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Las enfermedades cardiovasculares se han consolidado como las principales causas de enfer-
medad y muerte no violenta en Colombia. La hipertension arterial es el desorden cardiovascular mas
frecuente en nuestra nacion, con una prevalencia que oscila entre 13% y 23% (1, 2). Por la alta
frecuencia en la poblacién adulta, la hipertension arterial es un factor de riesgo mayor para el desarro-
llo de enfermedad coronaria asi como de enfermedad cerebrovascular y renal.

Por mas de cincuenta afios se han investigado las causas de la hipertension arterial y se ha descu-
bierto que existen factores ambientales y genéticos que afectan la respuesta de 6rganos como el rifién
o0 el cerebro y del sistema cardiovascular, que ademas provocan alteraciones en el control de la presiéon
arterial y la hipertension crénica. Algunos factores ambientales como exceso de calorias y sal en la dieta,
sobrepeso, estrés sicosocial y consumo significativo de alcohol elevan la presion arterial (3), lo cual se
ha corroborado en nuestra poblacion (4). Sin embargo, poco se sabe acerca de qué factores genéticos
participan en el desarrollo de la hipertensién. En la actualidad, se considera que el componente genético,
aun no clarificado, determina un 30% a 50% de los niveles de presion arterial en las poblaciones (5).

Para iniciar el estudio genético se tom6 una poblacion colombiana de tamafio mediano. De un total de
5.720 personas entre 18 y 65 afios, se evaluaron 3.000, de donde se excluyeron individuos con primer
grado de consanguinidad (1.998 sujetos). Se obtuvo la curva de distribucién de la presion arterial con 1.002
individuos sin parentesco en quienes se estudiaron varios genes candidatos para hipertension (6-22).

Se ha encontrado que genes candidatos como el gen del angiotensinégeno (AGT) regulan la
funcion renal y provocan retencién de sal y vasoconstriccion sistémica (23, 24). Otros genes estan
implicados en el trasporte molecular de sodio en el rifién, como el WNK1 y el GNB3 (25-28), o poseen
accion en la vasculatura, como el gen del receptor beta 2 adrenérgico (29).

Inicialmente, se disefid un estudio de casos y controles para comparar los percentiles 10 y 90 de
la curva de distribucion de presion arterial. Se analizaron los haplotipos de las variantes M235T en el
exon 2y dos variantes moleculares de la region promotora del gen AGT (A-6G; A-20C). Se genotipificaron
191 personas con la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (ARMS-PCR). Al comparar los
diferentes genotipos para A-20C se demostrd asociacion genética entre la presencia de hipertension
con la variante —20AA del gen AGT (X2 = 4,26; p < 0,05).

Posteriormente, se encontrd asociacion del gen GNB3, que controla el transporte de sodio por los
tubulos renales, el cual mostré un efecto genético independiente en presencia de hipertension en

(1) Departamento de Cardiologia Preventiva, Clinica Medellin, Medellin, Colombia.

(2) Barts Hospital y Universidad de Londres, Londres, Reino Unido.

(3) Corporacion para Investigaciones Biol6gicas de Antioquia y Facultad de Medicina,
Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia.

Correspondencia: Dagnévar Aristizabal, MD. Departamento de Cardiologia
Preventiva, Clinica Medellin, Calle 54 No. 46-27 (1405), Teléfono: (4) 5117378 Ext. 101-
111, Medellin, Colombia.

Recibido: 15/03/06. Aceptado: 17/03/06.



410

Bases genéticas de la hipertension arterial . . .

Vol. 12 No. 6

Aristizabal y cols. ISSN 0120-5633

individuos obesos portadores del alelo 825T del gen GNB3. En estos individuos la hipertensiéon se
desarrollaria a través de la expansion del volumen vascular por cambios en la excrecion renal de sal.

Finalmente, el gen del receptor beta 2 adrenérgico no demostré asociacion genética con hiperten-
sién pero tuvo una alta frecuencia en nuestra poblacién, por lo cual se evalué su efecto hemodinamico.
La presencia de homocigocidad en los nucleétidos que determinan el aminoacido en la posicion 16 del
gen, modifica el estado hemodinamico a través cambios significativos del gasto cardiaco en reposo,
bajo estimulo postural en la mesa basculante o bajo el efecto de un agonista del receptor beta 2.

Después de nueve afios de exploracién de las bases genéticas de la hipertensién esencial en
Colombia, se demuestra la presencia de subgrupos de individuos con diferencias fenotipicas a partir
de ciertos genotipos. Estos resultados marcan nuevas direcciones para entender la fisiopatologia de
esta condicion en nuestra poblacion y son el punto de partida para una mejor caracterizacion de la
hipertension con fines preventivos y terapéuticos.

PALABRAS CLAVE:hipertension, genes candidatos, polimorfismos, fisiopatologia, genomica,
farmacogenética, mecanismos moleculares.

Cardiovascular diseases are the main causes of disease and non-violent death in Colombia. Arterial
hypertension is the most common cardiovascular disorder in our country, with a prevalence oscillating
between 13% and 23% (1, 2). Given its high frequency in the adult population, arterial hypertension is a
mayor risk for the development of coronary disease, as well as for cerebro-vascular and renal diseases.

The causes of arterial hypertension have been investigated for more than fifty years and it has been stated that
there are environmental and genetic factors that affect the response of organs such as the kidney, the brain and
the cardiovascular system, which in turn provoke alterations in the arterial pressure control and chronic hypertension.
Some environmental factors like excessive caloric and salt intake, overweight, psycho-social stress and significant
alcohol intake raise the arterial pressure (3), which has been corroborated in our population (4). Nevertheless,
little is known regarding the genetic factors implicated in the development of hypertension. Currently, the not yet
clarified genetic component determines 30% to 50% of the blood pressure levels in the population (5).

In order to initiate the genetic study, a medium size population was chosen. From a total of 5.720
people with ages between 18 and 65 years, 3.000 were evaluated, excluding relatives with first degree
of consanguinity (1.998 subjects). A distribution curve of the arterial pressure was obtained with 1.002
non-related individuals in whom many candidate genes for hypertension were studied (6-22).

It has been found that candidate genes like the angiotensinogen gene (AGT) regulates kidney
function, provokes salt retention and systemic vasoconstriction (23, 24). Other genes are implicated in
the molecular sodium transport in the kidney, like the WNK1 and the GNB3 (25, 28), or act in the
vasculature as the beta 2 adrenergic receptor gene (29).

Initially, a case control study was designed in order to compare the 10 and 90 percentiles from the
arterial pressure distribution curve. The haplotypes of the M235T in the exon and two molecular variants
of the promoter region of the AGT gene (A-6G; A-20C) were analyzed. 191 people were genotyped by
means of the polymerase chain reaction technique (ARMS-PCR). When comparing the different
genotypes for A-20C, a genetic association between the presence of hypertension with the -20AA
variant of the AGT gene was found (X2 = 4,26; p < 0,05).

Later, an association of the GNB3 gene that controls the sodium transport by the renal tubules was
found. It showed an independent genetic effect in the presence of hypertension in obese individuals,
carriers of the 825T allele of the GNB3 gene. In these individuals hypertension would develop through
vascular volume expansion due to changes in the renal salt excretion.

Finally, the gene of the beta 2 adrenergic receptor did not show genetic association with hypertension,
but had a high frequency in our population; for this reason, its hemodynamic effect was evaluated. The
presence of homozygocity in the nucleotides that determine the amino acid in the 16 gene position
modifies the hemodynamic state through significant changes in the cardiac output at rest, under postural
stimulation in the tilt table or under the effect of an agonist of the beta 2 receptor.

After nine years exploring the genetic basis of essential hypertension in Colombia, the presence of
subgroups of individuals with phenotypic differences through certain genotypes is demonstrated. Theses
results open new ways in order to understand the pathophysiology of this condition in our population
and are the start point for a better characterization of hypertension with preventive and therapeutic aims.

KEY WORDS: hypertension, candidate genes, polymorphism, genomic, pathophysiology,
pharmacogenetics, molecular mechanisms.
(Rev. Col. Cardiol. 2006; 12: 409-430)
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Introduccion

Aspectos generales de la hipertension esencial

La hipertension arterial esencial es un factor de riesgo
independiente para enfermedad cardiovascular. Este
desorden tiene alta prevalencia en paises desarrollados
y es la principal causa de mortalidad en nuestro medio.
Se considera que el 25% de la poblacién en el mundo,
tiene cifras de presion arterial superiores a 140/90 mm
Hg, lo cual se considera el limite entre normotension e
hipertension (2, 30). La hipertension arterial esencial
cuya etiologia no se conoce, es el tipo mas frecuente de
presion arterial elevada en humanos. Enla actualidad se
acepta que en la génesis de la hipertension arterial
esencial existe un 50% de base ambiental y hasta un 50%
de factores genéticos (5, 6, 31).

Evidencia genética de la hipertension arterial esencial

La evidencia del componente genético de la hiperten-
sion arterial esencial proviene de la observacion de este
desorden en familiares de primer grado de consangui-
nidad. Los hijos de padres hipertensos suelen presentar
cifras de presion arterial superiores cuando se comparan
con las cifras de presion arterial de hijos de padres
normotensos (5, 32).

El estudio de las bases genéticas de la hipertension
arterial esencial, comenzé formalmente en 1992 cuando
un grupo de investigadores franceses y estadounidenses
encontraron el gen del angiotensinégeno asociado con la
hipertension esencial en parejas de hermanos con este
trastorno (24). Desde entonces han sido varias las pobla-
ciones estudiadas con el fin de reproducir esta asociacion.
Se han reportado resultados positivos y negativos en la
literatura, lo que al presente genera gran controversia
acerca del papel de estas variantes genéticas en genes
que controlan la presién arterial en humanos (14, 33).

Comienzos del estudio genético de la hipertension arterial
esencial en Colombia

Para iniciar el estudio de las bases genéticas de la
hipertension esencial en nuestro pais, entre 1995y 1996
se adelantaron contactos con varios cientificos britanicos
que encabezaban el estudio de las bases genéticas de
la hipertension en el Reino Unido (British Hypertension
Study), entre ellos Anna Dominicksac y John Connel, en
Glasgow y Mark Caulfield en Londres. Después de
varias visitas a Inglaterra para definir el nivel de coope-
racion y luego de analizar el recurso humano y técnico
disponible en nuestro grupo, se establecié una colabo-
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racion parainiciar un estudio de epidemiologia genética
desarrollando la metodologia y técnicas con nuestros
propios recursos pero con la asesoria y cooperacion del
grupo inglés. A partir de 1996 se comenz6 la labor de
seleccion de una comunidad apta para este proyecto.

Poblacién de estudio

Fue necesario acudir a un nucleo poblacional para
conformar una gran fuente de individuos para realizar
estudios genéticos poblacionales, con varios marcado-
res. Se seleccioné una poblacion que reflejara genuina-
mente las poblaciones semi-rurales de nuestro pais y la
regién latinoamericana. Se trat6 de evitar la heteroge-
neidady la mezclaracial, lo cual daria origen a grandes
variaciones en las frecuencias genotipicasy distorsionaria
los resultados de los estudios de asociacion genética.
Esta situacion suele ocurrir en zonas urbanas con pobla-
cion flotante y de gran diversidad de origen. Desde el
punto de vista metodoldgico, para no estar restringidos
por ningun punto de corte arbitrario en la definicién de
hipertension, se realiz6 una curva de distribucion
poblacional para la presién arterial y a partir de alli se
tomaron los percentiles mas bajos y mas altos de la
distribucién para comparar individuos con cifras extre-
mas de presion arterial.

De acuerdo con los criterios para la seleccion de la
poblacién previamente mencionados, se escogio el
municipio de Venecia (Antioquia), donde se establecie-
ron contactos con las autoridades politicas, eclesiasticas
y de salud de la localidad. Este municipio esta ubicado
en el suroeste antioquefio, en la regién cafetera. Su
temperatura promedio esde 19°Cyse encuentraa 1.450
metros de altura sobre el nivel del mar. Al momento del
rastreo poblacional, Venecia contaba con una poblacion
total de 12.705 habitantes, de los cuales 6.256 estaban
entre los 20y 65 afios de edad, con 2.235 que habitaban
la cabecera municipal, seguin las proyecciones de los
Gltimos censos.

Para acceder al mayor nimero de personas que fuera
posible, se programaron jornadas de toma masiva de la
presion arterial, las cuales recibieron amplia difusion enla
comunidad mediante volantes, a través de la emisora
local, durante las celebraciones eucaristicas y en forma
directa por el equipo de salud del municipio. Ademas, la
informacion fue transmitida en las areas rurales utilizando
las promotoras de salud y por informacion directa en los
puestos de salud. Entre octubre de 1996 y marzo de 1997
se evaluaron 3.000 individuos en la cabecera municipal
y en tres de los cuatro corregimientos.
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Técnicas y procedimientos en el estudio de campo
Consideraciones éticas

Durante la realizacion de esta investigacion se tuvieron
presentes los principios de respeto, beneficencia y justicia
proclamados en elinforme de Belmont. Ademas, el estudio
se ajusto a lo exigido por la resolucién 008430 de 1993
del Ministerio de Salud, donde se establecen las normas
gticas para la investigacion en seres humanos (34).

Luego de obtener el consentimiento informado (35),
las personas evaluadas cooperaron con la siguiente
secuencia:

A. Trestomas de presion arterial en el brazo derecho
en posicion sentada con cinco minutos previos de des-
canso y dos minutos de diferencia entre cada toma,
siguiendo los requerimientos indicados por la Asocia-
cién Americana del Corazén (36) y utilizando un
tensiémetro digital validado para la toma de presion
arterial (OMRON HEM-705 CP; Rugby, England) (37).

B. Evaluacion por medio de
una encuesta, de factores de ries- Eamhua
go para hipertension arterial y

antecedentes familiares y perso- ¥
nales de enfermedades cardio-
vasculares.

C. Obtencién del peso y la
talla para la determinacion del
indice de masa corporal.

D. Toma de muestra de sangre
para el analisis genético.

Lafigura 1 resume los procedi-
mientos realizados en la fase clini-
ca y de laboratorio.

E. Atodos los pacientes se les
entregd un carné con su nombre, Eu
fecha, promedio de presion
arterial, peso, talla e indice de
masa corporal.

F. A las personas con hiper-
tension (PAD > 95 mm Hg y/o
PAS > 160 mm Hg), se les realizd
un examen fisico completo (inclu-
yendo examen fundoscOpico) y
se les tomdé una muestra para
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determinar la presencia de glucosuria, hematuria y
proteinuria, mediante la técnica de cintilla de orina
Combur Test (Boeringher Manheim). Estos pacientes se
remitieron al hospital San Rafael de Venecia.

Ademas de evaluar la presion arterial de los pacientes
con criterios de exclusién, se evalto el indice de masa
corporal y se brindé informacion pertinente de acuerdo
conlos hallazgos obtenidos. Los resultados de la evalua-
cién se entregaron por escrito.

Los hallazgos de la encuesta se consignaron en una hoja
electrénica (Excel, Microsoft), la cual se proces6é para
identificar individuos con primer grado de consanguinidad.
Una vez se obtuvo la muestra poblacional, se establecio la
curva de distribuciéon de la presion arterial diastolica y
sistolica, de donde se tomaron los deciles inferior y superior
(percentiles 0-10 y 90-100) (Figura 2).

Figura 1. Resumen de la secuencia de evaluacion clinica y de laboratorio.
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Figura 2. Curva de distribucion de la presién arterial diastélica en el
estudio de Venecia. N=1.002.

Extraccion del ADN

Las muestras de sangre se transportaron el mismo dia
al laboratorio de investigacion central en la ciudad y se
procesaron para extraer los leucocitos. Mediante
centrifugacion a 2.500 g por diez minutos se separo la
sangre, se removi6 el plasma y se almacené para uso
posterior. Los leucocitos se extrajeron por aspiracién con
pipetas Pasteur y se almacenaron en tubos Ependorff de
1,5 mL con una solucién tampon de glicerol y fosfatos,
seglin lorecomendado. Se obtuvo ADN de los leucocitos
mediante precipitacion con sales (38). Posteriormente,
se realizaron las diferentes técnicas de genética molecular
de acuerdo con los genes analizados como se describira
mas adelante.

Métodos estadisticos
Caracteristicas clinicas y datos genotipicos

Las caracteristicas clinicas para cadaindividuo incluido
en el estudio y los genotipos para cada SNP (se denomi-
nan SNP por Single Nucleotide Polimorphism, acrénimo
en inglés), también se ingresaron en una base de datos
en Microsoft Excel. La media y desviacion estandar se
utilizd para resumir la informacion de variables continuas
y las variables dicotomas se presentan como porcentajes
y/o frecuencias. Bajo la presuncion de muestras al azar,
un conjunto de datos biolégicos debe seguir una distribu-
cion normal. Se evaluaron las desviaciones de la norma-
lidad utilizando los test de Levene y Smirnov Kolgomorov
(SPSS 11). Cuando las variables seguian una distribucion
normal, se utilizaron pruebas estadisticas paramétricas
como la prueba de t para diferencias entre dos grupos o
ANOVA (analisis de varianza) para evaluar diferencias
entre mas de dos grupos. De lo contrario, se emplearon
por defecto pruebas no paramétricas.
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Andlisis multivariado

Los analisis multivariados se realizaron en SPSS11
para windows (SPSS Inc.). En este analisis la variable
dependiente fue la presion arterial diastélica (se asigné
un valor de O para presion baja y 1 para presion alta)
y se incluyeron las siguientes variables independientes:
edad, indice de masa corporal, género, estado de
fumador, historia familiar de hipertension y consumo de
alcohol. En este modelo se pueden incluir parametros
genéticos como marcadores dialélicos o haplotiposy el
efecto de dosis genética se mide como no portador,
portador de una copia del alelo y portador de dos
copias del alelo.

Analisis de datos genéticos

Las frecuencias alélicas se estimaron por el método
de cuentas genéticas y el test de chi-cuadrado se utilizd
para identificar desviaciones del equilibrio de Hardy-
Weinberg y para medir asociacion genética entre gru-
pos. Se estimd el desequilibrio de ligamiento entre
marcadores (D’) usando el programa Arlequin v2.000
(39) y los haplotipos computacionales se obtuvieron
utilizando un algoritmo bayesiano implementado en el
programa PHASE (40). Con tablas de dos por cuatro,
como lo proponen Botto y Khoury (41), se evaluaron las
interacciones gen-ambiente en hipertensos. El riesgo
relativo de interacciones gen-ambiente (RRi) y la fraccion
atribuible a la poblacion de interaccidon gen-ambiente
(PAFI), se estimaron de acuerdo con el trabajo de Yang
y colaboradores (42).

El riesgo relativo de la influencia de un marcador
genético en la presion arterial se presenta con larelacion
de disparidad (OR) con intervalos de confianza del 95%.
En el calculo de la relacion de disparidad para un
marcador genético los datos se presentan en tablas de
2x2. Un OR mayor de 1 indica que el alelo esta
asociado con el grupo afectado por el riesgo y por lo
tanto confiere susceptibilidad. Alternativamente, un OR
bajo 1 puede indicar un papel protector del marcador
genético.

Célculos de poder
Disefio del estudio de casos y controles

Bajo la suposicién de no asociacion de un marcador
genético con el rasgo, se espera que las frecuencias
alélicas sean iguales en los grupos afectados y no
afectados con el rasgo. El poder en disefios de casos y
controles depende del nimero de individuos en cada
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grupo y de las frecuencias alélicas observadas para el
marcador genético en la poblacién. Este se calculd
considerando las siguientes condiciones: nivel de
significancia alfa del 0,05 y posibilidad de detectar una
diferencia real del 80% bajo la proporcion encontrada
de los SNP genotipificados (p,-p,) (ver ecuacion 1).

Zot 2 el — I =Z0 e 00— g+l — i)
a=p

Ecuacion 1. Célculo de poder estadistico.

Za valor de z de dos colas para a= de 0,05 es = 1,96

Z el valor méas bajo de Z de una cola para B de 0,20 es -0,84

pl Proporcién para el alelo en grupo 1; p2 Proporcién para el alelo en
grupo 2.

Se realizaron simulaciones de posibles escenarios a
ocurrir durante el desarrollo de los experimentos. De la
tabla 1 se concluye que entre mayor la diferencia en la
frecuencia alélica entre los grupos, menor el nimero de
sujetos requeridos en cada grupo.

Tabla 1
CALCULOS DE PODER PARA ESTUDIOS DE CASOS Y
CONTROLES
Situacion Casos Controles Diferencia Muestra
1 0,6 0,4 0,2 a7
2 0,59 0,41 0,18 59
3 0,58 0,42 0,16 75
4 0,57 0,43 0,14 98
5 0,56 0,44 0,12 134
6 0,55 0,45 0,1 194
7 0,54 0,46 0,08 304
8 0,53 0,47 0,06 542
9 0,52 0,48 0,04 1.223
10 0,51 0,49 0,02 4.898
11 0,5 0,5 0 -
12 0,49 0,51 -0,02 4.898
13 0,48 0,52 -0,04 1.223
14 0,47 0,53 -0,06 542
15 0,46 0,54 -0.08 304
16 0,45 0,55 -0,1 194

Célculos de poder para diferencias entre las medias de
presion arterial como un rasgo cuantitativo

Se utiliz6 la ecuacion 2 para calcular el tamafio de la
muestra y establecer diferencias entre las medias en los
dos grupos.

[(Za —zpia |

| -

| 1 ] |
Ecuacion 2. Tamafio de muestra para estudios con medias
en los dos arupos, g es el estimativo de la desviacion estandar en cada
grupo, £ es el valor de dos colas de Z en relaciona 0,y - £]1 es el
valor mas bajo de una cola de O en relacion a f.
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Se consideraron las siguientes condiciones:

- Nivel de significancia (nivel a, valor de P) para
rechazar la hipétesis nula de 0,05.

- Poder deseado 0,80.

- Lamayor diferencia con importancia clinica entre
la media de los dos grupos, se asumié en 2 mm Hg de
presion diastdlica.

- Seasumio unadesviacion estandar igual entre los
dos grupos.

Célculos de poder paraeltest de desequilibrio en transmision
de alelos

Como lo describié Spielman (43, 44), el test de
desequilibrio en la transmision de alelos (TDT), se basa
en el test de McNemar utilizado en estudios donde el
resultado es una variable binaria (Si/No). Este test no
s6lo incluye las propiedades de una prueba de t
apareada, sino que también es apropiado para datos
nominales. Por lo tanto, se puede emplear el test de
McNemar para comparar proporciones apareadas,
que es el caso que aqui se describe.

) .: II'\. F :I <
MoNemirr

Ecuacion 3. Test de McNemar. La diferencia absoluta entre las celdas
by ¢ en una tabla de 2x2 rechaza la hipétesis nula si la diferencia es
> 3,84 (el valor critico que confiere el valor de 0,05 en la distribucion
de chi cuadrado).

La hipétesis nula a probar en el TDT es que latransmision
de alelos a los descendientes afectados es la misma. La
hipétesis alternativa es que las proporciones apareadas
(alelostransmitidos) no soniguales. El valor obtenido en el test
se compara contra la tabla de distribucion Z para los valores
de alfay beta. Esta es la metodologia general aplicada para
cada capitulo de este estudio. Enlos capitulos respectivos se
comentaran otros métodos estadisticos que se requirieron.

Nota: Este trabajo se desarroll6 por etapas asi que se
ha preservado el orden en el cual histéricamente se han
estudiado los distintos genes que se han evaluado y se
presentard a manera de capitulos.

Capitulo 1
Gen del angiotensinogeno

Por ser el gen que habia demostrado un ligamiento
claro con la hipertension en humanos en varias pobla-
ciones, se consider6 necesario evaluar inicialmente su
importancia en nuestra poblacion.
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Se han reportado cerca de 51 polimorfismos de
mononucledtidos (SNP) en las bases de datos publicas en la
region cromosomica donde se encuentra el gen del angio-
tensindgeno. No es claro por qué esta region cromosémica
de aproximadamente 18.000 bases presenta tanta varia-
cion genética, pero esto hace técnicamente dificil y costosa
la evaluacion de esta region del genoma en estudios de
genética poblacional. La figura 3 muestra una representa-
cion esquematica del gen en las regiones estudiadas.

Fueron varios los hallazgos que resaltaron la importan-
cia de este gen en hipertension esencial. Jeunemaitre y
colaboradores en grupos poblacionales de Francia y
Norteamérica, identificaron 15 variantes molecularesen el
gen del AGT, dos de las cuales se asociaron significativa-
mente con la presencia de hipertension esencial (24). Estas
dos variantes estan localizadas en el exdn 2 del gen del
AGT y corresponden al cambio de metionina por treonina
enlaposicién 174 (T174M)y de treonina por metioninaen
la posicion 235 (M235T). Esta Ultima variante genética
mostré una fuerte asociacion positiva de la presion arterial
con los niveles plasmaticos elevados de AGT. Diferentes
estudios realizados en poblaciones japonesas, europeas y
norteamericanas también indicaban una asociacion entre
estas dos variantes y la presencia de hipertension.

En contraposicién con estos hallazgos, otros estudios
realizados en diferentes naciones mostraron resultados
negativos (45-47). En el estudio efectuado por el Profe-
sor Mark Caulfied y colaboradores en el Hospital de San
Bartolomé de la Universidad de Londres en 63 familias
britanicas (48), no se identificd asociacion entre estas
dos variantes moleculares dialélicas y la hipertension
arterial esencial, pero si se hallé enlace y asociacion
genética entre el gen del AGT y la hipertensién esencial
al utilizar marcadores altamente polimérficos
(microsatélites) del gen. Este hallazgo indicaba que la
variante molecular del AGT en el aminoacido en la
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Figura 3. Mapa del gen del angiotensin6geno.
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posicion 235, aparentemente no influenciaria de mane-
ra directa las concentraciones séricas de AGT sino que
seria un marcador en desequilibrio con otro locus activo
(linkage disequilibrium) (49).

Los resultados del trabajo de Inoue y colaboradores
(49) indicaban que un cambio de una guanina por
adenina en la posicion —6 de la regién promotora del
gen AGT, afectaba el promedio de transcripcion basal
del gen AGT y estaba asociado en forma significativa
con la presencia de hipertensién. Igualmente, Yanai y
colaboradores (50) describieron cémo la presencia de
diferencias en la secuencia en la region central del
promotor, alteraba la afinidad del promotor por facto-
res de transcripcion. Especificamente, las variantes
genéticas en la posicion —20 y —18 podian afectar la
actividad transcripcional hasta 2,5 veces (50). Ademas,
un estudio en humanos hipertensos daba soporte a la
importancia de esta variante como factor de riesgo
genético en hipertensién arterial esencial (51).

Para estudiar la importancia de variantes del gen del
AGT en nuestra muestra poblacional, se efectué un
estudio de casos y controles para determinar las frecuen-
cias alélicas de las variantes funcionales M235T, -6, -18
y =20, en los extremos de la curva de distribucion
poblacional de la presidn arterial diastélica que se habia
obtenido (Figura 2). Los resultados demostraron la pre-
sencia de asociacion genética con un SNP localizado en
la regidon promotora del gen del angiotensindgeno.

Materiales y métodos

Criterios de inclusién

Para este andlisis se utilizaron los siguientes criterios de
exclusion:

1. Ingestion de medicamentos que alteraran las
cifras de presion arterial:

Exon o
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- Medicamentos antihipertensivos (excepto cuando
la presion arterial diastélica fue mayor a 100 mm Hg).

- Uso de anovulatorios orales o subdérmicos.
- Litio y sedantes.
- Hormonas tiroideas de reemplazo.

Medicamentos vasoconstrictores.

Personas menores de 18 o mayores de 65 afios.
Embarazo actual.
Historia de preeclampsia o eclampsia.

Hipertension arterial secundaria.

o g > w DN

Primer grado de consanguinidad.

Andlisis de la variante genotipica M235T en el gen del AGT

A partir de la secuencia publicada del exén 2 del gen
del AGT en el banco de genes Genebank (hptt/
www.nchi.nlm.nih.gov/Genbank/) (Figura 4) y toman-
do como referencia la regién del gen propuesta por
Caufield y colaboradores (48), se disefié en nuestro
laboratorio el iniciador ATG 5’CAG GGT GCT GTC
CACACTGGCTCC CA3’ el cual hace una hibridizacion
perfectaenel codon 235 delexdn 2 enel gen AGT si éste
codifica para una metionina, y el iniciador ACG 5 °
CAG GGTGCTGTC CACACTGGCTCCCG 3’ que
hace una hibridizacion perfecta s6lo cuando el codén
235 del exén 2 del gen del AGT codifica para una
treonina.

Vol. 12 No. 6
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Ambos iniciadores son antiparalelos y se utilizan en
dos reacciones separadas para amplificar el ADN me-
diante la reaccion en cadena de polimerasa (PCR). Se
agrega el iniciador paralelo A1 5" GCG CAC AAG
GTC CTG TCT GCC CTG C 3. LaPCR se realizé en
un equipo GeneAmp 9600 (Perkin-Elmer Corp, Norwalk,
CN) bajo las siguientes condiciones: denaturacion inicial
a 95° C por 2 minutos, seguido de 30 ciclos de diez
segundos por temperatura: 95° C (denaturacion) y
77°C (acoplamiento-extension), finalizando con una
extension de 2 minutos. El producto de amplificacion fue
analizado en gel de agarosa tefiido con bromuro de
etidio 1 ng/10 mL a 160 voltios por 18 minutos y
visualizado en el transiluminador. Elfragmento de ADN
amplificado (amplicon) es de 300 pares de bases.

La técnica de PCR utilizada se denomina ARMS
(Amplification Refractory Mutation System) (52). El princi-
pio de esta técnica se basa en la incapacidad de la
enzima Tag ADN polimerasa para extender un «primer»
con un mal apareamiento en el extremo 3’ del mismo. Si
un individuo es homocigético para metionina no ampli-
fica con el coddn de la treonina y lo opuesto sucede si es
homocigético para treonina. Solo si es heterocigoético, en
ambas reacciones ocurrira la amplificacion.

Para cada individuo, la reaccion de ARMS-PCR fue
efectuada por duplicado, sin que el investigador cono-
ciera a qué grupo pertenecian los sujetos analizados.
Finalmente, la precision de la técnica para detectar el
polimorfismo fue corroborada mediante la determina-
cién de la secuencia de acidos nucleicos (53).
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Figura 4. Variante M235T en el exdn 2 del gen del angiotensinégeno.
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Tabla 2 Tabla 4
SONDAS DE ADN UTILIZADAS PARAIDENTIFICAR CARACTERISTICAS GENERALESDE LOS CASOS Y LOS
POLIMORFISMOS DEL GEN DEL ANGIOTENSINOGENO CONTROLES
Polimorfismo Nombre y secuencia de sondas empleadas Decil Decil
A-6G 6A-15 5 ‘ ccggecgggggaaga 3 inferior superior
6G-15 5 ‘ ccggecaggggaaga 3 n=101 n= 100
T-18C 18T-20A 5 ‘ atagggcattgtgac 3’ Edad 35,2+ 13,34 45,17 +12,24 < 0,001
18T-20C 5 * atagggccttgtgac 3 * Género (F/M) 77/25 43/57 <0,001
20A 5 * atagggcatcgtgac 3 indice de masa
A-20C 18T-20A 5 ‘ atagggcattgtgac 3 * corporal 23,3+ 3,8 27,9+3.8 <0,001
20A 5 * atagggcatcgtgac 3’ Ejercicio (h/sem) 1,4+3,3 1,1+23 NS
18T-20C 5 * atagggccttgtgac 3 * Alcohol (g/sem) 21,9 +122,7 53,6+111,18 NS
T235C 1235 5' ctg gct gcet ccc tga tgg 3 Antecedente familiar de
C235 5' ctg gct gcet cce tga cgg 3 hipertension arterial 29 35 <0,001
Presion sistdlica 102,9+9,2 155,2+17,0 -
Presion diastélica 66,7 +3,3 100,9+2,6 -
Resultados

Se analiz6 la muestra poblacional de 1.002 indivi-
duos sin parentesco para evaluar varios polimorfismos
del gen del AGT. El grupo presenta edades comprendi-
das entre 18 y 65 afios, con predominio del género
femenino (58%) y una edad promedio cerca a los 40
afios. Promedio de indice de masa corporal de 25,17
Kg/m?2, consumo de licor por debajo de los 30 g/semy
actividad fisica en el 46% de la poblacién (promedio
1,37 horas/semana). La tabla 3 muestra otras caracte-
risticas de la poblacion de donde se extrajeron los
grupos para estudio.

La curva de distribucion de la presién arterial diastolica
paralamuestra, tiene unadistribucion normal (Figura 2).
Se tomaron los deciles extremos de la distribucion (0-10
—controles- y 90-100 —casos-) y se compararon.

Tabla 3

CARACTERISTICAS GENERALES DE LAPOBLACION DE
ESTUDIO (n=1.002)

Género (H/M, n) 421/581
Edad (afios) 39,9(12,9)
indice de masa corporal (kg/m?) 25,2 (4,3)
Presion arterial sistélica (mm Hg) 123,9(18,9)
Presién arterial diast6lica (mm Hg) 79,4 (10,8)
Ingestion de alcohol (g/sem) 28,7 (98,0)
Glucemia (mg/dL) 87,2(41,3)
Actividad fisica (%) 46

Historia de hipertension (%) 46
Fumadores (%) 30

Como puede observarse en la tabla 4, los individuos
en el decil superior estan caracterizados por niveles
promedios de presion arterial diastélica y sistélica que
exceden la definicion aceptada de hipertension. Esta
observacion es de gran importancia si se tiene en cuenta
que en este estudio no existen valores de corte para
establecer la presencia de hipertension.

Caracteristicas genotipicas de la muestra

Elgendel AGT se evalud en 191 sujetos, 94 pertenecien-
tes al percentil 10y 97 del percentil 90. La distribucion de los
genotipos M235T estuvo en concordancia con el equilibrio
de Hardy-Weinberg, en el percentil 90 (X2=0,31; p>0,5)
y en el percentil 10 (X2= 0,06; p > 0,5) (Tabla 5).

Para el polimorfismo M235T, la frecuencia del alelo
T235 fue del 58% en los casos y del 60% en los controles
(diferencia no significativa). Por otra parte, la frecuencia
de homaocigéticos para el alelo T fue 42% en los casos
y 40% en los controles (Tabla 5).

Igualmente, la distribucién genotipica de las variantes
—6AG y —20AC mostr6 proporciones en concordancia
con el equilibrio de Hardy—-Weinberg, en el percentil 90
(X2= 5,68 y 1,58 respectivamente p > 0,5) y en el
percentil 10 (X2= 5,43y 2,47 p > 0,5).

Parael alelo—6A las frecuencias fueron de 36% en los
casos y de 30% en los controles, mientras el nUmero de
homocig6ticos —6AA fue 19% en los casos y 14% en los
controles.

En contraste con estos resultados, al evaluar el
polimorfismo en la posicion —20A del promotor del gen
AGT, se encontré que la frecuencia de este alelo fue
significativamente mayor en el grupo con presion arterial
elevada. Ademas, la homocigocidad —20AA mostro aso-
ciacion estadisticamente significativa con la presencia de
presion arterial elevada (X2= 4,26; p < 0,05) (Tabla 5).

Resumen de los principales hallazgos para el gen del
angiotensingeno

En la evaluacion de este gen candidato se demostré
que uno de los polimorfismos del gen AGT localizado en
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Tabla 5
CARACTERISTICAS GENOTIPICAS DE LOS CASOS Y LOS CONTROLES

Variantes

Genotipos Frec. alélicas
M235T MM MT 1T M T
Casos (n=97) 17 44 36 .60 40
Controles (n=94) 16 47 31 .58 A2

X2=.45;p=0.5 X2=0.77; p=0.38

0 Frecs. alélicas

Genotipos
A-6G GG AG AA G A
Casos (n=85) 40 29 16 .64 .36
Controles(n=79) 45 22 12 71 .29

X2=1.42 X2=2.29; p=0.13

p=.23

Frec. alélicas

A-20C AA Genotipos CcC A C

AC
Casos (n=90) 65 20 5 .833 .166
Controles 48 30 6 .750 .250
(n=84) X=4.26; p=0.03 X2=4.01; p<0.05

8

la region promotora, puede constituir una variante de
predisposicion genética a la hipertensién en nuestra
poblacion. Solo existe un estudio previo que demues-
tra la importancia de la variante A-20C como factor
de riesgo genético para hipertension esencial. Sato y
colaboradores (51) identificaron en poblacion japo-
nesa la presencia de desequilibrio de enlace genético
entre M235T y A-20C, y ademas entre M235T y C-
18T. Sus hallazgos indican que estos dos polimorfismos
son un factor de riesgo genético mas importante y que
se asocia mas directamente con hipertensién esencial
que M235T.

En contraste con estudios realizados en otras nacio-
nes, en nuestra poblacién no se encontré asociacion
entre el polimorfismo M235T del gen AGT y la presencia
de presion arterial elevada. Para este polimorfismo,
nuestros resultados difieren de los reportados en pobla-
ciones caucasicasy orientales (24, 54, 55), peroestanen
concordancia con otros reportes realizados en poblacio-
nes negras del Caribe y Norteamérica (45-48, 56, 57).
Estos hallazgos resaltan la importancia del gen del
angiotensindgenoy su contraparte fisiologica, el sistema
renina-angiotensina-aldosterona, como factores liga-
dos a la presencia de hipertensién en esta poblacién
colombiana.

Capitulo 2
GENWNK1

En2001, Liftony Jeunemaitre encontraron un par de genes
causantes de hipertension en humanos. Estos investigadores
estudiaron una forma muy rara de hipertension arterial cono-
cida como pseudohipoaldosteronismo tipo Il (PHA-II) (22).
Estos pacientes se caracterizan por cifras de presion arterial
elevada a temprana edad y niveles de potasio en el plasma
de 6,2 mM. El trastorno electrolitico observado en estos
pacientes, apuntaba a que la causa se encontraba en el rifion;
sin embargo, el mecanismo molecular era incierto.

Mediante la estrategia de enlace genético (linkage) se
asocio unaregionteloméricaen el brazo corto del cromosoma
12 conPHA-II; el analisis detallado de esta region encontrd
unadelecciénde 41.000bases (41 Kb)enelintrén 1 del gen
WNKZ1. El andlisis de la expresién de este gen en leucocitos
de pacientes con PHA-II, sugiere que este gen se expresa seis
veces mas en estos pacientes en comparacion con personas
normales (22). Posteriormente, se descubrio el gen WNK4
con 3 mutaciones en el exdn 7. Estas mutaciones cambian la
secuencia de aminoacidos en la proteina. Estudios de
inmunohistoguimica indican que ambos genes se expresan
enlas células del tibulo distal glomerular, exactamente enla
region de la nefrona sugerida por los fisi6logos como
posible portadora del trastorno molecular (22).
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Es asi como WNK1 y WNK4 se convierten en nuevos
genes candidatos para estudiar la hipertension arterial
esencial. Para su evaluacion en esta fase del estudio en
nuestra poblacién, se emplearon trios familiares con
individuos hipertensos.

Elgen WNK1

Este gen se localiza en la region telomérica del brazo
corto del cromosoma 12. Estd conformado por 28
exones y 27 intrones que ocupan alrededor de 156 Kb
en el cromosoma (Figura 5).

yg 1 _"" T

Figura 5. Mapa del gen WNK1.

Materiales y métodos

La estrategia de genotipificacién de variantes pun-
tuales en el gen WNK1 es DASH, acr6nimo en inglés de
«Dynamic Allele Specific Hybrydization» (58, 59). Al
presente se han analizado seis variantes en el gen WNK1
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Figura 6. Principio de la técnica de genotipificacion DASH.
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en 37 familias colombianas. Las variantes son: exén 1
G/T, ex6n 6 T/C, exén 8 T/C, intron 10 T/C, ex6n 13
C/A e intron 26 T/C.

Principio de la técnica DASH (58, 59)

Por PCR se amplifica una regién de 50 a 60 bases
que contiene el polimorfismo con éste en la mitad. Este
amplicon se biotinila en uno de sus extremos utilizando
un iniciador marcado con biotina en su extremo 5. Este
amplicon se inmobiliza en un plato de 96 pozos cubierto
con estreptavidina. La cadena no biotinilada se remueve
con un agente denaturante (hidréxido de sodio). Obte-
nido el ADN de unasola cadena, se adiciona una sonda
de 17 bases con el nucledtido que reconoce el
polimorfismo ubicado en la mitad; el plato se coloca a
80°C por 10 segundosy luego la temperatura se reduce
gradualmente 0,1°C por segundo hasta llegar a 30 °C.
Se remueve el exceso de sonday se agrega una solucion
con SYBR GREEN |, la cual produce fluorescencia en
presencia de ADN de doble cadena. El plato se coloca
en lamaquina DASH, la cual incrementa la temperatura
de 35°C a 80°C al mismo tiempo que registra la
fluorescencia de cada pozo y la envia al computador en
tiempo real. Cuando la sonda hibridiza perfectamente,
el punto de fusion de la sonda es 5°C mas elevado en
contraste con la sonda que no hibridiza por completo.
Esta lectura original es modificada por el software en la
primera derivada negativa, permitiendo la
genotipificacion por el usuario (Figuras 6y 7).
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ay c es el patron observado para los homocigotos. a es el patron de los homocigotos GG y ¢ el patron de los homocigotos AA. En el caso de
¢ el punto de fusion se alcanza a los 64°C en comparacion con 59°C para los homocigotos GG. En el caso de b es una muestra heterocigota
AG, luego el trazado de la curva de fluorescencia vs. temperatura tiene un patrén intermedio entre a y c.
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Figura 7. Primera derivada negativa en la genotipificacién por DASH.
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Control de calidad

Dos personas independientes evalGan los genotipos
y en caso de discrepancias entre el primero y el segundo
evaluador, la muestra se procesa de nuevo antes de
realizar el andlisis estadistico. Los genotipos se almace-
nan en una base de datos en Excel (Microsoft), donde se
establecen las frecuencias alélicas por variante genética
contando los genotipos.

Estimacion de haplotipos

El programa PHASE del grupo de matematica y
estadistica de la Universidad de Oxford, se utiliza para
establecer automaticamente los haplotipos (40). Basica-
mente, un haplotipo es como un cédigo de barras; en
este caso cada linea del cédigo de barras seria un SNP
y el conjunto de SNP forma el haplotipo. Es de anotar
que en este caso se conoce la fase genética de cada
individuo afectado; es decir, si se cuenta con el genotipo
de los padres es posible identificar la procedencia de
cada alelo.

Una vez que se obtiene la frecuencia de haplotipos
con el programa PHASE, el siguiente paso es establecer
el desequilibrio genético entre las variantes (linkage
disequilibrium), o la forma cémo se relacionan los
polimorfismos entre si. Para este fin se utiliza el programa
ARLEQUIN que emplea la ecuacion de Nei (39).

Resultados

Al presente se han analizado 38 familias colombia-
nas en 6 polimorfismos, exén 1 G/T, exon 6 T/C, exdn
8 T/C, intron 10 T/C, ex6n 13 C/A e intr6n 26 T/C. Sin
embargo, el polimorfismo del exén 1 se encontro
monomorfico en toda la poblacién para la variante G.
La tabla 3.1 muestra los genotipos encontrados en las
38 familias genotipificadas. La tabla 6 muestras las
frecuencias alélicas para los SNP genotipificados.

Tabla 6
FRECUENCIAS ALELICAS EN WNK1
Regién WNK1 Alelo Frecuencia
EX6 T 0,95
C 0,05
EX8 T 0,06
C 0,94
IN10 T 0,57
C 0,43
EX13 A 0,08
C 0,92
IN26 T 0,78
C 0,22

El analisis de haplotipo realizado por PHASE, gene-
ré 7 haplotipos en 228 cromosomas evaluados. La
figura 8 muestra las frecuencias alélicas encontradas
en el gen WNKZ1. El haplotipo 3, con una frecuencia
observada de 49%, fue el haplotipo predominante. En
general, 4 alelos representan el 91% de la poblacion
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genotipificada, hallazgo muy similar al de otros genes
analizados por haplotipos en otras poblaciones cuyo
numero oscila entre 4 a 6 representando la mayor parte
de la poblacion.

EEEOCOND

Figura 8. Frecuencias de haplotipos en el gen WNK1 en 228 cromosomas
de poblacién colombiana.

Anélisis de TDT por SNP individuales

No se encontré asociacion en los 6 SNP genotipificados
en el gen WNK1 e hipertension arterial esencial (p >
0,05). Se debe tener presente que para el andlisis de TDT
aquellos trios donde ambos progenitores son homocigo-
ticos, no se incluyen en el analisis de TDT. Por SNP
individuales, el SNP localizado en el intrén 10 T/Cy aquel
ubicado en el intron 26T/C, fueron los mas apropiados
para el andlisis de TDT; el 73% Yy el 57% respectivamente
de las familias, se utilizaron en el analisis de TDT. En el
exon 6 T/C sélo el 10% de las familias genotipificadas se
incluyeron en el analisis de TDT (Tabla 7).
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Anélisis de TDT con mdltiples alelos

En el analisis de TDT con multiples alelos, no se
encontro evidencia de asociacion del gen WNK1 con la
hipertension arterial esencial (p > 0,05). Se resalta que
de 38 familias sélo tres no se incluyeron en el analisis de
TDT porque ambos progenitores fueron hallados
homocigotos para este gen (Tabla 8).

Tabla 8
TDTCONMULTIPLES ALELOSEN EL GELWNK1

Tabla 7
TABLADE TDTEN EL SNP UBICADO EN EL INTRON 10 DEL GEN
WNK1
Transmitidos No transmitidos
T C
T X 17
C 20 X
TDT= _(17-20)*> =0,24
17420

Este valor es inferior a 3,84 que es el valor de p <
0,05 en la tabla de Chi cuadrado con un grado de
libertad. Por lo tanto, no hay evidencia de asociacion
de esta variante genética con la hipertension arterial
esencial.

No transmitidos

1 2 3 4 5 6 | 7

1 X 9 4

2 2 1
Transmitidos 3 10 X 1 4

4 3 7 X 1

5 1 2 X

6 1 X

7 X

7 13+16 3+1 22+18 11+4 3+4 1+4
TDT=0,85X3,7 TDT=3,17

TDTz[(T—l)]X [(13—16)2 +(3-1)2 + (22-18)2 + (11-4)2 + (3-4)2]+ (1-4)2+0

Este valor es inferior a 12,59 que es el valor de p < 0,05 en la tabla
de chi cuadrado.

Por su gran poder para establecer una transmisién
genética intrafamiliar de alelosimportantes en la génesis
deun rasgo, el TDT se convierte en una pieza importante
para dilucidar causas genéticas en el estudio de la
hipertension esencial. Con el gen WNK1 se aplicé la
técnica a esta poblacion colombiana sin demostrar la
participacion de este gen en las familias estudiadas. A
medida que se conforman los haplotiposy que el recurso
de familias con trios se incremente, la posibilidad de
identificar alelos de este y otros genes participantes en
hipertension arterial, sera mayor.

Capitulo 3
Gen GNB3

Las proteinas G son una familia heterotrimérica de
proteinas localizadas en la porcion intracitoplasmatica
de la membrana celular; ellas son el interruptor entre la
superficie de los receptores extracelulares y la maquina-
ria interna celular que genera la respuesta. La sub-
unidad beta de varias proteinas G se denomina proteina
de unién al nucleétido de guanina (GNB) 3 (60).

Este gen ha sido asociado con hipertension arterial
esencial debido a que se ha observado un aumento en
la actividad del intercambio de Na*/H™* en el transporte
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de lamembrana celular de la mitad de los pacientes con
hipertension arterial esencial (61).

La explicacion a estos hallazgos puede estar media-
dapor el polimorfismo que se encuentraen el nucleétido
825 del exén 10 de la proteina GNB3, el cual varia entre
citosina y timina. Aunque este polimorfismo no afecta la
secuencia de aminoacidos, permite que por un cambio
a T se realice un empalme alternativo del mRNA, produ-
ciendo unadeleccion del ex6n 9 en los nucleétidos 498-
620. Este cambio produce una pérdida de 41 aminoa-
cidos en la subunidad beta. Estudios realizados en
células de insectos transformadas con esta variante,
demuestran una mayor actividad que la que se encuen-
tra en células de tipo salvaje (62).

La asociacion del alelo GNB3 825T con hipertensién
ha variado dependiendo de los disefios de los estudios
y también puede depender de la penetrancia del alelo
en las diferentes poblaciones estudiadas y del tipo de
estudio realizado (29).

Estructura del gen GNB3

El gen GNB3 reside en el cromosoma 12. Tiene 11
exonesy 10 intrones (Figura 9); la proteina que codifica
tiene 340 aminoacidos y se encuentra en todos los
tejidos del organismo, formando un complejo con las
subunidades alfa y gamma. La funcién de esta sub-
unidad beta es servir de anclaje a la proteina G (60).
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Haplotipos del GNB3

El gen GNB3 presenta muchos SNP, de tal forma que
en una poblacion pequefia, un SNP individual podria no
estar relacionado con un fenotipo especifico, en cuya
situacion el estudio de los haplotipos es la estrategia
indicada para estudiar estos genes y su asociacion con
la hipertension. La haplotipificacion molecular es una
técnica costosa y dificil, por eso se han disefiado varios
programas de computador para inferir el niUmero de
haplotipos en una poblacidn; estos métodos se conocen
como haplotipificacion molecular. Se han empleado el
método de parsimonia de Clark (63), que se encuentra
en la version 2 del programa Arlequin (64) y el método
bayesiano de Mathews (65) con el programa PHASE,
para inferir la frecuencia de los haplotipos y para
asignar las posibles combinaciones arbitrarias que se
presentarian en cada individuo en la poblacion.

Resultados

Caracteristicas clinicas de individuos en los quintiles
extremos de distribucion de la presion arterial

Se seleccionaron 132 casos y 159 controles de la
curva de distribucién de la presion arterial. La tabla 9
muestra las caracteristicas de cada grupo. Los grupos de
estudio no fueron emparejados. El porcentaje de muje-
res fue 70% en el grupo control y 47% en los casos y
también se observé una diferencia significativa en edad
e indice de masa corporal entre los grupos.

Tabla 9

CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS INDIVIDUOS SELECCIONADOS DE LOS QUINTILES SUPERIOR E INFERIOR DE LA CURVADE
DISTRIBUCION DE LA PRESION ARTERIAL DIASTOLICAEN LAPOBLACION DE VENECIA

Variable Percentil inferior n= 159 Percentil superior= 132 p*
Edad (afios) 37,19(13,06) 45,58 (11,40) 0,001
Género (F/M) % 70/30 47/53 0,001
indice de masa corporal (K/m?) 23,58(3,84) 27,13 (4,27) 0,001
Historia de hipertension (%) 53 (30%) 97 (52,7%) 0,001
Presion sistélica (mm Hg) 106,62(9,7) 147,93(19,08) -
Presion diastolica (mm Hg) 65,84 (3,94) 95,41 (8,16) -

*p < 0,001 valor p para X? o prueba de t si son variables categéricas o cuantitativas respectivamente; media (SD).

—B-H—H+

A-350G

Figura 9. Estructura y polimorfismo del gen GNBS3.
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Predictores de presion arterial elevada

Los resultados del andlisis multivariado se observan
enlatabla 10. Los predictores multivariados de hiperten-
sion fueron: indice de masa corporal, edad y presencia
de hipertension en familiar en primer grado (hombre).
Estas variables explican el 43% de la varianza de la
presion arterial.

Frecuencias alélicas de SNP

Se genotipificaron cinco SNP marcadores localizados
en el gen GNB3 en el cromosoma 12p13, empleando
pirosecuencia. Lafrecuencia de los alelos fue muy similar
entre los grupos (Tabla 11); igualmente, en la tabla 12
se muestra la distribucion de haplotipos. Los cinco
marcadores estaban en equilibrio de Hardy-Weiberg.

Tabla 10

ANALISIS MULTIVARIADO QUE INCLUYE LOS DETERMINANTES
MAYORES DE PRESION ARTERIAL Y ELMARCADOR GENETICO
C825T DEL GEN GNB3 EN SUJETOS DE LOS QUINTILES
SUPERIOR E INFERIOR DE LA CURVADE DISTRIBUCION DE LA
PRESIONARTERIALDIASTOLICA

Predictor variable OR 95% IC
indice de masa corporal (K/m2) 1,285 1,189 1,388
Edad (afios) 1,07 1,042 1.1
Género (F=0M=1) 5382 2,603 11,129
Hipertension en la familia (No= 0 Si=1) 3,084 1,675 5,68
Alcohol (No bebedor= 0 Bebedor=1) 1,877 0,861 4,09
Portador de alelo T (No= 0 Si= 1) 0,861 0,44 1,687
Actividad fisica (Sedentario= O Activo=1) 1,572 0,852 2,901
Fumador (No= 0 Si= 1) 0,383 0,198 0,74

Tabla 11
FRECUENCIAS ALELICAS DEL GEN GNB3 EN CASOS
Y CONTROLES

SNP Alelo  Percentil Percentii  OR 95% IC
superior inferior

-350G/A G 0,792 0,797 1,03 0,82a1,80

657 T/A T 0,989 0,984 0,72 0,17 a 3,05

814 G/A G 0,955 0,978 2,12 0,82a5,48

825 T/C T 0,492 0,494 1,00 0,72a1,39

1429T/C T 0,352 0,366 1,05 0,75a1,48

Analisis de interaccion gen ambiente

Se exploré una interacciéon potencial entre el alelo
825T del gen GNB3y la obesidad, utilizando una tabla
de 2x4 como lo proponen Botto y Khoury (41). El analisis
se observa en la tabla 4.5. La prevalencia de obesidad
(indice de masa corporal = 30 kg/m?) fue del 14% en
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nuestra poblacion y la prevalencia de portadores del
alelo 825T, fue del 75%. No se encontr6 una asociacion
independiente de factores ambientales con el alelo
825T. Sin embargo, en presencia de obesidad existio
una asociacion independiente y significativa con hiper-
tension (OR 2,47 1C=1,25-4,87). El riesgo de hiperten-
sion se duplico en presencia de ambos factores de
riesgo. La relacion de disparidad para la variante
genética y ambiental de riesgo presentes (Orge) es 2,5
(IC= 1,02-6,19). El riesgo relativo calculado para
interaccion gen ambiente (RRi) fue 8,96 y la fraccion
atribuible a la poblacion para interaccion gen ambiente
(PAFI) fue 27% (Tabla 13). Estos hallazgos sugieren una
fuerte interaccion entre el alelo 825T y la obesidad.

Tabla 12

PRINCIPALES HAPLOTIPOS DEL GEN GNB3, FRECUENCIAS Y
ANALISIS DE ASOCIACION CON LOS NIVELES DE PRESION

ARTERIAL
Haplotipo? Percentil Percentil OR 95% IC
superior inferior
GTGCC 0,3 0,33 0,87 0,61a1,23
GTGTT 0,28 0,32 0,84 0,59a1,2
GTGTC 0,15 0,12 1,31 0,82a2,1
ATGCC 0,12 0,13 0,91 0,56 21,48

a Haplotipos con frecuencia > 0,05.
® Polimorfismo C825T en negrilla.

Tabla 13

ANALISIS DE INTERACCION GEN AMBIENTE USANDO LA
TABLA DE 2X2. LA ESTRATIFICACION SE APLICA A AMBOS
GRUPOS DE LOS QUINTILES DE DISTRIBUCION DE PRESION
ARTERIAL

Efecto combinado del alelo 825T y el indice de masa corporal en
hipertension

G E Casos Controles RR 95% IC

+ + 24 9 2,51 1,02-6,19 ORge?
+ - 70 111 0,59 0,34-1,04 ORgP
- + 3 6 0,47 0,11-2,04  ORe®
- - 35 33 1,00 -

RRi¢ 8,96

PAFi¢ 0,27

@ Relacién de disparidad cuando los factores genéticos y ambientales
estan presentes, ORge.

b Relacion de disparidad cuando sélo el alelo 825T esta presente, ORg.
¢ Relacion de disparidad cuando sélo el factor ambiental indice de
masa corporal > 30 kg/m? esta presente, ORe.

dRelacion de riesgo para lainteraccion entre factores de riesgo genéticos
y ambientales, RRi.

¢ Fraccion atribuible a la poblacién debida a la interaccion entre
factores genéticos y ambientales, PAFi.
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Analisis de los resultados

Este capitulo reporta la estructura del gen GNB3 por
primera vez en una poblacién colombiana. Estudios
previos han reportado una frecuencia del alelo 825T del
0,15 en poblaciones de Sur América. Nuestro estudio, que
incluyd un nimero mayor de individuos, muestra que la
frecuencia del alelo 825T en Sur América es mayor a la
esperada. La frecuencia observada en Colombia fue
0,49. De acuerdo con las postulados del equilibrio de
Hardy-Weinberg, donde el nimero de sujetos
homocigéticos es derivado de p? 6 g2, y p, g son las dos
frecuencias de alelos del SNP, el nimero de homocigéticos
esperado parael alelo 825T en esta poblacién seria 24%.
De hecho, lo que se observd es que 75% de esta
poblacién colombiana era portador de al menos una
copia de este alelo. Por esta razon se considero la
posibilidad que este alelo estuviera participando en la
hipertension en poblacién con sobrepeso u obesidad.

Los mecanismos moleculares subyacentes en la hiper-
tensién en sujetos obesos no estdn muy bien definidos
pero aparecen implicadas una amplia gama de anor-
malidades metabdlicas y hemodinamicas. Entre éstas
los trastornos en la sensibilidad a la insulina y los
cambios en el control del volumen vascular parecen
importantes (66). En este capitulo del estudio de la
hipertension en nuestro pais, se encontré una prevalen-
cia de obesidad del 14%. Debido a la asociacion previa
del alelo 825T con obesidad e hipertensiéon y a la
observacion frecuente de obesidad en poblacion
hipertensa, se exploré una interaccion entre éstos.

Nuestros resultados sugieren que la interaccion es
fuerte (RRi= 8,96). La PAFi para el alelo 825T y la
obesidad fueron del 27%. Estos resultados pueden
interpretarse como el porcentaje de individuos con hiper-
tensién potencialmente prevenibles si el factor genético
o el ambiental se remueve (42). Suprimir el alelo de
susceptibilidad de la comunidad no es posible, pero
remover el componente ambiental de aquellos que son
portadores el alelo de susceptibilidad, es una situacion
realista con beneficio clinico potencial. Podria ser posi-
ble que el alelo 825T del gen GNB3 en forma indepen-
diente no sea suficiente para influir en los niveles de
presion arterial en poblacién colombiana, pero puede
ser el disparador de algiin mecanismo bioldgico por
establecer en presencia de obesidad, lo cual puede
llevar al desarrollo de hipertension. Se requieren estudios
complementarios para probar si asi sucede y si el
mecanismo fisiopatologico es a nivel renal como lo
sugiere el efecto genético.
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Los individuos obesos portadores de este alelo deben
ser evaluados en forma prospectiva. Asi, el alelo 825T
se puede convertir en un alelo de predisposicion a la
hipertension en estos individuos, que dobla el riesgo de
aparicion de hipertension cuando se compara con
sujetos obesos no portadores. Adicionalmente, estos
resultados necesitan evaluacion en otras poblacionesy
también analisis prospectivos en grupos apareados de
«hipertensos» y «<normotensos» en combinacion con estu-
dios que evalUen intervenciones para reducir el peso en
portadores del alelo 825T del gen GNB3.

Capitulo4
Gen del receptor beta 2 adrenérgico en Colombia

Elreceptor acoplado a proteina G (GPCR) hace parte
de unafamiliade proteinas las cuales estan involucradas
en varios eventos fisiol6gicos en humanos. En la mem-
brana de las células GPCR se unen a un gran niumero de
ligandos y como resultado se modulan varios procesos
homeostaticos. Estos receptores moleculares llevan el
primer mensajero (ligando) del exterior al interior de las
células hacia otras proteinas que son activadas cuando
el ligando se une al receptor que inicia la cascada
intracelular. En la actualidad son el blanco de mdltiples
agentes farmacoldgicos utilizados para tratar varios
trastornos en humanos, incluyendo la hipertensién esen-
cial (67). El receptor 32 adrenérgico (receptor ADRB2) es
un miembro de esta familia de proteinas que comparten
varias caracteristicas clinicas y funcionales.

Receptor beta 2 adrenérgico

El gen del ADBR2 no tiene intrones, esta localizado en
el cromosoma 5y consta de 1.239 bases de nucleétidos.
Este gen codifica una proteina de 413 aminoacidos cuya
estructura terciaria estd organizada en siete dominios
transmembrana, que es la tipica disposicion de la familia
de proteinas GPCR (68, 69), como se ve en la figura 10.

Desensibilizacion del ADRB2

El receptor beta 2 adrenérgico exhibe desensibiliza-
cion, la cual es la tendencia de la respuesta biologica a
declinar con el tiempo a pesar de la presencia continua
de un estimulo de intensidad constante (70, 71). Esta
propiedad del receptor puede proteger al organismo de
la sobre-estimulacién, pero también limita la utilidad
clinica de agentes farmacoldgicos agonistas o antago-
nistas. En el receptor beta 2 esta propiedad funcional
esta regulada por polimorfismos de nucle6tidos Gnicos
en el gen del receptor, que causan cambios en la
estructura de aminoacidos. Por ejemplo, el nucle6tido
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Figura 10. Estructura del receptor beta 2 adrenérgico. ADRB2 posee
siete dominios transmembrana como es caracteristico en la familia de
receptores acoplada a proteina G.

46 delgen ADBR2 puede ser una adenina o unaguanosina,
lo cual anivel de la proteina cambia el amioacido 16 auna
argininaoaunadglicina (Arg16Gly) enelsitio N-terminal del
receptor (72). También existe un cambio de glutamina por
acido glutamico en la posicion 27 que también modula la
desensibilizacién (72). El receptor beta 2 con glicina en la
posicion 16 exhibe mas regulacion descendente inducida
poragonista que el receptor con elaminoacido arginina 16
(73). El receptor beta 2 se expresa en el corazén, donde
modula efectos cronotrépicos e inotrépicos, y en los vasos
de resistencia vascular periférica, donde modula la
vasodilatacion al ser estimulado por catecolaminas.

El alelo Gly16. Un marcador para hipertension esencial

Se ha sugerido que los individuos con el alelo glicina
16 son susceptibles al desarrollo de presion arterial
elevada, por la rapida desensibilizacion del receptor de
la proteina que llevaria a que los vasos estuvieran mas
expuestos a los estimulos alfa constrictores de las
catecolaminas, con una resistencia vascular periférica
mayor y elevacién de la presion arterial (74, 75). El
ADBR2 también se expresa en las células presinapticas
donde media la liberacién de norepinefrina que induce
vasocontriccion. Los SNP descritos permiten aplicar las
estrategias de desequilibrio de ligamiento para analisis
de este receptor en sujetos con hipertension (72, 76).

Gen ADRB2 en Venecia

La estructura genética del gen ADBR2 en la poblacién de
Veneciase estudi6 caracterizando 9 SNP mediante latécnica
de Dynamic Allele Specific Hybridization (DASH) como se
describid en el capitulo dos (58, 59). Los SNP seleccionados
corresponden a resultados de desequilibrio de ligamiento
(D) previos, reportados en otras poblaciones.
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Lafigura 11 muestra la secuencias del gen ADRB2; la
region codificante del gen empieza en la tripleta inicia-
dora ATG ytermina en el codon de parada TAA. Los SNP
se muestran en codigos internacionales (IUB). Las son-
das iniciadoras para PCRy para hibridizacion se disefia-
ron cercanas al area del SNP seleccionado (Tabla 14).

Analisis computacional

Una vez los arreglos genotipicos se llenan, se marca
el punto de inicio para el manejo computacional y el
analisis estadistico. El primer procedimiento es contar el
numero de muestras homocigéticas y heterocig6ticas
por SNP, lo cual permitira la estimacion de las frecuen-
cias alélicas para cada SNP y los calculos del equilibrio
de Hardy-Weinberg. Luego se estiman los haplotipos,
paralo que se utilizan varios algoritmos empezando con
el de Clark y otros mas recientes tales como los incluidos
en el software Arlequin (39) y los algoritmos de Bayes
existentes en el software PHASE (40).

5
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Figura 11. Mapa de secuencia del gen ADRB2. Acceso al Gene bank
M15169; codones de inicio y de parada en letras mayusculas. Codigos
IUB de los polimorfismos: R=A o G (puRina);Y= C o T (pYrimidina);
K= G o T (Keto); M= A o C (amino); S= G o C (enlace-3H fuerte); W=
A o T (débil).
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Tabla 14

PCRY SONDAS PARAHIBRIDIZACION
Name 5agd
AD1F CCCGCTCCAGATAAAATCC
AD1R CGGAAGGAAACGAGAGTGCCC
AD2F CCCAGGGCAGGCAGGTAGCG
AD2R ACAGGACTTTAGGGGAACTG
NeBETAF TCAGAGCACGGGCTGGAAC
NeBETAR TCAGCACAGGCCAGTGAAG
AD3F GTTCGAGCGTCTGCAGACGG
AD3R GAAGAGGCAATGGCATAGGC

Sondas para DASH

Nombre 5a3

1023F CAGCGAGTGTGTTGAGGTAAT
1023R AGGAGGTGACTTCAACAGCTG
1023A ACAGCTGCTGATTACCT

1023G ACAGCTGCCGATTACCT

654F TGTCTATGGCTGTGGTTCGGT
654R AGGCACAAATACACCCTGGCA
654G GACATGCTCAGACTTAT

654A GACATGCTTAGACTTAT

468F CCAAAATCTCCCGGGTTGGC
468R AGAGGGCTAAAGCTAGAGGT
468C GGTGGTGTGCTTACCAG

468G GGTGGTGTCCTTACCAG

367F TTGTGTCCCGCCCGTGCC
367R TCCACTGCGACTCCTTCTC
367C TTCTCCTGGGGCTGGCA

367T TTCTCCTGAGGCTGGCA

47F CAGAGCCCCGCCGTGTGTCC
47R CACTGGCTGGGGGCGCATCAG
47C GCATCAGCGGGCGGACA

47T GCATCAGCAGGCGGACA

20F TGAGTCGCCCCCAGCCAGTGCG
20R CCATGGCACGCAGTCTGGC
20T TGGCAGGTAAGCGCACT

20C TGGCAGGTGAGCGCACT

46F GCGCTTTCTTGCTGTCACCCAA
46R TCGTGGTCCGGCGCATGGCTT
46A ATGGCTTCTATTGGGTG

46G ATGGCTTCCATTGGGTG

79F CGCCGGACCATGACGTTACGCA
79R CCACCACACACACCTCGTCC
79G GTCCCTTTCCTGCGTAA

79C GTCCCTTTGCTGCGTAA

252F TGCTGATCTGGTCATTGGCC
252R GGCGGACCCAAAGTGCAC
252G ACCACTGCCAGGCCAAT

252A ACCACTGCTAGGCCAAT
Resultados

Se genotipificaron 9 SNP marcadores en el gen
ADBR2 en 292 individuos seleccionados de los quintiles
inferior y superior de distribucion de la presion arterial
diastélica. Las frecuencias de alelos observadas paralos
dos grupos se muestran en la tabla 15.

Dos SNP predicen los haplotipos principales en el
locus ADBR2 en la poblacion de Venecia. Estos son A-
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1023G y A49G. Todos los SNP estuvieron en equilibrio
de Hardy-Weinberg. Ninguno de los SNP se asoci6 con
presion arterial elevada. Se obtuvo informacion genética
y de fenotipo completa en 822 individuos.

Frecuencia del alelo glicina en la posicion 16

El alelo de glicina 16 se ha considerado como un
alelo de susceptibilidad para hipertensién y su frecuen-
cia se ha reportado en diversas poblaciones. Este es el
primer reporte de las frecuencias alélicas de este marca-
dor en Colombia. En 1.764 cromosomas estudiados, la
frecuencia de este alelo fue de 0,56. Esta frecuencia es
ligeramente mayor que la reportada por Drysdale y
colaboradores en 15 sujetos latinos (76). En una muestra
mas grande, de 1.576 brasilefios, se encontrd una
frecuencia de glicina 16 del 55% (77). En otro grupo de
latinoamericanos, los «Quechuas», un grupo nativo que
vive a 5.000 metros sobre el nivel del mar, el alelo
glicina 16 tuvo una frecuencia de 0,63 (78). De estos
reportes se deduce que el alelo glicina 16 es de presen-
tacion comin en la poblacion latinoamericana. En la
poblacién colombiana el receptor mas comuan es el
16Arg:27GIn con una frecuencia de 0,43, seguido por
16Gly:27GIn con 0,36 y 16Gly:27Glu con 0,19.

Influencias de los haplotipos del ADRB2 sobre la presion
arterial

Los nueve SNP genotipificados permitieron caracteri-
zar completamente la estructura de este locus en esta
poblacién colombiana. Lo atractivo del analisis de
haplotipos es que el patrén de desequilibrio de ligamiento
y la historia genética evolutiva, se incluyen en el analisis.
Asi, los estudios de asociacidn de haplotipos son una
nueva generacion de estudios de asociacion genética
(79, 80). Los mismos cuatro haplotipos comunes obser-
vados en Colombia, se encuentran en afro-americanos,
asiaticosy europeos (76), pero no se hallé asociacién de
ninguno de estos haplotipos 0 su combinacion con la
presion. Sin embargo, la existencia de los haplotipos del
gen en nuestra poblacion y los efectos funcionales de la
vasculatura, ameritan evaluacion complementaria para
clarificar el papel de este gen sobre el control hemodi-
namico de la circulacion a través del sistema nervioso
auténomo.

Importancia del genotipo funcional sobre los factores
hemodinamicosy larespuesta a los agonistas del receptor

Para evaluar estos efectos funcionales se llevé a cabo
una segunda etapa de estudio, cuyo objetivo fue medir
la respuesta hemodinamica y de la presion arterial en
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Tabla 15

FRECUENCIAS ALELICAS DEL GEN ADRB2 CON 9 SNP GENOTIPIFICADOS. SE INDICAN LAS RELACIONES DE DISPARIDAD Y LOS
INTERVALOS DE CONFIANZA DEL 95% COMO UNA MEDIDA DEL EFECTO DEL MARCADOR GENETICO EN LAPRESION ARTERIAL

SNP Alelo Quintil Quintil htSNP OR IC 95%
superior inferior (n=1.764)2
(n= 284)2 (n=310)
-1023G/A G 0,78 0,78 0,77 1 0,68 a1,47
-654G/A G 0,6 0,58 - 1,07 0,77 a 1,49
-468 G/C G 0,2 0,22 - 0,90 0,60a1,33
-367 T/C T 0,81 0,82 - 0,93 0,62a1,42
-47 T/C T 0,81 0,82 - 0,93 0,62a1,42
-20T/C T 0,81 0,82 - 0,93 0,62a1,42
46 G/A G 0,51 0,57 0,56 0,77 0,55a1,06
79C/G G 0,19 0,18 - 0,93 0,62a1,42
252 G/A G 0,69 0,62 - 1,3 0,94a1,86

individuos hipertensos no tratados de acuerdo con el
genotipo Arg16Gly del receptor 32 adrenérgico.

Metodologia

El estudio fue doble ciego con dos grupos de pacien-
tes definidos de acuerdo con el genotipo, asi:
homocigaticos arginina 16 versus homocigoticos glicina
16. Se evaluaron 15 individuos arginia 16 y 10 pacien-
tes glicina 16.

Los pacientes se evaluaron en el laboratorio de
sistema nervioso autonomo donde se realiz6 un protoco-
lo de dos horas que incluy6 la realizacién de evaluacion
postural en mesa basculante y la realizacion de ecocar-
diografia Doppler para evaluacion estructural y funcio-
nal cardiaca. Durante todo el procedimiento se monitore
en forma continua la presién arterial por tonometriay se
obtuvieron, en las fases estables de protocolo, medicio-
nes simultaneas de presion arterial, frecuencia cardiaca,
gasto cardiaco, volumen latido y resistencia periférica
total. En la Ultima parte del protocolo se infundio
terbutalina por via venosa como agonista beta 2 selec-
tivo en dosis de 100, 200, 300 mg/Kg/min, ocho
minutos en cada dosis.

Resultados

La tabla 16 muestra el ANOVA de los diferentes
parametros hemodinamicos en respuesta a la inclina-
cién de 60 grados en la mesa basculante y para las tres
dosis de beta-agonista. Se analizaron las siguientes
variables: frecuencia cardiaca (FC), presion arterial
media (PAM), presién arterial sistolica (PAS), presion
arterial diastolica (PAD), gasto cardiaco (GC), indice
cardiaco (IGC), volumen latido (VL), indice de volumen
latido (IVL) y resistencia periférica total (RPT). Los valores
de p se presentan en la tabla 16.

Las diferencias en los dos grupos definidos por los
genotipos del locus ADBR2 16, fueron significativas
para el indice cardiaco tanto durante la prueba de
mesa basculante como en las infuciones de terbutalina.
Elindice latido mostro diferencia significativaslo en la
prueba. Durante ésta la respuesta hemodinamica es
mediada por el sistema nervioso autdnomo y estos
hallazgos apoyan que SNP diferentes del ADBR2 influ-
yen en esta respuesta. Adicionalmente, durante la
intervenciéon farmacolégica con beta 2 agonista, se
confirma que este SNP modula la respuesta hemodina-
micainducida por el agonista con diferencias significa-
tivas en la respuesta dosis dependiente del indice
cardiaco entre los genotipos (Figura 12). Estos resulta-
dos indican que el polimorfismo 16 Gly/Arg del gen
ADBR2, es un determinante del indice cardiaco durante
la prueba de mesa basculante y en respuesta a la
terbutalina como agonista del receptor.

Tabla 16

VALORES DE P (N-WAY ANOVA) DURANTE LA PRUEBA DE
MESABASCULANTE Y CURVADOSISRESPUESTA CON
TERBUTALINA

Mesa basculante Curva dosis
respuesta
Geno- Mani- Geno- Dosis
tipo obra tipo
Frecuencia cardiaca 0,51 0,052 0,25 0,09
Presion arterial media 0,14 0,84 0,31 0,83
Presion sistolica 0,1568 0,0086 0,2 0,99
Presion diastolica 0,14 0,847 0,45 0,53
Gasto cardiaco 0,22 0,0002 0,12 0,0011
indice de gasto cardiaco 0,037 <0,0001 0,0114 0,0001
Volumen latido 0,11 <0,0001 0,46 0,43
indice de volumen latido 0,015 <0,0001 0,03 0,0196
Resistencia vascular
periférica 0,17 0,0002 0,18 0,0047
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Capitulo 5
Conclusiones

Impactoinstitucional y parael pais de los resultados obtenidos

La hipertension es un problema de salud publica para
Colombia, puesto que por su alta prevalencia genera
problemas cardiovasculares de alta morbimortalidad,
tales como enfermedad cerebrovascular e infarto del
miocardio. Aunque mucho se conoce acerca de su
fisiopatologia, poco se sabe de su etiologia genética. El
hallazgo de factores genéticos que predisponen a la
hipertensién, permitird seleccionar grupos especificos de
pacientes para realizar prevencion primordial basada
en el riesgo genético. Adicionalmente, se iniciaran estu-
dios de la respuesta a medicamentos basados en el
genotipo, area conocida como farmacogenética.

En la actualidad, en paises desarrollados, varios gru-
pos estudian las bases genéticas de la hipertensién en sus
poblaciones; aunque sus hallazgos pueden ser de gran
utilidad localmente para su poblacién y para la comuni-
dad médica en general, se cuestiona su aplicacién a otras
poblaciones por poseer un ancestro étnico diferente.
Debido a ello es necesario realizar nuestros propios
estudios con el fin de que generen informacién propia
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sobre el conjunto de genes de predisposicion a la hiper-
tensién en Colombia y que puedan ser compartidos y
discutidos con la comunidad cientifica internacional.

Estainvestigacion ha permitido un nGmero importante
de desarrollos que se resumen a continuacion:

1. Establecer las técnicas de «<mapeo» genético en
enfermedades cardiovasculares en nuestra institucion.
Ademas permitio la formacién de recurso humano de
alto nivel en investigacion cardiovascular con PhD gra-
duado y un estudiante de maestria que complet6 su
programa. Con esto hemos dado inicio al grupo de
investigacion basicay clinica para el estudio de enferme-
dades del corazon, con aval universitario.

2. Apreciarlo quesignifica la hipertension como enfer-
medad compleja desde el punto de vista genético. Es por
esto que los resultados de estos estudios son discretos si se
tiene en cuenta la cantidad de trabajo y recursos invertidos.

3. Después de nueve afios de trabajo, nos hemos
acercado a entender la hipertension esencial y hemos
progresado en el desarrollo de esta &rea en nuestro pais.
Quizaslo mésimportante es que no nos hemos quedado
rezagados en la investigacion de un &area de enorme
trascendencia epidemiolGgica para Colombia.
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Figura 12. Efectos de la prueba de mesa basculante y la infusién de terbutalina sobre el indice cardiaco.
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Desde el punto de vista cientifico las conclusiones
mas importantes de estos nueve afios de busqueda de
factores genéticos en la hipertension esencial, son las
siguientes:

1. Selogroidentificar unalelo de predisposicionala
hipertension esencial, el 825T del gen GNBS3.

2. Se obtuvo un marcador asociado a la hiperten-
sion localizado en el gen del angiotensin6geno.

3. Se explord con resultado positivo un genotipo
funcional en el receptor beta 2 adrenérgico que determi-
na la respuesta genéticamente mediada sobre el indice
cardiaco.

4. Se afirmd que la hipertension indudablemente
es una condicion heterogénea desde el punto de vista
clinico y genético. Existen subgrupos de hipertensos
con factores subyacentes diversos tanto genéticos
como ambientales pero es aparente que se puede
hacer una diferenciacion que conduzca a establecer
fenotipos intermedios, los cuales gradualmente em-
piezan a emerger. Para el caso de nuestra poblacion
se insindan como fenotipos intermedios la hiperten-
sion dependiente de volumen muy probablemente en
el grupo de los hipertensos con sobrepeso y obesidad
y los hipertensos con cambios hemodinamicos en el
indice cardiaco y que muy probablemente reflejan
una respuesta simpética elevada mediada por efec-
tos beta-adrenérgicos.

Se podria decir que estamos en el fin del principio,
preparados para establecer mediante correlaciones
genotipo - fenotipo las caracteristicas de la hiperten-
sion esencial.
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