron un incremento
estadisticamente significativo de un 12,4% en lesles de c-HDL en comparacién a los
individuos con genotipos no favorables (homocigatadvajes en los 3 polimorfimos
B1B1/CC/RR) (Tabla 4.87).

4.2.5.1.2 Estudio de combinaciones genotipicas de polimorfismos que se han asociado con
niveles de c-LDL.

Los polimorfismo E2/E3/E4 del gen de ApoE y -75@ gen de ApoAl mostraron
asociacion con concentracion de c-LDL. Los portedatel alelo E4 del polimorfismo del
gen de ApoE mostraron un 7,8% mas de c-LDL qu@dotadores del alelo E3. En el caso
del polimorfismo -75 G/A del gen ApoAl, los homaaigs GG presentaron un 4,5% mas
de c-LDL que los portadores del alelo A. Al examiebefecto combinado de los genotipos
favorables (portadores de alelo E3/ portadoredale A) frente a los de riesgo (portadores
alelo E4/homocigotos GG), se observé un incremetgoun 10% en los individuos
portadores de los genotipos de riesgo. Las difeaenen todos los casos fueron
estadisticamente significativas (Tabla 4.88).

Tabla 4.88. Efecto del genotipo mas favorable freatgenotipo menos favorable y de la
combinacion de estos genotipos sobre los niveleagrhéaticos de c-LDL, de los polimorfismos
E2/E3/E4 del gen de ApoE y -75 G/A del gen de ApoAdn poblacion PREDIMED en el nodo

de Valencia.
Polimorfismo  Genotipo n c-LDL Diferencia(%)* P
E2/E3/E4 E3 744 127,8 + 34,6
7.8 0,001
E4 167 137,7 +37,3
-75 GIA GG 694 130,5 + 35,1
4,5 0,020
Portadores A 317 1249 + 34,5
Combinaciofl  E3/port A 614 128,7 + 34,1
10,0 <0,001
E4/GG 119 141,5 + 38,1

1 Porcentaje de diferencia en la concentracion d®lc-entre los genotipos mas y menos favorabies;
indica p-valor obtenido con una prueba T-Studena pamparar mediad;Combinacién de genotipos mas
favorables de E2/E3/E4 de APOE y -75 G/A de APOwhte a los menos favorables (Port= Portadores).
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4.2.5.2. Estudio de combinaciones genotipicas de polimorfismos que se han asociado
con IMC.

Los polimorfismos rs7903146 del gen de TCF7L2, 36852 del gen de PRKAB2 y
R219K del gen de ABCA1 mostraron un efecto protestiore el IMC en la poblacion de
PREDIMED del nodo de Valencia. Los portadores tkdbal’ del polimorfimos rs7903146
presentaron un 2,7% menos de IMC que los homoagot. Los portadores del alelo G
del polimorfimo de rs1036852 mostraron un desceleson 2,0% en el IMC con respecto a
los homocigotos AA. Con respecto al polimorfismolBR, los portadores del alelo K
presentaron un 1,7% menos de IMC gue los homoddRR. Los descensos en estos dos
ultimos polimorfismos quedaron en el limite de igndicacién estadistica (Tabla). Al
examinar la combinacion de genotipos mas favoredplertadores de T/ portadores de G/
portadores de K) frente a los alelos menos favesatilomocigotos CC/ homocigotos AA/
homocigotos RR), se observd que los individuosagomes de los genotipos favorables
mostraban un descenso estadisticamente significdéiwn 6,3% en el IMC (Tabla 4.89).

Tabla 4.89. Efecto del genotipo mas favorable freatgenotipo menos favorable y de la
combinacion de estos genotipos sobre el IMC, de Ipslimorfismos rs7903146 del gen de
TCF7L2, rs1036852 del gen de PRKAB2 y R219K del gele ABCAL, en poblacion
PREDIMED en el nodo de Valencia.

Polimorfismo Genotipo n IMC Diferencia(%)* P
rs7903146 cc 387 30,8 £4,7
2,7 0,013
Portadores T 611 30,0+4,2
rs1036852 AA 227 30,8+4,1
2,0 0,061
Portadores G 816 30,2+4,4
R219K RR 563 30,5+4,4
1,7 0,073
Portadores K 471 30,0+44
Combinacion CC/AAR R 43 32044
6,3 0,011
Port T/Port G/Port K 202 30,1+4,3

TPorcentaje de diferencia de IMC entre los genotipas y menos favorablesindica p-valor obtenido con
una prueba T-Student para comparar medi@gmbinacién de genotipos méas favorables de rs7%08&4
TCF7L2, rs1036852 de PRKAB2 y R219K de ABCAL frente atesos favorables (Port= Portadores).
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4.2.5.3. Estudio de combinaciones genotipicas de polimorfismos que se han asociado
con concentracion plasmatica de glucosa.

Los polimorfismos rs7903146 y rs12255372 del gen TeF7L2 mostraron
asociacion con la concentracion plasméatica de ghmo la poblacion de PREDIMED del
nodo de Valencia. En la tabla 4.90 se muestra gantaos polimorfismos, el efecto del
genotipo homocigoto salvaje (CC o GG) frente al boigoto mutado (TT en ambos
casos), sobre la concentracion de glucosa. Los tigotos mutados TT mostraron un
7,7% mas de glucosa que los homocigotos salvajgsatLel polimorfismo rs7903146. En
el caso del polimorfismo rs12255372, el incremdade un 7,1%. Se estudio también la
diferencia en el efecto sobre la concentracion ldeoga entre individuos portadores de
genotipos homocigotos salvajes para ambos polismds (CC/GG) frente a los
individuos portadores de los genotipos mutadosTTY{Tabla 4.90). La diferencia entre
ambos fue de 9,3%. En todos los casos, los inctemem la concentracion de glucosa
fueron estadisticamente significativos.

Tabla 4.90. Efecto del genotipo homocigoto mutadoeinte al homocigoto salvaje y de la
combinacion de estos genotipos sobre los niveleaghaticos de glucosa, de los polimorfismos
rs7903146 y rs12255372 del gen de TCF7L2 en poblatiPREDIMED en el nodo de Valencia.

Polimorfismo Genotipo n Glucosa  Diferencia(%) P

rs7903146 cc 387 115,3 + 36,7
7.7 0,027

T 149 124,2 + 43,6

rs12255372 GG 265 114,5 + 35,3
7.1 0,016

T 158 121,6 + 39,0

Combinacion CCIGG 322 114,7 £35,5
9,3 0,014

TTTT 110 125,4 + 47,8

! Porcentaje de diferencia en la concentracién deogh entre los genotipos mas y menos
favorables.? Indica p-valor obtenido con una prueba T-Studemtapcomparar medias;
Combinacién de genotipos mas favorables de rs7®314s12255372 frente a los menos
favorables.

Por otro lado, también se examin0 el efecto sobreohcentracion de glucosa en
individuos portadores de los alelos de riesgo deoarmpolimorfismos frente a homocigotos
salvajes, ademas, de la combinacion de genotiddg®.91). En el caso del polimorfimo
rs7903146, el incremento en la concentracion deogla fue de 5,7%, en el del
polimorfismo rs12255372 de 6,4%, y en la combinacie genotipos (Homocigotos
salvajes CC/G@sportadores del alelo T en ambos polimorfismos)de&,9%.
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Tabla 4.91. Efecto del genotipo homocigoto salvajeente portadores del alelo mutado y de la
combinacion de estos genotipos sobre los niveleaghaticos de glucosa, de los polimorfismos
rs7903146 y rs12255372 del gen de TCF7L2 en pobtatiPREDIMED en el nodo de Valencia.

Polimorfismo Genotipo n Glucosa  Diferencia(%) P
rs7903146 cc 387 115,3 + 36,7
57 0,022
Portadores T 611 121,9 +40,3
rs12255372 GG 265 114,5 + 35,3
6,4 0,003
Portadores T 568 121,8 +40,1
Combinacior CCIGG 252 1151+358
7,9 0,007
Port T/Port T 524 122,6 + 40,5

T Porcentaje de diferencia en la concentracién deoghi entre los genotipos mas y menos favorables;
indica p-valor obtenido con una prueba T-Studena pamparar mediad;Combinacién de genotipos mas
favorables de rs7903146 y rs12255372 frente a Ersomfavorables (Port= Portadores).

El polimorfismo R219K del gen de ABCA1 también mméstsociacion con niveles de
glucosa. Los portadores del alelo K presentaroronesmiveles de glucosa, concretamente
un 4,6% menos (Tabla 4.92). Asi pues, se estuditefetto combinado de los
polimorfismos rs7903146 y rs12255372 del gen de 7IQFy el polimorfismo R219K del
gen de ABCAL sobre los niveles de glucosa (Taldd)4Se compararon los portadores de
los genotipos favorables (CC/GG/Portadores debd&@lfrente a los genotipos de riesgo
(Portadores del alelo T/ portadores del alelo T)) RR los polimorfismos rs7903146,
rs12255372 y R219K respectivamente. Los individpostadores de los genotipos de
riesgo mostraron un incremento de un 13,6% enil@deas de glucosa.

El polimorfismo C677T del gen de MTHFR también mé@stsociacién con niveles de
glucosa. Los portadores del alelo T presentaron omaypncentracion de glucosa,
concretamente un 5,5% mas. Asi también, se esaldifecto al combinar genotipos de
riesgo y favorables de los polimorfismos rs7903%4612255372 del gen de TCF7L2 y el
polimorfismo C677T del gen de MTHFR (Tabla 4.92pslindividuos portadores de los
genotipos de riesgo (portadores del alelo T e lpslimorfismos) en comparacién con los
individuos portadores de los genotipos favorableempcigotos salvajes en los 3
polimorfimos CC/GG/CC) mostraron un incremento ¢e98% en la concentracion de
glucosa.
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Tabla 4.92. Efecto del genotipo mas favorable freatgenotipo menos favorable y de la
combinacion de estos genotipos sobre el los nivplasmaticos de glucosa, de los polimorfismos
rs7903146 y rs12255372 del gen de TCF7L2, R219K dein de ABCALl y C677T del gen de
MTHFR en poblacién PREDIMED en el nodo de Valencia.

Polimorfismo Genotipo n Glucosa  Diferencia(%) P
rs7903146 cc 387 115,3 + 36,7
57 0,022
Portadores T 611 121,9 +40,3
rs12255372 GG 265 114,5 + 35,3
6,4 0,003
Portadores T 568 121,8 +40,1
R219K RR 563 121,7 + 38,6
4.6 0,027
Portadores K 471 116,3 + 38,7
cerrT cc 349 115,2 + 37,3
55 0,016
Portadores T 685 121,5+ 37,3
Combinacion  cc/ca/Port K 141 110,5 + 33,1
13,6 <0,001
Port T/Port T/RR 281 125,5+41,0
Combinaciof CCIGGICC 112 114,4 + 33,9
9,8 0,008
PortT/PortT/PortT 353 125,7 + 40,9

! Porcentaje de diferencia en la concentracién deoghi entre los genotipos mas y menos favorables;
indica p-valor obtenido con una prueba T-Studena pamparar medias;Combinacién de genotipos mas
favorables de rs7903146 y rs12255372 de TCF7I2 y R2O ABCAL frente a los menos favorabfes
Combinacién de genotipos mas favorables de rs79081462255372 de TCF712 y C677T de MTHFR
frente a los menos favorables (Port= Portadores).

4.2.6 Estudio de posibles interacciones gen*gen sobre fenotipos intermedios

En este apartado se presentaran los resultadoa gigetaccion gen*gen entre el
polimorfismo TaqlB del gen de CETP y E2/E3/E4 geh de ApoE vy la interaccion entre
las variantes TaqlB y rs183130 del gen de CETP goémorfismo -514 C/T de LIPC,
sobre los niveles de c-HDL, en poblacién de aliegd cardiovascular.

4.2.6.1 Estudio de interacciones gen*gen entre los polimorfismo TaqlB del gen de
CETP y E2/E3/E4 del gen de ApoE sobre los niveles de c-HDL.

En la poblacion PREDIMED del nodo de Valencia, postadores del alelo B2 del
polimorfismo TaqIB del gen de la CETP mostraron onag concentraciones de c-HDL que
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los individuos B1B1. Sin embargo, no se encontrociasion entre el polimorfismo
E2/E3/E4 del gen de ApoE, con los niveles de c-HDL.

Tras el analisis de la interaccion gen*gen ertpokmorfismo TaqlB localizado en
el gen de CETP y el polimorfimo E2/E3/E4 de APOIBredos niveles de c-HDL, no se
encontré una interaccion gen*gen estadisticameiggifisativa (Pinteraccion=0,707)
(Figura 4.24).

60, Pinteraccién gen*gen=0,707
P=0,635
2 55
> P=0,941
£
a
T 50
(&S]
45
2 | E3 | E4 | E2 | E3 | E4
B1B1 Portadores de B2

Figura 4.24. Medias de c-HDL (mg/dL) segun los polintismos TagIB en el gen de CETP y E2/E3/E4 en
el gen de ApoE en la poblacién PREDIMED del nodo de \encia.

Tanto en individuos con genotipo B1B1 del polimmdi de CETP como en
portadores del alelo B2, no se obtuvieron diferne@stadisticamente significativas en la
concentracion de c-HDL segun el polimorfismo E2HA3de APOE. En los individuos
B1B1 las medias de c-HDL segun el polimorfismo dRO& fueron: E2 50,4+14,4 mg/dL,
E3 50,5+12,9 mg/dL, E4 49,9+10,6 mg/dL, p=0,941. &% portadores del alelo B2 las
medias fueron: E2 55,2+13,7 mg/dL, E3 54,1+13,2dingE4 55,3+12,9 mg/dL, p=0,635.

4.2.6.2 Estudio de interacciones gen*gen entre los polimorfismos TaqIB y rs183130
del gen de CETP y -514 C/T del gen LIPC sobre los niveles de c-HDL.

En la poblacion PREDIMED del nodo de Valencia, pastadores del alelo B2 del
polimorfismo TaqIB y del alelo T del polimorfisme183130 del gen de CETP mostraron
mayores niveles de c-HDL que los individuos B1BC® respectivamente. Sin embargo,
no se encontré asociacion entre el polimorfismd&5T de LIPC con c-HDL. Tras realizar
el estudio de interacciones gen*gen, no se encontedaccion entre los polimorfismos
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TaqlB del gen de CETP y -514C/T de LIPC, sobreriveles de c-HDL (Pinteraccion

gen*gen= 0,494) (Figura 4.25). Tanto en individuosn genotipo B1B1 como en
portadores del alelo B2 de TaqIB, el polimorfisrb@4C/T de LIPC no mostré asociacion
con c-HDL. En los individuos B1B1 las medias deBtHsegun el polimorfismo de LIPC

fueron: CC 50,1+13,5 mg/dL, CT+TT 50,3+11,3 mg/¢i0,917. En los portadores del
alelo B2 las medias fueron: CC 53,9+13,1 mg/dL, TT$5,2+13,1 mg/dL, p=0,223.

60 Pinteraccion gen*gen=0,494
P=0,223
_ 56
)
> P=0,917
E 52 0 CC (-514C/T_LIPC)
a B CT+TT (-514C/T_LIPC)
T
O 48
44 '
B1B1 (TaqlB_CETP) B1B2+B2B2
(TaqlB_CETP)

Figura 4.25. Medias de c-HDL (mg/dL) segun los polimmismos TaqIB en el gen de CETP y -514C/T en
el gen LIPC en la poblacién PREDIMED del nodo de Valesia.

Sin embargo, se encontré6 una interaccion estaalistinote significativa entre los
polimorfismos rs183130 del gen de CETP y -514C/T R, sobre los niveles de c-HDL
(Pinteraccion gen*gen= 0,010) (Figura 4.26). Cotanente, el polimorfismo -514C/T
solo se asocié con mayores niveles de c-HDL ervithgibs portadores del alelo T del
polimorfismo rs183130 de CETP. Sin embargo, no seomtaron diferencias
estadisticamente significativas en los niveles-#t entre los portadores del alelo T 'y
los homocigotos CC del polimorfismo -514 C/T, emlividuos con genotipo CC del
polimorfismo rs183130 del gen de CETP. Asi pues, les individuos CC
(rs183130_CETP) las medias de c-HDL segun el pofismo de LIPC fueron: CC
51,7414,2 mg/dL, CT+TT 50,8+11,6 mg/dL, p=0,439. s portadores del alelo T
(rs183130_CETP) las medias fueron: CC 53,1+12, 1dmgCT+TT 56,6+13,1 mg/dL,
p=0,004. Los portadores del alelo T en ambos pofismos presentaron un incremento de
9,5% en la concentracion de c-HDL con respectosaridividuos homocigotos CC para
ambos polimorfismos (CC/CC).
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Figura 4.26. Medias de c-HDL (mg/dL) segun los poliorfismos rs183130 en el gen de CETP y -514C/T
en el gen LIPC en la poblacion PREDIMED del nodo de Mancia.

4.3 Estudio EPIC

4.3.1 Caracteristicas de la poblacion

En la tabla 4.93 se muestran las caracteristicasogigéficas, antropométricas,
clinicas, bioquimicas y en la tabla 4.94 las carésticas dietéticas y de estilo de vida en
los casos (n=557) y en los controles (n=1180).

Los casos presentan mayor nivel de IMC y peor Iplpiidico que los controles.
Ademds, la prevalencia de obesos, individuos cdo bivel de c-HDL, diabéticos,
hipertensos e hipercolesterolémicos también es neyoasos que en controles.
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Tabla 4.93. Caracteristicas demograficas, antropontécas, clinicas, bioquimicas, en los casos
y en los controles del estudio EPIC.

Casos Controles
(n=557) (n=1180) P
Media £ DS Media + DS

Hombres/Mujeres 445/112 932/248 0,663
Edad (afios) 53,9+7,3 53,8 +7,2 0,702
IMC(kg/m ?) 292+35 28,7+37 0,004
CT (mg/dL)* 235,8 + 37,2 221,0 35,1 <0,001
c-LDL (mg/dL)* 164,6 + 29,9 152,7 + 28,2 <0,001
c-HDL (mg/dL)* 49,7+ 15,4 53,8 + 14,8 <0,001
TG (mg/dL)** 156,6 + 114,8 123,8 + 86,5 <0,001
Obesidad; n (%) 203 (36,4) 360 (30,5) 0,014
c-HDL bajo*** ; n (%) 168 (33,2) 210 (19,5) <0,001
Diabetes; n (%) 61 (11,0) 85 (7,2) 0,009
Hipertension; n (%) 192 (34,5) 279 (23,7) <0,001
Hiperlipidemia; n (%) 224 (43,3) 293 (24,9) <0,001

IMC: Indice de masa corporal; CT: colesterol total.0i_: colesterol ligado a lipoproteinas de baja
densidad; c-HDL: colesterol ligado a lipoproteim#salta densidad; TG: triglicéridos; *Medido en 458
individuos a (506 casos y 1078 controles). ** Med&h 996 muestras obtenidas de individuos en ayunas
*** c-HDL bajo: < 40 mg/dL en hombres y < 50 mg/din mujeres. P: P valor para obtener diferencias
entre casos y controles mediante una prueba T-8tpdea comparar medias de variables continuasiy co
un test de Chi- Cuadrado para comparar variblegédtas.

Los casos y controles también difieren en el comsdemAGS, AGM vy la ingesta de
alcohol, de modo que la prevalencia de no bebedardss casos es mayor que la de los
controles. La prevalencia de fumadores también &s etevada en los casos que en los
controles.
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Tabla 4.94. Caracteristicas dietéticas y de estitte vida en casos y controles del estudio EPIC.

Casos Controles
(n=557) (n=1180) P

Media + DS Media = DS
Ingesta energeética (Kcalld) 24548 +772,6 2519,6 + 756,6 0,098
Grasa total (% energia) 35,7 +5,9 36,2 6,0 0,112
AGS (% energia) 10,5+2,8 10,9+2,9 0,015
AGM (% energia) 15,2 +3,7 15,7 +3,6 0,009
AGP (% energia) 6,3+2,6 6,025 0,062
Ingesta alcohol (g/d) 24,7 +31,7 27,2+32,6 0,011
Alcohol bebedores (g/d) 32,9+32,6 32,7+33,1 0,912
Bebedores n (%)
No bebedores 139 (25,0) 197 (16,7) <0,001
Consumo moderado 220 (39,5) 509 (43,1)
Consumo elevado 198 (35,5) 474 (40,2)
Ingesta grasa > 30%, n (%) 461 (82,8) 1008 (85,4) 0,152
AGS > 10%; n (%) 307 (55,1) 678 (57,5) 0,358
Tabaco; n (%)
Fumadores 270 (48,7) 399 (33,8) <0,001
Exfumadores 109 (19,6) 268 (22,7)
Nunca fumador 176 (31,7) 512 (43,5)
Actividad fisica; n (%)
Inactivo 168 (30,7) 315 (27,6) 0,183
Moderadamente inactivo 184 (33,6) 358 (31,3)
Moderadamente activo 120 (21,9) 282 (24,7)
Activo 75 (13,7) 188 (16,4)

AGS: &cidos grasos saturados; AGM: acidos grasemmsaturados; AGP: acidos grasos poliinsaturdeloB.
valor para obtener diferencias entre casos y clastroediante una prueba T-Student para comparaaséd
variables continuas y con un test de Chi- Cuadpada comparar varibles categéricas.
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4.3.2 Estudio de asociacion entre polimorfismos en genes candidatos y
fenotipos finales de ECV. Polimorfismo TaqIB de la CETP y riesgo de CI.

El polimorfismo TaqIB de la CETP se asoci6 fuerteteecon mayor concentracion de
c-HDL tanto en casos como en controles (Tabla 4.95)

Tabla 4.95. Asociacion entre el polimorfismo TAqIBde la CETP y lipidos plasméaticos en casos

incidentes de cardiopatia isquémica (Cl) y controkea nivel basal en el estudio EPIC.

Casos (n=506) Controles (n=1078)
n Media + DS n Media + DS

CT (mg/dL)
B1B1 205 236,8 + 39,6 446 220,0 + 36,9
B1B2 225 236,4 + 36,3 491 221,3+342
B2B2 76 231,7+33,1 141 2235+326

P 0,565 P: 0,587

P* 0,303 B: 0,311
c-LDL (mg/dL)
B1B1 205 165,4 + 31,8 446 151,9 + 29)6
B1B2 225 165,1 + 29,2 491 152,9 + 27)5
B2B2 76 161,3 + 26,6 141 154,7 + 26,2

P 0,565 P: 0,587

P* 0,304 B: 0,311
c-HDL* (mg/dL)
B1B1 204 47,7 +13,6 446 51,7 + 13,7
B1B2 224 49,3 +13,3 491 54,9 + 15,5
B2B2 76 54,0 +17,6 141 56,6 + 14,4

P: 0,018 P: <0,001

P* 0,005 B: 0,001
TG (mg/dL)
B1B1 128 164,9 + 118,8 277 126,0 + 101,7
B1B2 149 145.,6 + 114,4 316 124,2 + 78)6
B2B2 46 169,0 + 103,2 80 114,3+52,3

P 0,033 P: 0,927

P> 0,739 B: 0,698

*Dos outliers fueron excluidos ya que presentabamcentraciones de c-HDL>140 mg/dL. P1: p
valor de comparacion de medias en un modelo ndagjosnediante una prueba ANOVA; P2: p

valor obtenido de una prueba de tendencia linge¢ genotipos.

Por otro lado, se estimo el riesgo de presentatestdracion baja de c-HDL asociado
al polimorfismo TaqIB ya que se considera un FRlicaascular. Se observé que dicho
polimorfismo era un fuerte predictor de presengjo mivel de c-HDL. Considerando los
individuos B1B1 como referencia, el riesgo de pmemeconcentracion baja de c-HDL
disminuyé a medida que aumentaron los alelos B2=%& 1C95% (0,51-0,85), para

B1B2 y OR=0,46 IC95% (0,30-0,69) para B2B2).
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Con respecto a la asociacion del polimorfismo TagpB la incidencia de CI (Tabla
4.96), no se observo un efecto protector del 82sobre el riesgo de Cl tanto estudiando
los genotipos con alelo B2 (OR para B1B2: 0,99;,828, OR para B2B2: 1,15; P=0,364,
ajustado segun Modelo 1) como considerando losagorés del alelo B2 en conjunto
(OR=1,03; P=0,796). Estos resultados no cambiamas realizar adicionales ajustes con
variables incluidas en el Modelo 2, 3y 4.

Tabla 4.96. Asociacion entre el polimorfismo TaqlB/ cardiopatia isquémica incidente.
Andlisis de regresion logistica.

Modelo 1* Modelo 2**
CETP n OR CI95% P n OR CI95% P
B1B1 706 1,00(referencia) 706 1,00(referencia)
B1B2 784 0,99(0,08-1,23) 0,929 784 1,00(0,08-1,26) 0,975
B2B2 247 1,15(0,85-1,57) 0,364 247 1,12(0,82-1,55) 0,471
P 0,595 P 0,747
Modelo 3*** Modelo4****
CETP n OR CI95% P n OR CI95% P
B1B1 706 1,00(referencia) 706 1,00(referencia)
B1B2 784 1,00(0,08-1,26) 0,982 784 1,07(0,84-1,37) 0,989
B2B2 247 1,16(0,84-1,61) 0,374 247 1,29(0,91-1,84) 0,148
P 0,638 P 0,352
Modelo 1* Modelo 2**
CETP n OR CI95% P n OR CI95% P
B1B1 706 1,00(referencia) 706 1,00(referencia)
Alelo B2 1031 1,03(0,84-1,26) 0,796 1031 1,03(0,83-1,28) 72,7
Modelo 3*** Modelo4****
CETP n OR CI95% P n OR CI95% P
B1B1 706 1,00(referencia) 706 1,00(referencia)
Alelo B2 1031 1,04(0,84-1,29) 0,773 1031 1,12(0,89-1,41) 44,3

* Modelo ajustado por sexo y edad; *Modelo ajustgmbr sexo, edad, IMC, DMT2, dislipemia, HTA,
consumo de tabaco y de alcohol; *** Modelo ajustgss sexo, edad, IMC, DMT2, dislipemia, HTA,
consumo de tabaco y de alcohol, actividad fisingesta de grasa total y energia total; ****Modelo
ajustado por las variables incluidas en el modei@s8 la concentraciéon de c-HDL
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4.3.3 Estudio de posibles interacciones gen-ambiente sobre fenotipos finales.
Modulacion del efecto del polimorfismo TaqlB de la CETP sobre el riesgo
de Cl por el consumo de alcohol.

En el apartado 4.3.2 se mostr6 que el polimorfiiagiB de la CETP se asocia con
mayor concentracion de c-HDL pero no con menorgdede CIl. Tras obtener estos
resultados se pensé estudiar la modulacién de difgmbo por el consumo de alcohol.

Al analizar el efecto sobre la concentracion deDd-Hno se observé una interaccién
estadisticamente significativa en controles (Rat@on TaqlB-CETP*consumo de alcohol
= 0,669). Tanto en bebedores como en no bebedaresedia de c-HDL fue mayor en
individuos B2B2 (P<0,05). Tras ajustar por actiddésica, ingesta energética y grasas
totales los resultados no variaron (P interacciaqlB-CETP*consumo de alcohol =
0,549). Tampoco se observd una interaccién estalisnte significativa cuando se
utilizé la varible de consumo de alcohol con 3 gatéas (no consumo, moderado y alto) en
lugar de la dicotomica (P interaccion TaqlB-CETRfsomo de alcohol = 0,830, modelo
ajustado). En los casos tampoco se observé unadoién estadisticamente significativa
entre el consumo de alcohol y el polimorfismo Tag® la CETP para determinar la
concentracion de c-HDL (P interaccion TaqlB-CETRt&amo de alcohol = 0,666, modelo
ajustado).

Para analizar el efecto sobre el riesgo de Cl a#izéeun andlisis estratificado
utilizando la variale dicotbmica de consumo de ladd@dTabla 4.97). Se observd que en no
bebedores, los genotipos B1B2 y B2B2 se asociabanmenor riesgo de CI pero sin
alcanzar la significacion estadistica. La OR paragenotipo B2B2 en un modelo
multivariante ajustado, en no bebedores fue: 0895%(0,22-1,09), P=0,081. Sin
embargo, en bebedores, estos genotipos se asoc@amomayor riesgo, quedando dicha
asociacion en el limite de la significacion estiéchs La interaccion entre el consumo de
alcohol y el genotipo B2B2 para determinar el riesde ClI fue estadisticamente
significativa con el Modelo 1 (P=0,033) y el Mod&lg(P=0,031). Tras ajustar estos dos
modelos por la concentracién de c-HDL (para mostrael polimorfismo TaglB de la
CETP influye sobre el riesgo de CI independientamee la concentracion de c-HDL), el
incremento de riesgo de CIl asociado a individuoe genotipos B2B2 bebedores
permanecié estadisticamente significativo (OR: 1(585%(1,05-2,29), P=0,026).

También, se analizé si el efecto protector del aorsde alcohol sobre el riesgo de ClI
observado en la poblacién estudiada (OR: 0,56 1GO588-0,72), P<0,001), se presentaba
en todos los genotipos del polimorfismo TaqIlB d€ETP o no. Se encontr6 que en los
individuos B1B1, el consumo de alcohol (consummesonsumo) se asociaba de forma
estadisticamente significativa con menor riesgoGle(OR: 0,42 1C95%(0,27-0,67),
P<0,001). Sin embargo, en individuos B2B2, el carsuale alcohol no se asocié con bajo
riesgo de ClI (OR: 1,07 IC 95%(0,46-2,51), P=0,863).
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Tabla 4.97. Asociacién entre el polimorfismo TaqlB/ cardiopatia isquémica incidente segun el
consumo de alcohol (bebedores y no bebedores). Asé de regresion logistica.

Modelo 1* Modelo 2** Modelo 3***
No bebedores
CETP n OR IC95% P OR IC95% P OR IC95% P
B1B1 62/74  1,00(referencia) 1,00(referencia) 1,00¢exfeia)
B1B2 61/90  0,80(0,49-1,28) 0,343  0,74(0,44-1,24)  0,253,74(@®,42-1,32) 0,311
B2B2 16/33  0,60(0,30-1,19) 0,141  0,49(0,22-1,09)  0,081,57@®,24-1,34) 0,197
Bebedores
CETP n OR 1C95% P OR 1C95% P OR 1C95% P
B1B1 162/408  1,00(referencia) 1,00(referencia) 1,08(emcia)
B1B2 186/447 1,17(0,90-1,55) 0,684  1,06(0,82-1,38)  0,65@,17(0,90-1,55) 0,252
B2B2 70/128  1,38(0,98-1,95) 0,065 1,39(0,97-1,99) 0,07d,55(1,05-2,29) 0,026

n: se refiere a casos/controles. * Modelo 1 ajusfaat sexo y edad; *Modelo 2 ajustado por sexadedMC,
DMT2, dislipemia, HTA, consumo de tabaco, actividisica, ingesta energética y de grasa total; **tidi
ajustado por las variables incluidas en el modett2 la concentracion de c-HDL.

Ademas, se estudiaron variables relacionadas coonsumo de alcohol y se detect6
gue el porcentaje de consumidores de alcohol ermm{®=0,003) en diabéticos que en no
diabéticos (71,2% vs 81,5% respectivamente). Asspsge investigd si la DMT2 podria
tener influencia sobre los resultados obtenidosadariacion entre el polimorfismo TaqIB
y el riesgo de Cl se analizé en diabéticos y nbétiaos (Tabla 4.98). A pesar del bajo
consumo de alcohol en diabéticos, se observé qudidbéticos portadores del alelo B2
presentaban mayor riesgo de Cl y que este riesgergaba con el numero de alelos B2
(OR para B1B2: 2,96; P=0,043, y OR para B2B2: 8R80,009, en comparacion con
individuos B1B1). La interaccion entre la DMT2 lgenotipo B2B2 de la CETP que
modula el riesgo de Cl fue estadisticamente siatifia tanto para el Modelo 1 (P=0,040)
como el Modelo 2 (P=0,046).

Sin embargo, no se observdé una modificacién dettefal analizar la posible
modulacién de la concentracion de c-HDL por teraccion entre el polimorfismo TaqlB
y la DMT2, mostrando que el mecanismo a travésual el alelo B2 incrementa el riesgo
de Cl en diabéticos es independiente de la cantidadHDL.
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Tabla 4.98. Asociacién entre el polimorfismo TaqlB/ cardiopatia isquémica incidente en
diabéticos y no diabéticos. Analisis de regresidngistica.

CETP
B1B1
B1B2
B2B2

CETP
BiB1
B1B2
B2B2

Diabéticos

No diabéticos

19/34
31/43
11/8

n
205/446
216/496

75/153

Modelo 1*

OR 1C95%
1,00(referencia)
2,96(1,03-8,45)
8,18(1,69-39,65)

OR 1C95%
1,00(referencia)
0,95(0,75-1,22)
1,06(0,75-1,49)

Modelo 2**

P OR 1C95%
1,00(referencia)

0,043 0,74(0,44-1,24)

0,009 0,49(0,22-1,09)

P OR I1C95%
1,00(referencia)
0,709 1,02(0,79-1,31)
0,743 1,16(0,81-1,68)

0,25

>3

0,081

0,8

D7

0,4

14

n: se refiere a casos/controles. * Modelo 1 ajustaolr sexo, edad, IMC, DMT2, dislipemia, HTA,
consumo de tabaco y de alcohol, actividad fisingesta de grasa total y energia total; **Modelo
ajustado por las variables incluidas en el modei®2 la concentraciéon de c-HDL.



DISCUSION

En este capitulo se realiza, en primer lugar, f£udiion de los resultados
obtenidos en el estudio piloto del proyecto PREDIMEBel estudio de validacion
del CFCA utilizado en dicho proyecto (estudio VALE®O), las caracteristicas
generales, los factores ambientales o del estilidiede la poblacion del estudio
PREDIMED en el nodo de Valencia y la poblacioneildio EPIC y, finalmente,
se trata cada uno de los genes analizados y lesadatones gen*ambiente y
gen*gen obtenidas.

5.1 Discusion del estudio piloto del proyecto PREDIMED

Puesto que la evidencia cientifica que existe dokrate de los efectos de la
DM ha sido obtenida, mayoritariamente, por estudibservacionales (Serra-
Majem L et al, 2006), el estudio PREDIMED fue dis&é con el proposito de
proporcionar evidencias de primer nivel sobre etkf de la DM en la prevencién
primaria cardiovascular.

Un proyecto tan ambicioso como el estudio PREDIMEEyuiere un
metodologia bien definida y herramientas de obfende datos, de procesamiento
y de gestion, asi como técnicas de laboratorio bstndiadas y validadas, para
optimizar su funcionamiento y obtener resultadeblés. Para ello, se realiz6 un
estudio piloto con los primeros participantes d#otolos nodos a los que se les
realizé un seguimiento de tres meses, con el giganas de optimizar protocolos y
procesos, validar instrumentos y herramientasatlev cabo puestas a punto de
técnicas de laboratorio, seleccionar las técrdeaanalisis estadistico apropiadas,
asi como elaborar sistemas de gestion que ayudéneal funcionamiento del
proyecto, se pretedia evaluar el cumplimiento \efigacia de la intervencion
dietética y obtener resultados preliminares acdecéos efectos de la DM sobre
fenotipos intermedios de riesgo cardiovascular.

En este trabajo se han presentado los resultatlestddio piloto realizado en
el nodo de Valencia y los del estudio PREDIMED geh@cluyendo todos los
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nodos participantes. Los resultados obtenidos dérasamoblaciones son similares.
Dado que el tamafio de muestra en el PREDIMED gkasrmayor que el de la
poblacion del nodo de Valencia, se consigue mpgder estadistico y mayor es la
probabilidad de encontrar diferencias estadisticénsignificativas entre la visita
inicial y a los 3 meses de seguimiento, sobretadel €aso del grupo DM+AOVE
donde el tamafio de muestra en la poblacién del dedélencia es menor.

Tras 3 meses de intervencion, se ha constatadodnabadherencia a las
instrucciones dietéticas de cada uno de los grupediante la puntuacién en el
cuestionario de adherencia a la DM de 14 puntasdeterminacion de marcadores
biolégicos de cumplimiento dietético como polifezl(hidroxitirosol y tirosol) en
orina. Cabe destacar que el incremento en la pcidtuanedia en el grupo de
DM+FS es mayor que la del grupo DM+AOVE manifestagde los participantes
del grupo DM+FS consumen de manera cotidiana ackteliva y que han
incorparado a la dieta los FS. Ademas, los resdtathostraron que los
participantes del grupo de DM+AOVE han aumentadaaisumo de AOVE
sustituyendo el aceite de oliva no virgen u otretas por el AOVE. Asi pues, la
provisién gratuita de AOVE y FS, asi como la matiga adquirida tras la
intervencion dietética de forma individual y a tavde las reuniones grupales,
fueron efectivas para mejorar los habitos dietsticacia un patron dietético méas
saludable. Ademas, el aumento en la puntuacion emestionario adherencia a la
DM es clinicamente importante ya que se ha obsergaé, el incremento en 2
puntos en la adherencia a la DM, reduce en un 9%ndealidad total y la
mortalidad debida a ECV (Sofi F et al, 2008). Tast@rupo DM+AOEV como
DM+FS aumentaron en mas de 2 puntos su puntuacion.

Por otro lado, si la DM es Util para la prevencjinmmaria de ECV, cabe
esperar que personas que consuman esta dieta enuestt reduccion en los FR
para aterosclerosis. En nuestro estudio, los ssfadgtmostraron que individuos con
elevado riesgo cardiovascular, que han mejoradalBarencia a la DM después de
una educacion nutricional y ademas han incorpaesada dieta suplementos de
AOVE vy FS, desarrollan un perfil lipidico, de glnda y marcadores de
inflamacién mas favorable que aquellos que consumardieta baja en grasa.

La DM se caracteriza por ser rica en AGM debida gran cantidad de aceite
de oliva usado en las culturas mediterrdneas (MWNE et al, 1995, Martinez-
Gonzélez MA et al, 2004(a)). Existe evidencia dies@ que constata el efecto
beneficioso de las dietas ricas en AGM sobre FRivascular, obesidad y DMT2
(Keys A et al, 1970, Martinez-Gonzalez MA et al02(@®), Kris-Etherton PM,
1999, Sabaté J, 2003, Ros E, 2003). Sin embargandou se proporcionan
recomendaciones dietéticas a individuos con soboepeobesos, se evitan las
dietas con elevado porcentaje de grasa, aunqueermmgavde AGM, como
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alternativa a la dieta tradicional baja en gras@ la premisa de que el exceso de
grasa promueve la obesidad. Sin embargo, alguriodi@s han mostrado que la
DM puede tener un efecto favorable sobre la ganasheipeso (Garcia-Lorda P et
al, 2003, Sabaté J, 2003, Jiang R et al, 2006, Moud K et al, 2001, Schroder H
et al, 2004, Trichopoulou A et al, 2005(a), Méndiéx et al, 2006) aunque este
efecto no ha sido consistentemente demostrado KM&di et al, 2007, Serra-
Majem et al, 2006). Nuestros resultados contribugeaumentar la evidencia de
que una dieta tipo mediterrdneo con suplementos, @fiaden una cantidad
considerable de grasas insaturadas que provieneAQME y FS, no induce
ganancia de peso. Garcia-Lorda P et al (2003) aumapon, en un estudio de corta
duracioén, que la incorparacién de FS a la dietaamtidades de hasta 50 g diarios,
no incrementa el peso. En otros estudios a medimmpion suplementos diarios de
FS, no se ha observado ningun incremento de peasgciaple (Rajaram S et al,
2006). Ello se ha atribuido, en gran parte, a lapensacion del aporte de energia
procedente de los FS por su efecto saciante y, enommedida, a una
malaabsorcion de la grasa contenida en ellos, mémamisponible que otras
grasas, debido a que se halla contenida dentroed@ranas celulares, sobretodo
si los FS no se mastican bien (Garcia-Lorda P, @083, Rajaram S et al, 2006).

Por otra parte, los niveles de glucosa disminuyezanlos participantes
incluidos en los grupos de intervencién con DM yemoel grupo de dieta baja en
grasa. La DMT2 se ha asociado con un exceso destangenergética,
particularmente en forma de AGS y azlUcares simpgjes incrementan la
adiposidad (Franz MJ et al, 2002). De este modofod®a tradicional, se han
recomendado dietas bajas en grasa y con un aurdento carga de hidratos de
carbono para pacientes diabéticos. Sin embarges tiketas pueden empeorar el
control metabdlico, efecto que no se ha obesereaddietas con elevado nivel de
grasa procedente de AGM del aceite de oliva o rruéRes E, 2003). Algunos
estudios han comprobado dichos efectos. JiangaR(2002) comprobaron que el
consumo frecuente de FS se asocia inversamengsgbrde DMT2. En un estudio
transversal llevado a cabo en poblacion adulta4datones y 1529 mujeres), se
observé una asociacion inversa entre adherenciaea @M y parametros
relacionados con la homeostasis de la glucosadgjiac insulinemia, resistencia a
la insulina); sin embargo, tras ajustar por edexo & variables relacionadas con la
adiposidad, riesgo cardiovascular y estilo de \adasociacidén s6lo se mantuvo en
pacientes con normoglucemia (Panagiotakos DB et2@D7). En un estudio
aleatorizado controlado de intervencion (DIRECT), & que 322 participantes
obesos fueron asignados de manera aleatoria gp8gjrdieta baja en grasa, dieta
baja en hidratos de carbono y DM, tras 2 afios @eviencidn, se observd que los
cambios en los niveles de glucosa e insulinemia @s favorables en el grupo de
DM que en el de dieta baja en grasa, en individyes eran diabéticos. Sin
embargo, en otro estudio aleatorizado controladimtéevencion (Medi-RIVAGE)
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llevado a cabo con DM y dieta baja en grasa serabsgie, después de 3 meses de
intervencion, ambas dietas disminuyeron  signifieaente la glucemia,
insulinemia y la resistencia a la insulina, mardedbse la insulinemia
significativa tras ajustar por IMC.

Por otro lado, tras 3 meses de intervencion, serebain perfil lipidico mas
favorable en los grupos de intervencién dietética DM vy, sin embargo, dicho
perfil no cambié en el caso del grupo con dietaa k&) grasa. Varios estudios
transversales han mostrado que la adherencia Mladdasocia con mejor perfil
lipidico, sobretodo respecto a la concentraciorCidie Asi, Tzima N et al (2007)
publicaron que, individuos con sobrepeso u obesata@! tercil mas alto de la
puntuacion a la DM, presentaban menores conceotregide CT, tras ajustar por
edad, sexo e IMC, respecto al primer tercil. Sirbamo, no se observaron
diferencias significativas en la trigliceridemian la concentracion de c-HDL. En
otro estudio, también se encontrd asociacion imavergre adherencia a la DM y
colesterolemia. Asimismo, individuos con obesidddaminal y menos activos
fisicamente presentaron una adherencia menor MI@bto con concentraciones
de cHDL mas bajas. Un estudio de cohorte prospeetalud la adherencia a la
DM junto con el estilo de vida en 150 individuosetiad avanzada en Grecia. Tras
un afio de seguimiento, se observo una asociaciérsi entre hipercolesterolemia
y adherencia a la DM (OR=0,77, p=0,02). En el estatkatorizado controlado de
intervencion Medi-RIVAGE, tras 3 meses de inteni@ngctanto en el grupo de
dieta baja en grasa como en el de DM, se redujoriaentracion de c-LDL y TG
tras ajustar por IMC (Vicent-Baudry S et al, 200bds resultados mostraron
también una mejora del perfil lipidico en un estudleatorizado cruzado de 4
semanas de duracion (Ambring A et al, 2004). Seerebdsuna disminucion
significativa en los niveles de CT, c-LDL y TG engeupo que recibié una dieta
basada en la mediterranea, rica en AG n-3, estefolébra y baja en grasa
saturada, frente al grupo que consumio una diddiuzd sueca.

Por otro lado, la intervencion dietética en elpgrde DM+FS en la poblacién
del nodo de Valencia disminuyo las concentraciae<T, c-LDL y TG. En la
poblacion del estudio PREDIMED general, ademas logervar estos efectos,
también aumenté la concentracion de c-HDL. Varistsidios han mostrado que
varios tipos de FS tienen un efecto hipocolesteraié (Zambén D et al, 2000,
Kris-Etherton PM et al, 2001, Ros E et al, 2004}i,Aestudios clinicos de
intervencion dietética a corto y medio plazo, efuntarios sanos, han mostrado
que el consumo diario de una cantidad razonabkSdigene un efecto reductor de
la colesterolemia (Kris-Etherton PM et al, 2001 & estudio controlado con
nueces en pacientes hipercolesterolémicos de arsbwgs, se observé una
reduccion significativa del CT y cLDL con la diata nueces (alrededor de 50 g al
dia) en comparacion con una dieta control, isoétieay y con la misma
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proporcion de grasa total y de AGS poniendo de fiestd que el efecto
hipocolesteromiante de las nueces es aditivo & @M (Zambon D et al, 2000).
También Ros E et al (2004) llevaron a cabo un éstakkatorizado cruzado, en
personas con hipercolesterolemia moderada, cobjetivi de establecer si una
dieta que contenia nueces (el 18% de la energeayapmplazaban el 32% de la
energia proveniente de AGM, podia mejorar marcadoetacionados con la
funcion endotelial respecto a otra dieta tipicaitee@nea con un aporte similar de
energia, grasa, proteinas, hidratos de carbon@m pen un aporte de grasa
monoinsaturada. Tras el seguimiento de cada digente 4 semanas, observaron
una disminucion significativa del CT y de c-LDL clandieta que aportaba nueces.
Sin embargo, no encontraron diferencias en lasesdraciones de TG y cHDL,
aunqgue si una tendencia a la disminucién en ekoteientre el cLDL y el cHDL
(p = 0,061). Ademas, aunque pequefios ensayosodjr@n los que se consume FS,
no se ha observado un descenso de los niveles dKd$s Etherton PM et al,
2001, Ros E et al, 2004), un estudio transversatnhigue el consumo de acido
linolélico esté inversamente relacionado con leceatracion de TG (Djoussé L et
al, 2003). Esto es consistente con la disminuc&los niveles de TG observado en
el grupo de DM+FS, tanto en la poblacién del nogld/dlencia como en el estudio
PREDIMED general.

Asi pues, mientras que dietas ricas en varios RSrt@strado una reduccion
en la hipercolesterolemia de manera consistergdydaeficios sobre los niveles de
lipidos cuando se sustituye el aceite de olivanagfd por AOVE en una dieta no se
conocen. En el estudio piloto en el nodo de Vanud se observo variacion en el
perfil lipidico tras la intervencion. Posiblemeisen debido al reducido tamarfio de
muestra. Destaca, en la poblacion del estudio PRIEDI general, el incremento
que experimentan en la concentracion de c-HDL nosviduos pertenecientes al
grupo DM+AOVE en comparacion al grupo DM+FS. Losneéntos minoritarios
que contiene el AOVE, como los compuestos fenodligo®tras sustancias
antioxidantes (Visiolo F et al, 2001, Beauchamp @Kal, 2005), podrian explicar
estos efectos, aspecto que seria interensanterexaeni futuros estudios.

Por otro lado, la aterosclerosis se considera uriarraedad inflamatoria
(Ross R, 1999, Libby P, 2002(b)). Estudios epidédgicos, clinicos y
experimentales han mostrado que la DM (Panagiot@Bost al, 2006, Fung TT et
al, 2005, Chrysohoou C et al, 2004, Esposito K,£2G04) o el consumo frecuente
de varios componentes de este patron dietético ebanceite de oliva (Beauchamp
GK et al, 2005, Carluccio MA, et al, 2003) o los @&ng R et al, 2006, Ros E et
al, 2004) se asocian con estado menos inflamayatina mejora de la funcion
endotelial. Asi, Panagiotakos DB et al (2006) etramon asociacion negativa y
significativa entre adherencia a la DM y concenfracde PCR. También, la
puntuacion mas alta en los indices AHEI (Alterrdgalthy Eating Index) y aMED
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(alternate Mediterranean Diet index) se asociaosnneenor concentracion de IL-6
y PCR en elThe Nurses Health StudfFung TT et al, 2005). Asimismo, la
puntuacion sobre la DM, en el tercil mas alto, s#ced con una disminucion de los
valores de PCR e IL-6 (Chrysohoou C et al, 2004)erA4s, Esposito K et al
(2004), en un estudio realizado en Italia con 18@ividuos con sindrome
metabdlico, observaron un descenso significativaeoncentracion de PCR e IL-
6 en el grupo de intervencién (instruidos a se@M) en comparacion con el
grupo control (dieta con un porcentaje de grasaomean30%), tras 2 afios de
seguimiento.

También, varios alimentos incluidos en el patréetético de la DM han
mostrado propiedades antiinflamatorias (Bulld6 Magt 2007). Entre ellos, el
AOVE por el hecho de no estar refinado, conserdag®us compuestos fendlicos,
caracterizados por tener propiedades antiinflan@stgr antioxidantes (Fito M et
al, 200, Beauchamp GK et al, 2005). Segun difeseetidencias cientificas, estos
compuestos, como el hidroxitirosol, son capaceglidminuir la produccion de
algunos mediadores de la inflamacion y de inhilir produccién de ciertos
marcadores de adhesion endotelial como, ICAM y VCAMiitro (Carluccio MA
et al, 2003). Los FS, ademas de contener AG ireddgr tienen cantidades
importantes de fibra, compuestos fendlicos, L-angirfprecursor de 6xido nitrico),
asi como otras moléculas antiinflamatorias y amemntes (Salas-Salvadé J, 2006).
Es interesante hacer mencion especial a las nugoesu elevado contenido en
acidoa-linolénico, caracterizado por poseer propiedadeinflamatorias (Zwarts
L et al, 1999). Estudios de intervencion muestrae g ingesta de FS comporta
una disminucion de algunos marcadores periféri@s$adinflamacion y funcion
endotelial como PCR e IL-6 (Jiang R et al, 200@mbién se ha vistim vivo su
capacidad de modular los niveles de VCAM vy la fancendotelial (Ros E et al,
2004). En la poblacion del nodo de Valencia deldist piloto, se observaron
descensos significativos de IL-6 e ICAM en los gauple intervencion con DM,
sin embargo, en el grupo control se observé umaidigion de la concentracion
de VCAM tras 3 meses de intervencion. En la poblaciel estudio PREDIMED
general, se observaron descensos significativéis-8eICAM y VCAM en los dos
grupos de intervencion con DM y de PCR en el gridpb+tAOVE. En el grupo
control aument6 las concentraciones de marcadoeeslisfuncion endotelial
(ICAM y VCAM) (Figura). Dados los resultados en [gsipos de intervencion con
DM maés los suplementos de AOVE y FS, el estudimtpildel proyecto
PREDIMED afiade evidencia cientifica de los efearttiinflamatorios de la DM y
alimentos incluidos en ella.
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Figura 5.1. Cambios en los niveles de marcadores d#lamacion tras 3 meses de intervencion
en los 3 grupos del estudio piloto del proyecto PRERIED general. A: Cambios en los niveles
de proteina C reactiva (PCR), B: Cambios en los néles de interleuquina 6 (IL-6), C: Cambios
en los niveles molécula de adhesion intercelular §AM), D: Cambios en los niveles de:
molécula de adhesion celular vascular (VCAM). Las braas de error presentan el intervalo de
confianza al 95%. * Indica que la diferencia entrdas medias de la visita inicial y a los 3 meses
es estadisticamente significativa, P<0,05 (Estruch & al, 2006)

Una limitacion de nuestro estudio es que la edanauutricional en el grupo
de dieta baja en grasa es menos intensa que grujpss de DM. De hecho, en el
grupo de dieta baja en grasa, la ingesta de geasedacida ligeramente. Esto es
debido en parte al disefio del estudio pero tamb&nhecho de que los
participantes incluidos en este grupo pertenecemaacultura mediterranea donde
se consume aceite de oliva de manera preferenestdgue una dieta baja en
grasa no es la dieta habitual, los participantessté® grupo también cambian sus
habitos alimentarios en una direccion mas salud®olelo tanto, las diferencias en
los resultados observados entre los grupos con DM grupo con dieta baja en
grasa pueden ser atribuidas a los suplementos d&EACFS proporcionados. La
duracion del seguimiento, de solo 3 meses de mergn dietética, no puede ser
considerada una importante limitacion puesto queeel@ctos de intervenciones
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dietéticas sobre FR no necesitan periodos largppdlALJ et al, 1997, Sacks FM et
al, 2001, Franz MJ et al, 2002) y ademas, pareezgigir el tiempo que se
mantenga la adherencia a la intervencion (Espésib al, 2004, Tuomilehto J et
al, 2001, Knowler WC et al, 2002).

En conclusion, tanto en el estudio piloto realizatoel nodo de Valencia
como en el estudio PREDIMED general, los resultaglggieren que los efectos
saludables de la DM observados en estudios epitiegitos son ejercidos a través
de mejora en el perfil lipidico, en la glucemiaryles niveles de marcadores de
inflamacién. Asi la DM puede ser un patron dietétidgil para individuos con
elevado riesgo de ECV. La duracién del estudio aomge ofrecer resultados
clinicos, pero un seguimiento mas prolongado commque pretende realizar el
estudio PREDIMED podréa proporcionar finalmente nmagxadencia.

5.2 Discusion del estudio VALFRECO

Uno de los principales problemas en los estudigdeapoldgicos es que la
dieta es el factor ambiental mas dificil de medireguiere una metodologia bien
validada para poder explorar asociaciones entr@ gieenfermedad (Willet C,
1998). En el estudio PREDIMED, se utiliza un CF@Ap de los métodos mas
utilizados en los estudios epidemiolégicos (WiINEC, 1998, Jiménez LG et al,
2006) ya que permite obtener informacién del comsumabitual a largo plazo,
incluyendo la influencia de la varibilidad esta@fnen poblaciones grandes v,
ademas, es relativamente barato, rapido y faaiptiear (Willet WC, 1998, Cade J
et al, 2002). Sin embargo, para cuantificar la $tgebsoluta de los alimentos y
nutrientes especificos es limitado (Sullivan Blakt2008, Ishihara J, et al, 2009).
Ademas, un CFCA debe ser disefiado de manera ageopara obtener una
medida fiable de la dieta en la poblacidén espexifige va a ser estudiada (Willet
WC, 1998). De este modo, en el presente estudita sealizado la validacion del
CFCA de 137 items, utilizado en un ensayo cliniggran escala, multicéntrico y
aleatorizado para la prevencién primaria de ECV B tradicional (estudio
PREDIMED), para conocer la validez y la reprodiliciad de sus mediciones en
poblacion mediterrdnea de elevado riesgo cardiol@scEn este trabajo, se
presentaron los resultados preliminares obtenidioglenodo de Valencia y los
resultados generales del estudio PREDIMED englabadéo el estudio
VALFRECO (Fernandez- Ballart JD et al, 2010).

A pesar de que existen buenos biomarcadores pardir naggunos
componentes de la dieta como la energia (técnicagie doblemente marcada)
(Black AE et al, 1996) o las proteinas (determidiaalel nitrégeno urinario) (Cena
H et al, 2008), no se disponen de biomarcadorea paterminar todos los
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componentes alimentarios (Fidanza F et al, 2002) PBllo, se utilizan
frecuentemente otros métodos de medida de la clete referencia para validar
un CFCA (Cade J et al, 2002), incluso para nueeispecificos (Sullivan BL et
al, 2008), caracterizados por ser auto-adminisgradstos métodos conllevan
errores en la estimacion de la dieta pero se cerssigue el método de referencia
proporciona mejor informacion que el CFCA aunque goa precision limitada
(Kipnis V et al, 2003). En este contexto, el ragidlietético, es un método de
referencia ampliamente utilizado para validar urtC8KCade J et al, 2002). En el
estudio VALFRECO, el registro dietético se realidias (en cuatro periodos de
3 dias). Aunque un periodo mas largo de registed@ueflejar mejor la verdadera
ingesta, se eligieron no mas de 12 dias para dsitpérdida de participacion y
detrimento de la calidad de los datos obtenidosnas, la administracion de
registros dietéticos en diferentes momentos del yfien distintos dias de la
semana, pemitié estimar las posibles influenciakaslevariabilidades estacionales
y semanales.

En el estudio VALFRECO, se ha medido la reprodlididnl y validez del
CFCA utilizado en el estudio PREDIMED. Tanto enestudio preliminar en el
nodo de Valencia como en el estudio VALFRECO gdn@amplona, Reus y
Valencia), se encontré una sobreestimacion degkesta de nutrientes en el CFCA
de forma general, aunque este resultado puede $anto artificial por una posible
subestimacién ocasionada en el registro dietéteim. embargo, el CFCA
normalmente refleja estimaciones mas elevadas,|panayoria de nutrientes, que
el método de referencia (Subar AF et al, 2001)jqdarmente si el CFCA excede
de 100 items (Klipstein-Grobusch K et al, 1998) caraurre en el CFCA utilizado
en el estudio PREDIMED. Una revisién reciente hatnaslo que un CFCA con
mas items es mejor para clasificar a las individaeggin su ingesta (Molag ML et
al, 2007). Esta sobreestimacién puede ser debidaraes introducidos por
diferencias en la concepcion del tamafio de lasiggues, en la interpretacion de
items especificos y la frecuencia y tamafio de radiferente entre el CFCA y el
registro dietético. Este es especialmente el cagsosg produce cuando existen
multiples alimentos en un item del CFCA. Ademasgestimar la media de la
ingesta que se realiza en un afio, puede realiza@eapreciacion errénea, que
puede ser diferente a los errores cometidos araeal registro dietético en el que
se estiman las cantidades de ingesta de maneraetiente. También, puede ser
una fuente de error el hecho de que en el estudid-RECO se ha asumido, al
calcular la ingesta de nutrientes a partir de farinacion proporcionada por el
CFCA, que cada alimento en los diferentes itemdribmye de manera igual a la
ingesta de un nutriente determinado, y seria negtmar el peso de cada uno de
ellos y usar esta informacion para calcular lastaeel nutriente en cuestion.
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Por otro lado, el intervalo de tiempo entre los @SCAs es un factor
importante que puede influir en la reproducibilid&d el intervalo es demasiado
corto no permite incluir las variaciones estaciesdl se facilita el hecho de que los
participantes respondan en funcion de las respuestordadas en la primera
administracion del cuestionario, de modo que larodyrcibilidad seria
sobreestimada. Sin embargo, si el intervalo es skewha largo puede conllevar a
una mayor pérdida de participacion y desinterésupemta la posibilidad de
producirse un verdadero cambio en el patron alianento que podria conducir a
una subestimacién de la reproducibilidad (Tsuboret él, 1995). En la revision
realizada por Cade J et al, 2002 se mostr6 queteivalo de tiempo entre los
CFCAs, en los estudios publicados, oscilaba entrar@s y 15 afios. En el presente
estudio, se eligié un intervalo de un afio paraaeVids errores antes decritos y
ademads, se pidio a los participantes que no caémbsus habitos dietéticos. Asi
pues, tanto en el nodo de Valencia como en el iesMiLFRECO general se
observaron pequefias diferencias en la media destagyele nutrientes entre el
primer CFCAy el segundo. Muchos estudios hanzatilo este mismo intervalo de
tiempo (Willet WC et al, 1998, Martin-Moreno JM @&t 1993, Ogawa K et al,
2003, Johansson | et al, 2002) y han mostrado satg@oeficientes de correlacion
similares (Johansson | et al, 2002).

Con respecto a la validacion del CFCA, los coefiide de correlacion para
energia y nutrientes son comparables a los obteredoestudios de validacion
similares (Ahn Y et al, 2007, Chen Y et al, 2004yntartheray EW et al, 2006,
Ogawa K et al, 2003, Shu XO et al, 2004). Ademésydgos de validacion de un
CFCA disenado especialmente para estimar la ingestasP, usando registros por
pesada de alimentos como método de referencia, netcaesultados solo
ligeramente mejores que los observados en el estAliFRECO (McNaughton
SA et al, 2007).

Por otro lado, también hay que tener en cuentalogigarticipantes del
estudio VALFRECO fueron voluntarios que accedieeofiormar parte de este
estudio y puede que tendieran a contestar de farésaprecisa al CFCA y a los
registros dietéticos o que tuvieran habitos diepétdiferentes a los individuos que
no han participado.

Ademas, la correccion de errores aleatorios asosia variacion intra-
individual casi siempre incrementa los valores dgetacion. En este caso, los
coeficientes de correlacion brutos y corregidosduesimilares, quizas debido a la
baja variacion intra-individual con respecto a &iacion inter-individual en los
participantes y/o por el elevado numero de diaggistro dietético (12 dias).
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Por otro lado, dado que el CFCA se utiliza paregmizar a los indiviuos
segun su ingesta mas que para obtener una cuacitificexacta de la ingesta de
nutrientes, en el estudio VALFRECO general se eranal grado en el que el
CFCA clasifica de forma errénea a los individuosgeintiles segun su ingesta
alimentaria. Se observé que el CFCA presentabanmma baja frecuencia de
clasificacién errénea vy, relativamente, una altacoodancia, especialmente con
respecto a los grupos de alimentos y nutrientesciclados con riesgo
cardiovascular.

En conclusion, este CFCA semicuantitativo de 1&msgt parece ser un
instrumento util para la estimacion de los hab@timentarios y la ingesta de
nutrientes en la investigacion epidemiolégica ddi¢da como FR de ECV y otras
enfermedades cronicas y el control dietético era@pSe han encontrado niveles
aceptables de reproducibilidad y validez.

5.3 Discusion de las caracteristicas generales de la poblacién
PREDIMED en el nodo de Valencia y poblacién EPIC e
influencia de los factores ambientales.

5.3.1 Estudio PREDIMED

La poblacién del estudio PREDIMED se caracterizaggesentar un elevado
riesgo cardiovascular puesto que se trata de g de edad avanzada, bien
diabéticos o con tres 0 mas de los siguientegiostedislipemia, HTA, sobrepeso,
antecedentes familiares de cardiopatia precoz aqtadmo. Asi pues, en esta
poblacion, la prevalencia de diabéticos, obesogerbolesterolémicos e
hipertensos es elevada con respecto a poblaciGrajei@Gabriel R et al, 2008,
Bertomeu V et al, 2008, Lahoz C et al, 2007).

El riesgo de arteriosclerosis coronaria es mayoha@nbres que en mujeres
hasta los 60 afios. Sin embargo, con el desarrellta dnenopausia el riesgo en
mujeres aumenta rapidamente hasta igualarse abddndmbres (Jousilahti J,
1999). En nuestra poblacién se observaron difeasnentre hombres y mujeres.
Las mujeres presentaron mayor IMC y prevalencialibsidad que los hombres.
Sin embargo, los hombres presentaron mayor pedrdetcintura que las mujeres.
Algunos estudios realizados en poblacion espafafaobservado que la obesidad
se incrementa con la edad y que en individuos neayde 65 afios las diferencias
entre sexos se acentan mas, mostrando las mujeses IMC y prevalencia de
obesidad (Gabriel R et al, 2008, Gutiérrez-Fisacetllal, 2004). Sin embargo,
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también se ha observado, en otros estudios, quasa abdominal y el perimetro
de cintura suele ser mayor en hombres, como sedstrado en nuestro estudio
(Carr MC et al, 2001).

Las mujeres también mostraron mayores niveles dee€DL y prevalencia
de hipercolesterolemia, pero también mayor conaeidin de c-HDL, en
comparacion a los hombres. En poblacion espafmlaa ®bservado que conforme
la poblacién envejece, la concentracion de CT atansobretodo en las mujeres.
Ademas, la edad, parece invertir las diferencidseeesexos, tanto en los valores
medios de CT como en la prevalencia de hipercotdstaia (Suarez C et al, 1998,
Gabriel R et al, 2008). En hombres, el CT aumeattahlos 65 afios y luego se
estabiliza o incluso disminuye. El c-HDL no aumeota la edad pero las cifras
mayores se observan en las mujeres (Gabriel R 20@8).

Las mujeres también mostraron mayor prevalenciT# que los hombres,
sin embargo, no se encontraron diferencias estalfsinte significativas en los
valores de PAS y PAD entre sexos. Varios estudiopablacion esparfiola han
observado que la prevalencia de HTA aumenta cauda sobretodo en mujeres
(Suérez C et al, 1998, Belza MJ et al, 1997). Asinai, Gabriel R et al (2008)
mostraron que en individuos entre 45-64 afos, éavghencia de hipertensos en
hombres y mujeres es similar pero, en individuosyares de 65 afos, la
prevalencia en mayor en mujeres.

Por otro lado, la prevalencia de DMT2 fue mayohembres que en mujeres.
También fue mayor la concentracion plasmatica deoga en hombres. Otros
estudios en poblacion espafiola, también han olderetevado porcentaje de
glucemia alterada y de DMT2 en hombres con respedés mujeres (Goday A,
2002, Gabriel R et al, 2008).

Con respecto a los factores ambientales, la presialele fumadores fue del
13%. El habito tabaquico es claramente mas freeummtvarones que en mujeres,
excepto en edades comprendidas entre 16-24 afbt&ldBeasado J et al, 2001,
Ferndndez A et al, 2003, Gabriel R et al, 2008yu8da Encuesta Nacional de
Salud 2006, la prevalencia de hombres y mujereadiones con edades entre 65-
74 afos (intervalo de edades donde se sitla laardedeédad de nuestra poblacion)
es de 20,6% y 4,5%, respectivamente (MinisteriGderidad y Consumo, 2006).
Estos datos son similares a los encontrados etrayeblacion (25,7% hombres y
4,2% mujeres). Ademas, el habito tabaquico disngregn la edad (Gabriel R et
al, 2008, Ministerio de Sanidad y Consumo, 2086)hecho en nuestra poblacion
los fumadores son mas jévenes que los no fumadadesnds, en los individuos
fumadores se observé menor IMC, pero mayores rwi#ePAD y TG y menores
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de c-HDL, con respecto a los no fumadores. Estest@$ se han observado en
otros estudios (Lahoz C et al, 2007, Lavi S e2@0)7, Rahman MM et al, 2007).

Con respecto a la adherencia a la DM la prevaledeiandividuos que
consumen una dieta con bajo grado de adherenai®® Ifue del 50% puesto que
el punto de corte para clasificar a los individews los grupos de baja y alta
adherencia a la DM fue la media del total del psirbtenidos en el cuestionario
de 14 puntos. No se observaron diferencias entrifes y mujeres con respecto a
la adherencia a la DM. Los individuos con alta aeheia a la DM presentaron
menor IMC y perimetro de cintura y mayores nivalesc-HDL. Varios estudios
han mostrado también un efecto beneficioso de lasbMe la obesidad (Schroder
H et al, 2004, Trichopoulou A et al, 2005(a), MéndéA et al, 2006, McManus K
et al, 2001) y sobre la concentracion de c-HDLr{ie$t R et al, 2006, Andreoli A
et al, 2008).

Por otro lado, la prevalencia de sedentarismo ®1e21,1%, considerando
como sedentarismo el hecho de no cumplir con lasmendaciones de la
American College of Sport Mediciryela AHA para individuos de avanzada edad
(Nelson ME et al, 2007). Se observo que dicho peexcéa fue mayor en mujeres
que en hombres (30,5%s 21,4%), hecho también observado en otros estudios
tanto en poblacién espafiola como en otras poblesi¢Baton CB et al, 1994,
Dominguez-Berjon MF et al, 1998, Perula de Torréset al, 1998, Elizondo-
Armendariz JJ et al, 2005, US Department of Heattth Human Services, 2010).
Auln asi, la prevalencia observada en nuestra géhlas baja ya que, por ejemplo,
en EEUU se ha estimado que Unicamente el 15% peblacion adulta sigue las
recomendaciones de 30 minutos de ejercicio modéesadias a la semana (Ham
SA et al, 2004). Se debe tener en cuenta que é&idads mayores de 65 afios o
para adultos entre 50 y 64 afios con condicionesca® clinicamente relevantes, la
intesidad de ejercicio recomendada para reduciesfo de enfermedades cronicas,
aparicion de eventos cardiovasculares o mortakigadchenor que la de los adultos
menores de 65 afios y con buen estado de salu@iiNés et al, 2007, Haskell WL
et al, 2007). De hecho, en varios estudios se iIn@steado que, en personas mayores
de 65 afios, caminar se asocia con un menor ries@b @Manson JE et al, 1999). De
este modo, el nUmero de personas que pueden dratar® no sedentarias puede
aumentar con respecto a poblacion adulta menosd&Ei6s y con buen estado de
salud. El efecto beneficioso de la actividad fisiambién se ha constatado en
nuestra poblacién ya que los individuos no sedstgresentaron menor IMC,
perimetro de cintura, concentracion plasmatica Ildeoga y de TG y mayores
niveles de c-HDL, con respecto a los no sedentafitstos efectos se han
observado en otros estudios con respecto a lokeside TG y c-HDL (Leon SA et
al, 2000, Leon SA et al, 2001), obesidad (Wing RRilg2001, Slentz CA et al,
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2004), y la glucosa y otros parametros relacionadosDMT2 (Thompson PD et
al, 2001, Weinstein AR et al, 2004).

Cabe destacar que los fenotipos intermedios quevarémn en funcién de los
factores ambientales son el IMC y los niveles pé&tfros de c-HDL.

5.3.2 Estudio EPIC

En la poblacion del estudio EPIC se incluyeron %%80s de IAM
incidente y 1180 controles. Se detectaron difeeen@n los FR cardiovascular
entre casos y controles. De este modo, los casadrarmn mayor IMC y
prevalencia de obesidad, mayores niveles de CDIc-0G y prevalencia de
hiperlipidemias, y menor concentracion de c-HDLrgvyalencia de c-HDL bajo, en
comparacion con los controles. Los casos tambi&traron mayor prevalencia de
HTA y DMT2. Estas diferencias entre casos y coag@on razonables puesto que
la obesidad (Yusuf S et al, 2004, Baker JL et 8072 Hajer GR et al, 2008),
elevados niveles de CT, c-LDL, TG y bajos de c-H{Xeys A et al, 1984,
Anderson KM et al, 1987, Kannel WB et al, 1979, UslR et al, 1994, Assmann
et al, 1996, Sharret et al, 2001, NCEP, 2002), KdMonell CJ et al, 1997, Van
den Hoogen PCW et al, 2000, Neal B et al, 2000, ihgton S et al, 2002) y
DMT2 (Fox C et al, 2004, Eckel RH et al, 2006, LeitoHE et al, 2006, Thomas
JE et al, 2007), son FR que se asocian com magyorde IAM.

Con respecto a los factores ambientales se oleard#erencias entre casos
y controles en cuanto al tipo de grasa de la deeiagesta de alcohol y el consumo
de tabaco, pero no con respecto a la actividachfigin los casos, el porcentaje con
respecto a la energia total de consumo de AGS &mnpero también el de AGM.
Varios estudios han mostrado el efecto protectbicoesumo de AGM sobre las
complicaciones cardiovasculares como el IAM (HudtRl, 1997, Pietinen P et al,
1997, Fernandez-Jarne E et al, 2002). Tambiénassbbervado que un consumo
moderado de alcohol disminuye el riesgo de IAM (BorG et al, 2002). Un
consumo moderado de alcohol segun la OMS corresparflvasos al dia en las
mujeres y 3 vasos al dia en los hombres, y un gasstituyen 10g de alcohol
(OMS, 2003). Asi pues, aunque existan diferenamisedos casos y los controles
en la ingesta de alcohol al dia (g/d), ambos grigeositian en el rango de una
ingesta de alcohol moderada.
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5.4 Discusion de cada uno de los polimorfismos y las
interacciones gen*ambiente.

A continuacién, se expone la discusion de los tadas para cada uno de los
polimorfismos estudiados asi como las interacaogen*ambiente que se han
detectado, tanto en el estudio PREDIMED como easaidio EPIC de manera
conjunta.

5.4.1 Discusion los polimorfismos relacionados metabolismo lipidico y
fenotipos intermedios y finales de ECV.

5.4.1.1 Polimorfismo E2/E3/E4 del gen de ApoE

El gen de la APOE ha sido uno de los mas estudiexdas Gltimas décadas
en relacion con el metabolismo lipidico y el riesgodiovascular, bien de forma
aislada o en asociacion con otros genes o conrégctonbientales. Se trata de un
gen polimorfico que presenta 3 alelos comunes grolidacion general, E2, E3 y
E4 (Weisgraber et al, 1981). La frecuencia de l@snos varia ampliamente segln
la zona geografica. En poblaciones caucasicasdasdncias de los alelos E2, E3
y E4 se han estimado aproximadamente en 0,08, 0,015 respectivamente
(Davignon J et al, 1988). Sin embargo, en Europah@eobservado que la
frecuencia del alelo E4 es mayor en el norte defautalrededor del 20%) que en
el sur situdndose alrededor de un 10%. El alelpie3enta un gradiente inverso
mostrando la frecuencia mas elevada en los paisesul de Europa vy, sin
embargo, el alelo E2 permanece estable geografitanfeucotte G et al, 1997,
James RW et al, 1993). Las frecuencias alélicasnatds en la poblacion del
estudio PREDIMED del nodo de Valencia son similagedas detectadas en
estudios realizados en paises del sur de Europa taiia (Cattin L etal, 1997,
Lucotte G et al, 1997), Francia (Luc G et al, 1994spafna (Gémez-Coronado D
et al, 1999, Corella D et al, 2001(b), Sorli J\Magt2002). La frecuencia del alelo
E4 en asiaticos e hispanos americanos es similarde los paises del sur de
Europa (Hanis CL et al, 1991, Evans AE et al, 1#38,M et al, 1989, Kamboh Mi
et al, 1993) mientras que las poblaciones africanesentan frecuencias elevadas
(superiores al 20%) (Kamboh Ml et al, 1989, HowRxtet al, 1998).

Por otro lado, estudios en individuos centenaris mmostrado cierta ventaja
de supervivencia asociada al alelo E2. De hechdagseencontrado frecuencias
alteradas de las variantes alélicas del gen de AéTOoblacion de avanzada edad
frente a individuos jovenes de la misma poblacldubija J et al, 1994, Schachter
F et al, 1994). Este efecto se ha observado saloreto mujeres. Varios estudios
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han mostrado que la prevalencia de mujeres podadisl alelo E4 mayores de 60
afios es menor (Boemi M et al, 1993, Louhija J etl@94, Wilson PWF et al,
1994). Existe evidencia de que los efectos debd son mas pronunciados en
mujeres después de la menopausia (Schaefer E,JJ%l). En la poblacion de
PREDIMED del nodo de Valencia de edad avanzadaqueumo se detectaron
diferencias por sexo en las frecuencias genotipisase observdo menor frecuencia
de mujeres con el alelo E4 (14,8% en mujeres VX4 @n hombres).

La gran mayoria de la investigaciones llevadada para analizar la relacion
entre niveles de lipidos plasmaticos y el gen d&P@E han mostrado que el alelo
E4 se asocia con concentraciones de CT y c-LDL nesyocel alelo E3 con
concentraciones intermedias y el alelo E2 con nenpiveles (Wilson PWF et al,
1994, Davignon J et al, 1988, Hagberg JM et al02@&llongeville J et al, 1992,
Gerdes LU et al, 2000). Las diferencias de c-LDireegenotipos persisten incluso
al tener en cuenta la posible influencia de la gdadables antropométricas y de
estilo de vida. En nuestra poblaciéon de elevadegdecardiovascular también se
han confirmado estos efectos puesto que, ademésadatrar asociacion entre el
genotipo de APOE con CT y c-LDL, dicha asociaciémmsantuvo tras ajustar por
edad, variables antropométricas y de estilo de Bdaha estimado que entre el 2%
y el 11% de la variacionde c-LDL es producida gdoeus de APOE en individuos
caucasicos sanos (Davignon J et al, 1988). En naugstblacion del estudio
PREDIMED se estim6 que los portadores del alelariedtraban un 7,8% mas de
c-LDL que los individuos E3/E3 y los portadores diello E2 un 9,7% menos que
los E3/E3.

Asi pues, el efecto del polimorfismo de APOE sabiteDL y CT es de los
mas solidos y consistentes publicados en la litewatdescrito en un amplio
namero de grupos étnicos, de edad y estados mietab@omo DMT2 y otros
(Davignon J et al, 1988, Dallongeville J et al, 298ennet A et al, 2007). Por ello,
el alelo E4 se ha propuesto como un genotipo athariuesto que presenta mayor
concentracion de colesterol, y ademas, se sabemuymblaciones primitivas el
alelo E4 era mas prevalente y, en la actualidadpcge ha apuntado anteriormente,
la frecuencia de este alelo es todavia muy elegadaumerosos paises africanos y
poblaciones indigenas (Kamboh Ml et al, 1989, HovigV et al, 1998).

Por otro lado, se encontr6 una asociacion del alE® con mayor
concentracion de TG con respecto a los alelos E8,y sin embargo, estos alelos
no influyeron en los niveles de c-HDL, en la pollacdde PREDIMED del nodo de
Valencia. Mientras que el efecto del polimorfisneoAPOE sobre c-LDL esta bien
establecido, las asociaciones con c-HDL y TG sairogertidas y dependientes de
la poblacion estudiada (Frikke-Schmidt R et al, ®OE&I alelo E2 ha mostrado
tendencia hacia niveles elevados de TG en algusinslies (Howard BV et al,
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1998, Sorli JV et al, 2002, Pablos-Méndez A efl887) pero en otros no (Volcik
KA et al, 2006, Humphries SE et al, 2001(b), Cared et al, 2000(a)).
Dallongeville J et al (1992) mostraron en un mdtsisiqque tanto el alelo E2 como
el alelo E4 se asociaban con hipertrigliceridenoa tespecto al alelo E3. Otro
metandlisis realizado en 2007 (Bennet AM et al,720hcluyendo solo estudios
con tamafio muestral elevado (al menos 500 cas66@ dontroles), confirmé este
efecto. En nuestra poblacién no se encontré diféaesntre los individuos E3E3 y
los portadores del alelo E4 con respecto a lodeswde TG. Por otro lado, varios
estudios han mostrado este efecto de los alelos yEE4 sobre la
hipertrigliceridemia es mas acusado en hombressONVIPWF et al, 1994, Eichner
JE et al, 1990, Utermann G et al, 1979, Mahley R\WM,e1995) incluyendo entre
ellos un estudio realizado en poblacién espafiofan@-Coronado D et al, 1999).
Este ultimo aspecto, se ha observado también en tesbajo puesto que la
asociacion del alelo E2 con niveles elevados desdl@ permanecio significativa
en hombres. Sin embargo, los portadores del aldlon& mostraron mayor
concentracion de TG con respecto a los portad@lesielo E3.

Por otro lado, la mayoria de los estudios no haenido una asociacion entre
las variantes alélicas de APOE vy niveles plasmatitsoc-HDL (Pablos-Méndez A
et al, 1997, Schaefer EJ et al, 1994, Muros M 1296, Hsueh WC et al, 2000),
coincidiendo con los resultados obtenidos en esteajo. Sin embargo, otras
investigaciones han detectado una tendencia deragnoveles de c-HDL en los
portadores de E4 y mayores en los portadores (&s82CE et al, 2003, Kataoka S
et al, 1996, Tiret L, 1994). En otros estudiosps@ encuentra una asociacion entre
el alelo E4 con menores niveles de c-HDL (DalloiigeeV et al, 1992, GOémez-
Coronado D et al, 1999).

El efecto diferente de los alelos de los alelosyE24 sobre los niveles de
lipidos vendria dado por la distinta afinidad de igoformas por los receptores
LDL. Los portadores del alelo E2 tienen un nivecdiesterol plasméatico mas bajo
porque la isoforma E2 tiene menor afinidad poreeleptor de las LDL que las
isoformas E3 y E4, disminuyendo la captacion, peartep del higado, de
quilomicrones y VLDL, provocando una menor concaeithn intracelular de
colesterol en el hepatocito, lo que lleva a una anaxpresion, por parte del
hepatocito, de receptores de las LDL, aumentandelswmamiento y disminuyendo
el c-LDL plasmatico. Por el contrario, la isoforrBd posee mas afinidad por el
receptor LDL dando lugar a mayor captacion hepdticastas lipoproteinas, por lo
que aumenta el colesterol intracelular, disminayexpresion de los receptores de
las LDL y se reduce el aclaramiento plasméaticoageniismas (Weisgraber KH et
al, 1990, Lund-Kats S et al, 2001, Brewer Jr HEaletl988, Zaiou M et al, 2000).
Por otro lado, los elevados niveles de TG obserwadoindividuos portadores del
alelo E2 pueden ser explicados por la reducciormdaramiento de quilomicrones
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y remanentes de VLDL (Dallongeville J et al, 199@rner PR et al, 1985, Demant
T et al, 1991). Gomez-Coronado et al (1999) observaque los hombres
portadores del alelo E2 mostraban mas del doble/ldBL que las mujeres
portadoras de E2, poniendo de manifiesto un diferemetabolismo de VLDL
segun el sexo. De este modo, el catabolismo dealdiculas de VLDL estaria mas
comprometido en hombres que en mujeres y, pomimt&n hombres aumentaria
la predisposicion a la hipertrigliceridemia. Estocensistente con el hecho de que
la hiperlipoproteinemia tipo Il asociada a indwas homocigotos para E2 v,
caracterizada por la acumulacion de particulas mentas of-VLDL, es mas
prevalente en hombres que en mujeres y tiende eeagamas temprano en
hombres (Mahley RW et al, 1995). Estos mecanismosdgn explicar la
asociacion entre el alelo E2 y mayores niveles@eficontrado en los hombres de
nuestra poblacién de elevado riesgo cardiovascular.

Ademdas de la influencia del sexo sobre la asociad@ genotipo de APOE
sobre los niveles de lipidos, se ha mostrado qubadasociacion puede ser
modulada por edad, grupo étnico, dieta, tabaquisoreisumo de alcohol, actividad
fisica y la presencia de DMT2 (Davignon J et aB8 9Bernstein MS et al, 2002,
Corella D et al, 2001(b), Masson LF et al, 2003n3$h et al, 2005, Ordovas JM et
al, 1995). En la poblacion de PREDIMED del nodo \#dencia no se ha
encontrado ninguna interaccion gen*ambiente, tampse han observado
diferencias entre diabéticos y no diabéticos. Pesibnte sea necesario mayor
namero de muestra debido a la baja frecuencia slaldos E2 y E4, sobretodo
porque varias de estas interacciones se han @esoritombres o en mujeres.

Por otro lado, dado el impacto del gen de APOEesebmetabolismo lipidico
se ha propuesto como gen candidato para el ddeadmbtros FR cardiovascular
como DMT2 o HTA. Con respecto a la relacion delimpotfismo de APOE con
DMT?2 existe controversia. Diversos estudios a esgainomica (Scott LJ et al,
2007, Saxena R et al, 2007, Zeggini E et al, 29Q®) metanalisis (Zeggini E et al,
2008) no identificaron el locus de APOE como prextide DMT2. Sin embargo,
un reciente metandlisis (Anthopoulos PG et al, P@Eect6 que el alelo E2 se
asociaba con un moderado riesgo de DMT2 (OR=1,186%1,02-1,35)) vy
concluyé que, a pesar de ello, son necesarios stagi@s a gran escala para
detectar y descubrir los mecanismos biolégicos ideadasociacion. En nuestro
trabajo, los portadores del alelo E2 mostraron mesyaiveles de glucosa que los
portadores E3 y E4 pero, aungue el riesgo de DMiE2nfiayor en los portadores
de E2 con respecto a E3 y E4 no se alcanzé lafisagion estadistica. Se ha
sugerido que este efecto puede ser debido a léaegucdel alelo E2 con mayor
concentracién de TG ya que altos niveles de TGlseionan con resistencia a la
insulina y DMT2 (Anthopoulos PG et al, 2010). Erestno estudio se observé que
tras ajustar por niveles de TG la asociacion daggenotipos de APOE y glucosa
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desaparecia indicando que dicha asociacion nodepémdiente del efecto de los
genotipos de APOE saobre los niveles de TG.

Con respecto a la asociacion del polimorfismo coPAHambién existe
controversia en la literatura. Estudios de casosomntroles han mostrado una
asociacion positiva entre el alelo E4 y HTA y négete presion arterial (Bhavani
AB et al, 2005, Isbir T et al, 1997, Li X et al,@®&) Niu W et al, 2007) incluyendo
un reciente metanalisis (Niu W et al, 2009). Erudists transversales se ha
encontrado mas inconsistencia. Algunas investiggsiono han encontrado
asociacion con HTA o niveles de PAD o PAS (WilsoFPet al 1994, Jemaa R et
al, 2006). Otros, sin embargo, encontraron asamiadel alelo E2 con HTA en
hombres y no en mujeres (Imazu M et al, 2001). TéamtKatsuya T et al, 2002
encontraron una asociacion negativa entre la pcesdel alelo E4 y la prevalencia
de HTA en jévenes (<60 afios) pero no en individuagores de 60 afios en una
poblacion japonesa. Cuatro estudios mas en poblagé edad avanzada no
encontraron efecto del polimorfismo de APOE sohreiTA. Uno llevado a cabo
en Finlandia (Rastas S et al, 2004) y otro en Esfkirmiga S et al, 2006) no
obtuvieron asociacion PAS y PAD y con HTA respextiente. Otro estudio, en
descendientes italianos residentes en Brasil, lmasénores niveles de PAD en
portadores de E4 con respecto a individuos E3EQ lpsrvalores de PAS fueron
similares en ambos grupos (Schwanke CH et al, 2G0&jkawa AK et al (2008)
tampoco encontraron asociacion entre el polimodista APOE y prevalencia de
HTA o niveles de PAS y PAD en poblacion de avanzadad (60-95 afios)
(Fuzikawa AK et al, 2008). En nuestra poblacioretrado riesgo cardiovascular,
sin embargo, se encontr6 un efecto protector dab aE2 frente a HTA en
comparacion con los alelos E3 y E4, sin observiaraticias entre hombres y
mujeres. Entre los alelos E3 y E4 no se enconfabatficia en cuanto al riesgo de
HTA. Este efecto podria ser debido a la influerdéh polimorfismo de APOE
sobre los niveles de c-LDL y CT, sin embargo, aapede las discrepancias
existentes entre estudios con respecto a la rela@dos gentipos de APOE con
HTA, todos ellos, menos el estudio de Formiga &l€2006) en el que no se
midieron niveles de lipidos, encontraron una asi@ea consistente con
concentraciones de c-LDL y similar a la encontradaeste estudio. Ademas, en
nuestro estudio el efecto protector frente a la HiBAalelo E2 con respecto al
genotipo E3E3 y el alelo E4 se mantuvo tras ajystarconcentracion de c-LDL,
indicando que dicho efecto es independiente dedrghdo en cuanto a los niveles
de c-LDL. Asi pues, otros factores o mecanismosiguesubyacer a la relacion
entre APOE y HTA.

Por otro lado, dada la asociacién del polimorfisrde APOE con
concentracién de c-LDL y CT, muchos estudios se ¢emtrado en analizar las
variantes de APOE con el riesgo de ECV. La reladéhalelo E4 con mayor
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riesgo de Cl es de las mas firmes, sin embargo,respecto a enfermedades
cerebrovasculares existe mas controversia (EicREeet al, 2002, Woo D et al,
2002), hecho compatible con las discrepancias éraxtas en la literatura con
respecto a su relacién con HTA puesto que la HTAreBER muy importante para
dichas enfermedadesJojnt National Commitee on Detectjorl993). Los
resultados en cuanto al alelo E2 son heterogéeAdgaos estudios han mostrado
menor riesgo de Cl del alelo E2 en comparacionatayenotipo E3E3 (Hallman
DM et al, 1991, Tiret L et al, 1994). Otros no letontrado asociacion y algunos
detectaron mayor riesgo de ECV en portadores adb &2 (Eichner JE et al,
1993). En 1996, un metandlisis con 14 estudiosigadds mostré que comparado
con individuos con genotipo E3E3, los portadordsatido E4 presentaban mayor
riesgo de Cl (OR=1,26 1C95%(1,13-1,41)), mientras gl alelo E2 no se asocid
con riesgo de CI (Wilson PWF et al, 1996). La ausede cardioproteccion del
alelo E2 se sugiri6 que estaba relacionada coandencia de dicho alelo hacia
altos niveles de TG (Davignon J et al, 1988, Dajtiille J et al, 1992). Tras esta
publicacion se han realizado numerosos estudiashifer JE et al, 2002), pero
diferencias en el disefio, tamafio de muestra y ped&distico, poblacion
estudiada o fenotipo de ECV medido, no han permitgdaluar la potencia del
efecto del polimorfismo de APOE sobre el riesg@&@&/ de forma consistente.

Varios metandlisis han intentado examinar estastésede heterogeneidad
entre estudios previos y obtener la relacion directtre los genotipos de APOE y
el riesgo de CI (Song Y et al, 2004, Bennet AM et2807). Sin embargo, han
obtenido resultados discordantes. Song Y et al4R@fentificaron 48 estudios
relevantes y concluyeron que comparado con indsvid8E3, los portadores del
alelo E4 tenian un 42% mas de riesgo de Cl (OR=1GE5%(1,26-1,61)),
mientras que, no se encontré asociacion entreelel BR y riesgo de Cl (OR= 0,98
IC95%(0,66-1,46)). Sin embargo, Bennet AM et al0@0 seleccionaron 121
estudios, con al menos 500 casos y 1000 contrplebfuvieron que comparado
con individuos con genotipo E3E3, los portadoresalelo E2 tenian un 20%
menos de riesgo de Cl (OR=0,80 IC95%(0,70-0,90}%\portadores de E4 un leve
mayor riesgo (OR=1,06 1C95%(0,66-1,46)). Asi pwepesar de la gran cantidad
de estudios publicados el tipo y la magnitud dadaciacion entre los diferentes
genotipos de APOE vy el riesgo de ECV no esté taatendefinida. Un importante
factor que puede influir en dicha asociacion sanitéeracciones gen*ambiente.
De hecho, ya se han descrito algunas interacciones consumo de tabaco
(Humphries DE et al, 2001, Talmud PJ et al, 20@5y consumo de alcohol
(Corella D et al, 2001(b)) o con la grasa de ladfasson LF et al, 2003).

En conclusion, en nuestro estudio se ha confirmladasociacion entre el
polimorfismo E2/E3/E4 del gen de APOE con nivelesimaticos de c-LDLy CT
y ha mostrado que su influencia sobre niveles del@@nde del sexo. Ademas, se
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ha proporcionado evidencia de la influencia de desotipos de APOE sobre
concentracion plasmatica de glucosa e HTA en urdap@n mediterrdnea de
elevado riesgo cardiovascular.

5.4.1.2 Polimorfismos TaqIB y rs183130 del gen de CETP

En este estudio, llevado a cabo en poblacién nreditea de elevado riesgo
cardiovascular, se ha encontrado que variacioned gan de la CETP (TaqlB o
rs183130) son potentes determinantes genéticas cancentracion plasmética de
c-HDL a pesar de la influencia de mdaltiples FR gta@mientos farmacologicos,
coincidiendo con publicaciones anteriores en poi@s de varios continentes
(Ordovas JM et al, 2000, Boekholdt SM et al, 2@&kella D et al, 2000 (b), Tai S
et al, 2003, Thompson JF et al 2007, Corella D, &C4.0).

La frecuencia del alelo B2 del polimorfismo TaglB &@milar a la de otros
estudios en poblacién espafiola general y de elevesiyo cardiovascular (Corella
D et al, 2000(b), Corella D et al, 2010) y a laateas poblaciones caucasicas
europeas o norteamericanas (Ordovas JM et al, Bxi¥kholdt SM et al, 2005).
En Asia, se ha observado una frecuencia menoreurapea pero difiere entre
etnias (Tai ES et al, 2003(b)). La frecuencia didbarl del polimorfismo rs183130
obtenida en nuestro estudio es similar, tambida dascrita en poblacion espafiola
de elevado riesgo cardiovascular (Corella D €2@10).

Por otro lado, en el estudio Framingham se obsguglos portadores del
alelo B2 mostraban menor actividad de la CETP gsdébmocigotos B1B1, con la
observacion de que menor actividad de la CETP@gaason un incremento de la
concentracién de c-HDL (Ordovas JM et al, 2000). &nbargo, no se conoce el
mecanismo con el que el polimorfismo TaqIB puedetaf a la actividad de CETP
y, ademds, se piensa que esta variante intronidaigpgser un marcador de la
mutacion funcional hasta ahora desconocida (Thompgoet al, 2005). Algunos,
aunque escasos estudios se han dedicado a intaganbrir el polimorfismo
funcional que explique los efectos observados erat@nte TaqlB (Tai ES et al,
2003(b), Lu H et al, 2003, Frisdal E et al, 2005ri¢ E et al, 2006). El
polimorfismo rs183130, localizado en el promotargien de CETP, fue propuesto
como el determinante mas importante para la cora@anh de c-HDL por
Thompson JF et al (2007), sin embargo, en nuestialagion no explica
completamente los efectos del polimorfismo TaglB pasar de estar en
desequilibrio de ligamiento con dicho polimorfismo.

Ambos presentaron efectos aditivos en individuodotima discordante. Se
observo un efecto mayor sobre la concentracion -#Plc del polimorfismo
rs183130 que del TaqIB coincidiendo con otros éssu(fhompson JF et al, 2007,
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Corella D et al, 2010, Spirin V et al, 2007). Loslividuos B2B2 (polimorfismo
TaqlB) mostraron un incremento de 12,6% de c-HDh i@specto a los individuos
B1B1. Dicho incremento fue mayor en los individdds(polimorfismo rs183130)
con respecto a los CC (14,5%). Ademas, el an@esisombinacion de los alelos de
ambos polimorfismos mostré un efecto clinicamergievante puesto que los
individuos homocigotos para los alelos minoritaride cada uno de ellos
(B2B2/TT) presentaron un 17,7% mas de c-HDL queiids/iduos con 2 copias
de los alelos B1 y C (B1B1/CC). Estos efectos sk hsatudiado en 4210
participantes de diversos nodos del estudio PREDIMEse mostrado la misma
tendencia pero menor magnitud (Corella D et al,020En este estudio, el
incremento de c-HDL de individuos B2B2 frente a B1BaqlB) fue de 9,2%, el
de individuos TT frente a CC (rs183130) de 12,8%lyde la combinacién
B2B2/TT frente a B1B1/CC de 13,9%. En ambos estydel efecto del
polimorfismo rs183130 fue mayor que el obtenido pbiompson JF et al (2007).

Por otro lado, en nuestra poblacion del estudioPRED se encontré una
asociacion entre el polimorfismo TaqIB y perimedeocintura e IMC en mujeres,
de modo que aquellas que presentaban el genotig?2 B2ostraban menores
valores de cintura e IMC que las B1B2 y B1B1. Sitbargo, dicha asociacién no
se encontrod tras ajustar por los niveles de c-Hbhigndo de manifiesto que el
efecto del polimorfimos TaqIB sobre IMC y cinturepgnde de su influencia en la
concentracion de c-HDL. No se encontr6 una intédaccestadisticamente
significativa con el sexo. Un estudio reciente eblacion asiatica, ha mostrado
gue individuos con genotipo B2B2 presentan mendntro de cadera y pliegue
subcutaneo del triceps que individuos B1B2 y B1Rthefecto protector del alelo
B2 con respecto a la obesidad, sin embargo, no@engd relacion con cintura
(Ruan X et al, 2010). Estas asociaciones tambié@mgkaron al ajustar por c-HDL.
En este estudio se encontrd un efecto mayor en iesnojuie en mujeres de manera
contraria a nuestros resultados, pero tampocorballana interaccién entre el
polimorfismo TaqIlB y el sexo. En este caso, laeréificias entre hombres y
mujeres podria deberse a que en hombres el taneafoektra es menor.

El mecanismo bioldgico que subyace a la asociaeitire el polimorfismo
TaqlB y parametros relacionados con obesidad smdese. En este estudio y en
el de Ruan X et al (2010) se ha mostrado que dishaiacion esta relacionada con
el efecto de TagIB sobre los niveles de c-HDL. S8ehservado que en el tejido
adiposo, donde la CETP es altamente expresaday (fi@nret al, 1991), la CETP
tiene un papel clave en el consumo selectivo deaesstde colesterol procedentes
de c-HDL, proceso que podria contribuir a la acamidh de ésteres de colesterol
en los adipocitos y, por lo tanto, al desarrollootbesidad. Asi, el descenso de c-
HDL asociado al alelo B1 podria dar lugar a unaseiren el metabolismo de
colesterol y la acumulacion de colesterol a nivelular podria conducir al
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desarrollo de la obesidad (Benoist F et al, 199%). embargo, otros estudios
recientes en poblacion asiatica no encontraroniasones significativas entre
TaqIB y riesgo de obesidad (Huang Zy et al, 200&/aStava N et al, 2008). En
nuestra poblacién tampoco se encontré dicho efectiwel global o por sexo. Asi
pues, la asociacion entre el polimorfismo TaqlB adresidad no esti clara.
Posiblemente, la variante genética de CETP funtipasaa obesidad estd en
desequilibrio de ligamiento con TagIB. Asi son sec®s posteriores estudios para
descubrir dicha variante y para definir las posilui#erencias por sexo y segun el
tipo de deposito de grasa (subcutaneo o abdominal).

Por otro lado, en nuestra poblacién de elevadogoiesardiovascular se
encontré un interacciéon entre el polimorfismo rsii®B de CETP y tabaco que
modulaba la concentracion de c-HDL. De este modolservé que el alelo C
interacciona con el consumo de tabaco para rethscitiveles de c-HDL, mientras
que los individuos con genotipo TT son resistemtda disminucion de c-HDL
inducida por el tabaco (Pinteraccion rs183130*tab8¢011). Es la primera vez
que se encuentra esta interaccion con el polinmofiss183130. Dado que el
25,7% de los hombres y el 4,2% de las mujeres blagon espafiola de elevado
riesgo cardiovascular son fumadores y que la frezdiaedel alelo C es de 72,7%
esta interaccion tiene especial importancia sotoeém hombres.

Por otro lado, considerando que un 1% de increment@l c-HDL se ha
asociado con un 2-3% de reduccion en la morbiliadbrtalidad cardiovascular
(Gordon DJ et al, 1989(b), Natarajan P et al, 203 polimorfismos TaqIB y
rs183130 pueden tener un papel relevante en lasaterosis. El polimorfismo
TaqlB ha sido el mas estudiado y, sin embargoteexina amplia controversia
acerca de la asociacion entre este polimorfismorigggo de Cl. Asi pues, aunque
varios estudios de cohorte o de casos y contrdeagrt RP et al, 1998, van
Acker BA et al, 2008), asi como, dos metanalisifoffipson A et al, 2008,
Kathiresan S et al, 2009) han mostrado menor rideg8l en portadores del alelo
B2, otros estudios de casos y controles (Liu 3, @082, McCaskie PA et al, 2007,
Dedoussis GV et al, 2007) y de cohortes (Whintihg & al, 2005) han sugerido
que el alelo B2 no tiene un efecto protector oluse mayor riesgo de Cl en un
estudio de cohorte (Borgrevve Se et al, 2006, RdIIRP et al, 2008, Acker BA et
al, 2008). Por lo tanto, el papel proaterogénicantiaterogénico de CETP esta
siendo objeto de intenso debate durante muchos(Hitasio K et al, 2000).

En este trabajo se ha examinado la asociacion enp@imorfismo TaqIB de
CETP y el riesgo de CI incidente en la poblacionCERA pesar de la fuerte
asociacion que se encontré entre el polimorfismgiBy la concentracion de c-
HDL en este poblacién mediterrdnea, no se detettdasociacion significativa
entre este polimorfismo y Cl incidente tras 10 af®seguimiento de la cohorte en



278 TESIS DOCTORAL, P. CARRASCO. 2011

concordancia con otros estudios (Liu S et al, 2002Caskie PA et al, 2007,
Dedoussis GV et al, 2007, Whinting BM et al, 2005).

Con el objetivo de encontrar una posible explicagidas discrepancias entre
estudios previos, Dullaart RP et al (2008), endodtferencias que dependian del
origen de la poblacion (poblacion de elevado riasgpoblacién general). Estudios
en poblacién general, la OR para ECV fue 1,45 10950%-1,95) en B2B2
comparado con B1B1, en contraste con el descensoRda 0,84 1C95%(0,74-
0,96) en B2B2ys B1B1 en individuos de poblacién con elevado riedfyo estos
individuos la medicacién hipolipemiante puede afeetlos parametros biolégicos
de interés. Jensen MK et al, 2008, también estladidteraccion entre el consumo
de alcohol y el polimorfismo TaqlB para determiteaconcentracion de c-HDL y
el riesgo de CI. Aunque la concentracién de c-HDé& fnayor en portadores del
alelo B2 bebedores, no se encontré una interacghificativa que modulara el
riesgo de Cl. Fumeron F et al (1995), en un estddi@asos y controles, detecto
una interaccion significativa entre el consumo ldetwl y el polimorfismo TaqlB
que determinaba los niveles de c-HDL y riesgo de EIl contraste con los
resultados de Fumeron F et al (1995) y Jensen MK @008), en nuestro estudio
no se encontré una interaccion significativa emreconsumo de alcohol y el
polimorfismo TaqIB sobre los niveles de c-HDL. Nwes resultados son similares
a los obtenidos en estudios previos como esturhos\ersales llevados a cabo en
poblacion general mediterranea (Corella D et aQ028)), en una poblaciéon de
hombres sanos (Talmud PJ et al, 2002) o en hombmgdino-dependientes
(Dullaart RP et al, 1998). Al estimar el riesgoGleen bebedores y no bebedores,
se encontr6 un mayor riesgo de Cl asociado al @doen bebedores. Los
resultados se mantuvieron significativos tras ajugtor c-HDL revelando un
mecanismo independiente a la concentracién de c-HHOL el momento, no se ha
encontrado una hipoétesis que explique dicho ef&itoembargo, dado el fracaso
que ha mostrado el inhibidor de la CETP, torcelrafiente a la prevencion de
riesgo cardiovascular (Neeli H et al, 2008), exmttualmente la creencia entre
diversos investigadores que elevadas concentraciaiee c-HDL no siempre
proporcionan proteccién frente a ECV. Ademas dealatidad total de c-HDL, su
tamafo y su capacidad antiinflamatoria pueden aspifes importantes. Algunas
de estas situaciones podrian ocurrir entre indosdB2B2 con alto consumo de
alcohol. Sin embargo, no existen estudios que hagahzado estos aspectos.

Por otro lado, se pensé que este elevado riesgiadsacal genotipo B2B2 en
bebedores podria ser debido a la posible intenacmé DMT2. Sin embargo, al
comparar entre diabéticos y no diabéticos, se entetevado riesgo de ECV en
diabéticos portadores del alelo B2, a pesar dessutno de alcohol. Se trata de la
primera vez que se ha encontrado mayor riesgo das@diado al alelo B2 en
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diabéticos. Sin embargo, el nimero de diabéticosumstra poblacién EPIC es
bajo, de modo que es necesario reproducir estoa@ss en otras cohortes.

En conclusion, los polimorfismos TaqIB y rs18313mh lmostrado una fuerte
asociacion con concentracion de c-HDL en poblacitediterranea de elevado
riesgo cardiovascular. A pesar de estar en dedmguitie ligamiento, la variante
rs183130 no parece explicar completamente los asfeabservados en TaqlB.
Ademas, el polimorfismo TaqIB parece tener influarn parametros relacionados
con la obesidad en mujeres a través de su efebte fms niveles de c-HDL, pero
no se encontrd una asociacion con riesgo de olokpldatedndose la necesidad de
posteriores estudios. También se encontr0 por paimez una interaccion
gen*ambiente, en la que el efecto del tabaco stdweniveles de c-HDL era
modulado por el polimorfismo rs183130. Ademas, &a poblacién mediterranea
(EPIC), a pesar de confirmar la fuerte asociaciireeel polimorfismo TaqIB y la
concentracién de c-HDL, el alelo B2 no se mosticiaslo con menor riesgo Cl
incidente. Sin embargo, se observé que el consweraabhol podia modular esta
interaccion, en el sentido de que, en bebedoreggreltipo B2B2 fue asociado con
mayor riesgo de Cl, manteniendo la significaciotadistica tras ajustar por
cocentracién de c-HDL. Otra interesante observaeibta poblacion EPIC fue el
mayor riesgo de Cl detectado en diabéticos porézddel alelo B2. Sin embargo,
estudios adicionales se requieren para confirmas essultados.

5.4.1.3 Polimorfismo Ser477X del gen de LPL

La LPL es una enzima que juega un papel clave sretlbolismo lipidico, al
hidrolizar particulas ricas en TG, quilomicronesViDL en tejido adiposo,
musculo y macréfagos, generando AG libres y glicesra utilizar en gasto y
almacén de energia. Por ello, la relacion de vianas en el gen de LPL con
niveles de lipidos y riesgo de ECV han sido obganumerosas investigaciones
(Navarro-Lépez F et al, 2002, Rip J et al, 200@yd8aGS et al, 2008).

El gen que codifica para LPL es altamente polinorfiEl polimorfismo
Ser447X reviste un especial interés ya que es slfreduente y el alelo 477X se
ha asociado con un perfil lipidico méas favorabsdao en el aumento de c-HDL y
la reduccién de TG, y una reduccién del riesgoiosescular (Navarro-Lopez F et
al, 2002, Rip J et al, 2006, Sagoo Gs et al, 2088). embargo, en nuestra
poblacion de elevado riesgo cardiovascular no sertt@ntrado asociacion con
niveles de lipidos y ademas, de forma paradéjicaleto 447X se ha asociado con
mayor IMC y riesgo de obesidad.

La frecuencia obtenida del alelo 477X en nuestrblgoidn del estudio
PREDIMED es similar a la obtenida en otras poblaesoeuropeas (Wittrup HH et
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al, 2006, Garenc C et al, 2000, Wung SF et al, 20fl&ola O et al, 2001,

Skoglund-Anderson C et al, 2003) y mediterrdneaafésips (Corella D et al,

2002). Existe evidencia de que la aparicion de ddamte Ser447X en el ser
humano ocurrié antes de la divisién indo-germangue provoca que la variante
Se encuentre en caucasicos y en asiaticos (Ripall] 28006). De este modo, la
frecuencia en caucasicos y asiaticos es similam@&Nakanishi Y et al, 2001) y
menor en africanos (Chen W et al, 2001).

Por otro lado, algunos estudios han sugerido quéa exsociacion entre el
polimorfismo Ser447X con TG y c-HDL subyacen inteianes gen*sexo puesto
que dichas asociaciones solo se han observadorebré® (Chen L et al, 1996,
Gagne SE et al, 1999), pero en nuestra poblacionseoha detectado
heterogeneidad entre hombres y mujeres, coincidieswh otros estudios en
poblacién mediterranea espafiola (Corella D et @D2p También, se han
detectado interacciones ambientales con el congientabaco en el efecto del
polimorfismo 477X sobre los niveles de c-HDL (Leet&l, 2004), sin embargo, en
este estudio no se han detectado.

El mecanismo biolégico responsable de los efecteseficiosos del
polimorfismo Ser447X no se conoce de manera clae.mayoria de las
investigaciones se inclinan sobre la creencia deeagtie polimorfimo provoca un
aumento de la actividad de LPL. De este modo, umeato de la actividad
lipolitica provoca un descenso de los niveles pidimms de TG y un aumento de la
transferencia de proteinas, fosfolipidos y colestesde las VLDL a las particulas
HDL;, lo que aumenta las particulas HDton un consecuente incremento de c-
HDL (Kuivenhoven JA et al, 1997). Sin embargo, stposibilidades han sido
propuestas como mayor afinidad por los receptoeggtitos, lo que facilita la
eliminacién de las particulas remanentes de VLDLtt(w HH et al, 1999),
modificaciones en el anclaje al endotelio o candrida expresion de LPL y en la
ingesta de lipoproteinas por macrofagos (Mean J&, 000, Rip J et al, 2006).
Podria ocurrir que en poblacion de elevado riesganafactor relacionado con el
estado metabolico influya en dichos mecanismos pasparase el efecto del
polimorfismo Ser447X. En diabéticos se ha obsengula actividad de la LPL
esta disminuida, y se ha sugerido que un dafio@radpproducido en la evolucion
de DMT?2, podria reducir los sitios de unién enrelaelio para LPL (Hirano T et
al, 1999).

Ademas, en nuestra poblacion se ha encontradosatiaaion entre el alelo
447X con mayor IMC vy riesgo de obesidad. Esta asgim ha sido mas marcada
en hombres que en mujeres. No se ha encontradcexpiEacion para estas
observaciones. El gen de la LPL ha sido propuestoocgen candidato para la
obesidad (Kern PA et al, 1997) y varios polimorfismde LPL han mostrado
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asociacion con obesidad (Wang H et al, 2009). Eetles el polimorfismo
LPLHindlll que se encuentra en fuerte desequililoigoligamiento con Ser447Xy
también se asocia con menores niveles de TG y mayi® c-HDL (Corella D et
al, 2002), y ha mostrado un efecto protector fremtia obesidad en poblacion
general mediterranea (Corella D et al, 2001(a),a2eR et al, 1995). En nuestra
poblacién no se ha encontrado asociacion con T&IRIcy se ha observado un
aumento de IMC y riesgo de obesidad asociado & d&7X. El polimorfismo
Ser447X ha sido poco estudiado en este sentido gxisten estudios en poblacion
de elevado riesgo cardiovascular. Garenc C et08l0)2no encontré asociacion con
diversas variables relacionadas con la obesidatb dMC, masa grasa o grasa
abdominal en poblacion general. Lis S et al (20@B)poco encontraron una
asociacion significativa con IMC en individuos ent-17 afios y adultos entre 18-
44 afos. Asi pues, mas estudios seran necesaripsbéacion de elevado riesgo
cardiovascular para confirmar si este efecto esdded las caracteristicas de la
poblacion y si influye el sexo, o es debido al azar

En conclusion, el polimorfismo Ser447X no ha maktrasociacion con
metabolismo lipidico en poblacion mediterrdnea légaglo riesgo cardiovascular
y, ademas, se ha observado un aumento del IMGsgaide obesidad asociado al
alelo 447X, de forma mas marcada en hombres. Soesagos mas estudios en
poblacién de elevado riesgo cardiovascular pardirater si estas observaciones
se relacionan con el estado metabalico.

5.4.1.4 Polimorfismo R219K del gen de ABCA1

La funcién antiaterogénica de c-HDL se ha atribiedgparte a su papel en el
transporte reverso de colesterol donde la prot&lB&A1 participa de forma
importante en su etapa inicial (Attie AD et al, 200ram JF et al, 2001). De este
modo, variaciones en el gen de ABCAL han sido estlad y asociadas con niveles
de c-HDL, TG y riesgo de ECV (Singaraja RR et &02 Brunham LR et al,
2006). En este trabajo se ha estudiado la varR218K. La frecuencia del alelo K
obtenida en la poblacion de PREDIMED del nodo dienéa es similar a la de
otros poblaciones caucasicas europeas (Clee SM28(4, Porchay | et al, 2006)
y americanas (25-28%) (Srinivasan S et al, 208B).embargo, es menor que la
observada en paises asiaticos (40-47%) (Haradaall, 2003) y opuesta a la de
africanos (70-80%) (Srinivasan S et al, 2003).

El alelo K de la variante R219K provoca un aumetgda funcién de ABCA1
y, por tanto, una aceleracion del transporte sevde colesterol siendo compatible
con los hallazgos de numerosos estudios epidentogn los que dicho alelo se
ha asociado con incremento de los niveles de c-HIBkcenso de TG y de riesgo
de ECV (Clee SM et al, 2001, Singaraja RR et &032@runham LR et al, 2006).
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En el presente trabajo se ha confirmado la asdeiacion respecto a la
concentracion de c-HDL en mujeres, y no en homhkeespoblacién de elevado
riesgo cardiovascular. Este fenébmeno ha sido oaderen otros estudios. Kakko S
et al (2003) estudiaron ambos sexos de forma s#ggrabservaron que R219K se
asociaba con elevada concentracion de c-HDL solmgeres. Sugirieron que el
motivo radicaba en las diferencias en factores anthies entre ambos sexos,
como el habito tabaquico o el consumo de alcoha, g encontraba con mayor
frecuencia en hombres que en mujeres, y que puedeascarar el efecto del
polimorfismo R219K sobre c-HDL en los hombres. Hmestra poblacion del
estudio PREDIMED el porcentaje de hombres fumadesasiuy superior al de las
mujeres (25,7% vs 4,2% respectivamente).

Con respecto al efecto del polimorfismo R129K sobreeles de TG, en
nuestra poblacion de elevado riesgo cardiovasautase encontrd asociacion.
Zhao SP et al, (2004) en estudios de casos dermedad cerebrovascular y
controles, con una edad media de 62+12 afos, abspre los individuos KK
presentaban mayores concentraciones de c-HDL guRKoy RR, sin embargo, no
encontro diferencias significativas en los nivelesTG. Ademas, observo que los
efectos beneficiosos sobre c-HDL en portadoresld@ K eran mas pronunciados
en individuos con menos de 70 afios.

Por otro lado, en el presente estudio se obsergcehalelo K se asocié con
menor IMC y concentracion de glucosa y con un efgmtotector frente a
desarrollo de obesidad y DMT2. Estas asociacioneh mas claras en mujeres
gue en hombres, sobretodo con respecto a la odesida

Escasos estudios han examinado la relacion engsidatn y el polimorfismo
R219K. Kitjaroentham A et al (2007) no pudieron dstrar si R219K es una
variante genética determinante para la obesidadepdm de manifiesto la
necesidad de futuros estudios. Villarreal-Molina MfTal (2007) mostraron por
primera vez la asociacion entre el gen de ABCAL besidad y sindrome
metabolico en poblacion mejicana, pero lo hiciermon otro polimorfismo
(R230C). Ademés, sus resultados sugirieron quefesitee de ABCAL sobre la
patofisiologia de la obesidad era independientsudgapel en la regulacion de los
niveles de c-HDL. En nuestra poblacion del estiRREDIMED se observé que la
asociacion con parametros relacionados con la admbsicomo perimetro de la
cintura e IMC, y riesgo de obesidad, dependia eeb puesto que el alelo K se
asocidé con menor cintura, IMC y riesgo de obesidald en mujeres y no en
hombres. Incluso se detectd una interaccion geo*ssbre el perimetro de la
cintura (Pinteraccion R219K*sex0=0,001). Dicharatcion con respecto a IMC
quedod el limite de la significacidon estadistican{@iaccion R219K*sexo =0,079).
Las diferencias entre hombres y mujeres puedencaxph falta de asociacion en
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el estudio de Kitjaroentham A et al (2007). Ademas, observé que estas
asociaciones detectadas en mujeres eran indeptrslidal efecto de ABCA1
sobre los niveles de c-HDL, ya que tras ajustargBiDL las asociaciones con
perimetro de la cintura, IMC y riesgo de obesidadnanecian significativas,
dando consistencia a las observaciones realizanta¥ilfarreal-Molina MT et al
(2007). No se han encontrado estudios que muestrefecto de R219K sobre
obesidad de modo que este estudio es el primereméas, en la poblacion
PREDIMED del nodo de Valencia se observo que lxiasidn entre R219K e
IMC y riesgo de obesidad dependia del consumo ¢®steria comercial
(Pinteraccion R219K*reposteria comercial=0,010 td?accion R219K*reposteria
comercial=0,004, respectivamente). Los productosrafmosteria comercial se
caracterizan por presentar niveles elevados degt@&nientes de aceites de coco
y palma o mantequillas, grasas trans e hidratasad®no de alto indice glucémico
que pueden incrementar el tamafio o numero y ed@réadipocitos y el peso
(Ludwig DS, 2002, Mozaffarian D et al, 2007). Asieg, el efecto protector del
alelo K sobre IMC y riesgo de obesidad solo se ®einéaen aquellos individuos
gue consumen reposteria comercial menos de 2 adaesemana.

Por otro lado, el estudio de asociacién del gerARBEAL1 con DMT2 ha
cobrado gran interés en los ultimos afios, desdeBgueham LR et al (2007)
investigd su funcion en las célulpglel pancreas. Demostraron, utilizando ratones
con inactivacion de ABCAL en las célulasque ABCAL probablemente tiene un
efecto en la homeostasis del colesterol en logeslgpancreédticos y, como
consecuencia, una influencia en la tolerancia gllaosa y a la secrecion de
insulina. De este modo, el colesterol entra erélal@p pancreatica a través del
rLDL y ABCAL regula la salida de colesterol de &uta. Asi pues, la inactivaciéon
de ABCA1l supone un aumento de colesterol en laslasep, lo que puede
desencadenar en una disminucién en la secrecidmsddina. Asimismo, un
descenso de colesterol en la célglaupondria un aumento de la secrecion de
insulina (Brunham LR et al, 2007). Esto es conststeeon nuestros resultados
puesto que el polimorfismo R219K provoca una aumetd la actividad de
ABCAL lo que supondria un descenso de colesterla eélula y un aumento de la
secrecion de insulina, disminuyendo asi el riesg®BIT2. Tras la publicacion de
Brunham LR et al (2007), varios estudios han pudstmanifiesto la asociacion de
varios polimorfismos, diferentes de R219K, con mmayesgo de DMT2,
detectando que dicha asociacion era independiehifetto de los polimorfismos
sobre los niveles de c-HDL (Daimon M et al, 2008 riham LR et al, 2008), sin
embargo, no existen estudios que hayan mostragosgble efecto protector del
polimorfismo R219K sobre DMT2. Unicamente, Wangt Jle(2008), mostraron
que los individuos con genotipo RR presentaban megracentracién de glucosa 2
horas después de un test de tolerancia a la gl{@d3aT) y que el polimorfismo
R219K provocaba diferente respuesta a rosiglitazemapacientes diabéticos,
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poniendo de manifiesto la relacién entre R219K metabolismo de la glucosa. El
presente trabajo aporta evidencia del efecto patetel polimorfismo R219K
sobre el riesgo de DMT2 y de que esta relacionaepiendiente de su efecto sobre
los niveles de c-HDL. Ademas, se han observadaatitégas entre hombres y
mujeres de forma similar a las observadas al estlalobesidad.

Dada la asociacién del polimorfismo R219K con regefle c-HDL, obesidad
y DMT2 observadas en nuestra poblacion de elevaiya cardiovascular se
propone al gen ABCAL como gen candidato para emtgdirelacién con sindrome
metabdlico.

Por otro lado, en este trabajo también se ha puaestoanifiesto la influencia
del grado de adherencia a la DM en la asociacifme eh polimorfismo R219K y
los niveles de glucosa y el riesgo de DMT2. Asispuse observd que los
portadores del alelo K solo presentan menores otra@sones de glucosa y menor
riesgo de DMT2 si su dieta se caracteriza por tenaxlevado grado de adherencia
a la DM (Pinteraccion R219K*adherencia DM= 0,028rgpglucosa; Pinteraccion
R219K*adherencia DM = 0,002 para DMT2). No exiséstudios que puedan dar
consistencia a estos resultados con lo que es famperque futuras investigaciones
se centren en ello. EI componente de la dieta aque moas frecuencia se ha
observado que modula el efecto de un determinalitogdismo sobre el riesgo de
DMT2 o las diversas variables relacionadas conN&Ir® como la concentracion
de glucosa, sensibilidad a la insulina, tolerarecita glucosa o resistencia a la
insulina, es la grasa de la dieta y sus diferetipes como AGM o AGP, que son
caracteristicas de la DM (Morcillo S et al, 200¢a&hi S et al, 2007, Pérez-
Martinez P et al, 2007, Pérez-Martinez P et al820@iss EP et al, 2007). De
hecho, el consumo de pescado, rico en AGP, fuemaponente de la DM que mas
influencia tuvo sobre la asociacion entre R219Kweles de glucosa y DMT2. El
incremento de consumo de pescado y AGP, han mos#Battos beneficiosos
sobre los niveles de glucosa y otros parametroscioglados con la DMT2
(Nettleton JA et al, 2005, Rudkowska I, 2010). Beeenodo, en nuestra poblacion
PREDIMED se observé que el efecto protector deinpmfismo R219K sobre
concentraciéon de glucosa y DMT2 solo se presergalaguellos participantes que
consumian 3 0 mas veces pescado a la semana.

En conclusion, en poblacion mediterranea de eleviedgo cardiovascular se
ha mostrado un efecto protector del polimorfismd® del gen de ABCA1 sobre
niveles de c-HDL, obesidad, DMT2 y variables redacidas con estas dos
enfermedades en mujeres, mostrandose como gendatmdpara sindrome
metabodlico. Ademds, dicho efecto sobre DMT2 y alsbise ha mostrado
modulado por el grado de adherencia a la DM y comeptes de ésta como en
consumo de pescado o de reposteria comercial. 8ecsarios futuros estudios
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epidemioldgicos para confirmar dichas asociacionestudiar la influencia del
sexo y la dieta en ellas y estudios experimenial&#ro ein vivo para entender
mejor los mecanismos que subyacen a tales obsenesci Dada la influencia del
gen ABCAl sobre FR cardiovascular, dichos estudiesan cruciales para
desarrollar terapias individualizadas.

5.4.1.5 Polimorfismo -514C/T del gen de LH

La frecuencia del alelo T del polimorfismo -514Cd€ LH, obtenida en
nuestra poblacion del estudio PREDIMED es similala @observada en otras
poblaciones caucasicas (aproximadamente 0,20)e@ahet al, 1997, Guerra R et
al, 1997). Africanos y japoneses presentan unaérega entorno a 0,050 (Zambon
A et al, 1998, Juo SH et al, 2001, Inazu A et B01) y asiaticos de la zona este
una frecuencia intermedia (Zambon A et al, 1998YKet al, 2004).

La LH es una enzima que contribuye a metabolizari¢DL. Concretamente,
promueve la ingesta de c-HDL (ester) y, a travésumke estimulacion de dicha
ingesta, puede reducir los niveles de c-HDL (Jankeret al, 2002). EIl
polimorfismo estudiado en este trabajo (-514C/T)réeibido una considerable
atencion ya que se localiza en el promotor deldgehH y ha sido demostrada su
influencia en los niveles de la actividad de LH.h&e=stimado que la actividad LH
se reduce entre el 15-30% en los portadores diel &l€Vega GL et al, 1998,
Tahvanainen E et al, 1998, Shovet RV et al, 1988sdn H e al, 1997, Zambon A
et al, 2001).

Asi pues, varios estudios han mostrado un efedibiymdel alelo T sobre los
niveles de c-HDL, sin embargo, este efecto difemre poblaciones e incluso en
algunos estudios ha habido ausencia de asocigcaref JC et al, 1999, Jansen H
et al, 2002, Isaacs A et al, 2004). En nuestragoidoh tampoco se ha observado
diferencias en los niveles de c-HDL segun el poffiramo -514C/T. Podria ocurrir
que puesto que se trata de una poblacion de elevasigo cardiovascular los
efectos del polimorfismo -514C/T sobre niveles ddDl no se observen. De
hecho, se han descrito interacciones con IMC, ddomgue el efecto protector del
alelo T solo se observa en individuos no obesosrmebargo, en individuos obesos
el efecto del alelo T se atenua (Zhang C et al5R00tro estudio, llevado a cabo
en 235 hombres, se mostrO que en presencia dedabesisceral el efecto
protector del alelo T desaperece (St-Pierre J,e2Q813). Aunque el mecanismo
biologico de este fendmeno no esta claro, la intéda parece estar relacionada
con la alta actividad de LH y baja concentracionceldDL (sobretodo HD})
asociada a obesidad abdominal y a elevado IMC @Kkaet al, 2005). También se
ha observado una elevada actividad de LH con raspeotros FR cardiovascular
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como resistencia a la insulina y DMT2 (Baynes @lef1991), consumo de tabaco
(Kong CL et al, 2001).

Por otro lado, las discrepancias encontradas asdeiacion del polimorfismo
-514C/T con la concentracién de c-HDL también pueder explicadas por
interacciones con factores ambientales como laadi®e hecho, han sido
demostradas interacciones entre el polimorfism@dG3I con la grasa de la dieta
(Ordovas JM et al, 2002(b), Tai ES et al, 2003¢a))a que, los homocigotos TT,
s6lo presentarian un perfil lipoproteico mas cqraitector cuando la ingestion de
grasa en la dieta fuera baja, sin embargo, supe&lad@% del aporte calérico por
este macronutriente, los homocigotos TT seriamles presentarian un perfil con
mayor riesgo cardiovascular. Estas observacionesrian examinado en nuestro
estudio, pero, sin embargo, se detectdé una iniéraantre el polimorfismo -
514C/T y el consumo de FS que determinaba la ctraméin de c-HDL. Varios
estudios han mostrado que el consumo frecuent& diecFementa los niveles de c-
HDL (Lavedrine F et al, 1999, Masana L et al, 20D0¢ak | et al, 1999, Edwards
K et al, 1999). En nuestra poblacién se observélgsiendividuos con genotipo
CC presentan mayores niveles de c-HDL cuando comsumés de 3 veces a la
semana FS con respecto a los individuos, con emmigenotipo, pero que
consumen FS con menor frecuencia. Sin embarg@sepadrtadores del alelo T no
se observan diferencias en la concentracion de lc¢tDfuncion del consumo de
FS. De este modo, los individuos con genotipo C@estraron mas susceptibles
al consumo de FS sobre los niveles plasmaticosHiBlc El genotipo CC se ha
mostrado méas respondedor que el TT a factores atalds en otros estudios.
Resultados ddHeritage Family StudyTeran-Garcia M et al, 2005) mostraron que
los efectos beneficiosos de 20 semanas de entrem@mifisico sobre la
sensibilidad a la insulina, fueron mayores en idios homocigotos CC que en
indididuos TT para el polimorfismo -514 C/T. Tambié&e ha observado que los
inviduos CC presentan una mejor respuesta con aws@d aumento de la
concentracion de c-HDL, a tratamiento hipolipengamfue los CT y TT (Zambon
Aet al, 2003).

Los FS son ricos en AGP y AGM y otros componengsehciosos para el
metabolismo del colesterol y la salud cardiovascutaomo vitamina E y
polifenoles antioxidantes, fitoesteroles y otrosnpaestos fitoquimicos (Kris-
Etherton PM et al, 1999, Sabaté J et al, 2006 sS&ddvado J et al, 2006), de modo
que seria interesante estudiar si alguno de estopanentes es determinante en
esta interaccion.

Por otro lado, se ha observado que aunque el @ledel polimorfismo -
514C/T provoque un descenso de la actividad dedidtho alelo tiende a aumentar
el riesgo de ECV. Asi pues, varios estudios hanstpugle manifiesto este
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fendmeno. Dos estudios compararon la frecuencia alello T en sujetos
normolipidicos con y sin Cl. Ambos estudios, encmoin una mayor frecuencia
del alelo T en participantes con Cl que en corgr{@hovet RV et al, 1999, Jansen
H e al, 1997). Andersen RV et al (2001) obtuvienonriesgo de 1,7 1C95%(1,2-
2,4) de Cl en homocigotos TT frente a homocigot@ Bakonson et al (2002)
encontraron una asociacion entre el alelo T y fiedcion coronaria en individuos
con Diabetes mellitus tipo 1. Ademas, Dugi KA et(2001) mostraron que en
hombres, el alelo T se asociaba con Cl mas selzartodos ellos se observo que
un descenso de la actividad de LH asociado al dlelen un intento de estudiar
esta paradoja se ha propuesto multiples mecanipmog antiaterogénicos en los
que estad implicada la LH (Jansen H et al, 2002, li¢amd\ et al, 2003).

En este sentido, en nuestra poblacion de elevadgaicardiovascular se
observo que, en hombres, los portadores del alglweBentaron mayores niveles
de TG y PAS. Ji J et al (2002) mostraron tambiéhanbres, una asociacion del
alelo T con mayores niveles de c-HDL y TG vy adenwsservaron que la
frecuencia del alelo T era mayor en casos de Clejqueontroles. Otro estudio,
realizado en individuos sanos y miembros de famd@n hiperlipemia combinada,
también encontrd asociacion entre el alelo T y mes/oiveles de TG y resistencia
a la insulina (Pihlajamaki J te al, 2000). Tai &Sl (2003) también encontraron
mayor concentracion de TG en individuos TT coneegpa CT y CC en poblacion
asiatica. Ademas, se ha observado que en famitiashiperlipemia combinada
(Allayee H et al, 2000) y DMT2 (Baynes C et al, 198 LH puede contribuir al
desarrollo de un perfil lipidico aterogénico. Pdroolado, Fan Y et al, 2001
mostraron en portadores del alelo T un descenssl #njo sanguineo coronario
considerado una sefal temprana de disfuncion \ascevento estrechamente
relacionado con la HTA (Suzuki Y et al, 2003, Giieg KK et al, 1994, Harrison
DG et al, 1997). Sin embargo, debido a la faltaedaidios que examinen la
relacién de -514C/T con tensién arterial, seriarggante que tales observaciones
fueran confirmadas.

Por otro lado, la asociacion del polimorfismo -5fBCGon TG se vid
modulada por el consumo de verduras, hortalizasita £n nuestra poblacién de
elevado riesgo cardiovascular. Concretamente, sered que los portadores del
alelo T presentaban mayores niveles de TG, de mamstadisticamente
significativa, cuando su consumo de verduras/hpasly fruta era menor de 2
veces al dia y menor de 3 veces al dia, respeaivienmEn aquellos participantes
cuyo consumo de veduras/hortalizas y fruta era elé@sdo no se observo este
incremento en la concentracion de TG asociado b al. La interaccion fue
estadisticamente significativa en ambos casos gfetion LIPC*consumo
verduras/hortalizas=0,007, Pinteraccion LIPC*consurfruta=0,013). Existe
evidencia de que personas que consumen mas frv@aslyras tienen una menor



288 TESIS DOCTORAL, P. CARRASCO. 2011

prevalencia de FR cardiovascular como HTA, obesydatT2 y mejora del perfil
lipidico (Bazzano LA et al, 2003, Djousse L et24104, Liu RH 2003, Mirmiram P
et al, 2009). Generalmente, el efecto beneficiestad verduras y las frutas suele
atribuirse a su contenido en fibra (Mirmiram P t2809). De hecho, Santos JL
(2006) realiz6é una interesante revision de trabajospeos, en los que se analizan
interacciones entre polimorfismos genéticos y eatas, en la que destaca la
interaccion entre el polimorfismo -514C/T del gePC y la ingesta de fibra que
podria actuar sobre el metabolismo del colesteral gbesidad (Stefan N et al,
2005).

Por otro lado, ademas de la fibra, las frutas ylwexs contienen mdaltiples
sustancias como esteroles, indoles, carotenoidtesina C, flavonoides, folatos,
magnesio y potasio. Se han detectado efectos birsefs de algunos nutrientes de
manera aislada, como el magnesio sobre la DMTRdt®Ridaura R et al, 2004),
pero otros investigadores, han propuesto que l#raqorotectora frente a la
aparicion FR cardiovascular y ECV es debido altefsimérgico de los nutrientes y
fotoquimicos presentes en frutas y verduras (Liu Z083). De este modo, seria
interesante estudiar si la interaccion entre ekgom de frutas y verduras y el
polimorfismo -514 C7T sobre los niveles de TG dsidiea la accién de nutrientes
de forma aislada o al efecto sinérgico de ellos.

En conclusion, en poblacion de elevado riesgo owadicular no se ha
observado una asociacion entre el polimorfismo €TI4 en el promotor del gen
de LH y concentraciones de c-HDL. Ademas, en homidos portadores del alelo
T, presentaron mayores niveles de TG y PAS mostramd efecto considerado
aterogénico. Tanto la concentracion de c-HDL comalé TG se ha observado
modulada por el consumo de alimentos tipicos deMacomo los FS, las frutas y
las verduras.

5.4.1.6 Polimorfismo Q192R del gen de PON1

El polimorfismo Q192R del gen de PON1 ha sido aampéinte estudiado. En
nuestra poblacion de elevado riesgo cardiovasdaléigecuencia obtenida del alelo
R es similar a la de otras poblaciones europeatti(Beet al, 2002, Scacchi R et
al, 2003). En poblaciones africanas y asiaticdseleuencia del alelo R es mayor
(Scacchi R et al, 2003).

La enzima PONL1 se encuentra unida a las partidela$DL contribuyendo a
las propiedades antiaterogénicas asociadas a dl#o estudiosin vitro
(Mackness Ml et al, 1991, Aviram M et al, 1998)ynmmin vivo (Shih DM et al,
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1998, Oda MN et al, 2002) han mostrado que la idetivde PONL1 previene la

oxidacion de las LDL e incluso de las propias HDIAdemas, la PON1 se

caracteriza por hidrolizar distintos ésteres deda&cicarboxilicos y algunos

organofosfatos. Los alelos Q y R del polimorfismh9QR se asocian con una
menor/mayor actividad de la enzima dependiendosdsirato (Humbert R et al,

1993). El alelo Q es menos eficiente en la hidi®lde paraoxon pero es mas
eficiente frente a diazinon, sarin y soman (Daki€set al, 1996). También el alelo

Q se ha asociado con mayor capacidad de protefreidte a la oxidacion de las

particulas de LDL y HDL que el alelo R (Aviram Nad, 2000).

Dada la asociacion de la PON1 con oxidacién deptipteinas se ha mostrado
gran interés en estudiar la influencia de variaatesl gen de PON1, como Q192R,
sobre el riesgo cardiovascular. Varios estudiosrhastrado que el alelo Q ejerce
un efecto protector frente a riesgo de ECV y dbake se ha asociado con mayor
riesgo de ECV (Durrington PN et al, 2001, Mackngst al, 2001, Wheeler JG et
al, 2004, Toméas M et al, 2004). Aunque, otrosdistullevados a cabo en Europa
(Aubo C et al, 2000), EEUU (Turban S et al, 2000pp6n (Suehiro T et al, 1996)
mostraron una tendencia aumentada de ECV en logdands con genotipo QQ.
También se ha observado el alelo R se asocia nm&sstantemente con riesgo de
ECV en diabéticos que en poblacion general (Letedi et al, 2002).

En nuestra poblacion de elevado riesgo cardiovascide observaron
diferencias estadisticamente significativas enolecentracion de c-HDL segun el
genotipo. Los individuos homocigotos QQ presentanaiyores niveles de c-HDL
que los heterocigotos QR, y los homocigotos RR,praeentaron los niveles mas
bajos. Sin embargo, esta asociacion se ha mostiagiiamente modulada por
condiciones fisiopatoldgicas como la obesidad PMT2, asi como, por factores
ambientales, mostrando que el polimorfismo Q192Rltasnente susceptible a FR
cardiovascular. Concretamente, se detectd que dividnos obesos, diabéticos,
fumadores o con baja adherencia a la DM, el pofistap Q192R no se asoci6
con niveles de c-HDL. Por lo contrario, en indivaduno obesos, no diabéticos, no
fumadores o con alta adherencia a la DM se obsgmedlos homocigotos QQ
presentaron mayores niveles de c-HDL que los hdgotms QR, y los
homocigotos RR. Ademas, se observé que el alelaaQn&s susceptible a la
influencia de estos factores con respecto a suocegsbre los niveles de c-HDL
que el alelo R.

Varios estudios ha mostrado que la actividad de P&€\reduce en individuos
con DMT2 (Letellier C et al, 2002, Abbott CA et 4895, Sakai T et al, 1998), con
obesidad (Beltowski J et al, 2003) y sindrome mated, intimamente ligado a
DMT2 y obesidad (Senti M et al, 2003). EI mecanismediante el cual la
actividad de la PONL1 se reduce en la DMT2 es desidn. Se piensa que puede
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estar asociado con la glicacion provocada por eleatio de glucosa en plasma lo
gue daria lugar al aumento de la peroxidacionitpién las particulas de HDL
(Ferretti G et al, 2001). También, se ha obsengadanen individuos fumadores la
actividad de la PON1 esta disminuida con respetts ao fumadores (James R et
al, 2000, Ferre N et al, 2003, Senti M et al, 2003) dieta también influye en la
actividad de PONL1. Estudios experimentales en desr@n mostrado que dietas
proaterogénicas reducen la actividad de la PONfuk se correlaciona con un
descenso en c-HDL (Hedrick C et al, 2000, Mackmé®t al, 2000). En humanos,
se ha observado que una dieta alta en gtessasreduce la actividad de PON1 (de
Roos MNG et al, 2002), sin embargo, el acido olgiaxedente del aceite de oliva
se ha asociado con un aumento en la actividad d&LR®allace AJ et al, 2001,
Tomas M et al, 2001). También, se ha mostrado, stmd®sin vitro, que los
polifenoles procedentes de la fruta o del vinoggeh o aumentan la actividad de
PON1 (Kaplan M et al, 2001, Hayek T et al, 1998nt® el aceite de oliva como la
fruta y el vino son alimentos caracteristicos dBM (Marquez-Sandoval F et al,
2008). Todos estos hallazgos ponen de manifiestoRiu cardiovascular como la
DMT?2, obesidad, el tabaco o la dieta influyen solarexctividad de PON1, de
modo que las diferencias entre los alelos Q y Rodiiorfismo Q192R del gen
de PON1 pueden desaperecer en presencia de diBhoaréfiovascular, como se
ha observado en los resultados de este estudiaagrioca la concentracion de c-
HDL. Con respecto a la mayor susceptibilidad delloa) con respecto a estos FR
cardiovascular, otros investigadores también hgerg&ido que el efecto beneficioso
del genotipo QQ sobre la proteccion de la oxidadénHDL y LDL puede ser
anulada por factores ambientales relacionados a@ttividad de la PON1 tales
como el tabaco, la dieta, el estrés oxidativo yelafermedades cronicas (como la
DMT?2 y la obesidad) (Cherki M et al, 2007).

En conclusion, en poblacion de elevado riesgo caadicular el polimorfismo
Q192R se ha asociado con niveles de c-HDL. Estaiaason se ha mostrado
altamente modulada por FR cardivascular como la PMibesidad, el tabaco o la
la adherencia a la DM, sobretodo en individuosgeEmotipo QQ.

5.4.1.7 Polimorfismo -75A/G del gen de ApoA1

La ApoAl es la apolipoproteina mayoritaria de laléoola de HDL, y el
principal activador de la LCAT (Segrest JP et 80®, por lo que el locus de la
ApoAl es un candidato para estudiar la variabligadética de los niveles de c-
HDL. En este trabajo se ha estudiado un polimoditmalizado en el promotor de
ApoAl (-75G/A).

La frecuencia obtenida en la poblacién del est®dR&DIMED en el nodo de
Valencia fue de 0,172, encontrandose dentro deglorde frecuencia observadas en
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otras poblaciones europas (Souverein OW et al, )2Q0®tras poblaciones
caucasicas (Ordovas JM et al, 2002(a), Ruafio G, &086). Sin embargo, es
considerablemente menor que la obtenida por Mor§ilet al (2008) en poblacion
del sur de Esparia (0,24) aunque, esta cifra esrdete con otras encontradas en
paises europeos y en otros estudios en el estepdéid& (Carmena-Ramoén RF et al,
1998), que concuerdan mas con la obtenida en ayssttacion.

La asociacion del polimorfismo -75G/A con la cortcacion de c-HDL ha
sido ampliamente examinada, desde el estudio liminial Reino Unido (Jeenah M
et al, 1990), mostrando que hombres con el alelprdsentaban mayores
concentraciones de c-HDL y ApoAl que los homocigdd. En el mismo afio
Pagani F et al (1990) encontraba la misma asociaei® mujeres italianas.
Numerosos estudios se han sucedido, pero sin embeg mostrado controversia
en sus resultados (Juo SHH et al, 1999). Inclused®s in vitro dedicados a
descubrir el efecto del polimorfismo de APOAL, maostrado variabilidad en los
resultados, puesto que, algunos investigadoresohaaervado que el alelo A se
asocia con baja eficiencia transcripcional (TuRRjat al, 1992, Smith JD et al,
1992), otros, con alta eficiencia transcripciofghdotti E et al, 1994), o incluso,
otros no han encontrado ningun efecto (Danek GMaletl998). En nuestra
poblacién del estudio PREDIMED del nodo de Valeno@ se ha encontrado
asociacion entre el alelo Ay la concentracion-¢Hbd...

Es posible que el hecho de tratarse de una pohladé elevado riesgo
cardiovascular pueda influir en dicha asociaciéamhecho, Morcillo S et al (2008)
observo que la asociacion del alelo A con niveles4HDL desaparecia tanto en
mujeres como en hombres diabéticos y se preseatabalividuos no diabéticos.
Algunas investigaciones han encontrado que la siprale ApoAl en diabéticos
se altera, sugiriendo que elevadas concentracioleegglucosa producen un
descenso en la regulacion del gen con la consexdaminucion de los niveles de
ApoAl y c-HDL (Ma Y et al, 2003). En individuos cdmipercolesterolemia
familiar tampoco se encontr6 asociacion (Carmenad®a RF et al, 1998).
Ademas, recientemente, se ha observado una int@maentre el polimorfismo -
75G/A y la menopausia, de modo que, en mujeres girepausicas el alelo A
mostraba mayores concentraciones de c-HDL vy, sibaegn, el alelo A tuvo el
impacto opuesto sobre la concentracion de c-HDd laanenopausia (Katerina H
et al, 2010). Las mujeres incluidas en la poblacism PREDIMED son
postmenopausicas asi que la asociacion entre iehgribmo -75G/A y c-HDL
puede estar alterada.

Por otro lado, también se han descrito interacsige@*ambiente que pueden
explicar la controversia entre los diferentes @stidDestacan la interaccién con
AGP de la dieta (Ordovas JM et al, 2002(a)) y acmmsomo de tabaco de modo que
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el alelo A solo se asocia con incremento de c-HBlhe fumadores (Talmud PJ et
al, 1994, Saha N et al, 1994, Sigurdsson G Jr,et22). De hecho, no se ha
encontrado asociacion entre -75G/A 'y c-HDL en pablacon elevado prevalencia
de fumadores (Civeira F et al, 1993). En nuesttdaoion no se disponen de datos
de consumo de AGP asi que no fue posible reprodlestudio de Ordovas JM et
al (2002)(a), sin embargo, no se encontr6 inteéaccon adherencia a la DM ni
con ninguno de sus componentes. En cuanto a laadcién gen*tabaco, la
tendencia seguia la misma direccion que la enataea otros estudios pero no se
alcanz6é la significacion estadistica (Pinteracci&POA1*tabaco=0,112),
probablemente debido a baja prevalencia de fumadareuestra poblacion junto
con la baja frecuencia del alelo A.

Por otro lado, en nuestro estudio se encontré soeiacion entre el alelo Ay
menores niveles de c-LDL. Varios investigadores biégm han encontrado
asociacion entre el polimorfismo -75G/A y variatéld de c-LDL (Xu CF et al,
1993, Mata P et al, 1998). Carmena-Ramon RF €18, de forma similar a
nuestros resultados, no encontr6 asociacion comlc-pero observd que los
portadores del alelo A presentaban menores comoémtes de c-LDL tanto en
hombres como en mujeres con hipercolesterolemidlifganen una poblacién
mediterrdnea. Se ha propuesto que -75G/A debe estadesequilibrio de
ligamiento con otro polimorfismo en un gen vecine gealmente sea responsable
de la asociacion con c-LDL (Minnich A et al, 1995).

Ademads, algunos estudios han mostrado interacciemtes el polimorfismo -
75G/A y diferente respuesta del c-LDL tras difeesntipos de intervencion
dietética basadas en cambios en la grasa de ¢a At en un estudio en el que los
participantes consumieron primero una dieta altA@8, seguida de una dieta rica
en AGM y una dieta rica en AGP, se observé un efdigpocolesterolémico,
asociado con la dieta rica en AGP, mayor en muj@rasgenotipo GA que en GG
(Mata P et al, 1998). Sin embargo, otro estudioimtervencién donde los
participantes consumieron primero una dieta bajgraga y después una dieta rica
en AGM, observaron que tras la dieta rica en AGMgdncentracion de c-LDL
aumento en individuos GA 'y no en GG (Lopez-Miraddzt al, 1994). Aunque las
intervenciones dietéticas y las caracteristicagadgoblacion eran diferentes en
ambos estudios, los portadores del alelo A fueras raspondedores a los cambios
dietéticos que los individuos con genotipo GG (Matat al, 1998). Sin embargo,
otros estudios no han encontrado interaccionesdieta* con -75G/A sobre los
niveles de c-LDL (Meng QH et al, 1997, Carmena-RaRé et al, 1998).

En este trabajo se afiade evidencia de la interaesite el polimorfismo -
75G/Ay la dieta para determinar la concentraciérc-dLDL, y concretamente, a la
influencia de la dieta sobre los portadores déba#ecomo se ha observado en los
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estudios anteriores (L6pez-Miranda J et al, 199%taNP et al, 1998). En este caso,
no se estudia un nutriente sino un patrén dietéguo la DM o el consumo de
alimentos tipicos de ella. Asi pues, en nuestralapan de elevado riesgo
cardiovascular, los portadores del alelo A solotrabsan menor concentracion de
c-LDL en aquellos individuos que consumen una dieta alto grado de
adherencia a la DM, patron dietético caracterigamtoelevada cantidad de AGM y
AGP y baja cantidad de AGS (Willet W et al, 1995 embargo, los individuos
portadores del alelo A que consumian una dietabsja adherencia a la DM,
mostraron niveles de c-LDL similares a los indivvducon genotipo GG. En
nuestro estudio, se observé que el componente d@éMadeterminante en la
interaccion con adherencia a la DM fue el consumoatnes rojas, hamburguesas,
salchichas o embutidos, alimentos ricos en AGS éWatt al, 1994) y no lo fueron
alimentos ricos en AGM o AGP como AOVE, FS o pesc@darquez-Sandoval F
et al, 2008, Kris-Etherton PM et al, 1999, Roche Eival, 2000, Alonso A et al,
2003). El consumo elevado de AGS se ha asociadorc@umento en los niveles
de c-LDL (Lahoz C et al, 2000, Mensik RP et al, 20@e esto modo, el alelo A
mostré un efecto protector solo en aquellos indieglque consumian menos de 1
vez al dia carnes rojas o0 sus derivados carnicosdividuos con mayor consumo
no se observd este efecto (Pinteraccion APOAl*aoisule carnes rojas y
derivados=0,020). De todos modos, son necesarios esdudios que den
consistencia a estas interacciones y que pongamahéfiesto el papel de los
diferentes tipos de grasa de la dieta en la adéniael polimorfismo -75G/A con
niveles de c-LDL.

En conclusion, en poblacion mediterrdnea de eleviadgo cardiovascular no
se ha encontrado asociacidn entre el polimorfistB&G/A y la concentracion de c-
HDL en concordancia con otros estudios en poblacdim alto riesgo
cardiovascular. Sin embargo, se ha observado uoeciaagn del alelo A con
menores niveles de c-LDL que ademas, se ha mosimadalada por la adherencia
ala DMy el consumo de carnes rojas y otros primducarnicos derivados de ella.

5.4.2 Discusion los polimorfismos relacionados con obesidad y
fenotipos intermedios de ECV.

Recientemente, estudios de asociacion a escalamgEmddedicados a
encontrar genes relacionados con DMT2, identificanoa variante en el gen de la
FTO (rs9939609) que predispone a DMT2 a travésudefscto sobre el IMC
(Frayling TM et al, 2007, Dina C et al, 2007, Arasen CH et al, 2008, Scuteri A
et al, 2007). Posteriormente, numerosos estudidspendientes realizados en
diversas poblaciones, han mostrado una fuerte as6ni entre obesidad vy
fenotipos relacionados con la obesidad, tales cpamoentaje de grasa corporal,
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IMC, perimetro de la cintura y cadera o peso calpoy el polimorfismo
rs9939609, ademas de otros localizados en el géan FHEO (Rampersaud E et al,
2008, Grant SFA et al, 2008).

En este trabajo se han estudiado las variantes39699, rs3751812 y
rs1861868 del gen de FTO. La frecuencia obtenidaotlsorfismo rs9939609 en
la poblacion PREDIMED en el nodo de Valencia eslama la encontrada en otras
poblaciones espafiolas (Gonzalez-Sanchez JL et0@8)2y en otros paises
europeos (aproximadamente 0,450) (Frayling TM ,e2@07, Peeters A et al, 2008,
Andreasen CH et al, 2008, Jacobsson JA et al, 2@@9) respecto a la frecuencia
de las variantes rs3751812 y rs1861868 tambiérasordes con cifras obtenidas
en poblaciones caucéasicas (Grant SFA et al, 2088\pRrsaud E et al, 2008). Los
polimorfismos rs3751812 y rs9939609 se encontraganelevado estado de
desequilibrio de ligamiento (D’=O,9612,=|O,915), coincidiendo con otros estudios
en poblacién caucasica (Grant SFA et al, 2008).eBibargo, estas dos variantes
no se encontraron en desequilibrio de ligamientafeicanos (=0,058) (Grant
SFA et al, 2008). El polimorfismo rs1861868 no seomtré en desequilibrio de
ligamiento con rs9939609 (D’=0,41=0,109), tal y como mostraron Rampersaud
E2 et al (2008) que obtuvieron unas cifras similaréss de este estudio (D'=0,440,
r=0,170).

Los alelos minoritarios de los tres polimorfisma lmostrado asociacion con
mayor riesgo de obesidad y parametros relacionados ella como IMC y
perimetro de la cintura, tanto en adultos comoigasn(Frayling TM et al, 2007,
Peeters A et al, 2008, Dina C et al, 2007, Andme&3dd et al, 2008, Grant SFA et
al, 2008, Rampersaud E et al, 2008). Sin embargonuestra poblacién de
PREDIMED de elevado riesgo cardiovascular no seomn& asociacion con
obesidad, IMC o cintura con ninguno de los 3 potitemos. Consistentemente
tampoco se encontrd asociacion con DMT2 y conceibtiade glucosa. Una razon
podria subyacer en el hecho de que dichas asauéscge han puesto de manifiesto
en nifios, adolescentes o poblacion adulta de medidad y no en poblacion de
edad avanzada como la que se estudia en esteotrBlealecho, Jacobsson JA et al
(2009), recientemente, no encontaron asociaciae ehtpolimorfimos rs9939609
e IMC en una poblacion europea de avanzada edaz@g] dos estudios mas
mostraron que con la edad la asociacion entre ntagadel gen de la FTO y
obesidad o IMC tiende a disminuir (Frayling TM &t2007, Qi L et al, 2008). Qi L
et al (2008), observé que esta tendencia se mastald en hombres y no en
mujeres, pero en nuestra poblacion no se encontiiferencias por sexo. Mas
estudios en poblacion de edad avanzada seran riesgsara dar consistencia a
estas observaciones.
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Por otro lado, se ha determinado que el gen dd @ ¢odifica para una 2-
oxoglutarato demetilasa dependiente de &cido maglgdero su relacion con
incremento de la masa grasa no se conoce (GerkealT2007). Existe evidencia
de que la FTO se expresa en el hipotalamo y egjigbtadiposo y se ha mostrado
implicada en la homeostasis energética (Gerkenal, @007, Freddiksson R et al,
2008). Asi, se ha sugerido que FTO puede estaraglsocon obesidad a través de
su efecto sobre la regulacion del balance eneayéticel hipotalamo (Tou JC et al,
2002, Grill HJ et al, 2006). Algunos individuos calelos del riesgo de FTO
pueden tener alterado el ajuste o coordinaciore datregulacion del apetito y el
gasto de energia ya sea por exceso de apetitoesting@nergética o por una
reduccion en el gasto de energia. De este modefeeto de variantes de FTO
sobre la grasa corporal podria estar moduladogmtories ambientales (Berentzen
T et al, 2008).

En este trabajo, se ha dado consistencia a edtagdums ya que se encontrd
una interaccion entre el polimorfismo rs993960<tvadad fisica que modula la
asociacion de esta variante con IMC y perimetrdadeintura. Los resultados
mostraron que el alelo A solo se asociaba con md§Ory perimetro de cintura en
individuos sedentarios y, sin embargo, en individwactivos esta asociacion
desaparece. Estos resultados son consistenteogdrallados en otros estudios
realizados en diferentes poblaciones étnicas, &osniadolescentes y adultos.
Andreasen CH et al (2008) mostraron que baja detilvifisica podia acentuar el
efecto de rs9939609 sobre la acumulacion de laagtagporal. Otros estudios
posteriores también han mostrado de manera sitdglanfluencia de la vida
sedentaria sobre la asociacion del alelo A de 88@3y parametros relacionados
con la obesidad (Jacobsson JA et al, 2009, Ruizt R 2010, Lee HJ et al, 2010).
Rampersaud E et al (2008) mostraron también upaaiction gen*actividad fisica
que determinaba el IMC para el polimorfismo rs1&8l8De este modo,
observaron un efecto similar al que se ha desenitel polimorfismo rs9939609, el
alelo A solo se asocioé con mayor IMC en individaos baja actividad fisica 'y, no
se encontro este efecto en individuos con elevaitilddad fisica. Sin embargo, en
nuestra poblacion no se encontrd una interaccigrfagtvidad fisica para el
polimorfismo rs1861868 (Pinteraccion rs1861868%adtd fisica=0,978 para la
cintura, Pinteraccién rs1861868*actividad fisica=0, para IMC). Con respecto al
polimorfismo rs3751812, la interaccion gen*activddéisica no llegdb a ser
estadisticamente significativa (Pinteraccion rs812tactividad fisica =0,109 para
la cintura, Pinteraccion rs3751812*actividad fise@®071 para IMC) a pesar de
estar en desequilibrio de ligamiento con rs9939&08bablemente sera debido a
que el tamafio de muestra para este polimorfismmes®r que para rs9939609, y
por lo tanto, menor el poder estadistico.
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En conclusion, los polimorfismos rs9939609, rs37218/ rs1861868
localizados en el gen de la FTO no han mostradaason con IMC, perimetro de
la cintura o riesgo de obesidad en poblacion meditea de elevado riesgo
cardiovascular. Se ha observado que la asocianit® & polimorfismo rs9939609
con IMC y perimetro de la cintura estaba modulada Ip actividad fisica,
poniendo de manifiesto la importancia de la actgidisica para prevenir la
obesidad en individuos con el alelo A del polimgrfo rs9939609.

5.4.3 Discusion los polimorfismos relacionados con DMT2 y fenotipos
intermedios de ECV.

A pesar de que existe amplia evidencia de quedosggmodulan el riesgo de
DMT?2, el impacto real de la mayoria de ellos he@goce bien todavia (Almind K
et al, 2001). Desarrollar la arquitectura genétieda DMT2 es dificultoso ya que
se trata de una enfermedad de naturaleza poligévacas genes con un efecto
modesto estdn implicados) y heterogénea (diversogsgestan implicados en
diferentes individuos). Ademas, a ello se une lassilgbes interacciones
gen*ambiente y gen*gen que afiaden complejidadtaties Asi en este trabajo,
se han estudiado diversos polimorfismos en genesegunan asociado con DMT2
en varias investigaciones, tales como la variantdZAla en el gen de PPARG2,
Gly482Ser en el gen de PPARGCL1 y variantes enretigel CF7L2.

5.4.3.1 Polimorfismo Pro12Ala del gen de PPARG2

El papel del polimorfismo Prol12Ala en la modulacd#i riesgo de DMT2 ha
sido intensamente investigado en diversas poblesig&tumvoll M et al, 2002).
En nuestra poblacion de elevado riesgo cardiovasdal estudio PREDIMED se
obtuvo una frecuencia del alelo 12Ala de 0,090a Esfra es consistente con la
obtenida en otros estudios en poblacion espafidiaseque la frecuencia alélica se
encuentra entre 0,084-0,090 (Ochoa MC et al, 200&@nzalez-Sanchez JL et al,
2002). Se ha observado que la frecuencia de dietho presenta un gradiente en
Europa, ya que el alelo 12Ala es més frecuentel eerdro y norte de Europa
(encontrando mayor frecuencia en Finlandia 0,1&R) en el sur (siendo
poblaciones de lItalia y Cerdefia las que presentmoras valores, 0,046-0,054)
(Scacchi R et al, 2007).

Poblaciones del este de Asia (chinos, japonesesayowm y coreanos)
presentan frecuencias del alelo 12Ala bajas. Tamb#baja en africanos, con lo
que se piensa que el alelo Prol2 es el ancestehlajelo 12Ala proviene de
poblaciones no africanas (Ruiz-Narvaez E, 2005k, puesto que el receptor
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de PPARG esta implicado en la regulacion lipidicala homeostasis de la glucosa
y en la diferenciacion de los adipocitos, se haiclamado que el alelo Prol12 puede
actuar como alelo ahorrador que optimiza el depd#éit grasa corporal, lo que
permitiria la supervivencia de las poblacionescafras en periodos en los que los
recursos alimentarios son escasos (Ruiz-Narvae2085, Argmann CA et al,
2005). El caso contrario ocurre con el alelo 12dd& ha sido relacionado con la
disminucion del almacenamiento de AG en el tejidip@so dejando este sustrato
disponible para procesos como la termogénesis {Ratizdez E, 2005, Scacchi R
et al, 2007).

Actualmente, poblaciones con un estilo de vida atargado por el
sedentarismo y dietas opulentas, el alelo Prol2 agtiguamente era favorable, se
convierte en perjudicial incrementando el riesgoddsarrollar DMT2. El efecto
contrario puede ocurrir con el alelo 12Ala (Deebeb@l, 1998, Ruiz-Narvaez E,
2005, Scacchi R et al, 2007). De hecho, se ha widerque el alelo 12Ala es
menos eficiente en la estimulacién de los genesadile PPARG y predispone a
menores niveles de acumulacién en el tejido adidosgue conduce a una mejora
de la sensibilidad a la insulina, efecto intimaragetacionado en la patogénesis de
la DMT2 (Gouda HN et al, 2010).

En consistencia con ello, muchos estudios han awstun efecto protector
sobre el riesgo de DMT2 del alelo 12Ala incluyewadoios metanalisis (Altshuler
D et al, 2002, Lohmueller KE et al, 2003, ParikretHHal, 2004, Gouda HN et al,
2010). Sin embargo, diversos autores han mostragola asociacion entre el
polimorfismo Prol2Ala y DMT2 es extremadamente togfénea entre estudios
(Ludovico O et al, 2007, Gouda HN et al, 2010), ipndo de manifiesto la
necesidad de investigar posibles interaccionesagehiente y gen*gen que puedan
influir en dicha asociacion. Se ha observado quedaccion del riesgo de DMT2
debida a la variante 12Ala es mayor en el nortEutepa que en Europa central e
inexistente en el sur de Europa (Ludovico O e2@0)7). Los resultados obtenidos
en nuestro estudio en poblacion mediterrdnea samsistentes con estas
observaciones puesto que no se encontr6 asociamie el polimorfismo
Prol2Alay el riesgo de DMT2.

Ludovico O et al (2007), en su metanalisis, observgue la heterogeneidad
encontrada en los estudios en asiaticos y otras@obes podia ser explicada en
gran medida por el IMC, sin embargo, detectaronrguera asi en el caso de la
heterogeneidad encontrada en Europa. En nuestlacpmbtampoco se observé un
efecto del IMC que modulase la asociacion entrd B y el riesgo de DMT2.
Por otro lado, Scacchi R et al (2007) asociarorexsstencia del gradiente
observado en Europa a la diferencia en los hatiaéticos, de modo que, en las
poblaciones, donde se consume una dieta rica @osif>30% de la ingesta
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energética) la reduccion del riesgo de DMT2 enguutes del alelo 12Ala es
mayor que en aquellas poblaciones en las que suoamde lipidos no excede el
30% del total de la ingesta energética como en plalglaciones de origen
mediterraneo. Nuestra poblacién es de origen nredliteo, con un grado de
adherencia a la DM elevado (9+2 puntos sobre 14jiemdo explicar la falta de
asociacion entre el polimorfismo Prol2Ala con DMT&Zin embargo, no se
encontraron diferencias en dicha asociacion alatfgtar la poblacién en
individuos con baja adherencia a la DM y alta aeheia a la DM. Asi que se
examind si algun otro factor ambiental podria inflan la asociacion de la
Prol2Ala con DMT2 en nuestra poblacion.

Se encontré6 una interaccion entre la actividadcdisy el polimorfismo
Prol2Ala que determinaba la concentracion plasméticglucosa. Se observo que
en individuos sedentarios, el genotipo Prol2Pro sqm@ba mayores
concentraciones de glucosa que el alelo 12Alanyegribargo, en individuos no
sedentarios no se encontraron diferencias en laeotracion de glucosa entre
individuos con genotipo Prol2Pro y portadores deloal?Ala. Asi pues, se
observo que el genotipo Prol2Pro era mas sensiloleestilo de vida sedentario o
no sedentario con respecto a la concentracion deogh. Dos estudios han
examinado la interaccion entre el polimorfismo Rela y el nivel de actividad
fisica. Franks P et al (2004) estudiaron la cociéta entre actividad fisica y
niveles de insulina en homocigotos Prol12Pro y plores del alelo 12Ala, en una
poblacion caucésica. No encontraron una interacaétadisticamente, sin
embargo, cuando estudiaron de manera conjuntatiadad fisica y la dieta
encontraron efectos aditivos. Asi, observaron godividuos homocigotos
Prol2Pro con bajo nivel de actividad fisica y rédmgazon de AGP/AGS en su
dieta mostraban mayores niveles de insulina quellagLcon alta actividad fisica y
elevada razon AGP/AGS. Por razones de pérdida dier gstadistico puesto que la
frecuencia del alelo 12Ala es baja y la de indigglsedentarios también, no ha
sido posible evaluar el efecto conjunto de la &tai fisica y la adherencia a la
DM en nuestra poblacion. Sin embargo, tanto la riipalinemia como la
hiperglucemia son estados relacionados con laieasia a la insulina y la DMT2
(Palma-Gamiz JL, 2007), asi que nuestros resultadius de Franks P et al (2004)
presentan la misma tendencia, mostrando mayor #istdad del alelo Prol2 a
los factores ambientales.

Otro estudio, realizado por Nelson TL et al (208yambién encontré una
interaccion estadisticamente significativa delalBfol2 y actividad fisica que
resultaba en un aumento del riesgo de DMT2 en piglslano hispana. Observaron
que el alelo Prol2 se asociaba significativameatersayor riesgo de DMT2 en
aquellos individuos con baja actividad fisica (OR72IC95% (1,14-4,94)). En
nuestro estudio, los individuos homocigotos Pro@2Rostraron mayor riesgo de
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DMT?2 pero no se alcanzo la significacion estadisfi@R=1,73 IC95% (0,89-3,33)
P=0,105).

Por otro lado, en la poblacién del estudio PREDIM&Dencontré que los
portadores del alelo 12Ala mostraban menores rivdée PAD tras ajustar por
variables de confusion. Con respecto a la asdriadel polimorfismo Prol2Ala
con tension arterial existe controversia entreplaislicaciones realizadas. Algunos
investigadores han mostrado que el polimorfismo 1PAdla se asocia
significativamente con tensién arterial (Rodrigisparragon FJ et al, 2003,
Yliharsila H et al, 2004, Sookoians S et al, 200&yps, en cambio, no han
encontrado asociacion (Goumi-Berthold | et al, 200&arbrick M et al, 2001).
Esta controversia sugiere que diversos factoredguimfluir en esta asociacion.

Por un lado, en individuos diabéticos y obesos idosb(Douglas J et al,
2001) y en familiares de DMT2 (Hasstedt J et a13Ge ha mostrado asociacion
entre el polimorfismo Prol2Ala y mayores nivelesRdeS y PAD. Sin embargo,
Ostgren CJ et al (2003), coincidiendo con nuesstudio, observé que los
individuos con genotipo Prol2Ala y Alal2Ala presdran menor PAD que los
individuos con genotipo Prol12Pro, y que dicha @sa@n parece no explicarse por
la resistencia a la insulina o el sobrepeso pugstla asociacion se mantuvo
significativa tras ajustar por parametros relacitmsa Estas observaciones son
compatibles con el hecho que antagonistas de PP#gRGnostrado que previene
la HTA independientemente de su capacidad pararameja sensibilidad a la
insulina (Wilson T et al, 2000). Ademas, estudiogitro han mostrado relacién
entre PPAR vy la actividad del sistema renina-aegsiha-aldosterona que regula
la presion arterial (Takeda k et al, 2000, Sugawaed al, 2001). Ostgren CJ et al
(2003) propone también que tal vez estén implicadoes marcadores de
resistencia a la insulina como los adipocitoquipasp no se disponen de datos en
toda nuestra poblacion.

Por otro lado, otro factor que puede influir emdiacién entre Prol2Ala y la
presion arterial es el sexo. De hecho, en nuestdagion encontramos que la
asociacion entre el alelo 12Ala y menores nivele®AS y PAD solo se mantuvo
en hombres y no en mujeres. Ademas se detectontgiadcion gen*sexo que
determinaba los niveles de PAS. Esta interaccionaleanz6 la significacion
estadistica con respecto a la PAD. Ostgren CJ,e20f13 también mostraron
diferencias segun el sexo, ya que el descenso BeeRAortadores del alelo 12Ala
se mostré mas marcado en hombres, aunque tampognteaton una interaccion
gen*sexo que determinara los niveles de PAD.

Asimismo, puede que también influyan factores antbhles dado que se ha
mostrado, en este trabajo, la influencia de lavigetd fisica sobre el efecto del
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polimorfismo Prol2Ala en la concentracion glucdia. embargo, no se encontrd
una interaccion entre el polimorfismo Prol2Ala y datividad fisica que
determinara los niveles de PAD (Pinteraccion Prdd2ictividad fisica=0,401).
La interaccion gen*actividad fisica sobre PAD noceeprob6 estratificando por
sexo ya que el tamafio de los grupos y el podedistitan quedaba muy reducido.

En conclusion, en poblacion mediterranea de eleviadgo cardiovascular no
se encontrg asociacion con riesgo de DMT2 en demsig con el gradiente norte
sur observado en Europa. Se observé que dichaaagbtiestaba modulada por la
realizacion de actividad fisica, mostrandose ebtipa Pro12Pro mas sensible a un
estilo de vida sedentario. Ademas, se observé ecteprotector del alelo 12Ala
sobre PAS y PAD en hombres, mostrandose una igiéragen*sexo en el caso de
PAS, sin embargo, posteriores estudios son neosgaara confirmar la asociacion
con tensién arterial y las diferencias por sexo.

5.4.3.2 Polimorfismo Gly482Ser del gen de PPARGC1y

El polimorfismo Gly482Ser localizado en el gen dARGCly tampoco se
asocio con concentracion de glucosa y riesgo de DBIT nuestra poblacién de
elevado riesgo cardiovascular.

Las frecuencias alélicas encontradas en la polla&studiada son similares a
las de otros estudios en paises europeos (Esterdaateal, 2002, Ambye L et al,
2005, Oberkofler H et al, 2003, Vohl MC et al, 20D&cquemant C et al, 2002).

La ausencia de asociacion entre el polimorfismogt&Ser con DMT2 es
consistente con otros estudios en poblacion eurmaguemant C et al, 2002,
Ambye L et al, 2005, Barroso | et al, 2003), anaare (Nelson TL et al, 2007(b)),
japonesa (Hara K et al, 2002) y en indios Pima [@ftuYL et al, 2003). Sin
embargo, otros investigadores si han detectadoayommiesgo de DMT2 asociado
al alelo 482Ser (Ek J et al, 2001, Kunej T et GD4). En el metanalisis realizado
por Barroso | et al (2006) se muestra un efecto esind del polimorfismo
Gly482Ser sobre el riesgo de DMT2, sin embargosasibla necesidad de estudios
a gran escala que confirmen esta asociacion. Gishsdios han encontrado
asociacion entre el polimorfismo Gly482Ser con alsab (Esterbauer H et al,
2002) o HTA (Oberkofler H et al, 2003), pero en site poblacion no se han
detectado dichos efectos, coincidiendo con otrégdess incluidos en estos dos
metandlisis (Barroso | et al, 2006, Vimaleswarangal, 2008).

Sin embargo, se encontrd una asociacibn en nuesinéacion entre el
polimorfismo Gly482Ser con concentracion de CTLhDt- mostrando el genotipo
Ser482Ser un perfil lipidico mas perjudicial ques Igenotipos Gly482Ser vy
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Gly482Gly. A nivel molecular, se ha observado geARGC1ly es un coactivador
para el receptor X hepatieoque constituye un importante factor transcripdiona
gue contribuye a la regulacion celular de la hot@esis del colesterol (Wang YB et
al, 2005). Sin embargo, existen escasos estudigderalogicos que hayan
examinado el efecto de este polimorfismo sobreledvde lipidos. La mayoria de
ellos han estudiado la relacion con c-HDL puest® egi un factor implicado en el
sindrome metabdlico. Ek J et al (2001) observart@nlgs homocigotos Ser482Ser
presentaban menos concentracion de c-HDL. Sin gob&bhl MC et al (2005)
detectaron mayores niveles de c-HDL en obesos dusbno diabéticos con
genotipo Gly482Ser que con genotipo Gly482Gly, pevancontraron asociacion
con CT y c-LDL. Por otro lado, Zambrano M et al 2D observaron que los
niveles de c-LDL eran mayores en individuos Ser4828n respecto a individuos
con genotipo Gly482Ser y Gly482Gly en diabéticohay S et al (2007)
encontraron mayor concentracion de CT y c-LDL ertgulores del alelo 482Ser
que en homocigotos Gly482Gly en controles sanodliabéticos. En nuestro
estudio no se encontraron diferencias entre d@d®i no diabéticos en el efecto
del polimorfismo Gly482Ser sobre concentracion deyCc-LDL, aunque puede
ser debido a la presencia simultdnea de otros Rovascular. Por otro parte,
Nikitin AG et al (2010), no encontraron asociaciéntre el polimorfismo
Gly482Ser y niveles de lipidos tanto en casos dg ¢mo en controles. Tampoco
observaron impacto sobre el riesgo de CIl. Sin egabaotros estudios han
mostrado mayor riesgo de Cl (Zhang S et al, 2097)nayor severidad de
aterosclerosis en la carotida (Iglseder B et @620

Por otro lado, también se ha observado que el BARBCly tiene un papel
importante en la respuesta metabdlica al ejer¢R#@r K et al, 2002). En nuestra
poblacion no se encontré interaccion gen*activitisida que regulara el efecto del
polimorfismo Gly482Ser sobre niveles de lipidos, TVlobesidad o HTA.

En conclusién, en poblacion mediterranea de elevi@adgo cardiovascular el
polimorfismo Gly482Ser no parece tener efecto s@reesgo de DMT2. Sin
embargo, este polimorfismo se asocié con mayoredes de CT y c-LDL lo que
podria relacionarse con incremento del riesgo d¥, p@ro son necesarios mas
estudios para confirmar esta asociacion y estatleséactores que puedan influir.

5.4.3.3 Polimorfismos rs7901695, rs7903146, rs12255372 del gen de TCF7L2

En el presente trabajo se ha encontrado una inmpertsociacion de los
polimorfismos rs7903146 y rs12255372 con una mayevalencia de DMT2 en
los portadores del alelo T de ambos polimorfisnemspoblacion espafiola de alto
riesgo cardiovascular. El polimorfismo rs790169mi@n fue estudiado pero,
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aungque mostrd la misma tendencia en cuanto alorigedMT2 que los otros dos
polimorfismos, la asociacion no alcanzé el nivek@ynificacion estadistica.

Las frecuencias alélicas de estas variantes olateeid la poblacion estudiada
y en diabéticos y no diabéticos son similares almervadas en otros paises del
sur de Europa (Cauchi S et al, 2006, VaxillairetMIg2008, Melzer D et al, 2006,
Gonzélez-Sanchez JL et al, 2008) y, sin embargoekvadas si se compara con
poblaciones del norte de Europa (Saxena R et @6,28elgason A et al, 2007). Se
ha observado que el alelo C del polimorfismo rs®981 el alelo T de rs7903146 y
el alelo T de rs12255372 tienen mayor frecuenciaarcésicos, europeos y no
europeos, africanos e hindues, que en asiaticlzsatma este (Tong Y et al, 2009).
Ademas, existe amplia evidencia de que los 3 pofismos estan en desequilibrio
de ligamiento (Lyssenko V et al, 2007, Grant SRlet2006, Helgason A et al,
2007, Gonzélez-Sanchez JL et al, 2008), hechoroasdio en nuestro estudio.

Por otro lado, la asociacion entre el polimorfiss@901695, rs7903146 y
rs12255372 con mayor prevalencia de DMT2 ya ha pidgiamente observada en
multiples estudios. Entre los primeros estudiosadesel llevado a cabo por Grant
SF et al (2006). Descubrieron un microsatélite (D&A/8) en el intron 3 del gen
de TCF7L2 que se asociaba con DMT2 en una muestreasbs y controles de
Islandia. Este grupo replico sus resultados erpdbaciones caucasicas mas. Los
polimorfismos rs7901695, rs7903146 y rs12255372eseontraron en fuerte
desequilibrio de ligamiento con DG10S478 y pregentasociacion con DMT?2.
Las variantes rs12255372 y rs7903146 mostrarompestey similares asociaciones
con DMT2 (RR=1,52, p=2,5*18; RR=1,54, p=2,1*18’ respectivamente) (Grant
SF et al, 2006).

Tras este hallazgo, numerosos estudios se hanido@dvarias poblaciones.
Diversos metanalisis han mostrado gran consistertiios resultados obtenidos
con respecto a las variantes rs7901695, rs79031<l2255372 y riesgo de DMT2
en diferentes grupos étnicos que engloban cauaasifricanos y asiaticos (Cauchi
S et al, 2007, Tong Y et al, 2009, Florez JC, 20BWnjre ellos, los polimorfismos
rs12255372 y rs7903146 son los que mas fuertenseniten asociado con DMT2
(Saxena R et al, 2006, Helgason A et al, 2007) n#&de existe evidencia de que el
polimorfismo rs7903146 es el que mayor efecto predsobre el riesgo de DMT2
en poblacion caucésica (Cauchi S et al, 2007, Fld@ 2008). El riesgo estimado
en este estudio es menor que el obtenido por Gfaet al (2006) y en poblaciones
francesas (entre 1,45y 1,70) (Vaxillaire M et2l08, Cauchi S et al, 2006) y otras
poblaciones del norte de Europa (1,40-1,37) (Saxeret al, 2006, Florez JC,
2008). También es menor al riesgo global estimadio® metanalisis de Cauchi S
et al (2007), Florez JC (2007) y Tong Y et al (200Q,46, 1,44 y 1,42
respectivamente). Sin embargo, es similar al enadaten poblacion espafiola
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(1,29) (Gonzalez-Sanchez JL et al, 2008) y en paiiataliana mayor de 65 afios
(Melzer D et al, 2006). Con respecto al polimoriisms12255372, el riesgo
estimado en nuestro estudio es menor que el obtemdpoblaciones francesas
(1,60) (Cauchi S et al, 2006), pero superior akpiolo en otras poblaciones del
norte de Europa (1,42) (Lyssenko V et al, 2007)spaéiolas (1,37) (Gonzélez-
Sanchez JL et al, 2008). Es similar al obtenido @mant SF et al (2006) en el
primer estudio (1,52).

Se observa que generalmente, el efecto del polsnwfrs7903146 sobre el
riesgo de DMT2 es superior al de rs12255372. Sibaego, en nuestra poblacion
se ha encontrado un mayor efecto por parte dempdismo rs12255372. Otro
estudio, realizado en poblacién general de la zmwral de Espafia, estimaron
también una OR mayor para el polimorfismo rs12225f8¥e para rs7903146 (1,37
vs 1,29 respectivamente), aunque la diferencia nddneslevado como en nuestro
estudio (Gonzalez-Sanchez JL et al, 2008). Est@oginvestigador también
encontré asociacién entre el polimorfismo rs7901p8&sgo de DMT2 (OR=1,59
IC95% (1,10-2,34) p=0,020), en contraste con naeptiblacion donde no se
encontro dicho efecto, a pesar de encontrarse sggd#ibrio de ligamiento con
rs7903146 y rs12255372. Probablemente sera debilis aariaciones en las
frecuencias alélicas, ya que el efecto del polimrd rs7901695 sigue la misma
tendencia que la observada en los otros dos pdismms.

Los polimorfismos rs7903146 y rs12255372 también aseciaron con
concentracién plasmatica de glucosa. Se ha mostadtencia de un efecto
aditivo del alelo T, ya que a medida que aumentaiglero de alelos T, en ambos
casos, la concentracién de glucosa es mayor. @&st#o0 se ha mostrado en
numerosos estudios (Vaxillaire M et al, 2008, MeRet al, 2006, Stolerman ES et
al, 2009, Bo S et al, 2009). Al comparar los nigede glucosa entre homocigotos
mutados frente a homocigotos salvajes de los pdiismos rs7903146 (TT vs
CC) y rs12255372 (TT vs GG) el incremento en eéhde glucosa es mayor en el
polimorfismo rs7903146 que en el rs12255372 (7,84 1%, respectivamente).
Sin embargo, al comparar dichos niveles entre gorés del alelo de riesgo (T en
ambos casos) frente a homocigotos salvajes, dbedscmayor en el polimorfismo
rs12255372 que en el rs7903146 (6,4% vs 5,7%).nAlizar la combinacién de
genotipos de rs12255372 y rs7903146 se observa tgo® al comparar
homocigotos mutados (TT/TT) frente a homocigotdsagas (CC/GG) en ambos
polimorfismos, como al comparar portadores de les de riesgo (T en ambos
casos) frente a homocigotos salvajes (CC/GG), denpa el efecto sobre la
concentracion de glucosa. En el primer caso (TTVETCC/GG) se obtuvo un
incremento de un 9,3% en la concentracion de giuc&®m el segundo caso
(portadores del alelo T en ambos casos vs CC/GGaumento de 7,9%, menor
que el anterior.
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Por otro lado, también se observé una asociacidre das variantes de
TCF7L2 estudiadas e IMC. Los homocigotos del alelmoritario en los 3
polimorfismos mostraron menor IMC que heterociggtd®mocigotos salvajes en
los 3 casos, pero las diferencias fueron estadistnte significativas Unicamente
en el caso del polimorfismo rs7903146. Este efasetcha observado en varios
estudios, Lyssenko V et al (2007), observaron geardividuos con genotipo TT
mostraban menor IMC que CT y TT, en una poblacilredte de Finlandia. En el
estudioDiabetes Prevention Prograree observd el mismo efecto sobre IMC y
cintura (Florez Jc et al, 2006), y también en pdbfaitaliana mayor de 65 afios
sobre cintura (Melzer D et al, 2006). Es interesapte un polimorfismo pueda
conferir mayor riesgo de DMT2 al mismo tiempo guendnuye el IMC. Los
mecanismos involucrados en este proceso no edtaidds. En nuestra poblacion,
ademds, se ha detectado una interaccién entreucadde los tres polimorfismos
del gen de TCF7L2 estudiados y el consumo de F& ¢eaterminar el IMC y el
riesgo de obesidad. De este modo, se detecté gurdigiduos que consumian 3
veces 0 mas a la semana FS, se mostraba un efdato protector frente al IMC
y el riesgo de obesidad para los 3 polimorfismdsidésdos. Sin embargo, en
individuos con menor consumo de FS no se detetddescto. La interaccion fue
estadisticamente significativa en el caso de ldgnpdismos rs7901695 y rs
12255372 tanto para el IMC como para el riesgo luesidad, y con respecto al
polimorfismo rs7903146 solo para el riesgo de az&ksiPor su alto valor caldrico,
existe preocupacion de que el consumo de FS prevoguaumento de peso
corporal, pero varios estudios, entre ellos el distupiloto del proyecto
PREDIMED, han mostrado que la ingesta diaria denBSjerce ningun efecto
sobre la obesidad o incluso, han observado uneigalénversa entre el consumo
frecuente de FS e IMC (Estruch R et al, 2006, Raja6 et al, 2006). En el
presente estudio, se ha puesto de manifiesto agderhdseneficio que puede
suponer la ingesta frecuente de FS (30g, 3 0 méssve la semana) para los
individuos portadores de los alelos minoritarioeténocigotos y, sobretodo,
homocigotos para dichos alelos) de los polimorfismgy901695, rs7903146 y rs
12255372 del gen de TCF7L2, sobre la obesidad.

Por otra parte, varios estudios han mostrado quiantas en el gen de
TCF7L2 son las que ejercen mayor efecto sobreesfjoi de DMT2 con respecto a
otras localizadas en genes como Prol2Ala en etlgdtPARG2 y Gly482ser en el
gen de PPARGG] que se han asociado de manera reproducible coii2DM
(Saxena R et al, 2006, Florez JC, 2008, Cauchidh, @007). En nuestro estudio
se ha confirmado este hecho ya que las variantBARG2 y PPARGGANno han
mostrado asociacion con DMT2. Asi pues, actualmesteonsidera prioritario
investigar el mecanismo de accién de los alelosedgo de los polimorfismos de
TCF7L2 sobre el metabolismo de la glucosa. El nsasdeado ha sido rs7903146.
De este modo, se ha observado de forma consisganté/ersos estudios, que el
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alelo T de este polimorfismo se asocia con defentéa secrecidén de insulina en
las células} pancreéticas y no con resistencia a la insulimaochan mostrado
otras variantes como Prol2Ala en el gen de PPAR&&s¢nko V et al, 2007,
Florez JC et al, 2006, Saxena R et al, 2006, $talerES et al, 2009, Loos RJF et
al, 2007, Florez JC, 2008). Esta evidencia se f@zada con el hecho de que el
alelo T confiere mayor riesgo de DMT2 independie@ste de FR como IMC,
edad, sexo, historia familiar de DMT2 (Cauchi Sakt2007, Lyssenko V et al,
2008), farmacos (Florez JC et al, 2006) y cambioslestilo de vida (Florez JC et
al, 2006, Bo S et al, 2009, Wang J et al, 2007)gya genes implicados en la
resistencia a la insulina han mostrado ser magptistes a factores como IMC o
ambientales (Florez JC, 2008). En nuestra poblawidse encontré interaccion con
el sexo, IMC o factores ambientales que modulaaaasbciacion entre rs7903146
y la concentracion de glucosa o el riesgo de DMeF2contraste con el caso del
polimorfismo Prol2Ala donde se encontré un intdd@acgen*actividad fisica
sobre los niveles de glucosa.

Sin embargo, se ha observado que cambios enlel éstvida pueden mitigar
el efecto del alelo T sobre DMT2 (Florez JC e8l6, Bo S et al, 2009, Wang J et
al, 2007) y que dietas ricas en cereales integf&laliio P et al, 2007), y dietas
programadas para la reduccion del peso disminwyenpresion de TCF7L2 en el
tejido adiposo lo que sugiere que los nutrientesdpo estar implicados en la
expresion de este gen (Cauchi S et al, 2008). 8al &1 hecho de que en nuestra
poblacion el efecto del polimorfismo rs7903146 seenor, como se observa
también en otras poblaciones espafiolas e italig@ger D et al, 2006, Gonzalez-
Sanchez JL et al, 2008), sea debido a que sedeatma poblacion del sur de
Europa donde se consume una dieta tipo mediterra®igo embargo, no se
encontraron diferencias entre los individuos quesamen una dieta con elevada o
baja adherencia a la DM, ni con ninguno de sus oomewes. Quizas esté
implicado algun nutriente de manera mas especliieanodo que seran necesarios
mas estudios en poblaciones mediterraneas en éoseqanalice la influencia de la
dieta y sus componentes.

En conclusion, variantes del gen de TCF7L2 han ashziadas con DMT2 en
poblacién espafiola de elevado riesgo cardiovasadastituyendo importantes
marcadores de riesgo para su posterior estudioi@mna a posible utilidad clinica,
andlisis de interacciones gen*ambiente y respuedts tratamientos. De forma
paraddjica, dichas variantes han mostrado un efemteficioso sobre la obesidad,
sobretodo en aquellos individuos que consumendtsiéntemente.
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5.4.4. Discusion los polimorfismos relacionados con marcadores de
inflamacion y fenotipos intermedios de ECV.

En el presente estudio, se ha investigado la infiaede los polimorfismos -
765G>C del gen de COX-2y -174G>C de IL-6 sobrecadores de inflamacion
en suero en una poblacibn mediterrdnea de altgoiesmrdiovascular. Las
asociaciones fueron mayores y mas homogéneas dondagexos para -765G>C de
COX-2. Los portadores del alelo C presentaron nenooncentraciones de IL-6 e
ICAM. Varios estudios han mostrado el efecto prtatede esta variante, asociado
a un descenso en la actividad del promotor de CQR&pafili A et al, 2002,
Cipollone F et al, 2004, Orbe J et al, 2006, Ca@i® et al, 2006, Cipollone F et
al, 2006). Papafili A et al, (2002) encontré mesanéveles de PCR en portadores
del alelo C tras cirugia coronoria. En contraste ooestros resultados, ellos no
encontraron asociacion con IL-6. Sin embargo, Qrlet al (2006), en poblacion
sana espafiola, observaron menor concentracién-ieyIPCR en portadores del
alelo C. Ademas, detectaron menor expresion de COX- aterosclorosis
subclinica. Estos resultados son compatibles comlbbenidos por Cipollone F et
al, (2004) ya que mostraron que el alelo C se abaaion menor riesgo de 1AM e
ictus. Ni Papafili A et al, (2002), Orbe J et &006) o Cipollone F et al, 2004,
estudiaron la relacién entre el polimorfismo de G®Xon ICAM y VCAM. En
nuestro estudio, se encontrd una asociacion entb5G>C con menor nivel de
ICAM en suero pero no con VCAM. Tras consultariferatura, este es el primer
estudio que obtiene estos resultados. Aunque ICAWCAM son consideramos
marcadores de activacion endotelial y ateroscler@siisten varios estudios que
han mostrado diferencias entre los dos marcadasadas en su especificidad
(Blankenberg S et al, 2001, Ridker PM et al, 20)0Calabresi L et al, 2002, de
Lemos JA et al, 2000).

Cuando se analizé el efecto del polimorfismo -17@Gte IL-6, se encontrd
menos consistencia en las asociaciones con lagmivaciones de IL-6 que en el
caso del polimorfismo -765G>C de COX-2. Aunque texisiumerosos estudios, la
consistencia entre ellos es baja (Mysliwska J),2006, Mayosi BM et al, 2005,
Fishman D et al, 1998, Samuel JM et al, 2008, Bsgaard H et al, 2004, Basso F
et al, 2002, Nauck M et al, 2002). Fishman D et(8998) demostrdn vitro el
efecto sobre la funcién de IL-6 del polimorfismo74G>C mostrando menor
expresion en el alelo C. Sin embargo, los resuftatiscrepantes en los estudios
epidemiolégicos y la identificacibn de regiones ulagoras en el promotor
(Samuel JM et al, 2008), sugieren que la regulag®la expresion de IL-6 es mas
compleja. Existen estudios que asocian el alelorCneayor concentracion de IL-6
(Mayosi BM et al, 2005, Bruunsgaard H et al, 20@4gstudios en los que no se ha
encontrado asociaciéon (Basso F et al, 2002, NaucketMal, 2002). Estas
discrepancias también se ha observado cuando eseah@nado la relacion entre -
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174G>C vy riesgo cardiovascular (Humpries SE ef@01, Bruunsgaard H et al,
2004, Basso F et al, 2002, Nauck M et al, 2002) Meet al, 2004, Sekuri C et al,
2007). Este hecho podria ser debido a la existefeiana modulacion relevante
por parte de las caracteriticas de la poblacionh@&mo, en nuestra poblacion se
encontré una interaccién con el sexo. En muje@sohcentracién de IL-6 no
vario entre genotipos y en hombres, aumento eragames del alelo C. Aunque
algunos estudios han mostrado un incremento enivetes de PCR en portadores
del alelo C (Humpries SE et al, 2001, Sie MP eR@Q6, Vickers MA et al, 2002),
en nuestra poblacion de alto riesgo cardiovascutarse ha encontrado dicho
efecto. Sin embargo, este polimorfismo se asoci mayor concentracion de
ICAM.

Por otro lado, se estudié también si los polimaréis -765G>C en el gen de
COX-2y -174G>C en el gen de IL-6 modulaban ektf de una intervencion
dietética con DM, administrada durante 3 mesesres@ descenso en la
concentracién de IL-6, PCR, ICAM y VCAM ya que ehestudio piloto del
estudio PREDIMED general se observo un efecto i@osb de la DM sobre estos
marcadores (Estruch R et al , 2006) y también ms @studios (Esposito K et al,
2004, Chrysohoou C et al, 2004). En nuestra paftacio se encontraron
interacciones gen*dieta para los marcadores dennaftion analizados. En el caso
del polimorfismo de COX-2, aunque en la visita iida concentracion de IL-6
fue mayor en los individuos homocigotos GG, larwvgacion con DM, tanto en el
grupo con suplemento de AOVE y como de FS, redufmhcentracion de IL-6. La
misma situacién se di6 con ICAM. Este fendmenogkgue una intervencion
dietética reduce la concentracion de marcadoresiedgo en individuos con
elevada concentracién asociada al genotipo antésiaar la intervencion, se ha
denomina interaccion gen*dieta “biolégica” (Corellaet al, 2005). Este término
ha sido aplicado normalmente para enfermedades ggaigas, sin embargo,
actualmente, se ha utilizado en intervencionetilbas con una finalidad clinica
para prevenir enfermedades. Una interaccion esitadisxiste si el grado o
direccion del efecto del factor 1 (por ejemplo eliporfismo) difiere segun los
valores del efecto 2 (por ejemplo la intervencit@ialica). De acuerdo con esto, la
gran mayoria de publicaciones que han examinaéecaitttiones gen*dieta se han
centrado en interacciones estadisticamente sigtifas (Corella D et al, 2005).
Sin embargo, es necesario que las interacciondéglias sean consideradas
cuando se disefien intervenciones dietéticas prigasny terapéuticas dirigidas a
modificar fenotipos especificos en individuos geraéhente susceptibles.

Una de las limitaciones de este estudio es queirnpartante parte de las
diferencias observadas en los marcadores de inflamgodrian deberse a los
suplementos de AOVE y FS ya que la adherenciacs @ superior a la de
patrones dietéticos generales.
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En conclusion, el polimorfismo -765G>C en el gerCd@X-2 es un marcador
genético relevante de concentraciones de IL-6 eMCAn una poblacion
mediterrdnea de elevado riesgo cardiovascular. Nengontraron interacciones
gen*dieta, por lo que la intervencion dietética &avi+AOVE o DM+FS reduce
las concentraciones de marcadores de inflamaciqresar de los genotipos
estudiados. También, esta intervencion, ademas etlebeneficiosa para la
poblacién general, podria ser especialmente fal®pra aquellos individuos que
tengan un genotipo de COX-2 e IL-6 que provoqueaglas concentraciones de
marcadores de inflamacion. Esta observacion esidmmasla una interaccion
gen*dieta biolbgica.

5.4.5. Discusion los polimorfismos relacionados con marcadores de
estrés oxidativo y fenotipos intermedios de ECV.

En el presente trabajo, se ha examinado el efettpaimorfismo C242T de
la subunidadh22phoxde NADPH oxidasa sobre marcadores de estrés adat
niveles de lipidos, variables antropométricas giprearterial.

La frecuencia del alelo T (0,355) es similar a te@antrada en otros paises
europeos (Stanger O et al, 2001, Schachinger V, &081) y otras poblaciones
caucasicas (Cai H et al, 1999, Azumi H et al, 1999) embargo, es menor que la
obtenida en poblaciones italianas (0,41-0,47) (Bst€lnuovo A et al, 2008, Arca
M et al, 2008). En asiaticos la frecuencia delaalEles muy baja (alrededor de
0,010) (Saha N et al, 1999, Hayaishi-Okano R €2G03).

El polimorfismo C242T supone una sustitucion ddidiiza por tirosina en
posicion 72 y este cambio provoca la pérdida darleion oxidativa de la proteina
p22phox,con el consecuente descenso en la produccion de ROS wstiéls
oxidativo en la vasculatura (Whitehead AS et aD130En nuestra poblacion de
elevado riesgo cardiovascular se encontré que lodagores del alelo T
presentaban mayor concentracion de GSH que losdigatos CC. El GSH es un
importante antioxidante producido por las célulasatganismo que contribuye a
mantener el poder antioxidante de enzimas comtutatgn peroxidasa y también
de la vitamina C y E. Un aumento de estrés oxidatia acompafado de una
disminucién de la actividad de la mayoria de lagmeas antioxidantes como la
catalasa y glutation peroxidasa, asi como del atomée la razén GSSG/GSH
(aumento de GSSG y disminucion de GSH) (Fandos &l,&010). Asi pues, la
pérdida de funcién dg22phoxprovocada por el polimorfimo C242T es compatible
con la asociacién con GSH encontrada en nuestriagob. Sin embargo, no se
encontrd asociacion entre el polimorfismo C242Topaentracion de GSSG o la
razon de GSSG/GSH, componentes también del sisiatiexidante del glutation.
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Tampoco se observo influencia sobre la actividadladeatalasa. No existen
estudios que examinen el efecto de C242T sobres estircadores de estrés
oxidativo para comparar nuestros resultados. Laoni@yle las publicaciones que
han analizado dicho efecto se han centrado en &\, MD importante indicador de

la peroxidacion lipidica. Ninguna de ellas ha neddr asociacion entre el
polimorfismo C242T y la concentracion de MDA de man consistente con

nuestros resultados (Stanger O et al, 2001, NaKaabal, 2003, Paik IY et al,

2009). Sin embargo, Arca M et al (2008) encontrar@yor concentracion de 8-
oxo-dG, marcador de dafio oxidativo del ADN, en hagmtos CC comparado con
los portadores del alelo T en individuos con ECWrdentada, en poblacion
italiana. En nuestro estudio no se encontré asdciacon 8-0xo-dG. De todos

modos, seria conveniente realizar estos andlisisv@yor nimero de individuos
para conseguir mayor poder estadistico.

Por otro lado, el polimorfismo C242T no mostré ueihcia sobre
concentracién de lipidos, glucosa o variables potr@tricas. Nakano T et al
(2003) no encontraron asociacion con niveles ded§(CT, c-HDL, c-LDLy TG)

e IMC en poblacion japonesa y Arca M et al (20@8hpoco con lipidos (CT, c-
HDL, c-LDL y TG), glucosa e IMC, de manera congiséecon nuestros resultados.

Por otra parte, se ha puesto de manifiesto queTkaeds el FR que mas se
relaciona con un perfil de estrés oxidativo anorifiedndos M et al, 2010).
Ademds, se ha mostrado que el polimorfismo C242T uas importante
determinante para la funcion vasodilatadora debtid (Schachinger V et al,
2001, Shimokata K et al, 2004) mostrando el aletodyor respuesta. Por ello, se
examino la asociacién del polimorfimo C242T con higeles de PAS y PAD y
riesgo de HTA. Los resultados no mostraron difdeensegin el genotipo en
cuanto a PAS, PAD o riesgo de HTA en poblacionleeaglo riesgo cardiovascular.
Raijmakers MT et al (2002) tampoco encontré infeiardel polimosfismo C242T
y preclampsia. Sin embargo, Moreno MU et al (20#ecté un efecto protector
del alelo T sobre HTA en un estudio de casos yrola® en poblacion general
espaniola.

Con respecto al efecto del polimorfismo C242T sobreiesgo de ECV
también existen resultados contradictorios reflegaeh el metanalisis realizado por
Di Castelnuovo A et al (2008) y en la revision @ Soseé G et al (2008). Algunas
publicaciones han mostrado que el alelo T protejeté a aterosclerosis, otros no
han mostrado asociacion y algunos incluso han @etecue el alelo T favorece la
progresion de aterosclerosis. Asi pues, podriarioayuwe las discrepancias entre
estudios se produjeran por diferencias en las pmslas estudiadas o por la
influencia de factores ambientales. De hecho, Hedl&l (2007) encontraron una
importante interaccion entre el polimorfismo C242°€! consumo de tabaco que
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modulaba el riesgo de ECV. Mostraron que en no flomes, los portadores del
alelo T presentaban menor riesgo de ECV que loobgotos CC y, sin embargo,
en fumadores, ocurria al contrario, los portadatesalelo T mostraban mayor
riesgo de ECV comparado con homaocigotos CC. Ass,meeexamind la influencia
del tabaco en nuestra poblacion. Se encontré queraentracibn de GSH era
mayor en los portadores del alelo T con respeclosahomocigotos CC en
individuos no fumadores, sin embargo, en individiwwsadores no se encontré
asociacion. La interaccion no alcanz6 la signifitac estadistica
(Pinteraccion=0,125). Cabe destacar el reducidaftande muestra sobretodo en el
grupo de fumadores, lo que hace necesario confiessas observaciones en
estudios con mayor niumero de muestra. Por otrq lgesar de la influencia del
consumo de tabaco sobre la asociacién entre C24@BH, no se encontraron
diferencias en cuanto a la relacién de C242T cors,PRAD e HTA entre
fumadores y no fumadores.

También se estudiaron las posibles interacciones otros factores
ambientales. La adherencia a la DM también pudtlerisobre el estrés oxidativo
puesto que en dicho patrén dietético se incluyamesitos que contienen
sustancias antioxidantes como el AOVE, FS o el (Rbo M et al, 2007).
También, la actividad fisica moderada se ha obderngue reduce el estrés
oxidativo (Arquer A et al, 2009). Sin embargo, moemcontraron diferencias entre
individuos que consumen una dieta con elevado 0 ¢pado de adherencia a la
DM o entre sedentarios y no sedentarios en cuania aoncentracion de
marcadores de estrés oxidativo, y tampoco intesaesi con el polimorfismo
C242T. Posiblemente, si se aumenta el tamafio detrause puedan apreciar
dichas diferencias.

En conclusién, en poblacién mediterrdnea de elevedgo cardiovascular,
los portadores del alelo T del polimorfismo C242Tla subunidag22phoxde la
NADPH oxidasa ha mostrado asociacién con mayor extracion de GSH, un
importante antioxidante. Esta asociacion se haredde que esta modulada por el
habito tabaquico. Estudios con mayor tamafio de tmauggran necesarios para
confirmar estos resultados.
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5.4.6. Discusion de otros polimorfismos relacionados con fenotipos
intermedios de ECV.

5.4.6.1. Polimorfismo C677T del gen de MTHFR

La frecuencia del polimorfismo C677T localizado e&ngen de la enzima
MTHFR presenta una distribucion heterogénea segimoha geografica. De
hecho, en Europa se ha encontrado un gradiente&eogde las frecuecnias
alélicas. La prevalencia del genotipo TT es mayoelesur (12-15% en Espafia e
Italia) (presenta valores intermedios en Frandiugpgria (8-10%), y menor en el
norte de europa (4-7% en Finlandia, Helsinki, nogelos Paises Bajos y Rusia)
(Wilcken B et al, 2003). La prevalencia del genotipT obtenida en nuestra
poblacién PREDIMED, siendo incluso ligeramente elésada (17,4%), confirma
dicho gradiente. La frecuencia del alelo T en magsbblacion fue 0,418, cercana a
la estimada en poblaciones espafiolas e italiané® (@,330-0,410) (Wilcken B et
al, 2003). Curiosamente en China y América tamb&ihan detectado gradientes.
En China la frecuencia del alelo T decrece de reoder y en América aumenta de
norte a sur encontrado un pico en Méjico (frecueeragl alelo T 0,570). En
africanos la frecuencia del alelo T es baja (apnaxiamente 0,030) (Wilcken B et
al, 2003).

Por otro lado, la MTHFR es una enzima clave impléican el metabolismo de
la homaocisteina (Finkelstein JD et al, 1990). Himorfismo C677T produce una
version termolabil de la enzima que presenta mewtividad, con lo que se
incrementa los niveles de homocisteina (Kang 5 €088). Resultados de varios
estudios han encontrado una relacion gradual &treiveles de homocisteina en
plasma y riesgo o severidad de ECV (Arnesen E, d985). Homocigosidad (TT)
para el polimorfismo C677T se ha asociado con hgmapcisteinemia,
particularmente en individuos con baja ingestadaatds (Kluijtmans LAJ et al,
1996, Ma J et al, 1996). De este modo, se han dteva cabo diversas
investigaciones para examinar el papel del polimmd C677T sobre el riesgo de
ECV. Numerosos estudios han encontrado que el dlete asocia con mayor
riesgo de ECV (Kluijtmans LAJ et al, 1996, Uelard Bt al, 1993, Klerk M et al,
2002, Inamoto N et al, 2003, Rassoul F et al, 208i8) embargo, otros no han
encontrado asociacion (Brattstrom L et al, 1998igBda R et al, 1997, Fletcher O
et al, 1998).

Para el polimorfismo C677T se ha descrito una itgpde interaccion
gen*dieta con la ingesta de acido folico, vitamileh complejo B que se encuentra
en verduras de hoja verde, frutas, legumbres yatEyeintegrales, que puede
explicar los inconsistentes resultados obtenidestidiar el riesgo de IAM (Klerk
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et al, 2002, Lewis SF et al, 2005). En personasundieta pobre en acido félico

se detecta una mayor concentracion sérica de hetab en los homocigotos TT,
en comparacion con los demas genotipos. Ello ledieze un mayor riesgo de

ECV. Sin embargo, al consumir una dieta rica edd@filico se compensa el efecto
del polimorfimo, de modo que los individuos TT me&n una concentracion
sérica de homocisteina normal. Tal interaccion dietd puede explicar también la
mayor prevalencia del genotipo TT en los paisesuletie Europa en comparacion
con los del norte, ya que en Europa meridionaQNaaporta cantidades de acido
félico (Dedoussis GV et al, 2004).

Por otro lado, diversos estudios han mostrado soeiacion positiva entre los
niveles de homocisteina y variables relacionadas lacobesidad como grasa
corporal, IMC y perimetro de la cintura (Gallistie¥ al, 2000, Guzelmeric K et al,
2007), y también con resistencia a la insulinaté®il et al, 1998, Schachter M et
al, 2003, Bjorck J et al, 2006). Asi pues, en moesstudio se examiné el efecto del
polimorfismo C677T sobre obesidad y DMT2 y variahlelacionadas como IMC,
cintura y niveles de glucosa. Los resultados masirgue el alelo T se asociaba
con mayor riesgo de obesidad y DMT2, asi como,neayores niveles de glucosa
en poblacién mediterranea de elevado riesgo caadooNar. Las diferencias entre
portadores del alelo T y homocigotos CC en cuankdCy cintura quedaron en el
limite de la significacion estadistica.

Existen escasos estudios que examinen la relagitnre el polimorfismo
C677T y el riesgo de obesidad o DMT2. Nuestroslt@dos aportan consistencia a
otras investigaciones que han mostrado asociacitbe el alelo T y mayor IMC en
individuos con ECV documentada (Wilcken DE et a89@), y en mujeres
postmenopausicas (Lambrinoudaki | et al, 2008)py imcremento de riesgo de
desarrollar sindrome metabdlico, estrechamentecioslado con obesidad y
resistencia a la insulina (Di Renzo L et al, 20 )mecanismo mediante el cual el
polimorfismo C677T actua sobre la obesidad y DMTR esta definido. Se ha
propuesto que variantes génicas como C677T redetecatabolismo de la
homocisteina a nivel celular lo que provoca disimendotelial que puede causar
resistencia a la insulina, estado metabdlico reftedio con aumento de IMC y
perimetro de la cintura (Lambrinoudaki | et al, 0(in embargo, otros estudios
no han mostrado asociacién entre el polimorfism@ 76y obesidad o DMT2
(Russo Gt et al, 2006, Tavakkoly Bazzaz J et allOROAsi pues, futuras
investigaciones seran necesarias para determinanflleencia de C677T sobre
enfermedades como obesidad y DMT2, asi como losmsoos biolégicos que
subyacen a estos procesos.

Como se ha comentado anteriormente, las discregsaeatre estudios en el
efecto de C677T sobre el riesgo de ECV puedenxpdicadas por interaccidén con
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la ingesta de &cido félico. Asi pues, la falta amsistencia en los diversos
resultados encontrados con respecto a la asoci@go6677T con obesidad y
DMT2, también podrian ser explicados por interavesogen*dieta. De hecho, se
ha observado que mayor adherencia a la DM se asonianenores niveles de
homocisteina en individuos con genotipo TT y CTd®essis GV et al, 2004). Asi
se estudio el efecto de la mayor o menor adhereacia DM, pero no se
encontraron interacciones estadisticamente sigtiifees entre el polimorfismo
C677T y la adherencia a la DM que determinaraesigo de obesidad o DMT2.
Sin embargo, se detectd que la asociacion del pdismo C677T con IMC y
riesgo de obesidad estaba influenciada por el congle reposteria comercial y el
consumo preferente de carnes blancas como poNo, paonejo frente a carnes
rojas o productos cérnicos derivados. Se detagdag individuos con genotipo
CC eran mas susceptibles a los cambios dietétleosste modo, mostraban mayor
o0 menor IMC en funcién del consumo de reposterfaetoial y el consumo de
carnes blancas o rojas. Los portadores del aleltaito heterocigotos como
homocigotos, no mostraron diferencia en el IMC segli consumo de reposteria
comercial y el consumo de carnes blancas o rojadegnas presentaban valores de
IMC similares al de los individuos con genotipo €@n elevado consumo de
reposteria comercial y mayor cosumo de carnes figage a carnes blancas. Los
productos de reposteria comercial se caracteriaaprpsentar niveles elevados de
AGS provenientes de aceites de coco y palma o wpaitisss, que pueden
incrementar el tamafio o0 numero, estrés de adipogied peso (Ludwig DS, 2002,
Mozaffarian D et al, 2007). La carne también cor@i&GS, pero el pollo, el pavo
0 el conejo son mas recomendables ya que contiem@rmaporte graso (Plaza
Pérez | et al, 2000, Mata P et al, 1994) que lasesarojas, como la ternera o el
cerdo o los productos carnicos derivados de ellascqntienen mayor aporte graso
(Mata P et al, 1994). Asi pues, los AGS podriaarestolucrados en la interaccion
entre el polimorfismo C677T y el consumo de rep@steomercial o el consumo
preferente de un tipo u otro de carne sobre el yMCriesgo de obesidad.

En conclusion, en poblacion mediterranea de eleviedgo cardiovascular se
ha observado que los portadores del alelo T déinpdismo C677T de MTHFR
tienen mayor riesgo de obesidad y DMT2. EL consde@eposteria comercial y
de carnes blancas o rojas parece influir en estadgaxiones. Posteriores estudios
serdn necesarios para confirmar estos resultaddesgubrir los mecanismos
biolégicos involucrados.

5.4.6.2. Polimorfismos de las subunidades de AMPK

La AMPK es un complejo proteico heterotriméricovelaen el control de la
homeostasis energética, de modo que variacionestices en los genes de las
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diferentes subunidades de AMPK se han propuestom agenes candidatos de
obesidad y DMT2 (Winder WW et al, 1999).

En este trabajo se han obtenido las frecuenciaicaaléen poblacion
mediterranea de elevado riesgo cardiovascularhasestudiado la asociacién con
obesidad y DMT2 de diversos polimorfismos de gedeslas subunidades de
AMPK: rs2796495 de la subunida® (PRKAA2), rs4213 de la subunidgd
(PRKABL1), rs1036852 de la subunidg? (PRKAB2), rs2293445 de la subunidad
vl (PRKAG1), rs8961 de la subunidagd2 (PRKAG2) y rs1467320 de la
subunidad/3 (PRKAG3).

Existen escasas investigaciones dedicadas a exardinhas variantes.
Unicamente, se encontraron referencias biblioguéfite las frecuencias alélicas de
los polimorfismos rs1036852 de la subunidad PRKAB2s2769495 de la
subunidad PRKAA2, pero en indios Pima o poblaciaséticas (Prochazka M et
a, 2002, Horikoshi M et al, 2006, Keshawarz P e808), de modo que no es
posible realizar comparaciones entre las frecusraliélicas obtenidas en nuestra
poblacion con las halladas en otros estudios emagiobes caucésicas. De este
modo, se han comparado las frecuencias alélicasasoobtenidas en el proyecto
HapMap. Asi pues, en la tabla 5.1 se muestran riecudncias alélicas para
europeos (HapMap-CEU), chinos (HapMap-HCB), japeseHapMap-JPT) y
africanos (HapMap-YRI) a partir de las cifras oldes de la base de datos de
HapMap (http://hapmap.org) y se compararon conflasuencias halladas en
nuestra poblacion.

Las frecuencias alélicas obtenidas en nuestra goéhlason similares a las
cifras que figuran en la base de datos del proykEleioMap para europeos. La
frecuencia del alelo T del polimorfismo rs279649% BRKAA2 es levemente
menor en asiaticos y en africanos similar a eurapbestaca que el alelo G de la
variante rs4213 de PRKAB1 no se encuentra en @s$alf la frecuencia entre
africanos y europeos es similar. El alelo G delinpoifismo rs1036852 de
PRKAB2 es muy poco frecuente en asiaticos y afdsarcontrastando con la
elevada frecuencia en europeos. El alelo A de leni@ rs2293445 de PRKAGL1
no varia de manera marcada entre poblaciones,csigmdrecuencia levemente
elevada en japoneses y menor en africanos conctespeuropeod.a frecuencia
del alelo T del polimorfismo rs8961 de PRKAG2 esnoreen asiaticos que en
europeos y muy elevada en africanos. Con respettovariante rs1467320 de
PRKAGS3, el alelo A es poco frecuente en europeasimenta en asiaticos. En
africanos, no se disponen de datos. Ninguno ds gslonorfismos se encontro en
desequilibrio de ligamiento.
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Tabla 5.1 Frecuencias alélicas de los polimorfismake las subunidades de AMPK para
europeos (HapMap-CEU), chinos (HapMap-HCB), japoness (HapMap-JPT) y
africanos (HapMap-YRI) obtenidas en el proyecto Hamap y comparadas con las de
la poblacion PREDIMED del nodo de Valencia.

Polimorfismo Alelo CEU HCB JPT YRI PREDIMED
PRKAA2 Cc 0567 | 0614 | 0625 0,508 0,570
52796495 | . 0433 | 0386 | 07375 0,492 0,430
PRKAB1 T 0,658 1 1 0,542 0,626

rs4213 G 0,342 0 0 0,458 0,374
PRKAB2 A 0467 | 0933 | 0932| 0,967 0,466
1036852 G 0533 | 0067 | 0068 0,033 0,534
PRKAG1 A 0,350 | 0305 | 0464| 0,267 0,381
52293445 G 0,650 | 0695| 0536 0,733 0,619
PRKAG2 c 0,638 | 0744| 0705 0,167 0,668

rs8961 T 0367 | 07256 | 0295| 0,833 0,332
PRKAG3 G 0,861 0,557 0,841
51467320 A 0,139 0,433 0,159

Por otro lado, se examind la asociacion de ladamms genéticas
seleccionadas de las subunidades de AMPK con @ukgi®MT2. En este estudio
se encontré asociacion con menor riesgo de obegidaa el polimorfismo
rs2796495 de la subunidad PRKAA2 tras ajustar mladey sexo (OR=0,66
IC95%(0,49-0,87) P=0,003). Las asociaciones devdagntes alélicas para los
polimorfismos rs4213 de PRKABL1 y rs1036852 de PRRAiedaron en el limite
de la significacion estadistica (OR=0,78 IC95%(&811) P=0,062 y OR=0,75
IC95%(0,56-1,01) P=0,062, respectivamente). Ademlas, individuos con
genotipo GG del polimorfismo rs1036852 de PRKAB2gentaron menor IMC
que aquellos con genotipo AG y AA. Los demés potfiemos no mostraron
asociacion con obesidad. Tampoco se observé efebie el riesgo de DMT2 en
ninguna de las variantes estudiadas.

Existen escasas investigaciones que hayan analizalopolimorfismos
seleccionados para el presente estudio con obegiDMIT2, para poder contrastar
los resultados obtenidos. Unicamente, Horikoshi tvVale(2006) no encontaron
asociacion entre el polimorfismo PRKAA2 con IMC gncriesgo de DMT2 en
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poblacion japonesa, coincidiendo con nuestros taetag. Tampoco, Keshawarz P
et al (2008) hallaron asociacion de este polimaiiscon riesgo de DMT2,
también en poblacion japonesa. Ademas, otro estediel que analizaron un
cluster de 5 polimorfismos en fuerte desequililit@ligamiento entre los que se
incluia el polimorfismo rs1036852 de PRKAB2, naobservo asociacion de dicho
cluster con riesgo de DMT2 en una poblacion deoméima (Prochazka M et al,
2002). Existen varios articulos basados en invastiges dedicadas a estudiar
variantes genéticas de subunidades de AMPK como APRK PRKAB?2,
PRKAB1, PRKAG2 y PRKAG3 que han encontrado un efecbre la obesidad,
DMT2 y metabolismo lipidico pero son diferentesaa keleccionadas para este
estudio (Spencer-Jones NJ et al, 2006, WeyricraRP2007, Sun NW et al, 2006,
Jabloski KA et al, 2010, Nouira S et al, 2009, Xwetval, 2005).

Por otro lado, la subunidades la subunidad catalitica, sin embargo también
es reguladora ya que cuenta con una region aubitioiid, la cual previene que la
enzima sea fosforilada cuando no hay deplecionTde (Mardie DG et al, 2001).
Las subunidade$ y y son Unicamente reguladoras. Ambas subunidades son
reguladas por las concentraciones de AMP y ATP @afitwW et al, 1996, Hardie
DG et al, 2004). La subuniddidconstituye la plataforma para la unién de lassotra
2 subunidades. Dependiendo de la relacion AMP/AEPJnira AMP o ATP a la
subunidady (Adams J et al, 2004). Si la relacion AMP/ATP kwada, el AMP se
une a la subunidag lo que ocasionara un cambio conformacional esubainidad
a, lo que permite su fosforilacion y activacion (HaySA et al, 1996, Woods A et
al, 2003). Bajo condiciones normales, el ATP es atsmdante que el AMP, por lo
tanto, la relacibn AMP/ATP disminuye, el excesoAd® se une a la subunidad
evitando que se lleve a cabo el cambio conformatipha enzima permanecera no
fosforilada y en su forma inactiva (Adams J e2@804).

Los efectos biologicos que pueden desempefiardimgrfismos sobre la
funcién de AMPK no estan definidos (Hardie DG et 2007, Kahn BB et al,
2005). Se han encontrado variantes genéticas quegan un descenso de la
actividad de AMPK lpw-of-functior) y otras que aumentan la actividad de AMPK
(gain-of-function (Minokoshi Y et al, 2004, Arad M et al, 2002, Ard et al,
2004, Sidhu JS et al, 2005). Un aumento de laidativde AMPK implicaria un
incremento de la ingesta de glucosa por parte decuato, una disminucion de la
gluconeogénesis en el higado, aumento de la owidade AG en el higado,
disminucion de la sintesis de AG en el higado tgjedo adiposo y un incremento
de la biogénesis mitocondrial (Yu LF et al, 201D)dos estos procesos pueden
estar relacionados con un efecto beneficioso slebobesidad. De este modo, el
alelo T del polimorfismo rs2796495 de PRKAA2, poegtie se ha asociado con
menor riesgo de obesidad, puede inferir un aumdata expresién o la actividad
de la AMPK. Las variantes rs4213 y rs1036852 de RBRKy PRKAB2
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respectivamente, presentaron la misma tendencia.tddes modos, futuras
investigaciones son necesarias para contrastaodefbctos.

Por otro lado, entre algunas publicaciones sobmamnas genéticas de
subunidades de AMPK vy su efecto sobre obesidad, DM metabolismo lipidico
existen discrepancias en cuanto a los resultadesidbs (Spencer-Jones NJ et al,
2006, Keshawarz P et al, 2008). Esto podria delzelaexistencia de modulacién
de los efectos por las caracteristicas de la pidiolac

Asi pues, se encontré una interaccion entre elmpofismo rs4213 de
PRKABL y el sexo que modulaba el IMC (Pinteracaie4213*sex0=0,003). En
hombres, el genotipo GG mostré mayor IMC que lasogpos TG y TT y, sin
embargo, en mujeres el efecto fue contrario, ebtjgm GG mostré menor IMC
que los genotipos TG y TT. Ademas, las mujeresaporas del alelo G presentaron
menor riesgo de obesidad y los hombres portadatalelo G mayor riesgo de
obesidad pero en este caso no se alcanz6 la eapidn estadistica. Esta
interaccion podria deberse a diferencias en faxtangbientales entre hombres y
mujeres que pudieran afectar de manera contréaiactividad de AMPK.

De este modo, se estudiaron posibles interaccienge los polimorfismos
seleccionados y factores ambientales. Se detefit@nicia de la adherencia a la
DM. Asi, se encontr0 una interaccion entre el potfiemo rs1467320 de
PRKAG3 con adherencia a la DM que determinaba feeatracion de glucosa y
el riesgo de DMT2. De este modo, los portadoresalddd A presentaron menores
concentraciones de glucosa si consumian una detalto grado de adherencia a
la DM y, sin embargo, mayores concentraciones geogh si consumian una dieta
con bajo grado de adherencia a la DM. Aunque fasaticias entre portadores del
alelo A e individuos con genotipo GG, en las cote@iones de glucosa, no
alcanzaron la significacion estadistica en ambess;ai se obtuvo una interaccion
estadisticamente significativa (Pinteraccion rsB28F7adherencia DM=0,034).
Ademads, en individuos con alta adherencia a la [M,portadores del alelo A
mostron menor riesgo de DMT2 (OR=0,66 1C95%(0,4R},,p=0,064 quedando
la OR al limite de la significacion estadisticagryindividuos con baja adherencia
a la DM, los portadores del alelo A mostraron mayesgo de DMT2 (OR=1,64
IC95%(1,10-2,40), p=0,016). Entre los componenteslad dieta, el que mayor
influencia tuvo en esta interaccion fue el consulaaarne roja y otros productos
carnicos derivados. De hecho, en aquellos indiddpee consumian mas de 1 vez
a la semana dichos alimentos, el alelo A mostré asaciacion con mayor
concentracion de glucosa y riesgo de DMT2 con wspal genotipo GG. Esta
asociacion no se observo en individuos cuyo constdenoarne roja o embutidos
era menor, encontrdndose una interaccion estatsitte significativa tanto para
la glucosa como para el riesgo de DMT2 (Pinterace&l467320*consumo de
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carnes rojas y derivados=0,034, Pinteraccion rs32@Btonsumo de carnes rojas y
derivados=0,004, respectivamente). Las carnes, rbgaeburguesas, salchichas o
embutidos contienen elevadas cantidades de AGSa(Mat al, 1994). Los AGS
pueden inducir el desarrollo de resistencia a $alina (Boden G et al, 1996,
Hunnicut JW et al, 1994). También, varios estudiasa demostrado la relacion
entre la oxidacion de AG y la sensibilidad a lailima (Dobbins RL et al, 2001, Oh
W et al, 2005, Abu-Elheiga L et al, 2003, Perdomet@l, 2004). Asi pues, puesto
que la AMPK es un regulador clave en la oxidaciéi\@, estudios experimentales
con animales se han realizado para estudiar el papka AMPK en la relacion
entre dietas altas en grasa saturada y resistarlaiansulina (Liu Y et al, 2006).
Liu Y et al (2006) observaron en ratas que un amasdurante 5 meses de una
dieta alta en grasa saturada provocaba un desdenso58,7% en los niveles de la
subunidad catalitica de la AMPK (subunidgd indicando que dicha dieta puede
afectar a su expresién. El descenso de la exprdsida subunidad implicaria un
descenso en la oxidacion de AG y mayor riesgo darddlar resistencia a la
insulina, aunque este proceso no estd claramefiiteéidde La subunidady es
fundamental en el proceso de activacion de la sdadm. Asi, la grasa saturada
procedente de la carne roja o embutidos podridaaflecactividad de la subunidad
a a través de su efecto sobre la subuniddd que podria influir en la asociacion
del polimorfismo rs1467320 de PRKAG3 sobre la ghacy el riesgo de DMT?2.
Seria interesante que se realizaran mas estudiesimentales y epidemiolégicos
para contrastar dichas asociaciones.

También se observd que el efecto del polimorfisrs@796495 de
PRKAA2 sobre el IMC, perimetro de la cintura yiekgo de obesidad observado
la poblacion de PREDIMED del nodo de Valencia estabodulado por la
adherencia a la DM. Concretamente, solo se obsemélecto protector del alelo T
frente al IMC, cintura y riesgo de obesidad en Hgsiendividuos que consumen
una dieta con alta adherencia a la DM (OR=0,5&%%®,38-0,88), p=0,010). Sin
embargo, no se detecto efecto del alelo T en iddos con baja adherencia a la
DM sobre el IMC, cintura y riesgo de obesidad (OR€01C95%(0,53-1,19),
p=0,263). La interaccion fue estadisticamente f@ativa tanto para IMC,
perimetro de la cintura como para obesidad (Pdotédn rs2796495*adherencia
DM=0,049 para IMC, P interaccion rs2796495*adhei@nbM=0,025 para
perimetro de la cintura, P interaccion rs279649b&aencia DM=0,018 para
obesidad). Ademas, se estudid qué componente D&llara determinante en la
interaccion gen*dieta encontrada. Se observo quérsgeba del consumo de
pescado. De este modo, el efecto protector ded alétente al IMC, perimetro de
la cintura y riesgo de obesidad so6lo se observéaguellos individuos que
consumian 3 o mas veces a la semana pescado,nyatpellos cuyo consumo de
pescado era menor. El pescado aporta una cantigattante de AGP n-3 que se
han asociado con efectos favorables sobre la aubsidsistencia a la insulina y
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DMT2 (Flachs P et al, 2009, Kopecky J et al, 20@9).estudios experimentales
con animales, se ha observado que los AGP n-3datinia activacion de AMPK
en los adipocitos y en el higado de manera poteotente-Cebrian S et al, 2009,
Suchankova G et al, 2005). Otro estudio recientmbstrado un incremento de la
absorcion intestinal de glucosa a través de laagtn de AMPK tras el consumo
de AGP n-3 en cerdos (Gabler NK et al, 2008). Aderoé&os investigadores han
mostrado que el efecto protector del tratamiento AGP n-3 sobre los niveles
plasméticos de TG y de AG libres y la resistencila @nsulina depende de la
actividad de la subunidad PRKAA2 de la AMPK, de mogde dicha subunidad es
esencial para mantener dichos parametros en reamlésatamiento con AGP n-3
(Jelenik T et al, 2010). Asi pues, el efecto deAlG® n-3 procedentes del pescado
y del polimorfismo rs2796495 sobre la actividadRiRKAA2 podrian conferir una
marcada diferencia en los individuos portadoresalelo T (sobretodo en los
homocigotos TT) sobre parametros antropométricosoctMC o perimetro de la
cintura y el riesgo de obesidad en respuesta aucon elevado de pescado, como
se ha observado en este estudio.

En conclusion, variantes genéticas de la subunsddddeAMPK han mostrado
una asociacién con menor IMC y riesgo de obesidad po con DMT2. Se ha
observado que factores como el sexo o componeatés dieta como el consumo
de carnes rojas y embutidos o consumo de pescaddep modular el efecto de
estas variantes genéticas sobre el riesgo de aldegidMT2, asi como, sobre
parametros relacionados con estas enfermedades Bd@p perimetro de la
cintura y concentracion plasmatica de glucosa.

5.5 Discusion del efecto sobre fenotipos intermedios de la
combinacién genotipica entre polimorfismos

En este apartado se presenta la discusién debdéecbmbinacion genotipica
los polimorfismos que se han asociado con nivedées-HDL, c-LDL, glucosa e
IMC.

Los polimorfismos TaqIB y rs183130 del gen de CEPPI2R de PONL1 y
R219K de ABCA1 mostraron asociacion con niveles-tbL.

Con respecto a los polimorfismos TaqIB y rs18318Dg#kn de CETP, en el
apartado de discusion de los polimorfismos de I&aR;Ee ha examinado el efecto
de los genotipos homocigotos para los alelos B2 @é@ polimorfimo TagiBy C y
T del polimorfismo rs183130, asi como la combinaaé los genotipos favorables
(B2B2/TT) frente a los no favorables (B1B1/CC). Aoab polimorfismos
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presentaron efectos aditivos. Se observé un efeaymr sobre la concentracion de
c-HDL del polimorfismo rs183130 que del TaqlB codgiendo con otros estudios
(Thompson JF et al, 2007, Corella D et al, 2010yir5)Y et al, 2007). Los
individuos B2B2 (polimorfismo TaqlB) mostraron unciemento de 12,6% de c-
HDL con respecto a los individuos B1B1. Dicho imoento fue mayor en los
individuos TT (polimorfismo rs183130) con respeatios CC (14,5%). Ademas, el
analisis de combinacion de los genotipos de amblimg@rfismos mostro un efecto
mayor puesto que los individuos homocigotos pasaalelos minoritarios de cada
uno de ellos (B2B2/TT) presentaron un 17,7% méas-B®L que los individuos
con 2 copias de los alelos B1 y C (B1B1/CC). Setrads la misma tendencia
pero menor magnitud en los efectos de los polimmdis TAQIB y rs183130 del
gen de CETP en otro estudio también con poblac&d®REDIMED con mayor
namero de muestra (Corella D et al, 2010).

Sin embargo, al estudiar la concentracibn de c-H&L los individuos
portadores de los alelos minoritarios (B2 para dinmprfismo TaqlB y T para
rs183130) con respecto a los homocigotos B1B1 Bljagl CC (rs183130) se
observé un mayor efecto del polimorfismo TaqlB gieé polimorfismo rs183130
(8,4% vs 6,1%). Ademas, al combinar los genotipos favosalffeortadores del
alelo B2 /portadores del alelo T) y los genotipas favorables (B1B1/CC) se
observé que el aumento en los niveles plasmatieos-ldDL, en los individuos
portadores de los alelos favorables con respelds iadividuos homocigotos para
los alelos no favorables, fue de 8,4%, de modonguse potencia el efecto ya que
el incremento es equivalente al asociado al pofistap TaqIB Unicamente.

Por otro lado, los portadores del alelo R del polfiiamo Q192R mostraron
menor concentracibn de c¢c-HDL que los individuos bgitotos QQ.
Concretamente, la diferencia fue de un 3,1%. Eftete fue menor que el
observado en los polimorfismo TaqIB y rs183130g# de CETP (8,4% vy 6,1%
respectivamente). Al estudiar la combinacién ddoaldavorables y menos
favorables para los polimorfismos TaqIB y rs183ti80gen de CETP y Q192R de
PONL1 (Portadores de B2/Portadores CA3®1B1/CC/ Portadores de alelo R) se
observé un incremento de la concentracion de c-HiBL10,4%, superior al
producido por cada uno de los polimorfismos de maimalividual. No se observé
una interaccion gen*gen estadisticamente signifi@aentre CETP y PONL1
(Pinteraccion TaqlB*Q192R= 0,501, Pinteraccion Bl#*Q192R= 0,168).

Los portadores del alelo K del polimorfismo R219& ABCAL presentaron
mayor concentracion de c-HDL con respecto a los duigotos RR.
Concretamente, el incremento fue de 3,9%, menor eluebservado en los
polimorfismos TaqIB y rs183130 del gen de CETPweiaente mayor al producido
por el polimorfismo Q192R de PON1. Sin embargesalidiar la combinacion de
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alelos favorables y menos favorables para los pofismos TaqIB y rs183130 del
gen de CETP y R219K de ABCAL (Portadores de B2&4dores C/Portadores de
K vs B1B1/CC/RR) se observd un incremento de la conaeidn de c-HDL de
12,4%, superior al producido por cada uno de Ildisnpofismos de forma separada
pero también superior al efecto de la combinac®mehotipos favorables de los
polimorfismos de CETP y PON1. No se observd un@rémcion gen*gen
estadisticamente significativa entre CETP y ABCRIhteraccion TaqIB*R219K=
0,220, Pinteraccion rs183130*R219K= 0,436).

Esto podria deberse a que CETP y ABCA1 son enzifags en el transporte
reverso de colesterol, y por tanto, determinantas gos niveles de c-HDL
(Sampietro T et al, 2006, Attie AD et al, 2001, @radF et al, 2001) y PONL1 actua
mas en la proteccion frente a la oxidacion de liptginas (Mackness Ml et al,
1991, Aviram M et al, 1998, Shih DM et al, 1998JaCMN et al, 2002) y ademas,
se ha mostrado muy susceptible a factores de riesgdiovascular tanto
metabdlicos como ambientales coincidiendo con atgtadios (Deakin SP et al,
2004). Asi pues, ABCA1 es un transportador de man@ique interviene en la
salida de colesterol de las células de tejidosfgr@ds al exterior, donde es
transferido a las particulas de HDL nacientes. IETIE estd implicada en la
transferencia de ésteres de colesterol desde ldsHdbia lipoprteinas no HDL
(VLDL y LDL), proceso que determina que una fraccidportante del colesterol
transportado en las HDL sea metabolizado por medidos receptores de la
familia de rLDL (Assmann G et al, 2004, Corella Dag 2005, Sampietro T et al,
2006). El alelo K del polimorfismo R219K de ABCAtopoca un aumento de la
actividad de ABCAL1 (Clee Sm et al, 2001, SingaRia et al, 2003) y los alelos
B2 y T de los polimorfismos TaqlB y rs183130 de ®ETin descenso en la
actividad de CETP (Ordovéas JM et al, 2000, Boekh®M et al, 2005, Thompson
JF et al, 2007), con lo que, un aumento de laaaelcolesterol de las células de
tejidos periféricos unido a un descenso en el oditaho de HDL daria lugar un
aumento de los niveles de c-HDL mayor que el pragocpero uno de estos
procesos por separado.

Por otro lado, los polimorfismos E2/E3/E4 de APOE7$G/A del gen de
ApoAl mostraron asociacion con los niveles de c-LD& diferencia en el efecto
entre el alelo E3 y E4 del polimorfismo de APOEoy Individuos portadores del
alelo A frente a los homocigotos GG fue casi el leob/,8% vs 4,5%,
respectivamente). La asociacion del alelo E4 coyones niveles de c-LDL es de
las mas solidas y potentes que se han estudiadeig(ia J et al, 1988,
Dallongeville J et al, 1992, Bennet A et al, 20@&&emas, se ha observado que las
diferencias de c-LDL entre genotipos persisteruswlal tener en cuenta la posible
influencia de la edad, variables antropométricee stilo de vida. Con respecto al
polimorfismo -75A/G de ApoAl, pocos estudios hanamrado asociacion con c-
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LDL (Xu CF et al, 1993, Mata P et al, 1998, CarmBaanon RF et al, 1998), y no
parece ser la variante funcional en este efector{idh A et al, 1995) y ademas,
esta asociacion se ha mostrado modulada por tatdieto en este estudio como en
otros (Lopez-Miranda J et al, 1994, Mata P e1298).

Sin embargo, al estudiar la combinacion de genstifawvorables de los
polimorfismos E2/E3/E4 de APOE y -75G/A del gen AlgoAl frente a los
genotipos de riesgo (E3/portadores desA4/GG) se observé un efecto superior
(10%) que el mostrado por los polimorfismos de mamedividual. No se observé
una interaccion gen*gen estadisticamente signif@aentre APOE y APOA1
(Pinteraccion=0,256)

Por otro lado, en nuestro estudio, los polimorfim®s003146 de TCF7L2,
rs1036852 de la subunidad PRKAB2 y R219K de ABCAdstmraron un efecto
protector frente al IMC. Se ha observado que etefeso en el IMC asociado al
polimorfismo rs7903146 es mayor que el que se htectalo para los
polimorfismos 1036852 de la subunidad PRKAB2 de AMPR219K de ABCAL.
De hecho, los portadores del alelo T mostraron ,dfc2menos de IMC que los
homocigotos CC (rs7903146), los portadores deb &elun descenso de un 2,0%
frente a los homocigotos AA (rs1036852), y los adores del alelo K un 1,7% con
respecto a los homocigotos RR (R219K). Este hallazg interesante ya que el
alelo T del polimorfismo rs7903146 que confiere orefMC, se ha asociado
también con mayor riesgo de DMT2 coincidiendo cailtiples estudios (Cauchi S
et al, 2007, Florez JC, 2007, Tong Y et al, 2009).

Al analizar la combinacion de genotipos favorab(@ortadores de T/
Portadores de G/ Portadores de K) frente a losamorébles (CC/AA/RR) se
observé un efecto mas potente que el produciddogapolimorfismos de manera
individual. Concretamente, el descenso en el IMEde 6,3%, lo que corresponde
a casi 2 Kg/rh cifra que puede ser determinante para que uwidhdi presente
normopeso, sobrepeso u obesidad (OMS, 1998). Nabservd una interaccion
gen*gen estadisticamente significativa entre TCEF7PRKAB2 y ABCAl
(Pinteraccion TCF7L2*R219K=0,325, Pinteraccion PHRQAR219K=0,178,
Pinteraccion TCF7L2*PRKAB2=0,380).

Por otro lado, los polimorfismos que mostraron @&d@n con concentracion
de glucosa fueron rs7903146, rs12255372 del garC#&gL2, R219K de ABCA1,
y C677T de MTHFR.

En el apartado de discusion de los polimorfismo$@E7L2 ya se presento el
efecto de las variantes rs7903146 y rs12255372eskis niveles de glucosa.
Ambos polimorfismos se mostraron en desequilibeoligamiento. Al comparar
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niveles de glucosa entre portadores del aleloedgoi (T en ambos casos) frente a
homocigotos salvajes, el efecto es mayor en einuofismo rs12255372 que en el

rs7903146 (6,4% vs 5,7%). Al analizar la combinadé genotipos de rs12255372

y rs7903146, se observa que, al comparar portaderéss alelos de riesgo (T en

ambos casos) frente a homocigotos salvajes (CCK&Gptencia el efecto sobre la
concentracion de glucosa, obteniendo un aumentcode.

Por otro lado, el polimorfismo R219K de ABCAL1 ypalimorfismo C677T de
la MTHFR también mostraron asociacion con nivelegldicosa. La diferencia en
la concentracion de glucosa entre los portadoresoslealelos mutados y los
homocigotos salvajes de los polimorfismos rs790314612255372 fue superior
que la encontrada para los polimorfismos de ABCAB%) y similar a la de la
variante de MTHFR (5,5%). Sin embargo, a pesar de gl efecto del
polimorfismo de ABCA1 es menor que el de MTHFR,aamento en el efecto
encontrado al comparar la combinacion de los geostimas favorables con
respecto a los menos favorables de los polimorfsdeTCF7L2 y de ABCAL es
mayor (13,6%) que cuando se combinan los genotigoks polimorfismos de
TCF7L2 con los de la variante de MTHFR (9,8%). Estecto podria estar
relacionado con el hecho de que las variantesslgdaes de TCF7L2 y ABCAL
acttan a nivel de la célupapancreética y sobre la secrecion de insulina ¢&l3C,
2008, Stolerman ES et al, 2009, Florez JC et &62Brunham LR et al, 2008) y
en cuanto a la variante C677T del gen de la MTHRBR@e que su relacién con
DMT?2 puede ser a través de su efecto en el mesabwlde la homocisteina y su
relacion con resistencia a la insulina (Lambrindaidlat al, 2008). En todo caso es
necesaria la realizacion de mas estudios. No sen#nicinteraccion entre estos
genes (Pinteraccién rs7903146*ABCA1=0,870, Pinac rs12255372*
ABCA1=0,650, Pinteraccion rs7903146*MTHFR=0,46)tBraccion rs12255372
* MTHFR=0,119).

En conclusién, los polimorfimos del gen de CETP mmaostrado mayor
efecto sobre los niveles de c-HDL, el polimorfisnde APOE sobre la
concentracion de c-LDL, el polimorfismo rs7903148 den de TCF7L2 sobre
IMC y variantes de este mismo gen sobre los nivales glucosa. Los
polimorfismos Q192R de PON1 y R219K han potencigldefecto de las variantes
de CETP sobre los niveles de c-HDL, -75 G/A del demApoAl el efecto de la
variante E2/E3/E4 de APOE sobre la concentraciéncd®L, rs1036852 y
R219K, el efecto de rs7903146 sobre el IMC, y R2108677T, el efecto de las
variantes de TCF7L2 sobre los niveles de glucosa.
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5.6 Discusion de las interacciones gen*gen

En esta seccidn se discuten las interacciones garegtre el polimorfismo Taq
IB y E2/E3/E4 del APOE y entre las variantes TaglBs183130 de CETP y -
514C/T del gen de LH sobre los niveles de c-HDL.

Como se ha observado en el apartado de discudifoldworfismo E2/E3/E4
del APOE, la mayoria de los estudios no han obtenith asociacién entre las
variantes alélicas de APOE y niveles plasméaticos-B®L (Pablos-Méndez A et
al, 1997, Schaefer EJ et al, 1994, Muros M et @961 Hsueh WC et al, 2000),
coincidiendo con los resultados obtenidos en esteajp. Sin embargo, otras
investigaciones han detectado una tendencia deregenoveles de c-HDL en los
portadores de E4 y mayores en los portadores @eE2CE et al, 2003, Kataoka S
et al, 1996, Tiret L, 1994). En otros estudiospS@ encuentra una asociacioén entre
el alelo E4 con menores niveles de c-HDL (Dallorigeev et al, 1992, Gémez-
Coronado D et al, 1999).

Se ha mostrado que la asociacién del genotipo dgEASbbre los niveles de
lipidos puede ser modulada por edad, sexo, grupimoétdieta, tabaquismo,
consumo de alcohol, actividad fisica y la preseneieDMT2 (Davignon J et al,
1988, Bernstein MS et al, 2002, Corella D et a14b), Masson LF et al, 2003,
Shin M et al, 2005, Ordovas JM et al, 1995). Ademds interacciones
gen*ambiente, también se han detectado interacziogen*gen. Asi pues,
recientemente, un estudio realizado en poblaciéengé espafiola ha mostrado que
el efecto de polimorfismo de APOE sobre los nivalesc-HDL dependia del
polimorfismo TaqlB de CETP (Sorli JV et al, 2006 mostré que los menores
niveles de c-HDL asociados a la forma E4 se obsamvadlo en el caso de los
portadores de la variante B1 del polimorfismo Tagd8 CETP, mientras que los
portadores de E4 y B2 presentaban mayores nivelesHDL, y de forma inversa,
los portadores del alelo E2 mostraron mayores esvéé c-HDL con la variante B1
y menores con la variante B2. La isoforma E3 pr&sana situacion intermedia.
Miltiadous G et al, 2005 encontraron los mismosultedos en individuos
normolipémicos. Esta interaccion podria explicas laconsistentes resultados
obtenidos en otros trabajos sobre la asociacidre &ROE y niveles de c-HDL.
Sin embargo, en la poblacién PREDIMED de elevadegd cardiovascular esta
interaccion no fue detectada. Una explicacién jgodsubyacer en las
caracteristicas especificas que tiene esta pohla@dmodo que algun otro factor
puede influir en dicha interaccion. De hecho, selservado que en diabéticos la
actividad de CETP, que varia en funcion del polfieoro TaglB, no influye en la
relacion entre APOE y niveles de TG y c-HDL (ChaRbat al, 2008). Puesto que
la interaccién entre APOE y CETP se ha observadondividuos sanos (Sorli JV et
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al, 2006, Miltiadous G et al, 2005), mas estudms ecesarios en poblacion del
alto riesgo para confirmar la influencia del estadgabdlico en dicha interaccion.

Por otro lado, la aparente controversia entre tizidad de la LH y el riesgo
de ECV podria ser explicada por la interaccionfeatores genéticos, metabdlicos
0 ambientales. Asi, se han descrito interaccionasvariantes en el gen de CETP
que modulan los niveles de c-HDL y el riesgo de HB®dacs A et al, 2007, van
Acker BAC et al, 2008, Hirano K et al, 1995, Jankkat al, 2002). En el estudio
realizado por van Acker BAC et al (2008) se mostna asociacion entre los
polimorfimos TaqIB y -514C/T, de manera que losvitthos B2B2/TT mostraban
mayores concentraciones de c-HDL. Isaacs A et @07R encontraron la
interaccion entre -514C/T de LIPC y otra varianeeGETP, 1405V, que aumenta
también los niveles de c-HDL. Asi, los individuo& NT mostraron mayores
niveles de c-HDL. En este estudio se mostrd tambiémteraccion entre variantes
en los genes de CETP y LIPC para modular los révidec-HDL. Concretamente,
se observé una interaccion entre el polimorfisnigt€ST y rs183130 de CETP. El
polimorfismo -514C/T del gen LIPC solo mostré agodn con mayores niveles
de c-HDL en individuos portadores del alelo T delimporfismo rs183130 de
CETP, mostrando los individuos portadores del alejpara ambos polimorfismos,
un aumento marcado de c-HDL (9,5% con respectodaviduos CC/CC para
ambos polimorfismos). Pero, no se encontro efeettadsariante de LIPC en los
homocigotos CC para el polimorfismo rs183130 de EE{Pinteraccion
gen*gen=0,010). Sin embargo, en nuestra poblac@rsen encontrd interaccion
entre los polimorfismos TaqIB del gen de CETP WG/ de LIPC. Otros autores
tampoco han observado esta interaccién (Talmud &) 2002, Whiting BM et al,
2005).

Se ha propuesto que la interaccion entre las wagate los genes de CETP y
LIPC puede ser debida a la disminucion en la efaigede la LH en el catabolismo
de las particulas de c-HDL pobres en TG (Rader D@l,e2006). Asimismo, la
CETP transfiere TG a las subespecies de c-HDL. &stiguecimiento en TG de
las particulas de HDL aumenta la habilidad de lapara modelar estas particulas
(Barter PJ et al, 2002(b)). Asi pues, un descenda dctividad de CETP atribuible
a los alelos favorables del gen de CETP (como @b al del polimorfismo
rs183130 de CETP) podria conducir a la disminudénenriquecieminnto en TG
de las particulas de c-HDL y una consecuente rédluamn la eficacia de la LH
para catabolizar estas particulas, sumado a landisin de la actividad de la LH
provocada unicamente por el polimorfismo -514 Gader DG et al, 2006).

Por otro lado, curiosamente, los individuos homaoitg de los alelos que se
asocian con mayor concentracion de c-HDL para kignprfismos de ambos
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genes (CETP y LIPC), a pesar de presentar un n@auatiento en los niveles de
c-HDL, no han mostrado menor riesgo de ECV (Isdaesal, 2007), e incluso su
genotipo ha sido asociado con mayor riesgo de E@Mrfo K et al, 1995, Jansen
H et al, 2002, van Acker BAC et al, 2008).

En conclusién, en poblacion de elevado riesgo casdicular no se ha
observado una interaccion entre los polimorfismaglB de CETP y E2/E3/E4 de
APOE y -514 C/T de LIPC sobre los niveles de c-Higko, la asociacion entre el
polimorfismo -514C/T en el promotor del gen de Yidoncentraciones de c-HDL
parece estar modulada por la variante rs18313@edtetie la CETP.



CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos nos permiten llegar aitagentes conclusiones:

1. En el estudio piloto llevado a cabo en los priregparticipantes del estudio
PREDIMED, pudimos comprobar que la intervencionrioignal con dieta
mediterranea es capaz de producir cambios en lissnga de consumo de
alimentos aumentando la adherencia a la dieta engfliea y que esta mayor
adherencia se asocia significativamente con camféesrables en las
concentraciones plasmaticas de lipidos, marcadtrésflamacion y de dafo
endotelial.

2. La validaciéon del cuestionario semicuantitativofaEzuencia de consumo de
alimentos en poblacién de edad avanzada y elevesigorcardiovascular, con
caracteristicas similares a los pacientes partitisaen el estudio PREDIMED
ha permitido obtener buenos resultados en cuasiiovalidez y fiabilidad.

3. Tras determinar la prevalencia de los polimorfisri@s||B y rs183130 en
CETP, -514C/T en LIPC, Ser447X en LPL, E2/E3/E4AETOE, -75A/G en
APOAL, R219K en ABCAL, Q192R en PONL1, C242Tp2@phox, C677T en
MTHFR, -174G/C en IL-6, -765G/C en COX-2, rs993960s3751812 y
rs1861868 en FTO, Prol2Ala en PPARG2, Gly482Ser PEBARGCL,
rs7903146, rs7901695 y rs12255372 de TCF7L2 y ntmsa de las
subunidades de AMPK, concretamente, rs2796495 dKARR, rs4213
PRKAB1, rs1036852 PRKAB2, rs2293445 PRKAG1, rs8FRKAG2 y
rs1467320 PRKAG3 en individuos, de poblacion mexditeea, con alto riesgo
cardiovascular, hemos podido constatar que todos &tnen una frecuencia
alélica del alelo menos frecuente superior al iétd® los mas prevalentes los
polimorfismos rs9939609, rs3751812 y rs1861868 leger de FTO (0,435,
0,436, 0,444 respectivamente). Los polimorfismosaseprevalentes han sido
los que determinan los alelos E2 y E4 del polinsar de APOE (0,059 y
0,090 respectivamente) y el alelo 12Ala del geREARG2 (0,090).
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4.

La mayoria de estos polimorfismos se asocian sigtifamente con fenotipos
intermedios de riesgo cardiovascular (concentra@sigriasmaticas de lipidos,
glucosa, marcadores de estrés oxidativo y de imfitébn, presion arterial,
peso, IMC y/o perimetro de cintura), replicandocasmones ya descritas en
otras poblaciones e incluso encontrando asociasionevas descritas por
primera vez. Entre las diferentes asociacionesfiigtivas, las mas relevantes
en esta poblacion son las siguientes: el polimmdi E2/E3/E4 de APOE con
niveles de c-LDL, las variantes de CETP con c-HBILpolimorfismo R219K
de ABCA1l con niveles de c-HDL, glucosa, IMC y ciatuen mujeres,
variantes del gen de TCF7L2 con glucosa e IMC,posmorfismos de los
genes de COX-2 e IL-6 con niveles de IL-6 e ICAMIpolimorfismo C677T
del gen de MTHFR con concentraciones plasmaticagutesa.

En cuanto a la asociacion de estos polimorfismas @oesidad, diabetes,
hipercolesterolemia e hipertensién, los resultadéas relevantes han sido los
siguientes: el polimorfismo E2/E3/E4 de APOE copehiensién, la variante
R219K del gen de ABCAL1 con obesidad y diabetes ejenmes, las variantes
rs7903146 y rs12255372 de TCF7L2 con diabetesylghprfismo C677T del
gen de MTHFR con obesidad y diabetes; y el polirsord rs2796495 de
PRKAAZ2 con obesidad.

Ademas de las asociaciones individuales de esttimgrfismos con los
distintos fenotipos de riesgo cardiovascular, hemogontrado también
importantes interacciones gen*gen considerandangs en distintos genes
gue actuan sobre el mismo fenotipo. Entre ellasnda relevante ha sido la
observada entre los polimorfismos rs183130 en rldgeCETP y -514C/T en
el gen LIPC para determinar los niveles plasmatisos-HDL.

Las variables ambientales, fundamentalmente deloedé vida también
presentan interacciones con los polimorfismos émstiod determinando
fenotipos intermedios de riesgo cardiovascularreemtlas destacamos la
interaccion de la variante rs183130 en el gen BERC con tabaco sobre los
niveles de c-HDL, las interacciones gen*dieta etreolas en los genes de
ApoAl sobre los niveles de c-LDL, ABCA1 sobre glsapIMC, riesgo de
diabetes y obesidad, LIPC sobre niveles de TG p&;H CF7L2 sobre IMC y
riesgo de obesidad, PRKAG3 sobre glucosa y rieggdiabetes y PRKAA2
sobre cintura, IMC y riesgo de obesidad y, pormgti las interacciones
gen*actividad fisica observadas en el gen de FTkres¢tMC y cintura y
PPARG2 sobre los niveles de glucosa.
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8. Algunos de estos polimorfismos también se asociam mayor riesgo de
enfermedad cardiovascular, presentando asimismalamdnes ambientales,
por lo que podemos concluir que en las variablegjmicas y clinicas
estudiadas relacionadas con el riesgo cardiovasoexgste una importante
interaccion entre factores genéticos y ambientgles las determinan, cuyo
conocimiento en profundidad permitird establecératsgias mas eficaces de

prevencion personalizada en base al genoma y adifmtas variables
ambientales con las que interactia.
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