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GLOSARIO

DNA: Desoxiribonucleic acid o acido desoxiribonucleico es el material genético

presente en el nidcleo celular.

FENOTIPO: conjunto de caracteristicas fisicas y quimicas encontradas en un ser vivo,

tal como viene determinada por su genotipo y el ambiente dentro del cual se desarrolla

GEN: secuencia de DNA que codifica para partes de una proteina o para una proteina

completa.

GENOTIPO: Serie completa de genes contenidos en el material genético presente en

un individuo.

HETEROCIGOTO: Individuo que tiene una pareja de alelos diferentes en un

determinado locus de un par de cromosomas homélogos.

HOMOCIGOTO: Individuo que posee un par de alelos idénticos en un determinado

locus de un par de cromosomas homoélogos.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

RFLP: Fragmentos de restriccidon polimoérfica. Técnica para estudios moleculares de las

secuencias del DNA.

RNA: Ribonucleic acid o acido ribonucleico.

STR: Short tandem repeats. Secuencias polimoérficas cortas en tandem.

SNP: Single nucleotid polimorphism, o polimorfismo de secuencia sencilla.
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ABSTRAC

The essential blood hypertensiéon (EBH), is a public health problem en the world, and
Colombia is not foreign to it; among these probable risk to develop this disease, there
are the environment factors, the life style, the heritage and the rennin angiotension

system polymorphisms.

To establish this risk association in the population of Santander, a sample of the
interviewed individuals was taken in the CARMEN survey, in which these was
established life style, heritage and the polymorphisms I/D gene of the ECA, M235T and
T174M gen of the AGT, A1166C gen of the r1 AT was determined; a study case-control
of a paired off population by sex and ages was made, and there was analysed if these

polymorphisms behave as independent risk factors for EBH.

The prevalence of ebh in this population of 9.8% was established; to detect an
exposition relative reason (ERR) of 2.0, with a power of 86% and a reliability of 5%;
the sample size that determined was 514 people for a prevalence of the polymorphisms
which vary between 5% to 36% in the different populations that have been analysed

previously.

The result of the research was to find out that the polymorphism homocigous DD of the
gene ECA was acting as an independent risk factor for the EBH, the value of the
ERR=1.94 (CI 95%, 1.05, 3.59 p=0.0034), when there was adjusted by race, the family

precedent of EBH, sedentarism and obesity; no association with other analyzed



polymorphisms wasn’t found, it wasn’t detected a structure in the population of case

and control studied.



RESUMEN

La hipertension arterial esencial (HTA), es un problema de salud publica en el mundo y
Colombia no escapa a este flagelo; dentro de los probables factores de riesgo para
desarrollar esta enfermedad se encuentran los factores ambientales, el estilo de vida, la

herencia y los polimorfismos del Sistema Renina Angiotensina.

Para establecer esta asociacién de riesgo en poblacién santandereana se tomd una
muestra de los individuos entrevistados en el programa CARMEN en quienes se
estableci6 estilo de vida, herencia y se genotifipicé el polimorfismo I / D del gen de la
ECA, el M235T y el T174M del AGT, y el A1166C del r1AT; se hizo un estudio caso-
control de tipo poblacional pareado por sexo y edad, y se analizé si estos polimorfismos

se comportaban como factores de riesgo independientes para HTA.

Se estableci6 la prevalencia de HTA en esta poblacion de 9.8%; para detectar una razén
relativa de exposicién (RRE) de 2.0, con un poder del 86%, una confiabilidad del 5%,
el tamafio de muestra que se determiné fue de 514 personas para una prevalencia de los
polimorfismos que varian entre el 13% al 36% en las diferentes poblaciones donde se

han analizado previamente.

El resultado de la investigacién fue encontrar que el polimorfismo homocigoto DD del
gen ECA se comportaba como un factor de riesgo independiente para la HTA, el valor
de la RRE=1.94 (I de C 95%, 1.05, 3.59 p=0.0034), cuando se ajustd por la raza, el
antecedente familiar de HTA, el sedentarismo y la obesidad; no se encontré asociacién
con los otros polimorfismos analizados, ni se detectd estructura en la poblacion de casos

y controles estudiados.



INTRODUCCION

La Hipertension Arterial es una enfermedad con una gran incidencia y prevalencia, asi
como también con alto impacto sobre la morbilidad y mortalidad cardiovascular. Se
conoce muy poco sobre los factores de riesgo para desarrollarla y los que se conocen no
dan una explicacién satisfactoria en un gran porcentaje de sus casos. En los ultimos
afios han tomado gran importancia los factores genéticos y entre ellos los que
pertenecen al sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRA) particularmente el
polimorfismo DD del gen de la Enzima Convertidora de la Angiotensina (ECA), asi
como los polimorfismos del gen del Angiotensinogeno (AGT) y los del gen del
receptor 1 de la Angiotensina II (r1AT). Los niveles celulares y plasmaticos de la ECA
son mayores con el genotipo DD por lo que podria existir asociacién entre este
polimorfismo y la Hipertension Arterial esencial. Por el contrario, no se ha establecido
esta asociacion de los niveles enzimdticos con los polimorfismos de otros genes; sin
embargo se ha observado asociacion de estos polimorfismos con el fenotipo de

hipertension esencial.

El objetivo principal del estudio fue evaluar la asociacion entre los polimorfismos de
los genes del sistema Renina Angiotensina Aldosterona, particularmente:

- del gen de la ECA: el genotipo DD

- del gen del Angiotensinogeno: los genotipos M235T y T174M

- de la Angiotensina II: el genotipo A1166C

Se busco ademds determinar la prevalencia de los diferentes polimorfismos del gen de
la ECA, del AGT y del gen del rAT1 en la poblacion de Bucaramanga y la interaccion

de estos genes entre si y con otros factores de riesgo para hipertension arterial.

Se realizé un estudio poblacional de casos y controles pareados por las variables
bioldgicas edad y sexo, tomando como base los sujetos reclutados por el proyecto
CARMEN, se definieron los casos de acuerdo a los criterios de inclusién y se

incluyeron un total de 257 sujetos, .Para los controles se constituyé un grupo de igual

-1-



tamafio al de los casos, escogidos al azar de todos los participantes no casos del
estudio original. Se tomaran los datos clinicos de las encuestas ya realizadas, y se hizo
la genotipificacion a los genes del sistema Renina Angiotensina, el de la ECA, el del
AGT y el del rAT1 usando las muestras bioldgicas previamente obtenidas. El tamafio de
la muestra escogido permitié detectar un riesgo relativo igual o mayor a 2.0, con un
nivel de confianza del 95% y un poder del 86% para el polimorfismo DD (ECA),
M235T (AGT) y A1166C (rAT1).



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar si los polimorfismos genéticos de los genes que pertenecen al sistema
Renina Angiotensina como el DD del gen de la ECA, el M235T y T174M del gen para
el Angiotensinogeno y el A1166C del gen que codifica para el receptor tipo 1 de la
Angiotensina II son factores de riesgo independientes para la poblacién santandereana

que sufre hipertension esencial.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Cuantificar la prevalencia de los polimorfismos del gen de la ECA, del gen del
AGT y del gen del rAT1, en una muestra de personas con HTAE, identificados en una
seleccion aleatoria de la poblacién de los estratos dos y tres de Bucaramanga (casos);

asi como en una muestra aleatoria no hipertensa de esta poblacién (controles).

2.2.2 Cuantificar la asociacion entre niveles de presion arterial y de los polimorfismos
del gen de la ECA (DD), del gen del Angiotensinogeno (M235T, T174M) y del gen
del r1AT (A1166C), utilizando un disefio de casos y controles pareado por las

variables bioldgicas sexo y edad.

2.2.3 Evaluar si un posible efecto de los polimorfismos del gen de la ECA (DD), del
gen del Angiotensinogeno (M235T, T174M) y del gen del rAT1 (A1166C), interactda
entre si o con otros factores de riesgo para hipertension arterial (edad, sexo y obesidad),

una vez liberado el apareamiento previamente establecido con las variables sexo y edad.



3. MARCO TEORICO

3.1 INTRODUCCION

Los valores de la tensidn arterial dentro de una poblacién estdn sujetos a factores
biolégicos no modificables tales como los genéticos (marcadores polimoérficos de
susceptibilidad), la raza, el sexo, y la edad; y a factores modificables como los
ambientales, entre los que tenemos los aspectos nutricionales, actividad fisica, ingesta
de alcohol, el cigarrillo, el stress, enfermedades asociadas presentes en los individuos
como la diabetes mellitus, la hipercolesterolemia y la obesidad. El componente
genético seria responsable hasta en un 40% de la variabilidad interindividual de los
valores de la tension arterial (1); aunque algunos genes candidatos se han asociado con
la tensién arterial, el mecanismo de susceptibilidad individual para desarrollar

hipertension esencial permanece sin definirse (2).

Entre los factores que controlan la resistencia vascular periférica y el flujo de salida de
la sangre a nivel del corazén tenemos al musculo liso vascular y la pared del vaso
sanguineo, los cuales son controlados a su vez por una serie de metabolitos
vasodilatadores producto de las hormonas vasoactivas circulantes del sistema Renina
Angiotensina, otros son el mismo proceso de autorregulacion y la presencia de
sustancias vasoreguladoras producidas por el endotelio o pared del vaso sanguineo y un

sistema de nervios vasomotores reguladores (3).

3.2  SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA

El sistema Renina Angiotensina (SRA) regula la presion arterial a través de sus efectos
sobre el tono vascular, la hemodinamia renal y el balance de sodio y fluidos corporales.
Cuando estos efectos se dan de forma anémala comienza el proceso patoldgico de la
regulacion de la presién arterial que lleva a la hipertension arterial. La funcién
fisiologica normal de la Renina es la de enzima del tipo de la proteasa producida a nivel

del Aparato Yuxtaglomerular del glomérulo renal, su funcién consiste en catalizar la
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conversiéon del Angiotensinogeno del plasma sanguineo en Angiotensina I; ésta
sustancia pasa a la circulacién y una enzima producida a nivel de las células endoteliales
de los capilares pulmonares, la Enzima Convertidora de la Angiotensina (ECA) la
transforma en Angiotensina II, un potente vasoconstrictor que eleva la presion
sanguinea e influye indirectamente en el flujo renal ejerciendo el efecto vasoconstrictor
a través de su receptor tipo 1 (rAT1); a su vez la ECA degrada una bradiquinina
inhibiendo su efecto vasodilatador y también se forma una buena cantidad de
Angiotensina II a nivel renal probablemente en las células del Aparato Yuxtaglomerular

ejerciendo su efecto sobre las arteriolas eferentes (4).
En el Grafico 1 se observa la forma como se interrelacionan los componentes del
Sistema Renina Angiotensina  para producir los cambios de vasodilatacién y

vasoconstriccion sobre los érganos blancos.

GRAFICO 1. Componentes del Sistema Renina Angiotensina

RENINA
ANGIOTENSINOGENO

ANGIOTENSINA 1

Y

EFECTOS < ANGIOTENSINA 11

CELULARES

(VASODILATACION) RECEPTOR \
DEGRADA LA
BRADIQUININA

Se conoce que a nivel cardiaco (5) también existe un sistema Renina Angiotensina el
cual ha sido demostrado ampliamente mediante técnicas enzimadticas, bioquimicas y de
biologia molecular. Ocurre igual para la ECA, la cual también es ampliamente

conocida a nivel cardiaco desde hace aproximadamente 10 afios, donde actia regulando



el moldeamiento de las paredes ventriculares, y tendria ademads funcion

vasoconstrictora la que ocurriria a nivel local en las arterias coronarias (4) (5).

3.3 EPIDEMIOLOGIA DE LA HIPERTENSION ARTERIAL

La hipertension arterial es una enfermedad que afecta a miles de personas en el mundo,
con una gran influencia sobre la morbilidad y mortalidad cardiovascular y cuya

patogenia no esta clara.

Las enfermedades cardiovasculares constituyen la principal causa de muerte tanto en
paises desarrollados como en la mayoria de los paises en vias de desarrollo (6) (7), caso
concreto Colombia, Brasil, Trinidad Tobago y Venezuela, donde se constituye en un
20 a 35% de las causas de muerte; este tipo de enfermedades tienen una prevalencia
entre el 8 al 40% en la poblacion adulta y la hipertension arterial representa el 22% de
la mortalidad en esta poblacién; sin embargo las prevalencias de este grupo de
enfermedades varian mucho entre cada una de las regiones donde se hacen estudios
epidemioldgicos (8), variaciones que dependen en parte de la forma como se ha medido

la hta y posiblemente a reales diferencias en su frecuencia entre poblaciones distintas.

Entre todas las causas de muerte en el mundo a la hipertensién le corresponde entre el
1% y el 4%; esta cifra aumenta hasta un 10% en la enfermedad cerebro vascular
indicando posiblemente una falla en el tratamiento de la hipertensiéon de base que
presentaba el paciente (9). En el caso de Colombia la tasa de mortalidad por
enfermedad cardiovascular se incrementé de 63.7/100.000 en 1960 a 130.5/100.000
habitantes en 1991 (10), se mantuvo en 129.9 / 100.000 en el 2000 y descendi6 a 122.1/
100.000 en el 2003 (91). Dentro de la mortalidad cardiovascular para 1996 en Colombia
la hipertension arterial fue la cuarta causa de muerte (11); para el afio 2002 en Santander
la tasa de mortalidad por 100.000 habitantes fue de 163.4, midiendo este indicador por
nivel de desarrollo de cada departamento, el que presentd la menor tasa fue Vichada con

18.6/100.000 habitantes y el mayor fue Caldas con 176.2/100.000 habitantes (91).



La presién arterial (PA) es un rasgo cuantitativo ampliamente variable (12), en estudios
de poblacién la PA tiene una distribuciéon normal que estd levemente sesgada a la
derecha. Hay una correlacion continua y positiva entre la PA y el riesgo de enfermedad
cardiovascular (como infarto agudo del miocardio, falla cardiaca y enfermedad cerebro
vascular), enfermedad renal y muerte, ain en los rangos de normotension. Esta
correlacion es mds robusta con la presion sistdlica que con la diastélica (13). No hay un
nivel especifico de PA donde las complicaciones renales o cardiacas ocasionadas por la
hipertensién comiencen a ocurrir, asi la definicién de hipertension arterial aunque

arbitraria es necesaria para la clasificacion y el manejo de los pacientes afectados.

El séptimo reporte del Comité Nacional conjunto para la prevencidn, deteccidn,
evaluacion y tratamiento de la presion arterial alta, definid y clasificé la hipertension en
adultos como 6ptima (<120 y <80 mm Hg), normal (<130 y <85 mm Hg), normal alta
(130-139 y 85-89 mm Hg), hipertensién estadio 1 (140-159 o 90-99 mm Hg),
hipertension estadio 2 moderado (160-179 o 100-109 mm Hg) e hipertension estadio 3
(>179 o > 109 mm Hg) (14). Con estas definiciones se estima que en los Estados
Unidos 43 millones de personas tienen hipertension arterial y toman medicamentos
antihipertensivos, lo cual es casi un 24% de la poblacién adulta. Esta proporcion puede
variar dependiendo de la raza, el sexo y la edad: es mayor la prevalencia en adultos
negros (32.4%), siendo menor en blancos (23.3%), y en mexicano-americanos (22.6%).
En los paises industrializados las cifras de presion arterial sistdlica aumentan a través de
la vida, mientras que los de presion diastélica aumentan a partir de los 55 a 60 afios de
edad; asi el mayor incremento de hipertension en los adultos mayores se da a expensas
de la presion sistdlica. La hipertension es mds prevalerte en hombres que en mujeres,
después de la menopausia femenina esta diferencia tiende a disminuir hasta casi
desaparecer. Otras caracteristicas tales como el estado socioecondmico y la distribucién
por patrones geograficos muestras diferencias en la presentacion de la hipertension
arterial; en los Estados Unidos la mayor prevalencia de HTA se observa en el sureste.
El nivel socioeconémico como indicador del estilo de vida, estd inversamente

relacionado con la prevalencia, morbilidad y mortalidad de la hipertensién (15).



En Colombia particularmente en Antioquia, en un estudio hecho entre los afios 1982-
1995, en el cuadro de morbilidad para las enfermedades cardiovasculares, la
enfermedad cerebro vascular ocupaba el primer lugar en prevalencia, en segundo lugar
estaba la hipertension arterial y en tercer lugar el infarto agudo del miocardio. En cuanto
a la clasificacién de la enfermedad hipertensiva por severidad se encontrd que el 51%
correspondié a la hipertension leve, 31% a la moderada y 18% a la forma severa. Para
1995 el grupo de hipertensos severos bajo a un 7,5% en pacientes mayores de 45 afios

de edad (8).

El resultado de la encuesta de autoreporte ENFREC II afio 1999 (16), llevado a cabo en
poblacién civil no institucionalizada, con edades que oscilaban entre los 18 y los 64
afios, residentes en todos los departamentos del pais con excepcidn de las localidades
no documentados cartograficamente y las zonas rurales de la Orinoquia y de la
Amazonia, poblacién que fue seleccionada mediante muestreo probabilistico,
estratificado por conglomerados, mostré que el 12.3% (IC 95%: 11 a 13.6%), de la
poblacion refirié presion arterial alta, entre los que reportaban el antecedente de
tomarse la presion arterial. Esta informacién fue mayor en las mujeres en un 13% (IC
95%: 11.4 a 14.7%) que en los hombres con un 11.5% (IC 95%: 10 a 13.1%), estas
diferencias sin embargo no fueron estadisticamente significativas. La relaciéon de
hipertensién es directamente proporcional con la edad en hombres y en mujeres, e
inversamente proporcional con el nivel de escolaridad. En la region Oriental se registrd
el mayor nimero de poblacién adulta informada de presion arterial alta con un 15.3% y
en la Atlantica y Bogotd las menores cifras con 11.6% y 11.1% respectivamente; asi
también el 32.2% de la poblacion que refirié hipertension arterial estaban consumiendo
medicamentos antihipertensivos. La prevalencia de hipertensiéon fue mayor entre los
fumadores con un 17.6%; y de 13.3%, en el grupo de los que no practicaban ejercicio;
las personas que se percibian con sobrepeso 17.1% refiri6 HTA; finalmente la
hipertensién fue mayor en el grupo con glicemia alta en un 22%, siendo mayor en el

grupo de mujeres 25.3%, (16).



El estudio de factores de riesgo asociado a la prevalencia de hipertension arterial en los
derechohabientes de Ecopetrol, hecho en Bucaramanga en 1996, por Bautista LE, y
cols (17), mostré que la prevalencia de hipertension arterial, ajustada por edad y sexo
fue del 22.9% (IC 95%: 18.6 a 27.3). Las medias de presion sistlica y diastdlica
fueron significativamente mayores en hombres al compararlo con las de las mujeres. La
presion sistolica ajustada aument6 significativamente con la edad, mas en hombres que
en mujeres, mientras la presion diastélica no cambid significativamente con la edad. En
cuanto al indice de masa corporal se evidencidé que por cada aumento de un kg/m2 la
presion sistdlica y diastélica aumenté en 0.76 y 0.69 mm Hg, respectivamente. Los
participantes del estrato socioecondémico bajo tuvieron una presion sistdlica 6.8 y una
diastdlica 9.8 mm Hg mayor que los del estrato alto. La prevalencia ajustada de
hipertension arterial aument6 con la edad siendo mayor en los individuos de 50 o més
afios de edad que en los de 20 a 30 afios. El sexo no tuvo efecto sobre la prevalencia la
hipertension (p=0.795). En esta misma poblacién se evalud la Proteina C reactiva como
factor de riesgo independiente encontrandose en el cuantil mas alto para el valor sérico
de la PCR al 58.7% de los hipertensos comparado con el cuantil mas bajo que presentd

al 34.7% de los individuos analizados (92).

En la evaluacién de los factores de riesgo para las enfermedades cardiovasculares en un
grupo de individuos sanos trabajadores del drea de la salud se encontré que la
prevalencia del sindrome metabdlico fue del 13.4% con mayor presentacion en el grupo
de hombres 19.7% (93). Otros factores de riesgo involucrados en el desarrollo de la
HTAE vy su efecto el cual ha sido analizado por diferentes investigadores en grupos
humanos tan diversos como orientales, caucdsicos y negros se encuentran relacionados

en la tabla N° 1 anexo B.

En conclusion son factores de riesgo reconocidos para el desarrollo de la HTAE, la raza
(negra), la herencia materna o paterna, la obesidad, la hiperlipemia, el estrato

socioecondmico bajo y el polimorfismo DD del gen de la ECA (20, 21).



3.4 GENETICA DEL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA (SRA)

El papel central que juega el SRA en la homeostasis del sistema cardiovascular y del
renal, justifica los andlisis moleculares hechos hasta el momento en la bisqueda de los
genes responsables de las proteinas de este sistema, y que pudieran ser factores causales
no modificables del desarrollo de la HTAE (1). La atencién se ha centrado sobre el
estudio de polimorfismos relacionados con modificaciones funcionales de las proteinas
que codifican; un ejemplo es el del gen del Angiotensinogeno (AGT), descrito desde
1979 por Walker quien encontrd entre el grupo de pacientes una relacion directa de
aumento del AGT en plasma y la presencia de HTAE en ellos (18), asi el alelo T del
polimorfismo M235T se ha asociado con valores altos en sangre del AGT y el alelo A
del polimorfismo A-6G de la regién promotora de este gen con aumento de su tasa de
trascripcion (19). El polimorfismo D/I del gen de la Enzima Convertidora de la
Angiotensina , la ECA, es el que se ha visto asociado en un gran nimero de estudios
como factor de riesgo independiente de la hipertension (20) (21), el alelo D del
polimorfismo insercién/delecion (I/D) del gen de la ECA se ha relacionado con mayores
concentraciones circulantes de la enzima responsable de la conversiéon de la
Angiotensina (22), mientras que el alelo C del polimorfismo A1166C del gen del
receptor tipo 1 para la Angiotensina II (rAT1) se ha relacionado con mayores respuestas
vasoconstrictoras a la infusién de Angiotensina (23). Sin embargo, los estudios que han
analizados el papel de estos polimorfismos en el desarrollo de la HTAE han dado
resultados desiguales (24) y a veces totalmente opuestos; aunque los alelos T y M del
gen del AGT (25, 26) y el C del rAT1 (27), parecen relacionarse con el riesgo de
desarrollar HTAE.

Por otra parte existen varios fenotipos patoldgicos caracterizados por aumento en los
niveles de tension arterial, los cuales se han encontrado asociados a diferentes genes que
siguen un patron de herencia mendeliana; entre estos tenemos el aldosteronismo
remediable con glucocorticoides de herencia autosémica dominante, el sindrome de
aparente exceso de mineralocorticoides de herencia autosdmica recesiva y el sindrome

de Liddle de herencia autosémica dominante (18), los hallazgos moleculares que han
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permitido caracterizar genotipicamente estas entidades han sido efectuado por andlisis
que se han hechos en familias de pacientes afectados, y que ademds de hermanos son

gemelos monocigéticos y dicigdticos (18).

En los casos anteriores el fenotipo de HTA es debido a la mutacién en un solo gen; sin
embargo en la mayoria de los hipertensos esenciales no se logra identificar un defecto
genético especifico, inclusive no se logra detectar un patrén de herencia mendeliano,
por esta razoén la hipertension esencial se considera una entidad poligénica compleja,

con un componente de herencia multifactorial.

Vale la pena aclarar que se puede ser hipertenso por un defecto genético, pero no
siempre que haya hipertensién existe una mutacién en el material genético, como
ocurre en los pacientes con arteriosclerosis, con defectos renales primarios o con

defectos del sistema autondmico, entre otros (18).

Las investigaciones recientes a nivel molecular y epidemioldgico del SRA en pacientes
y sus familiares afectados de HTAE, son las que han detectado los genes candidatos y

sus variantes polimdrficas involucradas en la patogénesis de la hipertension esencial.

3.4.1 Genética dela ECA. La Enzima Convertidora de Angiotensina o ECA, es una
dipeptidilcarboxipeptidasa I o kininasa II, una metalopeptidasa que convierte a la
Angiotensina I un decapéptido inactivo en Angiotensina II, un octapéptido con una
poderosa accidén vasoconstrictora que estimula la produccién de Aldosterona y la
retencion de sodio y agua, e induce o modula el crecimiento de las células musculares
lisas del vaso sanguineo y de los cardiomiocitos (28-31); ademds, la ECA corta dos
dipéptidos del terminal carboxilo de la bradicinina, suprimiendo sus efectos biolégicos
(32). La bradicinina es un potente vasodilatador, inhibidor de la proliferacion de células
musculares lisas arteriolares y es un antiagregante plaquetario que puede actuar
directamente o por medio de la liberacién de factores endoteliales, particularmente el

oxido nitrico y la prostacilina.
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Por medio del estimulo a la produccion de Angiotensina Il y de la degradacién de la
bradicinina, el aumento de la ECA contribuye a un estado crénico de incremento de la
resistencia vascular periférica y de la retencién de agua y sodio posiblemente asociado a

un aumento de la presion arterial (32).

El gen de la ECA estd ubicado en el cromosoma 17q23 y estd caracterizado por un
polimorfismo basado en la presencia (I: “insertion”) o ausencia (D: “deletion”) de 287
pares de bases de la secuencia repetida Alu en el intron 16, esto da como resultado dos
genotipos homocigotos: DD e II y uno heterocigoto: ID (29). Los niveles celulares y
plasmadticos de la ECA son mayores en personas homocigotas para el alelo DD que en
las homocigotas para el alelo II, y son intermedios en personas heterocigotas (ID)

(21,30).

El gen de la ECA ha sido vinculado a la hipertensién en ratas con hipertension
espontdnea y se ha observado que ratones genéticamente manipulados, heterocigotos
para el polimorfismo II tienen niveles de presion arterial 15 a 20 mm Hg por debajo de

lo normal (32).

En los dltimos afios se han publicado numerosos reportes de la asociacién entre el
polimorfismo del gen de la ECA y la hipertensién esencial; los resultados de estos
estudios han sido contradictorios; en aras de explicar los resultados contradictorios del
efecto del gen de la ECA, se ha postulado que el papel del polimorfismo del gen de la
ECA puede depender de forma importante de la poblacién estudiada y de su
constitucidon genética (21, 33, 34). Mads aun, otros factores genéticos o ambientales
podrian encubrir el efecto del gen de la ECA en la poblacion general, sin embargo
podrian haber grupos en los cuales el riesgo asociado al polimorfismo DD fuera mayor

y clinicamente importante.
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3.4.2 Genética del Angiotensinogeno. El  Angiotensinogeno (AGT)
estructuralmente es una proteina globular de peso molecular de 55-65 kd, es el
principal sustrato para la Renina y el dltimo precursor de la Angiotensina II, es cortado
por la Renina en la regién N-terminal a nivel de la unién leucina-valina, resultando la
Angiotensina I. La mayoria de la proteina es producida en el higado y en el plasma se
encuentra su principal reservorio; los niveles plasmaticos sirven como indicador

importante de la actividad del SRAA.

El andlisis del DNA humano muestra que hay un solo gen del Angiotensinogeno el
cual es considerado una pieza clave en el control de la presion arterial, estd ubicado en
el cromosoma 1 banda g42-43, compuesto por cinco exones y cuatro intrones y cuenta
aproximadamente con 13 kb en su secuencia. Un reciente estudio molecular llevado a
cabo entre hermanos demostré dos polimorfismos a nivel del nucleétido 704 en el exon
2 del gen del Angiotensinogeno , esto son el M235T y el T174M, producidos por una
mutacion de tipo transicional del nucleétido timina por la citosina, responsable este
cambio a su vez, de las variaciones en los aminodcidos metionina-treonina y treonina-
metionina; esta mutacion no altera el sitio de restriccion de la enzima Tthl1111
(GACNNNGTC), es decir la secuencia de nucleétidos sobre la cual corta la enzima se
sigue conservando, pero si produce un nuevo sitio de restriccién intermedio. Los dos
fragmentos que se obtienen al corte enzimatico son de 163 pares de bases y de 140

pares de bases (35).

En el trabajo de Caulfield (35), llevado a cabo en un grupo de 63 familias con dos o mds
miembros hipertensos, correspondiendo los casos a 143 personas cuya enfermedad
comenz6 antes de los 60 afios de edad, todos de origen europeo, en ellos se encontrd
una asociacion positiva y significativa entre los dos polimorfismos que involucran a la
metionina y la treonina presentes en el gen del Angiotensinogeno Yy la hipertension
esencial, con valores de t=5.0 p<0.001, un ji2=53.3 p<0.001; otro trabajo al respecto lo
constituye el de Ogihara en Japon (36), con una muestra de 5000 pacientes entre casos

y controles donde no se encontré asociacién significativa entre estos parametros.
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Estos hallazgos no conclusivos llevan a plantear hipdtesis sobre el bagaje genético de
las poblaciones el que estaria afectando la presentacion de estos polimorfismos en los
individuos analizados asi como un efecto no despreciable del ambiente y de otros

factores de riesgo que podrian exhibir estas personas.

3.4.3 Genética del receptor tipo 1 de la Angiotensina II. Los receptores de la
Angiotensina II han sido definidos por andlisis bioquimico, farmacolégico y fisioldgico;
han mostrado diferencias en su capacidad de estimular la liberacién de la Aldosterona,
en la elevacién de la PA y en la susceptibilidad de unirse al agonista ditiotreitol; de
acuerdo a las recomendaciones de la Asociacién Americana del Corazén se han

clasificado en dos subtipos el 1 y el 2 (37).

Los receptores de tipo 1 también conocidos como All-1, AII-B y AII alfa son aquellos
selectivamente bloqueados por los bifenilimidazoles tales como el compuesto Losartan
(DuP735); mientras que los de tipo 2 anteriormente llamados AIl-2, AII-A y All beta,
son bloqueados por los tetraimidazopiridinas tipificados por el PD123177. Los
receptores de tipo 1 son mds sensibles a responder cuando se unen a la Angiotensina II
que a la I; positivamente se acoplan a la fosfolipasa C y negativamente pueden hacerlo
con la adenilato ciclasa. El efector al cual los receptores de tipo 2 se acoplan no es claro
aun, al parecer cumplen una funcién modulativa en el contenido intracelular del GMPec,
seglin se ha observado en los cultivos de neuronas; responden de manera similar cuando

se unen a la Angiotensina I y a la I (38).

Los receptores de tipo 1 han mostrado que median la contraccién del musculo liso, la
secrecion de la Aldosterona, la respuesta vasopresora y la taquicardia; mientras que los
de tipo 2 inducen a la ingesta de liquidos y a la hipertension en la estenosis de la arteria
renal (39), se desconocen otros aspectos fisioldgicos de los receptores de tipo 2; se ha
observado que se encuentran abundantemente en el tejido fetal y en el tejido neonatal de

las ratas lo cual sugiere una funcién durante el desarrollo fetal (40).
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Los dos tipos de receptores de la hormona Angiotensina II ya estin clonados y
secuenciados; el locus del receptor tipo 1 de la Angiotensina II (rl AT) estd ubicado en
el cromosoma 3; a nivel del DNA se ha observado en el marco de lectura un exony se
ha encontrado que codifica para una proteina de 359 aminoacidos que es idéntica en un
95% con las secuencias bovinas y con las de la rata; al parecer la Angiotensina II regula
la expresion de su propio receptor. El polimorfismo del receptor T1 se presenta por
una mutacién del tipo transversion, donde el nucledtido adenina es cambiado por el de
la citosina, el evento se da a nivel de la regién 3’ del gen, la cual no se traduce en la
proteina, a 1166 pares de bases (A1166C), este polimorfismo no es funcional ni se
conoce si la respuesta a la acciéon de la Angiotensina II cambia dependiendo del

polimorfismo (41).

El polimorfismo A1166C ha sido ampliamente estudiado en modelos animales como en
las ratas TGR (o« MHC-h AT1), que tienen sobre-expresién del mismo a nivel del tejido
cardiaco, sin por ello presentar un fenotipo patolégico de enfermedad cardiovascular
como es la hipertensién; pero si se observa que la presencia de una sobrecarga

ventricular favorece el crecimiento hipertréfico del ventriculo (41).

Davies (38) describié un locus polimérfico de secuencia corta repetida en tandem o
STR de citosina-adenina (CA)n, que el grupo de medicina molecular de la Universidad
de Texas (42) en un estudio con 1488 personas procedentes de 583 familias, con una
edad promedio de 14.8 afios, encontrd que no contribuia a la variacién de la presién
arterial ni tampoco con el riesgo asociado a la hipertension arterial entre los individuos
casos, como previamente habia sido descrito por Bonnardeaux (43). El polimorfismo
del receptor r1 AT por si mismo no causa enfermedad pero puede contribuir al proceso
patoldgico iniciado por otros mecanismos tales como el aumento de la actividad o de la
carga de Renina que activa al SRA (23); ademads de la asociacion entre el polimorfismo
del receptor T1 y la hipertension arterial, también se ha encontrado vinculado con el

endurecimiento de la aorta y a la enfermedad coronaria (44).
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3.5 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE LA HIPERTENSION ARTERIAL
ESENCIAL

Se han hecho diversos estudios sobre los genes que hacen parte del SRA y los
polimorfismos asociados a enfermedad cardiovascular, pocos han incluido todos los
marcadores involucrados en el fenotipo patolégico; sin embargo a nivel individual se
han encontrado datos que cuestionan el papel de estos genotipos polimérficos como

factores predisponentes a la enfermedad del aparato cardiovascular.

Los estudios individuales para cada gen que tipifica una proteina que es parte del
SRAA se han hecho en un nimero considerable, entre estos tenemos el que evalud
cuatro polimorfismos diferentes del rl1AT en poblacion alemana en muestra aleatoria
estratificada por sexo y edad de 1010 individuos de ambos sexos con edades entre los
52-65 afios, analizando los resultados por el método de regresion lineal miiltiple, y por
andlisis multivariado, no se encontré asociacién entre estos polimorfismos que
flanquean la regién promotora del receptor y la hipertension arterial (44). En gemelos
finlandeses hipertensos se analiz6 el polimorfismo del r1 AT, este grupo de casos los
compard contra sus hermanos sanos, el tamafio de muestra fue 329 individuos de 142
familias; los individuos se clasificaron en grupos de hipertensos esenciales y en
normotensos, en el primer grupo se encontré asociacion entre el locus del r1AT e

hipertension arterial, el andlisis fue hecho por ligamiento con un lod score de 2.9 (45).

La variabilidad intersujetos y poblacional en la presién arterial ha llevado a los
investigadores a realizar monitoreos de la presion sanguinea por 24 horas, la revolucién
que se ha dado en la biologia molecular ha llevado a escrutinios de factores genéticos
que contribuyen a explicar las diferencias interindividuo y poblacional, particularmente
en grupo de genes que hacen parte del sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona. Se ha
encontrado de forma no consistente asociacion de estos polimorfismos con el control de
la tension arterial y con el desarrollo de la hipertension, estas asociaciones tienden a

variar entre razas, etnias, géneros y asentamientos ecolégicos (46, 47, 48).
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3.5.1 Efecto de la raza. Para analizar el efecto de la raza sobre la hipertension
arterial esencial, observando también la relacion que tiene con el género, la edad,
ocupacién y estilo de vida (fumar, ejercicio y dieta), se cuenta con los estudios hechos
en poblacion oriental con resultados diferentes en dos investigaciones, una en
poblacién china y otra en japoneses. En los chinos con una muestra de 410 individuos,
clasificados en hipertensos y normotensos, no se encontraron diferencias significativas
en frecuencias génicas y alélicas entre los dos grupos. Los investigadores concluyen que
es poco probable el efecto de estos tres polimorfismos sobre la patogénesis de la
hipertension arterial (47). En pacientes japoneses se encontré que el polimorfismos DD
del gen de la ECA si era un factor de riesgo para el inicio temprano de la hipertension

esencial (48).

Entre los caucésicos se ha estudiado a la poblacién espafiola con una muestra de 150
pacientes, clasificados en casos y controles y no se encontraron asociaciones
significativas entre la presencia de los polimorfismos de la ECA y dos polimorfismos
del Angiotensinogeno el M235T y el T174M (49); una investigacidn entre alemanes
berlineses en un disefio cross sectional, con un tamafio de muestra de 343 personas
caucasicas, clasificadas como 115 hipertensas y las restantes normotensas, no encontré
asociacion entre el polimorfismo del gen de la ECA y el M235T del Angiotensinogeno
y la presion arterial tomada durante 24 horas, asi como con una mejor respuesta a las

drogas antihipertensivas que bloquean a la Enzima Convertidora de Angiotensina (50).

Un nuevo estudio con disefio de casos y controles hecho en poblacién espaiiola, que
incluy6 185 hipertensos y 350 pacientes sanos como controles, con un 51% de mujeres,
emparejado por edad y sexo, encontré que no habia diferencias entre la presentacion de
los polimorfismos de la ECA, el M235T del AGT y el r1AT, en los hipertensos y los
normotensos (1); al contrario de los hallazgos del estudio hecho en 304 pacientes
nativos de la Isla Gran Canaria, que evalud diversos genes cardiacos; entre sus
conclusiones se encuentra al alelo M235T asociado con hipertension pero no al alelo

DD, el valor de OR para el alelo 235T homocigoto y para el alelo M235 homocigoto fue
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de 1.7 (1.1-2.6) y de 0.54 (0.36-0.82), respectivamente, este estudio muestra la variacion
para estos dos polimorfismos del Angiotensinogeno pero no para el de la ECA (50).

En otros estudios hechos en poblacion americana con hipertension arterial sensible a la
sal, con una muestra de 121 casos y 125 controles se encontré respuesta diferencial en el
descenso de la presion arterial al recibir tratamiento con inhibidores de la ECA, el grupo
con menor caida en mm de Hg fue el que se encontrd asociado al polimorfismo DD
(33), concluyeron los investigadores que estos genotipos D/I no tienen influencian sobre
la presion arterial y su regulacidn; sin embargo la investigacion de Morris mostrd que el
polimorfismo DD de la ECA estd asociado como factor de riesgo independiente para la

hipertensién con un OR: 6.3 en pacientes mayores de 60 afios (51).

El estudio comparativo entre caucdsicos y afrocaribefios, con un total de 320 individuos
210 blancos y 110 negros hombres y mujeres hipertensos sensibles a la sal analizaron el
polimorfismos D/I de la ECA y los niveles sanguineos de la Angiotensina para
correlacionar con la presentacion de hipertension, los investigadores encontraron que la
distribucion de los polimorfismos de la ECA fue muy similar entre los pacientes de
origen caucasico al contrario de lo observado en los afrocaribefios donde el alelo DD
fue mayor con un ji cuadrado de 2 y p=0.04. Similares fueron los valores encontrados
al comparar con el fenotipo de hipertension en los pacientes negros, en los cuales el
valor de ji fue de 2 con una p=0.03, en ellos los niveles hormonales no mostraron
asociaciones significativas; propusieron los investigadores diferencias raciales en las

asociaciones entre el genotipo de la ECA y la hipertension arterial (52).

Estudios hechos en poblacién negra afroamericana, nigeriana y jamaiquina sobre el
alelo D de la ECA concluyeron que éste se presentaba en una mayor proporcion al
compararlo contra los valores encontrados en poblacidén caucdsica y japonesa; mientras
que al alelo 235T del gen del AGT se encontré duplicados sus valores en los europeos y

asiaticos (53).

Dentro del rigor metodolégico se debe detectar si las frecuencias genotipicas se

encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) (55), y si la poblacién analizada
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cumple el principio de ser no estructurada, aspecto que no se reviso en casi todas las
publicaciones analizadas, y que puede invalidar los resultados de una investigacion
seflalando asociaciones espureas de polimorfismos génicos con enfermedades
poligénicas en subpoblaciones donde el efecto de la homocigosidad es evidente (55, 75,

77, 79).

De lo ya expuesto se puede concluir que a pesar de que el efecto de los polimorfismos
del gen de la ECA, del AGT y el del rlAT, puede ser diferente en distintas
poblaciones, no existe ningtin estudio publicado de la asociacién de estos polimorfismos

con la hipertension esencial en la poblacién latinoamericana.

Recientemente el grupo del observatorio cardiovascular del Centro de Investigaciones
Epidemioldgicas (CIE) ha estudiado el efecto del polimorfismo DD del gen de la ECA 'y
se ha encontrado que aumenta en 2.0 veces el riesgo de infarto agudo del miocardio

en la poblacién de Bucaramanga portadora de esta variante polimérfica (54).

En consecuencia con lo anterior, se propone llevar a cabo un estudio de casos y
controles de tipo poblacional, en una muestra aleatoria de la poblacién de estrato dos y
tres de Bucaramanga, con la finalidad de determinar si la presencia de estos
polimorfismos del gen de la ECA, del AGT vy del rlAT, o la interaccién de estos

polimorfismos entre si o con otros factores de riesgo, se asocian a hipertension arterial.

La grafica siguiente resumen en forma global los factores que de acuerdo con la revision
de la literatura expuesta anteriormente son las variables de riesgo para desarrollar hta,
agrupados en dos grandes areas:

* Factores bioldgicos no modificables

*  Factores ambientales modificables
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Grafica 2. Modelo conceptual del marco tedrico.
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3.5.2 Principio de Hardy-Weinberg. En organismos diploides que presentan
reproduccién sexual, con generaciones que no se sobrelapan, el gen analizado tiene dos
alelos, con frecuencias alélicas iguales en hombres y en mujeres; los cruces aleatorios
en la poblacion, con un tamafo suficientemente grande en teoria infinito, migracion casi
nula, mutacién tan escasa que puede ignorarse y la seleccidén natural que no afecta los
alelos del gen estudiado, cumplen con el Principio de Hardy-Weinberg (55) o
Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW); este modelo matemético que relaciona las

frecuencias alélicas y las genotipicas esta dado por:

AA: p2 Aa: 2pq aa:q2
A=p a=q
(p+q)’=1

La poblacién en EHW (63) debe cumplir los siguientes supuestos:

1. Las frecuencias alélicas no deben cambiar de una generacion a otra debido a las
fuerzas sistematicas evolutivas: la migracion, la mutacién y la seleccidn natural.

2. La poblacion analizada debe tener un tamafio suficientemente grande para que
las frecuencias genotipicas no estén sujetas a cambios por errores del muestreo.
La poblacién debe tener un tamafio mayor o igual a 500 individuos.

3. En poblaciones pequefias los errores de muestreo generan cambios en las

frecuencias genotipicas, este es llamado “deriva genética aleatoria”.

El modelo matemadtico propuesto por el inglés G. H. Hardy y el alemdan W. Weinberg
permite predecir las frecuencias tedricas de los genotipos del gen que se analiza; para
evaluar si las proporciones esperadas no son diferentes de las observadas se utiliza un
test estadistico como la prueba de homogeneidad o el test de chi cuadrado (X?), este test
estadistico no es muy sensible para detectar este tipo de desviaciones, sin embargo es el

que convencionalmente se utiliza en genética de poblaciones (55).
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3.5.3 Coeficiente de Endogamia o Estadistico Fst. Sin duda alguna el método que
ha sido mds usado para medir estructura, desde su introducciéon en el andlisis
poblacional, es el estimador Fst, y fue propuesto por Sewall Wright en 1951. Este
estimador alélico es comuinmente escrito como Fst = Var (py) / p (1 - p ), donde pyes la
frecuencia de un alelo en la poblacion k y p es la frecuencia total de los alelos en todas
las subpoblaciones y ha sido usado tradicionalmente para medir diferencias (57), y
resumir convenientemente la estructura presente en la poblacién (56). La subdivisién
en la poblacién, supone un efecto como el producido por endogamia, haciendo
referencia al exceso de homocigosidad y por esto es medido por el decremento en la
proporcién de genotipos heterocigotos (55), en estos términos resulta mas facil
comprender el nombre del estimador Fst, mejor conocido como Coeficiente de
endogamia, el cual puede ser calculado utilizando marcadores genotipicos

polimorficos.

A pesar que el Coeficiente de Endogamia es un estimador bastante robusto, desde su
aparicion ha presentado bastante discusion por aspectos referentes a su definiciéon (59,
60), al tamafio de muestra que debe utilizar y a la interpretacién de sus resultados (58);
no obstante, en afios recientes, se han aclarado dudas acerca del uso de este estimador
mediante pruebas de simulacidn, y se sabe ahora que en una poblacién es recomendable
trabajar con un tamafio de muestra menor o igual a 1000 individuos, para no tener un
efecto significativo de la mutacién, ni de la migracién en la misma (60); y que respecto

a la interpretacion de resultados, la siguiente tabla puede ayudar a clasificar los mismos:
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Tabla 2. Interpretacion de los valores para Fst

Valor de Fst Cantidad de estructura Interpretacion
1 Maxima Se presenta la maxima estructura o

diferenciacion de la poblacion vy fijacion de
alelos

de0 a0.25 Muy alta Se presenta muy alta diferenciacion

de0 a0.15 Moderada Se presenta moderada diferenciacion

de 0 a 0.005 Poca Se presenta poca diferenciacion de la
poblacién

Con estos valores, es posible clasificar la cantidad de estructura presente en la poblacién
bajo estudio, para la cual es recomendable obtener valores menores o iguales a 0.005,
para que los resultados de asociacién sean altamente confiables; con valores de Fst
mayores o iguales a 0.25, en donde se presenta muy alta diferenciacion en la poblacidn,
es probable que se obtengan falsas asociaciones. En estos casos, se recomienda realizar
nuevos estudios de asociacién, en donde se implementen métodos basados en familias
con los cuales se elimina el efecto de mezcla o estructura en la poblacién; aunque de
todas formas antes de postular la asociaciéon de un gen a una enfermedad, debe
verificarse la reproducibilidad de resultados en otras poblaciones y con otros métodos

(61).

El tema de la estructura en la poblacion ha tenido desde hace varios afos un abordaje
amplio, el cual ha sido de gran aplicacién en estudios de mapeo asociativo que
implementen el disefio de casos y controles y que utiliza individuos no emparentados.
Aunque en la actualidad, se estdn desarrollando métodos més exactos para calcular la
diferenciacion de poblaciones, el coeficiente de endogamia sigue siendo un método facil
de usar y de alta confiabilidad, que permite detectar mezcla en poblaciones en las cuales

se haya encontrado asociacion de ciertos genes con el desarrollo de enfermedades.
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4. PREGUNTA E HIPOTESIS DE INVESTIGACION

41 PREGUNTA

(Son los polimorfismos de la ECA, del Angiotensinogeno y del receptor tipo 1 de la
Angiotensina II, genes que pertenecen al sistema Renina Angiotensina Aldosterona,
factores de riesgo de la hipertension esencial en la poblacién colombiana?

4.2  HIPOTESIS

Los polimorfismos de la ECA, del Angiotensinogeno Yy del receptor tipo 1 de la
Angiotensina II, genes que pertenecen al sistema Renina Angiotensina Aldosterona,

son factores de riesgo independientes para la poblacién colombiana que sufre de

hipertension esencial.
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5. METODOLOGIA

5.1 DISENO DEL ESTUDIO

Se hizo un estudio de casos y controles de tipo poblacional pareado por sexo y edad

anidado en una encuesta transversal.

52 POBLACION

Poblacién adulta de Bucaramanga con edades entre los 15 y los 64 afos de edad, no
institucionalizada, que residian en el drea urbana y que pertenecian a los estratos 2 y 3,
que participaron en una encuesta de factores de riesgo para enfermedades crdénicas (62)
(Encuesta Basal Programa CARMEN). En el estudio original participaron 2.996
personas escogidas por medio de un muestreo aleatorio estratificado de barrios de
estrato 2 y 3. El calculo original para la muestra se baso en un disefio de tipo ensayo
comunitario, con un corte transversal anidado, tomando como referentes la prevalencia
para citologia y para tabaquismo en Bucaramanga, con un delta de 0.10, un alfa de 0.05
y un poder de 80%; de este calculo inicial dio un tamafio de muestra de
aproximadamente 40 barrios y de cada barrio un total de 60 personas. El estudio se hizo
mediante una encuesta verbal, un examen fisico para las medidas antropométricas y una
muestra de sangre para las mediciones bioquimicas. La primera parte fue completada
por 2996 individuos, de los cuales 2436 individuos (81.4%) cumplieron con todas las

mediciones (62).

De acuerdo a los resultados del estudio original (62), se obtuvieron cerca de 286
personas con hipertensién arterial, definidos de acuerdo a los criterios del séptimo
reporte del Comité Conjunto Nacional sobre la Prevencion, Deteccién y Tratamiento de
la Presion Arterial Alta (14). Una muestra de tamafio similar se escogié al azar de la
poblacion de los no casos que sirvié como grupo control; se aparearon los casos y los
controles por edad y por sexo, para el apareamiento por edad se definié un rango de 3

anos.
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5.2.1 Definicion de casos. Pacientes adultos de ambos sexos con edades
comprendidas entre los 15 y los 64 afios de edad, que presentaron niveles de tension
arterial que los clasific6 como hipertensos de acuerdo a las recomendaciones del
séptimo reporte del Comité Conjunto Nacional Sobre la Prevencién, Deteccion y
Tratamiento de la Presidon Arterial Alta (14). Los niveles de presion arterial sist6lica
(PAS) y diastdlica (PAD) en reposo, medidos durante la encuesta original (63) fueron
usados para estimar la media poblacional de ambas variables y para calcular la
prevalencia de hipertension arterial. Durante el andlisis los grupos con diferentes niveles
de tension arterial se identificaron de acuerdo a las recomendaciones sefaladas
anteriormente. Especificamente las personas que no estaban tomando medicamentos
antihipertensivos fueron clasificadas en sujetos con presion Optima (PAS<120 y
PAD<80); con presiéon normal (PAS<130 y PAD<85); con presién normal alta (PAS:
130-139 o PAD: 85-89); hipertensos estadio 1 (PAS: 140-159 o PAD: 90-99);
hipertensos estadio 2 (PAS: 160-179 o PAD: 100-109); e hipertensos estadio 3 (PAS
2180 o PAD=110). Las personas que estaban tomando antihipertensivos fueron
clasificadas simplemente como hipertensas si en alguna ocasién un médico les habia
informado que sufrian de presion arterial alta; una persona que habia sido informada en
alguna ocasién por un médico que era hipertensa, pero que no estaban recibiendo
ningln tipo de tratamiento antihipertensivo (farmacolégico o no) fue clasificada de

acuerdo a su nivel de presion arterial.

5.2.2 Definicion de controles. Se escogié una muestra al azar de todos los
participantes en el estudio original (62) independientemente de si eran o no hipertensos.
Esta aproximacion permiti0 una estimacidon correcta, no sesgada, del efecto del
polimorfismo del gen de la ECA, del gen del AGT y del gen del r1AT, sobre la
hipertensién. En estudios de casos y controles no poblacionales se excluyen todos los
casos de la muestra de los controles. Cuando la enfermedad estudiada no es rara, este
procedimiento da lugar a una sobrestimacion significativa del efecto de la exposicion
debido a la exclusion de un grupo con mayor probabilidad de exposicién. Como la
prevalencia de hipertension fue de 9.8%, el uso de una muestra de controles sin

hipertension resultaria en un efecto del polimorfismo mayor que el real. Este problema
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se evité en este estudio de casos y controles poblacionales como el que se ejecutd, ya
que los casos se comparan con una muestra de la poblacién que dio origen a los casos;

esto permitié estimar correctamente el efecto de la exposicion (65).

53 MEDIDA DE LA EXPOSICION

La exposicion a los polimorfismos del SRA se detectd a través de técnicas de biologia
molecular que permitieron tipificar a cada una de las personas seleccionadas como caso
o como control. En la entrevista realizada se obtuvo informacién sobre antecedentes de
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, diabetes, o hipertension arterial; uso actual de
hipocolesterolemiantes, hipoglicemiantes y antihipertensivos; antecedente de
hipertensién arterial, ECV e IAM en familiares de primer grado; tabaquismo y
sedentarismo (63, 66). En el examen fisico se tomd la presion arterial, el peso, la talla,
el perimetro de la cintura y el perimetro de la cadera del participante (64, 66). La
muestra de sangre fue usada para determinar niveles de glucemia, colesterol total, HDL,
LDL vy triglicéridos y para identificar los polimorfismos de los genes de la ECA, del
AGT y del r1AT (63). La descripcion de las variables que se utilizaron en el andlisis

aparecen en el anexo 3 tabla 3.

54 TAMANO DE LA MUESTRA

El tamafio de la muestra fue calculado para un estudio de casos y controles no pareados,
tomando los datos que se tienen en nuestra poblacién sobre el polimorfismo DD del gen
de la ECA, y la asociacidn que se encontré con IAM (54); la prevalencia esperada fue
del 27%, un alfa de 5%, el poder de 86%, el RRE de 2.0, un control por cada caso para
un total de 514 individuos, 257 hipertensos y 257 normotensos, tomados de la base de

datos del proyecto CARMEN.

En cuanto al tamafio de la muestra para detectar los polimorfismos del gen del AGT y
del gen del r1 AT, se tomaron las prevalencias en pacientes caucdsicos encontradas en la

literatura; estos estudios mostraron que la prevalencia para el polimorfismo A/C del
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rl AT vario entre el 15 y el 36% (1) (23) (42), y para el polimorfismo M/T del gen del
Angiotensinogeno la prevalencia estuvo entre el 10 y el 35% (1) (67); se calculd el
tamafio de la muestra tomando los pardmetros iniciales del estudio con un alfa de 0.05 y

un poder de 86%.

Como el estudio se hizo apareado por las variables bioldgicas edad y sexo, el tamafio
de muestra seleccionado fue mds eficiente para encontrar la asociacién que se buscaba,
ademads se hizo andlisis con la presidn arterial como variable dependiente, por tanto el
poder del estudio fue atin mayor debido a que esta es una variable continua. La tabla 4
del anexo D resume los diferentes escenarios posibles considerando las prevalencias de
los genes en la poblacion, la RRE, el poder y el nivel de confianza en un estudio no

apareado.

5.4.1 Forma de muestreo. La seleccion final de los individuos se hizo con base en
los criterios de inclusion y de exclusién que se determinaron con anterioridad; para la
construccién de la base de casos y controles pareados por sexo y edad se utiliz6 el
programa STATA 8.0 (68), que permitié ademds hacer la selecciéon de controles
aleatoria, el apareamiento fue por frecuencia, se agruparon por sexo y edad todos los
posibles controles y a partir de ellos se seleccionaron los que se necesitaban, de tal
forma que un solo control servia como control para varios casos del estrato o grupo.
Esta forma de muestreo hizo eficiente el nimero de controles de que se disponia y
permitié en algunos grupos incluir el total de individuos que se encontraban en la base
de datos, y que correspondian a las caracteristicas de sexo y edad por grupo, el

apareamiento por edad fue exacto por la edad del caso.
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Grafica 3. Diagrama de Seleccion de l1a muestra de Casos y Controles
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55 RECOLECCION DE DATOS

Los datos fueron recogidos mediante una encuesta basal aplicada durante el programa
investigacion CARMEN (62), de la base se obtuvo la totalidad de los individuos
hipertensos 286 personas de 2928 participantes (9.8%), seleccionados por los niveles de
tension arterial sistdlica y diastdlica, asi como por su historial médico de hipertension y
tratamiento para ésta. Una vez hecha la seleccion de casos y controles se procedié a
crear una nueva base de datos con la informacién pertinente a este estudio utilizando el

programa STATA 8.0 (68).
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La seleccion aleatoria de controles fue de frecuencia, no individual, se agruparon por
sexo y edad todos los posibles controles y a partir de ellos se seleccionaron los que se
necesitaban, de tal forma que un solo individuo sirvié como control para varios casos
del estrato o grupo, haciendo eficiente el nimero de controles de que se disponia y
permitiendo en algunos grupos tomar el total de individuos incluidos en la base de

datos, que correspondian a las caracteristicas de sexo y edad .

Todos los datos fueron recogidos por personal previamente entrenado que era
supervisado permanentemente en todas las fases de la encuesta. Los procedimientos
para la toma de medidas antropométricas se tomaron siguiendo técnicas similares a las
usadas en otros estudios (63,64), las cuales se describieron en el Manual de
Instrucciones para la encuesta CARMEN. La base de datos original fue digitada

doblemente y corregida por los posibles errores de digitacion. (65).

5.6 VARIABLES

Las caracteristicas del paciente que se seleccionaron para construir la base de datos

fueron:

- Sociodemograficas: edad, sexo, raza (color de la piel), entidad aseguradora,
ocupacion.

- Historia de salud individual y familiar (en primer grado de consanguinidad):
antecedentes de  hiperlipemias, hipertrigliceridemias,  hiperglucemias,
hipertension arterial.

- Otros factores de riesgo: tabaquismo, sedentarismo.

- Medidas bioquimicas y antropométricas: perfil lipidico, glucemia, peso, talla,
perimetro de la cintura y de la cadera

- Genéticas: la tipificacion de los genes del SRA

En el anexo C tabla 3 se observa la definicidén de todas las variables utilizadas en el

analisis de los casos y de los controles.
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5.7  TOMA Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

La informacion sobre datos personales, antropométricos, clinicos y de laboratorio de
las personas seleccionadas por el programa CARMEN se realizd siguiendo los
protocolos del proyecto original (63, 66). La toma de la muestra de sangre se hizo
seglin pardmetros establecidos en el proyecto CARMEN, los cuales se basaron en
recomendaciones internacionales para toma de muestras de sangre a partir de las cuales
se obtuvo DNA para hacer andlisis molecular. La genotipificacién se realizé en el
laboratorio de Genética de la Facultad de Salud de la Universidad Industrial de
Santander y se siguieron los protocolos de las técnicas de biologia molecular
establecidos previamente por Tiret (22), Caulfield (35), Lindpaintner (69), y Hingorani

(70), para tipificar los pacientes con HTAE y sus respectivos controles.

58 GENOTIPIFICACION:

Para identificar los polimorfismos de los genes del sistema Renina Angiotensina
Aldosterona (SRA) se extrajo DNA del sobrenadante de leucocitos por medio de las
técnicas de Chelex y de salting out modificado, se amplificé el DNA utilizando los
primers correspondientes a las regiones polimoérficas que se estudiaron mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se corté el DNA con enzimas de restriccion
cuando la técnica lo exigié y se hizo una electroforesis en gel de agarosa tomando

fotografias de las diferentes corridas electroforeticas (71).

De cada individuo se tom6 una muestra de sangre en un tubo con EDTA, a partir de ella
se hizo una mancha en papel y se obtuvo el sobrenadante de leucocitos, el que estuvo
conservado en tubos eppendorf de 1500 A a —70° C; las muestras en papel estaban
debidamente marcadas e identificadas y guardadas hasta el momento de la extraccion
del DNA. El DNA se extrajo por medio de la técnica de Chelex al 5% (71). La

concentracion de DNA se midid por absorbancia en un espectrofotémetro a 260 nm.
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Se procedié a amplificar la region correspondiente al gen de la ECA por medio de la
PCR (22) con dos primers de la region Alu del intron 16 del cromosoma 17q23, esta
secuencia tiene un tamafio de 287 pares de bases; la ausencia y la presencia de esta
secuencia determinan los alelos I o de insercion, el cual corresponde a una banda de
490 pb y el alelo D o de delecién, cuya banda es de 190 pb; esta primera PCR se realiza
con el siguiente par de primers 5’CTG-GAG-ACC-ACT-CCC-ATC-CTT-TCT3’ y
5’GAT-GTG-GCC-ATC-ACA-TTC-GTC-AGA-T3’ (69).

En una segunda reaccion se sigui6 el protocolo sugerido por Lindpainter (69), se hizo
una modificaciéon en la temperatura de alineamiento para corregir la amplificacién
preferencial del alelo D sobre el alelo I en los casos heterocigotos DI, fendmeno
observado durante la primera PCR, se usaron dos primers adicionales que permitieron
determinar de manera mdas especifica la presencia del alelo D y del alelo I, las
secuencias de estos primers son los siguientes: 5’ TGG-GAC-CAC-AGC-GCC-CGC-
CAC-TAC-3’ y el 5’TCG-CCA-GCC-CTC-CCA-TGC-CCA-TAA-3’. La visualizacién
de las bandas resultantes se realizé utilizando electroforesis en gel de agarosa al 5% y
se le agreg6 bromuro de ethidium el cual se intercala entre las cadenas de ADN
permitiendo la identificacion de los alelos D e I después de amplificado el fragmento del
gen de la ECA; en esta segunda PCR se produce un fragmento de 335 pb solo en
presencia del alelo I (II), y ningdn producto de amplificacién en presencia de
homocigocidad para el alelo D (DD); se tipificé de manera correcta el 4-5% de las
muestras que son ID y que con la PCR inicial fueron clasificadas como DD. Los

genotipos fueron codificados como DD, ID e II en los individuos analizados.

Para la amplificacién de un segmento del exon dos del gen del AGT ubicado en el
cromosoma 1 se seguid el protocolo propuesto por Caulfield (35) con algunas
modificaciones descritas en Rodriguez-Pérez (72), las secuencias de primers corriente
abajo y corriente arriba fueron las siguientes: corriente arriba 5°’GAT GCG CAC AAG
GTC CTG3’ y corriente abajo 5S’CAG GGT GCT CAC ACT GGC TCG C3’, en este
extremo 3 los residuos de Citosina se aparearon mal con el ADN gendmico, la

consecuencia de este mal apareamiento durante la amplificacion es la formacién de un
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nuevo sitio de restricciéon para la enzima Sfa NI, produciéndose el cambio de una
Timina por una Citosina en el sitio 806 del DNA. Se utilizaron 2 unidades de la enzima
Sfa NI (Lwe I de Fermentas®) para hacer el andlisis de restriccion, si cortaba producia
un fragmento digerido de 266 pb que correspondié al alelo Met (T), sino cortaba la
enzima el tamafo de la banda no digerida era de 303 pb correspondiente al alelo Treo

(C). Esta técnica se conoce con el nombre de mal apareamiento en la PCR.

La visualizacién de las bandas se realiz6 por medio de electroforesis en geles de agarosa
al 2.5%, con duraciéon de 1 hora 40 minutos a 50 voltios. Los genotipos que se
identificaron en los casos y en los controles analizados se codificaron como MM, MT y

TT.

El segundo polimorfismo evaluado empleando la misma técnica del mal apareamiento,
para el gen AGT fue el del codon 174 T174M, las secuencias de los primers fueron las
mismas que se utilizaron para el anterior polimorfismo del codon 235 M235T, se evalda
la sustituciéon de una Citosina por una Timina en el sitio 623 del exon 2 del gen del
AGT; el analisis de restriccion se hizo con la enzima Tth 1111 (Nco2 de Fermentas®);
del codon digerido con esta enzima se obtuvo un producto de 140 pb que correspondi6
al alelo Met (T), si no se produce digestion el fragmento es de 163 pb que identifica al
alelo Treo (C). Después de la digestion los productos fueron analizados en geles de
electroforesis; la visualizacidn se realizé sobre geles de agarosa al 2 %, a 90 voltios por

40 minutos.

La deteccién del polimorfismo del gen del r1AT se hizo por la técnica descrita por
Hingorani (70) y aplicada por Davis (41), los primers que se emplearon fueron el
forward 5’ATA ATG TAA GCT CAT CCA CCA AGA AG3’ y el reverse 5S’TCT
CCT TCA ATT CTG AAA AGT ACT TAA3’, los fragmentos amplificados se
sometieron a digestion enzimatica usando 5 unidades de la enzima de restriccion Afl 11
de Fermentas®, se evaluaba la sustitucion de una Adenina por una Citosina en la
posicion 1166 del gen del receptor , si habia restriccion el producto tenia un tamaifio de

139 y de 27 pb que correspondia al alelo C, si no se presentaba digestion el fragmento
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media 166 pb e identificaba al alelo A; la visualizacién se hizo por medio de una
electroforesis en geles de agarosa al 2.5% a 50 voltios durante dos horas; los genotipos
visualizados correspondieron a AA, AC y CC en los casos y en los controles

analizados.

En todas y en cada una de las amplificaciones de los diferentes polimorfismos de los
genes del SRA analizados se utilizaron controles positivos y controles negativos para
evaluar la calidad de la PCR; en las electroforesis donde se establecieron los genotipos
de los individuos analizados se emplearon marcadores de peso molecular para
determinar el tamafio de los fragmentos digeridos y no digeridos. Las condiciones de la
PCR y de la amplificacién de cada uno de los cuatro polimorfismos se encuentran en las

tablas 5y 6 del anexo E.

Para la evaluacién de la estructura de la poblacién se utilizé el kit FFFL de Promega®
que contiene los marcadores short tandem repeats o STRs para el gen humano de la
Lipoprotein lipasa o LPL, el gen de la subunidad b de del factor de la coagulacién 13
humano o F13B, el gen de la subunidad a del factor 13 de la coagulacién o F13A01, el
protooncogen humano c/fps o FESFPS. Los tamafios de estos marcadores oscilan entre
97-127 pb para LPL, 164-184 para F13B, 278-324 pb para F13A01 y 217-243 para
FESFPS; para su amplificacion se siguieron los pardmetros recomendados por el

fabricante.

Para la fotodocumentacién de las diferentes genotipificaciones se utilizé una cdmara

Canon®, las imdgenes reprocesaron en el software cdmara suit de la misma marca.

Los operadores técnicos en el laboratorio estaban enmascarados para la condicién de
caso o de control de las muestras de sangre que se procesaron en la genotipificacién, los
resultados fueron obtenidos por duplicado y comparados posteriormente, la definicion
final de las bandas se hizo por consenso. Con los datos aportados por la amplificacion
del DNA vy por el andlisis de restriccion se construyé una base de datos por duplicado en

Excel®, posteriormente después de corroborar que los datos concordaban en las dos

34



bases se hacia la transferencia por medio del software Stata Transfer®, para su

respectivo andlisis en la base de datos construida en Stata 8.0®.

5.9 PROCESAMIENTO DE LOS DATOS

Con la informacion recolectada en las bases de datos de CARMEN se construyd una
nueva base de datos para el andlisis de los diferentes factores de riesgo presentes en los
casos y en los controles con hipertension arterial esencial, utilizando los programas

Stata 8.0®, Excel 2003® y el Stata transfer®.

La identificacion de los participantes en las bases de datos se hizo mediante c6digos,
omitiendo el nombre del paciente para garantizar la confidencialidad de la informacién.
La lista de nombres de los pacientes con su respectivo cdédigo permanece en un archivo,
custodiado por el investigador principal del programa CARMEN. Una vez que se
depuré la base de datos construida y se corrigieron las inconsistencias que se
encontraron, se procedié al andlisis estadistico de las diferentes variables consideradas

en esta investigacion.

5.9.1 Recodificacion de las variables. Las variables nominales fueron recodificadas
y agrupadas de acuerdo a los criterios definidos previamente en CARMEN. Las
variables continuas fueron evaluadas para normalidad en su distribucién, utilizando el
test de Shapiro Wilk, las que mostraron un comportamiento de falta de normalidad
(valores de probabilidad significativos) se agruparon o recodificaron y transformaron en
una nueva variable que cumpliera el principio de normalidad exigido en la regresién

logistica condicional, en la regresion logistica y en la regresion lineal.

Se construy6 la variable de apareamiento necesaria para efectuar el analisis mediante la
regresion logistica condicional formada por el dato del sexo y de la edad de cada caso y
de cada control, ya que se analizaron las parejas discordantes de la tabla dos por dos

(/).

35



5.10 ANALISIS DE LOS DATOS

Se elabord un diagrama contenido en el grafico 4 para observar el comportamiento de

los participantes en el estudio de casos y controles.

Grafico4.  Diagrama de construccion de la base de datos HTA y SRA

514 BASE DE DATOS
PAREADOS POR SEXO Y

/ \ EDAD
257

057 ‘ CAS0OS Y CONTROLES
\ \
@

INDIVIDUCS ELIMINADOS
NO AMPLIFICO EL DNA

486 INDIVIDUOS EN QUIENES AMPLIFICO

EL DNA

‘ 231 ‘ ‘ 255

CASOS CONTROLES

DIAGRAMA N° 2 CONSTRUCCION DE LA BASE DE DATOS HTA'Y SRA

En el grupo de las variables continuas se calcularon los promedios y las desviaciones
estandar; las nominales se describieron utilizando las proporciones con sus respectivos
intervalos de confianza del 95%. Se establecieron las frecuencias genotipicas de los
diferentes polimorfismos de los genes del SRA, que corresponde al primer objetivo de
esta investigacion y que sirvieron para evaluar el equilibrio de Hardy-Weinberg en la
poblacion analizada. Se usaran tablas y graficos de barras para la descripcion de los

hallazgos.
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En el anélisis bivariado se compararon las medias utilizando la prueba de t pareada o el
Chi* de MacNemar para los valores de las variables nominales pareadas con sus
respectivos valores de p, siendo significativos los valores de la p<0.05, asi como los
intervalos de confianza del estadistico; en el andlisis no apareado se usé el test de
homogeneidad que utiliza el Chi* de Pearson, el cual a diferencia del Chi* MacNemar
compara las variables de manera individual mirando solo su estado de presencia o
ausencia en el sujeto caso o en el control, el otro test compara las similitudes o
coincidencias entre las parejas casos o controles. Para conocer el comportamiento de
cada variable independiente en este diseflo de casos y controles apareado por sexo y
edad, y su efecto en el valor del estimado de la variable de salida, definida como
hipertension arterial esencial, se aplicé el andlisis de regresion logistica condicional
(clogit) que definieron los valores de RRE con su I de C y el valor de p respectivo;
también se hicieron los cdlculos para las razones relativas de exposicion con sus
respectivos I de C y valor de p en un modelo ajustado por sexo y edad, y cuando la
variable contenia mas de dos niveles de comparacién se utiliz6 el comando tabodds
deStata 8.0®, el cual calcula RRE ajustados y realiza un andlisis comparativo muy
similar a un test de Chi” de homogeneidad, el nivel de comparacién que utiliza puede ser
el mas bajo o uno definido previamente por el investigador como en este caso. Para las
frecuencias genotipicas y alélicas encontradas en el grupo de los casos y en el grupo de
los controles, se calcul6 el valor esperado y se comprob6 si cumplian el equilibrio de
Hardy-Weinberg empleando la prueba del chi” de Pearson (55); el estado de equilibrio
ocurre cuando los apareamientos se han dado al azar y es consecuencia directa de la
segregacion de los alelos en meiosis en los heterocigotos (73). La presencia del estado
de equilibrio indic6 que la poblacién de los casos y de los controles fue homogénea con
respecto a las frecuencias alélicas y a la distribucién de los distintos alelos y no es una
mezcla de subpoblaciones con diferentes frecuencias y distribucién de alelos para el
gen estudiado; en este tltimo caso (ausencia de equilibrio), si las subpoblaciones tienen
diferente riesgo de hipertension, los casos y los controles no serian comparables. Sin
embargo, un estudio reciente ha mostrado que la estratificacién de la poblacién no
parece ser una fuente importante de sesgo en estudios de casos y controles en los cuales

se ignora la raza (57, 74).
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Para el andlisis multivariado se utilizé la regresion logistica condicional (75) que calcula
el logaritmo de la proporciéon de la prevalencia del evento (logit p=p/l1+p), que
corresponde a un valor de RRE, basiandose en el andlisis de las parejas discordantes

(s/t), de la tabla de dos por dos como se observa a continuacion:

Tabla 7. Tabla de dos por dos para Casos y Controles Pareados.

CASOS
CONTROLES VARIABLE POSITIVA VARIABLE NEGATIVA
VARIABLE POSITIVA r s
VARIABLE NEGATIVA t u

También se hicieron los cdlculos utilizando el andlisis de regresion logistica no
condicional ajustando por sexo y edad, que define el valor de la razon relativa de

exposicion (RRE) a partir de la proporcién: a*d/b*c.

5.10.1 MODELAMIENTO

Se construyeron tres modelos para evaluar la hipdtesis de este trabajo; se describen los

pasos en su construccion y las decisiones que se tomaron.

5.10.2 CONSTRUCCION DEL MODELO:

- Desenlace principal: Hipertension arterial esencial, definida segtin lo ya descrito.

- Variable explicatoria principal: polimorfismos de los genes del SRA

- Variables Confusoras o covariables: sexo, edad, raza, hacer ejercicio, obesidad,
antecedente de familiar con HTA

- Inclusién de variables: Para la construccion del modelo se seleccionaron las

variables que presentaban un valor de probabilidad para la prueba de chi® de las RRE

de Mantel y Haenszel menor o igual a 0.2 (p<0.2), de acuerdo con las sugerencias
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de Hosmer, Lemeshow y Taber (76); aunque la variable raza (medida como color de
la piel) no cumplia con esta condicion se forzé su entrada para hacer comparables
los resultados de esta investigacion, dado que la gran mayoria de los estudios hechos
sobre este aspecto de los polimorfismos del SRA y el riesgo de desarrollar HTA
incluyen esta variable en sus modelos.

- Principio de normalidad: Para la evaluacién del efecto de los polimorfismos de los
genes del SRA sobre las cifras de tension arterial sistdlica y diastdlica se empled la
regresion lineal mdltiple, previamente se habia evaluado si los valores promedio de
estas dos variables continuas cumplian el principio de multinormalidad; la variable
casos que contiene los hipertensos y los no hipertensos fue incluida en el modelo
como una variable independiente para evitar confusion, también se eliminaron los
casos que registraban tratamiento farmacoldgico para la hipertension arterial.

- Calculo del efecto: Se calcul6 el efecto en el valor del estimado de HTA para la
exposicién principal (polimorfismos de los genes del SRA), los cuales incluyeron
ademds de la forma independiente del alelo asociado al riesgo de HTA el grupo
formado por los tres polimorfismos (dos homocigotos y uno heterocigoto), que
compara al alelo de riesgo contra los otros dos grupos formados por el alelo de no
riesgo y el genotipo que lleva los dos alelos; la forma de herencia dominante donde
se presenta agrupado el polimorfismo asociado al riesgo homocigoto y la forma
heterocigota que lleva los dos alelos del gen y se comparan contra la forma
homocigoto del alelo de no riesgo ejemplo: DD+ID vs II; forma de herencia recesiva
que agrupa al alelo de no riesgo en estado homocigoto con la forma heterocigota
compardndolo contra la forma homocigota del alelo de riesgo, ejemplo: II+ID vs
DD; forma aditiva que compara los dos alelos de riesgo y no riesgo en sus formas
homocigotas, ejemplo DD vs II; y la forma no aditiva que compara el genotipo
heterocigoto compuesto por los dos alelos (asociado al riesgo y el no asociado)
contra el alelo no asociado al riesgo, ejemplo ID vs II.

- Bondad de ajuste: se hizo la evaluacién del ajuste del modelo, la que se describe

adelante.
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Finalmente, dado que el modelo predictivo construido con base en los datos
observados, debia evaluarse con el fin de comparar si los resultados observados
ajustaban con los esperados o predichos por el modelo (la bondad de ajuste), se
realiz6 para el modelo multivariado definitivo pareado por sexo y edad. Se utiliz6
el paquete estadistico Stata 8.0, el cudl exigié una modificacién de la forma de
apareamiento inicialmente efectuada: debia hacerse la formacién de las parejas uno
a uno, no podria incluirse més de un control por cada caso, ni tampoco mas de un
caso por cada control; la posibilidad de utilizar un mismo control 2 o 3 veces, dado
que se tenfan mds casos que controles, y que constituyd una ventaja en el inicio del
andlisis para calcular los valores de las razones relativas de exposicion de las
diferentes variables independientes se anulaba, debian estar 1 caso por cada control
o viceversa para que pudiera utilizarse la prueba clfit que se aplica para datos
pareados 1-1 es decir un caso por un control (68), el cual genera las siguientes

variables nuevas:

- hat: que corresponde al leverage

- dx2: datos que no ajustan en el diagndstico

- dbeta: valores Delta Beta de influencia estadistica
- gdx2: pérdida del ajuste en cada grupo

- gdbeta: influencia estadistica de los valores Delta Beta en cada grupo

El comando clfit también permite visualizar mediante un gréfico el efecto de los valores

Delta Beta comparada contra el valor predictivo de la probabilidad (predict Pr) para

cada resultado por cada grupo.

En el modelo ajustado por sexo y edad donde se levanté el apareamiento, se empled la

prueba Ifit group (10) de Stata 8.0 que corresponde al método de Hosmer y Lemeshow

(76) con estratificaciéon de los resultados de las covariables en 10 grupos para los

valores observados y esperados; comparando los valores de los estimados mediante una

prueba de chiz, no se utilizé la prueba de deviance (x2), ni el calculo de los valores de

dbeta (X2) porque en el modelo se utilizd una variable en forma continua (76). El
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porcentaje de cambio en el estimado se calculé de la diferencia entre los valores de los

coeficientes de la variable explicatoria del modelo final donde no se incluyeron los

valores andmalos (outliers) y el valor de la razon relativa de exposicion de la variable

explicatoria del modelo inicial; de esta diferencia se calculo a qué porcentaje

correspondia y este es el dato que se incluy6 en los resultados.

Con estos supuestos se construyeron tres modelos para el andlisis de los datos:

%

Primer modelo. Regresion logistica condicional para casos y controles pareados
por sexo y edad. Este modelo aporté un valor de razén relativa de exposicion (RRE),
significativo para la variable explicatoria, ésta se construy agrupando los alelos
polimoérficos del gen ECA, escogiendo el alelo I que no estaba asociado al riesgo de
presentar HTAE en estado homocigoto (II) como el nivel de comparacion para las
otras dos formas de presentaciéon de los polimorfismos, la heterocigota ID y la
forma homocigoto DD del alelo asociado al riesgo de HTAE, con un intervalo de
confianza y un valor de p que lo confirmaron; ademds permitié controlar las
variables bioldgicas confusoras, asi como hacer eficiente el tamafio de muestra para
mantener el valor del poder y de la confianza. Se descart6 este primer modelo de
analisis porque al hacer la prueba para bondad de ajuste utilizando el software que
para este efecto tiene el programa Stata 8.0®, hubo necesidad de cambiar la forma
de apareamiento escogida al inicio del andlisis de los datos, debido a que se habia
hecho una construccién de las parejas por frecuencia, no de forma individual como
lo exigia el comando del programa, ante esto el tamafio de muestra se redujo hasta
un 10% del inicialmente calculado, desechdndose toda la informacién previamente
recogida de 50 casos y controles. Sin embargo el disefio inicialmente planteado en
esta investigacion es un disefio de casos y controles pareados por sexo y edad, y
siguiendo los lineamientos metodoldgicos para este caso debe analizarse por medio

de la regresion logistica condicional.

Segundo modelo. Regresion logistica no condicional. Se construy6 este modelo
ante la posibilidad de perder informacién valiosa de un 10% de la poblacion

analizada, se utilizaron las mismas variables que fueron significativas en la
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regresion logistica condicional y ajustando por las variables utilizadas para parear
los casos y los controles, el sexo y la edad. El valor de la razén relativa de
exposiciéon se mantuvo similar al del primer modelo generado por la regresion
logistica condicional, los intervalos de confianza y el valor de la p fueron
significativos. Cuando se analizd la variable explicatoria en otras formas de
agrupamiento como fueron los modelos dominante y recesivo, asi como el aditivo
se mantuvo significativo el valor de la razén relativa, aunque fue inferior al valor
inicial obtenido en la logistica condicional. Al hacer la prueba para la bondad de
ajuste del modelo final no fue necesario eliminar informacién de los casos o de los
controles y no se perdi6 tamafo de muestra del originalmente calculado; ademads fue
util para cubrir el tercer objetivo especifico de la investigacién donde se planteaba la
exploracién de la interaccién del polimorfismo del gen de la ECA con otras

variables explicatorias como la edad, el sexo y la obesidad.

Esta forma de abordar el andlisis en un disefio de casos y controles pareados no es la

mas exacta desde el punto de vista metodolégico.

Tercer modelo. Regresion logistica no condicional con términos de interaccion.
Se abord6 este tipo de andlisis porque entre los objetivos especificos de la
investigacion se planteé explorar la interaccion de la variable explicatoria principal
con otras variables como la edad, el sexo y la obesidad, dado que se reportaba en la
literatura revisada. Se encontr6 interaccion significativa del polimorfismo asociado
al riesgo solo con la variable obesidad, no se observd este efecto con las otras
variables analizadas. El anélisis se hizo e datos de los casos, pero al incluir los 9
parametros de interaccion entre el polimorfismo y la variable obesidad en el modelo
definido por la regresion logistica no condicional este se torné inestable, los valores
de los I de C fueron bastante amplios lo cual indicé que los resultados fueron
imprecisos, el tamafio de muestra se reduce sustancialmente en este modelo y las
conclusiones se hacen solo con unos pocos datos de casos y controles, este valor es

cercano al 10% del total de la base original; en conclusion el tamafio de muestra no
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fue suficiente para evaluar la interaccién que se propuso analizar inicialmente en los

objetivos especificos.

Para la evaluacién del efecto de los polimorfismos de los genes del SRA sobre las cifras
de tension arterial sistdlica y diastdlica se empled la regresion lineal muiltiple,
previamente se habia evaluado si los valores promedio de estas dos variables continuas
cumplian el principio de normalidad; la variable casos que contiene los hipertensos y los
no hipertensos fue incluida en el modelo como una variable independiente para evitar
confusion, también se eliminaron los casos que registraban tratamiento farmacoldgico
para la hipertension arterial. Se evalud la bondad de ajuste en el modelo definitivo
calculando los valores de predict, el chi* de Hosmer y Lemeshow, la prueba de

Deviance (x2) y los valores de dbeta (X2) (76).

Se identificaron las observaciones con valores extremos o valores outlier por medio de

los dbeta combinando el método numérico y el grafico.

El andlisis de apalancamiento se hizo identificando las observaciones que presentaron al
menos un dbeta andémalo; para ello se extrajo cada vez una de las observaciones

andémalas comparandolo con el modelo final.

En la evaluacién de un posible efecto de interaccion entre factores como la edad, el
sexo, la obesidad y los polimorfismos asociados al desarrollo de la hipertension arterial
(HTA), como el genotipos DD del gen ECA, MM en el AGT M235T, TT en el AGT
T174M y CC del r1AT se construyd para cada uno de los genes analizados un modelo
de regresion logistica no condicional solo en el grupo de los casos, y usando estos
genotipos asociados a la hipertensiéon como las variables dependientes (44). Esto

permitié una evaluacion de todas las posibles interacciones en cada modelo.

En todos los casos se evalud la bondad de ajuste del modelo usando el Chi* de Pearson

.2 .. .
y el Chi” de las desviaciones o residuos.
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Finalmente se hizo la evaluacién del estadistico F por medio de la prueba Fst para
determinar si la poblacién de casos y de controles en donde se determinaron los
polimorfismos de los genes presentaban un comportamiento de subestructura, para
complementar esta estimacién se tomé una muestra aleatoria a partir del grupo de casos
y del grupo de controles compuesta por 100 individuos nacidos en Bucaramanga, esta
variable se determiné a partir de la base de datos original de CARMEN, en estos casos
y controles se analizaron cuatro polimorfismos del tipo short tandem repeats (STR)
del multiplex FFFL de Promega®. Con los resultados obtenidos en esta ultima
amplificacién se procedié a calcular las frecuencias genotipicas y alélicas para cada
polimorfismo, la prueba de homogeneidad para evaluar el equilibrio de Hardy-
Weinberg utilizando el programa Genepop version 3.4 disponible en Internet (77), las
pruebas de desequilibrio de ligamiento y la Fst para evaluar si habia estructura en la

poblacion estudiada (58, 78).

511 ASPECTOS ETICOS

El estudio original fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacién de la Facultad
de Salud de la Universidad Industrial de Santander. Todos los participantes dieron su
consentimiento informado por escrito, incluyendo la realizacién de pruebas bioquimicas

y genéticas en sus muestras de sangre almacenadas.

Esta investigacién contd con la aprobacion del comité de ética en investigacion de la
Facultad de Salud de la Universidad Industrial de Santander; como el estudio se realizé
con datos y muestras ya disponibles, no fue necesario solicitar consentimiento
informado de los participantes; sin embargo, las pruebas genéticas se hicieron de forma
an6énima y los participantes en el estudio original no fueron individualmente

identificados.

Este fue un estudio de riesgo minimo, de acuerdo a la resolucién 8430 de 1993 del
Ministerio de Salud, que establece las normas éticas para la investigacion en seres

humanos en Colombia. (79)
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Las causas probables por las cuales no amplificaron las muestras de DNA de un grupo

6. RESULTADOS

6.1 FORMACION DE

Para resolver la pregunta de investigaciéon propuesta en este proyecto de
investigacion se procedi6 a crear una base de datos en el programa Stata 8.0®, tal

como se describié en el punto anterior sobre la seleccion de la muestra que

constituyé el grupo de casos y

486 personas, distribuidas en 255 casos y 231 controles en cuyas muestras de sangre

se pudo hacer la amplificacion de los diferentes genes del SRA, el diagrama

siguiente permite detallar estos

Gréfico 4. Diagrama construccion de la base de datos HTA y polimorfismos

SRA

LA BASE DE DATOS DEFINITIVA

de controles; el tamafio de muestra definitivo fue de

aspectos.
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de 28 individuos de los seleccionados previamente pudieron ser:

%

Muestra obtenida fue de mala calidad
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* Muestra de DNA era muy escasa

* presencia de enzimas degradadoras del DNA tipo DNAsas en la muestra.

6.2 DESCRIPCION DEL GRUPO EN ESTUDIO

De los 486 individuos incluidos en el estudio, 358 (74%) fueron mujeres y 158 (26%)

hombres. El comportamiento para la se observa en la siguiente tabla y en el grafico que

aparece a continuacion:

Tabla 8. Caracterizacion de edad en casos y controles

Grupo de edad
afos
17-25
26-34
35-44
36-54
55 y mas afios
Edad promedio
Desviacion estandar

Grupo

b wWN =

Casos

%

2 0.41
14 2.88
31 6.38
89 18.31
119 24.49
52.3

9.2

46

Controles
N %

0.41
2.47
6.58
16.87
21.19

0.82

5.35

12.96

35.19

45.68
51.9

9.1



Grafica 5. Distribuciéon porcentual de la edad en grupos
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6.2.1 Caracteristicas sociodemogrificas. El andlisis univariado y
bivariado de las caracteristicas del grupo en estudio se describen en la tabla niimero 9
del anexo F “Caracteristicas sociodemograficas de la poblacién en estudio”. No hubo
diferencias significativas en las variables, excepto en la distribucién por sexo. El

promedio de edad de la poblacién analizada fue de 52 afios (I. de C 95% 51.1, 52.7).

6.2.2 Antecedentes personales de enfermedad cronica y factores de riesgo. En
cuanto a los antecedentes personales referidos en la tabla nimero 10 del anexo F
“Caracteristicas de los antecedentes familiares y personales de los casos y los

controles” se observan diferencias significativas en el antecedente de hipertension
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arterial en familiar en primer grado de consanguinidad (madre, padre o hermano),
diferencia que no se mantiene cuando la variable se agrupa y se considera solamente el
antecedente materno y paterno, dado que los progenitores son los que heredan las
caracteristicas a los hijos; también hay diferencias significativas entre los casos y los
controles en las variables hacer ejercicio y fumar, entre los casos el porcentaje que no se
ejercita corresponde a 36.1% (92/202) y en los controles 47.6% (110/202); en el
consumo de tabaco reportado solo por 203 individuos, se observé un mayor nimero de
fumadores entre los controles (37/64) con 39.8% del total de controles, que entre los
casos (27/64) con 24.5% del total de estos. Llama la atencién que entre el grupo de los
controles se observo un porcentaje mayor de individuos que no se ejercitan y fumaban,
caracteristicas asociadas al riesgo de hta de acuerdo con la literatura revisada (6-8, 10,

16).

6.2.3 Factores de riesgo. Al comparar los casos y los controles para los diferentes
factores de riesgo, tabla nimero 11 anexo F “Descripcion de los factores de riesgo de
los casos y los controles”, se observé diferencia significativa (p<0.05) en los promedios
del peso, circunferencia de cintura, circunferencia de cadera, IMC, e ICICA; asi como
también en los valores promedio para triglicéridos y en los de presion arterial sistdlica y
diastdlica, éstas medidas fueron calculadas a partir del valor promedio de las dos
ultimas medida tomadas a los individuos en el estudio; no mostraron diferencias
significativas los valores promedio para la talla, las medidas sanguineas del
metabolismo de lipidos y de glucemia. Los resultados se modifican, excepto para el
IMC, al hacer el anélisis teniendo en cuenta las categorias de riesgo, tabla 12, anexo F

“Caracteristicas de los factores de riesgo agrupadas”.

6.2.4 Frecuencia genotipicas de los polimorfismos. Las frecuencias para cada
uno de los polimorfismos de los genes del SRA en los casos y los controles, primer
objetivo de estas investigacién, asi como la comparacién entre los dos grupos y la
determinacion de diferencias entre los grupos de riesgo se observa en la tabla nimero 13
del anexo F “Frecuencias del polimorfismo de los genes del SRA”, existen diferencias

significativas entre los casos y los controles que portan el alelo en estado homocigoto

48



asociado al riesgo de desarrollar HTA, asi como también entre los que presentan el
alelo no asociado; el polimorfismo heterocigoto ID del gen ECA no mostré diferencias
significativa entre los dos grupos. En el anexo L en las graficas 6, 7, 8 y 9 estdn las

electroforesis de los cuatro polimorfismos analizados en los casos y en los controles.

® Evaluacion del equilibrio Hardy-Weinberg. Los valores de las
frecuencias genotipicas y alélicas, observadas y esperadas, las que se calcularon para
determinar si los polimorfismos de los genes del SRA se encontraban en equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW) y si estaban o no afectadas por desequilibrio de ligamiento, se
encuentran en la tabla nimero 14 “Evaluacién del equilibrio Hardy- Weinberg en los
genes del SRA”, anexo F, se observa las frecuencias genotipicas de los alelos para el
polimorfismo I/D del gen ECA estin en EHW al igual que las del polimorfismo
A1166C del gen r1AT, pero las frecuencias de los genotipos para los alelos de los
polimorfismos M235T y T174M analizados para el gen del AGT se encuentran en
desequilibrio de HW; para M235T el desequilibrio se encontr6 en los controles y en los

casos para T174M.

® Evaluacion de la estructura poblacional prueba Fst.  En los 110 individuos
seleccionados de la base de datos original en los cuales se utiliz6 el kit FFFL de
Promega® que contiene los polimorfismos LPL1, F138A, FES1 y F13A01 para evaluar
la estructura poblacional de la muestra analizada se encontraron las frecuencias
genotipicas en EHW; el valor de la prueba Fst en todos los polimorfismos no mostré
estructura en la poblacién muestreada para los polimorfismos del SRA; los valores
observados estdn dentro del rango de 0-0.005 donde se considera que hay poca
diferenciacion genética (55, 58) de acuerdo con las pautas cualitativas sugeridas por
Sewall Wright para interpretar Fst. Los datos se anexan en la tabla 15 anexo G

“Valores de la prueba Fst para los casos y controles”.

6.2.5 Caracteristicas de los individuos eliminados. Las  caracteristicas
sociodemograficas y antropométricas de los individuos que se eliminaron porque no

amplificé su muestra para el DNA, se describen en la tabla niimero 16 del anexo H,
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donde se observa que la media de edad de los casos y de los controles que se eliminaron
fue mayor respecto de los que quedaron en el andlisis, siendo significativa esta
diferencia entre los controles, no hubo diferencias significativas en otras de las
caracteristicas antropométricas de los individuos analizados y los sujetos del estudio,
excepto la medida promedio de la presion arterial diast6lica entre los controles
(p=0.0473), este valor fue menor entre los controles que se excluyeron al compararlo

con los que continuaron en el estudio.

6.2.6 Analisis multivariado. En el anexo I se encuentran las tablas nimero 17 y
18 “Valores de RRE del modelo pareado y del modelo ajustado en HTA y
polimorfismos del SRA” y “Valores de RRE de los promedios de los factores de riesgo
en HTA y polimorfismos del SRA”, respectivamente, donde se observan los valores de
probabilidad de la prueba de homogeneidad de Mantel Hansel (chi®), para las (RRE)

que se tuvieron en cuenta al seleccionar las variables incluidas en el modelo final.

® Analisis multivariado para los polimorfismos de los genes del SRA. La

tabla numero 19 del anexo I contiene los valores de las RRE, intervalos de confianza
(IC) y el de probabilidad para los polimorfismos de los genes ECA, AGT y r1AT, del
sistema Renina Angiotensina tipificados en los sujetos; se encontré que los
polimorfismos DD del gene ECA, el MM del M235, el TT del T174 del AGT asociados
al riesgo de desarrollar hipertension arterial (HTA) presentaban valores de
probabilidad<0.2, suficiente para estar en el modelo definitivo, el polimorfismo CC de
A1166C del r1AT no presentd valores de probabilidad en el rango para ser incluido en

el modelamiento.

6.2.7 Descripcion del modelo. En la construccion del modelo final quedaron
incluidas las siguientes variables, segin se aprecia en la tabla niimero 20 que aparece a

continuacion:
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Tabla 20. Variables discretas y continuas seleccionadas para incluirlas en el
modelo explicativo de la HTA y los polimorfismos del SRA.

Variables independientes p modelo p modelo
Discretas pareado ajustado
Raza 0.041 0.040
Antecedente madre hta 0.011 0.012
Antecedente padre hta 0.111 0.107
Antecedente hermano hta 0.003 0.002
Historia familiar 0.002 0.001
Triglicéridos (TGC) 0.054 0.123
No hacer ejercicio 0.027 0.027
Polimorfismo DD ECA 0.128 0.125
Polimorfismo MM AGT (M235)0.201 0.153
Polimorfismo TT AGT (T174) 0.141 0.108
Polimorfismo MT AGT (T174) 0.099 0.067
Indice de masa corporal (IMC) 0.102 0.116
Sobrepeso IMC >25 0.031 0.029
Obesidad abdominal (icica)* 0.078 0.066
IMC grupo sobrepeso, obeso  0.092 0.098
Obesidad abdominal por circi** 0.011 0.029

* Indice cintura cadera
** Circunferencia cintura

Tabla 20. Variables discretas y continuas seleccionadas para incluirlas en el
modelo explicativo de la HTA y los polimorfismos del SRA.

Variables independientes p pareado p ajustado
Continuas

Circunferencia cadera 0.028 0.034
Circunferencia cintura (circi)** 0.005 0.009
Indice de masa corporal 0.013 0.014
Indice cintura cadera (icica)*  0.032 0.061

* Indice cintura cadera
** Circunferencia cintura
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6.2.8 Efecto sobre el valor de la razon relativa de exposicion de la HTA de las
variables originales y recodificadas para medir sobrepeso y obesidad. El

sobrepeso y la obesidad se determinaron de diferentes maneras:

- Sobrepeso por IMC (peso/talla®), IMC>25

- Grupo de Sobrepeso y obesidad por IMC, IMC>25 e IMC>30 respectivamente

- Grupo de IMC, el indice de masa corporal puede ir desde <18.5 a un IMC>40

- Obesidad abdominal por indice cintura/cadera, mujeres>8.0 y varones >1.0

- Obesidad abdominal por circunferencia de la cintura, en mujeres >80 cm y en

hombres > 94 cm.

Los cambios en el estimado para la asociacion entre el polimorfismo de riesgo y la HTA
se observan en la tabla 18 anexo I cuando las diferentes formas de evaluar el sobrepeso
y la obesidad de los individuos analizados se incluyen en el modelo de regresion
logistica condicional y en el modelo de regresion logistica no condiciona ajustado por
sexo y edad. La variable que produjo el mayor porcentaje de cambio fue el indice de
masa corporal, sea ésta variable analizada en forma continua o agrupada desde el valor
normal (IMC<18.5 hasta <24.9), sobrepeso (IMC>25 hasta <29.9) y obesidad
(IMC=30).

Tabla 21. Efecto de las medidas para determinar sobrepeso y obesidad en el
valor de RRE de la variable explicatoria

Variable RRE pareado Valor de p RRE ajustado Valor de p % cambio
Circunferencia cintura ~ 1.37 0.104 1.40 0.073 0.01
Circunferencia cadera 1.34 0.104 1.41 0.071 0.01
Razén cintura cadera 1.35 0.123 1.38 0.083 0.01
Indice de masa corporal 1.38 0.099 1.41 0.068 0.01
Grupos IMC 1.39 0.094 1.41 0.071 0.01
Sobrepeso 1.35 0.117 1.39 0.080 0.01
Obesidad abdominal

por circunferencia cintura 1.31 0.163 1.36 0.105 0.01
Obesidad por IMC 1.37 0.106 1.41 0.073 0.01
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Los indices construidos a partir del agrupamiento de las variables continuas fueron
analizados de manera individual para observar su efecto, y determinar cual de los grupos

producia el mayor porcentaje de cambio en el RRE de la variable de salida.

6.2.9 Modelo definitivo. El modelo final que permitié cumplir con el segundo
objetivo de esta investigacion quedd construido con variables que se enumeran en la
tabla 22, que se presenta a continuacidn, incluyendo sus respectivos valores de RRE, IC
y probabilidad, también bajo el mismo titulo se presentan los diferentes modelos que se
construyeron con los genotipos del polimorfismo DD del gen ECA que presentd

asociacion significativa con la HTA esencial, estos aparecen en el anexo K tabla 22.

Tabla 22. Variables incluidas en el modelo apareado del efecto de los
polimorfismos del SRA sobre la HTA.

HTA/Variables independientes Valor de RRE pareado Valor de p
Raza 1.49 (0.98, 2.27) 0.059
Hacer ejercicio 0.61 (0.40, 0.92) 0.020
Historia de hta en familiar paterno o materno 1.97 (1.29, 3.01) 0.002

Grupo de indice masa corporal:

Grupo 1:>25 sobrepeso 1.42 (0.88, 2.28) 0.140
Grupo 2:>30 obesidad 2.09 (1.20, 3.65) 0.009
ECA agrupado:

Grupo 0: 1T 1.0

Grupo 1: ID 1.44 (0.79, 2.61) 0.225
Grupo 2: DD 1.94 (1.05, 3.59) 0.034

El efecto de los otros polimorfismos de los genes del SRA sobre el valor de la razén de
riesgo de HTA esencial, se puede observar en la tabla 23 del anexo J “Efecto del
polimorfismo genético del SRA sobre el valor de RRE de HTA en el modelo apareado
por sexo y edad” y en la tabla 24 que aparece en el anexo K se describe el modelo
ajustado por sexo y edad, para el polimorfismo DD, a continuacién de ésta aparecen los

restantes modelos de asociacion de los genotipos.
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En este modelo ajustado por sexo y edad y forzando la entrada de la variable raza se
observa que la asociacion entre el polimorfismo DD (homocigoto) del gen ECA
agrupado (II, ID, DD) y el riesgo de presentar HTA esencial presenta un valor de
RRE=1.93 (1.06, 2.17) con un valor para p=0.031 significativo y al compararlo con lo
observado en el andlisis del modelo pareado el valor para la RRE es muy similar
(RRE=1.94). Al hacer el anilisis del modelo ajustado por sexo y edad para el riesgo de
HTA con las otras formas de agrupamiento para el polimorfismo I/D el valor de la RRE
es mayor; por ejemplo en el modelo de herencia recesiva del polimorfismo el valor
alcanza niveles de significancia, asi como también en la forma aditiva (DD vs II),
denotando que el efecto de doble dosis del gen es la forma asociada para desarrollar
hipertensién ya que produce un cambio significativo en el valor del estimado para la
razén de riesgo (RRE); en el caso del andlisis como factor independiente la razén de
riesgo es significativa (RRE=1.64 (1.04, 2.47)), y presenta un valor significativo para la
probabilidad de 0.016, siendo este dato inferior a los modelos agrupados. Es notorio que
no se encontrd asociaciéon con ningtn otro de los polimorfismos analizados para el
sistema Renina Angiotensina, como fueron el del gen Angiotensinogeno (AGT) y el

gen para el receptor tipo 1 de la Angiotensina II (r1AT).

6.2.9 Evaluacion del modelo.

® Modelo generado por la regresion logistica condicional. Para evaluar el
ajuste del modelo definitivo se aplicé la prueba clfit group(10) de Stata 8.0, para la cual
se cred una nueva variable de apareamiento, eliminado 50 individuos entre casos y
controles, quedando finalmente 436 sujetos en el estudio; al correr nuevamente el
modelo con este nuevo tamafio de muestra se observé que se eliminan ademds 95 grupos
(190 personas) de observaciones caso/control, debido a que estas parejas son
concordantes y no se utilizan en el andlisis. En esta nueva situacion se produce un nuevo
cambio en el nimero de observaciones analizadas correspondiendo a 178, ademds con
este tamafio de muestra tan pequefio es notorio el cambio en el valor del estimado para
la raz6n de riesgo de HTA, teniendo como variable explicatoria el polimorfismo DD del
gen ECA en la forma de grupo, con el homocigoto del alelo II de no riesgo como nivel

de referencia, estos datos se presentan a continuacion:
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Tabla 25. Nuevo modelo apareado para la asociacion entre los polimorfismos de
los genes del SRA e HTA

HTA/Variables independientes Valor de RRE apareado  Valor de p
Raza 2.43(1.18,5.02) 0.016
Hacer ejercicio 0.61 (0.3, 1.25) 0.180
Historia de hta en familiar paterno o materno 1.94 (0.97, 3.89) 0.061

Grupo de indice masa corporal:

Grupo 0 <25 normal 1.0

Grupo 1 >25 sobrepeso 1.0

Grupo 2:>30 obesidad 1.13 (0.53, 2.44) 0.737
ECA agrupado:

Grupo 0: 1T 1.0

Grupo 1: ID 2.27(0.51, 6.62) 0.131
Grupo 2: DD 5.45 (1.61,18.4) 0.006

Al reducirse de esta forma el tamafio de muestra se afecta el poder del estudio que se

planteé al inicio de esta investigacion.

Al realizar la prueba de bondad de ajuste por el método clfit se generaron los valores
para dx2 (datos que no ajustan), hat (leverage o apalancamiento), dbeta (valores Delta
Beta de influencia estadistica), gdx2 (pérdida de ajusta para cada grupo), gdbeta (valores
Delta beta con influencia estadistica para cada grupo); se pueden observar en las
graficas del anexo LL “Gréfica 10. Ajuste del modelo condicional comparando los
valores de dx2 con los valores del predict”, grafica 11 que muestra los valores para
dbeta, y la grafica 12 con los de gdx2, donde se observa que el modelo ajusta a pesar
de presentar un grupo de datos andmalos (outliers), los cuales se identificaron y

aparecen el las tablas 26 y 27 del anexo K.
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* Modelo apareado sin los valores anomalos. Se procedié a construir un
modelo donde no aparecieran los datos anémalos que en total fueron 8, el resultado se
observa en la tabla 28 “Valores del modelo apareado para asociacidon entre los

polimorfismos del SRA e HTA sin incluir los datos anémalos” del anexo K.

En el andlisis de este nuevo modelo se eliminaron 103 grupos de observaciones (grupos
caso/control), debido a que los resultados en ellos eran todos positivos o todos
negativos, se tienen en cuenta solo 162 observaciones (parejas); es notable como el
valor de razon relativa de exposicion para hipertension en un portador del genotipo DD
aumenta 4.5 veces mds, inicialmente el valor de RRE=5.45 y alcanza un valor de
RRE=24.5 el IC 95% se vuelve amplio debido a la disminucién del tamafio de muestra,
perdiendo precision, la p=0.001 es significativa; pierde significancia un factor de
riesgo de hipertension arterial como es la obesidad y uno que era protector como es el
hacer ejercicio; se vuelven significativos la raza y el genotipo heterocigoto ID del

polimorfismo I/D del gen de la ECA , el cual no se asocia a riego para HTA.

Las graficas que comparan los valores de probabilidad por grupos muestran como el
nuevo modelo ajusta; estas graficas que corresponden a los valores para dx2, gdx2 y la
influencia estadistica de beta, estdn ubicadas en el anexo LL, grafica 13, 14y 15,

respectivamente.

® Modelo generado por la regresion logistica no condicional.  En la
evaluacion del modelo construido por la regresién logistica no condicional, ajustado
por sexo y edad se utiliz6 la prueba de bondad de ajuste de Hosmer y Lemeshow (H-L),

que dio el siguiente resultado:

Logistic model for caso, goodness-of-fit test

number of observations = 445
number of covariate patterns = 418
Pearson chi2 (408) = 411.16
Prob > chi2 = 0.4468
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La tabla con las observaciones y los valores esperados de la prueba de bondad de ajuste
de H-L que genera un nimero de observaciones por covariable, comparando los valores
observados contra los valores esperados mediante la prueba de chi® de H-L; los valores

de la tabla colapsada sobre los cuantiles de las probabilidades estimadas fueron:

Logistic model for caso, goodness-of-fit test

(Table collapsed on quantiles of estimated probabilities)

o +
| Group | Prob | Obs_1 | Exp_1 | Obs_0 | Exp_0 | Total |
| ——————= Fm—————— e e F—————— F—————— e |
| 1 | 0.3445 | 12 | 13.1 | 33 | 31.9 | 45 |
| 2 | 0.4094 | 15 | 16.6 | 29 | 27.4 | 44 |
| 3 ] 0.4551 | 18 | 19.4 | 27 | 25.6 | 45 |
| 4 | 0.4998 | 28 | 21.0 | 16 | 23.0 | 44 |
| 5 | 0.5385 | 23 | 23.4 | 22 | 21.6 | 45 |
| ——————= Fm—————— e Fm————— Fm————— F—————— e |
| 6 | 0.5742 | 21 | 24.5 | 23 | 19.5 | 44 |
| 7 1 0.6098 | 28 | 26.6 | 17 | 18.4 | 45 |
| 8 | 0.6509 | 29 | 27.8 | 15 | 16.2 | 44 |
| 9 | 0.7059 | 28 | 30.4 | 17 | 14.6 | 45 |
| 10 | 0.8389 | 34 | 33.2 | 10 | 10.8 | 44 |
o +
number of observations = 445
number of groups = 10
Hosmer—-Lemeshow chi2(8) = 7.12
Prob > chi2 = 0.5235

Estos datos estdn indicando que el modelo ajusta ya que la probabilidad no tiene un
valor significativo (p=0.05235) para el chi’, indicando que no hay diferencias entre los

dos grupos (datos observados y datos esperados).

La evaluacién grafica donde se comparan a los valores del chi” delta y la probabilidad
de caso muestran el ajuste del modelo, anexo M “Gréfico 16. Prueba de bondad de
ajuste del modelo no condicional comparando los valores dx2 y la probabilidad de
caso’’; “Gréfico 17. Prueba de bondad de ajuste del modelo no condicional
comparando los valores del leverage (hat) y la probabilidad de caso”, muestran los datos
anémalos en las dos pruebas para la bondad de ajuste. Se observé un dato anémalo para
los valores dx2, los datos del individuo y los valores respectivos se presentan en la tabla

29 del anexo N.
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En la prueba de bondad de ajuste utilizando los valores del apalancamiento
(leverage/hat) y la probabilidad de caso, se observan siete datos anémalos, los cuales se
encuentran ubicados por fuera del valor de 0.05 en el eje de las Y, en el anexo 15 la

tabla 30 contiene estos valores.

* Modelo eliminando los valores extremos (outliers). Se procedié a
construir un nuevo modelo eliminado el valor extremo para dx2 y los valores andmalos
del leverage, se observa que al comparar este nuevo valor de razén de riesgo (RRE) del
polimorfismo DD del gen ECA 1.98 (1.09, 3.60) valor de p=0.024 con el valor obtenido
en el modelo inicial, el porcentaje de cambio en el estimado fue de 4.5 %; las otras
variables mantuvieron unos valores de RRE muy similares a los del modelo inicial. La
“Tabla 31. Valores del modelo ajustado por sexo y edad para evaluar asociacién entre
los polimorfismos del SRA e HTA sin incluir el dato anémalo para dx2” contiene estos

valores aparece en el anexo N.

Se procedié luego a eliminar los datos andmalos para los valores del leverage y
construir un nuevo modelo observando el resultado y el porcentaje de cambio en el
estimado, los resultados aparecen en la “Tabla 32. Valores del modelo ajustado por
sexo y edad para evaluar asociacién entre los polimorfismos del SRA e HTA sin incluir
el dato anémalo para leverage” del anexo N. El porcentaje de cambio en el valor RRE
para el polimorfismo DD del gen ECA como factor de riesgo en HTA fue de 13.8%, el
valor del cambio en el estimado del modelo definitivo una vez se eliminaron los valores
andémalos para dx2 y para hat, fue de RRE=2.11 (1.14, 3.89) con un valor de p
significativo (p=0.017).

La prueba para la bondad de ajuste mostré los siguientes resultados:

Logistic model for caso, goodness-of-fit test

number of observations = 435
number of covariate patterns = 412
Pearson chi2 (402) = 407.33
Prob > chi2 = 0.4166
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Logistic model for caso, goodness-of-fit test

(Table collapsed on quantiles of estimated probabilities)

B +
| Group | Prob | Obs_1 | Exp_1 | Obs_0 | Exp_0 | Total |
| === t——————— Fm————— Fm————— tm————— t—————— Fm————— |
| 1 | 0.3255 | 12 | 11.9 | 32 | 32.1 | 44
| 2 | 0.4059 | 13 | 15.8 | 30 | 27.2 | 43 |
| 3 | 0.4485 | 19 | 19.0 | 25 | 25.0 | 44
| 4 | 0.4981 | 26 | 20.4 | 17 | 22.6 | 43 |
| 5 | 0.5385 | 20 | 22.8 | 24 | 21.2 | 44
| === t———————— Fm————— Fm————— e t—————— Fm————— |
| 6 | 0.5733 | 25 | 23.9 | 18 | 19.1 | 43 |
| 7 1 0.6123 | 25 | 26.0 | 19 | 18.0 | 44
| 8 | 0.6619 | 28 | 27.3 | 15 | 15.7 | 43 |
| 9 | 0.7172 | 28 | 30.1 | 16 | 13.9 | 44
| 10 | 0.8567 | 34 | 32.9 | 9 | 10.1 | 43 |
o +

number of observations = 435

number of groups = 10
Hosmer-Lemeshow chi2(8) = 5.26
Prob > chi2 = 0.7292

Los valores de probabilidad de la prueba de chi’ de H-L no son significativos, lo cual
indica que el modelo nuevo ajusta perfectamente, en la grafica del anexo M se puede
observar esto “Grafico 18. Prueba de bondad de ajuste del modelo no condicional
comparando los valores del leverage (hat) y la probabilidad de caso eliminado los

valores anomalos”.

6.3 EVALUACION DE LOS EFECTOS DE LOS POLIMORFISMOS DE LOS
GENES DEL SRA SOBRE LOS VALORES DE LA PRESION ARTERIAL
SISTOLICA Y DIASTOLICA POR MEDIO DE UN MODELO DE REGRESION
LINEAL MULTIPLE

En la evaluacidn del efecto del polimorfismo sobre las cifras de tension arterial sistdlica
y diastdlica, se modelaron los valores promedios de estas medidas, porque el
comportamiento de la variable “promedio de la presion arterial sistdlica” (prompas) y de

la variable “presion arterial diastélica” (prompad), no tenia una distribucién normal,
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como puede observarse en los graficos que aparecen en el anexo O bajo el titulo

“Grafico 19. Distribucién de los promedios de la presion arterial sistélica”.

En cuanto a los valores promedios de la presion diastdlica se puede observar en el
mismo anexo el “Grafico 20. Distribucién de los promedios de la presion arterial

diastolica”, donde se observa que su ajuste no es exactamente igual a una curva normal.

Con esta evaluacién gréfica y teniendo en cuenta los valores que daba el test de
normalidad se decidid construir nuevas variables producto de la transformacién de las
dos anteriores: para prompas se construyd una variable con el inverso de la variable
original es decir 1/prompas, y para el promedio de la diastdlica se calcul6 el logaritmo
natural de esta variable. Estas nuevas variables se evaluaron por medio de un test de
normalidad como el Shapiro Wilk y se encontré que los valores de p para este test no
tenian valores significativos, lo cual indicaba que tenian un comportamiento normal,
como aparece en la “Tabla 32. Variables transformadas a partir de los promedios de la

presion sistolica y de la diast6lica”, del anexo N.

La distribucion de los datos del inverso del promedio de presion arterial sistdlica se
observa en el anexo O en una una curva titulada “Gréfico 21. Distribucién del inverso
de los promedios de la presion arterial sistdlica”, se puede observar que cumple con la

distribucion de una curva normal.

La curva de la distribucién de la variable transformada a partir del promedio de la
presion arterial diastélica, el logaritmo natural del promedio de pad se observa en el
“Grafico 22. Distribucién de In de los promedios de la presion arterial diastélica”, en

el anexo O.

Antes de construir el modelo se evalud el supuesto de normalidad para la variable edad;
el valor del test dio un p significativo para una distribuciéon no normal, y el “Gréfico 23.
Distribucién de la variable edad”, muestra una distribucion sesgada a la derecha; sin

embargo a pesar que estas variables no cumplian exactamente el principio de linealidad

60



exigido por la regresion lineal mudltiple se decidid incluirlas en el modelo como
variables continuas para facilitar su interpretacion, y comparar con el modelo que

incluia las variables transformadas.

Al generar el modelo de la regresion lineal multiple ajustando por edad, sexo, raza y
tomando la variable casos (hipertensos), como una variable independiente para evitar
confusion, y eliminando ademds los casos que registraban tratamiento farmacolégico
para la hipertensién arterial; los valores de regresion mostraron que el polimorfismo
heterocigoto ID y el homocigoto DD del gen ECA si afectaban las cifras de la presién
sistolica incrementdndola en los casos 30 mm Hg més que en los controles, este efecto
no se observo en las cifras de la presion diast6lica donde el aumento es solo de un (1)

mm de Hg por encima de la cifra normal de 90 mm Hg.

Estos datos se presentan en el anexo O en la “Tabla 34. Resultados de la regresion
lineal miiltiple de la presion sistélica para los casos y los controles”. El valor para los
casos del estadistico F (9, 369) fue de 34.69 p=0.0000, lo cual indic6 que las variables

en el modelo eran significativas.

En la “Tabla 35. Resultados de la regresion lineal multiple de la presién diastdlica para
los casos y los controles”, se muestra que el valor para los casos del estadistico F (9,
369) fue de 19.72 p=0.0000, lo cual indic6 que las variables en el modelo eran

significativas también para la medida de la presion diastdlica, aparece en el anexo O.

Al transformar la variable del promedio de la presion sist6lica y de la presion diastélica
los valores quedaron consignados en las “Tabla 36. Resultados de la regresion lineal
multiple del inverso del promedio presion sistdlica para los casos y los controles” y en
la “Tabla 37. Resultados de la regresién lineal multiple del inverso del promedio
presion diastdlica para los casos y los controles”; estos valores de las tablas 36 y 37,
permiten concluir que la contribucion de estas variables al modelo es significativa, el
valor de p significativo (p>0.05), asi lo indica; sin embargo la interpretacion de este

modelo con estos valores no ofrece una explicacion clara y facil de entender, mientras
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que el modelo con las variables no transformadas permite concluir que el efecto del
polimorfismo ID y de DD sobre los casos de hipertensién que no estin recibiendo
tratamiento farmacoldgico afecta sus valores de presion arterial sistdlica produciéndoles
un aumento de 9 mm de Hg al portador de este polimorfismo en estado heterocigoto y
en el homocigoto; efecto que no es significativo para el polimorfismo homocigoto
asociado al riesgo de HTA, porque el valor de p del coeficiente para el polimorfismo es
mayor a 0.05; lo contrario se observa para el polimorfismo ID con un valor de p=0.045;
este efecto de aumentar los valores de la presion sist6lica no se observa en los controles.

Anexo O.

Para el caso del polimorfismo TT (T174M) homocigoto del AGT, que se observa en
anexo O en la “Tabla 38. Resultados de la regresiéon lineal muiltiple del promedio
presion sistdlica para los casos y los controles polimorfismo t174m”, el valor del
estadistico F indica que el efecto de las variables sobre los niveles de presion arterial es
significativo, en el portador hipertenso sin tratamiento, varén, de raza negra, mayor de
50 afios que no haga ejercicio y que sea obeso, causa un aumento de 11 mm Hg sobre
los niveles considerados normales para la presion sistdlica, efecto que no se evidencié

para la presion diastdlica.

En el caso del polimorfismo CC del gen del receptor (r1AT) el efecto no fue
significativo sobre los valores de la presion arterial sist6lica ni tampoco en la diastdlica,
en el sujeto portador que era hipertenso (caso), y no se encontré este genotipo en los
controles, como se observa en las tablas 39 y 40 respectivamente, ubicadas en el anexo
O: “Tabla 39. Resultados de la regresion lineal mdltiple del promedio presion sistdlica
para los casos y los controles polimorfismo A1166C del r1AT” y “Tabla 40. Resultados
de la regresion lineal multiple del promedio presion diastdlica para los casos y los

controles polimorfismo A1166C del r1AT”.
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Al analizar el efecto de las variables del modelo definitivo el valor del estadistico F es
significativo, sin embargo los valores de p no son significativos para las variables

explicatorias principales y secundarias.

6.3.1 Evaluacion del modelo de regresion lineal para la presion arterial sistélica y
el polimorfismo del SRA. Al evaluar el modelo generado para el promedio de la
presion arterial sistolica y el efecto que sobre ella tiene el polimorfismo homocigoto DD
del gen ECA, asociado al riesgo de HTA se encontr6 que el modelo ajustaba, de
acuerdo con las graficas para residuales y de los valores estdndar para la prediccion que
se encuentran en el anexo O “Gréfica 24 Valores residuales de la regresion lineal para
promedio de presion arterial sistdlica y el polimorfismo DD”, y “Gréfica 25 Valores
estdndar para la prediccion de la regresion lineal para promedio de presion arterial

sistolica y el polimorfismo DD”.

6.4 EVALUACION DEL EFECTO DE INTERACION ENTRE LOS
POLIMORFISMOS DEL SRA, EL SEXO, LA OBESIDAD Y LA EDAD

Respecto al tercer objetivo de esta investigacion, que consistié en evaluar un posible
efecto de interaccion entre los polimorfismos del SRA: DD del gen ECA, TT del
M235T gen AGT, MM del T174M y CC del r1AT, con otras variables como edad
(agrupada en los individuos menores de 45 afios y los mayores de 45 afios), sexo y
obesidad, (definida esta tultima variable por el IMC en el grupo de IMC >30), se
procedié a construir un modelo de regresion logistica no condicional solo con los casos
de hipertensidn, la variable de salida fue el polimorfismo de riesgo y se evalto uno a
uno los otros factores de riesgo que pudieran tener interaccién con este polimorfismo

(DD). En el siguiente cuadro se presentan estos resultados:
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Tabla 41. Interaccion del polimorfismo DD gen ECA y diferentes factores de riesgo
de la HTA

Factor de riesgo RRE Intervalo de confianza 95% Valor de p

Polimorfismo I/D gen ECA

FORMA HOMOCIGOTA DD

Sexo

0: femenino 1II 1.0

0: femenino 1D 1.0

0: femenino DD 1.0

1: masculino 1II 1.0

1: masculino ID 0.69 (0.21, 10.6)

1: masculino DD 1.13 (0.37, 3.35)

Edad grupo

<45 anos II 1.0

<45 anos ID 1.0

<45 anos DD 1.0

>45 afios II 1.0

>45 afios 1D 0.86 (0.27,2.73) 0.798
>45 afios DD 1.28 (0.41,4.11) 0.673
Obesidad por el IMC

<25 normal 1II 1.0

<25 1D 1.0

<25 DD 1.0

>25- <30 1I 1.0

>25- <30 1D 1.02 (0.40, 2.59) 0.957
>25- <30 DD 2.22 (0.85,5.84) 0.103
>30 II 1.0

>30 ID 2.00 (0.72, 5.53) 0.181
>30 DD 3.65 (1.18, 11.28) 0.024

Sobrepeso: IMC >25- <30 Obesidad: IMC >30

Se observa un efecto de interaccion entre el polimorfismo DD asociado al riesgo de
presentar HTA y el grupo de obesidad definido por el IMC (IMC >30), el valor de RRE
fue 3.7 veces més alto que en el grupo de referencia, indicando que existe un riesgo
igual para presentar HTA en los individuos que tengan obesidad, con un IC (1.18,

11.28) y la probabilidad de 0.034 es 0.024. Sin embargo en el modelo apareadoy en el
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modelo ajustado no se incluyé esta interaccién a pesar de observarse un valor de RRE
significativo para ella, porque al verificar sobre cuantas observaciones se obtuvieron
estas conclusiones el grupo era reducido, se conté solo con 40 individuos que tenian el
genotipo DD y eran obesos con un IMC >30; grupo que correspondio solo al 8% del

total de sujetos analizados.

En el caso de los otros polimorfismos de los genes del AGT (MM de M235T y MM de
T174M) y del r1ATII (CC de A1166C), no se encontrd asociacién significativa con el
riesgo de presentar hipertension arterial y la evaluacién de la interaccién tampoco

mostrd valores significativos.

6.5 EVALUACION DE LA ESTRUCTURA DE LA POBLACION ANALIZADA

Para determinar si en la poblacion analizada se observaba el efecto de estructura que
pudiera estar afectando la validez de los resultados obtenidos en el andlisis de regresion
condicional y en el de regresion logistica ajustada por sexo y edad, se procedié a
seleccionar entre los casos y los controles un grupo de individuos nacidos en
Bucaramanga, los cuales fueron genotipificados para los marcadores STR (short
tandem repeats) contenidos en el kit FFFL de Promega®, ( F13A, F138, FES y LPL),
que presentan mds de una pareja alélica con un comportamiento de herencia
codominante, que permite la expresion de ambos alelos en el individuo y aumenta la

posibilidad de encontrar diferencias entre los sujetos analizados.

El tamafio de muestra correspondié a 100 personas de las cuales 57 fueron casos y 43
controles, se construy con su informacién una base de datos en Excel®, la cual fue
reestructurada por medio del programa MSA®, esto permitié analizarla por medio del
Genepop (77); este programa a partir de las frecuencias alélicas hace un calculo del
indice de heterocigocidad observado y esperado para cada sistema , comparandolos por
medio de un test de Anova y determinando a partir del valor de probabilidad si hay o

no estructura en las dos poblaciones analizadas (casos y controles).
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En la tabla 15 del anexo G, se encuentra la tabla resumen donde se detallan estos
hallazgos que determinaron que no existia estructura en las poblaciones analizadas y por
tanto la poblacién de casos y de controles era una sola y los individuos eran
comparables entre si, eliminando la posibilidad de sesgo de seleccién en la eleccion de

los sujetos en el estudio.
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7. DISCUSION

El polimorfismo homocigoto DD del gen de la ECA se comporté como un factor
independiente de riesgo para la HTA esencial cuando se ajusté por las variables de raza,
el antecedente de HTA en padre, o en la madre, el sedentarismo y la obesidad medida
esta dltima por el IMC (IMC >30). EI valor de la razén relativa de exposicién fue
significativo de RRE=1.94 (I de C 95%, 1.05, 3.59 p=0.0034), que equivale casi al
doble del riesgo del grupo no expuesto a este polimorfismo, es decir los controles que
portaban las otras formas del polimorfismo I/D: la homocigota II (RRE=1.0), que fue el
de referencia y la forma heterocigota ID (RRE=1.44, I de C 0.79, 2.61 p=0.225). Esta
asociacion se ha observado en otras poblaciones de grupos caucdsicos y orientales, y en
estudios similares a éste donde se analizaron los polimorfismos de los tres genes del
SRA, en los que se consideraron en todos los casos las mismas variables para el ajuste.
En la cohorte del Framingham Heart Study con 3095 individuos el valor de RRE para
la asociacién entre el polimorfismo DD e HTA fue de 1.59 (, I de C 95%, 1.13, 1.18),
mientras que la forma heterocigota ID fue de RRE=1.18 (1 de C 95%, 0.87, 2.62), datos
tomados del metandlisis hecho por Wang y Staessen y reportados por O Donnel (28), en
este estudio no se observd diferencias entre los valores registrados para hombres al
compararlos con los de las mujeres, en la presente investigacion este factor de sexo no
es considerado porque se trata de un disefio pareado por sexo y edad; en poblacion
japonesa también se observé esta asociacion significativa pero diferencial al comparar
por sexos, con valores de RRE=1.75 (I de C 95% 1.21, 2.53), significativo en varones
pero no en mujeres (28); efecto similar observé Ogihara (36), en los datos del estudio
Suita que incluyé 5014 individuos entre 30 y 79 afos al compararlos con los de la
cohorte del Copenhagen City Heart Study el cual involucré 10150 personas, el valor
del riesgo relativo ajustado (RR) para HTA en los hombres casos que portaban el
polimorfismo DD fue de 1.75 veces mds al comparar contra los que varones II
japoneses, este efecto diferencial producido por el sexo se observé también al comparar
la poblacién de Suita contra la poblacién de la cohorte Framinghan. Entre los espafioles
de acuerdo con el andlisis hecho por Vicente Giner (1), los valores fueron mas bajos y

no significativos, los polimorfismos se agruparon de forma similar al modelo propuesto
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en esta investigacion, utilizando el polimorfismo homocigoto II como nivel de
referencia; el valor de RRE ajustado para HTA en presencia de DD fue de 1.11 (Ide C
95%, 0.61, 2.02 p=0.720); sin embargo el estudio hecho por Lindpaintner (69), con
3590 individuos caucdsicos de la cohorte de médicos que se utilizaron en un ensayo
clinico controlado para evaluar el efecto de la aspirina (ASA) y del betacaroteno en la
presentacion de la enfermedad cardiaca isquémica, considerando los factores de riesgo
tradicionales y apareando por edad, no encontré valores significativos para la razén
relativa de exposicion (RRE), aunque empleé para el andlisis del efecto el
polimorfismo DD en el modelo aditivo (DD vs II), el RRE=1.08 (I de C 95%, 0.90, 1.20
p=0.16); no fue significativo tampoco el modelo de herencia recesiva (DD vs ID+II)
RRE=1.09 (I de C 95% 0.92, 1.27 p=0.3); para el modelo de herencia dominante los
valores fueron similares y no significativos, estos modelos no fueron ajustados por las
otras variables del estudio; asociaciones similares se observaron también en un estudio
realizado en poblacion China con pacientes con trastornos metabdlicos como
dislipidemias, diabetes y sindrome metabdlico, al agrupar a los sujetos del estudio en
grupos con un solo sintoma (intolerancia a la glucemia, obesidad, dislipidemia),
sindrome metabdlico (SM), y normales, no encontraron diferencias significativos entre
los individuos con HTA y el polimorfismo DD del gen ECA y los que no lo
presentaban, pero si se observé como asociado con el SM, no dan los datos de esta

evaluacion (47).

El dltimo metandlisis hecho para observar el efecto del polimorfismo I/D y el M235T e
HTA utilizando 25 bases de datos del Cochrane (80), no encontrd asociacion
significativa con el riesgo de HTA en la poblacién que presentaba el genotipo DD,
RRE= 1.0 (I de C 95% 0.74, 1.36 p=0.98), ni tampoco cuando comparo solamente los
alelos D vs I RRE=1.0 (I de C 95% 0.86, 1.17 p=0.98); los mismos autores en un
estudio hecho con 1350 individuos caucdsicos no encontraron valores significativos de
la razo6n relativa de exposicion en toda la poblacién, pero si asociacidn diferencial por
sexo utilizando un modelo aditivo para andlisis del polimorfismo DD (DD vs II), el
riesgo para HTA en las mujeres es casi una y media vez mds que en varones con este

genotipo , RRE=1.45 (1.04, 2.02).
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Otros trabajos que tuvieron en cuenta estos factores para el andlisis pero en los cuales
no se hicieron los calculos para determinar la razon relativa de exposicion, y solo se
limitaron a determinar las prevalencias de presentacién de los polimorfismos en los
individuos analizados, asi como la de otros factores de riesgo como el sexo, la raza, el
antecedente familiar, la obesidad, el fumar cigarrillo, el sedentarismo, encontraron
diferencias significativas en las poblaciones expuestas al polimorfismo DD del gen de la
ECA al compararlas contra las no expuestas, es el caso del trabajo de Wang y Staessen
(28) en familias donde la frecuencia del alelo DD es mayor en los individuos de raza
negra al compararlo con los caucdsicos (p<0.001), y con los orientales (p<0.001),
observé también asociacion significativa con el antecedente familiar de HTA, aunque
no da los datos de la misma, asi como determiné que los valores de la presion arterial
(PA), tenian pequeifias variaciones de acuerdo con el genotipo; diferentes resultados
obtuvo el grupo espafiol de investigacién en enfermedades cardiacas (81), que no
encontré ninguna diferencia en la distribucién de los polimorfismos en la poblacién

analizada.

La asociacion entre el polimorfismo DD del gen ECA se ha observado significativa
con otras patologias cardiovasculares diferentes a la HTA, como el riesgo de
enfermedad cardiaca isquémica (69), en la enfermedad coronaria los valores para la
razon relativa de exposicion de ser portador del genotipo DD son de RRE=1.26 (I de C
95% 1.15, 1.39 p<0.0001) (28); en el caso del infarto agudo del miocardio (IAM) (82)
en 14 grandes estudios se encontré un valor para el RRE=1.57 (I de C 99% 1.38, 1.78);
con el engrosamiento de las paredes de la aorta también se ha encontrado asociado de
manera significativa el polimorfismo DD (83); el desarrollo de la enfermedad coronaria
por arterioesclerosis de las coronarias presenta valores de seis veces mas de riesgo para

los casos positivos DD con OR=5.8 (I de C 95% 2.82, 11.93 p<0.001) (82, 84).

También se han visto asociaciones positivas con la insuficiencia renal (20), donde la
respuesta al tratamiento con medicamentos bloqueadores de la ECA es variable al igual

que en la nefroangioesclerosis e HTA, este tltimo trabajo fue hecho en poblacién
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espafiola que evidencié asociacién del polimorfismo DD con el dafio renal (85), los

autores no muestran las cifras que soporten esta conclusion.

Destacando la importancia de estas asociaciones de riesgo que se han visto en diferentes
poblaciones, los investigadores han intentado encontrar una relacién directa del
polimorfismo DD del gen ECA con los niveles en sangre de la Enzima Convertidora de
la Angiotensina principal responsable del efecto vasopresor que aumenta las cifras
tensionales, para esto han diseflado investigaciones tipo caso control utilizando
poblacién caucdsica sana no emparentada (19, 30), y en otros casos grupos familiares
compuestos por trios de padres e hijo o un padre y hermanos (22), en los que se median
los niveles en plasma de la concentraciéon de la ECA, encontrando que existia una
diferencia significativa entre los valores mds altos para la enzima en sangre en los
individuos que exhibian el polimorfismo DD con un valor de p=0.001, al compararlos
contra los que presentaron los polimorfismos II e ID; también observaron que el sexo
afectaba el comportamiento de los niveles de la enzima, encontrandose que los hombres
presentan valores mas elevados; sin embargo en los dos estudios no se informa si estas

diferencias fueron o no significativas.

De esto se dedujo que el efecto de los polimorfismos sobre los valores de la ECA en
sangre estd entre 28 y 47%, no se ha visto un efecto tnico, independiente, de este
polimorfismo que directamente modifique las concentraciones plasmadticas de la enzima,
el cual a su vez se veria reflejado sobre las cifras tensionales. Esto contribuye a afianzar
la hipdtesis de un gen principal o mayor, ain no encontrado, que actuaria junto con
otros factores genéticos en el desarrollo de la HTA, el cual estarfa ubicado cerca del
polimorfismo I/D probablemente en desequilibrio de ligamiento, haciendo de este
polimorfismo genético un buen marcador para detectar individuos a riesgo en la

poblacion santandereana.

En la presente investigacién no se encontrd que los otros polimorfismos de los genes del
SRA, como son M235T y T174M del gen AGT y el A1166C del gen rATl1, presentaran

asociacién con el fenotipo HTA en los individuos casos; a diferencia de la asociacion
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significativa entre la HTA y la presencia del polimorfismo CC del rAT1, observado en
el estudio de Bonnardeaux en caucasicos (43), el valor de la razén de riesgo para CC
fue de RRE=2.05 p=0.01; similar efecto observé Kunz (25), sobre 5493 individuos
blancos, donde el valor de la razén de riesgo fue significativo utilizando el modelo
aditivo TT vs MM con RRE=1.20 (I de C 95% 1.11, 1.29 p=0.0001), este dato se
increment6 al considerar dentro del modelo el centro de atencién de donde venia el
paciente y ajustar por historia familiar positiva, dando un RRE=1.43 (I de C 95% 1.25,
1.61); de igual forma esta asociacion significativa del polimorfismo TT del gen AGT se
observo en poblacion japonesa en el estudio de Kato (28), sobre 2349 personas, el valor
de la razén relativa de exposicion fue de RRE=1.2 (I de C 95% 1.0, 1.4); resultados
similares arrojé el metandlisis de Mondry (80), donde compard 25 estudios con
individuos de diferentes poblaciones, provenientes de la base de datos Cochrane,
determiné una asociacion significativa entre el polimorfismo TT del M235 del AGT e
HTA con valor de RRE= 1.23 (I de C 95% 1.13, 1.34); sin embargo en poblacién
espafiola el grupo de Giner (1) no encontré asociacidon con estos dos polimorfismos e
HTA, los valores ajustados por los otros factores de riesgo considerados anteriormente
fueron los siguientes: para el polimorfismo TT de M235 fue RRE=1.65 (I de C 95%
0.95, 2.86 p=0.075), y para el polimorfismo CC de A1166 del r1AT el RRE=1.12 (I de
C 95% 0.73, 1.69 p=0.611); similar efecto observé Ogihara (36), en poblacién japonesa
en 180 casos y 195 controles, donde el valor de RRE para el polimorfismo TT fue 1.6,
no da los valores del intervalo de confianza (I de C) ni el valor de la p de la razén

relativa de exposicion.

Queda claro que en las diferentes poblaciones donde estos polimorfismos genéticos del
SRA se han estudiado para observar si estdin o no asociados con la HTA, las
conclusiones al respecto no permiten un consenso definitivo sobre este tipo de
asociacion de riesgo ya que buena parte de los estudios muestran que los valores de las
razones relativas de exposicion son significativos para uno o dos polimorfismos pero en
otras no es posible demostrar que el estado portador del alelo asociado al riesgo (DD del
gen ECA, MM, o TT del gen AGT o CC del gen r1AT), sea suficiente para presentar el

fenotipo hipertenso; estas diferencias pueden deberse al trasfondo genético de cada
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poblacion afectado por el comportamiento migratorio de las personas y a la gran
mezcla poblacional; ademds debe tenerse en cuenta que existe una gama ya casi
definida de factores de riesgo ambiental que de manera aislada o en conjunto puedan
llevar a un individuo a tener HTA, lo que permite concluir que esta enfermedad es

poligénica y multifactorial.

Al observar el comportamiento de las frecuencias de los polimorfismos del gen ECA se
observa que los valores para la poblacion santandereana analizada siguen una
distribucién similar a las frecuencias de los caucdsicos, donde la prevalencia para el
genotipo DD vy el II son inferiores a la forma heterocigota del polimorfismo (ID), y se
observa ademads diferencias significativas en la distribucién que se encontré en el grupo
de casos y en el de los controles, como se ve en los trabajos de Tiret (22), Bonnardeux
(43), Arbustini (82), Kiema (34), Staessen (28), Fernandez-Llama (49), Giner (1),
Reich (57); diferente a la presentacion de este polimorfismo en poblacién oriental, en
la cual el genotipo DD es el menos frecuente al compararse con el heterocigoto ID y con
el homocigoto II como se puede ver en los resultados del estudio de Thomas (47), y de

Nakano (48).

Los genotipos predominantes en M235 y en T174 del AGT fueron el polimorfismo TT
del M235T y la forma TT de T174M, de acuerdo con las frecuencias alélicas donde los
valores de T eran cuatro veces mayor al valor del alelo M, estos genotipos asi como la
forma alélica T en los estudios hechos en poblacién caucdsica para detectar asociacion
de los polimorfismos del AGT con HTA se han visto que son los genotipos de riesgo
(35), (57); diferente a la distribucién que tienen estos alelos en el trabajo de
Jeunemaitre (86) en caucdsicos, donde en un grupo de individuos que portaban el alelo
M de T174M se encontr6 que predominaba en ellos el alelo T de M235T, el autor
detectd en poblacion francesa y en poblacion americana que el genotipo TT se asocia en
un 20% con una concentraciéon mds alta del AGT en plasma; sin embargo para este dato
no da los valores de los intervalos de confianza ni el de la p. Las frecuencias donde
predomind el alelo T o el genotipo homocigoto TT se parecen mds a las encontradas en

poblacion oriental como se ve en los trabajos de Tsai (87) en chinos, y son similares a
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las detectadas en las poblaciones negras, siendo diferentes a las frecuencias de las
poblaciones caucésicas donde la distribuciéon de los genotipos MM y TT del
polimorfismo M235T son parecidas de acuerdo a lo informado por Kunz (25), y por los

trabajos de Rodriguez-Pérez (72).

El efecto de este polimorfismo M235T y de la variante A(-6G) del gen AGT sobre la
presion arterial en poblacion espafiola, aparece informado en el trabajo de Kiema (34),
asi como en los trabajos de Staessen (28), quienes encontraron ademds que la forma
alélica T predominaba también en negros y asidticos. En poblacion espafiola se ha
reportado que las frecuencias de los alelos de M235T del AGT alcanzaron valores
cercanos al 50% cada una, tanto en los casos como en los controles, seglin aparece en el
metandlisis de Mondry (80), al igual que en el trabajo de Ferndndez-Arcas (85): se

observé valores similares para los alelos T y M en poblacién italiana sana (88).

Este alelo T de forma similar al alelo D del gen ECA se ha estudiado en otro tipo de
enfermedad cardiovascular como la cardiomiopatia hipertréfica, donde no se ha
demostrado una asociacion significativa, de acuerdo con los resultados de los trabajos
de Ishanov y Staessen (28); este dltimo autor ha buscado en poblacién caucdsica
asociacion de riesgo con la enfermedad arterioesclerdtica realizando aproximadamente
12 estudios en los cuales no ha encontrado asociacién entre el genotipo TT y la

arterioesclerosis OR combinado=1.16 (I de C 95% 0.76, 1.77 p=0.49).

Para el polimorfismo A1166C del gen rlAT las frecuencias en nuestra poblacion
mostraron casi una ausencia total de la forma homocigota para el alelo C (CC), como lo
encontré Ferndndez-Arcas (85) o Giner en poblacion espafiola buscando asociacion de
los polimorfismos del SRA con HTA (1): en poblacién oriental se ha encontrado un
comportamiento similar de acuerdo con lo informado por los trabajos de Thomas en su
analisis de la asociacion de los polimorfismos del SRA con el sindrome metabdlico en
poblacion china (47); en poblacidn afroamericana se ha visto que este polimorfismo es
el mas escaso y se observa en los individuos con HTA y en los controles no hipertensos,

segtin el trabajo de Bonnardeux (43), de la misma forma ha sido informado por Zhang
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(44) en poblacién alemana incluida en el “Monitoring trends and Determinants in
Cardiovascular Disease (MONICA). Diferente fue lo detectado en japoneses por
Miyamoto, quien encontr6 prevalencia del 11.7% en los casos y de 3.9% en los
controles de la forma homocigota CC, siendo estadisticamente significativa esta
diferencia, referenciados en el metanalisis de Staessen (28); Metimanno en poblacién
italiana sana detect6 para el alelo C una prevalencia cercano a la cuarta parte de los
valores para las frecuencias alélicas (88), el estudio fue hecho sobre 300 individuos
quienes fueron genotipificados para el polimorfismo A1166C; Staessen al tomar 4332
individuos de 13 estudios y comparar las frecuencias para los genotipos CC vs AA
encontré que predominaba la forma homocigota CC sobre la forma homocigota AA con
valores de 28% y de 9.2% respectivamente, y el heterocigoto CA vs AA, predominé en
caucdsicos al comparar las frecuencias de estos contra la de los asidticos y las

diferencias fueron significativas con valor de p=0.001 (28).

Estas diferencias estin mostrando que las frecuencias para los polimorfismos de los
genes del SRA son afectadas por la raza o etnia que define un trasfondo genético
particular para cada grupo poblacional; es asi como las diferencias observadas entre las
frecuencias de nuestra poblacién santandereana al ser comparadas contra las detectadas
en otros grupos humanos caucdsicos, orientales y negros, pueden deberse a factores que
van desde: los efectos de los genes fundadores, a las migraciones observadas ayer y
hoy, condicionadas por el conflicto armado que vive nuestro pafs, asi como a la deriva
genética, que pudieron afectar la composicién genotipica de los individuos que
componen la poblacién de donde se tomd la muestra para este estudio; todos estos
efectos se reflejan en los valores de sus frecuencias polimoérficas que muestran la gran
mezcla de poblacién caucdsica con oriental y con negra que dio origen a nuestra
poblacién mestiza y que la hace tan diversa. Estos factores modificadores presentes en
la poblacién que va a ser objeto de un estudio de asociacion, deben ser tenidos en cuenta
en el momento de disefiar las encuestas para la recoleccién de los datos, donde ademads
de solicitarle informacién al individuo sobre el sitio donde nacid, debe ser interrogado

con relacion al lugar de origen de sus ancestros, padres y abuelos, para definir la
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poblacion de origen del sujeto analizado y considerarlo en el momento de la

interpretacion de los resultados.

Las frecuencias genotipicas para los polimorfismos del gen ECA y del gen r1AT se
encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), similar a lo observado en la gran
mayoria de trabajos revisados anteriormente (1, 19, 28, 80); sin embargo las
frecuencias para los polimorfismos del gen AGT M235T y T174M no estaban en EHW
en la poblacién analizada, tenemos que en los casos este efecto corresponde a las
frecuencias para T174 y en los controles fueron las frecuencias genotipicas para M235,
las cuales se encuentran lejos de los valores de no significancia; este efecto de
desequilibrio en las frecuencias genotipicas también se observé en otros estudios como
en el de Metimano (88), llevado a cabo en poblacién italiana, y por Mondry (80) en su
andlisis de la HTA en poblacién alemana donde se establecié que este efecto era debido
al exceso de heterocigotos MT (62.4%) y a la baja frecuencia de TT (3.7%), situacion
que no se presentd en la poblacién santandereana donde la prevalencia del genotipo
homocigoto TT corresponde al triple de la frecuencia del heterocigoto MT en los casos,
llegando a no aparecer ninglin genotipo homocigoto para MM en el caso del
polimorfismo M235T para el gen AGT; para el polimorfismo T174M la frecuencia del
genotipo heterocigoto TM en los controles fue cuatro veces la observada en los
homocigotos TT para este marcador, mientras que el otro genotipo homocigoto MM
tuvo una frecuencia muy baja correspondiendo solo al 0.5% del total de genotipos para
este polimorfismo; como explicaciones posibles a este desequilibrio estdn los errores en
la genotipificaciéon en que pudieron haber incurrido las operarias del laboratorio debido
a impericia o a falta de prictica en el desarrollo de las técnicas moleculares para esta
clase de andlisis, en este caso se descarta este clase de errores ya que las bacateriologas
eran personas debidamente entrenadas, con experiencia certificada y con un ejercicio
profesional de mas de 7 afios de trabajo en el laboratorio de molecular; asi como la
buena definicién de las bandas en los geles de agarosa utilizados en las electroforesis, el
uso de un marcador de peso molecular que permitié comparar los tamafios de las
bandas de los polimorfismos observados, el empleo de patron positivo y patrén negativo

en cada amplificacion y en cada corrida electroforética lo cual garantizaba la calidad de
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las genotipifaciones observadas; otra causa posible es el tamafio de muestra que en este
caso se optimizo al aparear por sexo y edad a los casos y a los controles, ya que
mientras mds grande sea la muestra esta clase de desequilibrio se puede evitar; el mayor
nimero de casos que de controles es otra posible fuente de error tal como fue citado por
Tiret (22), en nuestro caso se observa esto ya que el niimero de casos fue de 255 y el de
controles fue de 231, la diferencia esta en 24 individuos los cuales pudieron haber
afectado el EHW para este marcador que presentdé un comportamiento en sus
frecuencias muy diferente a los otros polimorfismos cuando se comparé las
prevalencias de sus genotipos con la de poblaciones caucdsicas, orientales y negras; la
ultima fuente de error citada por Tiret es la diversidad en el origen de los controles que
se utilizan para estos estudios poblacionales sin embargo en esta investigacion se

obtuvieron los controles de la misma poblacién de origen de los casos.

No se detecto efecto de estructura en la poblacién que se analizd, los valores de las
frecuencias genotipicas para los polimorfismos short tandem repeats (STR) del sistema
FFFL®, las cuales estaban en EHW y sus frecuencias no mostraron una estratificacion
en la poblacién seleccionada, como tampoco se observd esto para los polimorfismos de
los genes del SRA; lo cual permite concluir que los controles si son comparables con los

casos y provienen de la misma poblacién que dio origen a los casos.

No hubo efecto de los polimorfismos del SRA sobre los valores de las presiones medias
arteriales sistdlica (PAS) y diastlica (PAD), cuando estos genotipos fueron
considerados como la variable de salida y la variable ser caso o ser control fue incluida
en el modelo; esta asociacion de efecto fue buscada solamente en los individuos casos
que no estaban en tratamiento, ya que si se hubiera considerado los casos tratados era
posible que el tratamiento confundiera el efecto de los polimorfismos y no permitiria
ver si estos afectaban las cifras, tal como aparece citado por Staessen y fue observado
por Takami (28) en poblacién japonesa sobre 536 sujetos analizando solamente los
polimorfismos del gen r1 AT, asi como por Giner (1) en poblacién espafiola donde las
diferencias de las cifras promedios de la PAS y de la PAD no se afectaron por los

polimorfismos del SRA; sin embargo él si encontré que en sus controles
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genotipificados para M235 y que presentaban el polimorfismo homocigoto para TT sus
cifras de PAD si fueron significativamente elevadas, los autores no dan el dato. Efectos
diferentes encontraron otros autores entre los que tenemos a Wan y Staessen (28)
quienes en 74 grupos con 12230 individuos detectaron pequefias variaciones de las
cifras tensionales los cuales dependian de los genotipos, los autores no dan los datos; en
poblacion italiana donde observaron en 125 casos sin tratamiento que las cifras de PAS
y PAD se asociaban de manera lineal y significativamente con el alelo C del
polimrfismo A1166C del rlAT ajustando por sexo, edad, IMC, alcohol y el
polimorfismo M235T, no dan las cifras; asi como en italianos hospitalizados donde el
genotipo homocigoto CC en el modelo recesivo (CC vs CA+AA) se asociaba a

disminucién en las cifras de PAS y PAD.

Las discrepancias en los resultados encontrados sobre el efecto lineal de los
polimorfismos en las cifras de PAS y PAD estdn sefialando que pueden existir otros
genes de los cuales dependerian estas variaciones y su expresion dependeria del

trasfondo genético de cada poblacién.

La interaccién del polimorfismo DD del gen ECA con relaciéon a la obesidad medida
por IMC (IMC > 30), que fue observada al hacer un modelo de regresion logistica no
condicional, pudiera indicar que en los sujetos obesos las concentraciones de la enzima
en sangre son mayores y por tanto la vasopresion es persistente y pudiera contribuir a
desencadenar junto con otros factores genéticos y ambientales el aumento en las cifras

de tension arterial.

El sesgo de seleccion que pudiera estar afectando estos resultados se controlé cuando
los controles fueron seleccionados de la misma poblacién de donde provenian los casos;
el sesgo de clasificacién que pudo cometerse en la genotipificacién de los individuos
analizados se controlé de varias formas, en principio quienes hacian las pruebas no
conocian la condicion de caso o control del individuo, en segundo lugar las bandas de
los genotipos de los polimorfismos que no se observaban claramente en la electroforesis

eran repetidas, la tercera medida fue utilizar controles positivos y negativos en cada uno
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de los pasos de la prueba donde era posible hacerlo, en cuarto lugar los reactivos
utilizados fueron sometidos a controles rigurosos por las empresas productoras
garantizando su calidad; el sesgo de confusion se controld por medio de la forma como

se hizo el andlisis epidemioldgico, utilizando la regresién logistica condicional.
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8. EVALUACION CRITICA DE LOS RESULTADOS

8.1 POSIBLES SESGOS DEL ESTUDIO

° Sesgo de seleccidon: se pudo dar este sesgo debido a las pérdidas que se
presentaron por que no amplificaron las muestras de algunos individuos tanto caso
como control; aunque estos individuos tenian una edad promedio de 55 afios y eran
personas de ambos sexos, presentaron diferencias significativas en los valores de
presion arterial diastdlica al compararlos con los sujetos que se quedaron en la

investigacion, mostrando con esto que eran diferentes.

° Sesgo de clasificacion: se pudo reducir en lo posible los errores de
clasificacion a la exposicion, ya que se conté con un equipo de laboratorio
experimentado (laboratorio de genética de la Facultad de salud de la UIS), en la
realizacion de pruebas moleculares para genotipificar los individuos; ademds de contar
con reactivos de buena calidad y con controles positivos y negativos que permitié
disminuir al maximo la mala interpretacion de los resultados; asi como con el
enmascaramiento de las operadoras en el momento de la realizacién de las

genotipificaciones .

° Sesgo de confusion: el disefio de casos y controles apareado por sexo y edad y el

modelamiento de estas posibles variables confusoras permitié controlar este sesgo.
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9. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1. Se establecié una asociacion de riesgo entre el polimorfismo DD del gen de la
ECA y la HTA, en un grupo de la poblacién santandereana proveniente de los estratos 2
y 3 de la ciudad de Bucaramanga, considerando ademads otros factores personales como
el antecedente de tener un padre o una madre hipertensos, el sedentarismo y la

obesidad.

2. Las frecuencias genotipicas del polimorfismo DD del gen ECA, presentaron
diferencias significativas en su distribucidon en los individuos que tenian hipertension
arterial esencial (casos) con relacién a los individuos que no tienen cifras tensionales

aumentadas.

3. Los individuos que poseen el polimorfismo DD del gen ECA tienen un riesgo
mayor de casi dos veces mds de presentar hipertension arterial esencial con respecto a

los sujetos que presentan otros polimorfismos para el gen ECA.

4. Los polimorfismos del AGT y del r1AT no presentaron asociacién alguna con
respecto a la HTA.
5. El estudio apareado por sexo y edad tiene suficiente poder (> 80%), para

determinar asociaciones con RRE>2.0 en poblaciones mestizas como la santandereana.

6. Existe un efecto de interaccion aditiva con el polimorfismo DD del gen ECA en

los individuos que tienen obesidad.

7. La poblacion santandereana analizada en esta investigacion es una mezcla de
diferentes influjos raciales, lo cual determiné desequilibrio en la distribucion de las
frecuencias genotipicas en el grupo de controles y de casos para algunos polimorfismos

del SRA, como el M235 y el T174 del AGT.
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8. Este estudio de epidemiologia molecular es el primero en su género en
determinar si una poblacion analizada mediante el disefio de casos y controles presenta

subestructura poblacional; en este caso no se observd esta caracteristica en el grupo

analizado.
9.1 Recomendaciones
. Continuar investigando el efecto de otros polimorfismos genéticos como los

SNP (single nucleotide polymorphism), y su relacién con la HTAE, para determinar si

su comportamiento es similar o disimil al presentado en otras poblaciones.

° Plantear estudios de intervencién farmacoldgica en los grupos a riesgo y
observar si la respuesta a la medicacién tiene o no relaciéon con los polimorfismos

genéticos.
o Para préximos estudios epidemioldgicos determinar desde el inicio el sitio de

nacimiento de los individuos analizados y si padres y abuelos proceden de la misma

region.
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11. ANEXOS
11.1 ANEXO A

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Cadigo de barras

Encuesta de factores de Riesgo para Enfermedades Cronicas No Transmisibles en la Poblacién de
Bucaramanga
FORMA 5: Consentimiento Informado Individual

La Universidad Industrial de Santander, las Secretarias Departamental y municipal de salud y la Organizacién
Panamericana de la Salud, OPS estdn haciendo un estudio sobre problemas de salud en Bucaramanga. El objetivo del
estudio es conocer la cantidad de personas afectadas por enfermedades crénicas, como las enfermedades del corazén
y el cancer por ejemplo, y la cantidad de personas que tienen factores que las hacen mas susceptibles a adquirir este
tipo de enfermedades. Esta informacién se usard para desarrollar un programa de prevencion de estas enfermedades
llamado CARMEN. La finalidad del programa CARMEN es reducir los casos y las muertes por enfermedades
crénicas en la poblacién de Bucaramanga y posteriormente en todo el pais.
Si dentro de las personas de su familia que estdn entre 15 y 64 afios de edad. Si Ud. decide participar en el estudio le
haremos una entrevista hablada; en esta entrevista le preguntaremos sobre algunas enfermedades que Ud. podria
haber padecido, sobre algunos comportamientos como hacer ejercicio, fumar y tomar alcohol, y sobre sus habitos
alimenticios.
Ademas, si Ud. acepta participar, le invitaremos a asistir a una evaluacién médica en un local cercano a su vivienda.
En esa evaluacién le tomaremos la presion arterial, lo pesaremos y le mediremos la cintura y la cadera. También le
tomaremos una muestra de aproximadamente cuatro cucharadas de sangre (40 ml), en vario tubos. Ese dia Ud.
tendria que asistir en ayunas (sin tomar nada diferente al agua desde la noche anterior) para tomarse la muestra de
sangre. La muestra se tomard con agujas nuevas y con equipo estéril para su seguridad. La toma de la muestra de
sangre le puede ocasionar un dolor leve. En algunas personas se puede formar un hematoma (morado) en el lugar de
la puncién, que desaparece en el transcurso de una semana. La muestra de sangre se usard ahora para medir su nivel
de azicar y colesterol. Estas se guardaran y en un futuro, podrian usarse para otras investigaciones incluyendo
estudios genéticos. En tal caso, dichos estudios tendrian que ser autorizados por un comité de ética en investigacion.
Todos los datos recolectados en esta encuesta, incluyendo los resultados de pruebas usadas en futuros estudios serdn
confidenciales y s6lo se usaran para los propdsitos del mismo. En ningtin caso los participantes serd identificados de
forma individual.
Es bueno que Ud. tenga presente que atn si decide participar en el estudio, Ud. tiene el derecho de negarse a
contestar cualquier pregunta o hacerse cualquiera de las mediciones que se haran en el estudio.
Los riesgos derivados de su participacion en este estudio son minimos. Sin embargo, Ud. podria beneficiarse directa e
indirectamente. Si Ud. participa en el estudio los resultados de sus pruebas (de Colesterol y Glicemia), le serdn
entregados a fin de que puedan serles ttiles en su cuidado médico regular. Ademds, si alguna de sus pruebas es
anormal, Ud. recibiria consejeria sobre dénde y cudndo buscar asistencia. Por otra parte, los resultados del estudio
servirdn para desarrollar un programa de prevencion de enfermedades crénicas que serd de beneficio para toda la
comunidad.

Si Ud. tiene alguna pregunta adicional sobre este estudio, Ud. puede contactar a las doctoras: Myriam Orostegui Arenas
y Rocio del Pilar Palmera Sudrez, en el Centro de Investigaciones Epidemioldgicas de la Universidad Industrial de
Santander, al teléfono 6345781 y la doctora Maria Enoris Arango, de la Secretaria Departamental de Salud de Santander,
al teléfono 6336233 extension 245.

Acepta Ud. participar en este estudio? Si No
* Nombre del participante Firma C.C.
* Nombre del padre, madre o tutor Firma C.C.

(Si es menor de 18 afos)
Nombre encuestador Firma
Fecha __ _ /dia__ _ /mes ___ /afio
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INFORME SOBRE LA EJECUCION PRESUPUESTAL DEL PROYECTO

RECURSOS EN

APORTES  |CONTRAPARTIDA
RUBRO COLCIENCIAS uIs Mg;%f)]s)E
PERSONAL 15184 61679 76863
EQUIPO 20000 197090 217090
VIAJES 0 10500 10500
MATERTALES 852 0 852
BIBLIOGRAFIA 1000 0 1000
CONSTRUCCIONES 0 12000 12000
PUBLICACION 0 200 200
MANTENIMIENTO 0 12000 12000
DE OFICINA
SOFTWARE 1000 0 1000
EVALUACION Y 7500 0 7500
SEGUIMIENTO DEL
PROYECTO
SERVICIOS 62022 0 62022
TECNICOS
TOTAL 105062 293469 398531

-05 -




11.2 ANEXO B

Tabla 1. Factores de riesgo para desarrollar HTA

TITULO
Factores de  riesgo
asociados con la
prevalencia de HTA en
adultos de

Bucaramanga,

Colombia.

Overweigth and obesity
in children and
adolescents: relationship
with blood pressure, and
physical activity.
Portugal

Overweigth and obesity
in relation to
cardiovascular  disease

risk  factors  among
medical students.
Greece

Blood pressure, lipids,
and other risk factors for
cardiovascular  disease

in aborigens and persons

AUTORES
Bautista LE, Vera-Cala LM,
Villamil L, Silva S, Pefia I,
Luna L.

Salud piblica de Mex. 2002;
44: 399-405.

Ribeiro J, Guerra S, Pinto A,
Oliveira J, Duarte J, Mota J.

Ann. Hum Biol Mar-Apr 2003;
30(2): 203-213.

Bertisias G, Mammas ],
Lanardakis M, Fakatos A.

BMC public health Jan 8 2003;
3(1): 3-7.

Guest CS, O’Dea K, Larkins
RG.

DISENO
Encuesta

transversal de

base
poblacional.

No describen

No describen

Encuesta
transversal

MUESTRA
365 adultos, con edades
mayores a 20 afios.

1439 nifios entre 8-16
afios.

Adultos jévenes

301 aborigenes, 553
europeos
urbana de 1989 personas,

y muestra

todos con edades entre

96

RESULTADOS
MPS y MPD en hombres 122.5 y 88.1 mm Hg, y en mujeres 117.2 'y 75.4 mm Hg,
significativa la diferencia. La PS ajustada aument6 con la edad, mds en hombres
que en mujeres. La PD no cambio con la edad. Por cada aumento de un Kg/m2 laPS
aumento en 0.76 mm Hg.

Con respecto al ESE, los participantes del bajo tuvieron PS 6.82 y PD 9.8 mm Hg
mayor que los del nivel alto. Hubo interaccién edad y sexo (p=0.007).

La prevalencia ajusta de HTA (PHTA) aument6 con la edad siendo mayor en los
>50 afios que en los de 20 y 30. El sexo no tuvo efecto sobre PHTA (p=0.795).

Por cada aumento de un Kg/m2 la PHTA aument6 3% y las personas de ESE bajo
tuvieron una PHTA 1.84 veces mayor las del alto.

IMC asociado PD y PS p< 0.05. Indice de actividad fisica (IAF), no tuvo relacién
con los valores de 1a PS y la PD.

El IMC en su ultimo cuartil tuvo 1.5 veces probabilidad de tener al menos un factor
de riesgo para ECV, HTA o un IAF bajo.

IMC fuerte predictor de la hipertension arterial.

IMC y el nivel de colesterol total fue mayor entre los hombres y las mujeres de
origen europeo con p=0.02 y p<0.001.

La etnia es un factor de riesgo en este grupo analizado. La poblacién rural
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25-64 anos.

La muestra de 34
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pareados por edad y sexo
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RESULTADOS
consumia mads de un cigarrillo al dfa al compararla contra la urbana.

La hiperinsulinemia no es factor de riesgo para el desarrollo de la hipertension
arterial.

El nivel de colesterol HDL y de colesterol total se encontrd asociado a los niveles
de PS, significativamente, su efecto es sinérgico en el desarrollo de la enfermedad

coronaria.

Los niveles de triglicéridos, insulina, el indice de resistencia a la insulina, y el
indice cintura-cadera estan asociados significativamente con los valores medios de
la presion arterial, la asociacion es mayor en los pacientes del grupo I al
compararlos con los del grupo II y III p<0.05.

Los niveles aumentados de endotelina-1 se correlacionaron con el desarrollo de
enfermedad cardiovascular, la correlacion fue en particular con la media de la
presién arterial (r=0.23, p<0.005).

Los niveles de triglicéridos se correlacionaron de manera independiente con los
valores de endotelina-1 p<0.001 y con los valores MPA p<0.001.

Se encontraron 771 personas hipertensas, las cuales presentaron valores de
hipercolesterolemia > 240 mg/dl, IMC > 30 Kg/m® , hipertrigliceridemia con
valores > 200 mg/dl y el colesterol HDL estuvo por encima del 35%.
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RESULTADOS

Los pacientes con el genotipo DD responden menos a la vasodilatacién que los
pacientes con genotipo ID e II, el valor de p<0.005.

Encontraron que 165 pacientes tenfan historia familiar de enfermedad coronaria y
68 presentaban ademds enfermedad coronaria, correspondiendo al 18.2% vs 11.8%
respectivamente con una p<0.05.

Los niveles de Lp(a) en los pacientes con historia familiar de enfermedad coronaria
fueron de 33.3% vs 19.9% en los que no tuvieron positivo el antecedente con una
p<0.02.

HTA se encontré en 28.1% en los pacientes con historia negativa y sin enfermedad
coronaria, al comparar contra los que tenian este antecedente positivo y enfermedad
coronaria se encontrd en estos una prevalencia de HTA de 63.3%, p<0.00002.

Los valores de colesterol total, de colesterol LDL, Apo AIl, Apo CIII, Apo E y
Lp(a) fueron significativamente mayores (valores de p<0.05 a 0.0001), al comparar
los pacientes con HTAE contra los controles normales.
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RESULTADOS

Prevalencia de HTA 52%. Prevalencia de fumadores de cigarrillo 50% y
prevalencia de DM de 25%, entre los casos respecto de los controles.

No hubo hallazgos significativos al comparar los valores encontrados en el perfil
lipidico.

Encontr6 la Obesidad, la dislipidemia, la intolerancia a la glucosa y la hipertrofia
del ventriculo izquierdo, como riesgos agrupados en grupos de 3 o mds y asociados
a la HTA cuatro veces mds de lo que se espera por azar. Mds del 50% de los
pacientes de la cohorte que presentaban HTA presentaban estos riesgos.

La prevalencia de sindrome de resistencia a la insulina en la poblacion general
puede ser como de 22% en hombres comparado con el 27% en mujeres.

Entre los pacientes con HTA cerca del 40% de los eventos coronarios se produjeron
en hombres y 68% en mujeres, estos fueron atribuibles a la presencia de dos o mas
factores de riesgo adicionales. Solamente 14% de los eventos coronarios en hombre
hipertensos y en el 5% de las mujeres ocurrieron en ausencia de factores
adicionales de riesgo.

PAD cae en los pacientes >60 afios, mientras que la PAS aumenta; en los <60 aflos
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RESULTADOS
grupo 4 (TA 173/90) aumenta
significativamente la PAS, mientras la PAD no mostré cambios significativos. El

asciende gradualmente la PAD. En el

andlisis se hizo por ANOVA la F=34.1 p<0.001 para ambos sexos, para hombres
fue de 25.3 y para mujeres de 11.9.

Se hizo regresion lineal de cada componente de la PA con edad, grupos de PAS,
cohorte y sexo: Sexo: grupos 3 (HTAS estado I) y 4 (HTAS 2,3,4), la PAS cae en
mujeres con respecto a los hombres después de la década de los cuarenta,
desaparece esta diferencia en la década de los setenta y lo contrario se da en la de
los ochenta en todos los grupos. Con relacién a la PAD en el grupo 4 es mayor en
las mujeres que en los hombres en 8-9 mm Hg, en el grupo 1 es mds baja en las
mujeres en 2-3 mm Hg al compararla con la de los hombres en la década de los
cuarenta aflos, pero desaparecen estas diferencias después de la década de los
setenta.

La variable de salida fue enfermedad cardiovascular. Las variables analizadas:
Edad HR: 2.04 p=0.0001

Sexo HR: 1.93 p=0.0001

Fumar HR: 1.73 p=0.0001

PS HR: 1.31 p=0.0001

PD HR: 1.1 p=0.0057

Historia de ataque isquémico HR: 3.62 p=p=0.0001

Historia IAM HR: 2.51 p=0.0001

Historia de DM HR: 1.87 p=0.0001

IMC (5kg/m”®) HR: 0.84 p=0.0001

Historia o tratamiento HTA HR: 1.46 p=0.0001

Edad HR: 1.57 (IC 95%: 1.19-2.07) p<0.001 en hombres mayores de 50 aflos.

Colesterol total HR: 1.36 (IC 95%: 0.95-1.95) p<0.002 en hombres con niveles >
220mg/dl.

Ingesta de alcohol >2.0 HR: 1.73 (IC 95%: 1.22-2.46) p<0.002.



11.3 ANEXO C

Tabla 3.

asociacion entre polimorfismos del SRA e HTA

NOMBRE

BIOLOGICAS

Estas variables en el cuestionario
vienen en el Modulo 1:
Identificacion. Numeral 1.1

Identificacion general.

e Sexo

e Edad

Numeral 1.2 Caracteristicas

personales

Raza

SOCIOECONOMICAS

e Estado civil

DEFINICION DE LAS VARIABLES

Se definen de acuerdo a los pardmetros
recogidos en la encuesta de CARMEN.

Pregunta N° 12

Sexo Femenino: Masculino:
Pregunta N° 13:

fecha de nacimiento: dia
mes afo

Pregunta N° 14: Cuantos afios cumplidos tiene
usted? (compare con la 13 y corrija si es
necesario)

Pregunta N° 19: Color de la piel (desde la
percepcidn del entrevistador) Cual de las
siguiente opciones describe mejor al
entrevistado: Blanco, Mestizo, Mulato, Negro,
Indigena, Asidtico u oriental y Otros

Definido en la pregunta N° 20: Cual es su
estado civil actualmente?

Soltero (a), casado (a), viudo (a), divorciado
(a), unidn libre, separado (a).

101

Descripcion de las variables seleccionadas para el analisis de la

ESCALA
MEDICION

Nominal, dicotémica
Hombre=masculino
Mujer=Femenino

Razén

Continua en afios

Nominal
1=Blanco,
2=mestizo,
3=mulato,
4= negro,
S5=indigena
6=oriental
7=otros

Nominal

1= soltero

2= casado

3= viudo

4= divorciado
5= unién libre
6= separado



El

En el numeral 1.4 cobertura y

numeral 1.3
sociolaboral, define la ocupacién.

Ocupacién

Seguridad social

acceso a la atencion médica

situacion

Pregunta N° 24: Estd usted realizando algin
trabajo remunerado (pagado) en este momento:
Si_ No___ (Pase 26)

N° 25: Cudl de las siguientes categorias

describe  mejor su ocupacién actual?
Profesional (médico, abogado,...), Comerciante
(Ventas, C. Informal, )y Trabajo

administrativo (secretaria...), Mano de obra
especializada /técnico, Trabajos generales
(obrero, mensajero, ...), Propietario de negocio
/independiente, Ama de casa,
Hacendado/granjero, Policia/Militar,
Estudiante, Religioso(a), Otro, Cudl. Pase N°
27.

Pregunta N° 30: a su familia le aplicaron la
encuesta del Sisben? Si___ no___(pase a la 32)
no sabe___ no recuerda (pase a la 32).
Anos____ meses n° 32: tiene carné del
Sisben? Si___no___ n° 31. Hace cuanto tiempo
le aplicaron la encuesta del Sisben? (menos de
un afio o0 un afio) afios_____ meses n® 32:
tiene carné del Sisben? Si___no___ n°33:enel
ultimo afio ha estado usted asegurado o es
beneficiario de un plan de salud? Siempre, si
pero no siempre, no (pase a la 