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GLOSARIO

ADN: Acido desoxirribonucleico, es el material genético presente en el nucleo

celular.

ALELO: Una de las variantes de un gen, por lo general se refiere a una especifica

sitio en el gen.

CROMOSOMA: Cada uno de los pequefios cuerpos en que se organiza la

cromatina del nucleo celular durante las divisiones celulares.

DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO: Medida de asociacion entre los alelos de

diferentes loci.

DOMINANTE: Describe cualquier rasgo que se expresa en un heterocigoto, es

decir, una copia de ese alelo es suficiente para manifestar su efecto
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.

GENOMA: La coleccién completa de la informacion genética (0 genes) que

un organismo posee.

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

proteina completa.
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GENOTIPO: Serie completa de genes contenidos en el material genético
presente en un individuo, el término se usa a veces en un sentido mas limitado

para indicar los alelos existentes en uno o mas loci.

HAPLOTIPO: Set de alelos en un cromosoma que tienden a heredarse en bloque.

HETEROCIGOSIDAD: Probabilidad matematica de que un individuo sea

heterocigoto en un loci.

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

determinado locus de un par de cromosomas homadlogos.

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

determinado locus de un par de cromosomas homaologos.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

RFLP: Restriction fragment length polymorphism 6 polimorfismo en la longitud de
los fragmentos de restriccion. Técnica para estudios moleculares de las

secuencias del DNA.

SNP: Single nucleotid polimorphism, o polimorfismo de nucleétido simple.
Variacion en la secuencia de ADN que ocurre cuando un nucle6tido simple en el
genoma difiere entre miembros de una especie o pares de cromosomas de un

individuo.
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RECESIVO: Describe cualquier rasgo que se expresa en un individuo homocigoto
pero Yy que no esta en un heterocigoto, es decir, dos copias de ese alelo son

necesarios para manifestar su efecto.
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RESUMEN

TITULO: Polimorfismos del gen de la quinasa 4 del receptor dopaminérgico acoplado a la proteina
G (GRK4) como factores de riesgo para hipertension arterial esencial (HAE) en una muestra
poblacional de Bucaramanga.

AUTOR: LEON, Francisco Javier ~

PALABRAS CLAVES: Gen GRK4, polimorfismos, 448G>T (R65L), 679C>T (A142V), 1711C>T
(A486V), caso-control, proteina G, hipertension arterial esencial.

DESCRIPCION

Se ha sugerido que los receptores del gen de la quinasa 4 acoplados a las proteinas G (GRKSs)
estan asociados al desarrollo de la hipertension arterial esencial (HAE) y especificamente los
polimorfismos 448G>T (R65L), 679C>T (Al42V) y 1711C>T (A486V) de los receptores
dopaminergicos (DR1), porque afectan su actividad al hiperfosforilarlos, fendmeno que se refleja en
la disminucién de su capacidad de union con la proteina G, cesando el efecto natriurético, y
posibilitando el incremento de la carga de sodio y agua en el tibulo contorneado proximal y
consecuentemente un aumento de la tension arterial.

Objetivo: Determinar si los polimorfismos 448G>T (R65L), 679C>T (A142V) y 1711C>T (A486V)
del gen de la quinasa 4 (GRK4) del receptor dopaminérgico acoplado a la proteina G son factores
de riesgo independientes para HAE en una muestra poblacional de Bucaramanga.

Materiales y métodos: se seleccionaron un total de 549 individuos con HAE (casos) y 552
normotensos (controles), pareados por sexo, edad e indice de masa corporal (IMC). Para el calculo
de la muestra se contemplaron los parametros: Nivel de confianza del 95%, poder de 86%, riesgo
relativo esperado (RRE) de 2.0 y la frecuencia del alelo de menor prevalencia que fue del 11%. Se
extrajo ADN por el método de fenol-cloroformo con posterior amplificacion y deteccion por PCR-
RFLP. Los datos obtenidos fueron analizados con los software Epi Info versién 3.5, Arlequin v 3.5
GenAlex 6.3 y Stata 9.

Resultados y discusion: Los polimorfismos se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg (EH-
W), el méas diverso fue el 448G>T (R65L) con una frecuencia de heterocigotos del 47,8% y no se
encontro estructura genética poblacional (Fst -0,000007). Para el andlisis de asociacion se empleo
la regresion logistica y no se encontré asociacion entre ninguno de los polimorfismos del gen
GRK4 y la HAE en la muestra poblacional estudiada.

) Trabajo de grado
Facultad de salud. Escuela de Medicina y Escuela de Microbiologia y Bioanalisis, Directora Adriana Castillo
Pico.
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RESEARCH ABSTRACT

TITLE: The polymorphisms in the G protein-coupled receptor kinase 4 gene (GRK4) (R65L, A142V
and A486V) and essential hypertension as risk factors for essential hypertension (EH) in a

population sample of Bucaramanga*

AUTHOR: LEON, Francisco Javier**

KEY WORDS: Gene GRK4, polymorphisms 448G> T (R65L), 679C> T (Al42V), 1711C> T
(A486V), case-control study, protein G, essential hypertension.

DESCRIPTION

It has been suggested that the receptors kinase 4 gene coupled to G proteins (GRKs) are
associated with the development of essential hypertension (EH) and specifically the polymorphisms
448G> T (R65L), 679C> T (A142V) and 1711C> T (A486V) of dopamine receptors (DR1), because
they affect its activity when being hyperphosphorylated- This phenomenon is reflected in the decline
of their bond with the protein G, ceasing the natriuretic effect and enabling the increase of the load
sodium and water in the proximal tubule and consequently an increase in blood pressure.

Objective: To determine whether polymorphisms 448G> T (R65L), 679C> T (A142V) and 1711C>
T (A486V) of the G protein-coupled receptor kinase 4 gene (GRK4) are independent risk factors for
EH in a population sample of Bucaramanga.

Materials and methods: We selected a total of 549 individuals with EH (cases) and 552
normotensive (controls), matched by sex, age and body mass index (BMI). To calculate the sample
the following parameters were considered: confidence level of 95%, power of 86%, expected
relative risk (ERR) of 2.0 and minor allele frequency of prevalence was 11%. DNA was extracted by
phenol-chloroform method with subsequent amplification and detection by PCR-RFLP. The data
were analyzed with Epi Info software version 3.5, Arlequin v 3.5 GenAlEx 6.3 and Stata 9.

Results and discussion: The polymorphisms were in Hardy-Weinberg equilibrium (EH-W), the
most different were 448G>T (R65L) with a heterozygote frequency of 47.8% and a population
genetic structure was not found (Fst -0.000007). For the association analysis, logistic regression
was used and we did not find any association between any of the GRK4 gene polymorphisms and
EH in the sample population studied.

Research abstract

" Facultad de salud. Escuela de Medicina y Escuela de Microbiologia y Bioanalisis, Directora Adriana Castillo
Pico.
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INTRODUCCION

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades
cardiovasculares (EC) fueron la primera causa de muerte a nivel mundial; en el
afio 2005, dentro de este grupo de patologias se encuentra la hipertensiéon arterial
esencial (HAE) la cual es responsable de mas del 90% de las consultas en

cardiologia.

La HAE tiene una etiologia multifactorial, por tanto en ella participan diferentes
factores tanto de naturaleza bioldgica como ambientales; entre los factores
biolégicos estan la étnicidad, el sexo, la edad y los genes y entre los factores
ambientales estan la nutricion, la no actividad fisica, la ingesta de alcohol, el
tabaquismo y el estrés; estos estan relacionados con el estilo de vida de individuo
y por tanto pueden ser modificables. También existen enfermedades de base que
pueden influir en el desarrollo de HAE como la diabetes, obesidad y la

hipercolesterolemia.

Desde la década de los 90 se ha dado gran importancia a los estudios genéticos
a nivel molecular y en especial al estudio de los genes implicados en la regulacién
de los diferentes procesos fisiologicos, principalmente a nivel renal como uno de
los sitios clave en la homeostasis corporal y por tanto en la regulacion de la

presion arterial.

En los ultimos afios ha tomado gran importancia el estudio de las proteinas G que

participan en la regulacion del equilibrio electrolitico a nivel renal y especialmente

los polimorfismos 448G>T, 679C>T y 1711C>T del gen de la quinasa 4 del

receptor dopaminérgico acoplado a las proteinas G; estos han sido involucrados

como factores que afectan la funcion de la quinasa 4, produciendo la

hiperfosforilacion del receptor y disminuyendo su capacidad de union con la
21



proteina G, cesando el efecto natriurético, y posibilitando aumento de la carga de

sodio y agua con un aumento posterior de la tension arterial en el individuo.

Este trabajo pretende establecer si existe asociacion entre los niveles de tension
arterial y los polimorfismos del gen de la quinasa 4 (GRK4) utilizando un disefio de

casos y controles en una muestra poblacional de Bucaramanga.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar si los polimorfismos 448G>T (R65L), 679C>T (A142V) y 1711C>T
(A486V) del gen de la quinasa 4 (GRK4) del receptor dopaminérgico acoplado a la
proteina G son factores de riesgo independientes para Hipertension Arterial

Esencial (HAE) en una muestra poblacional de Bucaramanga.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.2.1 Cuantificar las prevalencias de los polimorfismos 448G>T (R65L), 679C>T
(Al42V) y 1711C>T (A486V) del gen de la quinasa 4 (GRK4) en una muestra
poblacional con hipertension arterial esencial (casos) asi como en una muestra

poblacional no hipertensa (controles) de Bucaramanga.

1.2.3 Cuantificar las prevalencias de los haplotipos de los polimorfismos del gen

de la quinasa 4 (GRK4) en una muestra poblacional de Bucaramanga.

1.2.2 Cuantificar la asociacién entre los niveles de tension arterial y los
polimorfismos 448G>T (R65L), 679C>T (Al142V) y 1711C>T (A486V) del gen de la
quinasa 4 (GRK4) utilizando un disefio de casos y controles apareados por género

y edad en una muestra poblacional de Bucaramanga.
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2. MARCO TEORICO

2.1 EPIDEMIOLOGIA DE LA HIPERTENSION ARTERIAL

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades
cardiovasculares (ECV) fueron la primera causa de muerte a nivel mundial; en el
afo 2005, 17,5 millones de personas murieron a causa de este tipo de
enfermedades (1), (2) y se prevé que sigan siéndolo. En América Latina y el
Caribe en el afio 2001, las ECV representaron alrededor del 31% de todas las

muertes y se espera que esta cifra aumente a 38% en el afio 2020 (3).

En Colombia durante el periodo de 1990-1996 representaron en promedio el
44.5% del total de la mortalidad del pais (4) y en Santander, de acuerdo con los
resultados de los indicadores de morbilidad de 2006 del observatorio de salud
publica, basados en los registros individuales de prestacion de servicios en salud
(RIPS), la primera causa de morbilidad en consulta de cardiologia fue la
hipertension arterial (HA) con un 77.88% (5) y en Bucaramanga segun el estudio
de factores de riesgo asociados con la prevalencia de HA en adultos realizado en
1996, esta fue del 22.9% (IC 95%: 18.6 a 27.3) ajustada por edad y sexo (6).

Entre las ECV se encuentra la enfermedad isquémica, la insuficiencia cardiaca y
HAE entre otras patologias. Dentro de este grupo la HAE ha sido considerada
como la principal causa de ECV y su etiologia en gran parte es desconocida y por
ello se ha clasificado como HAE o hipertension de causa no determinada (7). En
los dltimos afios ha tomado gran importancia el andlisis genético de los diferentes
sistemas que regulan la tension arterial y a su vez el papel que tienen en el

desarrollo de la HAE.
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2.2 GENETICA DE LA HIPERTENSION ARTERIAL ESENCIAL

En la década de los afios 40 Ayman, describié que los hijos de hipertensos tenian
cifras elevadas de presion arterial y fijo la posibilidad de desarrollar hipertension
en un 3,1% en hijos de padres normotensos, 28,5% si uno de los progenitores era
hipertenso y 45,5% si ambos lo eran, a su vez Stamler demostrd que la incidencia
de la enfermedad en una poblacion con historia positiva de hipertension era el
doble en relacién con los individuos normotensos y planteé que la predisposicion a
padecer hipertension era de caracter poligénico, por tanto en ella participan
diferentes factores tanto de naturaleza bioldgica como ambientales; entre los
factores biologicos estan la étnicidad, el sexo, la edad y los genes y entre los
factores ambientales estan la nutricion, la no actividad fisica, la ingesta de alcohol,
el tabaquismo y el estrés; estos estadn relacionados con el estilo de vida de
individuo y por tanto pueden ser modificables. También existen enfermedades de
base que pueden influir en el desarrollo de hipertensibn como la diabetes,
obesidad y la hipercolesterolemia (8) (9). Posteriormente Pickering y cols en 1968
concluyeron que la relacion entre presion arterial y padres e hijos era de forma
lineal y adicionalmente la clasifico en hipotensién, normotension e hipertension
(10). Afios mas tarde Weitz, concluyd en sus investigaciones que la hipertension
esencial era heredada a través de un Unico gen, atribuyéndole un caracter
monogeénico y propuso que se podrian esperar dos distribuciones distintas de la
presion arterial en la poblacion, los hipertensos y los normotensos (11). En los
estudios actuales se plantea que en el origen genético de la HAE mas de un gen
esta involucrado y por tal razéon los rasgos mendelianos dominantes y recesivos
no son facilmente perceptibles en los sujetos hipertensos, excepto en aquellos con

formas monogénicas de hipertension (12).
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La hipertensién esencial es una enfermedad comun que tiene una etiologia
multifactorial, es decir tiene una combinacién de mudltiples causas genéticas en
otros loci (es decir, las interacciones gen-gen) y de factores ambientales (es decir,
interacciones gen-ambiente) como el estrés psicologico y la ingesta elevada de
sal. (9) (12). En pacientes normales cuando se eleva la presion arterial, aumenta
la excrecion renal de sodio y agua, disminuyéndose asi el volumen liquido y
haciendo regresar la presion a la normalidad; este fendmeno se denomina
“presion-natriuresis” (13), sin embargo en un paciente con HAE, un cambio en la
relacion de presion excrecion de sodio, impide que la presidon regrese a la
normalidad. El papel central de los rifiones en la regulacion de este fendmeno se
apoyo con los estudios realizados por Dahl y Heine (1975), usando ratas con
predisposicion genética que las volvia resistentes (R) o sensibles (S) a la accion
hipertensiva de la sal, posteriormente se les realiz6 el trasplante de un rifién de un
donador normotenso a uno hipertenso, evidenciandose la normalizacion de la
presion arterial en la rata hipertensa y viceversa al trasplantar un rifion de una rata
hipertensa se eleva la presion arterial en la rata normotensa (14). En los estudios
realizados por Akita y cols en 2003, donde se evalud el efecto de niveles bajos,
intermedios y elevados de Na* (3, 6 y 9 g), administrados por 30 dias cada uno en
forma randomizada, asociado o no a dieta DASH (Dietary Approach to Stop
Hypertension). En este estudio participaron 412 adultos con presiones sistélicas
entre 120 y 160 y diastdlicas entre 80 y 95 mm Hg, al reducir el aporte de Na* de 6
a 3 g. causO un descenso de presion arterial sistélica mayor que el obtenido
cuando se redujo de 9 a 6 g (-4.6 versus -2.1 mm Hg); para presion diastdlica el
descenso fue mayor al descender de 9 a 6, que de 6 a 3 g (-1.1 versus 0.6 mm
Hg) (15). En estos estudios se evidencia el papel importante del riidn en la
regulacion de la presion arterial y en manejo del metabolismo anormal del cloruro
de sodio que es frecuentemente encontrado en sujetos con HAE. La hipertension y

la sensibilidad a la sal son dos factores importantes en la etiologia de la HAE los
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cuales han sido dificiles de dilucidar debido a las complejas interacciones entre los

genes y el medio ambiente.

A partir de la década de los 90 el estudio de la hipertensién ha dado un giro de los
estudios fisioldgicos clasicos hacia la genética molecular desde donde se tratan de
esclarecer como estos mecanismos regulan la homeostasis del sodio y como los
genes y sus productos proteicos interaccionan en las diferentes vias metabdlicas
que contribuyen a la enfermedad y se realiza especial énfasis en el tubulo
proximal y rama gruesa ascendente de Henle del rifién donde ocurre el 70% de la

reabsorcion de sodio (16).

Actualmente se considera que el componente genético en la HAE es hasta de un
40% (17) evidenciandose una gran variabilidad interindividual en los valores de la
tension arterial; por lo cual para encontrar el posible gen o genes involucrados o
aquellos que codifican proteinas que participan en la regulacion de la presion
sanguinea se han seguido dos estrategias. La primera es tratar de ubicar el gen
de susceptibilidad realizando estudios de ligamiento genético para lo cual se
requiere varias familias con multiples casos de HAE, en ellas se busca establecer
regiones relevantes que puedan contener multiples genes de los cuales alguno
pudiera ser el verdadero gen involucrado en el desarrollo de la HAE. La otra
estrategia consiste en realizar estudios de asociacion con genes candidatos (17),
este tipo de estudios tiene la particularidad que la poblacion en estudio queda
compuesta por un grupo de sujetos con HAE (casos) y un grupo de sujetos sin
HAE (controles), los cuales no estan emparentados entre si y se controlan otras

variables como el género y la edad (18) (19) (20).
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2.3 POLIMORFISMOS GENETICOS Y LA HIPERTENSION ARTERIAL
ESENCIAL

El polimorfismo genético hace referencia a la existencia de dos o més alelos de un
gen que se segregan en una poblacion, es decir, un polimorfismo es una variacion
en el tamafio o en la secuencia de un lugar determinado del ADN entre los
individuos y con una frecuencia del alelo menos comun mayor al 1% en la
poblacion (21) (22).

Los polimorfismos de tamafio corresponden a diferencias en el tamafio de ciertos
fragmentos del ADN cuya secuencia comun de nucleétidos se repiten varias veces
una a continuacion de la otra (repeticion en tdndem), por tanto los individuos se
diferencian por el numero de veces que tienen esta repeticion, y
consecuentemente por el tamafo total del fragmento. Los polimorfismos de
tamafio mas estudiados en el genoma son los microsatélites o STR (Short
Tandem Repeat) cuyo motivo de repeticion es de 2 a 7 pb y los minisatélites o
VNTR (Variable Number of Tandem Repeat) cuyo motivo de repeticion es de 10 a
70 pb (23).

Por otra parte los polimorfismos de secuencia corresponden a diferencias en la
secuencia de una regién del ADN donde un nucleétido puede cambiar por otro,
esta variacion afecta a una sola base nitrogenada, originado asi diferencias en esa
secuencia entre los individuos de una poblacion; también se denominan
polimorfismo de un solo nucleétido o SNP (Single Nucleotide Polymorphism). y se

presentan aproximadamente cada 1,300 bases en el genoma humano (24) (25).
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Al ser la HAE una enfermedad multifactorial los estudios para tratar de dilucidar
sus origenes se han enfocado en los diferentes genes que de una u otra manera
intervienen en el control de la presidon sanguinea y que codifican enzimas y
péptidos del sistema renina-angiotensina o de otras proteinas relacionadas con
manejo del flujo sanguineo y en el equilibrio electrolitico; y a su vez el estudio de
estos genes ha permitido dilucidar los efectos de algunos polimorfismos
especificos que estan asociados con el desarrollo de la HAE en diversas
poblaciones humanas (Tabla 1) (26). (27).

Entre los polimorfismos genéticos que se han estudiado se incluyen los ubicados
en el gen de la enzima convertidora de la angiotensina (ACE), angiotensinogeno
(AGT), el receptor tipo 1 de la angiotensina Il (AGTR1), la sintasa aldosterona
(CYP11B2) (28) (29) (30), el receptor quinasa 4 acoplado a la proteina G (GRK4)
(31) y la sintasa de oxido nitrico endotelial (NOSe). (32) (33).

Algunas de las proteinas de estos genes interactian entre si para ejercer su
accion, tal es el caso de la dopamina, su receptor DR1 esta acoplado a la
proteina G en el tdbulo contorneado proximal y el receptor tipo 2 de la
angiotensina 1l implicados en la regulacién de la funcion renal donde el efecto
vasoconstrictor renal de la angiotensina Il es contrarrestado por el efecto

vasodilatador de la dopamina. (34)
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Tabla 1. Genes candidatos para hipertension

MECANISMO PRODUCTO DEL GEN POLIMORFISMOS REFERENCIAS
RELACIONADO CANDIDATO
Sistema renina- Angiotensinbgeno C-532T, G-6A, T-174M, M-235T Vargas y cols 2006

angiotensina

Péptidos

vasoactivos

Sistema
nervioso

simpético

Proteina G

Enzima convertidora de
Angiotensina Receptor tipo | de
angiotensina Il

Aldosterona sintasa

Oxido Nitrico Sintasa Endotelial
Carbamil fosfatasa sintasa
EDHF sintasa

Receptor a2f3 adrenérgico
Receptor B1 adrenérgico

Receptor 32 adrenérgico

Quinasa 4 del receptor

dopaminérgico

Delecién/insercion intrén 16
A-1166C
C-344T

Glu298Asp, -789T>C, 4a4b Int 14,

T786C, G894T,
T1405N, R139K, K269F, K399R

Delecién/inserciéon 297-309
R389G, S49G
R16G, Q27E, C19R (T-47C), T-
20C, G16R (G+46A), Q27E
(C+79G)

R65L, A142V, A486V, C825T

Staessen y cols 1999
Staessen y cols 1997

Veldman y cols 2002
Chrysohoou y cols
2004
Wang y cols 1997

Herrmann y cols
2002
Bao y cols 2005

Wang y cols 2006
Bengra y cols 2002
Speirs H y cols 2004

Fuente VARGAS ALARCON, Gilberto. Fisiopatogenia de la hipertension. Arch Cardiol Mex 2006; 76: S2, p.
157-160. R- Arginina, L- Leucina, A- Alanina, V- Valina, G- Glicina, S- Serina, Q- Glutamina, E- Acido
glutdmico, K- Lisina, F- Fenilalanina.

2.4 RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G

La dopamina es una catecolamina enddgena que produce una gran diversidad de
efectos bioldgicos mediados por interacciones con receptores especificos en la
superficie celular y ademas regula diferentes sistemas de sefializacion a través de

receptores acoplados a la proteina G (GPCRS).
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Los GPCRs, representan el grupo mas diverso de proteinas de sefalizacion
conocidas (35) y pertenecen a la familia de los receptores de la rodopsina, que se
caracterizan por poseer siete dominios transmembrana (7TM). Los GPCRs estan
implicados en la regulacion de una gran variedad de procesos fisioldgicos, como
las percepciones sensoriales del dolor, la luz, olores y los gustos, la cognicion, la
contraccidon muscular, secreciones exocrinas y endocrinas, el metabolismo, la

inflamacion y la inmunidad. (36)

Los GPCRs se clasifican en tres grupos basados en el tamafio de la region N
terminal, en la homologia de secuencia y la identidad de los residuos conservados
dentro de los siete dominios transmembrana que participan en la union del

ligando, el modo de accion, y la farmacologia (37) (38)

e Clase A es el grupo mas grande (mas del 90%), comprende la rodopsina, los
receptores de las aminas biégenas, péptidos y sustancias odoriferas.

e Clase B es el grupo mas pequefio y son receptores de péptidos de gran
tamafio como la secretina, citoquinas, la trombina, y el glucagon.

e Clase C esta compuesta aproximadamente por 12 miembros como el receptor
acido y-aminobutirico B (GABA), ocho receptores metabotropicos de
glutamato, el receptor del Ca?* y los receptores de algunos feromonas y gusto
(39)

Dentro de los GPCRs de la clase A estan los receptores de la dopamina, que
farmacologicamente se han clasificado en dos tipos, importantes en el cerebro y
en la vasculatura esplacnica y renal, denominados D1R y D2R. Los receptores
D1R estén constituidos por los subtipos D1 y D5, que se acoplan proteinas Gs y

Gaolf que estimulan la adenilatociclasa, por otro lado el receptor D1 también

estimula la fosfolipasa C (PLC) contrario a receptor D5 que la inhibe. Los
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receptores tipo D2R estan compuestos por los subtipos D2, D3 y D4 que se
acoplan a las proteinas Gi y Go que inhiben la adenilatociclasa (40) (41). Los
receptores D1 y D5 se clonaron por primera vez a principios de 1990 (42) y el
receptor D1 consta de 446 aminoacidos, mientras que el D5 se compone de 477
aminodacidos en humanos y 475 en ratas. Estos receptores comparten un 82% de
homologia en la region transmembrana de las hélices y el 100% en la region de

unién al ligando.

2.5 RECEPTORES RENALES DE DOPAMINA

A nivel renal la dopamina es producida por los tubulos proximales a partir del
precursor L-3,4-hidroxifenilalanina (L-DOPA) proveniente de la circulaciéon que no
se metaboliza a la norepinefrina y actia en forma autocrina y paracrina para
regular el transporte de sodio en el tubulo contorneado proximal y la rama gruesa
ascendente de Henle. Los diferentes subtipos de receptores de dopamina son
expresados en diversas partes del rifion, esto fue determinado por O’Connell DP y
cols en 1995 y 1997, quien empleando técnicas de immunohistoquimica en
riiones de rata localizaron receptores D2, D3 y D4 en la tunica adventicia media
de las arteriolas renales y en los nervios presinapticos. Amenta y cols en 1999,
trabajando en rifiones de rata con técnicas de immunohistoquimica (anticuerpos
antidopamina D1A y anticuerpos para el receptor D1B), establecieron diferentes
localizaciones del subtipo DR1 a lo largo de la nefrona, sus resultados mostraron
gue los receptores D1R se encuentran principalmente en el epitelio del asa de la
nefrona (asa de Henle) y de los tubulos colectores y en menos cantidad en los
tubulos contorneados proximal y distal, asi como en el complejo yuxtaglomerular.
En los estudios realizados por O’'Connell y cols en 1995 demostraron que en el

tubulo proximal de ratas se expresan los receptores D1>D5, D3 en los segmentos
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S1, S2 y S3, y los receptores D4 en el segmento 1 y; en otros sitios como la
maculadensa y las células yuxtaglomerulares se expresan los receptores D1y D3.
(Figura 1). (43) (44) (45).

Figura 1. Expresion de los receptores de dopamina en la nefrona
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Fuente. Zeng, C. y cols. Physiol. Genomics 19: 233-246 2004; doi:10.1152/physiolgenomics.00127.2004
usado con permiso de la American Physiological Society.

Los trabajos de Ozono y cols en 1997 mediante Western blot e

inmunohistoquimica fueron pioneros porque proporcionaron la primera evidencia

de la localizacién y expresion de la proteina de los receptores D1R en el corazén
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humano y el rifidn, sus hallazgos a nivel renal evidenciaron que los receptores
D1R se encuentran en los tubulos proximales y distales, en los tubulos colectores,
y en los grandes vasos grandes intrarrenales y se demostrd la ausencia de los

D1R en células del aparato yuxtaglomerular y los glomérulos (46)

La familia de receptores acoplados a la proteinas G (GPCRs) que median la
accion de la dopamina estan ubicados en diferentes porciones de la nefrona
especificamente en el Tubulo Contornado Proximal (TCP) son la familia D1R (D1 y
D5) que estimulan la actividad de la adenilatociclasa y la familia D2R (D2, D3 y
D4) que inhiben la actividad de la adenilatociclasa y activan los canales de calcio y

modulan la actividad de los canales de potasio. (40)

2.6 EFECTOS RENALES DE LA DOPAMINA

El proceso de transduccion de sefiales mediante D1R se da tras la unién a
ligandos como la dopamina, que generan cambios conformacionales en el
receptor que se evidencian en el acople a la proteina G heterotrimerica, este
acoplamiento estimula la proteina G para alterar la actividad de una variedad de
moléculas efectoras posteriores (47), este es un sistema dinamico donde el
acoplamiento de la proteina G inicia la generacion de segundos mensajeros que a
su vez genera un “feed back” que busca la desensibilizacion del receptor
(complejo Dopamina-D1R), esta respuesta de adaptacion utilizada por las células
busca detener la sefalizacién de la proteina G, evitdndose de esta forma los
efectos potencialmente nocivos que pueden derivarse si en los receptores persiste

la estimulacién (48).

Esta catecolamina produce varios efectos vasodilatadores sobre la arteriola

aferente renal, el primero es mediado por los receptores DR1, que aumentan la
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presion intraglomerular (PIG), elevan el flujo sanguineo renal y el filtrado
glomerular (49); el segundo es un efecto natriurético a través de receptores DR1
acoplados a proteinas G (GPCRs) en el tubulo contorneado proximal y en la rama
ascendente de Henle (34) (40); en consecuencia la natriuresis es causada por un
incremento en el flujo sanguineo renal y una disminucion en la reabsorcion renal
de sodio en los tubulos (50); la dopamina es responsable del 50% de la excrecion
de sodio durante un exceso de este electrolito y ejerce su accién inhibiendo el
transporte de sodio en varios sitios a lo largo de la nefrona en la membrana
luminal actuando sobre varios transportadores NHE3, Na+/Pi, Na+/HCO-3, CI-/
HCO-3; en la membrana basolateral inhibe el contransportador NHE1 y la bomba
Na'-K*-ATPasa (Figura 2); este efecto de la dopamina sobre la bomba esta
regulado por el sodio y calcio Intracelular cuando las concentraciones
intracelulares de sodio son altas (>20 mM), y cuando las concentraciones

intracelulares de calcio son bajas (<150 nM) (40).

En presencia de calcio, el receptor D1 puede estimular la actividad de la
fosfolipasa C (PLC), en el rifion, dando lugar a la formacion de inositol 1,4,5-
trifosfato (IP3) (aumento citosolico de calcio) y diacilglicerol (DAG), por otro lado la
PKA también pueden activar directamente PLC. El aumento del calcio intracelular
inducido por IP3 y PKC también puede inhibir la actividad NHE3 promoviendo su
endocitosis. Ambos PKA y PKC median la inhibicion dopaminérgica de la bomba
Na+-K+-ATPasa. Por lo tanto el resultado neto es una disminucion en el transporte
de sodio desde la luz tubular hacia el espacio intersticial (41) (34) (40). De esta
forma la dopamina ejerce su accién a través de receptores acoplados a las
proteinas G, y estas a su vez estan reguladas por los receptores quinasa 4
acoplados a las proteinas G (GRK4), y cuando se presentan polimorfismos en
estos receptores quinasa (GRKSs), se generan alteraciones fisiolégicas como la

hipertension y la sensibilidad a la sal (Figura 2) (34) (40).
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Figura.2. Accién de la dopamina sobre los receptores D1R en células del tabulo renal
proximal y su efecto sobre el transporte de solutos
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Fuente. Zeng, C. y cols. Physiol. Genomics 19: 233-246 2004; doi:10.1152/physiolgenomics.00127.2004
usado con permiso de la American Physiological Society.

2.7 RECEPTORES QUINASA ACOPLADOS A LAS PROTEINAS G (GRK4)

El gen de las GRKs fue identificado por clonacion posicional en la busqueda del
locus de la enfermedad de Huntington por Ambrose y cols en 1993. El gen GRK4
esta ubicado en el cromosoma 4pl16.3 y esta compuesto por 16 exones que
comprenden 75 kilobases de ADN (51). Las siete GRKSs identificadas son quinasas
serina-treonina, que se dividen en tres subfamilias clasificadas de acuerdo con las
similitudes estructurales y funcionales: GRK1/7, GRK2/3, y GRK4/5/6 (36). La
estructura basica de los miembros de la familia GRK es similar, con un alto

dominio catalitico central conservado (aminoacidos 263-266), la region N-terminal
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de 185 aminoacidos RGS es un regulador de la sefalizacién de la proteina G que
contribuye al reconocimiento de los receptores y un dominio variable carboxilo
terminal importante para la membrana porque media las interacciones con otras
proteinas. La region carboxilo terminal permite que las GRKs se asocien a la
membrana plasmatica a través de la unién covalente de cualquiera de los acidos
grasos o isoprenoides por su extremo carboxilo terminal: GRK4 (51) y GRK6 son
palmitoiladas (52), mientras que GRK1 es farnesilada (53), por otra parte, GRK7
es geranilgeranilada (54) (55), la GRK5 esta también asociada con la membrana a
través de las interacciones fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) (56). La familia
GRK7 se encuentra principalmente en la retina, por lo que media la
desensibilizacion de opsinas y la GRK4 se encuentra principalmente en los
testiculos y el rifidn (36).

La desensibilizacion de los GPCRs requiere acciones coordinadas de dos familias
de proteinas, los GRKs, y las arrestinas. La dopamina al activar los GPCRs
adoptan una conformacion que favorece la interaccion con las GRKs, estas
fosforilan los residuos de serina 'y treonina en el bucle de la cola carboxilo terminal
intracelular de los GPCRs; la fosforilacibn aumenta la afinidad de los GPCRs por
las arrestinas, que interactian con el receptor y desacoplan esta asociacion con
la proteina G heterotrimérica, resultando en la desensibilizacion (Figura 3), esto
permite que el complejo se acople con la arrestina y se internalice a través de
pozos recubiertos de clatrina, formandose un endosoma donde el DR1 es
desfosforilado y reciclado nuevamente a la membrana plasmatica; de lo contrario,

es degradado por los lisosomas o por los proteasomas (57).
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Figura 3. Desensibilizaciéon de los receptores D1R por medio de la quinasa 4 del receptor
de la proteina G (GRK4) en los tubulos proximales renales
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Fuente. Zeng, C. y cols. Physiol. Genomics 19: 233-246 2004; doi:10.1152/physiolgenomics.00127.2004
usado con permiso de la American Physiological Society.

Para aclarar este proceso Perry y cols., 2002, demostraron que el complejo
proteina-receptor (Gs-B2AR) y las B-arrestinas interactian con fosfodiesterasas
(PDE4), fendmeno que se observa después de la activacion de los receptores 32
adrenérgicos. Posteriormente las B-arrestinas son reclutadas y las moléculas del
receptor desensibilizadas, efecto que se logra translocando las PDE4s con el
complejo (Gs-f2AR) en la membrana plasmatica de esta forma se afecta la
actividad de la enzima adenilatociclasa que se encuentra en la membrana
plasmatica y que es la encargada de catalizar la produccion de AMP ciclico, esto
resulta en una reduccioén tanto en la tasa de sintesis de de AMP ciclico como en el

incremento en la tasa de su degradacién al aumentar la actividad de la PDE4
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presente en la membrana de esta manera las B-arrestinas desensibilizan los

receptores a través de la degradacion del segundo mensajero (58).

En modelos experimentales con ratas Dahl sensibles a la sal y Ratas
Espontaneamente Hipertensas (SHRS) y humanos con HAE, se ha observado que
el transporte epitelial de sodio se deteriora debido a un desacoplamiento del D1
receptor de la proteina G del complejo efector siendo similar al observado en el

proceso de desensibilizacion (59).

2.8 POLIMORFIMOS DEL GEN DE LA QUINASA 4

Las GRK4 dentro de la familia GRKs es la Unica que presenta 4 variantes después
del splicing (GRK4a, B, y, y 0). La variante GRK4aq, es la isoforma de mayor
longitud y es la mas homologa con las demas GRKs. La variante GRK4[ carece
de exon 2, porque presenta una delecion de 32 residuos, que compromete el
dominio de union del fosfatidilinositol bifosfato cerca de la regién N terminal. La
variante GRK4y carece del exén 15, porque presenta una delecion de 46 residuos
cerca de la region C terminal, y la variante GRK& es la nas corta y carece de

ambos exones el 2y 15 (40).

En la HAE el desacople del receptor renal (D1R) y la dopamina es defectuoso,
dando lugar a la alteracion de la excrecion urinaria de sodio, especialmente
cuando se presentan tres variantes polimorficas de la isoforma gama 448G>T
(R65L), 679C>T (Al42V) y 1711C>T (A486V) (60) (29) localizadas en los exones
3, 5y 14 del gen GRK4 respectivamente, que afectan la funcion de la quinasa 4 de
la proteina G (figura 4), al generar la hiperfosforilacion de los residuos de serina
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del receptor DI1R,

lo que deteriora la capacidad de unién con la proteina G,

cesando asi el efecto natriurético y posibilitando el aumento de la carga de sodio y

agua; lo que lleva al aumento de la tension arterial, efecto observado en roedores

y en humanos (61) (41) (62)

Figura 4. Localizacién de los polimorfismos del gen de la quinasa 4
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El gen GRK4 esta localizado en el cromosoma 4p16.3. El polimorfismo 448G>T (R65L) se localiza en el exén
3, el 679C>T (A142V) en el exdn 5y el 1711C>T (A486V) en el exdn 14.

Felder y cols. en el 2002, utiliz6 ratones transgénicos que tenian el polimorfismo

679C>T (Al142V), en ellos la actividad quinasa sobre el receptor D1R era mayor y

desarrollaron un fenotipo hipertenso, mientras que ratones tipo silvestre (sin este

polimorfismo) no lo hicieron, evidenciandose que el aumento de la fosforilacion del

receptor DR1 por la GRK4 produce un deterioro de la transduccién de la sefial que

en ultima instancia puede conducir a la HAE debido a la retencion de sodio por

una respuesta inadecuada de los receptores responsables de su regulacion (63)

(62). Por el contrario, ratones transgénicos con el polimorfismo GRK4y 486V se

volvieron hipertensos después de un aumento en la ingesta de sodio (40).
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En estudios poblacionales realizados en caucasicos italianos por Bengra y cols.
2002, el polimorfismo asociado con HAE era el 486V, al igual que en los estudios
realizados en australianos por Speirs H y cols. 2004. En el estudio realizado por
Williams y cols. 2003, entre ghaneses y afroamericanos los polimorfismos
asociados con HAE fueron el 65L y 142V. En el estudio realizado por Wang y cols
2006, en un grupo de pacientes chinos el polimorfismo de riesgo para HT fue el
A486. En el meta-analisis realizado por Zeng y cols 2009, el polimorfismo 486V
mostro una asociacion significativa con la hipertensién con un odds ratio de 1,5 (IC
95%: 1,2 a 1,9) diferente a los otros dos polimorfismos que no mostraron una

asociacion significativa.

Considerando lo anterior esta investigacion busco establecer si existia asociacién
de los polimorfismos 448G>T (R65L), 679G>T (A142V) y 1711C>T (A486V) del
gen de la quinasa 4 (GRK4) del receptor acoplado a la proteina G y la HAE en
una muestra poblacional de estratos dos y tres de la ciudad de Bucaramanga; esta
informacion podria suministrar una herramienta valiosa para identificar personas
con alto riesgo de HAE. La identificacion de personas a riesgo es un elemento
fundamental en la implementacion de programas de prevencion; ésta es posible
hacerla por medio de estrategias de eficacia probada como la reduccion de peso,
el aumento de la actividad fisica, la reduccién de la ingesta de sal y el tratamiento
temprano de personas con presion elevada. Por otra parte, este estudio podria
contribuir a una mejor comprension del rol de factores genéticos y ambientales y
las interacciones que pudieran darse entre los diferentes genes involucrados y los

factores modificables responsables de la HAE.
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3. PREGUNTA E HIPOTESIS DE INVESTIGACION

3.1 PREGUNTA

¢.Son los polimorfismos 448G>T (R65L), 679G>T (A142V) y 1711C>T (A486V) del
gen quinasa 4 del receptor acoplado a la proteina G (GRK4), factores de riesgo de
la hipertension arterial esencial humana (HAE) en una muestra poblacional de

Bucaramanga?

3.2 HIPOTESIS

Los polimorfismos 448G>T (R65L), 679G>T (A142V) y 1711C>T (A486V) del Gen
quinasa 4 del receptor acoplado a la proteina G (GRK4), son factores de riesgo
independientes de hipertension arterial esencial (HAE) en una muestra poblacional

de Bucaramanga.
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4. METODOLOGIA

4.1 TIPO DE ESTUDIO

Se realizé un estudio de casos y controles pareados por género y edad, anidado

en una encuesta transversal.

4.2 AREA DE ESTUDIO

Bucaramanga. Santander. Colombia

4.3 MUESTRAS

Se seleccionaron 1118 muestras del estudio Incidencia de Enfermedades
Cardiovasculares y estudio de Factores de Riesgo en Colombianos INEFAC (64),
en el que participaron 2989 personas, con edades entre los 19 y 69 afios, con un
promedio de edad de 35,1 afios (95% IC 34.6-35.6) (65). Las muestras fueron
tomadas con anticoagulante EDTA y estaban almacenadas a -70°C en la sede
Guatiguara de la Universidad Industrial de Santander (Piedecuesta, Santander,
Colombia). Todos los participantes diligenciaron y firmaron un consentimiento

informado para la realizacion de pruebas genéticas (Anexo A).

4.4 CALCULO DEL TAMANO DE MUESTRA

El célculo de la muestra se realizé con el software EPIDAT version 3.1 (66),

teniendo en cuenta la frecuencia del alelo de menor prevalencia para los
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polimorfismos 448G>T (R65L), 679C>T (Al42V) y 1711C>T (A486V) en los
sujetos seleccionados como caso (hipertensos) en diferentes estudios revisados
(tabla 2) (67).

Tabla 2. Prevalencia del los polimorfismos 448G>T (R65L), 679C>T (A142V) y 1711C>T

(A486V) en los sujetos hipertensos en varias poblaciones.

Prevalencia del polimorfismo
en casos

Tamafo de muestra

Poder Control:Caso OR Referencia
448G>T  679C> 1711C>T Controles Casos
(%) T (%) (%)
. 41** 37 51 1,79 60 60 Bengra y cols,
*
NE 1:1 2002
0,
98% . 40 39 50 15 312 168 Speirs y cols,
98% 2:1 2004
75%
. 49 66 12 1,37 51 126 Williams y cols,
NE 12 2004
NE 11 11 17 45 15 490 503 Wang y cols,

2006

* NE: No especificado, ** Frecuencia del alelo de menor prevalencia. OR Odds Ratio

La frecuencia de menor prevalencia para el polimorfismo 679C>T (A142V) fue el
alelo T (37%) en caucasicos italianos (60), para el polimorfismo 1711C>T (A486V)
fue el alelo T (12%) en Ghaneses (68) y para el polimorfismo 448G>T (R65L) fue
el alelo T (11%) en Chinos (62); esta ultima prevalencia (11%) se consideré para
el calculo del tamafio de muestra, por ser la mas baja de los tres polimorfismos
analizados, adicionalmente se contemplaron los pardmetros de nivel de confianza
del 95%, poder de 86%, riesgo relativo esperado (RRE) de 2.0 y relacién
caso:control 1:1. El tamafio de muestra arrojado por el software fie de 1066

muestras (533 casos y 533 controles) como se puede observar en la tabla 3.

44



Tabla 3.Céalculo del tamafio de muestra.

; Tamafio de muestra Total
Confianza Poder  Control:Caso Prlgvalefr]ma del RRE*
polimortismo en Controles  Casos muestra
casos*
0, *
95% 86 11 39% (678c>T) 2 185 185 370
0, +
95% 86 11 37% (679C>T) 2 191 191 382
o .
95% 86 11 12% (1711C>T) 2 491 491 082
0, 0
95% 86 11 11% (448G>T) 2 533 533 1066

Se realiza considerando la frecuencia del alelo de menor prevalencia en varias poblaciones. *RRE, Riesgo
Relativo Esperado. **Speirs y cols, 2004. *Bengra y cols, 2002. * Williams y cols, 2004. ® Wang y cols, 2006.

Considerando que en el proyecto INEFAC existian 26 casos mas respecto al
tamafio de muestra calculado, se selecciond la totalidad de los casos para un total
de 559 individuos y de la misma manera se procedid con los controles
seleccionando 559 de los 856 individuos normotensos del proyecto INEFAC, para
establecer una relacién de 1:1, pareados por sexo, edad y obesidad (IMC>=30

kg/m?) para un total de 1118 muestras.

4.5 DEFINICION DE CASOS

Se definieron como “casos”, las muestras de sujetos del proyecto INEFAC a
quienes se les promediaron dos medidas de tensién arterial y se clasificaron como
hipertensos por tener un nivel de presion arterial sistolica (PAS) >120 mmHg y/o
presion diastélica (PAD) >80 mmHg de acuerdo con los criterios definidos en el VI
Reporte del Comité Nacional Conjunto para la prevencion, deteccion, evaluacion y

tratamiento de hipertension arterial (69) (Tabla 4).
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Tabla 4. Clasificacion de los niveles de presion sanguinea segun el Seventh Report of the

Joint National Committee on Prevention, Detection, Evaluation and Treatment of High Blood

Pressure
CATEGORIA VALOR
Presién normal (PAS <120 y PAD<80)
Pre-hipertension (PAS 120-139 o PAD 80-89)
Hipertension (PAS 2140 o PAD 290)
Hipertension estadio 1 (PAS 140-159 o PAD 90-99)
Hipertension estadio 2 (PAS 2160 o PAD >100)

PAS, Presion Arterial Sistélica (mmHg). PAD, Presion Arterial Diastélica (mmHg).
Fuente. JAMA 2003; 289:2560-2572.

Considerando las categorias anteriores y revisando la incidencia de hipertension
en el proyecto INEFAC (64), se seleccionaron los individuos que cambiaron a una
categoria de presion arterial (PA) mas alta desde CARMEN a INEFAC. De
acuerdo con estas categorias los individuos “caso” fueron 385 individuos normales
en CARMEN vy pre-hipertensos en INEFAC mas 174 individuos normales o pre-
hipertensos en CARMEN e hipertensos en INEFAC, para un total de 559

individuos casos.

4.6  DEFINICION DE CONTROLES

Se definieron como “controles”, las muestras de los sujetos del proyecto INEFAC,

a quienes se les promediaron dos medidas de tension arterial y los resultados

obtenidos fueron de presion arterial sistélica (PAS) <120 mmHg y/o presién

diastdlica (PAD) <80 mmHg, por lo que se clasificaron como normotensos de
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acuerdo con los criterios definidos en el VII Reporte del Comité Nacional Conjunto
para la prevencion, deteccion, evaluacion y tratamiento de hipertension arterial
(69) (Tabla 4), considerando lo anterior los individuos con PA normal en CARMEN
y en INEFAC fueron 856 individuos controles de los cuales se seleccionaron 559

para mantener la relacion 1:1.

4.7 PAREAMIENTO DE LOS CASOS Y CONTROLES

El apareamiento de los casos con los controles se hizo con el software estadistico
Stata 9®, por frecuencia, para lo cual, se cre6 la variable "edgrpC"
correspondiente a los grupos de edad, la otra variable de apareo fue obesidad,
definida como IMC>=30 kg/m? y por Ultimo se incluyo la variable sexo, todos los
datos fueron tomados de la base de datos del proyecto INEFAC (64), con estas
tres variables se construyeron estratos y se estimo la distribucion proporcional de
casos en cada estrato, y se obtuvo una muestra de controles que seguia la

distribucién observada en los casos.

Primero, se muestreé al azar un nimero de controles igual al nUmero de casos en
cada estrato definido por sexo, edad y obesidad (IMC>=30 kg/m2); en algunos
estratos esto no fue posible, ya que el nimero de casos era mayor que el nimero
de controles, cuando esto ocurria se muestrearon controles adicionales de los
estratos adyacentes (mitad del estrato anterior y mitad del estrato siguiente, si esto
era posible. Por ejemplo, en el estrato 7 faltaban 7-1=6 controles, que fueron
muestreados del estrato 6 (3 controles) y del estrato 8 (3 controles). Aun después
de completar este paso, el nUmero de casos en algunos estratos supera al nUmero
de controles. En total habia 124 casos mas que controles. En consecuencia, un
grupo adicional de 124 controles fue seleccionado al azar de los estratos en los

cuales todavia quedaban controles que no se habian seleccionado para el estudio.
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En

resumen, 412 controles se seleccionaron apareados por edad-sexo-

obesidad; 23 se seleccionaron de los estratos adyacentes (apareamiento

imperfecto); y 124 se seleccionaron al azar. Por udltimo los individuos se

organizaron en grupos aleatorios de aproximadamente 30 sujetos.

4.8

VARIABLES

Para la construccion de la base de datos se seleccionaron las siguientes variables:

4.8

4.8

.1 Sociodemograficas

Edad: En afios cumplidos. (Razon)

Género: Hombre / Mujer. (Nominal)

.2 Factores de riesgo

indice de masa corporal: Kg/m?. (Razén)

Antecedente personal de enfermedad cardiovascular: Historia personal de
enfermedad cardiovascular. (Nominal)

Antecedente familiar de enfermedad cardiovascular: Historia de enfermedad

cardiovascular en familiares de primer grado de consanguinidad (Nominal)

Niveles de presion arterial: En milimetros de mercurio, siguiendo las
indicaciones vy clasificacion del VII Reporte del Comité Nacional Conjunto para
la prevencion, deteccién, evaluacién y tratamiento de hipertension arterial
(69)(Razon)

Niveles séricos de lipidos: En miligramos por decilitro de triglicéridos, colesterol
total, colesterol LDL, colesterol HDL. Se clasificara de acuerdo con el Il Panel
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del Programa Nacional de Educacion en el Tratamiento del Colesterol en
adultos (70), (71) (Razon)

e Glicemia: En miligramos por decilitro. Se clasificara de acuerdo con los criterios

de la Asociacion Americana de Diabetes (72). (Razdn)

e Actividad fisica: En horas por dia y dias por semana por tipo de actividad.

(Razon)

e Genotipificacion GRK4: 448G>T (R65L), 679C>T (A486V), 1711C>T (Al42V)

(Nominal)

4.9 GENOTIPIFICACION

Se realiz6 en el laboratorio de Genética de la Facultad de Salud de la Universidad
Industrial de Santander. Los analisis de todas las muestras fueron efectuados en
forma enmascarada para evitar sesgos y el 10% de las muestras se procesaron

por duplicado como control de calidad.

4.9.1 Extraccion de ADN. La extraccion de ADN se realizd por el método
modificado de fenol-cloroformo (73) mediante el siguiente protocolo: se tomaron
100ul de “buffy coat” obtenido de 3 ml de sangre total tomada con anticoagulante
EDTA, se resuspendieron en 500 pl de tampo6n DLB (100 pl de Tris/HCI 1M pH
7,4, 20 pl de NaCl 5M, 200 pl de EDTA 0,5M pH 8,0 y 9,7 ml de agua bidestilada),
posteriormente se afiadieron 50 pl de sodio dodecil sulfato (SDS) al 10% y 5 ul de
proteinasa K (20mg/ml) (almacenada a -20 °C), se incubaron a 56°C toda la noche
con agitacion suave; al dia siguiente se retiré y se le dio un spin, posteriormente
se afiadieron 20 ul de NaCl 5M y 287,5 ul de fenol a 4°C y 287,5 pl de cloroformo:
alcohol isoamilico 24:1 a 4°C y se mezclé por inversion, luego se centrifugd por 3
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minutos a 12000 rpm, y se paso la fase acuosa (fase superior) a otro tubo de
microcentrifuga (eppendorf ®), de 1,5 ml con una punta de pipeta amarilla cortada
para obtener un mayor didmetro). Seguidamente se afadieron 575 pl de
cloroformo: alcohol isoamilico, 24:1 a 4°C, se mezcld por inversion y centrifugd
nuevamente. Se repitid el paso anterior recogiendo la fase acuosa en un nuevo
tubo al que se le adicion6 1 ml de etanol al 96% a -20°C y se mantuvo por una
hora a -20°C; posteriormente se retird y se centrifugd durante 15 minutos a 12000
rpm, quedando el ADN adherido a la pared del tubo; con cuidado se descart6 todo
el etanol y se dejo secar el eppendorff® con el precipitado a temperatura ambiente
por 2 horas y para el almacenamiento se resuspendié en 100 ul de buffer T.E.
(Tris HCI 10 mM pH 7,5 y EDTA-Na 1mM), y se almacen6 a una temperatura de -
20°C.

4.9.2 Cuantificacién del ADN. Después de extraido el ADN por el método de
fenol-cloroformo se cuantifico en un espectrofotdmetro Génesis 10 Spectronic®
mediante el siguiente procedimiento: las muestras se incubaron a 56°C por 20
minutos y se prepararon tubos eppendorf® de 1,5 ml marcados con el cédigo
correspondiente de la muestra, se les adicion6 a éstos 990 ml de agua destilada y
10 ul del ADN previamente mezclado en vortex (1/100), se calibré el
espectrofotometro el cero de absorbancia con agua destilada, a continuaciéon se
paso el volumen de cada muestra diluida a una cubeta de cuarzo y se introdujo en
el espectrofotbmetro para la cuantificacion, se leyo el valor de la absorbancia a
260 nm. Para el calculo de la concentracion se empleé 5 como factor de dilucion y

aplico la siguiente férmula:

Concentracion de ADN en (ug/ul) = Absorbancia a 260 nm x 5

4.9.3 Determinacion de los polimorfismos del gen GRK4. La secuencia

genomica del gen GRK4, fue obtenida de la base de datos NCBI
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov ). Los polimorfismos se verificaron en la base de

datos NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp). Los  primers

empleados en el presente proyecto fueron desarrollados por Wang y cols, 2006,
se sintetizaron en Integrated DNA Technologies (IDT), el primer 5'-
ITTGCTTCTTATCCCTTTGC-3'(F), se marco con el fluorocromo 6FAM. (Anexo B.
Tabla 1). Para detectar los polimorfismos 679C>T y 1711C>T, se utilizé la
técnica de PCR mismatch que consiste en cambiar una base en uno de los
primers 5-AAGGAGGAGAACCCTTCCAAAAAGG-3'(R) y 5-
GGTGTCCAGGTAGATCCCTTTCAGC-3'(R), respectivamente; de modo de que
se genera un fragmento que difiere en una base respecto del ADN templado.
Como consecuencia de lo anterior, el producto de PCR del alelo ancestral

adquiere un sitio de restriccidn que no esta presente en el alelo mutado (Figura 5)

Figura 5. Esquema de la técnica de PCR-mismatch aplicada a un segmento genémico que incluye el
polimorfismo 679C>T.

ADM

. GCAGAACGCTIGG GIG GIGT AL CAL CAC AAC OCT TOC A48 AMC G

' PCHE

b. Amphificado de 201 pb con ¢l "mismatch™
-‘ Digestidn con HeelIT
c. =  ADN mormal
176 pb 25 ph
d. ADN mutado
201 pb

En el punto (a) primers empleados, ( _ ) indica el sitio en que se cambid una base nitrogenada; (b) tamafio del
amplificado; (c) fragmentos obtenidos al digerir una muestra normal con la enzima de restriccion Haelll; (d)
fragmento obtenido sin digerir con Haelll, muestra con la mutacién 679C>T.

51


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp�

4.9.4 Amplificacibn del ADN gendémico. Para la amplificacion del ADN
genomico se empled la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), técnica de
biologia molecular desarrollada por Kary Mullis en 1986, la cual permite obtener de
un fragmento de ADN un gran namero de copias, partiendo de un minimo (74).
Las condiciones de la PCR y el protocolo de amplificacién de cada uno de los tres

polimorfismos se encuentran en el Anexo C. Tabla 2.

La PCR se realiz6 en un termociclador 2720 Applied Biosystems®, empleando el

protocolo de amplificacién desarrollado por Wang y cols, 2006. (Anexo D Tabla 3)

El tamano de los fragmentos amplificados fue de 485pb, 201pb y 185pb para
cada uno de los polimorfismos 448G>T, 679C-T y 1711C-T, respectivamente. En
cada una de las amplificaciones se utilizaron controles positivos y negativos
(muestra secuenciadas después de estandarizar la PCR) para evaluar la calidad
de la PCR.

4.9.5 Secuenciacion. Después de realizada la estandarizacion de la PCR, se
seleccionaron seis muestras de cada polimorfismo para ser secuenciadas con el
kit big dye terminator (Applied Biosystems®) y las secuencias obtenidas de la
amplificaciéon se alinearon con el software Clustal W
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) para confirmar la correspondencia con

los fragmentos esperados. (Anexo G).

4.9.6 Digestién con enzimas de restriccion y electroforesis La asignacion de
los alelos de cada polimorfismo R65L, A142V y A486V del gen GRK4 se realizé
utiizando la metodologia PCR-RFLP. Este método tiene como fundamento el
reconocimiento en el producto amplificado de un sitio de corte especifico por una
enzima de restriccion (ER), el cual si esta presente o no genera fragmentos de

diferentes tamafios que determinan las variantes alélicas y que posteriormente se
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visualizan mediante electroforesis. Las enzimas de restriccion (ER) reconocen
secuencias nucleotidicas especificas dentro de la molécula de ADN y estas

secuencias son de tipo palindromico (75).

En cada uno de los tres polimorfismos se empleo una de enzima de restriccion
diferente y que se enumeran a continuacion: En el polimorfismo 448G>T (R65L)
se empled la enzima Aatll tomada de la bacteria Acetobacter aceti catalogo #
R6545, en el polimorfismo 679C>T (A142V) se empled la enzima Haelll tomada de
la bacteria Haemophilus aegyptius catalogo #R6171 ambas producidas por
Promega® y para el polimorfismo 1711C>T(A486V) se utilizé6 la enzima Hhal
tomada de la bacteria Haemophilus haemolyticus catalogo # RO0139S,
producida por New Englands Biolabs®, los sitios de corte de las ER se verificaron

empleando el software en linea (http://www.restrictionmapper.org/) y las

condiciones de montaje con la ER para cada uno de los tres polimorfismos se

encuentran en el anexo E. Tabla 4.

Para el Polimorfismo 448G>T (R65L), los productos de amplificacion obtenidos
fueron de 485pb, estos amplificados fueron sometidos a digestion y después
corridos en electroforesis para visualizar las bandas y efectuar la tipificacion de los
individuos de acuerdo con lo observado; si la enzima no cortaba el tamafio de la
banda no digerida era de 485pb correspondiente al genotipo homocigoto (TT) si la
enzima de restriccion (ER) encontraba su sitio de restriccion cortaba el amplificado
y se obtenian dos fragmentos de 410pb y 75pb, de estos solo se visualizé el de
410pb correspondiente al genotipo homocigoto (GG); y la presencia simultanea de

las bandas de 485pb y 410pb evidencio el genotipo heterocigoto (GT).

Respecto al segundo polimorfismo 679C>T (Al142V), los productos de
amplificaciéon obtenidos fueron de 201pb, estos amplificados fueron sometidos a

digestion y después corridos en electroforesis para visualizar las bandas y efectuar

53


http://www.restrictionmapper.org/�

la tipificacién de los individuos de acuerdo con lo observado; si la enzima no
cortaba el tamafio de la banda no digerida era de 201pb correspondiente al
genotipo homocigoto (TT) si la enzima de restriccion (ER) encontraba su sitio de
restriccion cortaba el amplificado y se obtenian dos fragmentos de 176pb y 25pb,
de estos solo se visualiz6 el de 176pb correspondiente al genotipo homocigoto
(CC); vy la presencia simultanea de las bandas de 201pb y 176pb evidencié el

genotipo heterocigoto (CT).

En el tercer polimorfismo estudiado el 1711C>T (A486V), los productos de
amplificacion obtenidos fueron de 185pb, estos amplificados fueron sometidos a
digestion y después corridos en electroforesis para visualizar las bandas y efectuar
la tipificacién de los individuos de acuerdo con lo observado; si la enzima no
cortaba el tamafio de la banda no digerida era de 185pb correspondiente al
genotipo homocigoto (TT) si la enzima de restriccion (ER) encontraba su sitio de
restriccion cortaba el amplificado y se obtenian dos fragmentos de 185pb y 24pb,
de estos solo se visualizd el de 185pb correspondiente al genotipo homocigoto
(CC); y la presencia simultdnea de las bandas de 185pb y 161pb evidencio el
genotipo heterocigoto (CT).

La visualizacion de las bandas se realizo por medio de electroforesis en geles de
agarosa al 3% a la que se le adicion6é 0,4 ul de bromuro de etidio; éste Ultimo se
intercala entre las cadenas de ADN, posteriormente los geles se corrieron en una
camara de electroforesis Power Pac 300 (BioRad®) en buffer TBE 1X y se aplicé
una tension de 60 voltios por 80 minutos; al finalizar la corrida los geles se
observaron en un equipo transiluminador (Fotodyne) que emite rayos UV. Los
genotipos que se identificaron en los casos y en los controles para los tres

polimorfismos analizados se encuentran codificados. (Anexo F. Tabla 5)
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Para determinar el tamafo de los fragmentos obtenidos en las electroforesis de las
muestras analizadas, se emple6 un marcador de peso molecular de 50 a 500 pb
con fragmentos de 50 en 50pb de promega® catalago # G4521. Después de cada
corrida electroforética se fotografio el gel con una camara Sony®, v,
posteriormente se realizo la identificacion de la corrida y la codificacion de cada

una de las muestras con el software Picassa 3.6®.

4.9.7 Electroforesis capilar del polimorfismo 448G>T, R65L. Al 50% de las
muestras del polimorfismo 448G>T (R65L), se les realizd electroforesis capilar en
el equipo ABI PRISM 310 de Applied Biosystems Genetic Analyzer®, este es un
método de deteccion automatizado de ADN que permite realizar la asignacion de

alelos mediante el empleo de primers marcados con un fluorocromo.

En el presente proyecto se empled el primer 5/TTGCTTCTTATCCCTTTGC-3' (F),
marcado con el fluorocromo 6FAM. Para el montaje de la PCR se empleo el
protocolo del numeral 5.9.4 y Unicamente se reemplaz6o el primer F por el
marcado, posteriormente al amplificado se le realizé el protocolo de digestion con
la ER Aatll expuesto en el numeral 5.9.6, por ultimo se realizé el montaje de la
electroforesis capilar empleando 1,3 pl de formamida (Applied Biosystems®), 0,2
ul de marcador interno Gene Scan'™ Liz® 500 size standard y 0,6 pl del
amplificado digerido. Las condiciones de corrida del equipo ABI PRISM 310
fueron: run voltaje: 15 kv, temperatura: 60°C, injection duration:7 seg, laser power:
9 mWatts, size standart: liz 500, matrix POP-4 (Applied Biosystems®) y un tiempo

de corrida de 30 minutos.

Para la asignacion de los genotipos del polimorfismo 448G>T (R65L) en la
electroforesis capilar se realiz6 la lectura de los electroferogramas, se observaron
los picos de fluorescencia después de cada corrida para hacer el analisis de la

restriccion. Si la enzima no cortaba el fragmento el pico de fluorescencia era a
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485pb y correspondia al genotipo homocigoto TT, si la enzima restriccion cortaba
el amplificado, se producia un pico de fluorescencia a 75pb debido a que por esta
metodologia se detectaba el fragmento mas pequefio que tenia unido el primer
marcado; este fragmento correspondia al genotipo homocigoto GG y las muestras
gue exhibieron ambos picos de fluorescencia se clasificaron como heterocigotos
GT, en cada una de las corridas electroforéticas se emplearon controles positivos,
negativos y el marcador de peso molecular Liz 500 para la asignacién del tamafio

de los alelos.

4.10 PROCESAMIENTO DE LOS DATOS

Con las lecturas de las electroforesis se establecio el genotipo respectivo de cada
una de las muestras y se construyeron dos bases de datos en Excel® Microsoft
2007; los datos obtenidos se validaron con la aplicacion Data Compare del

Software Epi Info version 3.5 (76).

4.11 ANALISIS ESTADISTICO

4.11.1 Calculo de frecuencias genotipicas. Empleando el software de andlisis
genético poblacional GenAlex V6 (77), se realizo el calculo de las frecuencias
genotipicas y alélicas las cuales fueron comparadas mediante la prueba de chi?,
con el fin de establecer diferencias significativas entre los casos y los controles en

los tres polimorfismos.

4.11.2 Célculo de frecuencias alélicas. Usando el software Arlequin 3.5 (78),
fueron calculadas las frecuencias alélicas de los tres polimorfismos, las cuales

fueron confrontadas mediante la prueba de chi?>, con el fin de establecer
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diferencias significativas entre los tres polimorfismos. El calculo de las frecuencias
genotipicas y alélicas fue realizado para resolver el primer objetivo de este

proyecto.

4.11.3 Test de equilibrio “Hardy Weinberg” (EH-W). A partir de las frecuencias
alélicas y genotipicas de los tres polimorfismos del gen de la quinasa 4 (GRK4), y
utilizando los software Arlequin 3.5 (78), fue determinado el equilibrio de “Hardy-
Weinberg”, este se célculo realiz6 empleando la prueba de chi® (p<0,05), a través

de la comparacion de las frecuencias alélicas observadas y las esperadas.

4.11.4 Coeficiente de Endogamia o Estadistico Fs. La evaluacion de la
estructura genética poblacional a partir de datos genotipicos de los polimérficos se
realizd con el software Arlequin 3.5 (78), el cual permitié establecer el estimador
Fst, que fue propuesto por Sewall Wright en 1951. Cuando existe subdivision en la
poblacién, puede ser un efecto producido por la endogamia, haciendo referencia al
exceso de homocigosidad y es medido por la disminucién en la proporcién de
genotipos heterocigotos (79). En las tabla 5 se observa la interpretacion de

resultados.

La poblacién bajo estudio se puede clasificar con estos valores y de acuerdo al Fg;
obtenido se puede conocer el grado de estructura presente, para que los
resultados de un estudio de asociacion sean altamente confiables es
recomendable obtener valores menores o iguales a 0.005; con valores de Fg
mayores o iguales a 0.25 se presenta muy alta diferenciacién en la poblacion y es

probable que se obtengan falsas asociaciones (80).
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Tabla 5. Interpretacion de los valores para Fst

VALOR DE F; CANTIDAD DE ESTRUCTURA INTERPRETACION

1 Maxima Se presenta la maxima estructura o

diferenciacién de la poblacién y 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

Fuente: Reich D, Goldstein D, Detecting association in a case-control study while correcting for population
stratification. Genetic epidemiology 2000; 20: 4-16

En la tabla se puede observar los diferentes grados de sub-estructuracion de una poblacién de acuerdo a los
valores de Fsr

4.11.5 Calculo de las frecuencias haplotipicas. Usando el software Arlequin
3.5 (78), fueron calculadas las frecuencias de los haplotipos en los casos y
controles, y posteriormente fueron comparadas mediante la prueba de chi?, con el
fin de establecer si existian o no diferencias significativas entre los grupos. Esté

calculo fue realizado para resolver el segundo objetivo de este proyecto.

4.11.6 Célculo del estudio de asociacion. Para realizar esta parte del estudio
fue necesario observar las variables del estudio y su comportamiento dentro de los
casos y controles. En el grupo de variables continuas como la edad, la PAS y
PAD, se calcularon los promedios y las desviaciones estandar; para las variables
nominales como el sexo, antecedentes personales y familiares de enfermedad
cronica y factores de riesgo, se describieron utilizando las proporciones con sus

respectivos intervalos de confianza del 95%, y el analisis de las frecuencias
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genotipicas y alélicas de los diferentes polimorfismos del gen de la quinasa 4
(GRK4), en las que se evaluo el equilibrio de Hardy-Weinberg (EH-W) en la
poblacién analizada.

Inicialmente se efectud el analisis estadistico descriptivo para variables continuas
y el calculo de las frecuencias de cada una las variables nominales,
posteriormente se realizé el andlisis bivariado donde se compararon las medias
utilizando la prueba de Chi® de Pearson, con sus respectivos valores de p, siendo
significativos los valores de p<0.05, asi como los intervalos de confianza del
estadistico, esta prueba compara las variables de manera individual mirando solo

su estado de presencia 0 ausencia en el sujeto caso o en el control.

Para conocer el comportamiento de cada variable independiente en este disefio
de casos y controles pareado por sexo y edad, y su efecto en el valor del estimado
de la variable de salida, definida como hipertension arterial esencial, se aplico el
analisis de regresion logistica que definieron los valores de RRE con su intervalo
de confianza (IC) y el valor de significancia (p) respectivo; también se hicieron los
célculos para las razones relativas de exposicion con sus respectivos IC y valor
de p en un modelo ajustado por sexo y edad. Para el analisis multivariado se
utilizé la regresion logistica condicional que calcula el logaritmo de la proporcion
de la prevalencia del evento (logit p=p/-p), que corresponde a un valor de RRE,
basandose en el analisis de las parejas discordantes (s/t), de la tabla de
contingencia de dos por dos para casos y controles apareados. Esté calculo fue

realizado para resolver el tercer objetivo de este proyecto.

4.11.7 Andlisis bivariado para los polimorfismos del gen de la quinasa 4
(GRK4). Para la construccion del modelo se incluyeron las variables que

presentaban un valor de probabilidad para la prueba de chi2 de los RRE de Mantel

59



y Haenszel menor o igual a 0.2 (p<0.2) (81) y para evaluar si existian interacciones
entre la exposicion principal los polimorfismos del gen de la quinasa 4 y su efecto
sobre la variable dependiente la HAE, fue necesario ajustar los andlisis por
posibles variables de confusion, y se emplearon modelos de regresion logistica
por su versatilidad, mediante el empleo del software stata(9). En el presente

proyecto el modelo logistico se define por la ecuacion:

log[p/(1-p)] = a + G +yZ

Donde, p es a la probabilidad de ser caso, G al polimorfismo (que codificara los
diferentes genotipos: TT, TC, CC) y Z a una 0 mas variables por las que se desea
ajustar el modelo, a, B y y sorampatros estimados (82). De acuerdo a lo
anterior en los polimorfismos 448G>T, 679C>T y 1711C>T la variante del alelo T
modifica el riesgo de desarrollar hipertensién debido a que cada individuo posee
una pareja de alelos y el riesgo asociado con cada genotipo puede depender del
namero de copias del alelo T, lo anterior permite definir varios modelos de

herencia posibles: codominante, dominante y recesivo.

4.11.7.1 Modelo codominante. Por ejemplo para el polimorfismo 679C>T,
se supone gue cada genotipo proporciona un riesgo de enfermedad diferente y no
aditivo, se compara al alelo de riesgo T contra los otros dos grupos formados por

el alelo de no riesgo CC y el genotipo heterocigoto que lleva los dos alelos CT.

4.11.7.2 Modelo dominante. Por ejemplo para el polimorfismo 679C>T, se
supone que una Unica copia de T es suficiente para modificar el riesgo de
desarrollar HAE y que ser portador de 2 copias lo modifica en igual magnitud; es
decir, heterocigotos CT y homocigotos TT tienen el mismo riesgo, por lo cual, se
puede comparar la combinacion de estos 2 genotipos respecto a los homocigotos

del alelo de no riesgo CC.
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4.11.7.3 Modelo recesivo: Por ejemplo para el polimorfismo 679C>T, se
supone que son necesarias 2 copias de T para modificar el riesgo para desarrollar
HAE; por tanto, heterocigotos CT y homocigotos del alelo CC tienen el mismo
riesgo, por lo cual se compara la combinacion de ellos respecto a los homocigotos

del alelo riesgo TT.

4.12 ASPECTOS ETICOS

La presente investigacion y sus proyectos precedentes INEFAC (2005) y
CARMEN (2001), fueron de "riesgo minimo", segun el numeral b del articulo 10 de
la resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de Salud y contaron con la aprobacion
del Comité de Etica para la Investigacion Cientifica (CEIC) de la Facultad de Salud

de la Universidad Industrial de Santander:

1. “Polimorfismos del gen de la quinasa 4 del receptor dopaminérgico Acoplado a
la Proteina G y Riesgo de Hipertension Esencial”, aprobado segun acta No 015
de 2007 (Anexo A).

2. “Incidencia de Enfermedades Cardiovasculares y de sus Factores de Riesgo
en la Poblacion de 20 a 70 afios de estratos socioecondémicos 2 y 3 de
Bucaramanga — INEFAC desarrollada por el Centro de Investigaciones
Epidemiolégicas de la Facultad de Salud de la Universidad Industrial de
Santander, aprobado el dia 27 de junio 2005 (Anexo A)

3. “Prevalencia de Factores de Riesgo para Enfermedades Cronicas No
Transmisibles en la Poblaciéon de Bucaramanga. Encuesta basal CARMEN”,
desarrollada por el Centro de Investigaciones Epidemioldgicas de la Facultad
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de Salud e la Universidad Industrial de Santander, aprobada el dia 21 de
septiembre de 2001 (Anexo A).

Las graficas usadas en el presente estudio son del articulo publicado por THE
AMERICAN PHYSIOLOGICAL SOCIETY Yy tienen permiso para su uso aprobado
por el editor Penny Ripka en Septiembre 22 de 2010 (40). 9650 Rockville Pike,
Bethesda, MD 20814-3991.

Los programas Arlequin V3.5 (78) y GenAlex V6 (77), tienen licencia de uso libre

y el software Stata(9) esta licenciado por el grupo de Genética Humana de la

Universidad Industrial de Santander.
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5. RESULTADOS

51 CARACTERISTICAS DE LA POBLACION

Se obtuvieron perfiles para los polimorfismos del gen de la quinasa 4 (GRK4), de
1101 individuos, distribuidos en 549 casos y 552 controles. No fue posible realizar
la tipificacion de 17 muestras, probablemente porque el ADN estaba muy degrado,

dadas las condiciones y el tiempo de almacenamiento. (Figura 6)

Figura 6. Total de muestras amplificadas

Base de datos
1118 muestras cumplian
los criterios de inclusion

559 559
controles casos

Muestras Muestras
Muestras Muestras

i optimas optimas 5
No amplllﬂco ADN Amplifico ADN Amplifico ADN No amplifico ADN

| | |
(552)
N/

Total de muestras
trabajadas
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La poblacién analizada estaba conformada por 667 mujeres y 434 hombres con
edades entre los 15 a 69 afios, con un promedio de 36.85 afos (+12.35),
apareados por indice de Masa Corporal (IMC), por edad y por sexo. El anélisis de

las caracteristicas de la poblacién se describe en la Tabla 6.

Tabla 6. Descripcion de las caracteristicas socio-demograficas de la poblacion en estudio

CASOS CONTROLES n
Femenino 295 (53.7%)* 372 (67.3%) 667 (60%)
SEXO
Masculino 254 (46.3%) 180 (32,7%) 434 (40%)
Total 549 (49.8%) 552 (50.2%) 1101

* Porcentaje de individuos en el grupo.

5.2 RESULTADOS DE LA TIPIFICACION

Los polimorfismos fueron procesados mediante PCR-RFLP y las bandas
resultantes de las electroforesis en gel de agarosa al 3% permitieron realizar la
asignacion alélica en cada una de las muestras para cada uno de los
polimorfismos. Para el polimorfismo 448G>T (R65L), los productos obtenidos
fueron una banda a 485pb corresponde al genotipo TT, una banda a 410pb
corresponde al genotipo GG y cuando se presentaban bandas a 485 y 410
correspondian al genotipo heterocigoto GT. Los resultados pueden observarse en

la figura 7.

64



Figura 7. Electroforesis convencional del polimorfismo 448G>T (R65L).

Polimorfismo 448G>T (R65L)

pb

110868 110871 110877 110879 ggg 110880 110882 110893

500
450
400
350
300
250

200

Montaje 12 Parte D
Polimorfismo 448
Mayo 25 de 2010

Banda a 485pb corresponde al alelo T. Banda a 410pb corresponde al alelo G. MP: Marcador de peso
molecular. (TT) Genotipo homocigoto. (GG) Genotipo homocigoto. (GT) Genotipo heterocigoto.

Para el polimorfismo 679C>T (A142V), los productos obtenidos fueron una banda
a 201pb corresponde al genotipo TT, una banda a 176pb corresponde al genotipo
CC y cuando se presentaban bandas a 201 y 176 correspondian al genotipo

heterocigoto CT. Los resultados pueden observarse en la figura 8.
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Figura 8. Electroforesis convencional del polimorfismo 679C>T (A142V).

Polimorfismo 678C>T (A142V)

MP =0 302267 302268 302271 302276 302280 302282
201pb
176pb

Montaje 15 Parte C
Polimorfismo 679
Marzo 26 de 2010

Banda a 201pb corresponde al alelo T. Banda a 176pb corresponde al alelo G. MP: Marcador de peso
molecular. (TT) Genotipo homocigoto. (CC) Genotipo homocigoto. (CT) Genotipo heterocigoto.

Para el polimorfismo 1711C>T (A486V), los productos obtenidos fueron una
banda a 185 pb corresponde al genotipo TT, una banda a 161pb corresponde al
genotipo CC y cuando se presentaban bandas a 185 y 161 correspondian al

genotipo heterocigoto CT. Los resultados pueden observarse en la figura 9.
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Figura 9. Electroforesis convencional del polimorfismo 1711C>T (A486V).

Polimorfismo 1711C>T, A486V

292253 322404 322421 MP 322469 332501 372816 382905 382919

- -~ 185pb
161pb

Montaje 28 Parte C
Polimorfismo 1711C>T
Mayo 14 de 2010

Banda a 185pb corresponde al alelo T. Banda a 161pb corresponde al alelo G. MP: Marcador de peso
molecular. (TT) Genotipo homocigoto. (CC) Genotipo homocigoto. (CT) Genotipo heterocigoto

5.2.4 Electroforesis capilar del polimorfismo 448G>T, R65L. Los resultados
obtenidos en la electroforesis capilar pueden observarse en las figuras 10, 11, 12y
13.
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Figura 10. Electroforesis capilar del polimorfismo 448G>T (R65L) Genotipo GG
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El pico de fluorescencia a 75pb corresponde al genotipo GG.

Figura 11. Electroforesis capilar del polimorfismo 448G>T (R65L). Genotipo TT
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El pico de fluorescencia a 485pb corresponde al genotipo T T.
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Figura 12. Electroforesis capilar del polimorfismo 448G>T (R65L). Genotipo GT
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Muestras con picos de fluorescencia a 75pb y a 485pb correspondieron al genotipo heterocigoto GT.

Figura 13. Liz 500 Marcador de peso molecular en la electroforesis capilar
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5.3 ANALISIS POBLACIONAL

5.3.1 Frecuencias genotipicas. Una vez se determiné el perfil de cada muestra
para los polimorfismos 448G>T (R65L), 679C>T (A142V) y 1711C>T (A486V) del
gen de la quinasa 4; se estimo la frecuencia de cada genotipo en la poblacion con
el software GenAlex6®. En el polimorfismo 448G>T el genotipo homocigoto GG
fue el menos frecuente en los casos (24%) y en los controles (25%) y el genotipo
heterocigoto GT fue el mas frecuente tanto en casos (46%) como en controles
(47%). En el polimorfismo 679C>T el genotipo homocigoto TT fue el menos
frecuente en los casos (8%) y en los controles (10%) y el genotipo homocigoto CC
fue el mas frecuente tanto en casos (46%) como en controles (47%). Para el
polimorfismo 1711C>T el genotipo homocigoto TT fue el menos frecuente en los
ambos grupos con una frecuencia del 8%, mientras que el genotipo homocigoto
CC fue el mas frecuente tanto en casos (52%) como en controles (47%). Mediante
una prueba de Chi® se compararon las frecuencias genotipicas de los
polimorfismos de ambos grupos y no se hallaron diferencias significativas (Tabla
7).
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Tabla 7. Frecuencias genotipicas de los polimorfismos del gen de la quinasa 4 (GRK4).

POLIMORFISMO FRECUENCIAS GENOTIPICAS X7+ P
448G>T (R65L) n GG GT T

Casos 549 133 (0,242) 254 (0,463) 162 (0,295) 0,996 0,608
Controles 552 140  (0,254) 264  (0,478) 148  (0,268)

679C>T (A142V) n cc cT T

Casos 549 282 (0,514) 222 (0,404) 45  (0,082) 1,279 0,528
Controles 552 280 (0,507) 216 (0,391) 56 (0,101)

1711C>T (A486V) n cc cT T

Casos 549 287 (0,523) 215 (0,392) 47 (0,086) 3,419 0,181
Controles 552 260 (0,471) 246 (0,446) 46 (0,083)

* Prueba de Chi?. ** Valor de p=<0,05

5.3.2 Frecuencias alélicas. Las frecuencias alélicas se calcularon a partir de las
frecuencias genotipicas de los 3 polimorfismos estudiados. El célculo de las
frecuencias alélicas se obtuvo al sumar el numero de individuos heterocigotos con
el doble de los individuos homocigotos para cada alelo, y se dividio por el total de
los individuos multiplicado por 2 (ya que cada individuo lleva dos alelos); para
calcular la frecuencia del otro alelo (q) se resto de 1, es decir, q=1-p (83). En el
polimorfismo 448G>T se observé que el alelo G (47%) fue el de menor frecuencia
y para los polimorfismo 679C>T y 1711C>T, el alelo T (28%) presenté la menor
frecuencia en la poblacién (Tabla 8). Se realiz6 una prueba de Chi? para comparar
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las frecuencias alélicas de cada polimorfismo entre los grupos (casos y controles)

y no se encontraron diferencias significativas.

Tabla 8. Frecuencias alélicas de los polimorfismos del gen de la quinasa 4 (GRK4)

POLIMORFISMO FRECUENCIAS ALELICAS X * p**
448G>T (R65L) n G T
Casos 549 520 (0,47) 578 (0,53) 0,81 0,368
Controles 552 544  (0,49) 560 (0,51)
679C>T (Al42V) n C T
Casos 549 786 (0,72) 312 (0,28) 0,45 0,503
Controles 552 776  (0,70) 328 (0,30)
1711C>T (A486V) n c T
Casos 549 789  (0,72) 309 (0,28) 1,62 0,202
Controles 552 766 (0,69) 338 (0,31)

* Prueba de Chi®. ** Valor de p<0,05.

5.3.3 Test de Equilibrio de Hardy-Weinberg (EH-W) Después de calcular las
frecuencias genotipicas y las alélicas en los polimorfismos del gen de la quinasa 4
(GRK4), se calculo el Equilibrio de Hardy-Weinberg (EH-W) tanto para los casos
como para los controles para cada uno de los polimorfismos y se comprobd
mediante la prueba de chi® (p<0,05) (84), que todos los grupos analizados se

encontraban en equilibrio de H-W. (Tabla 9).
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Tabla 9. Equilibrio de Hardy-Weinberg de los polimorfismos del gen de la quinasa 4
(GRK4)

POLIMORFISMO  Genotipo  n=1101 CASOS (549) p* CONTROLES (552) p*
OBSER.  ESPER. OBSER.  ESPER.
0,091
GG 273 133 123 140 134 0,309
448G>T (R65L) GT 518 254 274 264 276
T 310 162 152 148 142
OBSER.  ESPER. OBSER.  ESPER.
0,888
cc 262 282 281 280 273 0.138
679C>T (A142V) cT 438 222 223 216 231
T 101 45 44 56 49
OBSER.  ESPER. OBSER.  ESPER.
cc 547 287 283 0457 260 266 0.250
1711C>T (A486V) cT 461 215 222 246 235
T 93 47 43 46 52

Prueba de Chi® valor de p<0,05

5.3.4. Estructura poblacional, prueba Fs;. De acuerdo al analisis molecular de
varianza realizado en el programa arlequin v3.5 (78), no hay evidencia de
estructura genética (F< -0,00007) en la muestra poblacional de Bucaramanga para
los polimorfismos del gen de la quinasa 4; los valores observados estan dentro del
rango de 0 a 0.005 donde se considera que hay poca diferenciacién genética (79)
(85).

5.3.5 Analisis de haplotipos. Se combinaron los genotipos obtenidos en cada
individuo para los tres polimorfismos estudiados, y se pudo observar que los ocho

haplotipos posibles se encontraron en la poblacion, tanto en los casos como
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en los controles. El haplotipo de mayor frecuencia fue el GCC tanto en los casos
(39%) como en los controles (40%) y el menos frecuente fue el GTT tanto en los
casos (0,9%) como en los controles (1%). (Tabla 10). Al comparar las frecuencias
haplotipicas entre los casos y los controles solo fue significativa la diferencia en el
haplotipo TCC (p=0.05), al estar en limite de significancia se aplicé la correccién
de Yates (86) para verificar la estabilidad del Chi?, y se obtuvo un nuevo valor de

significancia (p=0,06).

Tabla 10. Frecuencia de hapoltipos de los polimorfismos del gen de la quinasa 4 (GRK4)

HAPLOTIPO CASOS CONTROLES X7 P
GCC- RAA® 0,393 0,407 0,46076 0,50
TCC LAA 0,226 0,192 3,81370 0,05
TTT LWV 0,175 0,192 0,46076 0,50
TTC LVA 0,071 0,066 0,20821 0,65
TCT LAV 0,055 0,057 0,06115 0,80
GCT RAV 0,043 0,047 0,00049 0,98
GTC RVA 0,029 0,029 0,00049 0,98
GTT RVV 0,009 0,010 0,04273 0,84

* Prueba de Chi? ** valor de p<0,05. = Haplotipo representado por nucleétidos. =Haplotipo

representado por aminoacidos.
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5.4 ESTUDIO DE ASOCIACION ENTRE LOS NIVELES DE TENSION
ARTERIAL Y LOS POLIMORFISMOS R65L, A142V, A486V DEL GEN DE LA
QUINASA 4 (GRK4).

Para estimar la asociacion en el presente estudio se cuantificaron las frecuencias
de los polimorfismos del gen de la quinasa 4 en los casos y en controles; en
segunda instancia se calculd el riesgo relativo de exposicién con los antecedentes
familiares, personales y factores de riesgo con la enfermedad y finalmente se

construy6 el modelo de regresion logistica.

5.4.1 Antecedentes familiares de enfermedad crdnica. La hipertension arterial
tiene un componente genético por lo que en los individuos del estudio se
consideraron los antecedentes de familiares, en primer grado de consanguinidad,
para patologias como la hipertension arterial, el infarto agudo del miocardio,
enfermedad cerebrovascular, angina de pecho y diabetes (en madre, padre o
hermano), estos datos fueron tomados de la base de datos proyecto del proyecto
INEFAC (2006) realizado por el Centro de Investigaciones Epidemioldgicas (CIE)
de la Facultad de Salud UIS (Anexo H. Tabla 6). Posteriormente se compararon
los casos y los controles para cada uno de estos antecedes y se encontraron
diferencias significativas entre los casos y los controles cuando se tenia el
antecedente hipertension arterial en la madre (p=0,0351), el padre (p=0,0002) o un
hermano (p=0,0001), también cuando se tenian antecedentes de Infarto agudo del
miocardio (p=0,0001) y de enfermedad cerebro vascular (p=0,0162); por el
contrario no existieron diferencias significativas respecto a los antecedentes
angina de pecho (p=0,1725) y diabetes (0,1888). (Anexo H. Tabla 6)

5.4.2 Antecedentes personales y factores de riesgo. Se revisaron los factores

de riesgo consignados en la base de datos del proyecto INEFAC (2006),
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especificamente la obesidad (IMC>30), los triglicéridos, el colesterol total y el
colesterol-LDL. Los casos Yy los controles se compararon para cada uno de estos
factores de riesgo y se hallaron diferencias significativas (p0.05) en la obesidad
(p=0.0000), los triglicéridos (p=0.0000), el colesterol total (p=0.0000) y el
colesterol-LDL (p=0.0000) y no se hallaron diferencias significativas entre los
casos Yy los controles respecto al colesterol-HDL (p=1,0000) y la diabetes
(P=0,1011) no se observaron diferencias significativas en la poblacion estudiada.
(Anexo I. Tabla 7)

5.4.3 Analisis Bivariado. Para cuantificar la magnitud de la asociacidon de los
polimorfismos 448G>T (R65L), 679C>T (A142V) y 1711C>T (A486V) con la HAE,
se contrasté la hipétesis de asociaciéon mediante un test de Chi ? y se calcularon
las odds ratios (OR) de las diferentes variables (antecedentes familiares,
personales y los factores de riesgo). Las variables que no mostraron asociacion
significativa se excluyeron del analisis (en los antecedentes familiares en primer
grado de consanguinidad fueron la angina de pecho y la diabetes y en los
antecedentes personales fueron la diabetes vy el colesterol HDL) (Anexo J. Tabla
8). Las covariables que presentaban un valor de probabilidad para la prueba de
chi2 de los riesgos relativos esperados (RRE) de Mantel y Haenszel menor o igual

a 0.2 (p=0.2) se incluyeron en el modelo de regresion logistica. (81).

5.4.4 Anélisis bivariado para los polimorfismos del gen de la quinasa 4
(GRK4). Para evaluar la asociacion de los polimorfismos con la HAE se contrasto
la hipétesis de asociacién; se hizo un prueba de Chi® y se calcularon los odds
ratios (OR) de cada genotipo respecto a HAE para cuantificar la magnitud de la
asociacion. En el presente estudio ninguno de los polimorfismos del gen de la
quinasa 4 (GRK4) se encontré asociado con el riesgo de desarrollar HAE, por lo
cual, se decidio trabajar con los distintos modelos de herencia (codominante,

dominante y recesivo) y a tampoco se logro establecer asociacion entre los
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polimorfismos y la HAE. Para la construccion del modelo se incluyeron las
variables que presentaban un valor de probabilidad menor o igual a 0.2 &0.2)

para la prueba de chi2 de los RRE de Mantel y Haenszel (81), (Anexo K. Tabla 9)

Finalmente se realiz6 el andlisis multivariado mediante regresion logistica y el
modelo seleccionado fue: La variable dependiente, desarrollo de la HAE; las
confusoras o covariables: antecedente de IAM en un familiar de primer grado de
consanguinidad (iamrel) (OR=1.80; p=0.001; IC95% 1.29 - 2.52), tener
antecedentes personales de historia médica de tension arterial alta (palta)
(OR=2.61; p=0.000; 1C95% 1.79 - 3.81) e hipercolesterolemia (highcolt)
(OR=1.60; p=0.004; IC95% 1.16 - 2.22) y se incluyeron los polimorfismos del gen
de la quinasa 4 a pesar de no presentar asociacion significativa. También se
contrastd el modelo multivariado con los diferentes modelos de herencia
(Codominante, Dominante y Recesivo) de los polimorfismos y se encontré que no
existia asociacion significativa entre los polimorfismos y la HAE (Anexo L Tabla
10)

5.4.5 Anélisis de los haplotipos y su asociacion con HAE. El modelo de
asociacion anterior se contrasto con los dos modelos de haplotipos generados por
el software Arlequin V3.5 (78) y no se encontré asociacion con ninguno de ellos
(OR=0.99; p=0.734; IC95% 0.94 — 1.03).
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

Considerando la literatura publicada a la fecha relacionada con la asociacion de
los polimorfismos 448G>T (R65L), 679C>T (Al142V) y 1711C>T (A486V) del gen
de la quinasa 4 (GRK4) con HAE, este estudio se convierte en el primero en
poblacion latinoamericana y especificamente con muestras de individuos de

Bucaramanga, Santander, Colombia.

Respecto al comportamiento de las frecuencias genotipicas en la poblacion
estudiada, el polimorfismo 448G>T fue el mas diverso, con un porcentaje de
heterocigotos (GT) del 48% en controles y 46% en los casos, y este polimorfismo
fue el mas diverso en Ghaneses con un porcentaje del 49% en los controles y 52%
en los casos (68), por el contrario la diversidad reportada fue muy diferente en
otros estudios donde el polimorfismo 1711C>T fue mas diverso en Australianos
con un porcentaje de heterocigotos (CT) del 54% en los controles y 58% en los
casos (87); en los Italianos con un porcentaje del 43% en los controles y 48% en
los casos (60) y en Chinos con un frecuencia del 46% en los controles y 43% en

los casos (62).

Por otra parte el genotipo de mayor frecuencia en el polimorfismo 448G>T fue GT
en la poblacion estudiada con una frecuencia de 48% en los controles y 46% en
los casos, similar a lo reportado en la poblacion Australiana con un frecuencia del
53% en los controles y 48% en los casos (87); y en la Ghanesa con una frecuencia
de 49% en los controles y 52% en los casos (68), por el contrario el genotipo GG
fue el de mayor frecuencia en otras poblaciones como lo reportado en la Italiana
con una frecuencia del 47% en los controles y del 40% en los casos (60), y en la

China con una frecuencia del 76% en los controles y 80% en los casos (62).
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Por otra parte el genotipo de mayor frecuencia en el polimorfismo 679C>T fue CC
en la poblacion estudiada con una frecuencia de 51% en los controles y 51% en
los casos, similar a lo reportado en la poblacion Italiana con un frecuencia del 47%
en los controles y 45% en los casos (60); y en la China con una frecuencia de 63%
en los controles y 68% en los casos (62), por el contrario el genotipo CT fue el de
mayor frecuencia en otras poblaciones como lo reportado en la Australiana con
una frecuencia del 49% en los controles y del 50% en los casos (87), y en la

Ghanesa con una frecuencia del 45% en los controles y 50% en los casos (68).

En relacion al genotipo de mayor frecuencia para el polimorfismo 1711C>T fue CC
en la poblacion estudiada con una frecuencia de 47% en los controles y 52% en
los casos, similar a lo reportado en la poblacion Ghanesa pero con una mayor
frecuencia del 82% en los controles y 80% en los casos (68), por el contrario el
genotipo CT fue el de mayor frecuencia en otras poblaciones como lo reportado en
la Italiana con una frecuencia del 43% en los controles y del 48% en los casos
(60), en la Australiana con una frecuencia del 54% en los controles y del 58% en
los casos (87), y en la China con una frecuencia de 46% en los controles y 43% en

los casos (62).

De acuerdo con los valores obtenidos para las frecuencias alélicas en la poblacién
de Bucaramanga, en el polimorfismo 448G>T (R65L) alelo T (mutado), present6
una frecuencia del 52%, la frecuencia de este alelo fue similar a la reportada en
poblaciones como: la Ghanesa del 51% (68) y Afroamericana de Washington DC
del 47% (29); por el contrario, la frecuencia hallada para este alelo fue muy
diferente en los estudios realizados en la poblacion Taiwanesa del 7% (29); China
del 12% (62); hispana del sur de California (US) del 25% (29); Estadounidense del
35% (29); Italiana del 37% (87); y en Australiana (38%) (60).
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Respecto a las frecuencias alélicas en la poblacion de Bucaramanga para el
polimorfismo 679C>T (A142V), el alelo T (mutado), presenté una frecuencia del
29% igual a la reportada en poblacion la hispana del sur de California del 29%
(29), por el contrario, la frecuencia hallada para este alelo fue muy diferente en los
estudios realizados en la poblacion China del 19% (62); Taiwanesa del 20% (29);
Italiana del 35% (87); Australiana del 37% (60); Estadounidense del 40% vy
Afroamericana de Washington DC del 60% (29); y en la poblacién Ghanesa del
66% (68).

En relacion a las frecuencias alélicas en la poblacion de Bucaramanga para el
polimorfismo 1711C>T (A486V), el alelo T (mutado), presentd una frecuencia del
29% igual a la reportada en poblacion la hispana del sur de California (29%) (29),
por el contrario, la frecuencia hallada para este alelo fue muy diferente en los
estudios realizados en la poblacibn Ghanesa (10%) (68); Afroamericana de
Washington DC del 19% y Estadounidense del 40% (29); Italiana del 44% (87);
Australiana del 45% (60); Taiwanesa del 47%) (29) y en la poblacion China del
51% (62).

Los polimorfismos 448G>T (R65L), 679C>T (A142V) y 1711C>T (A486V) del gen
de la quinasa 4 (GRK4) se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) lo
gue indica que la poblacién de los casos y de los controles estaba conformada por
individuos que se mezclan al azar y que los resultados obtenidos del analisis de
asociacion de estos polimorfismos con la HAE fuesen confiables, porque si una
poblacion no se encuentra en EH-W los casos y los controles no serian
comparables porque la poblacién podria estar afectada por fuerzas evolutivas
(consanguinidad, seleccion, migracién, mutacion, deriva genética) y esto podria
generar sesgos al interpretar los resultados, porque seria mas facil detectar un
genotipo hipertenso que uno normotenso (82), de igual forma, podria generar

pérdida del poder estadistico que se deriva de una menor diferencia en las
80



frecuencias esperadas (67); estos resultados concuerdan con la mayoria de los
trabajos publicados (60) (68) (87) (31) donde se reportaron que las poblaciones
estudiadas también estaban en EH-W.

Adicionalmente se realiz6 un andlisis molecular de varianza (78), y no se detecto
efecto de estructura genética (Fst: -0,00007), en la muestra poblacional analizada
de Bucaramanga y el 96,96% de la variacion fue debida a todos los individuos
dentro de los grupos, lo cual permite reafirmar que los controles si son
comparables con los casos y se comportan como la misma unidad genética
reproductiva, coincidiendo con los estudios realizados por Hincapié y cols (2009),
donde se encontr6 una alta variabilidad entre los individuos de la ciudad de
Bucaramanga, acorde con el bajo valor de Fsr entre distintos grupos y
determinado por el analisis molecular de varianza con base en frecuencias alélicas
observadas para 19 marcadores autosomicos analizados (Short Tandem Repeat):
STRs (D3S1358, HUMTHO1, D21S11, D18S51, D5S818, D13S317, D7S820,
D16S539, CSF1PO, HUMVWA, D8S1179, HUMTPOX, FGA, LPL, F13B, FESFPS,
F13A01, PENTA Dy PENTA E). (88)

Para el estudio de asociacion, el modelo metodolégico que siguié el presente
estudio parearon 1101 individuos entre casos y controles (edad, sexo e IMC).
Aspecto importante y considerado en el séptimo reporte para el manejo de la
hipertension (69), donde se relaciona el IMC como un factor de riesgo que incide
en el desarrollo de la ECV (69), es importante aclarar que al comparar otros
estudios donde los autores encontraron asociacion de estos polimorfismos del gen
de la quinasa 4 (GRK4) como factores de riesgo para HAE, no explican si la
variable IMC esta incluida o no en el modelo de asociacion; la inclusion del IMC en
este estudio, le confiri6 al modelo de regresién logistica una mayor rigurocidad
para establecer si los polimorfismos 448G>T (R65L), 679C>T (A142V) y 1711C>T

(A486V) del gen de la quinasa 4 (GRK4) eran factores de riesgo independientes
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para HAE. Bengra, y col (2002), reportan la asociacion pero no establecen en el
modelo cuales variables fueron utilizadas, adicionalmente ese estudio emple6 un
tamafo de muestra pequefio (60 HT y 60 NT), igual que Speirs, y cols (2004), con
una muestra de 312 NT y 168HT frente al tamafio de muestra contemplado en el
presente estudio (1101 individuos). Dentro de la tabla de caracterizacion de los
participantes del estudio de Speirs y cols (2004); al comparar el IMC (p=0,02) fue
significativa la diferencia entre los HT y NT, encontrandose asociacion significativa
con los obsesos hipertensos AA (n=10), 163 +/- 17 mmHg AV (n=38), 167 +/- 24
mmHg y VV (n=12), 194 +/- 25 mmHg. Asi mismo, en el trabajo de casos y
controles desarrollado en asiaticos (62), también fue determinada asociacion con
el modelo de regresion logistica para los loci, donde el IMC con IMC (OR=1.16;
p<0.0001; IC95% 1.11-1.20), este estudio hace un aporte importante sobre la
asociacion del polimorfismo A486V y la HAE. Otros estudios con distintos
abordajes, donde fueron evaluaron los mismos polimorfismos determinados en la
poblacibn de Bucaramanga, mostraron asociacion significativa de los
polimorfismos con el HAE, pero incluyendo en el modelo de regresién la variable
IMC (89)

En el presente estudio, no se encontr0 asociacion de ninguno de los tres
polimorfismos estudiados con el fenotipo hipertenso (HAE); contrario a los
hallazgos en otros estudios donde el polimorfismo 1711C>T (A486V) mostro
asociacion con la HAE. El trabajo realizado por Bengra y cols en el 2002, hall6 una
asociacion significativa (p=0.034) del alelo V del polimorfismo A486V, en
pacientes Italianos medianamente hipertensos; esta asociacién también fue
observada en otras poblaciones caucasicas como la de Australianos, en estudio
realizado por Speirs y cols en el 2004, donde encontraron que el alelo V del
polimorfismo A486V (OR=1,4; IC95% 1,1 - 1,9) mostrd asociacion significativa con

hipertension (HT) (p=0,02) y el genotipo VV se asocidé con la presion arterial
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sistélica (PAS) elevada (p 0,002); AA (n=21), 160 +/-22 mmHg, AV (n=70), 171 +/-
25 mmHgy VV (n=22), 188 +/-26 mmHg. Este mismo genotipo también presento
una asociacion significativa en los obsesos hipertensos AA (n=10), 163 +/- 17
mmHg AV (n=38), 167 +/- 24 mmHg y VV (n=12), 194 +/- 25 mmHg; contario a los
valores de presion arterial sistélica en los genotipos de individuos normotensos
(NT), donde esté presento los niveles mas bajos AA (n=79), 122 +/-11 mmHg, AV
(n=134), 118 +/-10 mmHg, VV (n=35), 118 +/- 10 mmHg. En relacion con los
polimorfismos R65L y A142V, para los alelos L65 y V142 fue observada elevacion
de la presion arterial diastolica (PAD) sélo en varones HT (p=0,009, p=0,002,

respectivamente), después de realizada la correccién de Bonferroni (p=0,06).

Estudios similares realizados por Wang y cols 2006, en la poblacion del norte de
China Han, encontraron que el alelo A486 mostré una asociacion significativa con
HTA (p<0,001), después de la correccion de Bonferroni (p<0,001). Los niveles de
PAS fueron proporcionales al nimero de alelos A en el polimorfismo A486V, es
decir, individuos homocigotos (AA) presentaron mayor nivel PAS (p<0,001), y una
tendencia similar fue observada en los niveles de PAD (p=0,0013), al ajustar con
otros factores de riesgo como el IMC (OR=1.16; p<0.0001; IC95% 1.11-1.20) y la
glicemia (OR=1.12; p=0.0108; 1C95% 1.03-1.22) los individuos con el genotipo AA
tenian tres veces mayor riesgo de ser hipertensos que los portadores VV. Es
importante resaltar que el polimorfismo A486V no estaba en equilibrio de Hardy-
Weinberg en los 503 individuos hipertensos del estudio, aspecto que puede
generar sesgos en los resultados (82) (67). Respecto a los polimorfismos R65L y
A142V, no fue hallada ninguna asociacion de estas dos variantes con el desarrollo
de HAE.

En el presente estudio fueron determinadas las ocho posibles combinaciones
respecto al analisis de los haplotipos. En cuanto a las frecuencias de los

haplotipos entre casos y controles sb6lo se encontré diferencias significativas
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(p=0.05) en el haplotipo TCC (LAA); con correccion de Yates (p=0.06), contrario a
los hallazgos en Australianos (87) donde se encontraron diferencias en las
frecuencias para el haplotipo RVV entre los casos y controles. No se observo
asociacion entre la HAE y los haplotipos (OR=0.99; p=0.734; 1C95% 0.94 — 1.03),
ajustados con los factores de riesgo antecedente de IAM en un familiar de primer
grado de consanguinidad (iamrel) (OR=1.79; p=0.001; 1C95% 1.28 - 2.51),
antecedentes personal de historia médica de tension arterial alta (palta) (OR=2.55;
p=0.000; IC95% 1.75 - 3.73) e hipercolesterolemia (highcolt) (OR=1.67; p=0.002;
IC95% 1.20 - 2.32), Respecto a las prevalencias de los haplotipos, el LVA y la
RAA presenté mayor frecuencia en el grupo HT (p=0,001), y los haplotipos RAV;
RVV y LVV se presentaron con mayor frecuencia en el grupo NT (p<0,001,
p=0,003, p=0,008, respectivamente). Después de analizar todos los haplotipos por
regresion logistica; Wang y cols (2006) observaron que haplotipos LVA (OR=5.71,
p=0.0005; IC95% 1.66 — 19.68), RAA (OR=1.39; p<0.0001; IC95% 1.14 — 1.69) y
RVV (OR=0.29; p=0.0276; 1C95% 0.10 — 0.87), estaban significativamente
asociados con la hipertension después de ajustar con otros factores de riesgo
como el IMC (OR=1.16; p<0.0001; IC95% 1.11 — 1.20) y la glicemia (OR=1.12;
p=0.0081; IC95% 1.03 — 1.22), en particular, el haplotipo LVA presentd seis veces

mas riesgo de hipertension que los que portaban el haplotipo RAV.

En el presente estudio fueron planteados tres modelos de herencia (codominante,
dominante y recesivo) y no se encontrd asociacion significativa con el desarrollo
de HAE en ninguno de los tres polimorfismos, ni en el analisis univariado ni en el
multivariado, contrario a los hallazgos de Gu y cols en el 2006, donde realizé un
estudio de asociacion de 33 SNPs en 11 genes candidatos para hipertension en
Chinos; los genes candidatos fueron seleccionados para evaluar su efecto
individual y multilocus sobre las diferentes vias bioquimicas que estan implicadas

en el desarrollo y progreso de la hipertension, encontrandose que tres
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polimorfismos el TH, ADRB2 y GRK4 , estaban asociados con el desarrollo de la
hipertension. Respecto a los polimorfismos del gen de la quinasa 4, solo el
polimorfismo A486V presentd asociacion en el analisis univariado con el
desarrollo de hipertension al aplicar los diferentes modelos de herencia: aditivo
(OR=1.59; p<0.0001; 1C95% 1.34 — 1.89), dominante (OR=1.74; p<0.0001; 1C95%
1.32 — 2.30), y recesivo (OR=2.08; p<0.0001; IC95% 1.55 — 2.77), pero al ejecutar
el analisis multivariado, sélo el modelo recesivo 486V mostré asociacion (OR:
2.05; p=5.10x10-6; IC 95% 1,50 - 2,79) después de la correccidén de Bonferroni.

Finalmente, los resultados del estudio de asociacién en la muestra poblacional de
Bucaramanga de los polimorfismos 448G>T (R65L), 679C>T (A142V) y 1711C>T
(A486V) del gen de la quinasa 4 (GRK4), mostraron grandes diferencias con los
hallazgos encontrados en poblaciones caucéasicas (ltalianos, Australianos) y
Chinos en los cuales soélo fue determinada la variante A486V asociada
significativamente con la HTA, lo anterior puede estar influenciado por los
diferentes tamafio de muestra que puede contribuir a los resultados discrepantes
entre estos estudios, como en el estudio realizado por Bengra donde fueron
incluidos 60 HT y 60 NT (60), en el estudio Speirs 168 HT y 60 NT (Speirs y cols.
2004) y el estudio de Wang incluyé 503 HT y 490 NT (Wang y cols. 2006).
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7. ANALISIS CRITICO DE LOS RESULTADOS

POSIBLES SESGOS DEL ESTUDIO

Sesgo de seleccidon: Las muestras seleccionadas para este estudio fueron
tomadas del proyecto INEFAC en el cual se realiz6 un muestreo aleatorio de la
poblacién de Bucaramanga, adicionalmente se evitd este sesgo al tomar todos los
casos Yy los controles de la misma base de datos del proyecto y mediante el uso

del software stata 9®

Sesgo de clasificacion: Los errores de clasificacion fueron controlados, en primer
lugar utilizando técnicas estandarizadas en el laboratorio de genética de la
Universidad Industrial de Santander el cual posee una trayectoria de mas de 15
afos en la realizacion de pruebas moleculares, en segundo lugar porque cuenta
con personal altamente calificado y con entrenamiento en técnicas moleculares,
gue capacitaron y asesoraron al estudiante de maestria, durante todo el proceso
metodoldgico de esta investigacion; en tercer lugar por trabajar con reactivos de
calidad y por disponer de controles positivos y negativos que permitieron disminuir
interpretaciones erréneas de las genotipificaciones; en cuarto lugar porque se
secuenciaron muestras de cada uno de los genotipos posibles de cada uno de los
polimorfismos y finalmente los analisis de todas las muestras fueron efectuados en
forma enmascarada para evitar sesgos y el 10% de las muestras se procesaron

por duplicado como control de calidad.

Sesgo de confusion: Para evitarlo se parearon los casos y los controles por
sexo, edad e IMC >30kg/m? y al momento de realizar el anlisis de asociacién se

seleccionaron las variables que mejor se ajustaban al modelo.
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8. CONCLUSIONES

El genotipo de mayor frecuencia en los polimorfismos estudiados fue:
P448: GT controles (47,8%) y casos (46,3%).
P679: CC controles (50,7%) y casos (51,4%).
P1711. CC controles (47,1%) y casos (52,3%)

El alelo de mayor frecuencia en cada polimorfismo estudiado fue:
P448: T controles (51%) y casos (53%).
P679: C controles (70%) y casos (72%).
P1711. C controles (69%) y casos (72%)

El polimorfismo mas diverso fue el 448G>T (R65L) con una frecuencia de
heterocigotos del 47,8%, entre los polimorfismos estudiados en la poblacion de

Bucaramanga.

Los polimorfismos 448G>T (R65L), 679C>T (Al142V) y 1711C>T se
encontraron en Equilibrio de Hardy-Weinberg (HE-W), tanto en los casos como

en los controles.

El Analisis Molecular de Varianza (AMOVA) en la muestra poblacional de
Bucaramanga mostré una baja diferenciacion (96,96%) entre los individuos
evidenciando que la poblacién se comporta como una misma unidad genética
reproductiva (Fst: -0,00007)
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El haplotipo de mayor frecuencia tanto en los casos como en los controles fue el
GCC (RAA) (40,7%) y el menos frecuente fue el GTT (RVV) (0,9%) en ambos
grupos.

No se encontr6 asociacion entre los polimorfismos 448GT (R65L), 679C>T
(Al42V) y 1711C>T (A486V) del gen de la quinasa 4 (GRK4) del receptor
dopaminérgico acoplado a la proteina G y la HAE en la muestra poblacional
analizada.

No se encontrd asociacion significativa entre los haplotipos gen de la quinasa 4 y

la HAE en la muestra poblacional analizada.
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ANEXOS

Anexo A. Consentimiento informado.

?;.

: . “ UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER

REUNION
COMITE DE ETICA PARA LA INVESTIGACION CIENTIFICA - CEIC

DE LA FACULTAD DE SALUD - UIS
i AGTA No 015 de 2007
[Fecha 27 50 gosio o 2007 Hora 7008 6.00 AM. Lugar Sala de reuniones b s DIEF |

Asistantes E¢peranza Cruz Solano, Coordinadara Comité
Claudia Cristing Ortiz Lopez, Représentants Facullad de Salud
Alexander szun Nnado th:mnlsm Faguitad de Salud

Julio Gesar h fia H . Repr Facufiad de Salud
Rafasl Enrigue S Vissg Rep Facuhtad da Salud
Orden del Dia

o Vatificacion del quorum y Lectura del acta antarior
s sl iyt

Y

Desarrollo del Orden del Dia:

Verificacion del Quérum

Asistieron cinco membros del Comité  Pendiente lectura dal acta anteriar

Awntospmyactns de Investigacion =

Se 5 los sigus de investigacion presentados a la Convocatoria para la
présentacion de proyectos de memgatm en ciencias de la salud - afo 2007 (Modalidad
Recuperacion Contingente) - 408 de COLCIENGIAS

s+ ‘Caracterizacion molecular de las cepas de Staphylococcus aureus meticilino
~ resistentes en el Hospital Universitario de Santander” WMMMI
mm APROBADOD

tmlrmlm:ﬁndod‘;}r rios ies anti-Leishmania y anti.
Wenm vados de mmdmiammph-ymmuw 2.
m invastigador principal Aliria Palma Rnddgu«z APROBADO sy

, Ciudad Universitarin - Carrera 27 catie 3
PBX: [7)634 4000 - m:ar:mnm A A, 678 mnhmn
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“Eficacia de la estrategia de comunicacion y participacion comunitaria para la
adherencia y el empoderamiento con las medidas de control del dengue en la comuna
norte de Bucaramanga” investigador principal Flor de Marla Céaceres Manrwwe.
APROBADO

“Evaluacién de los sesgos cognoscitivos én poblacién con trastornos por estrés
postraumatico como consecuencia de la violencia sexual” investigador principalr Marta
lsabel Dallos Arenales. APROBADQ. )

“Validacion del Vir‘tdice{l‘obiiid Brazo por Métedo Oscilométrico aofﬁa Tamizaje de
Enfermedad ~Arterial Periférica”. investigador principal  Myriam  Orostegui ~Arsnas
APROBADO. 3 :

"Eprsiciﬁn a Mercurio e Hipertension Artecial” mnvestigador principal German Gamarra
Herandez APROBADO

“Mapeo genémico de alta resolucion en regiones candidatas asociadas con desarroilo
de cardiomiopatia chagasica” investigador principal. Clara isabe! Gonzalez Rugeles.

APROBADO. )

“Nuevas Direcciones en la Basqueda de Agentes Activos sobre el SNG. Sintesis y
- Evaluacion de Efectos de Tipe Ansiolitico y Sedante de Nuevas Series de Derivados de
la.  Dihidrodibonzo[b,ejazepina, Tetrahidrodibenzofb, flazocina ¥y Telrahidre-1-
benzoazepina”. investigador principal’ Alirio Palma Rodriguez, APROBADO.
“Terapia genética e inmiunoterapia para el tratamiento de tumores hematoldgicos”,
investigader principal: Herman José Arteaga N. APROBADO.

-“Rol de las poblaciones de Rhodnius prolixus de palmas en fa transmisién de.
Trypanosoma cruzi en zonas intervenidas en los Hlanos orientales de Colombia”,
vestigador principal: Victor Manuel Angule Silva APROBADO.

“Poliformismos del gen de ola kinasa 4 del receptor Dopaminérgico acoplado a la
proteina G y del Gen de Iz Sintasa de Oxido Nitrico y Riesgo de Hipertensidn Esencial™
investigador principal- Adriana Castilio. APROBADO

“Actividad paromomicina y miltefosina liposomial en  Leishmaniasis cutdnea”,
investigador principall Patricia Escobar Rivero APROBADO.
“Evaluacion de la funcién autondmica cardiaca endotelial y funcién ventricular

izquierda en pacientes hipertensos con depresion mayor (proyecta DELFOS)",
investigador principat’ Marta isabel Dallos Arenales. APROBADS .

“Estudio in vitro de la actividad fototdxica sobre la Leishmania con fotosensibilizadores
bioconjugados”, investigador principal Fermando Maitines C‘rr%ega.‘ APROBADO

' “Deteccién de péptidos derivades del peptido Natriuretico pro B coma p‘redictdrés- de

‘mortalidad en pacientes con infarto del miocardie”, investigader principal: Gerardo Mutioz.
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UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER

Bucaramanga, Septiembre 213 de 2001

COMITE DE ETICA

FACULTAD DE SALUD

& RREV’ALENC[A DE FACTORES DE RIESGO PARA ENFERMUEDADES
CRONKCAS NO TRANSMISIBLES EN LA POBLACION DE BUCARAMANGA
ENCUESTA BASAL BASAL CARMEN ©

Investigador principal: Dr. Leonelo Bautista

Enf. Myrian Oréstegui

Departamento de Salud Piblica
Al analizar este protocolo de investigacion se informa lo siguiente:
Contiene un apartado que contempla en forma minuciosa el manejo ético del estudio. el
cual concuerda con la Resolucion 008430 de 1993 en su Capitulo 1l reterido a las
investigaciones en comunidades.
Presenta copia del instrumento con el cual se obtendra el conscatimicenta informada

Considero que éste debe ser revisado en algunos terminos de dificil comprension para
las personas.

\&..{,ﬂ o w (7.
ARIA VICTORIA OROZCO VARGAS
Coordinadora Comité de Etica

Anexo Protocolo de investigacion
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GOBERNACION DE SANTANDER

ALCALDIA DE BUCARAMANGA
ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD
MINISTERIO DE SALUD
Universidad Industrial de Santander
PROGRAMA CARMEN
CODIGO DE BARRAS

ENCUESTA DE FACTORES DE RIESGO PARA ENFERMEDADES CRONICAS NO
TRANSMISIBLES EN LA POBLACION 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 estan haciendo un estudio sobre problemas de salud en
Bucaramanga. El objetivo del estudio es conocer la cantidad de personas afectadas por enfermedades
cronicas, 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 informacion se
usara 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 poblaciéon de

Bucaramanga y posteriormente en todo el pais.

Su familia ha sido seleccionada al azar (por loteria) para participar en este estudio y Ud. ha sido
seleccionado al azar dentro de las personas de su familia que estan 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 evaluacion 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
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el transcurso de una semana. La muestra de sangre se usara ahora para medir su nivel de azucar y
colesterol. Estas se guardardn 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 seran confidenciales y sélo se usaran para los propésitos del mismo. En ningiin caso los

participantes sera identificados de forma individual.

Es bueno que Ud. tenga presente que aun si decide participar en el estudio, Ud. tiene el derecho de
negarse a contestar cualquier pregunta o hacerse cualquiera de las mediciones que se hardn 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 seran entregados a fin de que puedan serles Utiles en su cuidado médico
regular. Ademas, si alguna de sus pruebas es anormal, Ud. recibiria consejeria sobre donde y cuando
buscar asistencia. Por otra parte, los resultados del estudio serviran para desarrollar un programa de
prevencion de enfermedades crénicas que sera 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 Suarez, 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 afios)

Nombre encuestador Firma

Fecha _ /dia___/mes___ /afio

112



URIVERSIOAD INDUSTRIAL DE SANTANDER

Buearamanga, wirwe 7 de 2005

FACULTAD DE SALUD
COMITE DE ETiICA

Tituto Proyecto INGIDENCIA DF ENFERMEDADES
CARDIOVASCULARES ¥ Di SUS FACTORES DE RIESCO EN LA
POBLACION DE 19 A 59 ANOS DE ELTRA"O8 SOCICECONOMCOS 2 ¥
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Codigo del Participante LI 1[] I;J\\ 0]
INEFAC)
o

INCIDENCIA DE ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES Y DE SUS FACTORES DE
RIESGO EN LA POBLACION DE 20 A 70 ANOS DE ESTRATOS
SOCIOECONGMICOS 2 Y 3 DE BUCARAMANGA - INEFAC

CONSENTIMIENTO INFORMADO INDIVIDUAL

1. Infroduccién y Propésito del estudio

La Universidad Industial de Santander, a fravés del Centro de
Investigaciones Epidemiolégicas, estd haciendo un estudio sobre
problemas de salud en Bucaramanga. El objetivo del estudio es conocer la
canfidad de personas afectadas por enfermedades como las del corazdn
y la cantidad de personas que tienen caracteristicas que las hacen mds o
menos susceptibles a adquirr este tipo de enfermedades. Esta informacién
serd usada para idenfificar nueveos casos de enfermedad y medir los
cambios en los factores de riesgo.

2. Por qué ha sido usted seleccionado

Ud. fue seleccionado para participar en el estudio INEFAC ya que hace
mds o menos é afos Ud. participé en un estudio similar y este es un primer
seguimiento.

3. Procedimientos del estudio

Si decide participar nuevamente, lo invitaremos a asistir a una evaluacién
médica en la gue le tomaremos la presién arterial, mediremos su peso, su
talla y los perimetros de su cintura y cadera. También le tomaremos una
muestra de sangre de aproximadamente 20 cc. (4 cucharadas) en varios
tubos peguerios. Ese dia fendrd que asistir en ayunas (sin tomar nada
diferente al agua desde la noche antferior) para fomarse la muesira de
sangre. Las muestras se tomardn mediante una puncidn venosa vy se usaran
agujas nuevas y equipo estérl para su seguridad. Las muestras se usardn
ahora para medir su nivel de azlUcar, colesterol, triglicéridos, HDL y LDL y
creafinina en sangre. Ademds, una parte de las muesiras se guardardn y
en un futuro, podrian usarse para hacer otras investigaciones incluyendo
pruebas bioguimicas (es decir, medicién de sustancias en la sangre] vy
genéticas (para establecer predisposiciones  genéticas para  los
enfermedades y factores de riesgo). En tal caso, dichos estudios tendrian
que ser autorizados por un comité de éfica en investigacién. También le
enfregaremos antes de su cita, un frasco para recolectar una muesira de
orina en la cual se determinard la presencia o ausencia de proteinas en su
orina.

S g DA R Py s Y
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Cédigo del Participante I:l D D Q\D D
INEFAC)
<7

Una vez terminado &l examen médico, le haremos una encuesta en la que
le preguniaremos sobre algunas enfermedades que Ud. o sus familiares
pedrian haber padecido, sobre algunos comportamientos como hacer
ejercicio, fumar y tomar alcchol, sobre sus hdbitos alimenticics, sobre su
estado de dnimo vy la calidad del suefio.

Es probable que este estudio se repita dentro de cinco afos, para conocer
la evolucion de estas condiciones en las personas que participen.

4. Confidencialidad

Nosofros haremos todos los esfuerzos razcnables para proteger su
privacidad. A usted se le asignard un nimero de cddigo y su hombre no
aparecerd en les formatos utilizados para la recoleccidén de datos. Sélo los
investigadores tendrdn acceso al archivo en el cual se vincula su nombre
con su nimero de codigo. Los datos obtenidos en este estudio serdn
usados sdlo para los fines del estudio. Los resuliados del estudio se
presentaradn en la forma de promedios y porcentgjes y usted no serd
identificado de forma individual en ningtn caso.

Si su muestra de sangre almacenada es usada para futuras pruebas, estas
pruebas serdn andnimas y tendrdn que ser aprobadas por un Comité de
Etica en Investigacién en Sujetos Humanos.

5. Riesgos y beneficios

Les riesgos derivados de su participacién en este estudio son minimos. Sin
embargo, Ud. podria beneficiarse directa e indirectamente. Si participa en
el estudio los resultados de las pruebas de sangre y orina que se van a
hacer actualmente vy los datos de su presién arterial le seran enfregados a
fin de que pueda ulilizarlos en su cuidado médico regular. Ademds, si
alguna de sus pruebas es anormal, Ud. recibird consejeria médica sobre
dénde y cudndo buscar asistencia. Por otra parte’ los resultados del estudio
podran servir para desarrollar programas de prevencién de enfermedades
cardiovasculares que seran de beneficio para tfoda la comunidad.

Tomar una muestra de sangre resulfa en dolor ligero y fransitorio, algunas
personas pueden desarrollar un hematoma o morado (una pequefia
cantidad de sangre debajo de la piel) que desaparece en und semand
aproximadamente, y hay también una pequefia probabilidad de
infeccién. Sin embargo, como los resultados de este estudio nes podrian
ayudar a entender mejor y a prevenir el desarrcllo de las enfermedades
cardiovasculares, usted y personas como usted podrian beneficiarse de su
participacion.

T S s R R g A S
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INEFAC,

-7
En el caso de futuros estudios en los cuales se hagan otras pruebas
bioguimicas © genéticas que tengan implicaciones directas para su salud,
usted fendrd la opcidn de decidir que le enviemos o no los resultados.

Cédigo del Participante [1[1[]

4. Costos y compensacién

Usted no recibird pago alguno por su participacién en este estudio, pero
todas las pruebas se le hardn de forma gratuita,

7. Derecho a rehusar o a abandonar el estudio

Usted debe estar consciente de que su participacién en este estudio es
completamente veoluntaria. AUn después de daor su aceptacién para
participar, usted tendrd derecho a refirarse del estudio, de negarse a
contestar una pregunta o de proveer una muesira de sangre en el
momento en que usted asi lo desee. Mas adn, si usted declide no participar
en el estudio o si usted se niega a seguir participando, usted recibird la
misma datencién y los mismos beneficios gue usted hubiese recibido si
nunca se le hubiese invitado a participar.

8. Preguntas

Por favor, siéntase en la libertad de hacerme cualquier pregunta si hay
algo gue no haya entendido. Si fiene alguna pregunta adicional acerca
del estudio més adelante, usted puede contactar a las doctoras: Myriam
Oréstegui Arenas, Lina Maria Vera Cala, Laura lsabel Valencia Angel o Isis
Rey Moreno en el Cenfro de Investigaciones Epidemiolégicas de la
Universidad Industrial de Santander, al teléfono 6345781, en el
Departamento de Salud Publica al teléfono 6454726 o en la Sede Bucarica
de la Universidad Industrial de Santander al teléfono 6708%901.

9. Declaracién del participante

Nosotros le enfregaremos una copia de este formato. Al firmar esta forma,
usted estd aceptando que entiende la informacion gue se le ha dado v
que estd de acuerdo en participar como un sujeto de investigacién en
este estudio. Usted estd de acuerdo en:

. Confestar a las preguntas de una entrevista verbal asi ONo
e Dejar que le fomen la presion arterial, el peso, la tallg, los perimetros
de cintura y cadera asi ONo
¢ Dar una musestra de sangre Osi ONo

e P e R e e i e S
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Cddigo del Participante L] D\D L]
INEFAC )
P

e Permitir que su muestra de sangre sea almacenada y usada en /
estudios futuros, incluyendo la realizacién de pruebas genéticas.

asi ONo
e Permitir ser contactado para estudios postericres OSi- ONo
sAcepta usted participar en este estudio voluntariamente?  OSi ONo

sDesea usted conocer los resultados de sus pruebas realizadas en estudios
futurose  [OSi ONo

Si usted ha aceptado participar, per faveor escriba su nombre vy firme en el
espacio de mds abagjo.

Nombre del patticipante:

Firma del participante: Cédula

Fecha:Dia__ __ Mes____ Afo

Nombre del testigo 1:

Firma del testigo 1: Cedula

Fecha: Dia____ Mes__ __ Afo

Nombre del testigo 2:

Firma del testigo 2: Cédula
Fecha: Dia____Mes____ Afo,

10. Declaracién del investigador

Certifico que yo o algin miembro de mi grupo de investigacién le ha
explicado a la persona de mds ariba sobre esta investigacion, y que esta
persona entiende la naturaleza y propdsito del estudio y los posibles riesgos

"y beneficios asociados con su participacién en el mismo. Todas las
preguntas que esta persona ha hecho le han sido contestadas.

Nombre del Investigador / Encuestador:

Firma del Investigador / Encuestador:

Fecha:Dia___ Mes____ Afo
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Anexo B. Tabla 1. Especificaciones técnicas de Primers

SNP* Polimorfismos Secuencias de Primers Tm °C*t % GCt
rs2960306 448G-T, R65L 5-6FAM/TTGCTTCTTATCCCTTTGC-3' (F)* 50,4 42,1
5-TTTGAGACGGAGTCTTGCT-3'(R)*** 56,3 47,3
rs1024323 679C-T, Al42V 5'-GCAGAAGGTTGGGTGGTGT-3' (F) 58,0 57,8
5-AAGGAGGAGAACCCTTCCAAAAAGG-3'(R) 58,9 48
rs1801058 1711C-T, A486V 5'-AGAGTGGCGGTGTTTATGCG-3' (F) 58,0 55
5-GGTGTCCAGGTAGATCCCTTTCAGC-3'(R)~ 60,8 56

*SNPs. **F, primer Forward. ***R, primer Reverse, = Primers mismatched. 1TM, Temperatura de Melting.
%GC Porcentaje de Guaninas y citosinas

Anexo C. Tabla 2. Protocolo de amplificacion condiciones PCR

Reactivo [1inicial Volumen de muestra [1final
H,0 bidestilada 2,3yl
Buffer 5X 2 ul 1X
Pimer Foward 5uM 1 0,5uM
Primer Reverse 5uM 1 0,5 uM
MgCl, 25 mM 1,4 pl 3,5mM
dNTPs 10 mM 0,8 ul 0,8 mM
Taq Polimerasa 5 U/l 0,2 ul 1 U/uL
ADN genémico 30 ng 1,3 ul 4 ng
Volumen final 10 ul
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Anexo D. Tabla 3. Protocolo de amplificacion PCR

» Hibridacién: 38 ciclos
Denaturacion
Paso final
Paso Inicial — - - —
Denaturacion Anillamiento Extensién
94°C 94°C 60°C 72°C 72°C
5m 15s 15s 30s 7m

Fuente. WANG, Y, y otros. «Association study of G protein-coupled Receptor Kinasa 4 gene variants with

essential hypertension in Northern Han Chinese.» Ann H Genet 70 (2006): 1-6.

Anexo E. Tabla 4. Protocolo de digestion

Reactivo / Polimorfismo []inicial Volumen []final
Buffer 10X 10X 1w 1X
BSA Acetylated 10 pg/pl 0,1 ul 0,1l
Enzima de restriccion* 5 U/l 0,25 pl 1u
Amplificado 4ng 6 ul 2,4 ng
Volumen final 10l 10 pl

Incubacién a 37°C por 10 horas

*Enzimas Aatll, Haelll y Hhal
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Anexo F. Tabla 5. Enzimas de restriccion y tamafios del producto de la restriccion

. . Tamafio del Enzima . ) Tamafio del Producto
Polimorfismo . " Secuencia de Genotipo* L
Amplificado (pb) Restriccion reconocimiento de Restriccion (pb)
T 485
448G>T 485 Aatll 5- GACGT"C- 3
3- C"TGCAG- 5 GG 410/75
TG 485 - 410/75
TT 201
679C>T 201 Haelll 5- GG"CC- 3 cc 176 /25
3- CC"GG-5
TC 201 - 176 /25
TT 185
1711C>T 185 Hhal 5- GCGC- 3 cc 161/ 24
3-C"GCG-5
TC 185 - 161/24

*Genotipo homocigoto (TT), Heterocigoto (GT), Genotipo homocigoto (TT). Pares de bases (pb)
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Anexo G. Secuenciacion de los polimorfismos 448G>T, 679C>Ty 1711C>T

ABgnment Report of 448 poimarfismo alignment. meg ClustalW (Slow'Accurate, IUB) Page 1
Monday, August (8, 2010 4:28 PM
T okt 121 T i mmwmmmmm Haisricy
T T T T T T T T T
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Alignment Report of 672 polimorfisme alignment dean seguences.meg Clustal\W (SlowdAccurate, IUB)
Mondzy, August 23, 2010 5:59 PM
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Anexo H. Tabla 6. Caracteristicas de los antecedentes familiares de los casos y

los controles

ANTECEDENTES FAMILIARES n=1118 CASOS CONTROLES  p*
HIPERTENSION (HTA)

Madre hta 480 (1116) 257 (54)* 223 (46) 0.0351
Padre hta 376 (1116) 217 (57) 159 (43) 0.0002
Hermano hta 215 (1102) 133 (62) 82 (38) 0.0001
INFARTO AGUDO MIOCARDIO 1105 548 557

Si 198 (17.9) 124 (22.6) 74 (13.3) 0.0001
No 907 (82.1) 424 (77.4) 483 (86.7)
ENFERMEDAD CEREBROVASCULAR 1104 547 557

Si 165 (14.9) 96 (17.6) 69 (12.4) 0.0162
No 939 (85.1) 451 (82.4) 488 (87.6)

ANGINA DE PECHO 1100 543 557

Si 106 (9. 6) 59 (10.9) 47 (8.4) 0.1725
No 994 (90.4) 484 (89.1) 510 (91.6)

DIABETES 1096 540 556

Si 297 (27.1) 156 (28.9) 141 (25.4) 0.1888
No 799 (72.9) 384 (71.1) 415 (74.6)

* Valor de p prueba del Chi?. ** Porcentaje de individuos en el grupo.
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Anexo |. Tabla 7. Caracteristicas de los antecedentes personales de los casos y los

controles.

ANTECEDENTES PERSONALES n=1118 CASOS CONTROLES  p*

559 557
PAS mmHg 1116 126.84 (+11.88)**  106.61 (+7.30)

559 557
PAD mmHg 1116 82.11(+7.92) 70.21 (6.0
HISTORIA DE HTA 1004 506 498
Si 154 (15.3) 108 (21.3)** 46 (9.2) 0.0000
No 850 (84.7) 398 (78.7) 452 (90.8) '
GLICEMIA >126 mg/dl) 1116 558 558
Si 31(2.8) 20 (3.6) 11 (2.0) 0.1011
No 1085 (97.2) 538 (96.4) 547 (98.0) '
OBESIDAD (IMC>30 kg/m?) 1118 559 559
Si 178 (15.9) 115 (20.6) 63 (11.3) 0.0000
No 940 (84.1) 444 (79.4) 496 (88.7) :
TRIGLICERIDOS (<150 mg/dl) 1116 558 558
Si 248 (22.2) 164 (29.4) 84 (15.1) 0.0000
No 868 (77.8) 394 (70.6) 474 (84.9) '
COLESTEROL- TOTAL (<200 mg/dl) 1116 558 558
Si 598 (53.6) 342 (61.3) 256 (45.9) 0.0000
No 518 (46.4) 216 (38.7) 302 (54.1) ;
COLESTEROL- LDL (<130 mg/dl) 1116 558 558
Si 612 (54.8) 347 (62.2) 265 (47.5) 0.0000
No 504 (45.2) 211 (37.8) 293 (52.5) '
COLESTEROL- HDL ( 2 35 mg/dl) 1116 558 558
Si 220 (19.7) 110 (19.7) 110 (19.7) 10000
No 896 (80.3) 448 (80.3) 448 (80.3) '
HIPERCOLESTEROLEMIA 1118 559 559
Si 218(19.5) 134 (24.0) 84 (15.0) 0.0002
No 900(80.5) 425(76.0) 475 (85.0) :
ACTIVIDAD FISICA 1118 559 559
No 325 (29.1) 144 (25.8) 181 (32.4) 0.0148
Si 793 (70.9) 415 (74.2) 378 (67.6) :

PAS: Presion arterial sistdlica. PAD: Presion arterial Diastolica. * Valor de p prueba del Chi’. ** Porcentaje de

individuos en el grupo. **Media, Desviacion estandar.
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Anexo J. Tabla 8. Antecedentes familiares. Valores de los OR del modelo pareado en
HAE y polimorfismos del Gen GRKA4.

CARACTERISTICAS OR IC 95%* p**
SEXO
Femenino 1.80 140 - 231 0.0000
Masculino

ANTECEDENTES FAMILIARES

HIPERTENSION (HTA)

Madre hta 1.29 1.01 - 1.64 0.0351
Padre hta 1.60 1.24 - 2.07 0.0002
Hermano hta 1.86 1.36 - 2.57 0.0001
INFARTO AGUDO MIOCARDIO

Si 1.90 1.37 - 2.65 0.0001
No 1.0

ENFERMEDAD CEREBROVASCULAR

Si 1.50 1.06 - 2.13 0.0162
No 1.0

ANGINA DE PECHO

Si 1.32 0.86 - 2.02 0.1725
No 1.0

DIABETES

Si 1.19 0.90- 1.57 0.1888
No 1.0

COLESTEROL- HDL (2 35 mg/dl)

Si 1.0 0.73 - 1.35 1.0000
No 1.0

HIPERCOLESTEROLEMIA

Si 1.78 130 - 2.44 0.0002
No 1.0

ACTIVIDAD FISICA

No 0.72 0.55- 0.94 0.0148
Si 1.0

*IC95%: Intervalo de confianza 95%. ** Valor de probabilidad chi’ de los OR.
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Anexo J. Tabla 9. Antecedentes personales. Valores de los OR del modelo pareado en
HAE y polimorfismos del Gen GRKA4.

CARACTERISTICAS OR IC 95%* p**
ANTECEDENTES PERSONALES

HISTORIA DE HTA

Si 2.66 1.81- 3.94 0.0000
No

GLICEMIA >126 mg/dl)

Si 1.84 0.83 - 4.31 0.1011
No 1.0

OBESIDAD (IMC>30 kg/m?)

Si 2.03 1.44 - 2.89 0.0000
No 1.0

TRIGLICERIDOS (<150 mg/dl)

Si 2.34 1.73 - 3.19 0.0000
No 1.0

COLESTEROL- TOTAL (<200 mg/dl)

Si 1.86 1.46 - 2.38 0.0000
No 1.0

*IC95%: Intervalo de confianza 95%. ** Valor de probabilidad chi’ de los OR.
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Anexo K. Tabla 10. Modelos de herencia Codominante, dominante y recesivo para los

polimorfismos del gen GRKA4.

POLIMORFISMO MODELO GENOTIPO RRE IC 95%* p**
448G>T (R65L) Co 1T 1
GT 0.87 0.66 - 1.16 0.36
CcC 0.86 062 - 1.21 0.39
Do GG 1
TT-GT 1.06 0.80 -1.39 0.662
Re GG-GT 1
TT 1.14 0.87 - 1.48 0.32
POLIMORFISMO MODELO GENOTIPO RRE IC 95%* p**
679C>T (Al142V) Co CC 1
CT 1.02 0.79 - 131 0.87
TT 0.79 0.52 - 1.22 0.29
Do CC 1
CT-TT 0.97 0.76 - 1.23 0.831
Re CC-CT 1
TT 0.79 0.52 - 1.19 0.263
POLIMORFISMO MODELO GENOTIPO OR IC 95%* p**
1711C>T (A486V) Co CC 1
CT 0.79 0.61 - 1.01 0.06
TT 0.92 0.59 - 1.43 0.73
Do CcC 1
CT-TT 0.81 0.64 - 1.03 0.086
Re CC-CT 1
TT 1.02 0.67 - 1.57 0.892

*IC95%: Intervalo de confianza 95%. ** Valor de probabilidad chi2 de lo riesgo relativo esperado (RRE).
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Anexo L. Tabla 11. Estudio de asociacion ajuste de los polimorfismos del gen
GRK4 con HAE

POLIMORFISMO OR IC 95%* p**
448G>T (R65L) 1.11 0.97 - 1.27 0.119
679C>T (Al42V) 0.95 0.89 - 1.02 0.243
1711C>T (A486V) 0.97 0.92 - 1.01 0.195
Haplotipos 0.99 0.94 - 1.03 0.734

*OR (Odds Ratio) Ajustado por edad, sexo, indice de masa corporal, historia familiar en primer grado de
infarto agudo miocardio, historia médica de presion arterial, hipercolesterolemia. IC 95% Intervalo de

Confianza. p<0,05

128



	INTRODUCCIÓN
	1. OBJETIVOS
	1.1 OBJETIVO GENERAL
	1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

	2. MARCO TEORICO
	2.1 EPIDEMIOLOGÍA DE LA HIPERTENSIÓN ARTERIAL
	2.2 GENÉTICA DE LA HIPERTENSIÓN ARTERIAL ESENCIAL
	2.3 POLIMORFISMOS GENÉTICOS Y LA HIPERTENSIÓN ARTERIAL ESENCIAL
	2.4 RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEÍNAS G
	2.5 RECEPTORES RENALES DE DOPAMINA
	2.6  EFECTOS RENALES DE LA DOPAMINA
	2.7 RECEPTORES QUINASA ACOPLADOS A LAS PROTEÍNAS G (GRK4)
	2.8   POLIMORFIMOS DEL GEN DE LA QUINASA 4

	3. PREGUNTA  E HIPÓTESIS DE INVESTIGACIÓN
	3.1 PREGUNTA
	3.2 HIPóTESIS

	4. METODOLOGÍA
	4.1 TIPO DE ESTUDIO
	4.2 ÁREA DE ESTUDIO
	4.3 MUESTRAS
	4.4 CÁLCULO DEL TAMAÑO DE MUESTRA
	4.5 DEFINICIÓN DE CASOS
	4.6 DEFINICIÓN DE CONTROLES
	4.7 PAREAMIENTO DE LOS CASOS Y CONTROLES
	4.8 VARIABLES
	4.8.1 Sociodemograficas
	4.8.2 Factores de riesgo

	4.9 GENOTIPIFICACIÓN
	4.10 PROCESAMIENTO DE LOS DATOS
	4.11 ANÁLISIS ESTADÍSTICO
	4.12 ASPECTOS ÉTICOS

	5. RESULTADOS
	5.1 CARACTERÍSTICAS DE LA POBLACIÓN
	5.2 RESULTADOS DE LA TIPIFICACIÓN
	5.3 ANALISIS POBLACIONAL
	5.4 Estudio de asociación entre los niveles de tensión arterial y los polimorfismos R65L, A142V, A486V  del gen de la quinasa 4 (GRK4).

	6. DISCUSIÓn DE RESULTADOS
	7. ANÁLISIS CRÍTICO DE LOS RESULTADOS
	8.   CONCLUSIONES
	citas bibliograficAs
	Bibliografía
	ANEXOS
	FORMA 5:  Consentimiento Informado Individual


