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RESUMEN

Introduccién: Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son responsables del 29,69% de las muertes en Colombia.
Se ha encontrado la hipertrigliceridemia, en diversos estudios como factor de riesgo independiente para la ECV.
El polimorfismo S19W (Ser19Ter) de la ApoAS5 se ha asociado en algunas poblaciones con la hipertrigliceridemia.
Sin embargo, en Colombia esto ha sido poco estudiado. Objetivo: Estimar la asociacion entre el polimorfismo
S19W y la hipertrigliceridemia en poblacion colombiana. Metodologia: Estudio tipo Corte Transversal, con 400
individuos provenientes de Bucaramanga, Colombia. Se cuantifico los TAG y se genotipificaron mediante la técnica
de SNaPshot y mini secuenciacion. Los resultados fueron analizados utilizando el software de analisis genético
Arlequin 3.5.1.2. Resultados: El polimorfismo S19W (Ser19Ter) mostro tres perfiles, CC, GGy CG. El polimorfismo
S19W se caracterizo tanto en afectados como en no afectados, mostrando que no existen diferencias significativas
en esta distribucion cuando se comparan los dos grupos. Discusion: Diversos mecanismos se han propuesto para
sustentar la hipertrigliceridemia como un factor de riesgo para ECV, entre los que se cuenta la APOAS. El estudio
comprobd que la poblacion estudiada se encuentra en equilibrio de Hardy Weinberg y al genotipo CC como el mas
frecuente. Los genotipos GG y el GC presentaron valores significativos en el grupo de sujetos afectados, (p<0,01 y
p=0,03; respectivamente). Se demostré la existencia de una estrecha relacion entre el polimorfismo Ser19Trp y la
hipertrigliceridemia (p<0,01). Conclusién: Se pudo demostrar la existencia de una relacion entre el polimorfismo
Ser19Trp de la Apo AS con los niveles elevados de TAG (p<0,01).

Palabras claves: Polimorfismo genético, hipertrigliceridemia, cardiopatia isquémica, Apo A.

ABSTRACT

Introduction: Cardiovascular diseases (CVD) are responsible for 29.69% of the deaths in Colombia. Several
studies have shown that hypertriglyceridemia is an independent risk factor for CVD. ApoAS gene S19W
(Ser19Ter) polymorphism has been associated with hypertriglyceridemia in some populations; however, their
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influence in Colombia is unknown. Objective: To determine the relationship between SI9W polymorphism and
hypertriglyceridemia in Colombian population. Methodology: Transversal crossover Studio, included a total of 400
individuals. TAG was quantified and genotyped using the technique SnapShot and mini sequencing. The results were
analyzed using genetic analysis software Arlequin 3.5.1.2. Results: SI9W (Ser19Ter) polymorphism showed three
profiles, CC, GG and CG. The S19W polymorphism was characterized both affected and not affected. There wasn’t
significant differences in the distribution when the two groups are compared. Discussion: Various mechanisms
have been proposed to support hypertriglyceridemia as a risk factor for CVD, including the APOAS counted. The
study found that the study population is in Hardy Weinberg and CC genotype as the most frequent. The GG and
GC genotypes showed significant values in the group of affected subjects (p = 0.002 and 0.03). It demonstrated
the existence of a close relationship between the Serl9Trp polymorphism and hypertriglyceridemia (p<0,01).
Conclusion: It was possible to demonstrate the existence of a relationship between polymorphism Ser19Trp of
ApoAS with elevated levels of TAG (p<0,01).

Keywords: Cardiovascular disease, polymorphism genetic, Hypertriglyceridemia, Cardiovascular Diseases,

APOAS protein, human

INTRODUCCION

En la actualidad, el infarto, la trombosis, la diabetes y la
hipertension se cuentan entre las 10 primeras causas de
muerte en Colombia. Durante el periodo 2005 - 2011,
las enfermedades cardiovasculares (ECV) fueron la
primera causa de muerte en la poblacion colombiana,
con 29,69% del total de muertes, siendo una de las
primeras causas de discapacidad y pérdida laboral'.
El origen de estas patologias es multifactorial, con un
componente genético y factores medio-ambientales
que interactuan contribuyendo a la susceptibilidad
individual a estas enfermedades.

Diversos  estudios epidemioldogicos y clinicos
han logrado demostrar que los niveles elevados
de triglicéridos (TAG), son un factor de riesgo
independiente para ECV?. Estos niveles estan
regulados por factores genéticos y medio-ambientales,
produciendo variabilidad en la poblacién®. Una
molécula involucrada en el metabolismo de los TAG es
la lipoproteina lipasa (LPL), enzima que se encarga de
la hidrolisis de los TAG transportados por la VLDL y
el quilomicron hasta acidos grasos libre y glicerol, con
el objetivo de aportar sustrato energético a los tejidos
periféricos’. La LPL es sintetizada por los tejidos
periféricos y liberada a la circulacion, posteriormente se
ancla al endotelio vascular adyacente unido al heparan
sulfato®’. Para llevar a cabo su actividad catalitica sobre
las lipoproteinas ricas en TAG, la LPL necesita de varias
moléculas entre las que se cuentan APOAS y APOCII
que permiten el anclaje y actividad de la enzima sobre
los TAG presentes en las lipoproteinas®”.

La APOAS5 es una proteina de la familia de las
apoproteinas, formada por 366 aminoacidos, con un
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peso molecular de 39 kDa. Es sintetizada en el higado
para luego aparecer en circulacion asociada como
dimero a lipoproteinas ricas en TAG como la VLDL,
asi como en la HDL. Aunque su mecanismo no es claro,
funciona como activador de la LPL, contribuyendo al
control de los niveles de TAG circulantes, presentes
en el quilomicrén y la VLDL. El gen de la APOAS
hace parte del claster APOA1/CIII/AIV localizado
en el cromosoma 11 regiéon 23 y estd formada por
cuatro exones que codifican para un marco de lectura
de 1107 pb’. Cuatro polimorfismos de la APOAS5
se han reportado asociados de manera diferencial a
niveles anormales de TAG en humanos en diversos
grupos étnicos®’. El polimorfismo S19W (rs 3135506),
incluye la sustitucion de una citosina por una guanina
en el nucleotido 56 del coddn 19, lo que resulta en el
cambio de una serina por un triptéfano'?, ocasionando
la disminucion de la actividad de la APOAS; esto lleva
a una hipertrigliceridemia marcada y a un riesgo mayor
para ECV'®!'_ Sin embargo, existen reportes sobre
la no relacion del polimorfismo S19W de la APOAS
con la ECV, por tanto, esta asociacion no esta del todo
determinada'. La prevalencia de este polimorfismo ha
sido estimada en un 6% en individuos caucasicos, 7%
en afroamericanos y 15% en hispanos'>',

Hasta el momento no se ha reportado la prevalencia
de este polimorfismo y su relacion con la
hipertrigliceridemia en la poblacion colombiana. Si se
tiene en cuenta las diferencias dietarias que caracterizan
nuestra cultura y la variabilidad genética producto del
mestizaje, la influencia de este polimorfismo puede
ser diferente para la poblacion colombiana en relacion
al resto del mundo. Este estudio tuvo como objetivo
explorar la relacion existente en poblacion colombiana
que porta el polimorfismo S19W (Serl9Ter) y la



Polimorfismo S19W (Ser19Ter) de la APOAS5 y su relacion con la hipertrigliceridemia en una poblacion de Colombia

hipertrigliceridemia, como un aporte inicial al estudio
del impacto genético en el metabolismo de los lipidos.

Estudio tipo Corte Transversal, que incluyé 400
individuos con edades entre 19 y 69 afios, colombianos,
residentes en Bucaramanga, participantes en los
estudios CARMEN (Conjunto de Acciones para
la  Reducciéon Multifactorial de Enfermedades
Croénicas no Trasmisibles), ¢ INEFAC (Incidencia de
Enfermedades Cardiovasculares y de sus Factores de
Riesgo), la muestra se seleccion6 al azar a partir de la
base de datos de CARMEN e INEFAC. Después de
explicar las condiciones del ensayo y haber firmado
un consentimiento informado, cada participante fue
sometido a un periodo de ayuno de 10 a 12 horas, para
posteriormente tomarle una muestra de sangre en tubo
seco utilizada para el analisis bioquimico y en tubo
EDTA como anticoagulante, para el analisis genético.
El tubo seco fue centrifugado a 3000 rpm durante 15
minutos. El suero obtenido fue alicuotado y almacenado
a -20°C hasta el momento de su analisis.

El proceso de andlisis molecular, se inicié con la
extraccion de ADN utilizando el kit ProFiler Forensic
DNA®. Para la identificacion del polimorfismo
SI9W (Ser19Trp) se amplificé un fragmento de
268 pb mediante técnica de PCR, utilizando como

identificacion del polimorfismo se efectué mediante
mini secuenciaciéon del fragmento amplificado,
empleando un kit de SNaPshot Multiplex® (Applied
Biosystems), utilizando un secuenciador ABI
PRISM® 310 (Applied Biosystems). Los tres perfiles
caracteristicos, se identificaron en el electroferograma
por el color del marcador utilizado: negro para guanina
(G), azul para citosina (C) y un patréon mixto para el
heterocigoto guanina citosina (GC). Para cuantificar
la concentracion de triacilgliceridos en la muestra se
utilizé la técnica colorimétrica, enzimatica, GPO/POD
(Wiener). Se considerd hipertrigliceridemia cuando
los niveles plasmaticos de TAG son superiores a 150
mgr/dL.

El analisis de los datos obtenidos se realiz6 utilizando
el programa de andlisis genético poblacional Arlequin
3.5.1.2'%; para las variables continuas se calculd la
media + desviacién estandar. Ademas, se utilizd
el test de Chi? (X?) para el andlisis de las variables
no continuas y para verificar el equilibrio Hardy-
Weinberg (EHW), el cual permitié corroborar que los
individuos se aparearon al azar.

El control de calidad de los ensayos moleculares se hizo
incluyendo en todas las pruebas controles positivos y
negativos (Figura 1); la correcta genotipificacion fue

cebadores  5’-CCAGCTGTCTCCTCCCTTC-3’(F)  confirmada mediante la repeticion al azar de un 20% de
y  5-TCTCCGACCCTGACTTCAAC-3’(R). La las muestras analizadas.

2000 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

1800

1600/

1400/

1200 %

10001

800 2

600

400

200

0 - S i
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

2000
1800
1600
1400
1200
1000
800!
6001
400
200
0

20 35

62

110 120

80

Figura 1. Control positivo polimorfismo S19W (Ser19Ter). En el recuadro A se muestra los dos picos del control de 26 y 27 pb
(color negro), marcados con el fluorocromo amarillo. En el recuadro B se observa en color naranja, la imagen del marcador de

peso molecular (The GeneScan™ 120 Lyz® size standard).
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RESULTADOS

El estudio incluyd 400 participantes, 272 (68%)
hombres con edad promedio de 37,6 afios. El 39,8% de
los participantes (159) presentaron hipertrigliceridemia,
mientras que en el 60,2% (241) se encontraron niveles
normales (Tabla 1). Se determiné que los grupos
analizados se encuentran en equilibrio de Hardy
Weinberg. (Afectado X?>=1,53; no afectado X*=0,58)
lo que permitié inferir que los mismos representan la
poblacién en general.

El polimorfismo S19W (Serl9Ter) mostrd tres
perfiles, dos genotipos homocigotos CC y GG y uno
heterocigoto CG. El genotipo CC correspondiente al
mutado, presenta un pico de 27 pb, se encontrd en el
2% de la muestra, y el genotipo GG correspondiente
al ancestral, exhibe un pico de 26 pb, se encontré en el
73.4% del grupo analizado. El perfil heterocigoto CG
se caracteriza por un pico 26 y otro de 27 pb, se detecto
en el 24.6% de la poblacion analizada (Figura 2).

Tabla 1. Concentraciones séricas de triglicéridos (TAG)
de acuerdo con los genotipos de los sujetos afectados y no
afectados.

TAG* < 150 mg/dL. TAG> 150mg/dL.  Total

Genotipo  (No afectados) (Afectados) N=400
n=241 (60.2%) n=159 (39.8%) (100%)
CcC 3(1) 6(3.8) 9(2.25)
CG 59 (24.5) 38 (23.9) 97 (24.25)
GG 179 (74.3) 115 (72.3) 294 (73.5)
Pearson chi*(2) =2.7854 p=0,25
Fisher’s exact = p=10,29
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Figura 2. Electroferograma obtenido con los perfiles genéticos
del amplificado del polimorfismo Ser19Trp de la ApoAS. La
figura (a) muestra el perfil CC (pico en 27pb); (b) el perfil GC
(picos en 26 'y 27pb) y (¢) el perfil GG (picos en 26 pb).
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La distribucion de los genotipos del polimorfismo S19W
(Ser19Ter) se establecidé para sujetos afectados con
hipertrigliceridemia (TAG>150 mg/dL) y no afectados.
El genotipo GG fue el mas frecuente en la poblacion
estudiada, tanto en afectados como no afectados,
representando el 73,5% de la poblacion estudiada,
mientras el genotipo CC fue el menos frecuente para
ambos grupos de individuos, representando solo el 2,2%
de la poblacion. No existen diferencias significativas en
esta distribucion cuando se comparan los dos grupos,
(valor X? =2.7854, p =0.248). (Tabla 2).

Al comparar en la muestra analizada la distribucion
genotipica y la alélica, se encontr6 la forma ancestral
del polimorfismo S19W (Serl9Ter), correspondiente
a la forma homocigota GG, en el grupo de afectados,
con un valor significativo (p= 0,002), igualmente se
observo para la forma heterocigota CG (p=0.033), en
los dos grupos analizados. Este hallazgo se correlaciona
con lo observado en la distribucion alélica de la muestra
analizada, para el alelo G en el grupo de afectados el
valor de p fue inferior a p<0,01. Las dos poblaciones,
afectados y no afectados mostraron una distribucion
diferencial. (Tabla 2).

Al explorar la posible relacion entre el polimorfismo
Ser19Trp de la ApoAS5 con los niveles elevados de TAG
(> 150 mg/dL), se pudo demostrar la existencia de una
estrecha relacion entre estas dos variables (p<0,01).

Tabla 2. Frecuencias de genotipos y alelos polimorfismo

S19Wen la  poblacion  analizada; afectados  por
hipertrigliceridemia como no afectados.
Frecuencias
3 0,
Genotipo, n (%) Alélicas, n (%)
Genotipo
de SIOW CcC CG GG AleloC  Alelo G
Afectados
(n=159) 6(3.8) 38(23.9) 115(72.3) 31 (0.11) 249 (0.89)
No
afectados 3 (1) 59 (24.5) 179 (74.3) 35(0.08) 387 (0.92)
(n=241)

Valordep 0,32 0,03 <0,01 0,62

EHW Afectados: chi’=1.534 p=0,22

EHW No afectados: chi>= 0.583 p=0,45

EHW en el grupo total bajo la HO: de EHW en casos dado que los
controles estan en EHW, chi* (2)=2.168 p=0.3382.

<0,01

DISCUSION

Las enfermedades cardiovasculares representan el
29,6% del total de muertes en Colombia', siendo las
enfermedades isquémicas cardiacas la principal causa
de estas muertes con un 8,16%, convirtiéndose en
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un problema de salud publica con carga econdmica
para el Sistema Nacional de Salud. Las causas de las
ECV son multifactoriales por tanto la prevencion y el
manejo clinico requiere de la identificacion y control
tanto de factores genéticos como medio ambientales
responsables de manera directa o indirecta de su origen
y progresion.

Los recientes avances en el estudio del componente
genético de la ECV han contribuido a conocer mejor
la historia natural de la enfermedad, y han fortalecido
el interés sobre el analisis de los posibles genes
implicados en su desarrollo, las variantes polimorficas
de estos genes y su potencial como marcador de riesgo
o de proteccion.

La asociacion entre la hipertrigliceridemia, enfermedad
cardiovascular y mortalidad ha sido controversial'”"’.
Diversos mecanismos se han propuesto para sustentar
la hipertrigliceridemia como un factor de riesgo
para ECV, entre los que se cuenta su asociaciéon con
niveles bajos de cHDL, el incremento en las cLDL
pequeiias y densas y la insulino resistencia periférica®;
adicionalmente la hipertrigliceridemia incrementa la
produccion de citoquinas pro inflamatorias, fibrinogeno
y proteinas de la coagulacion, fuertemente asociadas al
aumento del riesgo de ECV?""22, La APOAS, descrita en
20016, alcanza concentraciones plasmaticas de 0,15ugr/
mL, y tienen un papel relevante en el metabolismo de
los TAG. El Berkeley Lipid Study Population demostré
que el polimorfismo S19W (Ser19Ter) de la APOAS es
tres veces mas frecuente en varones y mujeres blancas
con niveles elevados de triglicéridos al comparar con
otras poblaciones similares'”.

El estudio mostré que, en poblaciéon colombiana,
originada ésta en la mezcla de componente caucasico,
negro, oriental y nativo, el genotipo GG de la ApoAS es
el mas frecuente, tanto en afectados como no afectados,
encontrandose en el 73,5% de sujetos analizados.
El genotipo CC presentd la frecuencia mas baja en
ambas poblaciones, afectados y no afectados por
hipertrigliceridemia (2,2%). Estos resultados no son
similares a los encontrados en otras poblaciones®?.
Penachio reportd en norteamericanos e hispanos una
frecuencia para el alelo mutado (C) del 15%, para
caucasicos del 6%, para africanos y para americanos del
7%". Ruiz, et al. informaron una frecuencia de 10,02%
para el polimorfismo Ser19Trp (SI9W), en poblacion
china, Malaya e hindu, 0,1%, 1% y 3% respectivamente.
Andrade reportdé que en poblaciones brasileras con
componente mestizo la frecuencia del polimorfismo
fue de 13,7%?, resultados que no coinciden con los

obtenidos en este trabajo (73,26%), sin embargo,
concuerdan con los datos reportados por el NCBI en
una poblacion de Estados Unidos (ESP) con 87,4%%.

La poblacién estudiada se encontré en equilibrio de
Hardy Weinberg, lo que permite inferir que no estaba
influenciada por factores externos como deriva genética,
mutacion o consanguinidad de los individuos™®.

Con relacion a la distribuciéon del polimorfismo
S19W (Ser19Ter) de la APOAS en el grupo de sujetos
afectados con hipertrigliceridemia, se encontrd
que la forma homocigota GG y la heterocigota GC
presentaron valores significativos (p<0,01 y p=0,03,
respectivamente), resultado que concuerda con los
hallazgos observados en otras poblaciones. Andrade
demostrod que la presencia del polimorfismo Serl19Trp
del Gen de APOAS influye significativamente en
los niveles de triglicéridos y es un factor de riesgo
independiente para desarrollar enfermedad coronaria®.

La importancia desde el punto de vista funcional del
polimorfismo (S19W) Ser19Trp, radica en el cambio de
un amino acido hidrofilico, serina, por uno hidrofébico,
triptofano, en el péptido sefal, dificultando su
translocacion al reticulo endoplasmico, lo que sugiere
que esto provoca un cambio funcional’'. Todo parece
indicar que la APOAS actia como un control para la
secrecion de TAG por parte del higado*>**. La dificultad
que este polimorfismo provoca en la translocacion de
la proteina, reduce su secrecion por parte del reticulo
endoplasmico, disminuyendo su disponibilidad y por
tanto su asociacion a las lipoproteinas ricas en TAG,
lo que deprime su papel regulador en el crecimiento y
depuracién de las VLDL y quilomicroén, que se reflejaria
en la produccion de VLDL excesivamente cargadas
de TAG, lo que explicaria su asociacion con los altos
niveles plasmaticos de TAG*+%.

Los hallazgos alcanzados en este trabajo nos obligan
a seguir en la busqueda de otros posibles marcadores
de riesgo que permitan detectar tempranamente a los
potenciales candidatos a wuna hipertrigliceridemia,
de manera tal que se logre realizar una intervencion
temprana en su estilo de vida, mejorando la calidad de la
misma, y quizas lograr aumentar su expectativa de vida.

Dentro de las limitaciones de este trabajo cabe sefialar
que se trata de un primer abordaje de los aspectos
genéticos del metabolismo de los TAG, analizando un
solo polimorfismo de un gen cuyo estudio hoy en dia
en otras poblaciones, es fuente de nuevas publicaciones
en el tema, con el objetivo claro de conocer mejor a
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la poblacion afectada, de impactar en nuevas pruebas
diagnosticas  especialmente preventivas, siempre
con el animo de llegar en un futuro a un numero
mayor de individuos involucrados. Las mas recientes
publicaciones muestran no solo un aumento sustancial
en el nimero de sujetos analizados, sino como larelacion
existente entre diversos productos del metabolismo
graso y un numero creciente de marcadores genéticos
de proteccion o riesgo, siempre con miras a tener
herramientas diagnosticas predictores para seleccion de
candidatos a campafias de prevencion.

CONFLICTO DE INTERES

Los autores declaramos que no tenemos ningin
conflicto de interés.

CONSIDERACIONES ETICAS

El presente estudio, fue avalado por el comité de ética
de la Facultad de Salud de la Universidad Industrial
de Santander seglin acta N° 18 del 11 de octubre
del 2010; es considerado de riesgo minimo segun
resolucion 8430 de 1993 del ministerio de salud, y los
datos utilizados son de caracter anonimo para proteger
la confidencialidad.
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