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Resumen

a caveolina 1 es una proteina estructural que interviene
Len diversos procesos metabélicos. En estudios de aso-

ciacion genética, el gen que la codifica CAV1 (7q31.2) se
ha asociado a resistencia a la insulina, hipertensién, hipertri-
gliceridemia y c-HDL bajo. Sin embargo, se desconoce si va-
riantes en CAV1 se asocian a obesidad e incremento en el ries-
go cardiovascular (RCV).
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Objetivo: Analizar la posible asociacién entre variantes en
CAV1 con el RCV en poblacion del caribe colombiano.

Metodologia: Se realiz6 un estudio de asociacion genética
con 595 adultos de Cartagena de Indias. Se hizo la genotipi-
ficacion de los polimorfismos de nucledtido simple (SNPs):
rs3779512, rs926198, rs10207569, rs11773845, rs7804372,
rs1049337. El RCV fue definido mediante el puntaje derivado
del estudio de Framingham. Para estimar la asociacién entre
las variables de estudio se realiz6 un analisis de varianza ajus-
tado y fueron construidos arboles de regresion. Se aplico el
ajuste de Bonferroni para pruebas muiltiples, donde fuera ne-
cesario.

Resultados: La variante rs1049337 se encontr6 asocia-
da con el incremento del RCV (p=0,0001). Los sujetos con el
genotipo TT en este locus tuvieron un mayor puntaje de RCV,
+4,1 1C95% [0,8-8,0] en comparacién con CC (p=0,03) y +4,3
1C95% [0,3-8,4] con CT (p=0,03). El arbol mostr6 que en el
grupo TT (rs1049337) presentaba un mayor puntaje si los
sujetos ademas contaban con el genotipo TT para rs3779512.

Conclusiones: Las variantes rs1049337 y rs3779512 se
encuentran asociadas a incremento en el puntaje de RCV.

Palabras clave: caveolina 1, enfermedades cardiovascu-
lares, polimorfismo de nucledtido simple, estudios de asocia-
cién genética, Colombia, América Latina.

Introduccion

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son un grupo de
entidades complejas que incluyen la enfermedad coronaria, la
isquemia cardiaca, la enfermedad cerebrovascular, desérde-
nes vasculares (e.g., hipertensién arterial) y otros trastornos
cardiacos™). Generalmente, la etiopatogenia es multifactorial
con contribucién de agentes bioldgicos (i.e., genéticos, celula-
res o infecciosos), ambientales y socioeconémicos que conjun-
tamente incrementan el riesgo de enfermar®?.

En América Latina las ECV representan la primera causa
de morbilidad y mortalidad en la poblacién adulta™. Se estima
que en la regién ocurren mas de un millén de muertes anual-
mente, atribuidas directamente a estas enfermedades y que
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éstas representan alrededor del 42% de todas las defuncio-
nes prematuras®¥. Ademas se ha proyectado que para el afio
2020 la mortalidad se habra incrementado en un 60%, prin-
cipalmente como consecuencia de la aceleraciéon de las tasas
de obesidad y diabetes mellitus tipo 2 (DM2), dos de los mas
importantes factores de riesgo asociados con las ECV®*5).

Ante este panorama, el analisis del riesgo cardiovascular
(RCV) ha sido ampliamente adoptado como una estrategia util
para el control de la epidemia y la prevencién de las ECV®. El
RCV es la probabilidad de desarrollar una ECV dentro de un
periodo de tiempo definido, cuya determinacién se basa prin-
cipalmente sobre la concurrencia de factores de riesgo modi-
ficables (e.g., habito de fumar, indice de masa corporal, entre
otros) y no modificables (e.g., sexo, etnia, entre otros)®. Con
este enfoque se han validado diversos modelos de algoritmos
de prediccién que emplean combinaciones de estos factores
de riesgo para arrojar valores, o puntajes, semicuantitativos”.

Recientemente algunos algoritmos y ecuaciones han sido
enriquecidos con la introduccién de biomarcadores y variantes
genéticas que tienen como objetivo incrementar la fiabilidad de
las predicciones, sobre todo en poblaciones con caracteristicas
heterogéneas, donde la aplicacién de métodos generalizados
frecuentemente arroja resultados imprecisos®. En particular,
el poder predictivo del riesgo calculado a través de la ecuacién
de Framingham se ha visto incrementado con la inclusién en el
andlisis de algunos polimorfismos de nucledtido simple (SNP,
por su sigla en inglés Single Nucleotide Polymorphism) en los
genes UCP2, ApoE, LPL y ApoA4, al igual que con otros SNPs cer-
canos al locus 9p216-12, Es por esto que contintian los esfuerzos
por describir las variantes genémicas asociadas con el RCVU3),

Anteriormente nuestro grupo de investigadores analiz6 la
relacion del gen de caveolina 1 (CAV1) con la hipertrigliceride-
mia y el sindrome metabdlico¥, por lo que se ha generado la
hipétesis de que variantes en este gen podrian estar ademas
asociadas con el RCV. CAV1 estd localizado en 7q31.2 y codifi-
ca para una proteina integral de membrana de 22 kDa, que es
indispensable para la formacidn de estructuras invaginadas en
la superficie celular, denominadas cavéolas*>'7). En conjunto,
el complejo CAVEOLINA-1/cavéola ha sido identificado como
parte de un sefialosoma que involucra los receptores de insuli-
na, adiponectina y leptina, cuya actividad depende en parte de
la fosforilacién del primer dominio de la CAVEOLINA-13®), Por
su parte el gen CAV1 se ha asociado con resistencia a la insuli-
na, lipodistrofia, dislipidemia, hipertensién y sindrome meta-
bélico®?2. En congruencia con estos antecedentes, el objetivo
del presente estudio fue analizar la posible asociacién entre
variantes en CAV1 con el RCV en poblacién adulta.

Materiales y métodos

Se llevo a cabo un estudio de corte transversal en Carta-
gena de Indias, una ciudad del caribe colombiano, habitada
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por cerca de un millén de personas, donde ha sido descrita
una acentuada estratificacion genética, compuesta por grupos
con ancestros europeos (60%), africanos (30%) y amerindios
(109%)@326),

El estudio incluy6 adultos (18-80 afios) no emparenta-
dos, residentes del area urbana de Cartagena de Indias. Fue-
ron excluidos los sujetos con historia de alteraciéon endocrina
primaria o enfermedad de origen genético. Ademas, fueron
descartadas para el andlisis las mujeres gestantes y personas
con historia de intervenciones quirdrgicas para el tratamiento.
Todos los sujetos participaron de forma voluntaria y dieron su
consentimiento informado por escrito, segtn las recomenda-
ciones del Comité de Etica en Investigacién de la Universidad
de Cartagena.

A los sujetos seleccionados se les midieron las variables
antropométricas (i.e., altura, peso, circunferencia abdominal
y perimetro de caderas), siguiendo las recomendaciones de
la Federacidon Internacional de Diabetes, y la presion arterial
fue medida por el método auscultatorio??%, Igualmente, fue
recolectada una muestra de sangre venosa bajo condiciones
de ayuno no inferior a 8 horas para medir las concentraciones
séricas de glucosa, triglicéridos y c-HDL, ademas, una alicuota
de esta muestra fue conservada para anadlisis genéticos pos-
teriores.

El RCV fue estimado a partir de la ecuacién descrita por
D’Agostino y cols.?*?), teniendo en cuenta las variables: edad,
concentraciones séricas de colesterol total y colesterol HDL,
antecedentes de tratamiento antihipertensivo, consumo de ta-
baco y DM2, a través de lo cual fue calculado el porcentaje de
riesgo de sufrir un evento cardiovascular en 10 afios.

Para la genotipificacion, se escogieron seis SNPs, usando
los datos de la poblacién CEU del proyecto HapMap, tomando
como referencia aquellos polimorfismos con una frecuencia
alélica menor (FAM) = 0,25, y un coeficiente de correlacion
(r¥) = 0,8. De acuerdo con esto los SNPs analizados fueron: (i)
rs926198, (ii) rs3779512, (iii) rs10270569, (iv) rs11773845,
(v) rs7804372 y (vi) rs1049337. Estas variantes fueron geno-
tipificadas por reaccién en cadena de la polimerasa cuantita-
tiva (qPCR, del inglés quantitative Polymerase Chain Reaction)
usando sondas TagMan especificas (Thermo Fisher Scientific,
Inc., Waltham, MA, Estados Unidos). La discriminaciéon alélica
se llevé a cabo con los datos de fluorescencia, mediante el Ste-
pOne Real-Time PCR Software (Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham, MA, Estados Unidos).

En los procedimientos estadisticos, se emplearon medidas
de tendencia central para describir los datos antropométricos
y de bioquimica sanguinea, asi como el puntaje de RCV; por
su parte, las alteraciones metabdlicas fueron descritas con
medidas de frecuencia. Las medias fueron comparadas con la
prueba T de Student, mientras que las frecuencias fueron com-
paradas con la prueba exacta de Fisher o de X? segtn fuera
apropiado.
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Las frecuencias alélicas y genotipicas fueron determinadas
empleando el paquete estadistico genetics©?. Las asociaciones
entre las variables continuas de acuerdo con la distribucién
genotipica fueron comparadas mediante un analisis de varian-
za (ANOVA). Para la comparacion de promedios de variables
continuas entre los grupos de genotipos de los SNPs se aplicé
la prueba Diferencia Honestamente Significativa de Tukey o
Tukey’s HSD (del inglés, Honestly Significantly Diferent). Adi-
cionalmente, los datos fueron analizados mediante un modelo
de regresion generalizada (regresién lineal multivariada) y
ajustados por la correccién de Bonferroni, para lo cual se con-
sideraron como significativos valores de p<0,0083. Ademas, se
construyeron arboles de regresién que describieron las rela-
ciones entre variables respuestas (puntaje de RCV) y las varia-
bles explicativas o predictoras (SNPs). Este analisis se realiz6
mediante el paquete rpart®. Todos los procedimientos antes
mencionados fueron realizados mediante el programa estadis-
tico R versién 3.3.262,

Resultados

Caracteristicas demograficas

La muestra estuvo comprendida por 645 sujetos, de los
cuales 50 fueron excluidos. Se analizaron los datos de 595 in-
dividuos (59,7% hombres y 40,3% mujeres). La mayor parte
de los sujetos (77,5%) habitaban en estratos econémicos 1y 2,
el 17,6% en 3, y los restantes en estratos 4, 5 y 6. El promedio
de edad en la poblacidn fue de 43,7+17,4 afios (tabla 1).
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Datos bioquimicos, antecedentes (HTA, tabaco y DM2) y
RCV

La media de los niveles séricos de colesterol total y HDL en
la poblacién general fue de 188,5+55,9 y 46,1+15,1, respecti-
vamente, siendo superior en el grupo de mujeres que en el de
hombres, para ambas variables; la media de la tensién arterial
sistdlica fue de 113,9+17,0 mmHg y la diastdlica de 75,5+10,7
mmHg. La HTA fue el antecedente que se present6 con mayor
frecuencia (n=143, 24%), seguido por el consumo de tabaco
(n=121, 20,3%) y la DM2 (n= 78, 13,1%) en la poblacién ge-
neral. La frecuencia de antecedentes de HTA y diabetes fue su-
perior en el grupo de mujeres, mientras que la frecuencia de
antecedente de tabaco fue mayor en los hombres. El promedio
de puntaje de RCV fue de 8,9+13,2 (tabla 1).

Genotipificacion

En los 595 individuos incluidos se obtuvieron los genoti-
pos de los 6 polimorfismos seleccionados en el gen CAV1:

* 153779512, FAM (alelo C) de 30,5%

¢ 15926198, FAM (alelo T) de 40,1%

« rs10270569, FAM (alelo C) de 19,3%

¢ 1511773845, FAM (alelo C) de 43,4%

* 157804372, FAM (alelo A) de 26,6%

* rs1049337, FAM (alelo T) de 35,6%

Las frecuencias alélicas y distribuciones genotipicas se
muestran en la tabla 2.

Tabla 1. Descripcion de variables en la poblacion general

Hombres
(n=355)

Variables

J\% ATV
(n=240)

Poblacion general Valores de p

7,319x10”

Colesterol 183.6 +526 195,8 +59,9 188,5 +55,9 0,011
total
E%Tteml 441 +123 492 +18,1 46,1 =151 0,0001

TAS 113,7 +152 1144

+195 113,9 +17,0 0,608

TAD 76,6 +10,3 73,9

+113 75,5 +10,7 0,004

A.HTA 56 (15,8) 87 (36,2) 143 24,0) 1,736x10°
A. Cigartillo 86 (24,2) 35 (14,6) 121 (20,3) 0,005
A. DM 24 6,7) 54 (22,5) 78 (13,1) 4,85x10°%
RCV 8,8 +143 8,9 +114 8,7 +13.2 0,914
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Tabla 2. Frecuencias alélicas y distribucién para el
gen CAV1

F. ‘ Valor de p

G 713 (59,9
477 (40,1)

GG 221 (37,1) 0,05 0,09
GT 271 (45,6)
T 103 (17,3)

n‘

363 (30,5)

T 827 (69,5)
CcC 61 (10,2) 0,03 0,19

cT 241 (40,5)

T 293 (49,3)

n‘

961 (19,3)
T 229 (80,7)
CcC 388 (65,2) 0,004 0,50
) 185 (31,1)
T 22 (3.7)

)‘

674 (56,6)

516 (43,4)
AA 201 (33,8) 0,07 0,04
AC 272 (45,7)
Ccc 122 (20,5)

q‘

873 (73,4)

317 (26,6)
T 324 (54,5) 0,03 0,24
TA 225 (37,8)
AA 46 (7,7)

h‘

814 (64,4)

376 (35,6)
CcC 298 (50,1) 0,06 0,07
cT 218 (36,6)
T 79 (13,3)
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Frecuencias genotipicas y asociaciones con RCV

Los modelos de regresion lineal simple en los que se con-
sideré como variable explicativa cada uno de los SNPs (por se-
parado) y como variable respuesta los valores de RCV, mostra-
ron significancia estadistica solo para la variante rs1049337
(p=0,0001) (tabla 3). Tras realizar la prueba Tukey’s HSD, el
genotipo TT del SNP rs1049337 mostr6 mayores puntajes de
RCV que los otros genotipos (CCy TT) (p=0,02), 4,17% [IC95%
0,26-8,08%] mas que CC (p=0,03) y 4,36% [IC95% 0,3-8,4%]
mas que CT (p=0,03).

El modelo de regresion lineal multivariada (que incluyé
como variables explicativas todos los SNPs y como variable
dependiente el puntaje de RCV) también mostré diferencias
significativas para el SNP rs1049337 (p=0,0001), consideran-
dose como significativos valores de p<0,0083 (correccién por
Bonferroni).

El arbol de regresién siguié la misma tendencia, pero
ademdas mostré que los sujetos con este genotipo (TT para
el SNP rs1049337) mostraban un mayor puntaje de riesgo si
ademas contaban con el genotipo TT para el SNP rs3779512
(p=0,0005) (figura 1).

Discusion

La caveolina 1 es una proteina integral de membrana que
ha sido relacionada con alteraciones metabélicas como hiper-
tensidn, resistencia a la insulina, DM2 y anormalidades lipi-
dicas que incrementan el riesgo de padecer enfermedades de
tipo cardiovascular®®334%, El andlisis de variantes polimorfi-
cas presentes en el gen que la codifica ha venido siendo objeto
de estudio, con el fin de comprender con mayor profundidad
su papel en el desarrollo y progresion de este tipo de pato-
logias. En el presente trabajo se analizd la asociacién entre
variantes polimorficas en el gen CAV1 y los puntajes de RCV
en una poblacién genéticamente heterogénea de adultos del
caribe colombiano. Los resultados mostraron que las varian-
tes rs1049337 y rs3779512 se encontraron asociadas a incre-
mentos en el puntaje de riesgo.

De los seis SNP seleccionados, solo el SNP rs1049337 se
encontr6 asociado de manera significativa con el RCV, parti-
cularmente el genotipo TT que mostré mayores valores del
puntaje que el resto de los genotipos. Adicionalmente, el ana-
lisis mediante los arboles de regresion en este mismo grupo
(TT para rs1049337) mostré que el SNP rs3779512 (especi-
ficamente el genotipo TT) se encontraba asociado a mayores
valores del puntaje. Sobre este hallazgo, no se reportan estu-
dios que asocien estas dos variantes con alteraciones cardio-
metabolicas. E1 SNP rs1049337 se ha vinculado a asociaciones
con el riesgo de carcinoma renal y cancer de préstata®®>39,
asi como con el incremento del riesgo de patologias oculares,
principalmente glaucoma de dngulo abierto, esta tltima condi-
ci6n también relacionada con el SNP rs3779512, sin encontrar
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Tabla 3. Valores promedio de riesgo cardiovascular (RCV) de acuerdo con los genotipos de los SNP

SNP ‘ Genotipos* ‘ Valor de p
GG GT T GGvs GT+TT TT vs GT+GG
rs3779512
8,7+14,13 8,65+£12,13 9,7£13,9 0,515 0,736 0,25
cc CcT T CCvs CT+TT TT vs CT+CC
rs926198
7,8+13,64 9,2+13,11 8,7+13,24 0,455 0,32 0,695
cc CcT T CCvsCT+TT TT vs CT+CC
rs10207569
8,65+13,5 9,18+12,47 9,82+13,27 0,672 0,408 0,586
AA AC Ccc AA vs AC+CC CCvs AC+AA
rs11773845
9,4£14,8 8,2+10,9 9,32+14,93 0,267 0,226 0,491
T TA AA TT vs TA+AA AA vs TA+TT
rs7804372
9,0+14,2 8,4+11,59 9,98+13,65 0,472 0,65 0,349
cc CcT T CCvs CT+TT TT vs CT+CC
rs1049737
8,37+£11,3 8,18+£12,31 12,54+20,13 0,0001* 0,16 2,88x10-5

*Promedio*Desviacién estandar.
*valores de p<0,05. Los datos fueron corregidos por sexo y edad.

Figura 1. Arbol de regresiéon que esquematiza las
asociaciones entre el puntaje de riesgo cardiovascular
(RCV) y los genotipos de los SNPs analizados:
rs3779512,rs926198,rs10207569, rs11773845,
rs7804372,rs1049737. El genotipo TT para el SNP
rs1049337 mostro un mayor puntaje de RCV en
comparacion con los genotipos CC o CT (p=2,88x107),
a su vez, el genotipo TT para el SNP rs3779512
incrementé aiin mas el valor (p=0,0002). En este
esquema se encuentran representadas solo las variables
que tuvieron influencia sobre el desenlace. Los valores
fueron ajustados por edad y sexo.

CCoCT rs1049337 TT
GGoGT rs3779512 T
RCV
83
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diferencias significativas®”® y con el SNP rs10270569, para el
cual sf se describen asociaciones que conservan significancia
estadistica®. Aunque no se evidencian estudios que relacio-
nen estas dos variantes (rs1049337 y rs3779512) a patologias
de tipo cardiovascular, es posible que las asociaciones encon-
tradas en el presente trabajo estén relacionadas con cambios
en la expresion del gen CAV1, y asi mismo de la proteina caveo-
lina 1, proteina implicada en la homeostasis lipidica, regula-
cion de procesos metabdlicos y recientemente relacionada con
la fisiopatologfa de trastornos hipertensivos“®.

De acuerdo con los resultados del presente trabajo, el gen
CAV1 no se encontr6 asociado a DM2, contrario a lo encontra-
do por otros autores en poblaciones con ancestros europeos
y en grupos hispanos residentes de Estados Unidos, donde el
SNP rs926198 estuvo asociado con resistencia a la insulina y
DM2(920, Sobre este punto, vale la pena resaltar que el men-
cionado trabajo realizado por Baudrand y cols. (2015), tuvo
en cuenta consideraciones mas estrictas para el diagnéstico de
estas condiciones, incluyendo ademas la resistencia a la insuli-
na como una de sus variables. En el presente trabajo por otro
lado, dichas asociaciones fueron analizadas a partir del hallazgo
de DM2, establecido bien sea por valores de glicemia en ayuno
2126mg/dL o por antecedentes personales referidos por el su-
jeto bajo estudio. Roberts y cols. (2009) reportaron asociaciones
significativas con menores riesgos de hipertensiéon portopulmo-
narV, En el presente trabajo esta variante se encontré asociada
a los valores de tension arterial tanto sistélica como diastélica
(p<0,05) [no se muestra en el manuscrito]. En otros estudios se
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ha analizado la relacién de dicha variante con el riesgo de pato-
logias como esclerosis sistémica y cancer de proéstata, sin encon-
trar asociaciones®®%4?),

En el presente trabajo no se reportaron asociaciones para
los SNPrs11773845 y rs7804372 con ninguna de las condicio-
nes estudiadas. Esto coincide con los hallazgos de Chen y cols.
(2016), enlos que no encontré asociaciéon del SNPrs11773845
con enfermedad arterial coronaria®). Sin embargo, existe evi-
dencia que relaciona a estas dos variantes con alteraciones
cardiacas y metabolicas; Pojoga y cols. (2011) reportaron
asociacién del SNP rs3807989 (proxy para rs11773845) con
resistencia a la insulina (20) y Liu y cols. (2017) recientemen-
te reportaron asociaciones de este polimorfismo con fibrila-
cién auricular®®. En el presente trabajo no se estudiaron de
forma especifica las condiciones valoradas por otros autores
(i.e, resistencia a la insulina y fibrilaciéon auricular), pero por
otro lado el objeto de estudio aqui planteado guarda mas rela-
cion con lo estudiado por Chen y cols. (2016) (i.e., enfermedad
arterial coronaria), que reporto resultados que conservan el
sentido de los hallazgos del presente trabajo. De acuerdo con
esto, este SNP podria entonces estar involucrado en el desa-
rrollo de patologias cardiometabdlicas, pero participando en
las vias bioquimicas del metabolismo de carbohidratos o en la
conduccioén de sefiales.

Con respecto al SNP rs7804372, recientemente Shyu y
cols. (2017) reportaron asociaciones del alelo A de esta va-
riante con incrementos en el riesgo de accidente cerebrovas-
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cular por enfermedad aterosclerdtica en grandes vasos (OR
1,63 IC 1,19-2,22)“%, Asi mismo, el polimorfismo rs3807994
(proxy de esta variante rs7804372) se ha asociado a mayores
niveles séricos de caveolina 1%, considerandose a esta ulti-
ma como un determinante critico en la autofagia, recambio
metabdlico, estrés oxidativo del endotelio vascular, y la se-
fializacion involucrada en el desarrollo de patologias cardio-
vasculares647),

A pesar de las asociaciones estadisticas encontradas, este
estudio presenta varias limitaciones que deben considerarse.
Tratandose de una poblacién de estudio mezclada se debid
considerar la realizacién de una correccion de los datos, te-
niendo en cuenta el ancestro. Este trabajo cuenta con un bajo
poder de estudio, por lo que variables confundidoras pudieron
influir en los resultados, por ello se llevaron a cabo rigurosa-
mente los ajustes por sexo y edad con el objeto de reducir di-
chos sesgos. Es necesario realizar estudios con mayor profun-
didad para el establecimiento de asociaciones significativas en
relacion a este parametro (riesgo cardiovascular).
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