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Titulo

PAPEL DE LOS POLIMORFISMOS VDR FOKI, TAQI, CDX2, BSMI'Y APAI EN EL RIESGO
CARDIOVASCULAR

Resumen

INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares (ECV), que involucran el corazén, el cerebro y la
circulacidn periférica, representan un importante problema de salud a nivel mundial.
Son la causa de 4 millones de muertes en Europa y mas de 17,9 millones de muertes en
todo mundo. El aumento observado en la incidencia de ECV en las sociedades de
ingresos medios en los ultimos afios ha suscitado interés en los factores de riesgo
asociados con esta enfermedad. Esta enfermedad es multifactorial e implica una
interaccion compleja de factores politicos, sociales, conductuales, fisicos, bioldgicos y
genéticos.

En los ultimos anos, varios autores han estudiado los niveles de vitamina D como factor
de riesgo cardiovascular. La relacidn entre la vitamina D y las ECV sigue siendo poco clara
y controvertida; pero numerosos estudios relacionan los niveles bajos de vitamina D con
los sindromes metabdlicos, incluido el RAS, niveles elevados de citoquinas
proinflamatorias, homeostasis del calcio, niveles altos de lipidos e hiperglucemia debido
a la resistencia a la insulina; factores que contribuyen a la progresién de la enfermedad
cardiovascular.

En particular, el gen del receptor de la vitamina D (VDR) y sus polimorfismos estan
recibiendo cada vez mas atencién. La mayoria de los estudios se han centrado en cinco
polimorfismos: Bsml (rs1544410), Taql (rs731236), Apal (rs7975232), Fokl (rs2228570)
y Cdx2 (rs11568820). Estas variaciones juegan un papel clave en la modificacion de la
captacion de vitamina D, pudiendo modificar su funcidon y aumentando la susceptibilidad

a los trastornos cardiovasculares.



HIPOTESIS
Los polimorfismos del gen del receptor de la vitamina D Fokl, Bsml, Taql, Apal y Cdx2

pueden influir en el riesgo de padecer enfermedad cardiovascular”.

OBIJETIVOS
o Objetivo principal:
Determinar que polimorfismos del gen del receptor de la vitamina D pueden actuar
como biomarcadores de riesgo a padecer enfermedad cardiovascular en una
poblacién caucasica.
o Objetivos especificos:
I.  Determinar la prevalencia de los polimorfismos genéticos Bsml/
(rs1544410), Taql (rs731236), Apal (rs7975232), Fokl (rs2228570) y Cdx2
(rs11568820) en casos y controles.
II.  Analizar conjuntamente la influencia de variables clinicas y genéticas en

la susceptibilidad a desarrollar enfermedad cardiovascular.

MATERIAL Y METODOS

Se realizd un estudio retrospectivo de casos y controles que comprendié 246 pacientes
con ECV y 246 controles de origen caucasico del sur de Espafia. La investigacidn se llevo
a cabo en el Hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada (HUVN).

Las variables clinicas, sociodemograficas e histopatoldgicas se obtuvieron a partir de la
revision de las historias clinicas de los pacientes. Las muestras de ADN de sangre o saliva
se obtuvieron del Biobanco publico de Andalucia. Los polimorfismos
genéticos Bsml (rs1544410), Taql (rs731236), Apal (rs7975232), Fokl (rs2228570)
y Cdx2 (rs11568820) se determinaron mediante reaccién en cadena de la polimerasa en
tiempo real para discriminacién alélica utilizando sondas TagMan®.

Se evalué la asociacion de los polimorfismos con el riesgo de padecer ECV a través de
los softwares R 3.5. y PLINK, aplicando los métodos estadisticos correspondientes para

cada tipo de estudio.



RESULTADOS

El analisis de regresién logistica ajustado por indice de masa corporal y diabetes reveld
que el genotipo TT se asocié con un mayor riesgo de ECV en ambos modelos, genotipico
(p = 0,0430; OR = 2,30; IC del 95 % = 1,06-5,37; TT frente a CC) y recesivo (p = 0,0099;
OR=2,71;1C95% = 1,31-6,07; TT vs. C). El andlisis de haplotipos revel6 que el haplotipo
GAC (p=0,047; OR = 0,34; IC del 95 % = 0,12-0,98) se asocié con un mayor riesgo de
ECV. Los polimorfismos VDR Fokl (rs2228570) se asocié significativamente con el
desarrollo de ECV.No se observd influencia de los polimorfismos de
VDR Bsml (rs1544410), Taql (rs731236), Apal (rs7975232) y Cdx2 (rs11568820) sobre el

riesgo de desarrollar ECV en los pacientes estudiados.

CONCLUSIONES

CONCLUSION 1.- El analisis de los resultados del presente estudio y su contraste con los
publicados al respecto en la literatura cientifica permiten, segin nuestro estudio y
condiciones experimentales, afirmar que el polimorfismo VDR Fokl (rs2228570) se
asoci6 significativamente con el desarrollo de ECV. Ello implicaria que este polimorfismo

podria utilizarse como biomarcador de riesgo para la enfermedad mencionada.

CONCLUSION 2.- No se encontro influencia de los polimorfismos VDR
Bsml (rs1544410), Taql (rs731236), Apal (rs7975232) vy Cdx2 (rs11568820) sobre el
riesgo de desarrollar ECV en los pacientes con patologia cardiovascular bajo nuestras

condiciones experimentales.
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1. INTRODUCCION

1.1Vitamina D

La vitamina D es una hormona esteroidea multifuncional (1) que se transporta por el
sistema circulatorio hacia érganos o células distantes para coordinar su fisiologia y
comportamiento (2), siendo responsable de regular muchos procesos biolégicos como

la diferenciacion celular, la proliferacién celular y el sistema inmunoldgico (1).

La vitamina D es conocida por regular los procesos de homeostasis del calcio y el fésforo,
el metabolismo esquelético y la funcidn vascular (3); pero ademds posee multitud de
propiedades inmunorreguladoras y antiinflamatorias (1, 4); ya que es la encargada de
modular la actividad de la interleucina-12 (IL-12) y la del interferén-gamma (IFN-y),
ademas de suprimir la proliferacion de linfocitos. También se encarga de la produccién
de anticuerpos, la sintesis de citocinas (5) y de la excesiva proliferacion e inflamacion.
Tiene efectos autocrinos locales y paracrinos (6-8), ademds de retrasar la senescencia

celular mediante la reduccion del estrés oxidativo (9).

Todas estas funciones las realiza en tejidos y 6rganos que poseen la enzima la-
hidroxilasa, necesaria para la produccion local de calcitriol; o en los que también existe
el receptor de la vitamina D (VDR). Algunos de ellos son la piel, la prostata, los ganglios
linfaticos, el intestino, la mama, el pancreas, la médula espinal, el cerebro, la placenta o

el sistema circulatorio entre otros (2).

En los seres humanos existen diferentes vias para generar vitamina D. La via principal se
produce a través de un proceso fisicoquimico que tiene lugar en la epidermis o capa
externa de la piel, mediante la absorcién de radiacion ultravioleta (UV) (10, 11). Por esta
produccién cutdnea surgen aproximadamente el 90% de todos los requerimientos
humanos (12). La radiaciéon solar incluye un amplio espectro de radiacién
electromagnética caracterizada por longitudes de onda especificas entre las que se
encuentran la UV-C (100 a 280 nm), UV-B (280 a 315 nm) y UV-A (315 a 400 nm) (13). La

radiacion UV-C es totalmente absorbida en la estratosfera, mientras que los rayos UV-B



y UV-A atraviesan la atmédsfera llegando a la superficie terrestre (14). La radiacién UV-A
llega a la dermis, mientras que la UV-B penetra principalmente en la epidermis y apenas
entra en la dermis (11). La radiacion UV-B impulsa la sintesis de colecalciferol (vitamina
D3) en los queratinocitos de la membrana plasmdatica epidérmica en una reacciéon no
enzimdtica de dos pasos. En el primer paso, el 7-dehidrocolesterol se convierte en pre-
colecalciferol, una molécula termodinamicamente inestable. En el segundo paso, la
isomerizacién térmica tiene lugar a la temperatura corporal (~¥37 °C) y convierte el pre-

colecalciferol en la molécula térmicamente estable, el colecalciferol (15) (Fig. 1).
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Figura 1. Sintesis de colecalciferol (Vitamina Ds) en la epidermis humana.

La segunda fuente menor de vitamina D se encuentra en los alimentos. Las dos
isoformas principales de la vitamina D son la vitamina D3 (colecalciferol), que se sintetiza
en la piel y estd contenida en alimentos de origen animal como el pescado; y la vitamina
D. (ergocalciferol), que en el cuerpo humano no se puede sintetizar y esta contenida en
hongos como la levadura y los champifiones (10). Las estructuras de estas dos isoformas
difieren en su cadena lateral C-17, de modo que la vitamina D3 tiene un doble enlace C-
22 a C-23 adicional y un grupo metilo C-24 (16). De tal manera que la vitamina D3 tiene

una mayor biodisponibilidad que la de la vitamina D2 (17) (Fig. 2).



2>

VITAMINA D,

ERGOCALCIFEROL COLECALCIFEROL
(VITAMINA D,) (VITAMINA D)

Figura 1. Obtencion de ergocalciferol (vitamina D:) y colecalciferol (vitamina Ds) a través de los

alimentos.

Muy pocos alimentos en la naturaleza contienen vitamina D. La vitamina D en estos
alimentos se encuentra principalmente en forma de vitamina D3 y su metabolito
25(0OH)Ds (18). Algunos hongos proporcionan vitamina D; en cantidades variables (19,
20). También estan disponibles los hongos con niveles mejorados de vitamina D, por

exposicion a la luz ultravioleta en condiciones controladas.

Existen varias fuentes alimenticias de vitamina D que se enumeran en la Tabla 1 (21).



Tabla 1. Fuentes alimenticias seleccionadas de vitamina D.

Comida Ul por racion Porcentaje VD
Aceite de higado de bacalao, (1 cucharada) 1360 340
Pez espada cocido (3 raciones) 566 142
Salmdn (Sockeye) cocido (3 raciones) 447 112
Atun enlatado en agua, escurrido (3 raciones) 154 39
Jugo de naranja enriquecido con vitamina D (1 taza) 137 34
Leche sin grasa fortificada con vitamina D (1 taza) 115-124 29-31
Yogur fortificado con 20% del VD (valor diario) para la vitamina D (6
raciones) 50 20
Margarina fortificada (1 cucharada) 60 15
Sardinas enlatadas en aceite, escurridas (2 sardinas) 46 12
Higado de res cocinado (3 raciones) 42 11
Huevo grande (la vitamina D se encuentra en la yema) 41 10
Cereal listo para comer, fortificado con el 10% del VD para la
vitamina D (0,75-1 taza) 0 10
Queso suizo (1 racion) 6 2

Los valores de referencia de ingesta de vitamina D y otros nutrientes se proporcionan

en la ingesta diaria recomendada (IDR) desarrolladas por la Food and Nutrition Board

(FNB) en el Instituto de Medicina de las Academias Nacionales (anteriormente Academia

Nacional de Ciencias). La IDR es el término general para un conjunto de valores de

referencia utilizados para planificar y evaluar la ingesta de nutrientes de personas sanas.

Estos valores varian segun la edad y el género. El FNB establecié una dosis diaria

recomendada de vitamina D que representa una ingesta diaria que sea suficiente para




mantener la salud ésea y el metabolismo normal del calcio en personas sanas. Las dosis
diarias recomendadas de vitamina D se enumeran en unidades internacionales (Ul) y

microgramos (ug). La actividad bioldgica de 40 Ul es igual a 1 pug (Tabla 2) (21).

Antes de la publicacion del Instituto de Medicina en 2010, la IDR de vitamina D hasta los
50 afios era de 200 Ul/dia. Después de 2010, se recomendd 400 Ul/dia para bebés de
hasta 12 meses y 600 Ul para nifios, adolescentes y adultos de hasta 70 afios. En
personas mayores de 70 afos, la dosis diaria recomendada es de 800 Ul (22) (Tabla 2).
Aunque la luz solar puede ser una fuente importante de vitamina D para algunos, las
dosis diarias recomendadas de vitamina D se basan en una exposicion al sol minima.

(23).

Tabla 2. Ingesta Diaria Recomendada (IDR) para la vitamina D.

Hombres Mujeres Embarazo Lactancia
Etapa de la Vida Edad
IU/dia (pg/dia) IU/dia (pg/dia) IU/dia (pg/dia) IU/dia (pg/dia)
Infante 0-12 meses 400 (10) 400 (10)
Nifios 1-13 afos 600 (15) 600 (15)

Adolescentes 14-18 anos 600 (15) 600 (15) 600 (15) 600 (15)
Adultos 19-50 afos 600 (15) 600 (15) 600 (15) 600 (15)
Adultos 51-70 afios 600 (15) 600 (15)

Adultos > 70 afios 800 (24) 800 (24)

1.2 Metabolismo de la vitamina D

En la via metabdlica de la vitamina D intervienen diferentes factores que actian desde

la incorporacién de la vitamina D al organismo hasta su llegada tanto a los érganos



implicados en la homeostasis del calcio y el fésforo, como a los mecanismos por los que

se produce la activacién del VDR en estos érganos (25, 26).

La vitamina D ingerida se incorpora a los quilomicrones que se absorben en el sistema
linfatico y entran en la circulacién (22, 27). La vitamina D3 obtenida a través de la sintesis
de la piel y la dieta, y la vitamina D, solamente obtenida de la dieta; se unen a la proteina
transportadora de vitamina D (DBP), una glicoproteina sérica secretada por el higado
(28); y la albumina (29, 30). Como la vitamina D en si misma es biolégicamente inactiva,
es hidroxilada a 25-hidroxivitamina D (25(0OH).D) en el higado (10). En el suero, la
25(0OH)2D se mide para evaluar el estado de la vitamina D, ya que esta isoforma es el
principal metabolito circulante y es el que mejor refleja su ingesta de todas las fuentes
(12). A continuacidén, la 1la-hidroxilacion de 25(OH),D se produce en el rifidn,

formandose 1,25-dihidroxivitamina D (1,25(OH).D), la hormona activa de la vitamina D

(Fig. 3).
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Figura 3. Sintesis de 1,25-hidroxi-colecalciferol (1,25-hidroxivitamina D) en humanos.



La produccién de la vitamina D activa esta fuertemente regulada y estimulada por la
hormona paratiroidea (PTH) e inhibida por el factor de crecimiento de fibroblastos-23
(FGF-23) y 1,25(0OH);D en si misma (31). Por todo esto, las concentraciones séricas de

1,25(0OH)2D no son una buena medida del suministro o estado de esta vitamina (10).

1,25(0OH),D ejerce sus efectos bioldgicos al unirse al VDR. Las concentraciones mas altas
de VDR se encuentran en los tejidos que participan en la homeostasis del calcio; pero se
han encontrado VDR en casi todos los tejidos y células del cuerpo humano (22, 27, 32,
33). Después de la activacidon del VDR citosdlico mediante la unién de ligandos vy la
translocacion al nucleo; el VDR activado interactia con elementos de respuesta a la
vitamina D en la regiéon promotora de ciertos genes y, por lo tanto; regulando
aproximadamente el 3% del genoma. Finalmente, 25-hidroxivitamina D y 1,25-
dihidroxivitamina D se degradardan a 24,25-hidroxivitamina D vy 1,24,25-
dihidroxivitamina D respectivamente; metabolizandose en dcido calcitricico y
excretandose por el rifién (31, 34). Este proceso enzimdatico de degradacion se inicia por
la 24-hidroxilacién y es inducido por la propia activacion de VDR; previniendo asi la

intoxicacidn por vitamina D como parte de un bucle autorregulador (10) (Fig.4).
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Figura 4. Metabolismo de la vitamina D.

1.3 Relacidon de la vitamina D con las enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son un grupo de trastornos del corazén y de
los vasos sanguineos. Se clasifican en enfermedad coronaria, enfermedad
cerebrovascular, arteriopatias periféricas, cardiopatia reumatica, cardiopatia congénita,

trombosis venosa profunda y embolia pulmonar.

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (35), un total de 17,9 millones de personas
mueren de esta enfermedad cada afo, y su prevalencia ha aumentado progresivamente
en los Ultimos afios (35-38). En Espafia, el grupo de enfermedades del sistema
circulatorio se mantuvo como primera causa de muerte en 2022, con el 26% del total (y
una tasa de 252,2 fallecidos por cada 100.000 habitantes). Respecto al afo anterior, los
fallecimientos debidos a enfermedades del sistema circulatorio aumentaron un 1,2%
(39). Los fallecimientos debidos a enfermedades cardiovasculares siguen siendo los mas

numerosos durante el primer semestre de 2023, con el 27,1% de las muertes. A nivel



mas detallado, las enfermedades isquémicas del corazén fueron la causa de muerte mas

frecuente, con 13.865 personas fallecidas, un 6,8% menos que el mismo periodo de

2022.

defunciones y la insuficiencia cardiaca con 10.459 fallecimientos (Tabla 3) (40)

Por detrds se situaron las enfermedades cerebrovasculares con 11.926

En consecuencia, la identificacion de los factores de riesgo que intervienen en el

progreso de esta enfermedad vy las estrategias terapéuticas eficaces para su prevencién

y tratamiento son de suma importancia; dada la enorme implicacion social y econdmica

(41).

Tabla 3. Defunciones seglin las causas de muerte mas frecuentes. Enero-junio 2019-2023. Valores

absolutos y variacion porcentual.

Enero- Enero- Enero- Enero- Enero- Variacion
Junio Junio Junio Junio Junio Enero-Junio
2019 2020 2021 2022 2023 2023/2022
Total
219.350 264.773  2330.558 235.707 221.462 -6.0%
enfermedades
Enfermedades
isquémicas del 15.742 15.394 14.755 14.879 13.865 -6.8%
corazon
Enfermedades 13.284 13306  12.452  12.598 11.926 -5.3%
cerebrovasculares
Cancer de
bronquios y 10.980 10.854 10.837 11.339 11.225 -1.0%
pulmodn
Demencia 11.517 10.775 9.337 10.471 10.704 2.2%
Insuflc.lenqa 10.441 10.276 10.134 11.022 10.459 -5.1%
cardiaca
Enfermedad 6.392 7.446 7.367 7.523 7.590 0.9%

hipertensiva



A pesar de que la etiologia de las ECV no ha sido claramente establecida, a lo largo de
los afios muchos estudios epidemioldgicos e intervencionistas han permitido

caracterizar los factores asociados con un mayor riesgo de ECV.

Existen factores de riesgo no modificables como la edad y el sexo, y modificables como
el tabaquismo, la falta de actividad fisica, los habitos alimentarios, la hipertension
arterial, la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), las dislipidemias o la predisposicién genética

(42, 43) (Fig. 5).

A pesar de todos estos avances, los mecanismos que subyacen a las diferencias
individuales en la presentacion y las caracteristicas fisiopatoldgicas de las ECV no se

conocen bien (44-46).
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Figura 5. Factores de riesgo que intervienen en el desarrollo de la enfermedad cardiovascular.

Un porcentaje de la enfermedad cardiovascular podria prevenirse con un estilo de vida
saludable, permitiendo a largo plazo disminuir su incidencia en la poblacion general; ya
gue la dieta es un factor muy importante en su desarrollo. Las modificaciones en la

nutricion y el estilo de vida han sido fundamentales para la prevencion de este tipo de



enfermedades. Sin embargo, la genética también tiene un papel considerable; ya que
una gran cantidad de genes y sus variantes pueden influir en el riesgo de ECV por
diferentes vias. Es fundamental emplear un enfoque personalizado que tenga en cuenta
el aspecto de la variabilidad biolégica entre los individuos para maximizar los beneficios
de estas modificaciones en el contexto de la salud. En este sentido, la nutrigendmica y
la nutrigenética se han convertido en una importante pieza para la prevencion vy el

tratamiento de las enfermedades cardiovasculares (47).

Mientras que la nutrigendmica estudia la influencia de los nutrientes en la expresion
genética, la nutrigenética estudia la influencia de las variaciones genéticas en el cuerpo
promovidas por los nutrientes (48). La nutricion de precisidon integra informacién
gendmica con datos asociados a preferencias fenotipicas, de estilo de vida,
conductuales, fisiopatoldgicas y socioculturales. A su vez, la metagendmica y
metaboldmica pueden aprovecharse para disefiar una guia universal y un asesoramiento

personalizado para el mantenimiento de la salud (47, 49, 50) (Fig. 6).
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Figura 6. Papel de la nutrigenética y la nutrigenémica.

El campo de la nutrigendmica abarca multiples enfoques destinados a comprender los
efectos de la dieta en la salud o en el desarrollo de esta enfermedad incluidos los
estudios nutrigenéticos, que investigan la relacion entre las variantes genéticas y la dieta
en la modulacién del riesgo cardiometabdlico; asi como los efectos de los componentes
dietéticos en multiples medidas "dmicas", incluida la transcriptdmica, la metaboldmica,

la protedmica, la lipidémica, las modificaciones epigenéticas y el microbioma (51).

La busqueda de genes que predispongan a las ECV ha llevado a la identificacién de
polimorfismos de un solo nucledtido (SNP), variaciones humanas del 4cido
desoxirribonucleico (52) (52); la evaluacion del perfiles de riesgo y la adopcién de

medidas preventivas o terapéuticas (45).

Existen varios genes que se han relacionado con la enfermedad cardiovascular (53),

entre ellos destacan el gen de la metilentetrahidrofolatoreductasa (MTHFR) (54-56); el



gen PPAR (57) (58-60); genes de la familia de las apolipoproteinas (APO) APO-A (61-63)
y APO-E (64-67) o el gen de la lipasa hepatica (LIPC) (68).

La relacién entre la vitamina D y la enfermedad cardiovascular ha sido objeto de
numerosos estudios y sigue siendo un tema de investigacion activa, sugiriendo que
puede desempefar un papel en la salud cardiovascular. Estudios recientes han
demostrado que los pacientes con deficiencia de vitamina D tienen un mayor riesgo de
desarrollar ECV (69) y las variaciones del gen del receptor de la vitamina D son factores
de riesgo potenciales de desarrollar esta patologia, sin embargo; el mecanismo

subyacente exacto en su patogénesis aun no estd claro (31, 70-72).

Se ha propuesto que la vitamina D puede tener efectos beneficiosos en la funcién
cardiovascular, incluida la regulacién de la presidn arterial y la funcién del musculo
cardiaco; ademads de estar asociada con un menor riesgo de desarrollar factores de

riesgo cardiovascular, como la hipertension arterial, la DMT2 y la dislipidemia.

En primer lugar, existen evidencias sélidas de que la vitamina D se expresa en el corazén
y en los vasos sanguineos (73-76) y tiene un importante papel en la regulacién de la
funcién endotelial afectando al crecimiento y proliferacidén de las células musculares y
endoteliales (77). Ademas, la activacion del VDR induce un aumento dependiente de la
concentracion de 6xido nitrico en las células endoteliales y mejora las propiedades

angiogénicas de las células progenitoras endoteliales.

En segundo lugar, la vitamina D es un importante regulador del sistema renina-
angiotensina (RAS). La deficiencia de vitamina D implicaria la activacion del gen de la
renina, produciendo un aumento de la angiotensina ll, que puede provocar hipertensién
e hipertrofia ventricular (78, 79). Ademads, provocaria un aumento en la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y la activacion de proteinas G como la Rho A, lo que
provocaria la inhibicién de las vias necesarias para el transporte intracelular de glucosa
y, por tanto; el desarrollo de resistencia a la insulina y la aparicion del sindrome

metabolico (80).



En tercer lugar, la vitamina D podria regular las células inmunitarias, inhibiendo la
liberacion de citocinas proinflamatorias y aumentando la liberacidon de citocinas
antiinflamatorias, desempefiando asi un papel en la proteccién de los vasos sanguineos

(81).

Finalmente, la deficiencia de vitamina D se asocia con un perfil lipidico aterogénico que
incluye una disminucién de los niveles de colesterol de lipoproteinas de alta densidad
(del inglés High Density Lipoprotein, HDL) y un aumento de los niveles séricos de
colesterol de lipoproteinas de baja densidad (del inglés Low Density Lipoprotein, LDL).
La forma biolégicamente activa de vitamina D suprime la formacidon de células
espumosas, células modificadas del musculo liso o macréfagos que poseen receptores
gue no estdn regulados y que acumulan intracelularmente el colesterol esterificado;
disminuyendo la absorcién de colesterol por los macréfagos e induciendo la autofagia
de LDL mediante la regulacion genética a través de VDR. Ademas, modula la respuesta
inflamatoria al disminuir la expresidon del factor de necrosis tumoral alfa (TNFa),
interleucina-6 (IL-6), interlecucina-1 (IL-1) e interleucina-8 (IL-8) en monocitos
sanguineos aislados y la expresién de trombomodulina y factor tisular en monocitos,
afectando la agregaciéon plaquetaria y la actividad trombogénica. Sin embargo, se ha
demostrado que la reposicion a corto plazo de los niveles de 25-hidroxivitamina D no

mejora el perfil lipidico en humanos (82-87) (Fig. 7).
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Figura 7. Papel de la vitamina D en la funcion cardiovascular.

En resumen, la vitamina D puede tener efectos antihipertensivos, antiinflamatorios,
antiproliferativos, antihipertréficos, antifibréticos, antidiabéticos y antitrombéticos,

modulando beneficiosamente los factores de riesgo cardiovascular clasicos (73).

Se ha observado una relacién de los efectos de la vitamina D y algunos trastornos
cardiovasculares, como las arritmias cardiacas, la miocardiopatia, las enfermedades
cerebrovasculares, la insuficiencia cardiaca, las valvulopatias y la enfermedad periférica

vascular.

1.3.1. Arritmias cardiacas

Las arritmias cardiacas son anomalias o perturbaciones en la activacién o en los latidos
normales del miocardio. El nddulo sinusal envia una onda de despolarizacién sobre la

auricula y el ndodulo auriculoventricular (AV) despolarizante que se propaga sobre el



sistema His-Purkinje y despolariza el ventriculo de forma sistematica. Existen muchos
tipos de arritmias cardiacas o latidos cardiacos anormales y su gravedad depende de la
presencia o ausencia de enfermedad cardiaca estructural. La fibrilacion auricular (FA) es

la arritmia benigna mas frecuente.

Las arritmias cardiacas se presentan con sintomas ambiguos, desde completamente
asintomaticos hasta una amplia gama de sintomas y signos, que incluyen palpitaciones,
dolor en el pecho, dificultad para respirar, ansiedad, fatiga, aturdimiento o mareos,
vision borrosa y sudoracién profusa. A pesar de la disponibilidad de un tratamiento
eficaz, mas de 3,7 millones de pacientes mueren cada afio en todo el mundo por

arritmias cardiacas (88).

La patogénesis de las arritmias no se comprende completamente, pero se han
identificado factores que parecen ser elementos criticos en su desarrollo como los
trastornos del sistema renina-angiotensina-aldosterona, indicadores de inflamacién y
especialmente proteina C reactiva (PCR), metabolismo de acidos grasos y niveles
reducidos de vitamina D que se correlacionan de alguna manera con los factores

mencionados anteriormente (89).

Un numero significativo de estudios ha correlacionado la deficiencia de vitamina D con
un mayor riesgo de desarrollar arritmias cardiacas (90). La sefializacién de la vitamina D
parece influir en los componentes RAS, y las citocinas profibréticas y el factor de
crecimiento transformante bl parecen contribuir en los procesos de remodelacion a
través de sus acciones proliferativas y proinflamatorias (91). Ademas, a través del
receptor nuclear de la vitamina D y la via de la proteina B kinasa (23), se produce el
mecanismo implicado en los miocitos ventriculares, un aumento en la corriente de salida
transitoria rapida y las densidades de corriente de potasio (K*) rectificadora retardada

ultrarrapida (92).



1.3.2. Miocardiopatia

Cardiomiopatia es el nombre que se usa para llamar a las enfermedades del musculo
cardiaco. Estas enfermedades aumentan el tamafo del corazén o lo hacen mas grueso
y rigido que lo normal. En raros casos, el tejido cicatrizante reemplaza el tejido muscular

(93).

Las miocardiopatias se clasifican en primarias (genéticas, mixtas o adquiridas) y
secundarias, que dan como resultado fenotipos variados que incluyen patrones
dilatados, hipertréficos y restrictivos. La miocardiopatia hipertréfica es la
miocardiopatia primaria mas comun y puede causar disnea de esfuerzo, presincope,
dolor toracico atipico, insuficiencia cardiaca y muerte subita cardiaca. La miocardiopatia
dilatada puede ser genética o adquirida y tipicamente se presenta con sintomas clasicos

de insuficiencia cardiaca con fraccidn de eyeccion reducida (94).

Algunos factores de riesgo que propician sufrir cardiomiopatia son el consumo de
alcohol, drogas, situaciones estresantes, la edad, antecedentes familiares,
enfermedades que afectan el funcionamiento de los musculos que producen la
acumulacién de sustancias en el corazon, inflamacion cardiaca, infecciones, obesidad o

diabetes (DM) (95).

Varios estudios han demostrado que la 1,25(0OH).D ejerce efectos antihipertroficos
sobre los cardiomiocitos y reduce la expresién de varios genes que estan regulados
positivamente en la hipertrofia miocardica (96, 97) mediante la supresion de RAS
cardiaco y de los péptidos natriuréticos. Ademas, tiene efectos sobre el crecimiento y la
diferenciacién de los cardiomiocitos, mejorando la funcidn y estructura miocardica (98-

103).



1.3.3. Enfermedad cerebrovascular

Un accidente cerebrovascular (ACV), o ictus, puede ocurrir cuando el flujo de sangre al
cerebro queda bloqueado o cuando se produce un sangrado repentino en el cerebro.
Existen dos tipos de ACV: el accidente cerebrovascular isquémico o infarto cerebral, que
se produce cuando el flujo sanguineo no puede llegar al cerebro por un tapdn e impide
gue las células cerebrales reciban el oxigeno y nutrientes de la sangre, muriendo en
pocos minutos; y el accidente cerebrovascular hemorrdgico o derrame cerebral, que se
produce por un sangrado subito en el cerebro que se escapa de los vasos sanguineos,
haciendo presidn y dafiando las células cerebrales. Casi el 90% de los ACV se producen
por una obstruccidn de los vasos sanguineos (accidentes isquémicos), y solo el 10% se
deben a sangrado interno (accidentes hemorrdgicos) (104). El accidente
cerebrovascular es la segunda causa de muerte entre las personas de 60 anos o mas, y
estd causando una importante carga de morbilidad a nivel mundial (105).

El ACV puede producir distintos sintomas, desde debilidad leve hasta paralisis o pérdida
de sensibilidad de un lado de la cara o del cuerpo, dolor de cabeza repentino y muy
intenso, sensacion subita de debilidad, problemas de vista y dificultad para hablar o para

entender lo que se le dice (104).

Los ACV isquémicos y hemorragicos comparten muchos de los mismos factores de
riesgo, como presion arterial alta, diabetes y colesterol alto en sangre. Los codgulos de
sangre pueden producirse debido a cardiopatia coronaria, fibrilaciéon
auricular, enfermedad de las valvulas cardiacas y enfermedad de las arterias carétidas.

También puede producirse un sangrado después del uso de anticoagulantes (106).

Muchos estudios han proporcionado evidencia de posibles mecanismos para explicar el
efecto de la vitamina D en el accidente cerebrovascular (107). El VDR desempefia
funciones importantes en el desarrollo del accidente cerebrovascular, ya que se expresa
en las células del musculo liso vascular (77), las plaguetas (108) y muchas otras células
inmunes (109), importantes en el desarrollo del ACV. Ademas, la supresion de RAS es un

posible mecanismo a través del cual la vitamina D influye en el riesgo de sufrir ictus (78,



110-114). La vitamina D también podria inhibir la produccién de factores de inflamacién,
como IL-6 y TNF-a y, como resultado, afectar el progreso del ACV (115). Se considera
que 1,25(0H).D y analogos sintéticos pueden tener efectos anticoagulantes. Por este
motivo, se sugiere desarrollar agentes antitrombdticos derivados de la vitamina D (77,

116, 117).

1.3.4. Insuficiencia cardiaca

La insuficiencia cardiaca (IC) es un sindrome clinico crénico y progresivo inducido por
anomalias cardiacas estructurales o funcionales que muestran una fraccién de eyeccién
del ventriculo izquierdo reducida, conduciendo a presiones de llenado cardiacas
elevadas en reposo y durante el estrés. Se caracteriza por un engrosamiento de la pared
y, a menudo, un aumento del tamano de la cdmara. El aumento del tamafio de los
cardiomiocitos se acompaifia de fibrosis intersticial y disfuncién cardiaca. Los sintomas
de la insuficiencia cardiaca incluyen disnea (dificultad para respirar) y fatiga, a menudo
acompafadas de signos fisicos tipicos, como estertores pulmonares (crepitantes
anormales), edema periférico o venas yugulares distendidas (118, 119). En los paises
desarrollados, la IC se ha convertido en un importante problema de salud publica, que
afecta al 2% de la poblacién adulta, y el nimero de ingresos hospitalarios relacionados

con la IC se ha triplicado desde la década de 1990 (120).

Una revision sistematica de los factores de riesgo de insuficiencia cardiaca en todo el
mundo encontré que los principales factores subyacentes de la enfermedad son la

cardiopatia isquémica, la hipertension y la cardiopatia reumatica (121).

Existen estudios experimentales que demuestran que la senalizacion de la vitamina D
tiene un efecto protector contra el desarrollo de insuficiencia cardiaca (122), ya que se
observan niveles disminuidos de vitamina 25(OH).D en plasma de pacientes con esta
patologia. Los datos de varios estudios experimentales respaldan el papel antifibrético
y antihipertréfico de la vitamina D, ayudando en la disfuncién cardiaca, la hipertrofia y

la fibrosis (123-126). Ademas, la vitamina D tiene un papel beneficioso contra la rigidez



arterial y suprime la actividad de metaloproteinasas de la matriz, una molécula
importante para la patogénesis de la insuficiencia cardiaca (127) y puede mejorar la
contraccion y relajacién de los cardiomiocitos (128). El tratamiento in vitro con
1,25(0H).D dio como resultado una disminucion de la expresion del gen profibrético y
del depdsito de coldgeno en células madre mesenquimales multipotentes, pero la
suplementacién con vitamina D de sujetos no proporciona ninguin beneficio en términos

de la salud cardiovascular en la poblacion general (76).

1.3.5. Valvulopatia

La valvulopatia es una enfermedad que se produce cuando una o mas de las 4 vélvulas
cardiacas (mitral, tricuspide, pulmonar y adrtica) no se abren o cierran correctamente,
interrumpiendo el flujo de sangre que pasa por el corazén hacia el resto del cuerpo. Las
patologias valvulares mds prevalentes a nivel mundial son la cardiopatia reumatica, la
enfermedad estendtica de la vdlvula adrtica, la insuficiencia mitral y la insuficiencia
adrtica, mientras que, en el mundo desarrollado; la enfermedad estendtica de la valvula
adrtica es mas prevalente (129). Las valvulopatias son una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad cardiovascular en todo el mundo y se prevé que la carga de

morbilidad resultante aumentara en las proximas décadas (130).

Algunos sintomas de la enfermedad de las valvulas cardiacas son sonido sibilante (soplo
cardiaco) cuando el médico escucha el corazén con un estetoscopio, dolor en el pecho,
hinchazén abdominal (mas comun en la regurgitacion tricuspidea avanzada), fatiga, falta
de aire, en particular cuando se esta activo o recostado, hinchazdn de los tobillos y los

pies, mareos, desmayo o latidos irregulares del corazén (131).

La calcificaciéon valvular (CV) conduce a una destruccion lenta y progresiva de las valvas
valvulares, daifando su libre movilidad y funcién (132). Hay varios factores que pueden
aumentar el riesgo de presentar enfermedad de las vdlvulas cardiacas como la edad

avanzada, antecedentes de ciertas infecciones que pueden afectar el corazén, presion



arterial alta, colesterol alto, DM y otros factores de riesgo de padecer enfermedades

cardiacas (131).

La vitamina D activada modula la inflamacidn, que es un componente clave de la
calcificacién de las arterias coronarias y valvulares (133). Se ha encontrado asociaciéon
entre la calcificacion de las valvulas mitrales (CVM) y la presencia de calcio en el arbol
coronario derecho y entre la calcificacion de la valvula adrtica (CVA) y presencia de calcio
en el arbol coronario izquierdo. Por lo tanto, CVA y CVM pueden servir como una
"ventana" que implica también la presencia de calcio en las arterias coronarias (134). El
proceso de CV comparte mediadores comunes que también participan en la formacién
de placas ateroscleréticas en los vasos coronarios, en el cudl interviene la vitamina D

(135).

1.3.6. Enfermedad vascular periférica

La enfermedad vascular periférica (EVP) consiste en un dafio u obstruccién en los vasos
sanguineos mas alejados del corazon: las arterias y venas periféricas. Las arterias y venas
periféricas transportan sangre hacia y desde los musculos de los brazos y las piernas y
los 6rganos del abdomen. La EVP puede también afectar a las arterias que llevan sangre
a la cabeza (arterias cardtidas). Cuando la EVP afecta sélo a las arterias y no a las venas,
se denomina enfermedad arterial periférica (136, 137). La EVP es un importante
problema de salud y su incidencia estd aumentando debido a la obesidad, la DM vy el

envejecimiento de la poblacién (138).

Las enfermedades de las arterias pueden ocasionar obstrucciones arteriales (incluso la
enfermedad arterial periférica), aneurismas adrticos, enfermedad de Buerger y/o
fendmeno de Raynaud. Las enfermedades de las venas pueden ocasionar codgulos
sanguineos venosos (incluso la trombosis venosa profunda), embolia pulmonar, flebitis

y varices (137).



La arterioesclerosis o acumulacion de depdsitos grasos que contienen colesterol (placas)
en las paredes de las arterias es la principal causa de la enfermedad. Existen factores
que aumentan el riesgo a padecer EVP como la edad, antecedentes familiares
y genética, habitos del estilo de vida como el tabaquismo, concentraciones de
colesterol en sangre no saludables, triglicéridos altos en sangre, presidon arterial

alta, sobrepeso y obesidad y sindrome metabdlico (139).

Los niveles bajos de 25(OH),D se asocian con la regulacién de las vias bioldgicas
aterosclerdticas (140). El calcitriol también puede inhibir la absorcion de colesterol por
los macrofagos y la formacién de células espumosas (141). Ademas, la activacion de VDR
puede regular el proceso aterosclerético mediante la modulacién de citoquinas
inflamatorias. La arterioesclerosis es inducida mediante la activaciéon de las células T
helper (Th), la interleucina-1b (IL-1B), IL-6 y TNF-a, e inhibida por las células Th 2,
interleucina-4 (IL-4) e interleucina-10 (IL-10) (142). La suplementacién con vitamina D
demuestra propiedades antiaterogenéticas a través de la inhibicion de los niveles séricos

de TNF-a y la promocidn de los niveles de IL-10 (141).

La vitamina D estd implicada en multitud de procesos biolégicos, y queda patente que
la deficiencia de vitamina D se ha asociado con factores de riesgo de enfermedad
cardiovascular (143). Los efectos descritos de su influencia en la patogenia de la ECV
aparecen por la regulacion de la transcripcion genética por parte del metabolito activo
de la vitamina D que actla a través su receptor nuclear VDR (144). Como el VDR se
expresa en una gran cantidad de tejidos, no es sorprendente que al activarse module la

expresion de multiples genes especificos (145).

Por todo esto, el estudio sobre la influencia de la vitamina D en el riesgo de padecer la
ECV puede mejorar la prevencidn, el diagndstico, el prondstico y el tratamiento de dicha

patologia.



1.4 Receptor de la vitamina D

Todas las acciones bioldgicas, tanto de la vitamina D como de sus andlogos sintéticos,
son mediadas por su union al VDR (2). El VDR pertenece a la familia de receptores de
esteroides que incluye receptores para el acido retinoico, hormona tiroidea, hormonas

sexuales y esteroides suprarrenales (146).

El gen que codifica el receptor nuclear de vitamina D es un gen de mas de 100 kilobases
(Kb) (147), que se encuentra en el brazo largo del cromosoma 12 (locus 12q12-q14)
(148). Tiene al menos 5 regiones promotoras (149), ocho exones codificantes y al menos
seis exones no codificantes. La proteina VDR, que contiene 427 aminoacidos; funciona
como un heterodimero obligado con el receptor del acido retinoico (RXR) para la

activacion de genes diana de la vitamina D (144, 150, 151).

La sefializacién de la vitamina D se produce cuando un metabolito hidroxilado activo de
la vitamina D3 se une al dominio de unién a ligando (LBD) del VDR (152-154). Después
de la activacion por su ligando, este complejo se traspone al nucleo dénde se
heterodimeriza con RXR y se une a su elemento sensible de la vitamina D (VDRE), que
se encuentran en la regién promotora de los genes diana, reclutando factores de
transcripcion y moléculas co-reguladoras (activadores o inhibidoras de la
transcripcion) (155); pudiendo afectar la transcripcion de mds de 900 genes que

participan en multitud de procesos fisiolégicos (156) (Fig.8).
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Figura 8. Activacidn del receptor de la vitamina D.

1.5 Polimorfismos de VDR

Se han descubierto multiples variaciones genéticas en el VDR. Las variaciones de la
secuencia de ADN, que ocurren con frecuencia en la poblacion, se denominan

"polimorfismos" y pueden tener efectos bioldgicos.

Hasta la fecha, mas de 25 polimorfismos diferentes han sido mapeados en el locus VDR
(149), pero existen cinco polimorfismos comunes que se han asociado tipicamente con
la actividad de VDR; Cdx2 (rs11568820 A>G), Fokl (rs2228570 C>T), Taql (rs731236 T>C),
Bsml (rs1544410 A>G) y Apal (rs7975232 C>T) (157, 158) (Fig. 9). Los polimorfismos en

las proteinas de unidén a la vitamina D pueden afectar su afinidad de unién por la



vitamina D y podrian estar directamente relacionados con el riesgo de deficiencia de

vitamina D o ECV (159).
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Figura 9. Gen humano del receptor de la vitamina D. Aparecen los polimorfismos Cdx2 (rs11568820);

Fokl (rs2228570); Bsml (rs1544410); Apal (rs7975232) y Taql (rs731236).

Recientemente, estos polimorfismos y sus haplotipos,
agrupacion fisica de polimorfismos que tienden a heredarse juntas (160); estan
obteniendo un reconocimiento cada vez mayor a medida que mas estudios han verificado

sus asociaciones significativas con varias enfermedades (161, 162).

Se ha descrito que estos polimorfismos (Fokl, Bsml, Taql, Apal y Cdx2) juegan un papel
clave en la modificacién de la captacion de 1,25(0OH)2D y por lo tanto pueden modificar la
funcién de la vitamina D (163). Sin embargo, el mecanismo molecular exacto que explica
la asociacién entre los polimorfismos VDR y los niveles séricos de 25(0OH),D sigue siendo

desconocido (148).



El polimorfismo de Fokl/ (rs2228570) se encuentra en el exdn 2 y se caracteriza por una
sustitucion de citosina por timidina (147). Representa una mutacion sin sentido en el
sitio del inicio de la traduccién que modifica la longitud y la actividad funcional de la

proteina VDR (164, 165).

El SNP Fokl es el unico polimorfismo de VDR con impacto funcional, es decir, supone la
pérdida de un sitio de inicio de la transcripcién (164). El alelo C da como resultado una
variante de la proteina VDR mas corta (424 aminoacidos)(164-168), que produce un
factor de transcripcion mas activo (169). En cambio, la variante de proteina VDR
asociada con el alelo T (164-168), conduce a la producciéon de una proteina VDR mds
larga (427 aminodcidos). Aunque no se han encontrado diferencias significativas con la
afinidad del ligando, la unién al ADN o la actividad de transactivacién entre las dos
formas alélicas de Fokl; la variante mas corta muestra una mayor actividad del receptor

que la mas larga (170).

El polimorfismo Fokl es posiblemente es el mas estudiado en el gen VDR, y ha sido

previamente asociado con multitud de enfermedades (165, 171-176).

El SNP Bsml estd ubicado en el intrén 8 (177), cerca de la regién 3'UTR del gen VDR. Es
una sustitucidon de nucledtidos de adenina a guanina que afecta la estabilidad de la
transcripcion, ya que esta involucrado en la regulacién de la expresiéon de VDR;
especialmente a través de la regulacién de la estabilidad del acido ribonucleico
mensajero (ARNm) (178, 179) y la vida media (156). Por lo tanto, puede influir en la

expresion de la proteina (180), pero no altera la estructura o funcién de la misma.

El SNP Tagl esta presente en el exdn 9, cerca del extremo 3' del gen VDR. Es una
sustitucion de nucledtidos de citosina a timina. Esta involucrado en la regulacion de la
expresion, especialmente a través de la regulacién de la estabilidad del ARNm,

incluyendo para los receptores de esteroides (164).

El polimorfismo Apal esta ubicado en el extremo 3' del gen VDR (157), en el intrén 8 del

mismo. Es una sustitucion de nucledtidos de citosina a timina. Esta involucrado en la



regulaciéon de la expresion, especialmente a través de la regulacién de la estabilidad del

ARNmM, incluyendo para los receptores de esteroides (164).

El polimorfismo Cdx2 se localiza en la regién promotora del extremo 5' del gen VDR y se

caracteriza por una variacion de la secuencia de guanina por adenina (166, 181).

Tabla 4. Caracteristicas del gen VDR y los polimorfismos implicados en la ruta metabdlica de la vitamina

D.
Gen DbSNP ID Posicién Alelos Frecuencia (ALFA)
rs1544410 (Bsml) Exon 8 C>T T=0.388066 (85636/220674)
rs11568820 (Cdx2) Exén 1 G>A A=0.28140 (14569/51774)
VDR
rs2228570 (Fokl) Exdn 2 C>T T=0.388743 (91849/236272)
(12q13.11)
rs7975232 (Apal) Exdn 8 C>A C=0.44552 (17435/39134)
rs731236 (Taql) Exén 9 A>G G=0.387180 (74890/193424)
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2 HIPOTESIS

La determinacion de alteraciones genéticas en el receptor de la vitamina D
((Bsml (rs1544410), Taql (rs731236), Apal (rs7975232), Fokl (rs2228570) y
Cdx2 (rs11568820)) pueden actuar como biomarcadores de riesgo a padecer

enfermedad cardiovascular.

3 OBIJETIVOS

3.1 Objetivo principal

Evaluar la influencia de los polimorfismos genéticos en el gen VDR
(Bsml (rs1544410), Taql (rs731236), Apal (rs7975232), Fokl (rs2228570) y

Cdx2 (rs11568820)) y el riesgo a padecer enfermedad cardiovascular.

3.2 Objetivos especificos

I. Determinar la prevalencia de los polimorfismos genéticos Bsml/
(rs1544410), Taql (rs731236), Apal (rs7975232), Fokl (rs2228570) y Cdx2
(rs11568820) en casos y controles.

II.  Analizar conjuntamente la influencia de variables clinicas y genéticas en

la susceptibilidad a desarrollar enfermedad cardiovascular.
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4 MATERIALY METODOS

4.1. Diseno del estudio

Para determinar la asociacion de los polimorfismos del gen VDR y la ECV se realizé un

estudio observacional retrospectivo de casos y controles.

4.2. Declaracion ética

Esta investigacidn se llevé a cabo de acuerdo con la Declaracién de Helsinki, bajo la
aprobacién del Comité de Etica e Investigacion del Hospital Universitario Virgen de las
Nieves (HUVN), cdédigo de aprobacién 0957-N-21 (Anexo 1). Todos los sujetos
participantes en el estudio firmaron un consentimiento informado para la recogida y
anadlisis genético de las muestras de saliva, y su donacion al Biobanco del Sistema
Sanitario Publico de Andalucia; el cual ha avalado la investigacién (Anexo 2). Las

muestras fueron codificadas y tratadas de forma confidencial.

4.3. Poblacién diana y ambito de estudio

El estudio involucrd 246 casos y 246 controles de origen caucdsico del sur de Espana.
Con una relacidon caso/control de 1. Los casos englobaban pacientes diagnosticados de
arritmia cardiaca, miocardiopatia, enfermedad cerebrovascular, insuficiencia cardiaca,
enfermedad de las vélvulas cardiacas, enfermedad vascular periférica en el Hospital
Universitario Virgen de la Nieves en Granada, Espafa, entre marzo de 2013 y octubre de

2022. Los controles eran personas sin antecedentes de enfermedad cardiovascular.

4.4. Criterios de inclusion

- Pacientes mayores de 18 afos



- Pacientes caucasicos europeos, que habian residido en la misma area geografica

- Pacientes cuyo seguimiento clinico se haya realizado en el Hospital Virgen de las
Nieves (Granada), y sus historias clinicas se encuentren disponibles.

- Pacientes que hayan aceptado de manera voluntaria participar en el estudio
firmando el consentimiento informado y contaban con muestra de sangre o

saliva en el Biobanco publico de Andalucia

4.5. Criterios de exclusion

- Pacientes con una negativa a participar en el estudio o cumplimentar

la hoja de Consentimiento Informado.

- Historia clinica no disponible para realizar el seguimiento

4.6. Variables

4.6.1. Variables sociodemograficas

- Sexo: variable cualitativa nominal (femenino/masculino)
- Edad: variable cuantitativa continua
- Habito alcohdlico: variable cualitativa nominal (Bebedor/ Exbebedor/ No

bebedor)

Los individuos fueron clasificados segun las unidades de bebida estandar (UBE). Se
consideraran no bebedores si son abstemios o no consumen alcohol de forma habitual;
como bebedores activos si su consumo de alcohol > 4 UBE/dia en hombres y > 2.5
UBE/dia en mujeres; y como antiguos bebedores si su consumo de alcohol era > 4

unidades UBE/dia en hombres y > 2.5 UBE/dia en mujeres, pero actualmente no beben.

- Indice de masa corporal (IMC): variable cualitativa nominal (Peso saludable/

sobrepeso /obesos clase | /obesos clase Il /obesos clase Il1).



Se consideraran personas con peso insuficiente los que tengan un IMC < 18.5; con peso
saludable los que tengan un IMC entre 18.5 y 24.9; con sobrepeso los que tengan un
IMC entre 25 y 29.9; con obesidad clase | los que tengan un IMC entre 30 y 34.9; con
obesidad clase Il los que tengan un IMC entre 35y 39.9; y con obesidad clase Il los que

tengan un IMC mayor de 40.
- Dislipemia: variable cualitativa nominal (Si /No)

Se consideran personas con dislipemia las que tengan triglicéridos > 150 mg/dl;
colesterol de alta densidad (del inglés High Density Lipoprotein, HDL) < 40 mg/dl en
hombres y HDL < 48 mg/dl en mujeres; colesterol de baja densidad (del inglés Low

Density Lipoprotein, LDL) > 100 mg/dl; y colesterol total > 200 mg/dl).
- Hipertensidn: variable cualitativa nominal (Si /No)

Se consideran personas con hipertensién las que tengan la presidn arterial sistélica (PAS)

> 140 milimetros de mercurio (mmHg) y presion arterial diastdlica (PAD) > 90 mmHg).
- Diabetes: variable cualitativa nominal (Diabetes tipo | /Diabetes tipos Il)

Se consideran personas con diabetes esteroidea aquellos con hiperglucemia inducida
por glucocorticoides); los que tenian diabetes tipo | aquellos con glucemia en ayunas >
126 mg/dl producida por una reaccion autoinmune contra las células productoras de
insulina; y los que tenian diabetes tipo Il con glucemia en ayunas > 126 mg/d| producida

por resistencia a la insulina.

- Habito tabaquico: variable cualitativa nominal (Fumador/ Exfumador/ No

fumador)

Se consideraran no fumadores si han fumado menos de 100 cigarrillos en su vida. Los
pacientes exfumadores también se consideraran fumadores si hace menos de 15 afios

que han dejado de fumar y fumaban mas de 10 paquetes/afio.
- Desarrollo de ECV: variable cualitativa nominal (Si/No)

Se consideran pacientes con ECV aquellos que padecian tromboembolismo arterial,

fibrilacion auricular, insuficiencia cardiaca, valvulopatias o tromboembolismo venoso.



Estas variables fueron recogidas a partir de las historias clinicas de los pacientes,
procedentes de los datos recogidos por los facultativos del hospital mediante las bases
de datos del Hospital Universitario Virgen de las Nieves (Estacidon Clinica, Diraya Clinica,

TaoNet).

4.6.2. Variables clinicas

- Arritmias cardiacas

- Miocardiopatia

- Enfermedades cerebrovasculares
- Insuficiencia cardiaca

- Valvulopatias

- Enfermedad periférica vascular.

Estas variables fueron recogidas a partir de las historias clinicas de los pacientes,
procedentes de los datos recogidos por los facultativos del hospital mediante las bases
de datos del Hospital Universitario Virgen de las Nieves (Estacidn Clinica, Diraya Clinica,

TaoNet).

4.6.3. Variables genéticas

- Estatus de los marcadores genéticos. Variable cualitativa ordinal que toma los
valores Homocigoto AA/Homocigoto aa/Heterocigoto Aa para cada

polimorfismo genético.

Las variables genéticas fueron obtenidas a partir de los analisis de deteccidon de
polimorfismos realizados en la unidad de farmacogenética del servicio de farmacia del

HUVN.



4.7. Determinacion de los perfiles farmacogenéticos

La determinacién de los polimorfismos genéticos incluidos en el estudio se ha

llevado a cabo mediante la siguiente metodologia:

4.7.1. Extraccion vy purificacion del ADN

Las muestras de ADN, aisladas de sangre o saliva, fueron obtenidas del Biobanco del
Hospital Universitario Virgen de las Nieves, que es parte del Biobanco del Sistema
Sanitario Publico de Andalucia. Las muestras de sangre fueron recogidas en tubos BD
Vacutainer® con acido etilendiaminotetraacético (EDTA) Kz como anticoagulante (3 ml).
Las muestras de saliva fueron recogidas en tubos cénicos BD Falcon ™ de 50 ml (BD,
Plymouth, United Kingdom). La extraccion de ADN se realiz6 utilizando el kit de
extraccion QIAamp DNA Mini (Qiagen GmbH, Hilden, Alemania), siguiendo las
especificaciones proporcionadas por el fabricante para la purificacién de ADN a partir
de sangre o saliva y almacenado a -402C. La concentracion y la pureza del ADN se
midieron con el espectrofotometro de UV NanoDrop 2000™ mediante la relacion de

absorbancia a 280/260 y 280/230.

4.7.2. Analisis de polimorfismos genéticos mediante Real Time PCR

La determinacion de los polimorfismos genéticos Bsm! (rs1544410), Taql (rs731236),
Apal (rs7975232), Fokl (rs2228570) y Cdx2 (rs11568820) fue realizada mediante
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR en tiempo real para discriminacién alélica
utilizando sondas TagMan® (ABI Applied Biosystems, 7300 Real-Time PCR System)

basandonos en las instrucciones del fabricante. El assay ID usado para el polimorfismo



Tagl (rs731236) fue C__ 2404008_10, para Apal (rs7975232) C__28977635_10, Fokl
(rs2228570) C__12060045_20 y para Cdx2 (rs11568820) C__ 2880808_10. El
polimorfismo Bsml (rs1544410) fue analizado mediante un assay customizado por
ThermoFisher Scientific (Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) codificado como
AN324MA4. Los criterios para el control de calidad de los SNP fueron: [1] tasa de genotipo
faltante por SNP < 0,05; [2] frecuencia de alelo menor > 0,01; [3] valor de p > 0,05 en la
prueba de equilibrio de Hardy-Weinberg; [4] tasa de genotipo faltante entre casos y

controles < 0,05 (Tabla 5).

Tabla 5. Polimorfismos genéticos y TagMan® ID.

Gen dbSNP ID Assay ID
rs1544410 (Bsml) AN324M4 *
VDR rs11568820 (Cdx-2) C__ 2880808 10
(12q13.11) rs2228570 (Fokl) C__12060045_20
' rs7975232 (Apal) C_28977635_10
rs731236 (Taql) C__ 2404008 10

* Los polimorfismos se analizaron mediante ensayos personalizados de ThermoFisher Scientific.

La técnica y el andlisis se llevaron a cabo en el Applied Biosystem StepOne Real Time PCR
System (ABI Applied Biosystems, 7300 Real-Time PCR System, Foster City, CA, USA). Las
sondas TagMan™ son reactivos fluorogénicos que utilizan la actividad 5’nucleasa de la
Tag polimerasa del ADN, de tal forma, que son capaces de detectar un producto
especifico a medida que se acumula durante los distintos ciclos de la reaccidén en cadena
de la polimerasa (PCR). Los reactivos TagMan™ contienen sondas con diferentes
fluorocromos notificadores especificos para cada alelo en el extremo 5, y
apantalladores no fluorescentes en el extremo 3’. El fluorocromo VIC se encuentra unido
en el extremo 5’ de la sonda del alelo 1, mientras que el fluorocromo FAM estda unido al
extremo 5’ de la sonda del alelo 2. El apantallador hace que se reduzca la fluorescencia
gue emite el fluorocromo, mientras que la sonda se encuentra intacta, mediante FRET
(Transferencia de energia de resonancia de Férster). En el caso de que la sonda
encuentre su diana de actuacion, hibrida de manera especifica con su secuencia

complementaria situada entre el cebador directo y el reverso, y se rompe debido a la



actividad 5’ nucleasa de la enzima AmpliTaq Gold DNA polimerasa, durante el proceso
de extensidon del ADN. Esto hace que se separe el fluorocromo notificador del
apantallador, aumentando la sefial de fluorescencia del fluorocromo correspondiente.
Asimismo, se produce la separacién de la sonda de la cadena diana, permitiendo la
extension del cebador hasta el final de la cadena molde. En cada ciclo se separan mas
moléculas de fluorocromo notificador de sus respectivas sondas, por lo que se va
produciendo un aumento progresivo de la intensidad de fluorescencia, proporcional a
la cantidad de amplicén producido. En funcién del genotipo que tengamos en el ADN,
emitira fluorescencia el fluorocromo VIC (alelo 1), el fluorocromo FAM (alelo 2), o ambos

(heterocigosidad).

Las condiciones utilizadas para llevar a cabo la reaccién de PCR fueron las siguientes: se
inicio el proceso con la desnaturalizacion a 95°C durante 10 minutos, a continuacién, se
aplicaron 40 ciclos de desnaturalizacidn a 95°C durante 15 segundos y

anillado/extension a 60°C durante 60 segundos.

4.7.3. Analisis de polimorfismos genéticos mediante Secuenciacion

El 10% de los polimorfismos genéticos se determinaron mediante PCR y secuenciacion
directa, en la unidad de Farmacogenética y el laboratorio de analisis clinico del HUVN.
Los productos de PCR se purificaron utilizando el illustra Exostar Kit para PCR enzimatica

y Limpieza de secuenciacidn (GE Healthcare Life Sciences, Chicago, Illinois, EE.UU.).

La reaccidn de secuenciacion se realizé utilizando 1 ul de reactivo de secuenciacién
ciclica Big Dye Terminator v1.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.), 2 ul del
producto de PCR purificado y 119 nM del cebador de PCR inversa. A continuacién, los
productos de secuenciacién se purificaron mediante precipitacidon con etanol y se
analizaron en un analizador genético ABI PRISM 3130x/ (Applied Biosystems, Foster City,

CA, EE.UU.). Las caracteristicas de los ensayos se muestran en la tabla 6.



Tabla 6. Caracteristicas de cada SNP y la metodologia usada para la secuenciacidn.

Primers
dbSNP ID I o

rs%gj:ﬁ)lo CGGGGAGTATGAAGGACAAA | CTCTGCTCTTGCGTGAACTG

rs%éﬂif’)zo AAAGGAAGGAAGGCAGGAAG | AAGACCCCTTGGTTTGCTTT

VDR | rs2228570

(12013.11) | (oK) | AGGGCGAATCATGTATGAGG | TGACCCTGGAGACTTTGACC
rsﬁ;i 12)3 2 | TCGGCTAGCTTCTGGATCAT | CTATGACTGCTGACCGGTGA

rs(7T3 alq21)3 ® | CTGCCGTTGAGTGTCTGTGT | ATGATCCAGAAGCTAGCCGA

4.8 Analisis estadistico

4.8.1. Analisis Descriptivo

Los datos cuantitativos se expresaron como media * desviacion estandar (sd) para
variables con distribucién normal y medianas o percentiles (25 y 75) para variables con
distribuciédn no normal. Se utilizd6 la prueba de Shapiro-Wilks para verificar la
normalidad. Las variables cualitativas se expresaron como numero de observaciones y

el porcentaje de observaciones en cada categoria.

4.8.2. Analisis del Riesgo

Los casos y los controles se emparejaron por edad y sexo con el método de
emparejamiento por puntuacion de propension 1:2 (183).

El analisis de asociacién bivariado entre el riesgo de ECV y los polimorfismos se realizd
con multiples modelos (genotipico, aditivo, alélico, dominante y recesivo) utilizando la
prueba Chi-cuadrado de Pearson y la prueba exacta de Fisher, y se evalué mediante
valores de Odds Ratio (OR) y sus correspondientes intervalos de confianza (IC) del

95%. Los modelos se definieron de la siguiente manera: alélicos (D vs. d), dominantes




(DD, Dd) vs. dd), recesivos (DD vs. (Dd, dd), genotipicos (DD vs. Dd vs. Dd) y aditivo
(dd=0, Dd=1, DD=2), siendo D el alelo menor y d el alelo mayor. Para las comparaciones
multiples se utilizé la correccion de Bonferroni. Se consideraron los modelos de
regresion logistica multiple incondicional (genotipico, dominante,y recesivo) para

determinar la influencia de posibles variables de confusién en el riesgo de padecer ECV.

Todas las pruebas fueron bilaterales con un nivel de significancia p < 0,05 y se estimaron
utilizando software de libre acceso para el conjunto de herramientas de analisis de

asociacion del genoma completo PLINK y el programa estadistico R 3.2.2 (184, 185).

4.8.3. Equilibrio de Hardy-Weinberg, desequilibrio de ligamento y
frecuencias de haplotipos

Se determiné el equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), las frecuencias de haplotipos y el
desequilibrio de ligamiento a través de los coeficientes Lewontin’s D prime (D’) y
coeficiente de desequilibrio de ligamiento (r2). El desequilibrio de ligamiento (LD) para
cada polimorfismo se calculé a través del programa de analisis de asociacion del genoma
PLINK. El analisis de las frecuencias de haplotipos y su asociacién con las respuestas
analizadas en el estudio se desarrollé con los programas HaploView y SNPstats,

aplicaciones web para el analisis de estudios de asociacion (185-187).
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5. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas clinicas de los pacientes

Se incluyeron en el estudio un total de 246 casos con ECV y 246 controles de origen
caucdsico del sur de Espafia. Los controles se emparejaron con los casos por edad y sexo
(1:1). Sus caracteristicas clinicas, sociodemograficas y patoldgicas se detallanen la 7. La
media de edad de los pacientes fue de 70 (63,25, 76) anos. El grupo de casos estuvo
formado por 132 mujeres (53,7%) y 114 hombres (46,3%). La mayoria de los casos eran
no fumadores, no bebedores, con sobrepeso, no dislipidémicos, hipertensos y sin
diabetes. En cuanto a las enfermedades cardiovasculares, 84 (34,14%) padecian
arritmias cardiacas, 15 (6,10%) presentaban miocardiopatia, 15 (6,10%) enfermedad
cerebrovascular, 27 (10,98%) insuficiencia cardiaca, 46 (18,70%) valvulopatia y 59

(23,98%) enfermedad vascular periférica.

El grupo control estuvo formado por 142 mujeres (142/246; 57,7%) y 104 hombres
(104/246; 42,3%), con una edad media de 69,5 (63, 76) afios. La mayoria de los controles
eran no fumadores, no bebedores, tenian un peso saludable, no dislipidémicos, no

tenian hipertensidn y no tenian diabetes.

Casos y controles mostraron diferencias significativas en términos de IMC (p = 0,0003) y

diabetes (p < 0,001; OR =10,53; IC 95% = 1,32-3,03; diabetes vs no diabetes) (Tabla 7).



Tabla 7. Caracteristicas clinico-patoldgicas de casos y controles.

Casos Controles X p-valor Referencia OR CI95%
N n (%) N n (%)
Sexo 246 246
Hombre 114 (46.3) 104 (42.3)
Mujer 132 (53.7) 142 (57.7) 0.8237 0.3641
Edad 246 70[63.25,76] | 246 | 69.5[63,76]
Habito tabaquico 233 203
Fumadores 41 (17.6) 27 (13.3)
Exfumadores 70 (30.0) 70 (34.5) 1.9502 0.3772
No fumadores 122 (52.4) 106 (52.2)
Habito alcohdlico 220 173
Bebedores 46 (20.9) 27 (15.6)
Exbebedores 8(3.6) 5(2.9) 2.0823 0.3531
No bebedores 166 (75.5) 141 (81.5)
indice de masa corporal 182 29.63+5.14 114 28.03 +4.89
Bajopeso 1(0.5) 1(0.9) 1.21 0.05-31.44
Normal (peso sano) 33(18.1) 40 (35.1) 1
Sobrepeso 68 (37.4) 30 (26.3) Normal 2.74 1.47-5.20
Obesidad clase | (obesidad moderada) 46 (25.3) 32(28.1) 0.00662 (peso sano) 1.74 0.92-3.34
Obesidad clase Il ( obesidad severa) 29 (15.9) 10 (8.8) 3.51 1.53-8.57
Obesidad clase Il (obesidad muy 5(27) 1(0.9) 6.06 0.92-119.19
severa)
Dislipemia 246 246
No 158 (64.2) 88 (35.8)
Si 155 (63.0) 91 (37.0) 0.0790 0.7786
Hipertension 246 246
No 100 (40.7) 146 (59.3)
Si 115 (46.7) 131 (53.3) 1.8588 0.1728
Diabetes 246 246
No 170 (69.1) 201 (81.7) 1
Si 76 (30.9) 45 (18.3) 10.5320 e No 1.99 1.32-3.06
Enfermedad cardiovascular 246
Arritmias cardiacas 84 (34.15)
Cardiomiopatias 15 (6.10)
Enfermedad cerebrovascular 15 (6.10)
Insuficiencia cardiaca 27 (10.98)
Valvulopatias 46 (18.70)
Enfermedad periférica vascular 59 (23.98)

Variables cualitativas: numéro (porcentaje)

Variables cuantitativas:

Distribucidén normal: media + desviacién estandar

Distribucidén no-normal: Psq [P2s, P7s].
ap-valor para t test

5.2. Distribucion de genotipos

La frecuencia de genotipos para el grupo control coincidié con los valores esperados

segln el modelo de equilibrio de Hardy-Weinberg ( Tabla S1 ). Los coeficientes D' y r2

para la evaluacién del desequilibrio de ligamiento se describen en la Tabla S2 y Figura

10. Todos los SNP tenian frecuencias de alelos menores superiores al 1%, por lo que

ninguno de ellos tuvo que ser excluido del andlisis ( Tabla S3 ). Las frecuencias estimadas

de haplotipos se presentan en la Tabla S4.




Tabla S1. Equilibrio de Hardy-Weinberg.

chr SNP Muestra Alelo Alelo Genotipos Heterocigosidad | Heterocigosidad o-valor
menor | mayor contados observada esperada
12 rs1544410 ALL A G 85/233/174 0.4736 0.4836 0.6419
12 rs1544410 AFF A G 43/116/87 0.4715 0.484 0.6936
12 rs1544410 UNAFF A G 42/117/87 0.4756 0.4833 0.7930
12 rs11568820 ALL A G 30/185/277 0.376 0.374 1
12 rs11568820 AFF A G 13/96/137 0.3902 0.373 0.6075
12 rs11568820 UNAFF A G 17/89/140 0.3618 0.375 0.6098
12 rs2228570 ALL T C 66/212/214 0.4309 0.4548 0.2360
12 rs2228570 AFF T C 45/99/102 0.4024 0.4732 0.0217
12 rs2228570 UNAFF T C 21/113/112 0.4593 0.4316 0.3759
12 rs7975232 ALL C A 118/236/138 0.4797 0.4992 0.4161
12 rs7975232 AFF C A 56/116/74 0.4715 0.4973 0.4420
12 rs7975232 UNAFF C A 62/120/64 0.4878 0.7032
12 rs731236 ALL C T 77/234/181 0.4756 0.4777 0.9249
12 rs731236 AFF C T 43/115/88 0.4675 0.4833 0.5996
12 rs731236 UNAFF C T 34/119/93 0.4837 0.4712 0.7866
Chr: Cromosoma
Tabla S2. Desequilibrio de ligamiento.

Chr BP SNP Chr BP SNP R2 D’

12 47846052 rs1544410 12 47845054 rs7975232 0.5439 0.9175

12 47846052 rs1544410 12 47844974 rs731236 0.7131 0.9093

12 47845054 rs7975232 12 47844974 rs731236 0.5697 0.9630

Chr: Cromosoma; BP: Posicidn fisica (pares de bases)
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Figura 10. Localizacion cromosdmica de VDR y desequilibrio de ligamiento (LD).

Tabla S3. Frecuencias del alelo menor de los SNPs.

Chr SNP Alelo menor | Alelo mayor | MAF
12 rs1544410 A G 0.4096
12 rs11568820 A G 0.249
12 rs2228570 T C 0.3496
12 rs7975232 C A 0.4797
12 rs731236 C T 0.3943
Chr: Cromosoma; MAF: Frecuencia del alelo menor




Tabla S4. Estimacion de las frecuencias de los haplotipos.

rs1544410 rs7975232 rs731236 Total Grupo Grupo Frecuencia
Control Casos acumulada
1 G C T 0.4613 0.4449 0.4779 0.4613
2 A A C 0.3685 0.3698 0.3674 0.8298
3 G A T 0.1079 0.1150 0.1009 0.9377
4 A A T 0.0251 0.0223 0.0277 0.9628
5 G A C 0.0189 0.0295 0.0081 0.9817
6 A C T 0.0114 0.0093 0.0134 0.9930
7 A C C 0.0046 0.0092 0 0.9977
8 G C C 0.0023 0 0.0046 1

Haplotipos raros coloreados con gris.

5.3. Influencia de los polimorfismos genéticos en el riesgo de ECV

El andlisis bivariado se realizd de acuerdo con los siguientes modelos: genotipico,
aditivo, alelo, dominante y recesivo. VDR Fokl (rs2228570) fue el Unico polimorfismo
que mostré una asociacidon con el riesgo de ECV en los modelos genotipico (p x*=
0,0063), aditivo ( p x* = 0,0267), alelo ( p x> = 0,0230) y recesivo ( p x* = 0,0015) ( Tabla
S5 ). Esta asociacién significativa también se encontrd después de realizar ajustes para
la prueba de Bonferroni, en la que tanto el modelo genotipico como el recesivo
mostraron que los pacientes con el genotipo TT presentaban un mayor riesgo de
desarrollar ECV (p corregido por Bonferroni= 0,0305; OR = 2,35; IC del 95 % = 1,33—
4,28; TT frente a CCy p corregido por Bonferroni =0,0075; OR=2,39; ICdel 95 % =1,39-
4,24; TT frente a C; Tabla 8, respectivamente). El andlisis de regresion logistica ajustado
por IMCy diabetes reveld que el genotipo TT se asocid con un mayor riesgo de ECV tanto
en el modelo genotipico ( p =0,0430; OR = 2,30; IC del 95 % = 1,06-5,37; TT vs. CC; Tabla
9) y el modelo recesivo ( p =0,0099; OR=2,71;1C95 % =1,31-6,07; TT vs. C; Tabla 9). Sin

embargo, no se encontré asociaciéon en el modelo de regresidn logistica genotipica



ajustado por IMCy diabetes ( p =0,2286; OR =0,72; 1IC 95% = 0,43—1,22; TC vs. CC; Tabla
9), el modelo dominante ( p = 0,8648 OR = 0,95; IC del 95 % = 0,58—157; T vs. CC; Tabla
9) o el modelo aditivo ( p=0,2151; OR =1,24; 1C 95 % = 0,88—1,76; T vs. C; Tabla 9). Los
demas polimorfismos analizados no mostraron asociaciones estadisticamente
significativas con el desarrollo de ECV en ninguno de los modelos estudiados ( Tabla
S5 ). El analisis de haplotipos reveld que el haplotipo GAC (p = 0,047; OR = 0,34, IC del
95 % = 0,12-0,98) se asocid con un mayor riesgo de ECV (Tabla 10).



Tabla S5. Polimorfismos y la asociacion con el riesgo de enfermedad cardiovascular.

SNP Alelo Alelo Modelo Casos Controles x> p-value x? Prusler
menor | mayor Fisher
Genotipico 43/116/87 42/117/87 0.0161 0.9920 1
Aditivo 202/290 201/291 0.0041 0.9488 0.9488
rs1544410 A G Alélico 202/290 201/291 0.0042 0.9483 1
Dominante | 159/87 159/87 0 1 1
Recesivo 43/203 42/204 0.0142 0.9051 1
Genotipico 13/96/137 17/89/140 0.8307 0.6601 0.6505
Aditivo 122/370 123/369 0.0055 0.9411 0.9411
rs11568820 A G Alélico 122/370 123/369 0.0054 0.9412 1
Dominante 109/137 106/140 0.0744 0.7851 0.8558
Recesivo 13/233 17/229 0.5680 0.4511 0.5726
Genotipico 45/99/102 21/113/112 10.12 0.0063 0.0061
Aditivo 189/303 155/337 4.909 0.0267 0.0267
rs2228570 T C Alélico 189/303 155/337 5.167 0.0230 0.0273
Dominante 144/102 134/112 0.827 0.3631 0.4131
Recesivo 45/201 21/225 10.08 0.0015 0.0022
Genotipico 56/116/74 62/120/64 1.098 0.5777 0.5923
Aditivo 228/264 244/248 1.003 0.3165 0.3165
rs7975232 C A Alélico 228/264 244/248 1.042 0.3073 0.3385
Dominante 172/74 182/64 1.007 0.3156 0.3665
Recesivo 56/190 62/184 0.4013 0.5264 0.5977
Genotipico 43/115/88 34/119/93 1.258 0.5330 0.5366
Aditivo 201/291 187/305 0.8305 0.3621 0.3621
rs731236 C T Alélico 201/291 187/305 0.834 0.3611 0.3964
Dominante 158/88 153/93 0.2185 0.6402 0.7085
Recesivo 43/203 34/212 1.247 0.2641 0.3209

Chr: Cromosoma; NA: No aplicable




Tabla 8. Influencia del polimorfismo del gen del VDR Fokl (rs2228570) sobre el riesgo de enfermedad

cardiovascular.

. Casos [n Controles [n p-valor®
Modelos Genotipo p-valor? . OR® | 95% CI
(%)] (%)] ajustado
T 2.35 | 1.33-4.28
45 (18.3) | 21(8.5)
Genotipico 0.0061 0.0305
cT 99 (40.2) | 113 (45.9) 0.96 | 0.66-1.41
cC 102 (41.5) | 112 (45.5) 1
T 144 (58.5) | 134 (54.5)
Dominante 0.3631 1
cC 102 (41.5) | 112 (45.5)
T 45 (18.3) 21 (8.5)
Recesivo 0.0022 0.0075 2.39 | 1.39-4.24
C 201 (81.7) | 225(91.5)
T 189 155 (31.50)
(38.41)
Alélico 0.0230 0.1151
C 303 337 (68.50)
(61.59)
Aditivo - - - 0.02673¢ | 0.1336

Cl: Intervalo de confianza; OR: Odds ratio

dp-valor para x2-test; |Op-valor para la Correccién de Bonferroni; “Inajustado o crudo ORs; %p-
valor para t test.




Tabla 9. Influencia de las caracteristicas clinicas y el polimorfismo del gen VDR Fokl (rs2228570) y el

riesgo de enfermedad cardiovascular.

Genotipico Dominante Recesivo Aditivo
TTvs CC CTvs CC Tvs CC TTvsC TvsC
p-valor OR C195% p-valor OR 1C95% p-valor OR 1C95% p-valor OR 1C95% p-valor OR 1C95%
indice de masa 0.0265 1.06 1.01-1.12 0.0265 1.06 1.01-1.12 0.0458 1.05 1.00-1.11 0.0413 1.05 1.00-1.11 0.0634 1.05 0.99-1.10
corporal
Diabetes
Si 0.0359 1.91 1.06-3.55 0.0359 1.91 1.06-3.55 0.0468 1.83 1.02-3.38 0.0316 1.94 1.07-3.59 0.0372 1.89 1.05-3.50
rs2228570 0.0430 2.30 1.06-5.37 0.2286 0.72 0.43-1.22 0.8648 0.95 0.58-1.57 0.0099 2.71 1.31-6.07 0.2151 1.24 0.88-1.76
Tabla 10. Asociacién de haplotipos con respuesta.
rs1544410 rs7975232 | rs731236 | Freq OR (95% Cl) p-valor
1 G C 0.4613 | 1.00 ---
2 A A 0.3685 | 0.92 (0.70 - 1.22) 0.570
3 G A 0.1079 | 0.81(0.52 - 1.24) 0.330
4 A A 0.0251 | 1.11(0.51-2.38) 0.800
5 G A 0.0189 | 0.34(0.12 - 0.98) 0.047
6 A C 0.0114 | 1.22(0.41 - 3.65) 0.730
raro * * 0.0069 | 0.54 (0.12 - 2.49) 0.430

Freq: Frecuencia de haplotipos
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6. DISCUSION

Las enfermedades cardiovasculares, que implican el corazon, el cerebro y la circulacion
periférica, representan un importante problema de salud en todo el mundo. Esta
enfermedad es multifactorial y conlleva una interaccion compleja de factores politicos,

sociales, conductuales, fisicos, bioldgicos y genéticos (188, 189).

Cada vez se presta mas atencion al papel de la vitamina D en la funcién cardiovascular
y, en particular, en el efecto de los respectivos polimorfismos en el gen VDR; ya que
modulan la expresién de multiples genes que influyen en el desarrollo de la enfermedad.
La mayoria de los estudios que describen los SNP de VDR se han centrado en cinco
polimorfismos: Bsml (rs1544410), Taql (rs731236), Apal (rs7975232), Fokl (rs2228570)
y Cdx2 (rs11568820) (157, 190).

El polimorfismo VDR Fokl (rs2228750) es uno de los mads investigados. Es el Unico
polimorfismo VDR con impacto funcional, ya que implica la pérdida de un sitio de inicio
de la transcripcion (164). Estudios previos han descrito resultados contradictorios, por
lo que la relacidn entre este polimorfismo y el desarrollo de ECV no estd clara (122, 191-
197). En nuestro estudio, el andlisis de regresion logistica ajustado por indice de masa
corporal y diabetes reveld que el genotipo TT del VDR Fokl mostrd una asociacion con
un mayor riesgo de ECV en el modelo genotipico ( p < 0,05;Tabla 3) y en el modelo

recesivo ( p < 0,05;Tabla 3).

En la literatura existen estudios que corroboran nuestros resultados, por ejemplo, el
estudio llevado a cabo por Abouzid et al. (2021) realizado en poblacidn caucasica
(procedente de Polonia) (58 casos/142 controles), en el que se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en relacion con el alelo T del polimorfismo VDR
Fokl; identificandolo como factor de riesgo de insuficiencia cardiaca e hipertension (p =
0,03)(198). Otro trabajo de los investigadores Mokhtar et al. (2019) en una poblacién
caucasica (de Egipto) (50 casos/50 controles) también informd una asociacidn entre el

polimorfismo VDR Fokly la presencia de defectos cardiacos congénitos. En particular,



los pacientes portadores del alelo VDR FokI-T tenian un mayor riesgo de sufrir defectos
congénitos de cardiopatias [(p= 0,006; OR = 3; IC del 95 % = 1-8; TC frente a CC); (p =
0,03; OR = 10; IC 95 % = 1-97; TT frente a CC); (p = 0,001; OR = 3; IC del 95 % = 2—6; T
frente a C)] (194).

En otro estudio realizado por Eweida et al. (2021) en una poblacidn caucasica (de Egipto)
(244 casos/138 controles) demostré que la frecuencia del alelo T es mayor en pacientes
con ECV (grupo Ay B), lo que significa que el alelo VDR FokI-T aumenta el riesgo de ECV
[(p<0,001;0R=2,397,I1C95% =1,518-3,786, Cvs T); ( p <0,001; OR =2,298; IC del 95
% = 1,443-3,660; C vs. T) (199). Ademas, el estudio realizado por Nakhl et al. (2019) en
una poblacién caucdsica (region mediterranea) con 50 pacientes informd que la
presencia del polimorfismo VDR Fokl es mayor en comparacidon con el resto de la

poblacién caucasica (189).

Los resultados de nuestro estudio concuerdan con otras investigaciones realizadas en
poblacién asiatica. Por ejemplo, el estudio de Hao et al. (2019) en una poblacién china
(145 casos/90 controles), en la que encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre casos y controles en relacién al alelo T del polimorfismo VDR
Fokl, identificdndolo como factor de riesgo para la enfermedad [( p < 0,0001, OR = 2,45,
IC del 95 % = 1,60-3,77, T frente a C); ( p < 0,0001; OR = 3,42; IC 95 % = 1,94-6,07; TC
frente a CC); (p =0,02; OR =4,73; ICdel 95 % = 1,35-16,27; TT frente a CC)] (122).

Asimismo, otro estudio realizado por Jun et al. (2017) en poblacién asiatica (procedente
de China) (860 casos/862 controles) revelé que los individuos portadores del alelo
VDR Fokl- T tenian mayor riesgo de desarrollar enfermedad arterial coronaria (EAC)
[(p<0,001; OR=1,47,1C95% = 1,22-1,85, CT vs CC); (p < 0,001; OR =2,12; IC95 % =
1,43-2,88; TT frente a CC); ( p < 0,001; OR=1,68; ICdel 95 % =1,26-2,17; TC + TT frente
a CC)] (192). De igual forma, un estudio realizado por Prabhakar et al. (2015) en
poblacion asidtica (procedente de India) (292 casos/219 controles) reporté una

asociacién estadisticamente significativa entre el genotipo T del polimorfismo VDR



Fokl y la susceptibilidad a desarrollar ACV (p=0,01; OR=1,89; ICdel 95 % =1,17-3,07; TT
frente a CC) (191).

El estudio de Fronczek et al. (2021) en poblacidon caucasica (Polonia) evidencié que
existian diferencias significativas entre el polimorfismo Fok/ del gen VDR entre personas
sanas con antecedentes familiares de arteriopatia coronaria (CAD) prematura y aquellos
sin antecedentes (p = 0,024). Ademas, estos investigadores mostraron que el genotipo
TT del polimorfismo Fokl fue significativamente mads frecuente en el grupo de personas
sanas y que el genotipo Fokl CC fue menos frecuente en personas con antecedentes
familiares de CAD prematura (52). Sin embargo, algunos estudios sugieren que no existe
asociacion entre Fokl y el sindrome coronario agudo (SCA) como el realizado por
Harbuzova et al. (2015) en una poblacidn ucraniana (200) y CAD en una poblacion china

realizado por Pan et al. (2009) (201).

Igualmente, segln el metaanalisis realizado por Tabaei et al. (2021) en poblaciones
caucasicas y asiaticas (3741 casos/1998 controles), el alelo T del VDR Fokl/ SNP se asocid
significativamente con el riesgo de CAD en todos los modelos genéticos,
incluidos; modelo dominante ( p =0,02; OR=1,47, IC 95 % 1,06—2,03), modelo recesivo
(p<0,001; OR=1,39,1C95 % 1,14-1,71), modelo alélico ( p =0,01; OR =1,38, 95 % IC
1.08-1.76, p =0.01), modelo TT vs. CC( p =0.02; OR =1.58, 95% IC 1.07-2.34), y modelo
TC vs. TT (p= 0,04; OR = 1,38, IC del 95 %: 1,00-1,92), con una fuerte asociacién

significativa para la poblacion asidtica pero no para la caucdsica (202).

Sin embargo, un estudio realizado en poblacién caucasica (de Turquia) (54 casos/58
controles) por Huzmeli et al. (2018) evalué la influencia del polimorfismo VDR Fokl sobre
el riesgo de fistula arteriovenosa (FAV), pero no encontrd asociacion estadisticamente
significativa (p = 0,168; OR = 1,683; IC del 95 % = 0,803-3,531) (193). Otro estudio
realizado por Wilke et al. (2009) en poblacién caucasica (Estados Unidos) (205 casos/206
controles) también estudié la influencia del polimorfismo VDR Fokl en el riesgo de
insuficiencia cardiaca congestiva (ICC) en pacientes hipertensos, sin encontrar

asociacién estadisticamente significativa en cualquiera de los modelos analizados [( p >



0,05 0R=0,82;1C95% =0,47-1,42; TC vs. CC); ( p > 0,05; OR =0,85; IC del 95 % = 0,39-
1,88; TT frente a CC); ( p > 0,05; OR=0,82; ICdel 95 % = 0,49-1,39; CT + TT vs. CC)] (195).

Finalmente, un metaanalisis compuesto por seis estudios en poblaciones caucdsicas y
asiaticas (2725 casos/1017 controles) realizado por Alizadeh (2017) analizé la influencia
del polimorfismo VDR Fokl en el riesgo de EAC, pero no observd ninguna asociacion
estadisticamente significativa en ninguno de los modelos analizados [( p > 0,05; OR =
0,93;1C 95 % = 0,76-1,10; CT + TT vs. CC); ( p > 0,05; OR = 1,14; IC 95% = 0,86-1,43; TT
vs. CT + CC); (p > 0,05; OR = 1,00; IC del 95 % = 0,88-1,12; T frente a C); ( p > 0,05; OR =
0,88; IC 95% = 0,71-1,06; CT vs. CC); (p > 0,05; OR = 1,06; IC del 95 % = 0,77-1,35; TT
frente a CC)] (196).

De acuerdo con los resultados mostrados en la mayoria de los estudios, incluido el
nuestro, el VDR Fokl SNP presenta asociacidon estadistica con ECV en poblaciones
asiaticas y caucasicas (de Europa). Sin embargo, esta significacidén estadistica no ocurre
en las poblaciones caucdsicas de EE. UU. Parece indicar que la etnicidad puede influir en

esta correlacion.

De lo contrario, Bsml (rs1544410), Taql (rs731236) y Apal (rs7975232) no dan como
resultado un cambio estructural de la proteina VDR. No obstante, estos polimorfismos
pueden modificar la expresion del gen VDR, afectando potencialmente la estabilidad

del ARNm de VDR y pudiendo aumentar la susceptibilidad a desarrollar ECV (164, 180).

En nuestro estudio, el polimorfismo VDR Bsmlno mostré asociacién con la
susceptibilidad a desarrollar ECV en ninguno de los modelos analizados (Tabla 2). Varios
estudios en poblaciones caucasicas corroboran nuestros resultados, como los estudios
realizados por Ewida et al. (2021)(203) y Nakhl et al. (2019), en el que no hubo
asociacion entre esos polimorfismos y ECV (189). Sin embargo, segun los resultados del
estudio realizado por Abouzid et al. (2021) en poblacién caucdsica (Polonia) sugieren
que el genotipo VDR Bsml -AA protege de las enfermedades cardiovasculares (p = 0,04)

(198).



Ademads, segun el metaandlisis de Tabaei et al. (2021) en poblaciones caucdsicas y
asidticas (6169 casos/2392 controles), el genotipo VDR Apal-CC se asocid
significativamente con el riesgo de EAC en todos los modelos genéticos, incluido:
modelo dominante (p = 0,002; OR = 1,20, IC del 95%: 1,07— 1,34), modelo alélico (p =
0,004; OR =1,12, IC 95% 1,04-1,21), modelo CC versus AA (p = 0,01; OR =1,22, IC 95%
1,04-1,44) y modelo AC versus AA (p =0,007; OR = 1,18, IC 95% 1,05-1,33), distintos del
modelo recesivo (p =0,17; OR = 1,10, IC95% 0,96-1,27) (202) .

Por ultimo, el polimorfismo Cdx2 (rs11568820) se encuentra en la region promotora del
extremo 5' del gen VDR que regula la expresién génica (166). Hasta el momento, ningln
estudio ha evaluado el impacto del polimorfismo VDR Cdx2 en la susceptibilidad a
desarrollar ECV. En nuestro estudio no se encontrd asociacion significativa entre el
polimorfismo VDR Cdx2 (rs11568820) y el riesgo de desarrollar ECV en ninguno de los

modelos analizados (Tabla 2).

Bajo nuestras condiciones experimentales hay que considerar que la principal limitacién
de nuestro estudio fue el pequefio tamafio muestral en comparacién con otros estudios,
especialmente en cuanto a casos, lo que podria haber impedido la deteccién de
determinadas asociaciones. Asimismo, los niveles séricos de 25(0OH);D no estan
disponibles en nuestro estudio, al tratarse de un estudio retrospectivo y no ser una
analitica de rutina. No ha sido posible correlacionar los niveles de vitamina D activa y los
genotipos. Sin embargo, a pesar del tamafio de muestra limitado, después de ajustar la
prueba de Bonferroni para evitar asociaciones de falsos positivos, el efecto de VDR Fokl
fue significativo. Hay de indicar como puntos fuertes de nuestro estudio la
homogeneidad de la muestra, especialmente en cuanto a los casos, que se componian
Unicamente de pacientes del Hospital Universitario Virgen de las Nieves diagnosticados
por el mismo equipo, y también de la misma zona geografica, aumentando asi la
uniformidad. Ademas, el niUmero de controles elegidos eran iguales al niUmero de casos

para reducir el posible sesgo de seleccion.



Es importante destacar que los resultados de los estudios publicados son inconsistentes
y por lo tanto se necesitan profundizar mds en esta linea de investigacién para
comprender completamente la relacién entre los polimorfismos del gen VDR vy la
enfermedad cardiovascular. Las discrepancias entre los resultados de estos estudios se
pueden atribuir a las diferentes etnias de las poblaciones de estudio, los diferentes
tamafios de muestra y la heterogeneidad de la gravedad de la CAD vy la definicién de la
CAD. Cabe destacar que la enfermedad cardiovascular es multifactorial y esta
influenciada por una combinacién de factores genéticos y ambientales, por lo que la
contribucién de los polimorfismos del gen VDR puede variar en diferentes poblaciones

y contextos.
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7. CONCLUSIONES

CONCLUSION 1.- El analisis de los resultados del presente estudio y su contraste con los
publicados al respecto en la literatura cientifica permiten, segin nuestro estudio y
condiciones experimentales, afirmar que el polimorfismo VDR Fokl (rs2228570) se
asocio significativamente con el desarrollo de ECV. Ello implicaria que este SNP podria

utilizarse como biomarcador de riesgo para la enfermedad mencionada.

CONCLUSION 2.- No se encontro influencia de los polimorfismos VDR
Bsml (rs1544410), Taql (rs731236), Apal (rs7975232) vy Cdx2 (rs11568820) sobre el
riesgo de desarrollar ECV en los pacientes con patologia cardiovascular bajo nuestras

condiciones experimentales.
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9. ANEXOS

9.1. ANEXO 1

Dictamen Favorable por el Comité de Etica de la Investigacién Biomédica de la provincia
de Granada para la realizacién del estudio: “Riesgo enfermedad cardiovascular y
vitamina D. Influencia de alteraciones genéticas en la ruta metabdlica de la vitamina D
y la susceptibilidad a padecer enfermedad cardiovascular’” con cédigo de protocolo:

“FG-VDR-ECV-2021".
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DICTAMEN UNICO EN LA COMUNIDAD AUTONOMA DE ANDALUCIA

D. ANTONIO SALMERON GARCIA, EN CALIDAD DE SECRETARIO DEL COMITE DE ETICA DE LA
INVESTIGACION BIOMEDICA DE LA PROVINCIA DE GRANADA (CEIM/CEI GRANADA)

CERTIFICA:

Que este Comité ha evaluado la propuesta del promotor/investigador; , para realizar el
estudio titulado:

TITULO DEL ESTUDIO: RIESGO ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR Y VITAMINA D.- INFLUENCIA
DE ALTERACIONES GENETICAS EN LA RUTA METABOLICA DE LA VITAMINA D Y LA
SUSCEPTIBILIDAD A PADECER ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

Codigo protocolo: FG-VDR-ECV-2021

Cédigo Portal de Etica: 0957-N-21

Investigador Principal: CRISTINA PEREZ RAMIREZ

Version de los documentos:

Protocolo Version 0.0 de fecha 15/04/2021
HIP Version - de fecha
CI Versibn  —-- de fecha

Y considera que:

* Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion con los objetivos
del estudio y se ajusta a los principios éticos aplicables a este tipo de estudios.

* La capacidad del investigador y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el
proyecto.

* El protocolo del estudio contempla de forma adecuada toda la legislacion aplicable

* Que los aspectos econdmicos involucrados en el proyecto, no interfieren con respecto a los
postulados éticos.

Por lo que este Comité ha acordado emitir DICTAMEN FAVORABLE para la realizacion del dicho

estudio, para lo cual corresponde a la Direccion del Centro/os correspondiente/s determinar si la
capacidad y los medios disponibles son apropiados para llevarlo a cabo.

Lo que firmo en Granada

mw Bilibcc2sdasciffedsal’09550a0blasss1£1ds l Fecha I 300042021
Normaliva Este documento Incorpora firma slectronica raconocida de scuerdo a fa Ley 5022003, de 19 de diclembre, de firma electrénica
Firmado Por Antonio Saimeton Gorcia
Url De Vecificacion htops: //www, Juntadeandalucia,es/ealud/portaldeerica/xhtnl /ayuda/veritica | 'Pigna 114
: rFirmaDocumsnte. i face/code/B113bac23dadcisfedesi909550a0b1asSsA1£143% :
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Es responsabilidad del Investigador Principal garantizar que todos los investigadores asociados con
este proyecto, conozcan las condiciones de aprobacion y los documentos aprobados.

El Investigador Principal debe informar a la Secretaria del CEIm, mediante una enmienda, informe
anual de seguimiento o notificacion, de

* Cualquier cambio significativo en el proyecto y la razén de ese cambio, incluida una indicacion

de las implicaciones éticas (si las hubiera)

* Cualquier evento imprevisto o inesperado, como desviaciones de protocolo

* el cambio de Investigador Principal

* Informe annual de seguimiento

* Lafecha de finalizacion del estudio

* Informe final del estudio y/o publicacion de resultados

ANEXO | COMPOSICION DEL CEI/CEIM DE GRANADA
El Comité tanto en su composicién como en los PNTs, cumple con las normas de BPC (CPMP/ICH/135/95)
En dicha reunion del Comité se cumplié el qudrum preceptivo legalmente,

En caso de que se evalle algin proyecto del que un miembro sea investigador/colaborador o se detecte
conflicto de interés, este se ausentara de la reunion durante la discusion del proyecto.

Que a dicha sesion asistieron los siguientes integrantes del Comité;

PRESIDENTA: D2 Aurora Bueno Cavanillas Catedratica M. Previentiva y S. Publica (UGR)
VICEPRESIDENTA: D2 Paloma Mufioz de Rueda Doctora en Ciencias Biologicas - Unidad de Apoyo Investig -
HUSCC
SECRETARIO: D. Antonio Salmerén Garcia F.E.A Farmacia Hospitalaria.- HUCSC
VOCALES:
Alvarez Lopez, Miguel F.E.A Cardiologia HUVN
Arlas Santiago, Salvador F.E.A. Dermatologia UGR (Vinculado HUVN)
Cardona Contreras Jesus F.E.A. Obstetricia y Ginecologia HUCSC
Cobos Vargas, Angel Enfermero HUCSC -Respos. Seguridad del Paciente
Cuadros Celorrrio, Marta Eugenia Doctora en Farmacia UGR
Delgado Pérez, Juan Ramén F.E.A. HUVN (Jefe Seccion Oncologia
Del Pozo Gavilan, Esperanza Cataedratica Farmacologia Clinica UGR
Domenech Gil, Luis Miguel Enfermero HUCSC
uro Do Verficacidn. 3113bccasdascisfedesl 509552a0b1ases1f1ds | Fecha | 30042021
‘M < | Este documento mcorpaea firma slocironica reconocida de acueedo a b Ley S0/2003, de 19 de dicombre, de frma edoctionica
mat o P o Antonio Salmeron Garcis
Url De Varificacion hrepe: //www. juntadeandalucia.ea/salud/portaldeecica/xheml fayuda/sveritica|  Pagina 24
\ rFirmaDocumanto.1face/coda/fl13boo2adasoisfedeal 909558a0b1a5e51£14% e )
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WAV ANDA LS O SaLun

Dominguez Almendros, Sonia

Metodologa/Estadistica HUCSC

Espinola Garcia Esther

Distrito Granada-Metropolitano (Farmaceutica AP )

Fernandez Cabrera, Mariana

Catedratica Facultad Medicina UGR (Biomedicina)

Galvez Martin, Patricia

Doctora en Farmacia.- BIOIBERICA S. AU

Garcia Lirola, M.2 Angeles

Distrito Granada-Metropolitano Farmaceutica AP

Garcia Valverde, M.2 Dolores

Profesora Facultad Derecho.-Doctora en Derecho

Gorlat Sanchez Berta

Enfermera/Supervisora HUVN

Guljosa Campos Pilar

Distrito Granada-Metropolitano (Epidemiologia)

Jimenez Pacheco, Antonio

F.E.A Urologia.- HUCSC

Lopez Guadalupe Miguel

Miembro LEGO - Prof, titular H2 UGR

Luque Martinez, Francisco M.

Técnico Funcién Adtva.- HUVN

Manzano Manzano Fco. Luis

F.E.A. Medicina Intensiva (HUVN)

Marin Jiménez, Rafael Técnico Oficina Delegado Proteccidn de datos del SSPA

Martin Diaz, Manuel F.E.A. Cirugia General HOSP. SANTA ANA MOTRIL

Martinez Galan Joaguina F.E.A. Oncologia Médica HUVN

Martinez Garcia, Encarnacion Matrona.- Hospital Alta Resolucidn Guadix

Martinez Gonzalez Luis Javier Doctor en Ciencias Biologicas.Investigador GENYO

Martinez Tapias Jesus F.E.A Docum. Clinica.- HUVN

Molina Rivas, Esther Porfesora Facultad Clencias Salud (Enfermera)

Morales Romero Antonio Enfermero - Distrito Granada-Metropolitano

Moron Romero, Rocio F.E.A Farmacia Hospitalaria HUCSC

Mozas Morenoc Juan F.E.A. Obstetricia y Ginecologia UGR Vinculado HUVN

Navarro Barrios, Juan Carlos F.E.A. Psiquiatria.-A.G.S Sur de Granada

O Valle Ravassa, Francisco Javier Vicerrectorado de Investigacion UGR

Pérez Fernandez , Antonio Juan C. Etica Asistencial AGS Sur

Romero Cotelo Juan Medico de Familia Unidad del Dolor HUVN

Sanchez Lopez, José Dario F.E.A Cirugia Oral y Maxilofacial.- HUVN

Uberos Fernandez Jose F.E.A. Pediatria HUSC

Que dicho Comité, esta constituido y actua de acuerdo con la normativa vigente y las directrices de la
Conferencia Internacional de Buena Practica Clinica,

uro De Venficacin: 2113bcc23datcisfedesl 309559a0b1a5cB1F1d3 | Fecha | 30042021

| Este documento mcorpora tinma electronica reconocida de acuerdo a la Lay 592003, de 18 da dicsambre, de firma slectromca

| Antonio Saimeton Garcia

0n | hrepa://www. juntadeandalucta.es/salud/porcaldestica/xheml /ayuda/verifica |  Pigina 34
: rPirmaDocument o, iface/code/8113boo28dasc39fedaald0955ea0blasSealr1d9 -
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Lo que firmo en Granada a

8113bcc28dabcisfedeals035Seadblasesl1£1d2

[Fecha T soo42021 |

Esta documanto Incorpora finma electronsca reconocds de acuerdo 8 i Ley 592003, de 12 de diciembra, de tima electronica

Antonio Salmeton Gaca

httpen//ww juncadeandalucia,es/salud/portaldsetica/xhenl /ayuda/verifica
rFirnalocumsnto, 1face/code/8113bcc23datciffedealn09556a0blasea1£1ds

N - |
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9.2. ANEXO 2

Solicitud de peticiéon de biorrecursos al Biobanco del Sistema Sanitario Publico de
Andalucia para la realizacion del proyecto: “Influencia de alteraciones genéticas en la
ruta metabdlica de la vitamina D y la susceptibilidad a padecer enfermedad

cardiovascular”.
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SDSANCO DL SISTEMA SANITAING POBLCO
GF AMDALCA

SOLICITUD DE PETICION DE

BIORRECURSOS

Servicio de provision de muestras y datos
asociados

Datos de contacto del Investigador Principal (Solicitante)

Nombre y apellidos

NIF
Servicio/Departamento
Institucion

Direccién postal
Teléfono

Direccion electrénica

Otras personas de contacto
autorizadas (nombre,
teléfono, mail)

Datos fiscales / Datos factura electrénica

Empresa

Cristina Pérez Ramirez

75134079W

Servicio de Farmacia

Hospital Universitario Virgen de las Nieves

Avenida Fuerzas Armadas, 2, 18014

607966508

cperezramirez87 @gmail.com

Fundacién para la Investigacidn Biosanitaria de Andalucia Oriental
(FIBAO)

CIF | G-18374199
Direccién fiscal | Av las Fuerzas Armadas, N® 2 18014, Granada, Granada
Organo Gestor (Codigo/descripcion)
Oficina Contable | (Codigo/descripeion)
Unidad Tramitadora | (Codigo/descripeion)
Organo Proponente | (Cadigo/descripeion)
Firma del solicitante R iobanco
Yatanco ool Sutenw Siuirks Mo de Ancice
CONSEIERIA DE SALUD Y FAMILIAS

Nodo Granada - H, U, Virgen de las [Nieves
Avda, De I35 Fuerzas Armadas | 2
Analisis clinitos - Laboratorio Espacidlidades

18014 - Granada

Fecha: 30/03/2021

Fecha: /U/0 4] 202

En |

Personutes v garantia de los derechos digitales. le informames de lo siguienie:
de gestionar los datos d¢ tercers clientes o proveedores con la Fundacion, atender lus solicitudes prestacion de servicios que ofrece el Brobaneo, asi como
comunicaciones futuris yio poder mformarle de servicios refacionados con su sol
con las obligaciones legules estipuladas. Sus datos no seran cedidos & lerceros, salvo que s dispongs
tratamicato se bass en it relacion contractual, sin ln cual no padrinmos cumplic con la finalidad descrita. b) El
personales ex In Fundacion Publica Andaluza Progreso y Salud, cuya direccson
con el Delegado de Proteceion de Datos en la direecion electronica i
derechos de occeso, rectificacion, supresion, portabrlidad de sus datos, y la fimvitocion u oposicio
DNL, a o Fundacion Publica Andaluza Progreso v Sulud en svda Ameérico Vespucio 15, edificio §-2 41

lopd fpseg untadesndaluciy ¢

de lo disp .mmdkoghmlo(icncrddcl’rmnﬁudcbumvmhuy()tgtnka)fiﬂl&skidedwmnbu.d:hmﬁud:bnm
) Los ditos personules que nos proporcione sersn utilizados con 1a finalidad

U su tral

1
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WOBANCO DEL YINTEMA SANTAND MLIC0O
BC AMDALUCTIA

v.11

SECCION A: NATURALEZA, CANTIDAD Y FORMATO DE LAS MUESTRAS QUE SE SOLICITAN.
DATOS CLINICOS O BIOLOGICOS SOLICITADOS

Indique las muestras bioldgicas que requiere para su proyecto de investigacion. Puede
describirlas mediantes criterios clinicos y diagndsticos (ver informacién adicional de esta
seccion),

Las muestras se distribuyen en el formato que el investigador requiera, gracias a su
procesamiento previo en el Biobanco (ver informacién adicional de esta seccion),

Si precisa soporte para la seleccién de sus muestras, solicite nuestros SERVICIOS A MEDIDA.

Diagnéstico y naturaleza = Series poblacionales de ADN genémico

Formato | ADN extraido

Numero de muestras 1485

Cantidad de muestra | S50 ul

Datos clinicos requeridos = No procede

INFORMACION ADICIONAL:
NATURALEZA:

- Enfermedades raras, enfermedades genéticas

- Enfermedades neurodegenerativas

- Enfermedades oncolégicas

- Enfermedades infecciosas

- Series poblacionales de ADN gendmico

- Tejido o fracciones celulares sanas (cordén umbilical, grasa, médula ésea, elementos
celulares de sangre periférica movilizada o no, fibroblastos, queratinocitos,...)

FORMATOS DISPONIBLES:
Provision de muestras:
- Muestras en fresco:
O Sangre y 6rganos
o tejidos en fresco

En cumplimiento de lo dispuesto en ¢f Reelaments General de Proteccion de Datos v en la Ley Organics 22014, de 5 de dicwmbre, de Proteceson de Datos
Persunales y garantia de los derechos digitales, le informumos de fo siguiemto: 1) Los datos personales que nos proporeione serin utifkzados con Lo finalidad
de gestionar Jon datos de terceros cliemes o proveedores con ba Fundacion, sender las solicitudes prestacion de servicios gue afrece ¢ Biobarnco, ast coma
comunicackmes fuluras v/o poder informarfe de servicios relaciomados con su soliciud, quedando almacenados durante of tempo necesarnio para cumplir
con ks obligacioncs legales estipuladias Sus datas no seriin cedidos u terceros, salvo que se dispongza en uma obligacion tegnl La base juridsca de este
tratanuento se basa en la refacion contractual, sin la cual no podrizmos cumptic con L finalidad descrita. b) El responsable de este tratamento de sus datos
personales ¢ la Fundacson Piblics Andaluze Progreso y Salud, cuya direceion es oy Aménico Vespucso, |5, edificio §-2. 41092 Sevilla ¢) Podra contnctos
con of Delegado de Proteccion de Datos en fa direccion electronica l ; d) Puede usted revocar su comentimienio o ejercer sus
derechoy de acoeso, rectificacion, supresion, portabilidad de sus datos. ¥l limstacion u oposicion 4 su tratamiento, sohcitindolo por eserto, con copia del
DNL 2l Fundacion Publca Andaluza Progreso v Salud en avda Américo Vespacio 15, edificio $-2 41092 Sevilln, 0 mediante correo electronico a
opd o il untiude i ey 2
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IQBANCO DEL SINTEWA SAMTANIO FUBLICO
DL ANCALLCIN

v.l1
- Seccién en portaobjetos fijada

- Seccion en tubo fijada (seccion de 10 micras)

- Seccion en tubo congelada (seccién de 20 micras)

< Seccion en portaobjetos congelada

- Seccion de matriz de muestras (TMA) de 50 muestras
-  DNA

- c-DNA

-  RNA

- Fluido corporal preservado

- Suero

- Plasma

- Extendido celular concentrado

- Extendido celular directo

Provisién de lineas celulares:

- Linea establecida de células madre embrionarias (HESC)

- Linea establecida de células madre mesenquimales (MSC) humanas de corddn umbilical
- Linea establecida de células madre mesenquimales (MSC) humanas de grasa

- Linea establecida de células madre pluripotentes inducidas

- Linea establecida modificada genéticamente

- Linea minimamente pasada normal humana de fibroblastos adultos

- Linea minimamente pasada normal humana de queratinocitos

- Linea minimamente pasada tumoral

- Lineas inmortalizadas PBMC

Provision de datos clinicos:
- Datos clinicos y diagndsticos disponiblesDatos clinicos y diagndsticos a recoger mediante
encuesta

Ein cumplimiento de lo dispuesio en ¢l Reglamento General de Proteecion de Datos v en la Ley Organics 32018, de 5 de dictembre, de Proteccion de Ditas
Pervonales y garantia de hos derechos digitaley, ke informamos de 1o sigwente: #) Los datos persorales que nos proporcione seran utilizados con la finalidad
de gestionar fos datus de terceros ehientes o proveedores con la Fundacion, atender las solicitudes prestacion de servicios que ofrece ¢l Biobanco, asi como
comumicaciones futurss yvio poder informurde de servivios relacsonados con su solicitud. yuedundo almacenados durante ¢f tempo necesano para cumplir
con lis obligaciones legules estipuladas. Sus dotos no serin cedidos # 1erceros, solvo que s dispoaga en una obligacion legal La base juridica de este
tratamiento se basa en t relacion contractund, sin by cual no podriames cumplic con La finalidad deserta. b) E responsable de este tratamiento de sus datos
persanales es fa Fundoacion Pablica Andaluz Progreso y Sulud, cuya direscion es av. Amenco Vespucio, 15, edilicio -2 41092 Sevilla ¢) Fodri contactar
con ¢f Delegado de Proteccion de Danos en la diceccion electronica dpd exalydigiuntadeandalucio ea. d) Puede uwted revocir su consentimiento o ejercer sus
derechos de oeeeso, rectificacion, supresion, portabilidad de sus datos, ¥ la limitacion u oposscion a su tratamiento, solicitandole por esento, con copra del
DNI, & la Fundacion Miblica Andaluza Progreso y Salud en avda Américo Vespucio 13, edificso 82, 41092 Sevilla, o medionte cormeo electronico o
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BOMNCO 06 B5TEMA SAM TAN0 Flalica
oF ANDAUC

v.11

SECCION B: Datos del proyecto.

Titulo:

INFLUENCIA DE ALTERACIONES GENETICAS EN LA RUTA METABOLICA DE LA
VITAMINA DY LA SUSCEPTIBILIDAD A PADECER ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

En cumplimienio de be dispoesto on ¢f Reglamento General de Protecorin de Datos § on la Ley Orgdnica 3201 K de 3 de diciembre, de 'roseceion de Datos
Personales y garantia de los Jderechos dignates. ke infurmuemos de lo siguiente: @) 1.0s ditos persenales yue nos proporcione seran ulilzados con la finahdad
de gestionar los datos de wreeros chentes o proveedores con la Fundoeion, atender las solicitudes prostacion de servicios yue ofrece ¢l Brobanco. ast coma
comunicaciones fulrus vio poder mfurmarle de servivis refacionados con su sohictud, guedando almacenados durante ¢ tiempo necesarw para cumplir
o0 lus obligaciones legules estpuludos Sus dotos no Serdn cedidos 8 tereems salvo que se disponga on uma obligacson fegal L base juridhes de este
tratumienio s lsoa en lg relacion conteactsal, Sin ke cusl no podrismes cumplie con 1o fisalidad deserita. b) El responsable de este tratamiento de Sus Jutos
personates es 1o Fundacion Publics Andotuza Progreso y Salud, cuya diceedon es av. Amerca Vespucio, 15, edificn 85-2, 41082 Sevilla ¢) Poded contactar
con ¢l Delegao de Protcccion de Datus en la direccion electronica ¢ - d) Puede usted revocnr Si consentimicnto o gereer Aus
derechos de acceso. roctifiencion, supresion, portatulidud de sus datox y Ta limstocin u oposicion 3 su trasamieinto, sohiciundolo por cserito, con copa del
NI, a la Fordacion Publica Andaluza Progreso y Salud en uvda. Americo Vespucw 15, edilion 52, 41092 Sevilla, o medarte comen eleciromeo @

ton (@ ntaicandpia 4
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SECCION C: Informe favorable de un Comité de Etica de la Investigacion.

El informe del comité ético deberd pertenecer a la red de comités de ética del SSPA. Se
indicara el comité, Ia referencia del proyecto, y la fecha de inicio y de finalizacién. Si no se
dispone de dicha evaluacién, el Biobanco dispone de un Comité de Etica de la Investigacion
que pueden evaluar el proyecto.

En cumplimiento de To dispuesio en ¢l Reglamento General de Proteccion de Datos v en la Loy Orginica 32018, de 5 de diciembre, de Protezcion de Datos
Personales y garantia de Jos decechos digitales, ke informisnos de lo siwente 1) Los datos personales que nos proporcione serdn utilizados con Lo fimalidad
de gestronar los datos de terceros chiontes o proveedores con la Fundacion, atender bas solioitudes prestacson de servicios que ofrece ¢l Biohanco, asi como
comumcaciones {uauras vio poder mformarle de sérvicios refacionados con su sohicitud, quedondo almacenados durante el tiempo pecesans para cumplic
con lus obligaciones legales estipuladas. Sus datos no seran cedidos a terceros, salvo que se dispongs en una obligacion legul La hase juridica de ese
trutamenta se bast en la refacion contractual. sin la cual no podrismoy cumpiic con la finalidad descrita. b) EI responsable de este tratamiendo de sy datos
personubes es by Funducion Publics Andaluza Progreso v Salud, cuvi dieccion es av. Americo Vespucio, |5, edifico 5-2 41092 Sevilla. ¢) Podra contactar
con ¢f Delegado de Proteceion de Dios en la direceron electioaics dpd esnludajuntsdeandaluca s d) Puede usted revocar su consentimiento o gzercer sus
derechos de acceso, reenficacson. supeesion, portabilidad de sus datox, ¥ la limitacion u oposicion a su tratamiento. sohicitandolo por eserito, con copua del
DN & la Fomdacion Publica Ardaluzs Progrese y Salud en avda Amenico Vespucio 15, edificio 5-2 41002 Sevilla, o mediante comreo eléctrineo 4

lopd fpsidmtadcendalucia ¢ 5
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SECCION D: Informe favorable de un Comité Cientifico.

Elinforme del comité cientifico deberd ser de agencias externas, preferiblemente agencias de
evaluacion de convocatorias de financiacion competitivas. Se indicars la agencia, la referencia
del proyecto en la convocatoria de evaluacién, y la fecha de inicio y de finalizacién. Si no se
dispone de dicha evaluacién externa, el Biobanco dispone de un Comité Cientifico externos
que pueden evaluar el proyecto.

Este formulario puede enviarse por correo ordinario o por correo electronico a cualquiera de
las siguientes direcciones:

En cumplimiento de lo dispuesto en ¢f Reglamento General de Proteceion de Datos v en la Ley Organicu 32018, de 3 de diciembyre, de Progeccion de Datos
Pepvonales v garantia de loy derechos dignales. e informamos de To siguiente! 1) Los datos personuies gue nos proporcione seran utitizados con la Minalidad
de gestionar Jos datos de tereeros elierites o proveedores con la Fundacion, atender lus solicitides prestacion de servicios que ofrece ¢f Buobanco, ast como
comunicaciones futuras vio poder nformarle de servicios relacionados con su solicitud, quelendo almacenados durinte el tempo necesinio pare cumphir
con Jax obligacioney legales estipulndas Sus datos 1o serin codidos i terceros, salvo (ue s¢ dispongs en ung pbligacion legal Lo base juridics de este
tratamiento se basa en la refacion contrsctual, sin la cual 0o podtiamos cumplic con la finalidad descrita b) El responsable de este tntumsento de sus datos
persorules ex la Fundacson Moblica Andaluza Progreso y Salud, cuvir direecion es av. Ameérico Vespucio, 15, edificw S-2, 41092 Sevilla. ¢) Podrs contactar
con el Delegado de Proteccion de Datos en la dureccion electtonica dpd el uuntadeandalugiaes. d) Puede usted revocar su consentimiento o ejercer sus
derechas de acceso. rectificacion, supresion, portsbilidad de sus datos, ¥ la limstacion u oposicion & su trtaniento, solicitandado por esorlo, con copia del
DNIL a la Fundagion Publica Anduluza Progreso v Salud en uvda Ameérico Vespucio 15, edificio 8.2 41092 Sevilla; o mediante correo electronico a

lood thwid untlcanalucta e 6
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Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia
Parque Tecnoldgico Ciencias de la Salud
Centro de Investigacion Biomédica
Avda. del Conocimiento s/n
18016 Granada » Spain
Teléfono: 0034 958 894 672
Direccion electrénica: biobanco.sspa@juntadeandalucia.es

En cumplimiento de Jo dispuesto en el Reglamento General de Proteceion de Dutos v en la Ley Orginica 32018, de 3 de diciembre, de Proteccion de Datos
Personales y garantia de bos derochos digiales, le informamas de 1o siguiente; 1) Loy datos personales que nos proporcione seran utihizados con la finalidad
de gestionar los dotos de terceros clientes o proveedores con ln Fundacion, stender las sobicitudes prestacion de servicion que ofrece el Biobunca, ast como
comunicacianes futuras vio poder informatle de servicios relacionades con su solicitod, quedando almacenados durame ¢f tiempo necesario para camplic
con fus obligaciones legules estipuladas. Sus datos no seran cedidos o ferceros, sulvo que s dispongs en una obligacion legn) La base juridicy de este
tratamsento s¢ basa en ln relscion contractial, sin la cual 1o podriamos cumplic con la finalidad descrita b) El responsable de este trtamsento de aus distos
persoanles es s Fundacion Publica Aodaluza Progreso y Salud, cuva direccion ¢s v Aménco Vespucio, 15, edificio §-2. 41092 Sevilla ¢) Podra contactar
con el Delegado de Proteccaon de Datos en la dereccyon electronicn dpd csaludidjuntadesndalucin ¢ 8) Puede usted revocar i Consentimisnito o ejercer sus
derechos de aoceso. rectificucion. supresion, portabilidad de sus datow, y 14 himitacion u oposicion 2 su tratamsento, solicitindolo por esento, con copia del
DNE & la Fundecion Publica Andaluze Progreso v Sulud en avda Anrico Vespucio 15, edificio 8.2 41092 Sevilla, o mediante correo electronico
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Abstract: Cardiovascular diseases (CVDs) are a group of disorders of the heart and blood vessels.
In addition to environmental risk factors, genetic predisposition increases the risk; this includes
alterations in the vitamin D receptor gene (VDR). These alterations play a key role in modifying
vitamin D uptake, being able to modify its function and increasing susceptibility to cardiovascular
disorders. The aim of this study was to evaluate the association of polymorphisms in the VDR
gene and risk of CVD in a Caucasian population. A retrospective case-control study was conducted
comprising 246 CVD patients and 246 controls of Caucasian origin from Southern Spain. The
genetic polymorphisms Bsil (rs1544410), Tagl (rs731236), Apal (rs7975232), Fokl (rs2228570) and
Cix2 (rs11568820) were determined by means of real-time polymerase chain reaction (PCR) for allelic
discrimination using TagMan® probes. The logistic regression analysis adjusted for body mass index
and diabetes revealed that the TT genotype was associated with a higher risk of CVD in both the
genotypic model (p = 0.0430; OR = 2.30; 95% CI = 1.06-5.37; TT vs. CC) and the recessive model
(p=0.0099; OR = 2.71; 95% Cl = 1.31-6.07; TT vs. C}. Haplotype analysis revealed that the haplotvpe
GAC (p = 0.047; OR = 0.34; 95% CI = 0,12-0.98) was associated with increased risk of CVD, The
VDR polymorphisms Fokl (rs2228570) was signiticantly associated with the development of CVD. No
influence was observed of the VDR polymorphisms Bsml (rs1544410), Tagl (rs731236), Apal (rs7975232)
and Cdx2 (rs11568820) on the risk of developing CVD in the patients studied.

Keywords: cardiovascular disease; risk; VDR; polymorphisms; biomarkers

1. Introduction

Cardiovascular diseases (CVDs) are a group of disorders of the heart and blood
vessels. They are classified into coronary heart disease, cerebrovascular disease, peripheral
arteriopathies, rheumatic heart disease, congenital heart disease, deep vein thrombosis, and
pulmonary embolism. According to the World Health Organization, CVD is the leading
cause of death worldwide. It is estimated that in 2015 (the last vear for which data have
been published) 17.7 million people died from CVDs, representing 31% of all registered
global deaths. Of these deaths, more than 80% take place in low- and middle-income
countries, affecting men and women almost equally [1]; hence the utmost importance of
identifying the risk factors involved in the development of this disease, given the enormous
social and economic implications [2].

Although the etiology of CVD has not been clearly established, it has been shown that
the causes of these disorders are multi-factorial, due to the combination of environmental
risk factors, such as smoking, lack of physical activity, eating habits, high blood pressure,
type 2 diabetes, and dyslipidemias, with genetic predisposition [3-5]. The search for genes
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that predispose to CVD has led to the identification of human variations of deoxyribonu-
cleic acid (DNA), evaluation of the risk profile and adoption of preventive or therapeutic
measures [4]. The vitamin D receptor (VDR) gene and its single nucleotide polymorphisms
(SNPs) have received special attention due to their association with a cardiometabolic risk
profile. The precise mechanism underlying its influence on pathogenesis is still unclear
and may be the result of different factors [6-5]. Firstly, the VDR gene is found in vascular
smooth muscle cells and endothelial cells, potentially affecting their growth and prolif-
eration [Y]. In addition, VDR activation induces an increase dependent on nitric oxide
concentration in endothelial cells, and enhances the angiogenic properties of endothelial
progenitor cells [10,11]. Secondly, vitamin D could regulate immune cells, inhibiting the
release of pro-inflammatory cytokines and increasing the release of anti-inflammatory
cytokines, thus playing a role in blood vessel protection [12]. Thirdly, vitamin D is an
important regulator of the renin-angiotensin-system (RAS). Vitamin D deficiency would
involve activation of the renin gene, producing an increase in angiotensin Il, which can
lead to hypertension and ventricular hypertrophy [13,14]. Additionally, it would prompt
an increase in the production of reactive oxygen species (ROS) and the activation of G
proteins such as Rho A, resulting in the inhibition of the pathways necessary for intra-
cellular glucose transport and, therefore, the development of insulin resistance and the
onset of metabolic syndrome [15]. Finally, vitamin D is associated with an atherogenic lipid
profile that includes increased serum LDL and decreased HDL levels. The biologically
active form of vitamin D suppresses foam cell formation, decreases cholesterol uptake
by macrophages, and induces LDL autophagy through gene regulation through VDR.
However, short-term replenishment of 25-hydroxvvitamin D levels does not improve the
lipid profile in humans [16,17]. In short, vitamin D can lower blood pressure values and
have anti-inflammatory, anti-proliferative, anti-hypertrophic, anti-fibrotic, anti-diabetic,
and anti-thrombotic effects, beneficially modulating classic cardiovascular risk factors [18].

Vitamin D can be obtained from 7-dehydrocholesterol after exposure to sunlight and
through food [19-21]. Vitamin D is hydroxyvlated to 25-hydroxyvitamin D+ (25(OH)D3) in the
liver and 1a-hydroxylated in the kidney, forming the active hormone 1,25-dihydroxyvitamin
D4 (1.25(0OH)>15) [22,23]. This active metabolite binds to the VDR ligand-binding domain
(LBD), forming a heterodimer with the retinoid X receptor (RXR) that binds to vitamin D re-
sponse elements (VDRE) in the promoter region of target genes modulating transcriptional
activation [24,25]. The VDR is expressed almost ubiquitously regulating approximately 3%
of the genome; more than 900 genes participate in many physiological processes [26,27].

The gene encoding the nuclear vitamin D receptor is a large gene more than 100 Kb
in length [25], found in the long arm of chromosome 12 (locus 12q13.1) [29]. It has at
least five promoter regions, eight coding exons and at least six non-coding exons that are
alternately spliced [30]. It encodes a protein that contains 427 amino acids [26] belonging
to the family of steroid receptors for retinoic acid, thyroid hormone, sex hormones, and
adrenal steroids [31]. To date, 470 SNPs have been identified at the VDR locus [32], but
there are five common polymorphisms that have been widely studied due to their effects
on various physiological and pathological phenotypes; Cdx2 (rs11568820), FokI (rs2228570),
Taqgl (rs731236), Bsml (rs1544410) and Apal (rs7975232) [33,34].

Recently, the importance of these polymorphisms and their haplotypes has been in-
creasingly recognized as more studies have linked them to different diseases [35]. Some
SNPs play a key role in modifying 1.25(0OH):; D3 uptake, due to their capacity to modify vi-
tamin D function [36]. However, the exact molecular mechanism explaining the association
between VDR polymorphisms and serum levels of 25(OH); D5 remains unknown [37]. The
VDR SNP FokT (rs2228570, exon 2, C > T, formerly known as rs10735810) is characterized by
the presence of two ATG start codons separated by six nucleotides, modifying the length
and functional activity of the protein. Thus, Fokl is the only VDR polymorphism with
functional impact, as it involves the loss of a transcription start site. It is not in linkage
disequilibrium with other SNPs, so the associations with the VDR genotype Fokl are con-
sidered independent markers of the VDR gene [29]. The C allele results in a shorter variant
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of the VDR protein (424 amino acids) and a longer variant associated with the T allele
(427 amino acids) [38]. Although no significant differences have been reported in ligand
affinity, DNA binding or transactivation activity between the two allelic forms of Fokl,
the shorter variant shows greater receptor activity than the longer variant as it appears
to interact more efficiently with the transcription factor TFIIB [39,40]. The SNPs Bsml
(rs1544410, intron 8, G > A), Tagl (rs731236, exon 9, T > C) and Apal (rs7975232, intron 8,
C > A) are found near the 3'UTR region of the VDR gene [6,27,35]. This region contains
many polymorphisms and therefore a strong linkage disequilibrium could explain the asso-
ciations observed with Bsm-Apa-Taq. These polymorphisms are involved in the regulation
of VDR expression, notably through regulation of messenger ribonucleic acid (mRNA)
stability [41,42]). Therefore, they can influence the expression of the protein without altering
its structure or function [43]. The polymorphism Cdx2 (rs11568820, exon 1, G > A} is located
in the promoter region of the 5" end of the VDR gene. The VDR specifically interacts with
functional enhancer elements in the VDR gene in the small intestine, regulating its gene
expression and therefore calcium absorption [44,45). The transcriptional activity of the
VDR promoter with the G allele is lower compared to the A allele, decreasing intestinal
absorption of calcium [+4] and potentially influencing central obesity [27].

Numerous studies have been carried out under this conceptual framework to investi-
gate the association of these polymorphisms with the risk of developing CVD. However, the
results obtained are contradictory and further studies are required in different populations
to obtain more information about the influence of these SNPs on the susceptibility of devel-
oping CVD. Based on the foregoing, we carried out this study to evaluate the association of
these polymorphisms in the VDR gene (Bsml (rs1544410), Tagl (rs731236), Apal (rs7975232),
FokI (rs2228570) and Cdx2 (rs11568820)) and CVD risk in a Caucasian population.

2. Results
2.1, Patients Characteristics

A total of 246 cases with CVD and 246 controls of Caucasian origin from Southern
Spain were included in the study. Controls were matched to cases on age and sex (1:1).
Their clinical, socio-demographic, and pathological characteristics are detailed in Table 1,
The median age of the patients was 70 (63.25, 76) years. The group of cases consisted
of 132 women (53.7%) and 114 men (46.3%). Most of the cases were non-smokers, non-
drinkers, overweight, not dyslipidemic, hypertensive and did not have diabetes. As regards
cardiovascular disease, 84 (34.14%) suffered from cardiac arrhythmias, 15 (6.10%) presented
cardiomyopathy, 15 (6.10%) cerebrovascular disease, 27 (10.98%) heart failure, 46 (18.70%
valvular heart disease and 59 (23.98%) vascular peripheral disease.

Table 1. Clinico-pathologic characteristics of cardiology cases and controls,

N N ¥ pValue  Reference OR  95%Cl
Gender 246 246
Male 114 (46.3) 104 ¢42.3)
Female 132 (53.7) 142 (37.7) 0.8237 03641
Age 246 20 (63.25,76) 246 695 (63, 76)
Tobacco consumption 233 20
Current-smokers 41(17.6) 27 (13.3)
Former-smokers 70 (20.0) 20(345) 1.9502 0.3772
Non-smokers 122(524) 106 (52.2)}
Alcohol consumption 20 173
Current-drinkers 46 (209) 27 (15.6)
Former-drinkers 8(36) 5(2.9) 20823 03531
Non-drinkers 166 (75.5) 141 (81.5)
Body Mass Index 182 2063 =514 114 2803 £ 4,89
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Table 1. Cont.
Cases Controls » i, .
N n (%) N o (%) X p-Value  Reference  OR 95% C1
Underweight 1(0.5) 1(0.9) 121 0.05-31,44
Normal (healthy weight) 33(18.0) 40 (35.1) Nozondl 1
Overweight 68 (37.4) 30(26.3) (healthy 274 1.47-520
Obese Class | e >4 R -,
(Moderately obese) 46(25.3) 32{281) 0.0066 * weight) 174 0.92-334
Obese Class 11 ald = -
(Soverely obese) 29(159) 10 (8.:8) 351 1.53-8.57
Obese Class 111
(Very sevenvly obese) 57 1(0.9) 606 0.92-119.19
Dyslipidemia 246 246
No 158 (64.2) 155 (63.0) ¢
Yo 88 (35.8) 91 (37.0) 00790 0.7786
Hypertension 246 246
No 100 (40.6) 115 (46.8) :
Yes 146 (48) 131 (53.2) 18588 18
Diabetes 246 246
No 170 (69.1) 201 (81.7) _ |
Yes 76 (20.9) 45 (18.3) 105320 '00012* No 1% 132-306
Disease 246
Cardiac Arrhythmias 54 (34.15)
Cardiomyopathy 15(6.10)
Cerebrovascular disease 15(6.10)
Heart failure 27 (10.98)
Heart valve disease 46 (18.70)
Peripheral vascular disease 59 (23.98)

Shade means the value is significant. ® pevalue for f test,

The control group consisted of 142 women (142/246; 57.7%) and 104 men (104/246;
42.3%), with a mean age of 69.5 (63, 76) years. Most of the controls were non-smokers,
non-drinkers, had a healthy weight, not dyslipidemic, did not have hypertensive and did
not have diabetes.

Cases and controls showed significant differences in terms of BMI (p = 0,0003) and
diabetes (p < 0.001; OR = 10.53; 95% CI = 1.32-3.03; diabetes vs. non-diabetes).

2.2. Genotype Distribution

The genotype frequency for the control group coincided with the expected values
according to the Hardy-Weinberg equilibrium model (Table S1). The coefficients D" and
r2 for the evaluation of linkage disequilibrium are described in Table 2 and Figure 1. All
SNPs had minor allele frequencies above 1%, so none of them had to be excluded from the
analysis (Table S3). The estimated haplotype frequencies are presented in Table S4.
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Figure 1. Chromosomal location for (vitamin D receptor) VDR, and linkage disequilibrium (LD).
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2.3, Influence of Genetic Polymorpitisms on CVD Risk

Bivariate analysis was performed according to the following models: genotypic, addi-
tive, allelic, dominant, and recessive. VDR Fokl (rs2228570) was the only polymorphism to
show an association with CVD risk in the genotypic pa= 0.0063), additive (px: =0.0267),
allelic (p,2 = 0.0230) and recessive (p 2 = 0.0015) models (Table S5). This significant associa-
tion was also found after making aajustments for the Bonferroni test, in which both the
genotypic and recessive models showed that patients with the TT genotype presented a
higher risk of developing CVD (Pganfermoni-cormected = 0-0305; OR = 2.35; 95% Cl = 1.33-4.28;
TT vs. CC and pronferroni-corected =0.0075; OR = 2.39; 95% Cl = 1.39-4.24; TT vs, C; Table 2,
respectively). The logistic regression analysis adjusted for BMI and diabetes revealed
that the TT genotype was associated with a higher risk of CVD in both the genotypic
model (p = 0.0430; OR = 2.30; 95% CI = 1.06-5.37; TT vs. CC; Table 3) and the recessive
model (p = 0.0099; OR = 2.71; 95% Cl = 1.31-6.07; TT vs. C; Table 3). However, no associ-
ation was found in either the genotypic logistic regression model adjusted for BMI and
diabetes (p = 0.2286; OR = 0.72; 95% CI = 0.43-1.22; TC vs. CC; Table 3), the dominant
model (p = 0.8648 OR = 0.95; 95% CI = 0.58-157; T vs. CC; Table 3) or the additive model
(p=0.2151; OR = 1.24; 95% Cl = 0.88-1.76; T vs. C; Table 3). The other polymorphisms
analvzed did not show statistically significant associations with the development of CVD in
any of the models studied (Table S5). Haplotype analysis revealed that the GAC haplotype
(p = 0.047; OR = 0.34; 95% CI = (.12-0.98) was associated with an increased risk of CVD
(Table 4),

Table 2. Influence of VDR Fokl (rs2228570) gene polymorphism on risk of cardiovascular disease.

Controls [ Adjusted

0 a c ;
Models Genotype Cases [n ("0)] )] p-Value p-Value ? OR 95% CI
T 45 (18.3) 21 (8.5) » 2.35 1.33-4.28
Genotypic CT 99 (40.2) 113 (45.9) 0.0061 0.0305 0.96 0.66-1.41
CcC 102 (41.5) 112 (45.5) ; 1
. T 144 (58.5) 134 (54.5)
Dominant cC 102 (41.5) 112 (45.5) (.3631 1
i T 45(18.3) 21 (8.5) .
Recessive C 201 (81.7) 225 (91.5) 0.0022 0.0075 239 1.39-424
. T 189 {38.41) 155 (31.50)
Allelic C 303 (61.59) 337 (68.50) 0.0230 0.1151
Additive - - - 0.02673 ¢ 0.1336
CL: confidence interval; OR: odds ratio. * p-value for x*-test. ¥ p-value for Bonferroni correction. © Unadjusted or
crude ORs p-value for  test. Shade means the value is significant.
Table 3. Influence of clinical characteristic and VDR Fokl (rs2228570) gene polymorphism on risk of
cardiovascular disease.
Genotypic Dominant Recessive Additive
TTvs CC CTvs. CC Tvi. CC Trvs. C Tws C
p-Value OR 95%C1 p-Value  OR  95%.C1 pValue OR 95%Cl p-Value OR 93%Cl p-Value OR 95%Cl
M o
M&z (L0265 106 101-112 0.0265 106 101-1.32 00458 106 100-111 0.0413 105 Loo-L1t 0.0634 105 099-1.10
Index
Drabetes
Yes L0359 191 1.06-355 00359 191 1.06-3.55 0AM68 1683 1.02-3.38 Q316 1.94 1(7-359 0.0372 1A% 105.350
VDR Foll 2 -

(rs2228570) P00

230 106537 02286 072 043122 08648 055 058157 G0N 271 131607 02151 124 088176

Shade means the value is significant.
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Table 4. Haplolype association with response.
Rs1544410  Rs7975232  Rs731236 Freq OR (95% CI)  p-Value
1 G C T 0.4613 1.00 —
S 0.92 -
2 A C 0.3685 (0.70-1.22) 0.570
~ S 0.81
3 G A T 0.1079 (0.52-1.24) 0330
v - 111
4 A A T 0.0251 (0.51-2.38) 0.800
5 G A C 00189 (0.12-0.98) 0.047
6 A C 1§ 0.0114 e 0.730
' (0.41-3.65) o
Rare . . . 00069 i 0430

(0.12-2.49)

Freq: haplotype trequency. Shade means the value is significant. * reference 1o rare haplotypes as there is no
symbol to identity the group.

3. Discussion

Cardiovascular disease, which involves the heart, brain, and peripheral circulation,
represents a major health problem throughout the world. It has multiple genetic and
environmental components that contribute to the observed phenotype [46]. The role
played by vitamin D in cardiovascular function is receiving more and more attention
and, in particular, the effect of the respective polymorphisms in the VDR gene. Most
studies describing VDR SNPs have focused on five polvmorphisms: Bsml (rs1544410), Tagl
(rs731236), Apal (rs7975232), FokI (rs2228570) and Cdx2 (rs11568820) [32,33].

The VDR Fekl polymorphism (rs2228750) is one of the most researched. It is the only
VDR polymorphism with functional impact, as it involves the loss of a transcription start
site [29]. Previous studies have reported contradictory results, so the relationship between
this pelvmorphism and the development of CVD is not clear [47-54]. In our study, the
logistic regression analysis adjusted for body mass index and diabetes revealed that the
VDR Fokl TT genotype showed an association with increased risk of CVD in the genotypic
model (p < 0.05; Table 3) and in the recessive model (p < 0.05; Table 3). Several studies are
consistent with our results, for example one study conducted in a Caucasian population
(from Poland) (58 cases/ 142 controls), in which statistically significant differences were
found in relation to the T allele of the VDR Fokl polymorphism, identifying it as a risk
factor for heart failure and hypertension (p = 0.03) [55]. Another study in a Caucasian
population (from Egypt) (50 cases/50 controls) also reported an association between the
VDR Fokl polymorphism and the presence of congenital heart disease defects. In partic-
ular, patients carrying the VDR Fokl-T allele were at greater risk of suffering congenital
heart disease defects [(p = 0.006; OR = 3; 95% CI = 1-8; TC vs. CC); (p» = 0.03; OR = 10;
95% Cl=1-97; TT vs. CC); (p = 0.001; OR = 3; 95% Cl = 2-6; T vs. )] [50]. Another
study in a Caucasian population (from Egypt) (244 cases/138 controls) shows that allele
T frequency is higher in patients with CVD (group A and B) which means VDR Fokl-T
allele increase CVD risk [(p < 0.001; OR = 2.397; 95% Cl = 1.518-3.786; C vs. T); (p < 0.001;
OR = 2.298; 95% Cl = 1.443-3.660; C vs. T) [56]. Furthermore, the study carried out by
Nakhl et al. (2019) in a Caucasian population (Mediterranean region) with 50 patients
reported that the presence of VDR Fokl polvmorphisms is higher compared to the rest of
the Caucasian population [46]. Moreover, the results of our study are in accord with others
conducted in an Asian population. For example, the study of Hao et al. (2019) in a Chi-
nese population (145 cases /90 controls), in which statistically significant differences were
found between cases and controls in relation to the T allele of the VDR Fok! polymorphism,
identifying it as a risk factor for the disease [(p < 0.0001; OR = 2.45; 95% Cl = 1.60-3.77;
Twvs. C); (p<0.0001; OR = 3.42; 95% Cl = 1.94-6.07; TC vs. CC); (p = 0.02; OR = 4.73;
95% Cl = 1.35-16.27; TT vs, CC)] [47]. Likewise, another study carried out in an Asian pop-
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ulation (from China) (860 cases /862 controls) showed that individuals carrying the VDR
FokI-T allele were at a higher risk of developing coronary artery disease (CAD) [(p < 0.001;
OR = 1.47; 95% Cl = 1.22-1.85; CT vs. CC); (p < 0.001; OR = 2.12; 95% CI = 1.43-2.88; TT vs.
CC); (p < 0.001; OR = 1.68; 95% Cl = 1.26-2.17; TC + TT vs. CC)] [48]. Similarly, a study
carried out in an Asian population (from India) (292 cases/219 controls) reported a statisti-
cally significant association between the T genotype of the VDR Fokl polymorphism and
susceptibility to developing ischemic cerebrovascular accident (CVA) (p = 0.01; OR = 1.89;
95% Cl = 1.17-3.07; TT vs. CC) [49]. Furthermore, according to the meta-analysis conducted
by Tabaei et al. (2021) in Caucasian and Asian populations (3741 cases/ 1998 controls), the
T allele of the VDR FokI SNF was significantly associated with the CAD risk in all genetic
maodels including; dominant model (p = 0.02; OR = 1.47, 95% C1 1.06-2.03), recessive model
(p < 0.001; OR = 1.39, 95% CI 1.14-1.71), allelic model (p = 0.01; OR = 1.38, 95% CI 1.05-1.76,
p=0.01), TT vs. CC model (p = (L02; OR = 1.58, 95%, CI 1.07-2.34), and TC vs. TT model
(p = 0.04; OR = 1.38, 95% CI 1,00-1.92), having a strong significant association for the Asian
population but not the Caucasian [57].

However, a study carried out in a Caucasian population (from Turkey) (54 cases/58 con-
trols) evaluated the influence of the VDR Fokl polymorphism on the risk of arteriovenous
fistula (AVF), but found no statistically significant association (p = 0.168; OR = 1.683;
95% Cl = 0.803-3.531) [52]. Another study carried out in a Caucasian population (United
States) (205 cases/ 206 controls) also evaluated the influence of the VDR Fokl polymorphism
on the risk of congestive heart failure (HF) in patients with hypertension, without finding
any statistically significant association in any of the analyzed models [(p > 0.05 OR = 0.82;
95% Cl = 0.47-1.42; TC vs. CC); (p > 0.05; OR = 0.85; 95% CI = 0.39-1,88; TT vs. CC);
(p > 0.05; OR = 0.82; 95% CI = 0.49-1.39; CT + TT vs. CC)] [53]. Finally, a meta-analysis
composed of six studies in Caucasian and Asian populations (2725 cases /1017 controls)
evaluated the influence of the VDR Fokl polymorphism on the risk of CAD, but did not
observe any statistically significant association in any of the models analyzed [(p > 0.05;
OR =0.93;95% Cl = 0.76-1.10; CT + TT vs. CC); (p> 0.05; OR = 1.14; 95% Cl = 0.86-1.43;
TT vs. CT + CC); (p > 0.05; OR = 1.00; 95% CI = 0.88-1.12; T ys. C); (p > 0.05; OR = 0.88;
95% Cl = 0.71-1.06; CT vs. CC); (p > 0.05; OR = 1.06; 95% Cl = 0.77-1.35; TT vs. CC)] [54].

According to the results shown in the majority of the studies, including ours, the
VDR Fokl SNP presents statistical association with CVD in Asian and Caucasian (from
Europe) populations. However, this statistical significance does not occur in US Caucasian
populations. It seems to indicate that ethnicity may influences this correlation.

Otherwise, Bsml (rs1544410), Tagl (rs731236) and Apal (rs7975232) do not result in
a structural change of the VDR protein. However, these polymorphisms can modify
the expression of the VDR gene and increase susceptibility to developing CVD [29,43].
In our study, the VDR Bsmi polymorphism did not show an association with suscepti-
bility to developing CVD in any of the models analyzed (Table 2). Various studies in
Caucasian populations are consistent with our results, such as the studies conducted
by Ewida et al. (2021) [58] and Nakhl et al. (2019), in which there were no associa-
tion between those polymorphisms and CVD [46]. However, according to the results
of the study carried out by Abouzid et al. (2021) they suggest that VDR Bsml-AA geno-
type is protective of CVD (p = 0L04) [53]. Moreover, according to the meta-analysis by
Tabaei et al. (2021) in Caucasian and Asian populations (6169 cases/ 2392 controls), VDR
Apal-CC genotype was significantly associated with CAD risk in all genetic models, in-
cluding: dominant model (p = 0.002; OR = 1.20, 95% C1 1.07-1,34), allelic model (p = 0.004;
OR =1.12, 95% C1 1.04-1.21), CC vs. AA model (p = 0.01; OR = 1.22, 95% CI 1.(04-1.44), and
AC vs. AA model (p = 0.007; OR = 1.18, 95% CI 1.05-1.33), other than the recessive model
(p = 0.17; OR = 1.10, 95% C1 0.96-1.27) [57].

Finally, the Cdx2 polymorphism (rs11568820) is located in the promoter region of the
5’ end of the VDR gene regulating gene expression [44]. So far, no study has evaluated
the impact of the VDR Cdx2 polymorphism on the susceptibility for developing CVD. In
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our study, no significant association was found between the VDR Cdx2 polymorphism
(rs11568820) and the risk of developing CVD in any of the models analyzed (Table 2).

The main limitation of this study was the limited sample size compared to other
studies, especially in terms of cases, which could have prevented the detection of certain
associations, Another limitation of our study is that serum levels of 25(OH)D are not
available as it is a retrospective study. Thus, it has not been possible to correlate the levels
of active vitamin D and the genotypes. However, despite the limited sample size, after
adjusting for the Bonferroni test to avoid false-positive associations, the effect of VDR Fokl
remained. The strengths of our study were the homogeneity of the sample, especially
in terms of the cases, which consisted of only University Hospital Virgen de las Nieves
patients diagnosed by the same team, and also from the same geographical area, thus
increasing uniformity. In addition, the controls chosen were older than the cases to reduce
potential selection bias.

4, Materials and Methods
4.1, Study Design

A retrospective case-control study was carried out,

4.2, Study Subjects

This included 246 patients with CVD and 246 controls of Caucasian origin from
Southern Spain, with a case/control ratio 1. The cases were recruited at the University
Hospital Virgen de las Nieves, Granada, Spain, from March 2013 to October 2022. Controls
were individuals over 18 years of age who had resided in the same geographic area, with
no personal history of CVD, recruited at the same hospital. This sample size has been
chosen based on previous studies and the prevalence of these gene polymorphisms in a
Spanish Caucasian population.

This case-control study was approved by the Ethics Committee of the Andalusian
Health System (SAS) and carried out in accordance with the Declaration of Helsinki (code:
0957-N-21), All subjects participating in the study signed a written informed consent for
the extraction of saliva or blood samples and their donation to the biobank. The samples
were coded and treated confidentially.

4.3. Socio-Demographic and Clinical Variables

The socio-demographic data collected and included in the study were sex, age, smok-
ing, alcoholic habit, body mass index (BMI), dyslipidemia, hypertension, diabetes, and
cardiovascular disease suffered by the patients. Individuals were classified as non-smokers
if they had never smoked or smoked < 100 cigarettes in their life, as ex-smokers if they
had smoked > 100 cigarettes in their life but were not currently smoking, and as active
smokers if they had smoked > 100 cigarettes in their life and were currently smoking. The
individuals were classified according to standard drinking units (SDU) as non-drinkers if
they were abstainers or did not consume alcohol regularly, as active drinkers if their alcohol
consumption >4 SDU/day in men and >2.5 SDU/day in women, and as ex-drinkers if
their alcohol consumption was >4 SDU units/day in men and >2.5 SDU/day in women,
but they were not currently drinking [59]. For BMI, following Spanish Society for the
Study of Obesity criteria, individuals were classified as underweight (BMI < 18.5), healthy
weight (18.5 < BMI < 24.9), overweight (25 < BMI < 29.9), class | obese (30 < BMI < 34.9),
class 1l obese (35 < BMI < 39.9) and class Il obese (BMI > 40) [60]. The following crite-
ria are based on the guidelines created by the working group of the European Society
of Cardiology and the European Society of Atherosclerosis. For dyslipidemia, individu-
als were classified as dyslipidemic [triglveerides > 150 mg/dL; high-density lipoprotein
(HDL) < 40 mg/dL in men and HDL < 48 mg/dL in women; low-density lipoprotein
(LDL) > 100 mg/dL; total cholesterol > 200 mg/dL)] and not dyslipidemic. For hyperten-
sion, individuals were classified as hypertensive [systolic blood pressure (SBP) > 140 mmHg
and diastolic blood pressure (DBP) > 90 mmHg] and non-hypertensive [61]. For diabetes,
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patients were classified according to American Diabetes Association Criteria into diabetics
[steroid diabetes (glucocorticoid-induced hyperglvcemia), type | diabetes (fasting blood
glucose > 126 mg /dL produced by an autoimmune reaction against insulin-producing cells)
and type 1l diabetes (fasting blood glucose > 126 mg/dL caused by insulin resistance)]
and non-diabetics [58]. Both patients with type | and Il diabetes have been grouped in the
group of cases and controls with diabetes, without excluding any patient. As regards car-
diovascular disease, individuals were classified into those with arterial thromboembolism,
atrial fibrillation, heart failure, valvular heart disease or venous thromboembolism.

4.4, Genetic Variables
4.4.1, DNA Isolation

The DNA samples, isolated from blood or saliva, were obtained from the University
Hospital Virgen de las Nieves Biobank, which belongs to the Biobank of the Andalusian
PPublic Health Systems. Blood samples were collected in BD Vacutainer” tubes with EDTA
K3 as anticoagulant (3 mL). Saliva samples were collected in 50-mL BD Falcon™ conical
tubes (BD, Plymouth, UK). DNA extraction was performed using the DNA QlAamp DNA
Mini extraction kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany), in accordance with the specifica-
tions provided by the manufacturer, from DNA purification from blood or saliva, and
stored at —40°C., DNA concentration and purity were measured using a UV NanoDrop
2000 spectrophotometer™ with the absorbance ratio at 280/260 and 280/230,

4.4.2. Genotyping and Quality Control

The genetic polymorphisms Bsml (rs1544410), Tagl (rs731236), Apal (rs7975232), Fokl
(rs2228570) and Cidx2 (rs11568820) were determined by means of real-time polymerase
chain reaction (PCR) for allelic discrimination using TagMan® probes (ABI Applied Biosys-
tems, 7300 Real-Time PCR System), in accordance with the manufacturer’s instructions.
The ID assays used for the polymorphisms were as follows: C___2404008_10 for Tagl
(rs731236), C__28977635_10 for Apal (rs7975232), C__12060045_20 for Fokl (rs2228570)
and C___2880808_10 for Cdx2 (rs11568820), The Bsml polymorphism (rs1544410) was
analyzed using an assay customized by ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, USA)
coded as AN324M4. The criteria for SNPs quality control were: (1) missing genoty pe rate
per SNP < (L.05; (2) minor allele frequency > (L.01; (3) p value > 0.05 in Hardy-Weinberg
equilibrium test; (4) missing genotype rate between cases and control < 0.05,

4.4.3. Statistical Analysis

Cases and controls were matched by age and gender with 1:1 propensity score match-
ing method. Quantitative data were expressed as the results (=standard deviation) for
variables with normal distribution and medians or percentiles (25 and 75) for variables
with non-normal distribution. The Shapiro-Wilks test was used to verify normality,

Hardy-Weinberg equilibrium and pairwise haplotype frequencies were estimated, and
Lewontin’s D prime (D) and the linkage disequilibrium coefficient (r2) were calculated. The
bivariate association analysis between CVD risk and polymorphisms was performed with
multiple models (genotypic, additive, allelic, dominant, and recessive) using Pearson’s Chi-
square test and Fisher's exact test, providing Odds ratio (OR) values and the corresponding
95% confidence interval (95% CI). The models were defined as follows: allelic (D vs. d),
dominant (DD, Dd) vs. dd), recessive (DD vs. (Dd, dd), genotypic (DD vs. dd, and Dd
vs, dd) and additive, with D being the minor allele and d, the major allele. The Bonferroni
correction was used for multiple comparisons. Unconditional multiple logistic regression
models (genotypic, dominant, and recessive) were considered to determine the influence of
possible confounding variables on CVD risk. All tests were two-tailed with a significant
level of p < 0.05 and were performed using free access software for the PLINK whole
genome association analysis toolset and the statistical program R 3.2.2 [62,63]. Linkage
disequilibrium was performed with Haploview 4.2 software and haplotype analysis with
SNPStats, a web tool for the analysis of association studies [64,65].
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5. Conclusions

The VDR Fokl polymorphism (rs2228570) was significantly associated with the de-
velopment of CVD. According to it, this SNP could be used as a risk biomarker for the
disease mentioned. Otherwise, no influence was found of the polymorphisms VDR Bsmil
(rs1544410), Taql (rs731236), Apal (rs7975232) and Cdx2 (rs11568820) on the risk of devel-
oping CVD in our patients. Further studies should be done in order to understand and to
confirm the role of VDR polymorphisms in the CVD.
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Universidad Miguel Hernandez, Espafia. 2 de febrero de 2021.
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