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PALABRAS CLAVE Resumen

Epistasia; Objetivo: La epistasia es un tipo de interaccion genética que podria explicar gran parte de la
Polimorfismos; variabilidad fenotipica que muestran las enfermedades complejas. En este trabajo se determiné
Cardiopatia el efecto de la epistasia de genes metabolicos y los factores de riesgo cardiovascular en la
isquémica; susceptibilidad al desarrollo de cardiopatia isquémica en Yucatan.

México Métodos: Estudio de casos y controles en 79 pacientes yucatecos con cardiopatia isquémica y

101 controles sanos pareados por edad y origen con los casos. Se genotipificaron los polimorfis-
mos -108CT, Q192R, L55M (paraoxonasa 1, PON1), C677T, A1298C (5,10 metilentetrahidrofolato
reductasa, MTHFR) y la presencia/ausencia del gen glutation S-transferasa T1 (GSTTT1). El ana-
lisis de epistasia se realiz6 con el método de reduccion dimensional multifactorial (MDR). El
mejor modelo de prediccion de riesgo se selecciond con base en la precision (%), la significacion
estadistica (p < 0,05) y la consistencia de la validacion cruzada.

Resultados: Se encontrd asociacion independiente del genotipo nulo GSTT7*0/0 (OR = 3,39;
IC: 1,29-8,87; p = 0,017) y el alelo nulo (OR = 1,86; IC: 1,19-2,91; p = 0,007) con la cardio-
patia isquémica. La delecion GSTT1*0 y el genotipo 677TT (MTHFR) se identificaron de alto
riesgo cardiovascular, mientras que el genotipo silvestre GSTT1*1 y la variante CC677 se cla-
sificaron de bajo riesgo. La interaccion gen-ambiente identifico al gen GSTT1, al polimorfismo
C677T (MTHFR) y a la hipertension arterial como los factores que mejor explican la cardiopatia
isquémica en la poblacion estudiada.
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Conclusiones: La interaccion de los genes GSTT1 y MTHFR conjuntamente con la hiperten-
sion arterial puede constituir un modelo de prediccion de riesgo para el inicio temprano de
cardiopatia isquémica en la poblacion de Yucatan.

© 2017 Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. en nombre de Sociedad Espanola de Arterioscle-
rosis.

Epistasis analysis of metabolic genes polymorphisms associated with ischemic heart
disease in Yucatan

Abstract

Objective: Epistasis is a type of genetic interaction that could explain much of the phenotypic
variability of complex diseases. In this work, the effect of epistasis of metabolic genes and
cardiovascular risk on the susceptibility to the development of ischemic heart disease in Yucatan

Methods: Case-control study in 79 Yucatecan patients with ischemic heart disease and 101
healthy controls matched by age and origin with cases. The polymorphisms -108CT, Q192R,
L55M (paraoxonase 1; PONT), C677T, A1298C (methylenetetrahydrofolate reductase; MTHFR),
and the presence/absence of the glutathione S-transferase T1 (GSTT1) gene were genotyped.
Epistasis analysis was performed using the multifactorial dimensional reduction method. The
best risk prediction model was selected based on precision (%), statistical significance (P<0.05),

Results: We found an independent association of the null genotype GSTT1*0/0 (OR=3.39, Cl:
1.29-8.87, P=0.017) and the null allele (OR=1.86, ClI: 1.19-2.91, P=0.007) with ischemic heart
disease. The GSTT1*0 deletion and the 677TT genotype (MTHFR) were identified as being at a
high cardiovascular risk, whereas the GSTT1*1 wild type genotype and the CC677 variant were
at low risk. The gene-environment interaction identified the GSTT1 gene, C677T polymorphism
(MTHFR), and hypertension as the factors that best explain ischemic heart disease in the study

Conclusions: The interaction of the MTHFR, GSTT1 and hypertension may constitute a predictive
model of risk for early onset ischemic heart disease in the population of Yucatan.
© 2017 Published by Elsevier Espana, S.L.U. on behalf of Sociedad Espanola de Arteriosclerosis.

disease;
Mexico
was determined.
and cross-validation consistency.
population.
Introduccion

La cardiopatia isquémica (Cl) es una enfermedad com-
pleja con patrones de herencia formados por combinaciones
de genes pertenecientes a multiples loci en interaccion
con factores de riesgo ambientales. Tradicionalmente, los
estudios de asociacion genéticos se han centrado en poli-
morfismos aislados de un solo nucleo6tido o SNP (del inglés
simple nucleotide polymorphisms), y es dificil establecer
una asociacion real con la enfermedad, al ser de naturaleza
poligénica’-2. Para la Cl, una de las estrategias actuales con-
siste en identificar grupos de polimorfismos funcionales en
genes candidatos involucrados en la homeostasia cardiovas-
cular que puedan definir con mayor precision la propension
a un determinado fenotipo aterotromboético®.

La epistasia es un tipo de interaccion genética que
podria explicar gran parte de la variabilidad fenotipica que
muestra la enfermedad coronaria. El método de reduccion
dimensional multifactorial (MDR), disefado para estudios de
asociacion de casos y controles con pequefos tamanos de
muestra, es una estrategia novedosa para la identificacion
de efectos epistaticos predictores de una situacion clinica
determinada®®. El MDR es un método no paramétrico que

reduce la dimension multifactorial agrupando los diferentes
genotipos en 2 grupos: alto y bajo riesgo. EL MDR no asume un
modelo de herencia especifico sino que, una vez que selec-
ciona los polimorfismos de mayor relevancia, examina la
proporcion de casos y controles de cada una de las combina-
ciones genotipicas entre 2 o mas loci para obtener un modelo
de clasificacion final para alto y bajo riesgo. Estas interaccio-
nes se representan en una tabla de contingencia donde para
cada casilla se estima la proporcion casos/controles. Las
casillas con una proporcion casos/controles igual o mayor
que la proporcion caso/control global de la poblacion se cla-
sifican como de alto riesgo y aquellas con una proporcion
menor que la global, como de bajo riesgo. De esa forma,
se obtiene un modelo de clasificacion en el que los suje-
tos de riesgo alto se clasifican como casos y los de riesgo
bajo, como controles. El programa genera diferentes mode-
los de interaccion entre los loci evaluados, identificando
el mejor de ellos con relacion a la sensibilidad y especi-
ficidad, denominado precision equilibrada. Una validacion
cruzada cuenta el nimero de veces que una determinada
interaccion es elegida como sobresaliente e identifica asi
el mejor modelo. Una prueba de permutacion evalla si
dicho modelo es estadisticamente significativo®’. El mejor
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modelo sera el de mayor precision y valor de significacion
(p < 0,05).

Para este estudio se seleccionaron 6 polimorfismos de
un solo nucledtido de los genes candidatos glutation S-
transferasa T1 (GSTT1), paraoxonasa 1 (PON1) y 5,10
metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR), relacionados
con el metabolismo antioxidante y de folatos, procesos
implicados en la fisiopatologia de la enfermedad coronaria
de causa aterosclerotica.

El gen GSTT1 codifica para enzimas que intervienen en
la detoxificacién celular. La variante silvestre GSTT1*1 es
funcional mientras que la variante nula GSTT7*0 implica la
delecidon del gen®. Los sujetos portadores de la delecidn
homocigota GSTT1*0/*0 carecen de la enzima mientras que
los heterocigotos GSTT1*1/*0 poseen actividad intermedia
por el efecto del alelo funcional®°.

El gen PON1 codifica para una glicoproteina con actividad
antioxidante que se asocia con las moléculas HDL (lipo-
proteinas de alta densidad) y cuya concentracion aumenta
en respuesta al estrés oxidativo''. Las variantes objeto de
este estudio se localizan en la region promotora (-108CT
[rs705379]) y en la codificante (T260A [rs854560] y A672G
[rs662]), estas Ultimas conocidas en la literatura como L55 M
y Q192R, respectivamente. Estas isoformas poseen diferente
capacidad para proteger las LDL de la oxidacion lipidica: los
genotipos 192QQ y 55MM confieren a las HDL mayor activi-
dad antioxidante, con un efecto ateroprotector, a diferencia
de los genotipos aterogénicos 192RR y 55LL'%'3, Mientras,
la isoforma codificada por el alelo -108C se ha asociado
con mayor concentracion enzimatica en comparacion con
la variante -108T'4.

Por su parte, la homocisteina (Hcy) es un producto inter-
medio del metabolismo de la metionina, cuyo aumento se
relaciona inversamente con los niveles plasmaticos de folato
y se considera un factor de riesgo aterogénico por propiciar
la disfuncién endotelial''®. Los polimorfismos mas estudia-
dos del gen MTHFR son C677T y A1298C. Los homocigotos
para el alelo T (C677T) poseen una menor actividad enzima-
tica, asociada con bajos niveles de folato y altos niveles de
Hey'”'®, mientras que la variante A1298C se ha relacionado
con baja actividad enzimatica in vitro e in vivo'®.

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de
epistasia de 6 polimorfismos de genes metabdlicos y su inte-
racciéon con factores de riesgo cardiovascular, e identificar
un modelo de prediccion de riesgo para Cl en pacientes
yucatecos.

Métodos
Tipo de estudio y muestras

Se disend un estudio de asociacion de casos y controles con
pareamiento por edad y lugar de nacimiento. Se reclutaron
79 pacientes, hombres y mujeres, de ascendencia yucateca
y con diagnostico de Cl, procedentes de los servicios de car-
diologia del Hospital Regional del Instituto de Seguridad y
Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado (ISSSTE) y
del Hospital General Dr. Agustin O’Horan en Mérida (Yuca-
tan). Los criterios diagndsticos de Cl (ACCF/AHA)?%?" fueron
dolor precordial en reposo o al ejercicio mayor de 20 min,
con o sin cambios en el electrocardiograma basal en reposo,

con o sin alteraciones de marcadores enzimaticos y cuyo
diagnostico fuese confirmado por cateterismo cardiaco. Los
controles fueron 101 donantes aparentemente sanos, no
relacionados, sin manifestaciones clinicas de Cl, con prueba
de esfuerzo negativa para isquemia miocardica y sin historia
familiar de enfermedad coronaria prematura (evento coro-
nario en familiares de primer o segundo grado antes de los
55 anos en varones y antes de los 65 en mujeres), proce-
dentes del Centro Estatal de la Transfusion Sanguinea y del
Hospital Regional Mérida del ISSSTE.

Se registraron datos demograficos e historia personal de
los factores de riesgo cardiovascular obesidad, hipertension
arterial (HTA), diabetes mellitus (DM), colesterol HDL (lipo-
proteinas de baja densidad), colesterol LDL y dislipidemia
mixta, asi como la presencia de arco corneal y xantelasmas.
El indice de masa corporal (IMC) se calculéo como peso en
kilogramos dividido por la estatura en metros cuadrados y
se categorizd en bajo peso (<18,5), normopeso (de 18,5 a
24,9), sobrepeso (de 25,0 a <30,0) y obesidad (>30,0). La
HTA se definié de acuerdo con las recomendaciones de la
American Heart Association con cifras de presion arterial
sistolica/diastolica >140/90 mmHg?%. Se considerd dislipi-
demia mixta cuando el valor del colesterol total plasmatico
y los triglicéridos fueron superiores a 200 mg/d|?>. El coles-
terol LDL se calculo utilizando la formula de Friedewald. La
DM se defini6 segln la American Diabetes Association como
glucemia plasmatica en ayunas > a 126 mg/dl, mas sintomas
clasicos de diabetes o glucemia > a 200mg/dl a las 2h de
la prueba de tolerancia oral a la glucosa?*. El tabaquismo se
definié6 como fumador y no fumador. Se consideré fumador
cuando el sujeto dijo que consumia al menos un cigarrillo
diario durante el ultimo afo o mas, o que convivia diaria-
mente con fumadores. No fumador cuando no habia fumado
nunca ni habia convivido con fumadores. En los casos, cada
categoria se definid a partir del diagnéstico de Cl.

Todos los individuos se definieron étnicamente como
mestizos y declararon haber nacido en Yucatan y ser
descendientes de padres y abuelos yucatecos. Previa-
mente, se determind la ausencia de subestructura genética
o estratificacion entre los grupos de estudio, utilizando
4 polimorfismos ancestrales que caracterizan al locus san-
guineo ABO*O. El estudio fue aprobado por los Comité de
Etica de la Investigacion de las instituciones participantes.
Se obtuvo el consentimiento informado de todos los sujetos.

Obtencién de ADN y genotipificacion

ELl ADN gendmico se obtuvo a partir de 2 ml de sangre peri-
férica por un método de precipitacion salina descrito por
Bunce? y se conservo a —20°C hasta su procesamiento.
Los polimorfismos C677T y A1298C (MTHFR) se deter-
minaron por reaccion en cadena de la polimerasa con
analisis de la longitud de los fragmentos de restriccion
(PCR-RFLP). Para C677T (rs1801133) se utilizaron los oli-
gqnucleétidos 5CGAAGCAGGGAGCTTTGAGGCTG3(sentido) y
5AGGACGGTGCGGTGAGAGTG3(antisentido). Las condicio-
nes de PCR fueron: desnaturalizacion inicial a 94°C por
5 min, seguido de 35 ciclos, 30 s a 94°C, 45 s a 62°C
y 30 s a 72°C, con extension final a 72°C por 5 min. El
amplificado de 233 pb se tratd con la enzima de restric-
cion Taql (Thermo Scientific) durante una hora a 37°C.
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Los productos de la restriccion se separaron por elec-
troforesis en gel de poliacrilamida al 12% con nitrato
de plata. La enzima produce un Unico sitio de corte
y genera un fragmento de 171 pb correspondiente al
alelo T. Para A1298C (rs1801131) se utilizaron los oligo-
nucleétidos (sentido) SCTTTGGGGAGCTGAAGQACTACTA3 y
(antisentido) 5CACTTTGTG ACCATTCCGGTTTG3. Las condi-
ciones de amplificacion fueron: desnaturalizacion inicial por
10 min a 95 °C seguida por 35 ciclos de un minutoa 95°C, 30's
de alineacion a 62°C, 72°C por un minuto y una extension
final a 72°C, 7 min. El amplificado de 163 pb se sometio6 a
digestion con la enzima de restriccion Mboll (Thermo Scienti-
fic). Los productos obtenidos se separaron por electroforesis
en gel de poliacrilamida al 12% con nitrato de plata. La
enzima Mboll genera fragmentos de 56 pb y 30/31 pb para
el alelo A, y de 84 pb y 30/31 pb para el alelo C.

La genotipificacion del gen GSTT1 se realiz6 por PCR mul-
tiple seglin el protocolo descrito por Buchard et al.?. Se
utilizaron 2 pares de cebadores: uno reconoce una secuen-
cia dentro del gen de 969 pb y el segundo se encuentra
flanqueando sus extremos. Si hay delecion se obtendra un
fragmento de 3.106 pb. Las condiciones de amplificacion
fueron 94°C por 3 min, seguido de 35 ciclos, 30 s a 94°C,
7 min a 68°Cy extension a 69 °C por 10 min. Los amplificados
se visualizaron en un gel de agarosa al 1,5% con SYBR safe
DNA (Invitrogen) por electroforesis.

La genotipificacion de los polimorfismos de PONT se
realizo por PCR en tiempo real mediante ensayo de discri-
minacion alélica con sondas TagMan (Applied Biosystems)
-108CT (C_11708905.10), Q192R (C_254896220) y L55M
(C_2259750.20).

Analisis estadistico

Las variables continuas se expresaron como media + des-
viacion estandar y las discretas en porcentajes. Para cada
polimorfismo se estimaron las frecuencias genotipicas por
conteo directo y las alélicas a partir de los genotipos, expre-
sadas en porcentajes. Se utilizo la prueba de Chi cuadrada
para comparar las variables categoricas y para evaluar el
equilibrio de Hardy-Weinberg. Se estimaron los odds ratio
(OR) y sus intervalos de confianza (IC) del 95% para deter-
minar la asociacion de cada polimorfismo independiente
con la enfermedad, tomando como referencia el genotipo
y el alelo silvestre (modelo de herencia codominante) de
cada variante, utilizando Stata/SE 12.0. El desequilibrio
de ligamiento (LD) entre pares de SNP y el coeficiente de
correlacion de Pearson (r?) se evaluaron con el programa
SNPstat (https://www.snpstats.net/snpstats/start.htm). El
analisis de epistasia se realizd con el programa MDR 3.0.2
(http://epistasis.org), analizando los 6 polimorfismos jun-
tos. De igual forma, se aplico MDR para determinar la
interaccion gen-ambiente e identificar el peso de cada una
de las variables independientes (polimorfismos, HTA, dis-
lipidemia mixta, colesterol LDL, colesterol HDL, obesidad
[IMC > 30] y tabaquismo) en relacion con la enfermedad.
Para todos los analisis se considerd un nivel de significacion
de p < 0,05.

Resultados

Las caracteristicas demograficas y clinicas en pacientes y
controles se resumen en la tabla 1. La proporcion de hom-
bres y mujeres y el promedio de edad global y por sexos
(hombres casos 49,9 + 6,5 vs. controles 46,2 +7,3; p =0,29;
mujeres casos 50,5 + 6,5 vs. controles 46,0 + 8,4; p = 0,29)
fueron similares en ambos grupos. Los factores de riesgo car-
diovascular HTA (p < 0,001) y dislipidemia mixta (p = 0,01)
fueron significativamente mas prevalentes en el grupo de
pacientes. Al estratificar el IMC, se observé un mayor por-
centaje de controles con peso normal (30,7 vs. 12,7%;
p = 0,004) y de pacientes con obesidad (48,1 vs. 19,8%;
p = 0,0001). El sobrepeso fue el factor de mayor prevalen-
cia en la poblacion general, con un ligero aumento en los
sujetos controles (casos 39,2% y controles 47,5%; p = 0,07).
La presencia de arco corneal y xantelasmas fue similar en
ambos grupos (p > 0,05).

La tabla 2 muestra la comparacion de frecuencias geno-
tipicas y alélicas de los polimorfismos estudiados en casos
y controles, el equilibrio de Hardy-Weinberg y la asociacion
con la CI de acuerdo con el modelo de herencia codomi-
nante. Con excepcion de GSTT1, para el cual se detecto
mayor prevalencia de enfermos con la delecion homoci-
gota del gen (GSTT1*0/0), el resto de los polimorfismos
no mostraron diferencias significativas en las frecuencias
genotipicas y alélicas entre ambos grupos (p>0,05). Para
todas las variantes, las frecuencias observadas en los sujetos
controles se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg
(p>0,05). El desequilibrio observado para el polimorfismo

Tabla 1 Caracteristicas antropomeétricas y clinicas
Variables Casosn =79 Controles p
n =101
Sexo (hom- 67/12 87/14 0,40
bres/mujeres)
Edad (media + DE) 49,6 + 6,1 50,2 +£7,2 0,05
Promedio IMC 30,2 + 5,1 26,9 + 3,8 0,05
(kg/m?)
Bajo peso (%) 1(1,3) 2 (1,98) 0,35
Peso normal (%) 10 (12,7) 29 (30,7) 0,004
Sobrepeso (%) 31 (39,2) 50 (47,5) 0,08
Obesidad (%) 38 (48,1) 20 (19,8) 0,0001
Hipertension 71 (88,8) 62 (61,5) <0,001
arterial (%)
Diabetes mellitus 27 (34,2) 23 (23,7) 0,05
(%)
Colesterol LDL? 67 (84,8) 75 (74,3) 0,03
(%)
Colesterol HDL" 21 (26,6) 38 (37,6) 0,06
(%)
Dislipidemia mixta 72 (91,1) 80 (79,2) 0,03
(%)
Tabaquismo (%) 9 (11,4) 18 (17,8) 0,11
Arco corneal 13 (16,5) 24 (23,8) 0,11
Xantelasmas 9 (11,3) 14 (13,9) 0,30

" Valor de p para Chi cuadrado.
a Cifras de colesterol LDL>160mg/dL.
b Cifras de colesterol HDL<40 mg/dL.
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Tabla2 Frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos estudiados, equilibrio de Hardy-Weinberg y estimacion de riesgo

(OR) en casos y controles

Gen SNP Genotipo Casos Controles OR (95% CI) p
Alelo n=79 (%) n= 101 (%)
PON1 -108CT cc 26 (33,0) 27 (26,7) Referencia
cT 40 (51,0) 49 (48,5) 0,85 (0,43-1,68) 0,73
TT 13 (16,0) 25 (24,8) 0,54 (0,23-1,28) 0,20
Alelo C 92 (58,0) 103 (51,0) Referencia
Alelo T 66 (42,0) 99 (49,0) 0,75 (0,49-1,14) 0,20
"HWE 0,72" 0,77
Q192R QQ 23 (28,6) 20 (19,8) Referencia
QR 41 (52,0) 56 (55,4) 0,82 (0,38-1,75) 0,70
RR 15 (19,0) 25 (24,8) 0,52 (0,22-1,25) 0,19
Alelo Q 87 (55,0) 96 (48,0) Referencia
Alelo R 71 (45,0) 106 (52,0) 0,74 (0,49-1,12) 0,17
"EHW 0,66" 0,26
L55M LL 55 (70,0) 67(66,3) Referencia
LM 17 (22,0) 31 (30,7) 4,25 (0,97-18,6) 0,08
MM 7 (9,0) 3(3,0) 2,84 (0,70-11,5) 0,19
Alelo L 127 (81,0) 165 (82,0) Referencia
Alelo M 31 (19,0) 37 (18,0) 1,09 (0,64-1,85) 0,79
EHW 0,005" 0,80
GSTT1 1/1 31 (39,0) 56 (55,4) Referencia
1/0 33 (42,0) 37 (36,6) 2,10 (0,79-5,59) 0,15
0/0 15 (19,0) 8(7,9) 3,39 (1,29-8,87)
Presencia 95 (60,0) 149 (74,0) 0,017
Nulo 63 (40,0) 53 (26,0) Referencia
EHW 0,252 0,592 1,86 (1,19-2,91)
0,007
MTFFR C677T c/C 18 (23,0) 25 (25,0) Referencia
C/T 42 (53,0) 41 (41,0) 0,53 (0,26-1,07) 0,08
T/T 19 (24,0) 35 (35,0) 0,75 (0,33-1,72) 0,53
Alelo C 78 (49,0) 92 (46,0) Referencia
Alelo T 80 (51,0) 110 (54,0) 0,86 (0,57-1,30) 0,52
EHW 0,572 0,072
A1298C A/A 56 (71,0) 77 (55,4) Referencia
A/C 22 (28,0) 21 (36,6) 0,32 (0,31-3,31) 0,60
c/C 1 (10,0) 3(7,9) 0,46 (0,05-4,52) 0,64
Alelo A 134 (85,0) 175 (87,0) Referencia
Alelo C 24 (15,0) 27 (13,0) 1,16 (0,64-2,10) 0,65
EHW 0,472 0,302

EHW: equilibrio de Hardy-Weinberg.
@ Valor de p para equilibrio de Hardy-Weinberg.

L55M (p=0,005) en el grupo de pacientes no se considero
relevante, porque este sesgo pudiera ser indicativo de una
relacion causal con la enfermedad.

El analisis de asociacion para cada polimorfismo indepen-
diente detect6 que tanto el genotipo como el alelo nulo del
gen GSTT1 confieren a sus portadores 3,39 y 1,86 veces,
respectivamente, mayor susceptibilidad a Cl que los sujetos
portadores del genotipo y el alelo silvestre. El resto de los
polimorfismos no mostraron asociacion de riesgo.

Se detecto un alto desequilibrio de ligamiento entre
los nucledtidos 677 y 1298 del gen MTHFR (LD" = 0,858;
r2 = 0,369; p < 0,0001) y en menor medida entre Q192R y
L55M (LD" = 0,394; r?= 0,207; p < 0,0001), entre -108CT
y Q192R (LD" = 0,312; r?=0,282; p<0,0001) y entre -108CT

y L55M (LD" = 0,394; r?= 0,207; p < 0,0001) del gen PONT.
El gen GSTT1 y la variante C677T mostraron un moderado
desequilibrio de ligamiento (LD" = 0,133; r?= 0,087). Sin
embargo, con base en los valores de los coeficientes de
correlacion y para los efectos de asociacion, ninguno de los
polimorfismos puede sustituirse entre si. No se encontrd aso-
ciacion de riesgo con la Cl con base en la estimacion de
haplotipos (datos no mostrados).

Para el analisis multilocus (MDR) se evaluaron los
3 genotipos por separado para cada polimorfismo (modelo
de herencia codominante). El MDR identific6 como mejor
modelo de prediccion la interaccion entre el gen GSTT1 y
los polimorfismos C677T del gen MTHFR, y -108CT de PON1
con una precision del 69,7%, una significacion de p = 0,027
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Tabla 3 Resumen de las mejores combinaciones de interaccion gen-gen obtenidas con el analisis MDR

Mejores interacciones Precision Validacion cruzada p
GSTT1 0,483 6/10 0,887
GSTT1, L55M 0,514 8/10 0,477
C677T, GSTT1, -108CT 0,697 8/10 0,027
C677T, GSTT1, -108CT, Q192R 0,540 9/10 0,734
C67T, GSTT1, -108CT, Q192R, L55M 0,523 10/10 0,808

* Valor significativo para p < 0,05.
Alto riesgo Bajo riesgo

10 1

Ratio caso / control

IR nininlnnlnn e ——

0 e ————— C677T (MTHFR)
T/ T/T T/T CT C/T/ CIT C/C C/T C/T CT C/C C/C CT TT TT T CT TT TT CIT
0/0 0/0 0/0 0/0 O/1 1/0 11 1/0 1/1 0/O O/O 11 O/0 1/0 1/0 1/0 14 1/1 14 1/1 GSTT1
T/T CIC G/T GT C/IC CT T/T G/C C/T CIC C/C T T/T C/T CIC T/T CIC CIC C/C T/T -108CT (PON1)

Figura 1

Distribucion de combinaciones genotipicas de alto (barras grises) y bajo (barras blancas) riesgo estadisticamente signi-

ficativas (p < 0,005), correspondiente a los 3 polimorfismos identificados en el analisis MDR como el mejor modelo de interaccion
(GSTT1/C677T/-108CT). Las barras grises representan los casos y las blancas los controles.

Tabla 4 Mejores modelos de interaccion gen-ambiente
estimados con el analisis MDR

Interacciones Precision p Validacion
cruzada

GSTT1, L55 M 0,652 0,673 3/10

GSTT1, C677T, 0,704 0,017 8/10

HTA, L55 M

GSTT1, C677T, 0,622 0,311 8/10

Q192R, -108CT,

L55 M

GSTT1, C677T, 0,629 0,236 5/10

-108CT, HTA,

estado nutricional’

ELl IMC se considero variable categorica del estado nutricional.
* Valor significativo para p < 0,05.

y una validacion cruzada de 8/10. Los modelos con 2, 4y
5interacciones mostraron una disminucion en la precision,
sin significacion estadistica (tabla 3). De las 24 combinacio-
nes genotipicas estimadas, los individuos con delecion del
gen GSTT1 (genotipo nulo) y los homocigotos para el alelo
T (C677T), con independencia del genotipo -108CT, fueron
identificados en el grupo de alto riesgo cardiovascular. El

modelo considerd alto riesgo cuando el cociente del por-
centaje de casos vs. controles fue superior a 1,25 (fig. 1).

Alincluir en el analisis el MDR (interaccion gen-ambiente)
de los factores de riesgo obesidad, HTA, dislipidemia mixta,
colesterol HDL, colesterol LDL, DM, arco corneal y xante-
lasmas, el mejor modelo de prediccion (p = 0,017) mantuvo
la interaccion entre el gen GSTT1 y el polimorfismo C677T
(MTHFR), e identificé a la hipertension arterial como el fac-
tor de riesgo que mas contribuye al riesgo cardiovascular en
esta poblacion (tabla 4).

Discusion

Para establecer modelos de prediccion de riesgo para enfer-
medades complejas se requieren instrumentos estadisticos
avanzados que consideren tanto el efecto de las mdltiples
interacciones genéticas como del ambiente. El analisis MDR
ya ha sido utilizado en estudios de asociacion de enfer-
medades complejas como cancer?”, diabetes de tipo 278,
hipertension esencial”’, enfermedad coronaria®® y polineu-
ropatia amiloide’’, entre otras.

En este estudio, la asociacion independiente entre el
genotipo nulo GSTT1 y la Cl (tabla 2) se confirmo en el
analisis de epistasia multilocus, lo que puede indicar que,
al menos en esta poblacion, la ausencia del gen GSTT1
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pudiera constituir un marcador de riesgo genético para el
desarrollo temprano de Cl. Estudios previos han evaluado la
asociacion entre el genotipo nulo GSTT1*0 y la susceptibili-
dad a la enfermedad coronaria, pero los resultados no son
concluyentes: algunos trabajos han encontrado asociacion
significativa y otros no®23¢. Estas inconsistencias pueden
atribuirse a las diferentes magnitudes de riesgo obtenidas
en los diferentes estudios, al pequeno efecto del polimor-
fismo en la enfermedad, a reducidos tamanos de muestras
y a las metodologias utilizadas. Desde el punto de vista
fisiopatoldgico, la relacion entre GSTT1 y la aterosclero-
sis se establece por via enzimatica, a través de la cual
GSTT1 elimina metabolitos toxicos y productos del estrés
oxidativo®” 38, En los sujetos carentes de la enzima, los
compuestos generados por el metabolismo celular que son
eliminados por la via GSTT1 se acumulan en el endotelio,
propiciando la disfuncion endotelial’*“'. La segunda via,
definida recientemente, se refiere al papel de GSTT1 como
modulador y regulador de proteinas que intervienen en los
mecanismos de sefalizacion celular*>**. Se ha propuesto
que GSTT1 envia sefales inhibitorias a proteinas cinasas
responsables de regular la proliferacion de las células mus-
culares lisas en la intima arterial®*. En los individuos que
carecen de la enzima, la proliferacion de las células mus-
culares pudiera estar exacerbada, lo que contribuiria a un
mayor crecimiento de las placas de ateroma en comparacion
con los sujetos portadores de la enzima funcional.

Con respecto al gen MTHFR, también existen discrepan-
cias sobre su asociacién con el riesgo cardiovascular. La
mayoria de los estudios proceden de grupos caucasicos y
asiaticos, con escasos reportes en poblaciones latinas. Un
metaanalisis que incluyé 22 estudios de casos y controles
pareados por edad, encontré una diferencia en el valor pro-
medio de Hcy entre el genotipo silvestre CC y el mutado TT
(C677T) de 2,7 mmol/L*. El polimorfismo C677T vy la alte-
racion en los niveles de folato se ha relacionado también
con la hipometilacion del ADN y, en consecuencia, con un
mayor riesgo de aterosclerosis®“°. Existen pruebas de que
los portadores del genotipo TT poseen valores de metilacion
de ADN gendmico mas bajos que los sujetos con genotipo
silvestre CC*. Sin embargo, también se ha reportado que
no todos los individuos portadores de la variante termola-
bil (677TT) poseen niveles aumentados de Hcy, y que, entre
aquellos que lo tienen, sus valores se han normalizado des-
pués de la suplementacion con folato*®* por lo que podria
tratarse de una mutacion neutral para los niveles de Hcy
cuando el estatus de folato es adecuado®. Por otra parte,
existen pocos datos sobre el papel de la Hcy en pacientes
con Cl prematura. Se ha reportado que la hiperhomocistei-
nemia es un factor de riesgo independiente para trombosis
coronaria en sujetos menores de 50 afos, mas que para el
desarrollo de enfermedad arterial coronaria®'-*2. En México,
poco se ha explorado sobre la relacién del gen MTHFR con
la enfermedad isquémica de causa aterosclerotica. Isordia
et al., al evaluar a 167 pacientes de la Ciudad de México, no
encontraron asociacion independiente entre los portadores
del genotipo TT (C677T) y el riesgo de infarto de miocardio
prematuro (<45 afos)>*. En nuestro estudio, ninguno de los
polimorfismos MTHFR mostraron asociacion de riesgo inde-
pendiente con la Cl temprana (tabla 2). Sin embargo, con
base en los resultados del analisis multilocus, pudiéramos

considerar que el gen MTHFR no es suficiente pero si nece-
sario para el desarrollo de enfermedad isquémica, al menos
en esta poblacion. En este sentido, el analisis MDR puede ser
Util como estrategia analitica para indagar el efecto simul-
taneo de diferentes loci y detectar asi relaciones de riesgo
con enfermedades complejas.

Con respecto al analisis de epistasia, el MDR identifico
como mejor modelo la interaccion entre el gen GSTT1 y
el polimorfismo C677T (MTHFR) con independencia de la
variante -108CT (PONT), que pudiera actuar como un modi-
ficador de efecto en la interaccion (fig. 1). Con base en
los genotipos de alto y bajo riesgo obtenidos, podemos
sefalar que GSTT1y C677T pueden actuar sinérgicamente:
los sujetos portadores del genotipo 677TT (MTHFR) con
ausencia del gen GSTT1 tendran mayor susceptibilidad a
desarrollar eventos isquémicos, mientras que aquellos con
el gen GSTT1 funcional y la variante CC677 estaran mas pro-
tegidos. Varios estudios han reportado interaccion de genes
GST con MTHFR>*>¢, pero solo unos pocos han realizado ana-
lisis de epistasia®’->®. Ademas de los mecanismos epistaticos
en los que un gen puede modificar su expresion por accion de
otro u otros genes, el efecto de interaccion GSTT1-MTHFR
también podria darse a través de mecanismos epigenéticos
implicados en la regulacion de la expresion génica, espe-
cificamente la metilacion, cuyas alteraciones se producen
en diversas enfermedades. En la aterosclerosis, modelos
in vitro han evidenciado que la metilacion del ADN es un
proceso de inicio temprano, en el que existe tanto metila-
cién excesiva como deficiente en distintos genes, mientras
que, en las etapas avanzadas de la enfermedad, la hiperpro-
liferacion de las células del mUsculo liso vascular induce la
hipometilacion del ADN*>47,59,60,

Otra posible explicacion del efecto combinado GSTT7-
MTHFR podria estar en la relacion que las enzimas
codificadas por estos genes tienen en las vias meta-
bélicas involucradas en la proteccion contra el estrés
oxidativo. La Hcy sirve como precursor de las enzimas
S-adenosilmetionina (SAM)/S-adenosilmetionina (SAH), vin-
culadas con la metilacion y desmetilacion de ADN, ARN vy
proteinas; y también como precursor del glutation (GSH),
necesario en los procesos de desintoxicacion mediados por
GST®"€2, Por tanto, se podria decir que los cambios en
los patrones de metilacion y la alteracion en los niveles
de ciertas enzimas del metabolismo de oxidacion-reduccién
podrian ser parte de los mecanismos involucrados en el des-
arrollo de la aterosclerosis.

Finalmente, el analisis de interaccién gen-ambiente iden-
tifico a los genes GSTT1y MTHFR conjuntamente con la HTA
como los factores que mejor pronostican la Cl en la pobla-
cién estudiada. Respecto al polimorfismo L55 M, su presencia
en el modelo gen-ambiente pudiera deberse al desequili-
brio de ligamiento con la variante -108CT (LD" = 0,394;
r?=0,207; p < 0,0001) (tabla 4). Estudios previos han mos-
trado que la patogénesis de la HTA se asocia con alteraciones
en el metabolismo del glutation®¢. Hay pruebas de que las
células mononucleares de sujetos hipertensos tienen nive-
les significativamente mas bajos de GST que en los sujetos
sanos, y que la actividad de las enzimas en esta via meta-
bolica también disminuye, incluyendo las GST®>®. Estos
bajos niveles de enzimas antioxidantes en la hipertension
se deben a las condiciones de estrés oxidativo imperantes
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en el entorno vascular, las cuales se revierten con el tra-
tamiento antihipertensivo®. También se ha reportado a los
genotipos nulos GSTM1 y GSTT1 como potenciales factores
de riesgo para la prediccion de hipertension esencial®”%8.

Conclusiones

En este estudio, el analisis de epistasia sefala que la
combinacion de diferentes variantes alélicas de genes anti-
oxidantes como GSTT1 y MTHFR conjuntamente con la HTA
puede influir en la variabilidad genética para la predispo-
sicion al desarrollo de eventos isquémicos tempranos en la
poblacion de Yucatan. El analisis MDR puede ser util para
evidenciar el papel de las interacciones epistaticas en la
etiopatogenia de enfermedades complejas como la cardio-
patia isquémica.
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