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Resumen

“Genes relacionados con la metabolizacion de medicamentos en pacientes hipertensos y

poblacién general, y su relacion con el mestizaje poblacional en Tacuarembo”

La Hipertension Arterial (HTA) es una enfermedad que puede afectar distintos 6rganos, a
la vez que es un factor de riesgo para las enfermedades cardiovasculares. Para el ano 2013 la
prevalencia de HTA en la poblacion uruguaya entre 25-64 afios era del 36,6%. La terapia
antihipertensiva se basa en tratamientos con farmacos de uso frecuente, que al ser empleados en
individuos deficientes en el metabolismo del medicamento utilizado conllevan la aparicion de
efectos adversos, incluso fatales. Se han establecido diferencias importantes entre diferentes
grupos étnicos en cuanto a la prevalencia de polimorfismos de genes que intervienen en el
metabolismo de farmacos; sin embargo, en paises con historias ligadas a intensos procesos de
mestizaje, la multietnicidad y la heterogeneidad genética hacen necesario determinar la frecuencia
de las variantes genéticas en cada poblacion para establecer patrones poblacionales propios. Los
estudios farmacogenéticos poblacionales son el insumo para una mejor planificacion de ensayos
clinicos y de farmacovigilancia y deben ser relevantes en los servicios de salud y en la planificacion
de programas de salud publica. En este estudio buscamos asociar el conocimiento farmacogenético
con la HTA en la poblacion de Tacuarembd, ya que es el resultado de un notable aporte trihibrido
(europeo, africano e indigena) que la hacen de interés particular en estudios poblaciones. Se
recolectaron 102 muestras de pacientes con hipertension arterial y una muestra de 109 individuos
de la poblacion general de Tacuarembo, a su vez dentro del grupo de hipertensos se subdividieron
las muestras entre individuos respondedores y no-respondedores al Enalapril. Se estudiaron dos
genes asociados con la metabolizacion del Enalapril, la Insercion/Delecion Alu-ACE (rs1799752)
y el CYP344*1B (rs2740574). Para estimar la ancestralidad de ambos grupos se analizaron las
regiones hipervariables I y II del ADN mitocondrial y un panel de 79 marcadores individuales de
ancestria (AIMs). La frecuencia de la Insercion/Delecion A/u ACE arroj6 diferencias significativas
entre el grupo de hipertensos y la poblacion general de Tacuarembo, pero no entre el grupo de
respondedores y no-respondedores. La frecuencia del alelo G del CYP344*1B fue similar a la

reportada en otras poblaciones de Latinoamérica, no se encontraron diferencias significativas entre



el grupo de hipertensos respondedores y no-respondedores. En cuanto el analisis de ancestralidad,
aproximadamente el 62% de los haplogrupos mitocondriales son de origen indigena. La estimacion
por medio de los AIMs mostré un mayor aporte indigena en la muestra de los hipertensos (0,22)
en comparacion con la poblacion general de Tacuarembo (0,13); en ambos grupos el mayor aporte
es el europeo (0,73-0,78). La presencia de la insercion del polimorfismo I/D Alu-ACE esta mas
asociado con el componente indigena. Se observé una asociacion del alelo G del polimorfismo
CYP3A44*IB y el aporte africano en no-respondedores. Este estudio representa un aporte al
conocimiento de la estructura genética del departamento de Tacuarembd y es el primer intento en
tratar de buscar asociacion entre los polimorfismos relacionados con la metabolizacion al

medicamento antihipertensivo Enalapril y ancestralidad.



indice

T (oo 0ol o1 To ] o SRR 1
1.1.- Aspectos generales de genética de pODIACIONES...........ccooeiiiiiiicieneie s 1
1.1.1.- ADN de herencia Uniparental.............ccceveiieiieii e 2
1.1.2.- ADN QUEOSOMICO ... .eviiieiiaiietiesieie ettt sttt bbbttt e ettt st nbe b ens 3
1.2.- Variabilidad genética y FarmacOgenetiCa..........ccccvveiieiieiieieeie e sr e 4
1.3.- Hipertension Arteria ESENCIAL..........ccoviiieiiiii e 7
1.4.- Tratamiento Para la HTA ... 11
1.5.- Aspectos farmacogenéticos en 1a HTA ... 16
1.5.1.- ACE (INSErcion/DEIECION) ......eiuiuieiiiieieiieie et 18
1.5.2.- CYPBALFLB... .ottt ettt ae e naa e anrae e 20
1.6.- Variabilidad genética poblacional en Urlguay ...........ccccecviieiieiiiiiesieeie e 25
1.7.- Aspectos epidemioldgicos de la HTA en Uruguay. Prevalencia y tratamiento................ 26
ODJEtIVOS € HIPOTESIS ...ttt ettt e e e s re et e e e e s reesae e e e sneennas 29
2.1.- ODJELIVO GENEIAL......ccviiiiiieecie ettt e e te e s e e sreeeeeneenns 29
2.2.- ODJEtiVOS ESPECITICOS ...e.vviiieie e re e sreers 29
2.3 HIPOLESHS ...ttt ettt b e bbbttt nae s 30
MaALErialeS Y MELOTOS ......veeeiieieiieeie ettt ettt se et n e s 31
3.1.- PODIACION €N ESTUIO .....veveeieeieeiieec ettt e e ae e e eneaneas 31
3.1.1.- Pacientes con hipertension arterial €Sencial ............ccoooeiiieiiiiiniiieee e 32
3.1.2.- PODIACION GENEIAL ..ottt 35
3.2.- Caracterizacion de pacientes y poblacion general en relacion a variables asociadas a la
1 TSRS 36
3.2.1.- INAICES ANLIOPOMELIICOS ...ttt 36
3.3.- ANALISIS MOIECUIAIES ..ottt eneas 37
3.3.1.- Recoleccion de la muestra y extracCion de ADN.........ccoccoveiiiininieiene e 37
3.3.2- Determinacion de los polimorfismos genéticos asociados a la hipertension y respuesta
AL ENAIAPTIL.....oe et 38
3.3.2.1.- Analisis de 10S dat0S gENETICOS........coueiuiriiriiriiriieieie et 41
3.3.3.- Polimorfismos informativos sobre la ancestralidad ............c.ccccoocvvienieiniie e 43
3.3.3.1.- Analisis de datos para la estimacion de la ancestralidad.............cccccceevvieiierirnnnnnn. 46

Vi



3.4.- Asociacion entre los polimorfismos del ACE y CYP3A4 con la ancestralidad................. 47

3.5.- Asociacion entre todas las variables consideradas.............covviiiiiinieninienene e 47
RESUITATOS ...ttt bbb bbbt s et e b bbbt et e e bt e et ettt e st ne e 48
4.1.- Caracterizacion general de los pacientes y poblacion general.............ccccocooviiiiiininnn 48
4.2.- CaracterizaCion gENELICA .........ouervrerierieeiterie ettt sttt 51
4.2.1.- Frecuencias genotipicas y alélicas del gen ACE ..o 51
4.2.1.1.- Distancias genéticas calculadas a partir del analisis de las frecuencias alélicas del
gen ACE entre las poblaciones de estudio y otras de diferentes continentes ........................ 54
4.2.1.2.- Comparacion intergrupal 0 €nNtre grupoS. .......cccoveiveieeiesee e se e 57
4.2.2.- Frecuencias genotipicas y alélicas del CYP3A4™*1B .......c.cccccoveveiiiciecce e 58
4.2.2.1.- Distancias genéticas calculadas a partir del analisis de las frecuencias alélicas del
CYP3A4*1B entre el grupo de pacientes con HTA y otras de diferentes continentes........... 60
4.2.2.2.- Comparacion intergrupal 0 €nNtre grupoS. .......coccveieeieeiesie s s 62
4.2.2.3.- Analisis de la secuencia de la region promotora del CYP3A4 ........cccccoevvevvevieennenn, 63
4.3.- Caracterizacion sobre ancestralidad. ............ccooviviieieiciene i 65
4.3.1.- Estimacion de ancestralidad a través del ADN mitocondrial...........cccccoeevrercinninnnen. 65
4.3.2.- Estimacion de mestizaje a través de marcadores informativos de ancestralidad
(ATIVIS). ..ottt 67
4.4.- Asociacion entre ancestralidad y los polimorfismos estudiados............ccccoceeviiieincnnne. 70
4.4.1.- InSercion/Delecion ATU-ACE. ..........oiee e e 70
4.4.2.- POlimorfismo CYP3AAFLB........couoiiieiece et 72
4.5.- Asociacion de todas las variables conSideradas. ..........ccoverereieniiiiniieieesee s 73
Dol U1 [0 OSSPSR 78
5.1.- Variables biologicas e hipertension arterial...............cccooveviiiciieii e 78
5.2.- ANALISIS GBNETICO ...ttt ettt sttt neene s 84
5.3.-1/D Alu del gen ACE Y €l CYP3AAFLB .....ooouiiieieee et 85
R B AN 01= 1 -1 o - Vo PSSR 93
5.5.- Ancestralidad, polimorfismos estudiados y otras variables............cccooeveiininiiininnnnns 95
(O] T 1115 o SRS 98
BIDHIOGIATTa ..o et 102

viii



indice de tablas

Tabla 1. Cifras meta de PA segun tipo de poblacion y grupos etarios .........c.cccceeerererenerernenienns 8
Tabla 2. Farmacos en el tratamiento antinipertenSivo ... 12
Tabla 3. Distribucion por edad y sexo en las muestras de HTA y poblacion general de
TacuarembO. N(FTECUBNCIAS) ......c.veiueerieiieiierie ettt ettt te e e beebeaneesreeneenee e 48
Tabla 4. Caracteristicas generales de los pacientes respondedores y no-respondedores al farmaco.
N T o V=T g Lol o) USSR 50
Tabla 5. Valores observados y frecuencias genotipicas y alélicas del gen ACE en las poblaciones
L (0o L= Fo TSSOSO RR TP 52
Tabla 6. Distribucién de las frecuencias genotipicas de la I/D Alu-ACE entre grupos de edad y
K1) o TP UPRPR PRSPPI 53
Tabla 7. Valores observados y frecuencias genotipicas y alélicas del gen ACE entre
respondedores y no-respondedores al TArMACO ..........cccoveiiiiciecce e 54
Tabla 8. Frecuencias alélicas de la Insercién Alu-ACE a nivel mundial .............cccccooevvininnnnnne. 55
Tabla 9. Valores observados y frecuencias genotipicas y alélicas del gen CYP3A4*1B entre HTA
y otras poblaciones a Nivel MUNAIAl.............ccoooiioiiiiice e 59
Tabla 10. Valores observados y frecuencias genotipicas y alélicas del CYP3A4*1B entre
pacientes con HTA y entre hipertensos respondedores y no-respondedores al farmaco.............. 60
Tabla 11. Frecuencias alélicas del polimorfismo CYP3AA*LF ........cocooeiiiieiinieieeese e 64
Tabla 12. Valores observados y frecuencia de los haplogrupos de ADNmt de la poblacion de
HTA TACUAIEIMDO ...ttt ettt et et e benbeere s e 65
Tabla 13. Valores observados y frecuencia de los haplogrupos de ADNmt entre el grupo de
respondedores Y NO-reSPONUEUOIES ........c..oiuiriiiierieierie ettt 67
Tabla 14. Estimacion de ancestralidad por AIMs usando STRUCTURE k=3 en HTA y Poblacion
(€12 0T | PSPPI R 69
Tabla 15. Estimacion de ancestralidad por AIMs usando STRUCTURE k=3 en Respondedores y
NO-TESPONUEBAOIES ...ttt sttt bt bbbt s e e e b nb e e bt bt b e e st e b et e nbe et et e be s e 70
Tabla 16. Frecuencia fenotipica del I/D Alu Ace y el CYP3A4*1B entre todas las muestras de

L2ES) (010 [T TSR iError! Marcador no definido.



indice de Figuras

Figura 1. Interaccion del IECA con €l RAAS ... 14
Figura 2.Ubicacion en el cromosoma del gen ACE..........ocooiiiiiiice s 18
Figura 3.Frecuencia del polimorfismo ACE I/D (rs1799752). ......cccccviveieiiieiieie e seesie e 19
Figura 4. Esquema del metabolismo de una droga (R) cuando entra en una célula..................... 22
Figura 5. Ubicacion en el cromosoma 7 del 10CuS CYP3A4L ... 22
Figura 6. Frecuencia del polimorfismo CYP3A4*1B (rs2740574) a nivel mundial ..................... 24
Figura 72 y 7°. Ubicacion de las Policlinicas donde se recolectaron las muestras....................... 33
Figura 8. Estructura del gen ACE y ubicacién del polimorfismo Insercion/Delecion.................. 38
Figura 9. Estructura del gen CYP3A4 y ubicacion de los polimorfismos més estudiados............ 40

Figura 10. Esquema del genoma mitocondrial humano y detalle de la region control, con la
localizacion aproximada de las regiones hipervariables............ccccoveiieiiiiiiiccc e 45
Figura 11. Determinacion de los genotipos del Alu-ACE por gel de agarosa. D/D homocigoto
para el alelo D, D/I heterocigoto, I/l homocigoto parael alelo I ... 51
Figura 12. Dendrograma de la Insercion Alu-ACE a partir del calculo de distancias genéticas por

FST en las poblaciones de estudio y otras a nivel mundial .............cccccoeveiiieiicii i 57
Figura 13. Cromatograma de los genotipos para el gen CYP3A4*1B ........cccccevvivieiievciieseenns 58
Figura 14. Dendograma del gen CYP3A4*1B a partir del célculo de distancias genéticas por FST
en las poblaciones de HTA de Tacuarembd y otras a nivel mundial............ccccoooevninieninninenns 62
Figura 15. Determinacion por el cromatograma de los genotipos del CYP3A4*1F..................... 63
Figura 16. Valores DeltaK StrUCLUIE .........cooiiiiiiie et 68
Figura 17. Estimacion de mestizaje por el Structure K=3 ... 68

Figura 18. Boxplot de los componentes ancestrales en la muestra de HTA y Poblacién general de
TacuaremMbO (POD GEN) ......couiiiiiie ettt sttt e ae e be e be e sreesreenee e 69
Figura 19. Boxplot de los componentes ancestrales en los hipertensos respondedores y no-
TESPONUEUOIES ...ttt bbbttt b e bbbt bt bt e b et et et et ettt ne e 70
Figura 20. Boxplot de la asociacion entre la presencia de la Insercion (1) y ausencia (D) del Alu-
ACE y los componentes ancestrales en el grupo de HTA y poblacion general .............ccccoovneee. 71
Figura 21. Boxplot de la asociacién entre la presencia de la Insercién (1) y ausencia (D) del Alu-

ACE y los componentes ancestrales en el grupo de respondedores y no-respondedores ............. 72


https://d.docs.live.net/0a149dfc350cca73/Documentos/Correcciones%20ms/LISTO/Compaginado_MS1.docx#_Toc5548879
https://d.docs.live.net/0a149dfc350cca73/Documentos/Correcciones%20ms/LISTO/Compaginado_MS1.docx#_Toc5548880
https://d.docs.live.net/0a149dfc350cca73/Documentos/Correcciones%20ms/LISTO/Compaginado_MS1.docx#_Toc5548881
https://d.docs.live.net/0a149dfc350cca73/Documentos/Correcciones%20ms/LISTO/Compaginado_MS1.docx#_Toc5548882
https://d.docs.live.net/0a149dfc350cca73/Documentos/Correcciones%20ms/LISTO/Compaginado_MS1.docx#_Toc5548883
https://d.docs.live.net/0a149dfc350cca73/Documentos/Correcciones%20ms/LISTO/Compaginado_MS1.docx#_Toc5548885
https://d.docs.live.net/0a149dfc350cca73/Documentos/Correcciones%20ms/LISTO/Compaginado_MS1.docx#_Toc5548886
https://d.docs.live.net/0a149dfc350cca73/Documentos/Correcciones%20ms/LISTO/Compaginado_MS1.docx#_Toc5548888
https://d.docs.live.net/0a149dfc350cca73/Documentos/Correcciones%20ms/LISTO/Compaginado_MS1.docx#_Toc5548888
https://d.docs.live.net/0a149dfc350cca73/Documentos/Correcciones%20ms/LISTO/Compaginado_MS1.docx#_Toc5548889
https://d.docs.live.net/0a149dfc350cca73/Documentos/Correcciones%20ms/LISTO/Compaginado_MS1.docx#_Toc5548889
https://d.docs.live.net/0a149dfc350cca73/Documentos/Correcciones%20ms/LISTO/Compaginado_MS1.docx#_Toc5548890
https://d.docs.live.net/0a149dfc350cca73/Documentos/Correcciones%20ms/LISTO/Compaginado_MS1.docx#_Toc5548890
https://d.docs.live.net/0a149dfc350cca73/Documentos/Correcciones%20ms/LISTO/Compaginado_MS1.docx#_Toc5548891
https://d.docs.live.net/0a149dfc350cca73/Documentos/Correcciones%20ms/LISTO/Compaginado_MS1.docx#_Toc5548892
https://d.docs.live.net/0a149dfc350cca73/Documentos/Correcciones%20ms/LISTO/Compaginado_MS1.docx#_Toc5548892
https://d.docs.live.net/0a149dfc350cca73/Documentos/Correcciones%20ms/LISTO/Compaginado_MS1.docx#_Toc5548893
https://d.docs.live.net/0a149dfc350cca73/Documentos/Correcciones%20ms/LISTO/Compaginado_MS1.docx#_Toc5548894
https://d.docs.live.net/0a149dfc350cca73/Documentos/Correcciones%20ms/LISTO/Compaginado_MS1.docx#_Toc5548895
https://d.docs.live.net/0a149dfc350cca73/Documentos/Correcciones%20ms/LISTO/Compaginado_MS1.docx#_Toc5548897
https://d.docs.live.net/0a149dfc350cca73/Documentos/Correcciones%20ms/LISTO/Compaginado_MS1.docx#_Toc5548897
https://d.docs.live.net/0a149dfc350cca73/Documentos/Correcciones%20ms/LISTO/Compaginado_MS1.docx#_Toc5548898
https://d.docs.live.net/0a149dfc350cca73/Documentos/Correcciones%20ms/LISTO/Compaginado_MS1.docx#_Toc5548898
https://d.docs.live.net/0a149dfc350cca73/Documentos/Correcciones%20ms/LISTO/Compaginado_MS1.docx#_Toc5548899
https://d.docs.live.net/0a149dfc350cca73/Documentos/Correcciones%20ms/LISTO/Compaginado_MS1.docx#_Toc5548899

Figura 22. Boxplot de la asociacion entre los alelos A 'y G del CYP3A4*1B y los componentes
ancestrales en el grupo de respondedores y N0-respoNdedores...........ccvvevverieieeieeieseeseeree e 73
Figura 23. Anélisis de correspondencia multiple entre respondedores, no-respondedores, sexo,
variables antropométricas, variables genéticas Y ADNML ..........cccoiiiiiniiineineneesese e 74

Figura 24. ANOSIM entre respondedores y no-respondedores en relacion a sexo, genotipos y
Figura 25. Andlisis de correspondencia multiple entre respondedores, no-respondedores, sexo y

VL Lo TS0 1= T o ST SRPR 76
Figura 26. ANOSIM entre respondedores y no-respondedores para sexXo Y genotipos................ 77

Xi


https://d.docs.live.net/0a149dfc350cca73/Documentos/Correcciones%20ms/LISTO/Compaginado_MS1.docx#_Toc5548900
https://d.docs.live.net/0a149dfc350cca73/Documentos/Correcciones%20ms/LISTO/Compaginado_MS1.docx#_Toc5548900

Introduccion

1.1.- Aspectos generales de genética de poblaciones

La Genética de Poblaciones, es aquella area de la genética que se encarga de estudiar la
variabilidad a nivel intra e inter poblacional, por medio del analisis de la estructura genética
(frecuencias fenotipicas, genotipicas y alélicas), dejando entrever qué mecanismos evolutivos
estan influyendo o han influido en la poblacion de estudio, para asi buscar las interpretaciones
bioldgicas, culturales y sociales pertinentes (Cavalli-Sforza y Bodmer, 1981). Los estudios de
genética de poblaciones buscan detectar y analizar la variabilidad genética que existe entre los
individuos de distintas poblaciones. Tal es el caso de la poblacion actual de Uruguay, que es el
resultado de diferentes aportes genéticos continentales, el amerindio original, el europeo y el
africano, por lo que puede ser considerada hibrida (Sans et al., 1997).

Las poblaciones humanas presentan en su acervo genético frecuencias alélicas particulares
que la diferencian de las demas. La fuente de estudio de la variabilidad desde el punto de vista
genético son los polimorfismos, los cuales se pueden definir como la existencia simultanea de al
menos dos alelos para un gen donde el alelo menos frecuente tiene una frecuencia mayor o igual
al 1%. Es a través del estudio de los polimorfismos que es posible analizar y tipificar las
frecuencias poblacionales, para conocer de manera directa la estructura genética de las mismas
(Cavalli-Sforza y Bodmer, 1981). También permiten clasificar y diferenciar a los grupos humanos
de manera intra e interpoblacional, lo que brinda la posibilidad de trazar vias migratorias y
procesos de mestizaje. Por esta razon, son una herramienta muy poderosa para el estudio de la

evolucion, caracterizacion y variacion entre las poblaciones (Schandield, 2006).

El aislamiento geografico y la endogamia debido a fuerzas sociales y culturales, ocurridas
durante extensos periodos de tiempo, han creado y reforzado las diferencias genéticas
poblacionales, mientras que las migraciones y el flujo de genes por el contrario han reducido en
algunos casos dichas diferencias (Risch et al., 2002). El resultado de los diversos procesos
microevolutivos es que no hay limites geograficos definidos, sino que existe una gradacion en el

predominio o frecuencia de determinados polimorfismos relacionados principalmente a la



distancia geografica (Burroughs et al., 2002). La mayor variabilidad genética ocurre entre
individuos de una misma poblacion, en relacién a la que hay entre diferentes poblaciones. Se ha
descrito que, a nivel de la especie humana, la variacion intrapoblacional esta en torno al 90% y
95% de la variacion total en sus genes autosémicos; mientras que las diferencias entre poblaciones
de diferentes continentes se han estimado aproximadamente entre 5% y 9% (Rosenberg et al.,
2002).

Un aspecto importante en microevolucion radica en el hecho de entender el papel que
juegan los niveles de flujo génico causados por los eventos de migracion, los cuales se pueden
medir entre los componentes tanto a nivel intra como interpoblacional evaluados por la genética
de poblaciones (Gonzalez y Barreto, 2013). Estos niveles se pueden verificar a partir de la
presencia de cambios en la estructura de ADN, asi como a través de la evaluacion de las frecuencias
y distribucidn que presentan varios polimorfismos nucleares, entre ellos los del tipo microsatélites
(STR) y los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) tanto en las regiones autosémicas como

en el cromosoma Y. Estos Gltimos son la variacion mas frecuente del genoma humano.

1.1.1.- ADN de herencia uniparental

El sistema de herencia del ADN mitocondrial (ADNmt) y del segmento no recombinante
del cromosoma Y se conoce como uniparental, debido a la transmision de segmentos de ADN que
no intervienen en la recombinacion, son heredados por el padre o la madre a las siguientes
generaciones. Esos segmentos no recombinantes son particularmente informativos en estudios de
indole evolutivo y de diferenciacion genética entre y dentro de las poblaciones. Estos fragmentos
se conocen como “haplotipos”, definidos como bloques completos de bandas y loci dispuestos en
los cromosomas o en el ADNmt, cedido a sus descendientes en forma obligada, debido a la

ausencia de recombinacion (Pardo-Govea et al., 2007).

Muchos estudios sobre el origen ancestral del Homo sapiens y sobre el poblamiento de
Ameérica fueron abordados a través de la identificacion de haplotipos presentes en sus poblaciones
(Pardo-Govea et al., 2007). Cobra especial importancia el ADN mitocondrial, ya que, sobre la base

del conocimiento disponible, se puede asumir que toda variacion en ese genoma proviene de



eventos de mutacién. Por lo tanto, es posible trazar rutas migratorias y calcular diversidad
intrapoblacional y distancias interpoblacionales, ain en casos de poblaciones que han divergido

en tiempos relativamente recientes (Figueiro, 2006).

En lineas generales, la molécula de ADNmt posee mayores ventajas para estudios de uso
poblacional y de evolucion que el ADNn, debido a: 1- El elevado numero de mitocondrias que
posee cada célula. 2- La alta cantidad de moléculas de ADNmt organizados en nucleoides en
comparacion con el limitado nimero de moléculas de ADN encontradas en el nicleo de la célula.
3- La pausada descomposicion de mitocondrias, que facilita la toma de muestras en materiales
degradados. 4- Una tasa de mutacion promedio de 5 a 10 veces mayor que el segmento de ADN
nuclear. 5- La ausencia de recombinacion con otros genes de ADN nuclear que permiten trazar
vias migratorias que edifiquen la historia y la evolucion del ser humano a través de linajes
maternos. Es importante recordar, que la complejidad genética y diferencial que cada grupo
humano sera reflejo de la interaccion de las fuerzas evolutivas y de los procesos socioculturales

que intervengan (Robin y Wong, 1988 en Pereira Dos Santos, 2005; Castro de Guerra et al., 2009).

1.1.2.- ADN autosémico

Un marcador genético es un segmento de ADN con una ubicacion fisica conocida en un
cromosoma (www.genome.gov). En el caso de los marcadores autosémicos, un grupo de SNPs se
pueden usar para predecir la ascendencia continental de un individuo y por lo tanto inferir sobre
ese aporte genético en poblaciones de interés. Aungue se han identificado millones de SNPs, se ha
demostrado que solo un pequefio subconjunto necesita ser genotipado para predecir con exactitud
la ancestralidad (Sampson et al., 2011). Estas mutaciones son conocidas como Marcadores
Informativos de Ancestralidad (AIMs) se usan comUnmente para estimar las proporciones de
mestizaje de manera eficiente y econdmica. Los AIMs son polimorfismos que muestran grandes
diferencias en la frecuencia de los alelos entre las poblaciones de diferentes continentes y se
pueden usar para inferir los origenes geograficos de los individuos y/o poblaciones (Galanter et
al., 2012). Usando un panel de AIMs distribuidos a lo largo del genoma, es posible estimar las
proporciones ancestrales relativas en individuos mezclados como los latinoamericanos, asi como

inferir el tiempo transcurrido desde el proceso de mezcla (Falush et al., 2003).



Varios grupos de investigacion han disefiado paneles para estimar la ascendencia individual
y controlar los efectos de la estratificacion en las poblaciones latinoamericanas. Son varias las
propuestas sobre el nimero y los marcadores informativos para estudiar estas poblaciones. Un
grupo de investigadores realizaron un estudio probando un panel de 446 AlMs en 18 poblaciones
americanas, después de una serie de validaciones y diferentes criterios de control de calidad,
estimaron 325 de éstos eran suficientemente poderosos para determinar la ancestralidad en
poblaciones mestizas y especificamente latinoamericanas (Galanter et al., 2012). Posteriormente,
Marcheco-Teruel et al. (2014), utilizaron 128 AlIMs del grupo de los 325 anteriormente
mencionados para estimar la ancestralidad en 1019 individuos de Cuba. Duque et al. (2012),
estimé el componente ancestral autosémico con 75 AIMs del grupo de los 325 mencionados
anteriormente, en la poblacién de Antioguia, Colombia, y concluyeron que este nimero de AIM
tiene un alto poder informativo para estimar la proporcion de mezcla individual, aunque no es

suficiente para aportar informacién de utilidad epidemioldgica.

1.2.- Variabilidad genética y Farmacogenética

Es importante entender que los estudios de microevolucion humana son la fuente de datos
mas importante utilizada en la verificacion de la distribucion de la variabilidad entre diferentes
grupos poblacionales humanos. Su utilidad involucra la identificacion de variantes genéticas, dado
por el uso de diferentes tipos de marcadores moleculares, principalmente SNPs, ya que provienen
de poblaciones con origen especifico. En el caso de poblaciones latinoamericanas, la
multietnicidad asociada a sus origenes genera distinta cantidad y distribucion de la variacion
genética en las mismas, situacion conocida como estructuracion genética, la cual implica la
distribucion de los alelos de diferentes origenes en algunos segmentos de la poblacién (Rondon

Gonzélez y Barreto, 2013).

Conocer la diversidad genética de las diferentes poblaciones humanas puede constituir un
importante aporte para los estudios de salud. Muchos de los SNPs descritos estan asociados a
enfermedades o diferencias en el metabolismo de drogas, por esa razon, debido a los complejos y
variados procesos de mestizaje, los grupos poblacionales con distintos origenes ancestrales no

deberian ser considerados como iguales, ya sea en términos de riesgos de enfermedades o



respuestas a las drogas (Risch et al., 2002). El origen ancestral es un factor de riesgo que puede
cambiar la probabilidad que un individuo responda de la manera esperada a la terapia que le fue
asignada. Sin embargo, esta ancestralidad es una etiqueta imprecisa para las variaciones genéticas
que una persona puede o no poseer. En la actualidad es posible tomar los datos genéticos de los
individuos y determinar la presencia de polimorfismos en los genes que se saben predisponen a
padecer una enfermedad o estan involucrados en la capacidad de respuesta de los medicamentos.
Un perfil genotipico puede determinar con certeza si un individuo posee o no estos polimorfismos.
De acuerdo con Burroughs et al. (2002), en el futuro, los tratamientos médicos van a estar

individualmente adaptados, basados en su origen ancestral.

Las diferencias en el origen individual de los integrantes de las poblaciones generan
variabilidad intrapoblacional. Describir esa variabilidad tiene importantes implicaciones, tanto en
investigaciones basicas como aplicadas. En términos generales, los polimorfismos en genes que
no se asocian a una patologia son de interés en estudios familiares y en la identificacion de
individuos, asi como en investigaciones criminales o bioldgicas de paternidad (Torrades, 2002).
Pero hay polimorfismos con origen étnico o continental especifico que dan origen procesos
patoldgicos, originando las enfermedades genéticas monogénicas, como es el caso de la anemia
drepanocitica, la fibrosis quistica o la Corea de Huntington. Algunos otros funcionan como
mecanismos de defensa contra algunas enfermedades infecciosas, como son los casos de malaria
y tuberculosis, mientras que hay polimorfismos que pueden tener su principal impacto sobre
funciones orgénicas importantes, o, pueden constituir factores de riesgo, como es el incremento en
el desarrollo de ciertas enfermedades poligénicas y multifactoriales (Lares-Asseff et al., 2001). Es
por esta razon que son de especial interés en la prevencion y el estudio de los mecanismos
moleculares de enfermedades complejas como el Alzheimer, diabetes o hipertension, entre muchas

otras (Luque y Herréez, 2000; Iniesta et al., 2005).

Por otra parte, las variaciones genéticas en las enzimas metabolizadoras de medicamentos
son reconocidas como una de las mayores causas de variabilidad interindividual en la respuesta a
ciertos farmacos (Scordo et al.,, 2004). Es importante mencionar que la respuesta a los
medicamentos estd medida por tres grandes factores; el primer factor incluye los aspectos
biolégicos como la edad, el sexo y la constitucion genética de los individuos; el segundo factor

esta determinado por influencias ambientales como la dieta, clima, consumo de cigarrillos, alcohol,



drogas y agentes contaminantes, mientras que el tercer factor los constituye aspectos culturales y
psicosociales, que tienen que ver con las actitudes y creencias que pueden presentarse en algunas
etnias y como éstos pueden afectar la efectividad o adherencia de una terapia médica en particular.
Es importante aclarar que varios de estos factores pueden actuar simultdneamente en un mismo
individuo, afectando el proceso de absorcion de las drogas, distribucion, biotransformacion,
excrecion e interaccion del receptor en diferentes modos y en diferentes grados (Laress-Asseff et
al., 2001; Sookoian et al., 2004; Abad Santos et al., 2008).

Entre los factores mencionados tienen especial importancia la constitucion genotipica de
los individuos, ya que las enzimas que metabolizan las drogas son codificadas por genes que
poseen diferencias en su expresion y pueden afectar la reaccion individual de los pacientes. Desde
1950 se conoce la existencia de individuos “metabolizadores rapidos” y “metabolizadores lentos”
en respuesta a un farmaco, explicando respectivamente que el farmaco sea ineficaz o resultar en
una exagerada acumulacion del mismo en el organismo. Es importante conocer las diferencias
interindividuales en la respuesta a los medicamentos. Hasta ahora es evidente la variabilidad de
los genes que codifican para aquellas enzimas metabolizadoras y que afectan en gran modo el
resultado del tratamiento de la droga (Ingelman-Sundberg et al., 2007). En ese sentido han cobrado
auge los estudios en el area de la farmacogenética, que se ocupa de correlacionar la informacion
genética del paciente con su respuesta a los farmacos, con la finalidad de administrar a cada
paciente el tratamiento méas adecuado. Es una disciplina orientada al estudio de los aspectos
genéticos relacionados con la variabilidad de la respuesta a medicamentos en individuos o
poblaciones. Su objetivo es conseguir una medicina individualizada, es decir, administrar el
farmaco mas eficaz con el menor riesgo de efectos adversos y la dosis adecuada desde el primer
momento (Abad Santos et al., 2008).

La distribucion y frecuencia de ciertos polimorfismos en genes asociados con la actividad
metabolizadora de diversos farmacos también pueden presentar diferencias entre grupos étnicos
(Hong-Hao Zhou, 2002).



1.3.- Hipertension Arteria Esencial

La presion arterial (PA) es la fuerza que ejerce la sangre contra las paredes de los vasos
(arterias) al ser bombeada por el corazon. La hipertension arterial (HTA), también conocida como
presion arterial alta o elevada, es un trastorno en el que los vasos sanguineos tienen una tension
persistentemente alta, lo que puede dafarlos. Cuanto més alta es la tension, més esfuerzo tiene que
realizar el corazén para bombear (OMS, 2018). La HTA es una enfermedad multifactorial y se
define como una elevacion de la presion arterial sistdlica igual o mayor a 140 mmHg, asi como
una elevacién de la presion arterial diastolica igual o mayor a 90 mmHg (Carretero y Oparil, 2000;
Ramirez-Bello et al., 2011).

La HTA es un factor de riesgo para un grupo denominado enfermedades no transmisibles
(ENT), que comprenden las cardiovasculares, cancer y diabetes, entre otras, y son responsables
del 70% de las muertes que ocurren en el mundo; en Uruguay representan el 60% (Ministerio de
Salud Publica Uruguay, 2017).

Hay dos tipos de hipertension arterial, la primaria o esencial y la secundaria. La
hipertension arterial esencial representa mas del 90% de los casos de hipertension en Estados
Unidos (Oparil et al., 2003). Es un trastorno heterogéneo, dado que diferentes pacientes que tienen

diferentes factores causales que llevan a una alta presion arterial.

La presion arterial es un rasgo cuantitativo que es altamente variable. Existe una fuerte
correlacion positiva y continua entre la presion arterial y el riesgo de enfermedades cerebro
vasculares (ECV), enfermedad renal y mortalidad. Esta correlacién es mas robusta con la presion
arterial sistlica que con la diastdlica (Carretero y Oparil, 2000). EI European Study on
Cardiovascular Risk Prevention and Management in Daily Practice (EURIKA, 2011), es un
estudio internacional en el que participan 12 paises de Europa (Austria, Bélgica, Francia,
Alemania, Grecia, Noruega, Rusia, Espafia, Suiza, Suecia, Turquia y Reino Unido) adjudica el
8,8% de riesgo de ECV a la falta de control de la HTA.

El reporte de la guia del Eighth Joint National Committee (JNC 8) en 2014, la cual esta
avalada por la Organizacién Mundial de la Salud y la Sociedad Americana de la Hipertension, y

la Guia Canadiense de manejo de HTA del 2016, establecen criterios en las cifras de presion



arterial deseables para la poblacion general y por grupos etarios, los cuales son referencia en la
mayoria de los paises a nivel mundial, entre esos Uruguay. Los valores que plantean se muestran

en la Tabla 1.
Tabla 1. Cifras meta de PA segun tipo de poblacion y grupos etarios

Grupo poblacional Cifras de PA objetivo

PAS < 140 mmHg
Poblacion general >18 afios
PAD < 90 mmHg
PAS < 150 mmHg
PAD <90 mmHg
Poblacion > 18 afios con PAS < 130 mmHg

Diabetes Mellitus PAD < 80 mmHg

Poblacion > 80 afios

En 2005 la Organizacion Mundial de la Salud estim6 que la mortalidad debida a la
hipertension fue de aproximadamente 7,5 millones a nivel mundial (Zubeldia et al., 2016). Para el
afio 2010 se estimd que la prevalencia de hipertension era de 1.39 billones de personas a nivel
mundial, representando el 31% de todos los adultos. Comparando con datos mundiales del afio

2000 se observo un aumento de 5,2% en la prevalencia de esta enfermedad (Mills et al., 2016).

El Instituto Nacional de Salud Publica de México en el 2006 estimd 17 millones de
hipertensos en la poblacién adulta, cifra con la que se alcanza una prevalencia de 30,8% (Ramirez-
Bello et al., 2011). Los resultados del Estudio de Nutricion y Riesgo Cardiovascular en Espafia
(ENRICA) sefialan que el 33,3% de la poblacion espafiola es hipertensa (Zubeldia et al., 2016). En
Estados Unidos se estima que 43 millones de personas son hipertensas lo que representa el 24%

de la poblacién adulta (Carretero y Oparil, 2000).

Dentro de los factores de riesgo para HTA, podemos encontrar conductuales y bioldgicos.
Los factores de riesgo conductuales son: consumo de tabaco, consumo nocivo de alcohol,
inactividad fisica, alimentacion no saludable. Dentro de los factores de riesgo bioldgicos
encontramos: edad, sexo, sobrepeso/obesidad, glucemia elevada. El principal factor de riesgo
bioldgico es el aumento de la presion arterial, al que se atribuyen el 19% de las muertes a nivel

mundial, seguido por el sobrepeso y la obesidad y el aumento de la glucosa sanguinea (Ministerio



de Salud Publica Uruguay, 2017). El reconocimiento de estos factores hipertensinogénicos
principalmente conductuales, puede permitir la prevencion, el tratamiento o la cura no
farmacologica de la hipertension. Factores como la obesidad, resistencia a la insulina, alto

consumo de alcohol, también tienen un alto componente genético.

Se ha postulado que la obesidad, y especialmente la obesidad abdominal, es el principal
factor hipertensinogénico. Se estima que cada aumento de peso del 10% se asocia con aumento de
6,5 mmHg en la presion arterial sistélica (Ashley y Kannel, 1974). La obesidad es también la causa
de la resistencia a la insulina, diabetes mellitus de inicio en adultos, hipertrofia ventricular
izquierda, hiperlipidemia y enfermedad aterosclerética. Es un importante problema de salud
cardiovascular, su incidencia y prevalencia estan aumentando en la mayoria de las sociedades
industrializadas y en los Estados Unidos ha alcanzado proporciones epidémicas (Carretero y
Oparil, 2000).

Una forma de medir la obesidad es el indice de Masa Corporal (IMC). Se ha observado
una asociacién directa entre éste y la hipertension en estudios de poblacion transversales y
longitudinales desde la infancia hasta la vejez. Un IMC <25 es considerado normal o saludable,
mientras que un IMC de 26 a 28 (en comparacion con el IMC <23) aumenta el riesgo de una
presion alta en un 180% vy el riesgo de resistencia a insulina >1000% (Haffner et al., 1992;
Carretero y Oparil, 2000).

El indice Cintura-Talla (IC/T) es otra variable antropométrica que ha sido propuesta como
un predictor superior del dafio cardiovascular; se construye de la relacion entre la estatura del
sujeto y la circunferencia de la cintura (Mufioz et al., 2016). Representa una correlacion
relativamente simple, Gtil y no invasiva, para ser aplicado en individuos vulnerables, y es una
alternativa bastante utilizada en estudios poblacionales sobre obesidad y distribucion regional de
la grasa, teniendo en cuenta su eficacia para detectar riesgo cardiometabdlico. La circunferencia
de la cintura debe estar en menos de la mitad de la talla, de ahi que si es mayor de 0,5, es diagndstica
de obesidad abdominal, cifras mayores han mostrado tener una elevada correlacion con el
porcentaje de masa grasa corporal, y algunos profesionales lo reconocen como el mejor predictor
de riesgo en pacientes con sindrome metabdlico, equiparable al indice de masa corporal en la
predicciéon de diabetes mellitus tipo 2, segun algunos autores (Hernandez Rodriguez y Duchi

Jimbo, 2015). En el afio 2014 Torresani et al., estudiaron 316 mujeres de la ciudad-capital de



Buenos Aires y concluyeron que el IC/T se asocié fuertemente con el LDL y la HTA. Gonzales et
al. (2011) encontro que el IC/T se asocié fuertemente en sujetos mexicanos con la glucosa elevada
en ayunas, los triglicéridos, HTA y HDL. En Chile Koch et al. (2008), reportaron que la HTA,
diabetes mellitus tipo 2 y las dislipidemias fueron méas frecuentes en aquellos sujetos con IC/T

alto.

Se considera que las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de mortalidad
en las mujeres, con el 70% de las muertes cardiovasculares atribuibles a factores de riesgo
modificables, como la hipertension. En la Comunitat Valenciana, Espafia, en 2013 las
enfermedades cardiovasculares fueron la primera causa de defuncion en mujeres (34,4%) vy la
segunda en hombres (28,0%) (Zubeldia, et al., 2016). Los datos del National Health and Nutrition
Examination Survey (NHANES), en EEUU entre 1999 y 2004, mostraron disparidades
significativas de género en los niveles de PA, en los cuales la presién arterial sistolica (PAS) fue
alrededor de 4 mmHg mas alta en las mujeres (Ong et al., 2008). Un gran estudio de 11782
pacientes hipertensos de Europa, Norte Ameérica, Asia y Latinoamérica encontré una PAS
significativamente més alta en mujeres en comparacion con los hombres, mientras que la PAD no
evidencid diferencia entre sexos (Thoenes et al., 2010). Huertas Robles (2001), reporta en México

que la mujer posmenopausica existe mayor prevalencia de hipertension arterial.

La edad esta considerada como un factor de riesgo de enfermedades cardiovasculares. Las
mujeres al llegar a la menopausia presentan un progresivo aumento de la incidencia de enfermedad
coronaria aguda (Magro Léopez et al., 2004). Zubeldia et al., (2016), para la Comunitat Valenciana
reportd que la asociacion de la presion arterial con la edad manifestd una tendencia positiva
ascendente con el aumento de la edad. La probabilidad de tener HTA de las personas de 45 a 64
afios fue cuatro veces mayor que el grupo de referencia y para los sujetos de mas de 64 afios fue

quince veces mayor.

Se tiene informacidn acerca de variaciones genéticas 0 genes cuyos productos estan
sobreexpresados o subexpresados, asi como los fenotipos intermedios que regulan para causar una
alta PA (Carretero y Oparil, 2000). Se ha estimado que el componente genético es muy importante
para el desarrollo de la HTA, varios estudios han puesto en evidencia que los genes juegan un
papel principal en su desarrollo; el caracter hereditario llega a exceder 50%. Existen dos estrategias

principales para identificar genes de susceptibilidad a HTA, los analisis de ligamiento y los analisis
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de asociacion. En el 2010 se incrementaron drasticamente los estudios de genes candidatos a HTA
y hallaron algunos genes que son excelentes candidatos porque codifican a proteinas que regulan
la presion sanguinea y que participan en el sistema renina-angiotensina, son el convertor de la
enzima aniotensina | (ACE), el angiotensinogen (AGT) y el receptor 1 de angiotensina Il (AGTR1)
(Ramirez-Bello et al., 2010). En tres metaanalisis se evidencid que el genotipo 235T/T del gen del
angiotensindgeno AGT confiere susceptibilidad a HTA. Otro metaanalisis demuestré que la
variante T174M y dos variantes ubicadas en la regién promotora G-217A y A-20C del AGT se
asociaron con riesgo a HTA (Pereira et al., 2008). Otros genes que se asocian con HTA son los
que codifican para el 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS), factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-
alfa), interleucina-6 (IL-6), entre otros (Ramirez-Bello et al., 2010). EI gen ACE y en particular el
polimorfismo de Insercion/Delecién del exdn 16, tiene como principal efecto una alteracion de las
concentraciones celulares y plasméticas de la enzima codificada por este gen, convirtiéndolo en
un posible candidato para la susceptibilidad al desarrollo de afecciones tales como la enfermedad

cardiovascular, HTA y las complicaciones cronicas de la diabetes (Danilov et al., 2017).

1.4.- Tratamiento para la HTA

Para iniciar la terapia farmacoldgica en pacientes con HTA, sus cifras de PA deben estar
por encima de los valores meta previamente expuestos en la Tabla 1. Los 5 grupos farmacoldgicos
considerados de primera linea para el inicio de la terapia farmacoldgica antihipertensiva son:
inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina (IECA), antagonistas de los receptores
de la angiotensina Il (ARA II), diuréticos tiazidicos, calcio antagonistas dihidropiridinicos (DHP)
y beta blogueantes (Tabla 2) (Ministerio de Salud Publica, 2017).

11



Tabla 2. Farmacos en el tratamiento antihipertensivo

Grupo Farmacologico Opciones y dosis (dia) Efectos secundario principales
o Hidroclorotiazida: 12,5 - 50 mg Hipopotasemia, hiponatremia,
Diureticos ) ] S S
Indapamida: 1,5 - 2,5 mg hiperuricemia, hiperglicemia

Amlodipina: 5 - 10 mg
) ] Nifedipina retard: 40 - 60 mg
Calcio antagonistas DHP Edema de MMII
Lercandipina: 10 - 20 mg

Nicardipina: 60 - 120 mg

Captopril: 25 - 200 mg
Cilazapril: 25-5mg
Enalapril: 20 - 40 mg
IECA Lisinopril: 10 - 40 mg Tos seca, angiodema, hiperpotasemia
Perindopril: 2,5 - 10 mg
Quinapril: 10 - 20 mg
Ramipril: 5-20 mg

Losartan: 50 - 100 mg
Candesartan: 8 - 16 mg
ARAI Ibersartan: 150 - 300 mg Hiperpotasemia, tos
Temilsartan: 20 - 80 mg
Vasaltran: 80 - 320 mg

Carvedilol: 12,5 - 25 mg

Broncoespasmo, bradicardia,
Labetalol: 200 - 800 mg
bloqueos
Propanolol: 80 - 240 mg
Beta bloqueantes Atenolol 25 - 100 mg
Bisoprolol: 5 -20 mg Mejor tolerados en EPOC, asma,
Metropolol: 50 - 400 mg diabeticos

Nevibolol: 5 - 40 mg

La octava guia del Eighth Joint National Committee (JNC 8) para el manejo de laHTA, la
cual se usa en Uruguay, recomienda los IECA y los ARA 1l como tratamiento de primera linea
para la mayoria de los pacientes hipertensos. Al igual que los otros antihipertensivos, no son 100%

efectivos ni son 100% seguros (Flaten y Monte, 2017).
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Se han desarrollado dos tipos de medicamentos para tratar la HTA mediante la orientacién
del sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS) a diferentes niveles: los Inhibidores de la
enzima convertidora de la Angiotensina (IECA) que bloquean especificamente la cascada que
conduce a la produccion de angiotensina 1l (Angll) y los blogueadores de los receptores de la
angiotensina Il (ARBSs), que principalmente se unen a los receptores Angll, antagonizando asi el
efecto de Angll (Lupoli et al., 2015).

El sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS), a traves de la modulaciéon del
equilibrio de electrolitos y liquidos corporales, controla la funcion cardiovascular y renal (Lupoli
etal., 2015). Los efectos fisioldgicos de su efector principal, la angiotensina Il (Angll), un potente
vasoconstrictor, estdn mediados por el receptor de la angiotensina Il tipo | (AT1R). EI AT1R tiene
efectos vasopresores y regula la secrecion de aldosterona; es un efector importante que controla la
PA 'y el sistema cardiovascular (Catt et al., 1984). La Angll también participa en la proliferacion

celular, la hipertrofia intima-media y la disfuncion endotelial (Lupoli et al., 2015).

El RAAS regula la PA mediante la liberacion de angiotensindgeno del higado al torrente
sanguineo. El angiotensindgeno es escindido por la renina para formar la angiotensina | que luego
se convierte en angiotensina Il a través de la enzima convertidora de angiotensina, ACE. La
angiotensina 1l promueve la constriccion de los vasos sanguineos que conduce a un aumento de la
presion arterial. Los IECA inhiben la conversién de la angiotensina | a la angiotensina 11, lo que
reduce la presion arterial al prevenir la constriccion del musculo liso en la vasculatura y al reducir

la liberacion de aldosterona (Figura 1) (Cooper-DeHoff y Johnson, 2016; Flaten y Monte, 2017).

Los genes de las enzimas que participan en el sistema RAAS, tienen polimorfismos con
diferentes variantes que participan de distinta manera; algunas de las cuales son especificas 0 mas

frecuentes en algunos grupos humanos.
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Figura 1. Interaccion del IECA con el RAAS

El angiotensindgeno se libera del higado (1) a la sangre, donde se convierte en angiotensina | por accion de la renina
(2). La angiotensina | se convierte en angiotensina Il (Ang 1) por la enzima convertidora de angiotensina (ACE, 3).
Ang 1l se une a los receptores de angiotensina, lo que resulta en un aumento de la presion arterial (4). Ang Il también
estimula la produccién y liberacién de aldosterona (5, 6), lo que conduce a un aumento de la presién arterial (7). Los
IECA impiden la conversion de angiotensina | en Ang Il (8). Los bloqueadores del receptor de angiotensina compiten
con Ang |l en los sitios de union de los receptores de angiotensina y dan como resultado una disminucion de la PA
(9). ACE es una enzima importante para la descomposicion de la bradiquinina (12). En presencia de la inhibicién del

ACE, la bradiquinina se acumula y puede provocar efectos adversos (10, 11). Tomado de Flaten y Monte, 2017.

La conversion de angiotensina | a angiotensina Il no es la Unica via que produce
angiotensina Il; la tripsina, la catepsina o la quimasa del corazon producen angiotensina Il, lo que
provoca como efecto el aumento de la presion arterial. Los IECA son inhibidores competitivos y
la produccion de hormonas se puede superar aumentando el sustrato de angiotensina | in vitro.
Ademas, los IECA inhiben el metabolismo de la bradiquinina, lo que provoca efectos secundarios

como tos seca y angioedema (Flaten y Monte, 2017).

Dentro del grupo de los Inhibidores de la enzima convertidora de la Angiotensina (IECA),
especificamente el Enalapril es uno de los farmacos antihipertensivos mas consumidos en el
Uruguay, y es proporcionado de forma gratuita en las policlinicas y hospitales pablicos por la
Administracion de los Servicios de Salud del Estado (ASSE). Mangoush et al. (1990) estudio la

eficacia del Enalapril en 67 pacientes hipertensos en Libia, encontraron que solo falla en el control
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de la PA en pacientes con hipertension severa. La dosis 6ptima para la mayoria de los pacientes
que lograron la normalizacion de la PA fue 20 — 40 mg por dia. En Noruega, estudios comparativos
del Enalapril con betabloqueantes (Propanol, Metoprolol y Atenolol) en pacientes con hipertension
leve a moderada han revelado que es igual o mas eficaz (Helgeland et al., 1986). La comparacion
entre Enalapril y Atenolol revel6 una eficacia casi paralela de los dos farmacos en todos los grados
de hipertension, aunque el porcentaje de reduccion de la PA con enalapril fue superior al atenolol.
Ademas, la reduccion de la presion arterial sistolica (PAS) fue mas marcada con enalapril que con
atenolol en pacientes con hipertension leve a moderada en Libia. En conclusion, encontraron un

potente efecto antihipertensivo en el Enalapril (Mangoush et al., 1990).

A pesar de las diversas clases de medicamentos antihipertensivos disponibles, solo un tercio
de los pacientes hipertensos alcanzaron la meta de la PA, segun fue reportado en un estudio en el
que participaron mas de 26 paises de Europa, Norteamérica, Latinoamérica, Asia, Turquia,
Australia y Marruecos, entre el 2005 y 2006. Thoenes et al., (2010). Los errores de prescripcion, la
falta de adherencia y los efectos adversos se encuentran entre las causas de estas tasas alarmantes
(Fontana et al., 2014). En Estados Unidos (EEUU) la carga econdmica asociada con el tratamiento
de la HTA y comorbilidades secundarias asociadas como el infarto de miocardio, la enfermedad

renal y el accidente cerebrovascular, son significativas (Flaten y Monte, 2017).

El principal objetivo del tratamiento antihipertensivo es la prevencion de eventos
cardiovasculares adversos en gran parte atribuidos al descontrol de la PA (Cabrera et al., 2015). La
fisiopatologia de la hipertension y el control de la PA son bastante heterogéneas a nivel molecular
y la hipertension esencial incluye un amplio conjunto de mecanismos, lo que sugiere que una vez
que se identifique el mecanismo dafiado, el paciente se beneficiaria de una combinacion
individualizada de farmacos y dosis. Por lo tanto, la identificacion de los mecanismos que subyacen
a la hipertension podria contribuir a un tratamiento individualizado, favoreciendo el control de la
PA'y, en consecuencia, reduciendo la morbilidad y la mortalidad relacionadas con la hipertensién
(Fontana et al., 2014).
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1.5.- Aspectos farmacogenéticos en la HTA

La variabilidad genética interindividual es una de las razones de las diferentes respuestas a
los farmacos antihipertensivos (Cabrera et al., 2015; Céspedes-Garro et al., 2015). Algunas
variantes génicas o alelos pueden afectar la cantidad o la funcién de la proteina codificada por un
gen. Por lo tanto, algunos alelos pueden ser de relevancia funcional, ya que pueden alterar la
cantidad y/o la actividad de los productos genéticos en las células, y pueden afectar la absorcion,
distribucion, metabolismo y eliminacion del farmaco (Fontana et al., 2014).

La complejidad de la regulacion del genoma y la heterogeneidad de la hipertension son
algunas de las razones del lento progreso en el conocimiento de la genética de la hipertension y la
farmacogenética de la respuesta a los farmacos antihipertensivos. A pesar de varios esfuerzos para
entender el papel de la genética en las variantes asociadas con la respuesta a los farmacos,
actualmente no hay una prueba farmacogenética disponible para guiar el tratamiento de la
hipertensién en la practica clinica. El desafio en la implementacion clinica de una receta guiada
por genes es la falta de pruebas sélidas sobre el impacto de las variantes genéticas en la mejora de
la respuesta antihipertensiva (Fontana et al., 2014).

Las investigaciones farmacogenéticas en las pasadas décadas han descubierto diferencias
significativas en los grupos étnicos, en cuanto al metabolismo, efectividad clinica, y por otro lado
los perfiles terapéuticos de importantes drogas. Muchos estudios han sugerido que los pacientes de
ciertos grupos étnicos pueden estar sujetos a grandes riesgos, como en el caso de que el
medicamento puede no ser efectivo, o, que la dosis del medicamento puede crear una sobredosis 0
falta de la misma en el individuo. Un ejemplo de esto ocurre en los pacientes afroamericanos y
descendientes de europeos en EEUU, los cuales difieren significativamente en la respuesta a los
beta-blogueadores, IECA vy diuréticos, usados cada uno en combinacion para el tratamiento de la
hipertensidn, en este caso los afroamericanos no responden a estos tratamientos. Por otra parte, otro
estudio report6 que los asiaticos son considerablemente mas sensibles que los europeos en cuanto
a los efectos del beta-bloqueador propanol, en el ritmo cardiaco y la presion sanguinea (Burroughs
etal., 2002).

La identificacion de factores heredados puede ayudar en el descubrimiento de sus
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contrapartes medioambientales, asi como proveer una estrategia racional identificando a los
miembros mas susceptibles de una poblacion, hacia quienes debe estar dirigido las estrategias de
prevencion, no sélo a enfermedades sino al tratamiento de las mismas, optimizando el beneficio de

los pacientes y de los especialistas en salud (Risch et al., 2002).

El Consorcio Internacional de Estudios Farmacogenomicos Antihipertensivos (ICAPS) fue
creado en 2012 para promover la colaboracion entre diferentes grupos de investigacion. El
Consorcio podria facilitar la identificacion y replicacion de los hallazgos farmacogenéticos para la
variabilidad en la respuesta a farmacos antihipertensivos y podria revelar sefiales fuertes que se
utilizaran mas para guiar la seleccién del tratamiento (http://www.pharmgkb.org/page/icaps).
Juntos, estos esfuerzos pueden revelar nuevas estrategias terapéuticas y optimizacion de
dosis/farmaco para el tratamiento de la hipertensién. Ademas, la disponibilidad preventiva de
informacion genética en los registros médicos del paciente puede favorecer la prescripcion basada
en informacion gendémica que podria ser mas rentable que el ensayo-error en la préactica actual
(Fontana et al., 2014).

Aunque los enfoques de genes candidatos y los estudios de asociacion de genoma (GWAS)
estan comenzando a mostrar predictores genéticos validados en la respuesta de la PA a la terapia
antihipertensiva, es muy probable que existan predictores genéticos significativos aun por
identificar en forma de alelos raros (frecuencia <1%), variacién en el nimero de copias,
polimorfismos flanqueantes intrénicos, variacion en el ARN vy, finalmente existe una alta
probabilidad de que la respuesta de la PA a un agente antihipertensivo se deba a causas poligénicas

y multifactoriales (Eadon y Chapman, 2016).

La mayor expectativa con relacion a la farmacogenética de la hipertension radica
actualmente en genes especificos que influyen en el sistema regulador de la PA o los genes
asociados con la PA (Cabrera et al., 2015). Los genes mas estudiados en farmacogenética de los
inhibidores del sistema renina-angiotensina-aldosterona (RASS), especificamente el Enalapril, son
el ACE, especialmente el polimorfismo de insercion/delecion (1/D) en el intron 16 y los genes del
Citocromo P450, en especial el CYP3A4*1B (Lupoli et al., 2015; Cooper-DeHoff y Jonhson, 2016).
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1.5.1.- ACE (Insercion/Delecion)

El gen de la enzima convertidora de angiotensina (ACE), se expande a lo largo de 21 kb,
(26 exones y 25 intrones), se ubica en la region 17g23.3 (Figura 2), y pertenece al sistema renina-
angiotensina junto con los genes de la renina, del angiotensindgeno, y de los receptores de tipo | y
Il de la angiotensina I1. La principal funcion de este sistema es la conversion del angiotensindgeno
en angiotensina Il por parte de las enzimas renina y ACE (Zorilla et al., 2006). Tiene una variante
caracterizada como la insercion (1) o la delecién (D) de una repeticion Alu de 287 pares de bases
en el intron 16 (rs1799752) (Eadon y Chapman, 2016). Estudios acerca del ACE han demostrado
diferencias en sus niveles plasmaticos segun el genotipo del individuo: los individuos cuyo
genotipo es delecion/delecion (D/D) poseen niveles dos veces mas altos que los individuos cuyo
genotipo es insercion/insercion (1/1), mientras que los individuos heterocigotas portan niveles

intermedios de la enzima circulante (Zorrilla et al., 2006, Danilov et al., 2017).
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Se plantea la hipotesis de que los tratamientos con IECA son particularmente eficaces en
pacientes con el genotipo D/D, ya que este genotipo se ha asociado con un aumento de los niveles
séricos de ACE y una mayor actividad del gen, lo que conduce a un mayor potencial de inhibicion
(Flaten y Monten, 2017). Por su parte, Eadon y Chapman (2016), hacen referencia a que la variante
de la insercion (1) se ha asociado con los niveles séricos mas bajos de ACE, lo que representa el
47% de la varianza del nivel de ACE entre individuos. Como resultado, se ha evaluado
extensivamente este polimorfismo como un factor predictivo para el uso de los IECA. Sin
embargo, a pesar de décadas de investigacion intensiva, que involucra el genotipado de miles de
pacientes, la respuesta de la prediccion de la PA basada en el genotipo ACE I/D sigue siendo

controvertida (Danilov et al., 2017).
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También existen datos contradictorios con respecto a la asociacion de los niveles de
angiotensina Il y los genotipos ACE (I/1, 1/D, D/D). Un estudio de asociacion de este polimorfismo
Ileg6 a la conclusion de que, aunque el polimorfismo influye en los niveles plasmaticos del ACE,
no afecta la produccion de angiotensina Il o aldosterona en los sujetos (Danser et al., 1999). Sin
embargo, otro estudio demostrdé que los niveles plasmaticos mas altos de angiotensina Il se
generaron en hombres normotensos con el genotipo D/D (Ueda et al., 1995). Por ultimo, un estudio
final concluyo que existe un mayor nivel de conversion vascular de angiotensina | a angiotensina
I en sujetos con el alelo D. En resumen, y pese a los resultados no concluyentes, la posibilidad de
una mejor respuesta terapéutica en pacientes con genotipo D/D o portadores del alelo D, hace de
este gen un objetivo atractivo para estudios de genes candidatos. (Cooper-DeHoff y Johnson,
2016; Danilov et al., 2017).

Varios estudios a nivel poblacional demuestran que la prevalencia del polimorfismo 1/D
Alu-ACE varia en los distintos grupos étnicos, y que la frecuencia del alelo D es inferior en las
poblaciones de origen asiatico que en las poblaciones de origen europeo (Zorrilla et al., 2006). Se
observa una alta frecuencia de la insercion (1) a nivel mundial, con valores que oscilan entre 30%
y 70%, sin embargo, las mayores frecuencias se encuentran en poblaciones indigenas donde en

algunas llega a estar fijado (Figura 3).

=

Figura 3.Frecuencia del polimorfismo ACE I/D (rs1799752).
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Frecuencias tomadas de la base de datos ALFRED (https://alfred.med.yale.edu/alfred/index.asp).

Al existir diferencias continentales en la distribucion de frecuencias de este polimorfismo,
abre la necesidad de ampliar su estudio en poblaciones que son producto del aporte genico de esos
tres continentes. Zorrilla et al. (2006) estudiaron el ACE I/D en 108 individuos de la poblacion de
Montevideo y observaron una frecuencia de la insercion (1) de 0,44. Encontraron diferencias
significativas con poblaciones urbanas asiaticas (China y Taiwan) y latinoamericanas (Peru y
México), ya que presentan mayor frecuencia del alelo 1. Al comparar con poblaciones europeas
como Francia y Holanda no encontraron diferencias. Concluyeron que este polimorfismo del gen
ACE en la poblacion montevideana se comporta se manera similar a poblaciones europeas y no
como una poblacion trihibrida. Esto genera la interrogante de cémo sera la distribucién de este
polimorfismo en otras areas de Uruguay, y en especial Tacuarembd, donde estudios previos han
mostrado una mayor diversidad genética que Montevideo, particularmente mayor proporcion del

componente genético amerindio.

1.5.2.- CYP3A4*1B

Existen méas de 30 familias de enzimas humanas metabolizadoras de farmacos, una de las
mas influyentes en este rol, es el de las enzimas del citocromo P450 (CYP) (Ingelman-Sundberg

et al., 2007), cuya actividad varia entre los individuos y entre grupos étnicos.

El complejo CYP esté altamente distribuido en animales, plantas y protistas y existe en la
naturaleza desde antes de la division entre organismos eucariotas y procariotas. En mamiferos se
ha encontrado en gran variedad de organos, glandulas y tejidos, pudiendo destacar entre otros
rifiones, cerebro, testiculos, mucosa intestinal, membrana nasal, garganta e higado (Santiago et al.,
2002).

Los farmacos hidrosolubles (solubles en agua) se eliminan sin modificarse por la orina y
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permanecen poco tiempo en el organismo, sin embargo, los farmacos liposolubles (solubles en
grasas) no son metabolizados tan facilmente y permanecen durante méas tiempo en el organismo.
Los CYP tienen como funcion el promover la eliminacion del farmaco a través de la
biotransformacion de sustancias liposolubles, para facilitar su excrecion a través de la orina o bilis
(Laress-Asseff et al., 2001); y en algunos casos activa el farmaco o la prodroga. EI complejo CYP
estd involucrado en el metabolismo oxidativo de compuestos enddgenos como esteroides, acidos
grasos o vitaminas liposolubles (A y D), y en el metabolismo de xenobidticos entre los que se
encuentran muy diversas drogas, carcindgenos, pesticidas, alcaloides, antihipertensivos entre otros
(Santiago et al., 2002).

Las enzimas que metabolizan compuestos xenobidticos se han clasificado histéricamente
en dos categorias: las de fase I, que cumplen una mision metabolizadora y las de fase Il, que tienen
la mision de conjugar los sustratos con otros compuestos. La metabolizacion de los
antihipertensivos se produce principalmente en el higado a través de dos tipos de reacciones: las
de fase | y las de fase Il. Para que los sistemas enzimaticos de metabolizacion del higado puedan
actuar sobre farmacos lipéfilos es necesario aumentar su polaridad a través de las reacciones de
fase I. Estas reacciones suelen ser oxidaciones, reducciones, o hidrolisis que introducen en la
estructura un grupo reactivo que lo convierte quimicamente mas polar. Las reacciones de fase 1l
suelen actuar sobre el grupo reactivo introducido en la fase | mediante la conjugacion de este con
moléculas tales como el &cido glucurdnico, el glutation o aminoacidos. Las isoenzimas del
citocromo P450, tienen como funcion la de catalizar en los microsomas hepaticos, reacciones de
fase | de un nimero importante de farmacos con estructuras quimicas muy diferentes (Figura 4)
(Rodriguez-Arcas et al., 2010; Eadon y Chapman, 2016).
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Figura 4. Esquema del metabolismo de una droga (R) cuando entra en una célula
Una vez que ha penetrado en la célula, tanto la droga no metabolizada como su metabolito pueden ejercer un efecto
beneficioso actuando sobre su diana terapéutica o por el contrario pueden llegar a ser tdxicos como consecuencia de
una perturbacion en el ciclo celular o por la formacion de uniones covalentes con &cidos nucleicos o proteinas. Tomado
de Santiago et al., 2002.

Los farmacos antihipertensivos son principalmente metabolizados por enzimas del
citocromo P450 y dentro de ellas las isoformas 2D6, 2C9, 2C19 y 3A4 tienen un papel
especialmente relevante (Rodriguez-Arcas et al., 2010). En particular una de las familias del CYP
que participa de manera principal en la metabolizacion de los IECA vy del Enalapril, es la CYP3
(Rodriguez Arcar et al., 2010). La familia CYP3 posee una unica subfamilia: CYP3A, que a su
vez comprende cuatro genes: CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 y CYP3A3 (Zanger y Schwab, 2013).
Se ubican en una region de 231 kb en el cromosoma 7¢g22.1 (Figura 5). CYP3A4, CYP3A5 y
CYP3AT7 codifican para enzimas que metabolizan practicamente los mismos sustratos (Santiago et
al., 2002).
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Figura 5. Ubicacidon en el cromosoma 7 del locus CYP3A4
Tomado de genecards.org
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El CYP3A4 cataliza el metabolismo oxidativo de gran variedad de sustancias con marcadas
diferencias estructurales. Esta implicado en el metabolismo de mas del 60% de las drogas en uso
entre las que se incluyen agentes inmunosupresores como la ciclosporina, antimicéticos como el
clotrimazol y antibioticos macrdlidos, como la eritromicina. También actda en la hidroxilacion de
algunos esteroides como la testosterona, la progesterona y el cortisol, y en antihipertensivos
(Santiago et al., 2002; Rodriguez Arcar et al., 2010).

El CYP3A4 se expresa abundantemente en el higado (30-40% del CYP total del higado) y
en el intestino delgado (Santiago et al., 2002). Pero la variabilidad entre individuos de diferentes
poblaciones es extremadamente alta, aunque no se ha demostrado la ausencia total de expresion
(Zanger y Schawb, 2013).

Todos los agentes antihipertensivos se caracterizan por tener grupos funcionales carboxilo
que requieren activacion hepatica para formarse. En el caso del Enalapril este se convierte
extensivamente a través de la hidrolisis a su metabolito activo el enalaprilato. EI Enalapril es
también un profarmaco que es absorbido por el tracto gastrointestinal y metabolizado por las
esterasas hepaticas. En la fase de eliminacion el enalaprilato es el Gnico metabolito detectable
(Zisaki et al., 2015). Es aqui donde juega un rol importante el CYP3A4 ya que se encarga de

facilitar la metabolizacion y excrecion de este medicamento.

Felix et al. (1998) determina una alteracion en la regiéon promotora 5° del gen y es
considerado uno de los polimorfismos genéticos con mayor impacto funcional. EI polimorfismo
conocido como CYP3A4*1B (rs2740574), el cual ocurre en la region 5’ flanqueante del gen,
implica una transicion de A>G en la posicion -293 desde el sitio de inicio de la transcripcion. El
alelo G codifica una enzima menos activa en comparacion con el wild type, ya que se demostro
que modificaba un elemento regulador transcripcional putativo 5°al gen CYP3A4 (Georgitsi et al.,
2011).

Es muy escasa la informacion acerca de la relacion del polimorfismo CYP3A4*1B con el

Enalapril. Se sabe que este gen juega un rol muy importante en la metabolizacion de ese

23



medicamento y que el portar la variante G del CYP3A4*1B confiere una deficiencia en la actividad
de la enzima (Georgitsi et al., 2011). El fenotipo de un individuo homocigoto para el alelo G es

metabolizador pobre, y si es heterocigoto para el alelo G es metabolizador intermedio.

Existen diferencias en cuanto la distribucion de la frecuencia del CYP3A4*1B entre
diferentes grupos étnicos (Figura 6). La frecuencia de la variante G es muy bajo en poblaciones
asiaticas (ausente en Japon y China, 1% en Tailandia y 2% en Vietnam). La mayor frecuencia del
alelo G (70-80%) se observa en las poblaciones africanas. La frecuencia de la variante en europeos
es de 2%. Un estudio en Estados Unidos detect6é una frecuencia de 4,3% en eurodescendientes y
de 27,1% en afroamericanos (Georgitsi et al., 2011; Liu et al., 2017). Los datos en poblaciones de
Latinoamérica (Perd, Colombia, Puerto Rico y mexicanos de Estados Unidos) reportan frecuencias

del alelo G que varian de 4% al 18%. No se tiene informacion en Uruguay.
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Figura 6. Frecuencia del polimorfismo CYP3A4*1B (rs2740574) a nivel mundial

Datos tomados del Proyecto 1000 genoma.
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1.6.- Variabilidad genética poblacional en Uruguay

Una implicacién importante del reconocimiento biologico del mestizaje es la evidente
diversidad bioldgica humana en diferentes paises latinoamericanos, con el estudio de
enfermedades genéticas heredables, con alta incidencia en poblaciones europeas o africanas como

la fibrosis quistica, cancer o la anemia falciforme (Rondén Gonzalez y Barreto, 2013). ~

La poblacion de Uruguay para el 2013 era de 3.440.157 habitantes (Instituto Nacional de
Estadistica, 2014). Uruguay ha sido tradicionalmente considerado una nacion cuya poblacion es
predominantemente derivada de europeos. Sin embargo, estudios genéticos mostraron que la
contribucion de otros grupos étnicos al acervo genético del Uruguay es importante, lo cual condujo

a considerarla como poblacion trihibrida (Sans et al., 1997).

En el momento de la conquista, la region estaba poblada con indigenas Charrlas,
Minuanos, Chanaes, Arachanes y Guaranies. Fue en el siglo XVI cuando comenzaron a llegar los
europeos a estas tierras, y 100 afios més tarde la region tenia solamente dos areas pobladas de
modo estable: el sur, disputado por los espafioles y los portugueses, y el norte, ocupado por las
Misiones Jesuiticas. Los primeros habitantes de Montevideo fueron espafioles que llegaron de
Argentina en 1726. Los descendientes de africanos fueron introducidos regularmente en el area a
partir de 1743, aungue antes ya lo hacian de forma ilegal (Mourat, 1969; Pi y Vidart, 1969 en Sans
etal., 1997).

Estudios en cuanto a la constitucion genética a la poblacion uruguaya muestran, por una
parte, la heterogeneidad de la poblacion, pero también, que las distintas regiones tienen aporte de
los tres grandes grupos (europeo, indigena, africano), con un maximo de aporte indigena en
Tacuarembo de 20% Yy africano de 15%, aproximaciones estimadas a partir de marcadores clasicos
como grupos sanguineos ABO, RH, MNSs, Kell, Kidd, Duffy y Diego, y el sistema HLA (Sans et
al., 1997). Hidalgo et al. (2005), estimaron el componente ancestral en distintas regiones de
Uruguay por medio de 5 marcadores genéticos (LDLR, GYPA, HBGG, D7S8 y GS), obtuvieron
una fuerte presencia de genes europeos 84,1%, seguido de indigena (10,4%) y en menor
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contribucion el africano (5,6%). Muchos estudios se han realizado en Uruguay estimando la
ancestralidad por linea materna, liderados en su mayoria por la Dra. Monica Sans. Los resultados
de ADN mitocondrial con datos de todo el pais mostraron un 58% de aporte europeo, 32% indigena
y 11 % africano, siendo el aporte indigena intermedio entre la region norte y la sur, mientras que
el aporte africano es relativamente homogeneo (Pagano et al., 2005), lo que muestra que, al
comparar con los datos de la herencia biparental, el aporte materno indigena es muy alto. Bertoni
et al. (2005), estudiaron el cromosoma Y, es decir, la herencia paterna, llegando a la conclusion de
que aproximadamente el 90% es de origen europeo. Esto demuestra que en Uruguay los origenes
uniparentales presentan el mismo patron que otras poblaciones latinoamericanas, de uniones

direccionadas entre hombres europeos y mujeres indigenas (Bonilla, et al., 2004).

Con relacién a enfermedades y ancestralidad, Bonilla et al. (2015) estudiaron la asociacién
entre el riesgo de padecer cancer de mama y la ancestralidad en la poblacion uruguaya; utilizaron
un panel de 160 AIM’s para estimar la ancestralidad en 312 individuos entre pacientes y controles.
Confirmaron que la poblacién uruguaya es trihibrida, donde se muestra la contribucion de
europeos (76,6%), africanos (9,4%) e indigenas (14%). Encontraron variacion considerable en la
ancestralidad entre los participantes a nivel individual, el rango de proporcién africana varié entre
1% y 43%, el de ancestralidad indigena entre el 1% y 48% y la europea desde 33% hasta 96%. No
encontraron una fuerte evidencia de asociacion entre la ancestralidad nuclear y la mitocondrial con
el riesgo de cancer de mama entre los pacientes y controles de Uruguay, pero si encontraron una

asociacion de haplogrupo europeo H con el riesgo de cancer de mama.

Es necesario continuar con este tipo de estudios, en especial para genes asociados a
padecimientos de enfermedades crénicas y frecuentes en Uruguay como la hipertension; y también
en genes que influyen en el resultado de las terapias anticancerigenas, antihipertensivas, entre

otras.

1.7.- Aspectos epidemioldgicos de la HTA en Uruguay. Prevalencia y tratamiento

En Uruguay para el 2013 se observo que aproximadamente el 36,6% de la poblacion adulta

es hipertensa (Ministerio de Salud Publica, 2017), cifra que es elevada para lo reportado en otros
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paises de la region. Sandoya et al. (2012) realizaron un estudio acerca de la evolucion de la HTA
en Uruguay desde 1948 hasta 2011, mostrando que, si bien la mortalidad cardiovascular ha venido

descendiendo en el pais, la mortalidad por HTA se ha incrementado.

En el mismo estudio Sandoya et al. (2012), reportan que la prevalencia de HTA aumento
de forma sostenida desde los 20 afios de edad, afectando a aproximadamente la mitad de los
individuos a los 50 afios, al 60% entre los 60 y 69 afios y al 70% luego de los 70 afios. Discuten
que es posible que el sobrepeso y obesidad asociado al estilo de vida sedentario y a la alimentacion
inapropiada lleve a que las generaciones mas jovenes estén experimentando un aumento en la

prevalencia de HTA.

Para el 2006 el 65,8% de individuos en Uruguay recibia tratamiento de su HTA (68% en
mujeres y 62,2% en hombres). De acuerdo con datos de 1980, el porcentaje de hipertensos con
cifras de PA controladas por tratamiento era de 29% en Montevideo, mientras que los datos de
2008-2011 muestran 27,1% de control por tratamiento de la PA (Sandoya et al. 2012).

Para el 2013, la prevalencia de hipertensos no diagnosticados o sin tratamiento para ambos
sexos es de 60,8% (68% en hombres y 52,4% en mujeres); se estima que 6 de cada 10 individuos
con hipertension desconocian que padecian de esta enfermedad o no estaban en tratamiento, y esta
cifra es significativamente mayor en hombres. Es debido entonces a su elevada prevalencia, a su
baja captacién e inadecuado control, que la HTA constituye un problema de salud publica a todo

nivel: regional y nacional (Ministerio de Salud Publica, 2017).

Las diferencias inter-étnicas en el surgimiento de algunas poblaciones son las responsables
de las variaciones entre los individuos; por lo tanto, al ser la poblacion de Uruguay de origen
genéticamente diverso, es necesario y de suma importancia conocer como es la distribucion de los
polimorfismos asociados a enfermedades complejas como la hipertensién y de las enzimas
metabolizadoras de medicamentos, ya que permitira determinar la proporcion de individuos tienen
una predisposicion a no responder adecuadamente a ciertos tratamientos como en el caso del

Enalapril, convirtiéndose en un problema de salud publica para el Estado.

27



28



Objetivos e Hipotesis

2.1.- Objetivo General

Evaluar la distribucion de algunos polimorfismos genéticos que influyen en la respuesta
terapéutica del Enalapril, utilizado en el tratamiento de la Hipertension Arterial, en pacientes del
Departamento de Tacuarembd, Uruguay, asi como su posible relacion con la ancestralidad y otras

variables relacionadas con la enfermedad.

2.2.- Objetivos especificos

1.- Caracterizar a los pacientes hipertensos en funcién de algunas variables predisponentes como

la edad, sexo, Indice de masa corporal (IMC) e Indice cintura/talla (IC/T).

2.- Analizar la distribucion y frecuencia del polimorfismo de Insercion/Delecion en el exon 16 del
gen ACE (rs1799752) y el polimorfismo CYP344*IB (rs2740574) en pacientes hipertensos y
poblacion general de Tacuarembo, y entre hipertensos respondedores y no-respondedores al

medicamento Enalapril (inhibidor de la enzima conversora de la angiotensina).

3.- Establecer el origen genético de los pacientes hipertensos y relacionarlo con una muestra de la
poblacion general de Tacuarembd, a través de haplogrupos del ADN mitocondrial y de

polimorfismos autosdmicos de ancestralidad, para comparar ambos grupos.

4.- Comparar y discutir los datos obtenidos entre si y con datos publicados, para realizar las
asociaciones entre la frecuencia de cada uno de los polimorfismos mencionados y las diferentes

variables consideradas.

29



2.3.- Hipotesis

Debido a la influencia de la ancestralidad en la distribucion de genes de susceptibilidad a
enfermedades y asociados con la respuesta a medicamentos, resulta de interés analizar la
distribucion de este tipo de polimorfismos en poblaciones donde la heterogeneidad genética juega
un papel importante, como es el caso de Tacuarembd y que las diferencian de otras poblaciones de

Uruguay. Se plantean las siguientes hipotesis:

HO-1: Existe variacion en la frecuencia de los polimorfismos I/D ALU-ACE y el CYP344*IB
relacionados a la respuesta al tratamiento antihipertensivo con enalapril, en los distintos grupos

poblacionales analizados.

HI1-1: No existe variacion en la frecuencia de los polimorfismos I/D ALU-ACE y el CYP3A4*1B
relacionados a la respuesta al tratamiento antihipertensivo con enalapril, entre los distintos grupos

poblacionales analizados.

HO0-2: Hay variacion en la frecuencia de los polimorfismos I/D ALU-ACE'y el CYP344*IB en los
distintos grupos poblaciones estudiados, y se relaciona con la ancestralidad, presentando

frecuencias intermedias entre poblaciones europeas, indigenas y africanas.

H1-2: No hay variacion en la frecuencia de los polimorfismos I/D ALU-ACE y el CYP3A44*1B en

los distintos grupos poblaciones estudiados, y no se relaciona con la ancestralidad.
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Materiales y métodos

3.1.- Poblacién en estudio

Tacuarembo es una de las ciudades mas grandes de la region noreste y es la capital del
departamento que lleva su mismo nombre. Fundada en 1832, en su mayoria por brasileros de
origen portugues, seguido de italianos, espafioles, poblaciones originarias de la region (Charruas,
Minuanos y Guaranies), y esclavos africanos que llegaron junto con familias brasileras o como
fugitivos de Brasil (Pi y Vidart, 1969; Sans, 1994; Bonilla et al., 2004; Bertoni et al., 2005).
Actualmente la poblacion es de unos 54,755 habitantes segun el censo del afio 2011 (Instituto
Nacional de Estadistica de Uruguay, 2011).

Diferentes estudios han demostrado la diversidad genética en la poblacion de Tacuarembo,
donde se ha encontrado el maximo nivel de ancestralidad indigena a nivel biparental, mientras que
a nivel materno comparte los valores maximos con la region de Bella Unidn, en el departamento
de Artigas (Sans et al., 1997; Bonilla et al., 2004; Sans et al., 2014) Estudios genéticos con
marcadores clasicos (grupo sanguineos, proteinas, HLA) arrojaron un 65% de contribucion
europea, 15% africana y 20% indigena (Sans et al, 1997); no existen estimaciones con marcadores
moleculares o especificos de ancestralidad. Se estimo6 que el aporte por linea materna es de 21%
europea, 17% africano y 62% nativo americano (Bonilla et al., 2004), mientras que la contribucion
por via paterna es primordialmente europea (95%) seguido de un 5% indigena (Bertoni et al.,
2005). El alto porcentaje en esta region de linajes mitocondriales nativos americanos podria
explicarse por la interaccion direccional en las uniones entre poblaciones europeas e indigenas y
la subsiguiente ausencia de migracion de mujeres fuera de la region. Esto se apoya en el hecho
que, al menos hasta 1920, era mayor la tasa de hombres inmigrantes que llegaban a Tacuarembo
que de mujeres (Sans, 1994).

Para cumplir con los objetivos de este trabajo se seleccionaron diferentes muestras

poblacionales:
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3.1.1.- Pacientes con hipertension arterial esencial (N=102): que acudieron a las consultas

de médicos de familia en las policlinicas rurales de ASSE (Administracion de los Servicios de
Salud del Estado) de los alrededores de la ciudad de Tacuarembd (Figura 7.a 'y 7.b): Rincén de
Tranqueras (N=25), Barrio Godoy (N=10), Barrio Los Molles (N=5), Barrio Torres (N=4), Curtina
(N=25) y aquellos que asistieron a consulta en cardiologia del Hospital de Tacuarembo (N=33),
entre los meses de noviembre 2016 y marzo 2017; fueron seleccionados segun los siguientes

criterios:

e Tener diagndstico de hipertension arterial esencial, es decir, valores iguales 0 mayores de
140 mm de Hg en la presion sistdlica e iguales 0 mayores a 90 mm de Hg en la presion
diastdlica. Para ello se cont6 con la asistencia de los médicos especialistas y se revisaron
las historias médicas de los pacientes.

¢ No emparentados bioldgicamente hasta segundo grado.

e Que tanto los pacientes, como los padres y abuelos hayan nacido en la region noreste de
Uruguay.
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Figura 7.b. Ubicacidn de la Policlinica Curtina donde se recolectaron muestras.

A cada paciente se le entregd informacién sobre el proyecto de investigacion relacionado
con el presente trabajo de tesis y sobre su disposicion para que su muestra pueda ser utilizada en
futuros proyectos del PDU de Diversidad Genética Humana del CUT; una vez que aceptaron
participar, firmaron los consentimientos informados correspondientes, aprobados por la Comision
de Etica de la Investigacion Cientifica de la Facultad de Humanidades y Ciencias de la Educacion
de la Universidad de la Republica (Expedientes N° 121900-000087-14 y N° 121900-000211-6) y

se les solicitd su colaboracion pidiéndoles:

a) una muestra de sangre o de saliva
b) responder dos encuestas: la relacionada con la informacion necesaria para este trabajo, y otra

para la base de datos del PDU de Diversidad Genética Humana del CUT. (Anexos 1y 2)

c) permitir que se le realicen algunas mediciones antropométricas (peso, talla y circunferencia de

cintura).
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La encuesta aplicada a los pacientes hipertensos, permitié obtener datos acerca de su
historial médico, valores de bioquimica sanguinea, datos antropométricos (peso, talla,
circunferencia de cintura), medida de presion arterial, informacion sobre el tratamiento con el
Enalapril relacionados a: tiempo de consumo, reacciones adversas, cambio de medicamento, entre
otros (Anexo 2). En base a la informacidn relacionada al tratamiento antihipertensivo se dividio la
muestra en respondedores y no-respondedores, considerandose como respondedores a aquellos
individuos cuya PA esta controlada por el uso de Enalapril, y los no-respondedores son aquellos
pacientes que debieron cambiar de tratamiento debido a que no hubo control de la PA después de

un tiempo de consumo de ese medicamento.

3.1.2.- Poblacion General: se tomo un grupo de individuos (N=109) como poblacién de

referencia cuyas muestras forman parte del banco de muestras de ADN que se hallan en el PDU
de Diversidad Genética Humana del Centro Universitario de Tacuarembo (cortesia PC Hidalgo).

Estos individuos tenian las siguientes caracteristicas:

e No emparentados biol6gicamente hasta segundo grado

e Que tanto ellos, como los padres hayan nacido en la region noreste de Uruguay.

Las muestras y toda la informacién ya se encontraban disponibles en el laboratorio del

PDU; al momento de ser tomadas se les solicitd a los participantes:

a) una muestra de saliva
b) responder la encuesta del proyecto del PDU de Diversidad Genética Humana del CUT, que

permitio obtener informacion acerca del sexo, edad, procedencia de padres y abuelos (Anexo
1).
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3.2.- Caracterizacion de pacientes y poblacion general en relacion a variables asociadas a la
HTA

Los pacientes hipertensos y la poblacion general fueron caracterizados segun la edad y
sexo. En el caso de los hipertensos también fueron caracterizados en base a variables

antropometricas.

3.2.1.- Indices antropométricos:

El grado de obesidad es un importante factor de riesgo para la hipertension (Ramirez-Bello
et al., 2011), y algunos parametros antropométricos son indicadores de dicha condicion. Las
mediciones se realizaron solo en la muestra de hipertensos siguiendo los procedimientos descritos
por Weiner y Lourie (1969). Los parametros utilizados fueron: peso (P), talla (T) y circunferencia
de cintura (CC).

Con los valores de peso y talla se calculd el indice de masa corporal (IMC), que se define
mediante la siguiente formula: IMC = Peso (Kg) / Talla (m)2. Un IMC <25 indica que el individuo
esta en su peso ideal, cuando es >25 y <30 indica que el individuo esta en sobrepeso y cuando es

>30 el individuo es obeso.

Con los valores de circunferencia de cintura y talla se calcul6 el indice cintura/talla (IC/T),
definido mediante la siguiente formula: IC/T = Circunferencia de cintura (cm) / Talla (cm). Al
estar correlacionado directamente con la grasa abdominal, un IC/T <0,5 es de bajo riesgo y >0,5
es de alto riesgo para el diagnostico de sindrome metabdlico, elevadas concentraciones de

triglicéridos, colesterol, glucosa en sangre e hipertensién (Marrodan et al., 2013).

En primer lugar, se hizo un analisis estadistico descriptivo de los dos grupos, en funcion
de caracteristicas generales como edad y sexo. En el caso de los hipertensos también fueron
caracterizados en funcion de los indices de masa corporal (IMC) y el indice cintura/talla (IC/T).
Se realizé una caracterizacion similar al grupo de pacientes clasificados en respondedores y no

respondedores al Enalapril.

En los casos de variables cuantitativas se realizd en primera instancia la prueba de
Kolmogorov-Smirnov para evaluar la normalidad de las muestras con N>50. Para los casos que

no presentaban distribucion normal se realiz6 una prueba no paramétrica de contraste de medias
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como la prueba de Kruskal-Wallis, dado que es una prueba de comparacién de muestras que se
ajusta a un N >50 y no supone distribucion normal. Para los analisis de variables categodricas se
realizd una prueba de Ji cuadrado (x?) con correccion de Bonferroni. En todos los casos se

consider6 un intervalo de confianza del 95% y un a=0,05 (http://vassarstats.net/).

De acuerdo a las caracteristicas descritas, se realizd la comparacion entre grupos de
hipertensos y poblacién general, y dentro del grupo de hipertensos entre respondedores y no-

respondedores, a traves de las pruebas estadisticas mencionadas.

3.3.- Andlisis moleculares

3.3.1.- Recoleccidn de la muestra y extraccion de ADN:

A los pacientes hipertensos se les extrajo aproximadamente 5 ml de sangre por puncién
venosa en tubos con EDTA tetra sodico al 15% como anticoagulante. Aquellos pacientes que no
aceptaron la extraccién de sangre, se les pidié 1,5ml aproximadamente de saliva en un tubo
eppendorf de 5ml con 1,5ml de buffer comercial para evitar su degradacién. La misma estrategia

de obtencion de saliva fue utilizada para la muestra general.

Las muestras fueron recolectadas por las enfermeras de las policlinicas y del Hospital de
Tacuaremb0. Luego fueron transportadas en conservadoras con hielo al laboratorio de Diversidad
Genética Humana del CUT para hacer la extraccion de ADN.

Para la obtencion del ADN a partir de sangre, se empled un kit de extraccion de ViVo
Science. El kit incluye todos los componentes necesarios para aislar y purificar ADN gendémico a
partir de sangre entera. La lisis de las células nucleadas se realiza en presencia de Proteinasa K,
liberando el contenido celular. Mediante centrifugacion, el lisado atraviesa la columna de
purificacion donde el ADN es retenido de manera especifica por la membrana. Luego de lavados
sucesivos para eliminar contaminantes, el ADN es recuperado en solucién con la pureza adecuada
para su utilizacion en diversas técnicas de biologia molecular (de acuerdo con el protocolo del
fabricante). La extraccion se realizo en el laboratorio de Diversidad Genética Humana del CUT
(Anexo 3).
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Para la obtencion de material genético por saliva, se empled el método de extraccion de
“salting out” (Miller et al., 1988) (Anexo 4).

3.3.2- Determinacion de los polimorfismos genéticos asociados a la hipertension vy

respuesta al Enalapril

Una vez obtenido el ADN de todos los individuos, se procedido a determinar los

polimorfismos genéticos:

a) Deteccion de la Insercion/Delecion ALU del intron 16 del gen ACE.

b) Analisis de la region promotora 5° del gen CYP3A4.

a) Insercién/Delecion ALU ACE (rs1799752)

En la Figura 8, se puede observar la ubicacion del polimorfismo rs1799752 en el gen ACE
que se distingue por la insercién o delecion de 287pb en el intréon 16.

287 bp
16 — 7
|
|
» D =
1 2 3 4567 8B %10 12 14 5 12 1520 21 23 242526
1113 6 17

Figura 8. Estructura del gen ACE y ubicacion del polimorfismo
Insercion/Delecion

Tomado de https://www.uninet.edu/cin2000/conferences/poch/poch.html.

Para realizar la amplificacion del ADN de este segmento, se empleo la técnica de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR). La determinacion de este polimorfismo se realizé bajo las

condiciones publicadas por Garcia-Obregon et al. (2006). Los oligbmeros utilizados fueron:
Forward (F): 5’-CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT-3"
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Reverse (R): 5'- GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT-3’
Se adapto el protocolo a un volumen final de 25ul.

La mezcla para la amplificacion se preparé de la siguiente manera:

Butter 10X . . i 2,4ul
MECI2 S0MM.. ...t lul
ANTP S 35UM .. 1,4ul
Oligdmero F 0,25UM.......ooiiiiiiiii e, lul

Oligdmero R 0,25UM...... ..o lul

Taq Platinium..........coooeiiii e 0,4ul
HoO 16,8ul
ADN (50-150NZ/UL). . nieiieie e lul

Se utiliz6 un termociclador marca BIO RAD, modelo T100 Thermal Cycler y se sometieron

las muestras a las siguientes condiciones de amplificacion: etapa inicial a 94°C por 10 minutos;

desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto; hibridacion a 56°C por 1 minuto 30 segundos; extension a

72°C por 1 minuto 30 segundos; luego se repitieron los pasos 2 al 4 por 35 ciclos y una etapa final

de 72°C por 10 minutos.

Para identificar la presencia o ausencia de la insercion, se realiz6 una electroforesis en gel

de agarosa al 2%, con tincion en bromuro de etidio y visualizado en luz ultravioleta. Los

fragmentos a visualizar fueron de 198pb si tenian la delecion y de 480pb si estaba presente la

insercion. La determinacion se realizé en el Laboratorio de Diversidad Genética Humana del CUT.

b) Determinacion de CYP3A4*1B (rs2740574)
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En la Figura 9, se observa la region promotora del gen CYP3A4, que contiene el

polimorfismo rs2740574.

CYP3A4*1F CYP3A4*1B CYP3A4*22 CYP3A4*1G
rs11773597 rs2740574 rs35599367 rs2242480
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 112 13
- 1 -
LT

Figura 9. Estructura del gen CYP3A4 y ubicacion de los polimorfismos mas estudiados.

Subrayado en rojo el de interés para esta investigacién. Tomado de Nufiez et al., 2016.

Para la amplificacion de ese fragmento de ADN se emple6 la técnica de reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR). La determinacion se realiz6 bajo las condiciones publicadas por Liu et al.

(2017), para un volumen final de 25ul. Los oligémeros usados fueron:
Forward (F): 5'- GTGCAGAGACAGCAGCTGAG-3’
Reverse (R): 5°- TCTCCTCTGAGTCTTCCTTTCA-3".

La mezcla para la amplificacion se prepar6 de la siguiente manera:

Buffer 10X . ..o, 2,5ul
MECI2 S0MM.....ii e 0,75ul
BSA 20ng/Ml....oii 0,25ul
ANTP S 35UM. .. i 0,5ul
Oligdmero F 0,25UM.... ..o e 0,5ul
Oligdbmero R 0,25UM........ooiiiiiiii e, 0,5ul
Taq Platintum...........oooiiii e, 0,1ul
HoO o, 19ul
ADN (50-150N8/Ul)...viniiieiii e lul
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Se utiliz6 un termociclador marca Labnet, modelo MultiGene TC020-24 y se sometieron
las muestras a las siguientes condiciones de amplificacion: etapa inicial a 94°C por 5 minutos;
desnaturalizacion a 94°C por 40 segundos; hibridacion a 58°C por 40 segundos; extension a 72°C
por 1 minuto 30 segundos; luego se repitieron los pasos 2 al 4 por 35 ciclos y una etapa final de
72°C por 5 minutos.

Para ver el producto amplificado, se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 2%, con
tincion en bromuro de etidio y visualizado en luz ultravioleta. El fragmento a visualizar es de
882pb, que incluye toda la region promotora del gen. El trabajo de laboratorio se realizd en el

Laboratorio de Antropologia Bioldgica de la FHCE, UdelaR.

El producto amplificado se purifico con columnas de silice y se secuencio en el servicio de
secuenciacion del Institut Pasteur de Montevideo. Las secuencias se analizaron y con el programa
CHROMAS Lite 2.1 (http://www.technelysium. com.au/chromas.html) y se alinearon en el
programa BIOEDIT (Hall, 1999). El rs2740574 corresponde a un cambio A>G en la posicion -
293, se usé como secuencia de referencia la AF181105.1 del GeneBank ya que es la Unica
secuencia disponible que corresponde solo a la region promotora del gen CYP3A4,

3.3.2.1.- Andlisis de los datos genéticos

Se calcularon las frecuencias alélicas por conteo directo. Se analizo el ajuste al equilibrio
de Hardy-Weinberg (H-W) a partir de las frecuencias genotipicas dentro de cada uno de los grupos
considerados: hipertensos, poblacion general, hipertensos respondedores y no-respondedores; se
compararon las frecuencias alélicas y distribucion de genotipos entre los grupos mencionados.
Todas las comparaciones se realizaron a través de una prueba de Ji cuadrado (y?)

(https://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwa2.pl y http://www.oege.org/software/hwe-mr-calc.shtml).

a) Gen ACE
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Se compar0 la distribucion de frecuencia de la Insercién/Delecion del ACE, entre los
hipertensos y poblacion general, asi como con otras poblaciones a nivel mundial obtenidas de la
base de datos ALFRED (https://alfred.med.yale.edu/alfred/index.asp): las poblaciones africanas
Nguni, San, Sotho-Tswana, Hausa, Yoruba, Nigeria; las europeas de Vascos, Canarias, Francia,
Galicia, Italia, Portugal, Cerdefia; Indigenas americanos Pima-Mexico, Maya-Yucatan, Ache,
Bari, Guarani, Guihiba, Caingang, Karitiana, Quechua, Xavante y Yanomami, asi como dos
poblaciones americanas mestizas: hispanos de EEUU y poblacion de Porto Alegre, Brasil. Con el
programa Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier, 2015) se realiz6 un Anélisis Molecular de la Varianza
(AMOVA) para estimar la heterogeneidad interpoblacional con este marcador y se estimaron las
distancias genéticas entre pares de poblaciones, que permitieron obtener una matriz (Pairwise Fst),
elaborandose luego los dendrogramas correspondientes con el programa FigTree (Rambaut, 2009,
disponible en: http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

b) Gen CYP3A4

En el caso del polimorfismo CYP3A4*1B, se comparé la frecuencia de los alelos Ay G
entre la muestra de hipertensos de Tacuarembd y otras poblaciones generales a nivel mundial
obtenidas del Proyecto 1000 Genomes
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/tools/1000genomes/?gts=rs2740574), Coto et al., 2010 y
Badavi et al., 2015. Las poblaciones son: Espafia, Italia, Iran, China, Nigeria, Gambia, Sierra
Leona, Yoruba, Colombia, Peru, Puerto Rico, México-USA. Para este polimorfismo no se tienen
datos en poblaciones indigenas. La diferenciacion poblacional con el uso de este polimorfismo se
realiz6 a partir del calculo de AMOVA y de distancias genéticas, obteniendo la matriz de distancia
entre las poblaciones (Distancia Pairwise Fst) con el programa Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier, 2015),
elaborandose luego los dendrogramas correspondientes con el programa FigTree (Rambaut, 2009,

disponible en: http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Se analiz6 en detalle las secuencias de la region reguladora del CYP3A4, del grupo de los
hipertensos, en busca de otros polimorfismos de interés con el programa BIOEDIT (Hall, 1999).
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3.3.3.- Polimorfismos informativos sobre la ancestralidad

Para analizar la ancestralidad tanto materna como biparental se utilizaron los siguientes

datos:

a) La secuencia de la region hipervariable 1y 1l del ADN mitocondrial para la estimacion

de ancestralidad por via materna.

b) 79 marcadores informativos de ancestralidad (AIMS) para la estimacion de la

ancestralidad biparental en la poblacion de estudio.

a) Secuencias de las regiones HVR-I e HVR-1I del ADNmitocondrial

Para realizar la amplificacion del ADN mitocondrial, se empled la técnica de reaccién en

cadena de la polimerasa (PCR). Para obtener las secuencias de interés se utilizaron los siguientes

oligbmeros:
Region HVR-I:

15997F 5"-CAC CAT TAG CAC CCA AAG CT-3" (Sans et al., 2011)

011R 5°-GCT GAG TGG TTA ATA GGG TGA TAG-3" (Sans et al., 2012).

Regién HVR-II:

16372F 5"-CCC TTC TCG TCC CCA TGG AT-3" (Kemp et al., 2007)
397R: CAT ACC GCC AAA AGA TAA AAT (Sans etal., 2011).

Se trabajo con un volumen final de 50ul en cada caso.

La mezcla para la amplificacion se prepard de la siguiente manera:

Buffer 10X ... Sul
MECI2 25MM. ..o 6ul
BSA 20ng/Ml.....oiii 0,5ul
AN TP S 35UM . 1,3ul
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Oligomero F 0,25uM.......coiiiiiiii e 0,4ul

Oligdmero R 0,25UM........ooiiiiiiii e, 0,4ul

Taq Platinium..........coooiiii e, 0,2ul
HoO 33,7ul
ADN (50-150ng/UL) . onviniiii e 2,5ul

Se utiliz6 un termociclador marca Labnet, modelo MultiGene TC020-24 y se sometieron
las muestras a las siguientes condiciones de amplificacion: etapa inicial a 94°C por 5 minutos;
desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos; hibridacion a 58°C por 30 segundos; extensién a 72°C
por 40 segundos; luego se repitieron los pasos 2 al 4 por 35 ciclos y una etapa final de 72°C por 5
minutos (Sans et al. 2012)

Para ver el producto amplificado, se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 2%, con
tincion en bromuro de etidio y visualizado en luz ultravioleta. El fragmento a visualizar para la
HVR-1 es de 629pb entre la posicion 15996 y 16372; para la HVR-II es de 635pb entre la posicion
11y 397 (Figura 10).

El producto amplificado se purificd en columnas de silice y se secuenci6 en el servicio de
secuenciacion del Instituto Pasteur de Montevideo. Las secuencias se analizaron y alinearon con
el programa CHROMAS Lite 2.1 (http://www.technelysium. com.au/chromas.html) y el programa
BIOEDIT (Hall, 1999). Se comparar6 con la secuencia de referencia de Cambridge (revision hecha

por Andrews et al. 1999 de la secuencia original de Anderson et al. 1981).
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Figura 10. Esquema del genoma mitocondrial humano y detalle de la region control, con la localizacién
aproximada de las regiones hipervariables

Modificado de Figueiro, 2013.

b) Determinacion de los marcadores de ancestralidad (AIMS)

Se utilizé un panel de 79 AIMs compuesto por un subconjunto de los utilizados en un
estudio de ancestralidad realizado para distintas poblaciones de América (Galanter et al. 2012). El
poder informativo de los AIMs se basa en la diferencia en las frecuencias alélicas entre las
poblaciones parentales putativas de una poblacion mezclada. El valor absoluto de la diferencia en
frecuencias alélicas es la medida méas cominmente usada de informatividad entre dos poblaciones
parentales (Shriver et al., 2003; Duque et al., 2012).

El panel de AIMs fue analizado en el servicio del nodo del CeGen-ISCIII (Centro Nacional
de Genotipado- Instituto de Salud Carlos Ill) en la Universidad de Santiago de Compostela,
Espafia. Para el envio del ADN se prepar6 una placa especial que esta equilibrada para el formato
del secuenciador, con las muestras evaporadas y la placa sellada con films adhesivo. EI ADN debe
tener una concentracion de 10-20 ng/ul. Para genotipar los 79 AIMs de interés (Anexo 5), se uso
la Plataforma de Sequenom MassArray de Agena Bioscience — tecnologia iPLEX® Gold, Pro
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Sample ID Panel. La tecnologia de MassArray Agena Bioscience (Sequenom) permite el analisis
de variantes puntuales en el ADN, asi como pequefias inserciones y deleciones con una longitud
méaxima de 40 pares de bases, seleccionadas por el usuario. La caracteristica principal es el uso de
la espectrometria de masas MALDI-TOF para la deteccion de los productos de la reaccion de
discriminacion alélica. El proceso de genotipado consta de dos reacciones. En primer lugar, se
amplifican los fragmentos de ADN que contienen los SNVs (single nucleotide variants) de interés
mediante una PCR multiplex y, a continuacion, se lleva a cabo la reaccion de discriminacion
alélica, primera extension. En la tecnologia iPLEX® Gold todas las reacciones terminan tras una
extension de una Unica base (Single Base Extension, SBE) que genera una diferencia de masa en
el producto de extension segun la base afiadida. Esta diferencia de masa se detecta mediante
espectrometria de masas MALDI-TOF. Las reacciones se realizan en placas de 384 pocillos y los
productos son transferidos de forma automatizada mediante un robot a la superficie del
Spectrochip, que sera leido en el espectrometro de masas (agenabio.com). Con esta técnica es

posible identificar hasta 30 SNPs por ensayo.

3.3.3.1.- Analisis de datos para la estimacién de la ancestralidad

a) ADN mitocondrial

La determinacién de los haplogrupos y de los haplotipos del ADN mitocondrial en la
muestra de pacientes hipertensos, tanto respondedores como no respondedores, para identificar la
ancestralidad por via materna, se realiz6 de acuerdo con el criterio del programa Haplogrep2
(V2.1.13) (Weissensteiner et al. 2016). La frecuencia de los haplotipos dentro de cada haplogrupo
se realizo por conteo directo. Estos datos de la frecuencia de los haplogrupos de los hipertensos se
compararon con los publicados por Bonilla et al. (2004) en una muestra de poblacién general de
Tacuarembo. Las diferencias con poblacion general, asi como entre respondedores y no

respondedores fueron evaluados utilizando una prueba de Ji cuadrado (3?).

46



b) AIMs

Se genotipé y analiz6 una submuestra de pacientes hipertensos (N=38); que incluyo
individuos respondedores (N=23) y no respondedores (N=15). Estas submuestras fueron

comparadas con una submuestra de la poblacién general, compuesta por 70 individuos.

Para el analisis de mestizaje con los datos de los 79 AlMs se utiliz6 el programa
STRUCTURE 2.3 (Pritchard et al., 2010). Los datos de las frecuencias genotipicas por individuo
de cada grupo parental se obtuvieron de una base de datos de la Universidad de Compostela,
cedidos por la Dra. Raquel Cruz y de la base de datos del Proyecto 1000 Genomes (Espafia, Italia,
CEPH-Residentes de Utah con ancestria europea, Luhya, Quechua, Tepehuanos, Zapotec, Maya,
Aymara, Nahua, Yoruba) (http://www.internationalgenome.org/data). Para estimar las diferencias
en la ancestralidad entre los hipertensos y la poblacidén general, y entre respondedores y no
respondedores, se realiz6 una prueba de Wilcoxon de suma de rangos, en el ambiente R version
3.2.4 (http://r-project.org), que permite comparar de manera independiente cada uno de los

componentes parentales europeo, africano o indigena.

3.4.- Asociacion entre los polimorfismos del ACE y CYP3A4 con la ancestralidad

Para evaluar la asociacién entre las frecuencias alélicas del polimorfismo (/D) ALU-ACE
y del CYP3A4*1B (A/G) con los datos de ancestralidad, se realizé una prueba de Wilcoxon de
suma de rangos, entre el grupo de hipertensos con la poblacion general y entre hipertensos
respondedores y no respondedores. El resultado se observo gréficamente en unos boxplot,

realizados en el ambiente R version 3.2.4 (http://r-project.org).

3.5.- Asociacién entre todas las variables consideradas

Para evaluar la asociacion entre las variables consideradas, tanto antropométricas como
moleculares, se realizé un analisis de correspondencia maltiple (ACM) y un analisis de similitud

entre grupos (ANOSIM) en el ambiente R version 3.2.4 (http://r-project.org).
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Resultados

4.1.- Caracterizacion general de los pacientes y poblacion general

La comparacion a nivel intragrupal e intergrupal entre las variables sexo y edad en el grupo
de pacientes con HTA y poblacion general se observan en la Tabla 3. En ambas muestras el
porcentaje de mujeres fue mayor al de hombres, en el grupo de HTA fue de 73% vs 27% y en
poblacidn general de 70% vs 30%; no hay diferencias entre los grupos con respecto a esta variable
(%2 0,218, 1g.1, p=0,641).

Tabla 3. Distribucion por edad y sexo en las muestras de HTA y poblacion general de Tacuarembo.
N(frecuencias)

Caracteristica HTA Pob.Gen p
Sexo 102 109
F 75 (0,735) 77 (0,706)
M 27 (0,265) 32 (0,293) 0,041
Edad (Media+DE) 52,92+10,65 40,59+12,33 0,017
F
<44 15 (0,20) 52 (0,675)
45-64 56 (0,756) 23 (0,298) 0,000
>65 3(0,04) 2 (0,025)
M
<44 4 (0,148) 18 (0,562)
45-64 19 (0,703) 11 (0,343) 0,000
>65 4 (0,148) 3(0,093)

En negrita valores significativos para p<0,05

La distribucion de la edad en ambos grupos es diferente, la media en el grupo de HTA es
de 53 afios (52 las mujeres y 55 los hombres) y en la poblacion general es de 40 afios (40 las
mujeres y 42 los hombres). Més del 70% de la muestra de pacientes con HTA se ubica en el rango
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de edad de 45-64 afios, sin importar el sexo, lo cual seria coherente con el hecho de que esta
enfermedad tiene su mayor ocurrencia a partir de los 40 afios. En el grupo de la poblacion general
el mayor porcentaje de individuos se ubico en el rango <44 afios. Se aplico la prueba de normalidad
Kolmogorov-Smirnov a la distribucion de edad en ambos grupos; el resultado mostré que la
distribucion no era normal, por lo que se aplicd posteriormente una prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis la cual dio valores significativos (p=0,017) indicando que hay diferencia en la
distribucion etaria entre el grupo de pacientes con HTA vy la poblacion general. Se dividio por
rangos de edad y por sexo para ver si nuestra muestra de HTA se comporta como lo observado en
la literatura; en nuestra muestra y en relacion al sexo el 75,6% de las mujeres y el 70,3% de los
hombres se ubica en la categoria de 45-64 afios. Para comparar con la poblacion general se aplicd
una prueba de independencia Ji cuadrado corregido por Bonferroni, la cual mostré diferencias
estadisticamente significativas (y* 45,41, 2 g.1, p<0,001) tanto para el sexo femenino como para el
masculino, indicando que hay una diferencia en la distribucion etaria entre los grupos de pacientes

con HTA y poblacién general en ambos sexos.

En el grupo de pacientes con HTA se tomaron medidas antropométricas (peso, talla,
circunferencia de cintura) para estimar los indices de masa corporal (IMC) y el indice cintura/talla
(IC/T). Segun el IMC se encontré que el 85,2% de los pacientes entran en la categoria de sobrepeso
y obesidad. El 28,4% de los pacientes tienen un IMC >25 y <30, lo cual corresponde a la categoria
de sobrepeso, mientras el 56,8% tienen un IMC >30 correspondiente a la categoria de obesidad.
En cuanto al IC/T, el 95% de los hipertensos presentaron valores >0,5, entrando en la categoria de
alto riesgo. No se pudieron colectar los datos antropométricos necesarios para calcular estos
indices en la poblacion general de Tacuarembo, por lo que no se puede realizar una comparacion
que permita estimar si hay una relacion de estas variables con la hipertension en nuestra muestra

de estudio.

Por otro lado, se analiz6 a los hipertensos separados en grupos de respondedores (85%) y
no-respondedores (15%) al tratamiento con Enalapril de acuerdo a las variables sexo, edad, IMC
e IC/T (Tabla 4). La variable sexo no fue significativa para un p<0,05 al aplicar la prueba de Fisher
(p=0,10), indicando que no hay diferencia en la distribucion de sexos entre ambos grupos, sin
embargo, casi todos los hombres de la muestra son respondedores. Para la variable edad se aplico
una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis la cual no dio diferencias significativas (p=0,54),
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indicando que la distribucion de la edad es similar entre respondedores y no respondedores. El
analisis entre rango de edad y sexo no dio significativo para la prueba de independencia de Ji
cuadrado (? 7,328, 3 g.1, p=0,092). Se aplicd una prueba de Ji cuadrado para las variables de IMC
(x? 0,805, 2 g.1, p=0,668) y el IC/T (x> 0,98, 2 g.l, p=0,155), las cuales no dieron significativas,
entre el grupo de respondedores y no-respondedores; al comparar entre sexos tampoco dio

significativo ni para el IMC ni el IC/T.

Tabla 4. Caracteristicas generales de los pacientes respondedores y no-respondedores al farmaco.
N(frecuencias)

Caracteristica Respondedores No-respondedores p
Sexo 87 15
F 61 (0,7) 14 (0,933)
M 26 (0,3) 1 (0,066) 0,108
Edad (MediatDE) 52,74+10,62 53,93+11,15 0,54
F
<44 12 (0,196) 3(0,23)
45-64 47 (0,77) 9 (0,692) 0,588
>65 2 (0,032) 1 (0,076)
M
<44 4 (0,153) 0
45-64 19 (0,73) 0 0,296
>65 3(0,115) 1
IMC*
Normal 12 (0,137) 3(0,2)
Sobrepeso 26 (0,298) 3(0,2) 0,668
Obesidad 49 (0,563) 9 (0,6)
IC/T
Bajo riesgo <0,5 3(0,034) 2 (0,133) 0.155
Alto riesgo >0,5 84 (0,965) 13 (0,866)

*Normal: >18 y <25, Sobrepeso: >25 y <30, Obesidad: >30
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4.2.- Caracterizacion genética

4.2.1.- Frecuencias genotipicas vy alélicas del gen ACE

En la Figura 11 se muestra un gel con los genotipos observados para este polimorfismo.

==
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-
-

Figura 11. Determinacién de los genotipos del Alu-ACE por gel de agarosa. D/D homocigoto
para el alelo D, D/l heterocigoto, I/l homocigoto para el alelo |

En la Tabla 5 se presentan las frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo
rs1799752 de la Insercion/Delecion Alu del gen ACE, en el grupo de hipertensos y en la poblacién
general. Los resultados obtenidos en el andlisis de las frecuencias genotipicas indican que en la
muestra de hipertensos se observa mayor frecuencia de individuos heterocigotos D/l (0,49), que
en la poblacion general (0,284) y menos homocigotos D/D (0,32 vs 0,53). El calculo del equilibrio
de Hardy-Weinberg para los HTA no dio significativo, indicando que la distribucion de genotipos
esta en equilibrio en este grupo (¥* 0, 1g.l, p=0,99). En cambio, la poblacion general no se
encuentra en equilibrio (y* 13,54, 1g.1, p=0,0004), debido a que se encontré menor frecuencia de
individuos heterocigotos a lo esperado (0,284 vs 0,438). Al comparar la distribucion de genotipos
entre ambos grupos, pacientes con HTA y poblacion general, se observan diferencias significativas
(x* 11.13, 2g.l, p=0,0038), es mayor el porcentaje de individuos heterocigotos en el grupo de
pacientes con HTA (49% vs 28,4%), en cambio, en la poblacion general es mayor el nimero de
individuos homocigotos D/D (53,2% vs 32,3%). El alelo D es el mas frecuente en ambos grupos,

pero en HTA la Insercion (1) tiene mayor frecuecnia (0,431 vs 0,325).
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Tabla 5. Valores observados y frecuencias genotipicas y alélicas del gen ACE en las poblaciones

estudiadas
» Genotipos N(frecuencia) Alelos
Poblacion
D/D D/l I/l p D |
HTA (N=102) 33(0,323) 50(0,49)  19(0,186) 0,99 0,568 0,431
Pw'?ﬂﬂg”era‘ 58(0532) 31(0,284) 20(0,183) 00004 0674 0325

En negrita valores significativos para p<0,05

Debido al desequilibrio en la poblacion general, decidimos indagar en relaciéon a la
distribucion de genotipos entre los rangos de edad y sexo. Se mantiene el desequilibrio en la
muestra que corresponde a mujeres < de 44 afios de edad (N=52) (x> 7,14, 1g.I, p=0,007) y también,
para mujeres+hombres de ese rango de edad (N=70) (5* 9,99, 1g.1, p=0,001), debido a que es menor
la frecuencia de individuos heterocigotos a lo esperado; los otros grupos etarios no mostraron

desequilibrio, pero se trata de muestras pequefias (N<25) en todos los casos.

Al separar en rangos de edad entre los pacientes con HTA y poblacion general (Tabla 6),
se observan diferencias significativas en el grupo de mujeres entre los 45 y 64 afios de edad (y?

6.1, 29.1, p=0,046) y en el grupo masculino >65 afios (p=0,01).
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Tabla 6. Distribucion de las frecuencias genotipicas de la I/D Alu-ACE entre grupos de edad y sexo.

Rangos  Genotipos HTA Pob Gen p
E
N=15 N=52
D/D 5(0,33) 26 (0,5)
D/l 8(0,53) 15 (0,288) p=0,21
I/1 2 (0,13) 11 (0,211)
M
<44 N=4 N=18
D/D 2(0,5) 12 (0,66)
D/l 2(0,5) 4 (0,22) p=0,7
I/1 0 2(0,11)
F
N=55 N=23
D/D 17 (0,309) 14 (0,608)
D/l 27 (0,49) 6 (0,26) p=0,046
I/1 11 (0,2) 3(0,13)
M
45-64 N=18 N=11
D/D 8 (0,44) 3(0,27)
D/l 8 (0,44) 6 (0,545) p=0,66
I/l 2(0,11) 2 (0,18)
F
N=5 N=2
D/D 1(0,2) 0
D/l 2(0,4) 0 p=0,62
I/1 2(0,4) 2 (1)
M
>65 N=5 N=3
D/D 0 3(1)
D/l 3(0,6) 0 p=0,01
I/ 2(0,4) 0

En negrita valores significativos para p<0,05
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En la Tabla 7 se observan las frecuencias genotipicas y alélicas del grupo de pacientes con
HTA separados como respondedores y no-respondedores al tratamiento con Enalapril. La
distribucién de genotipos dentro de los respondedores (x? 0,01, 1g.1, p=0,942) y no-respondedores
(¥? 0,04, 1g.1, p=0,847) muestra que ambos grupos se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg.
Cuando comparamos la distribucion de genotipos entre ambos grupos no se encuentran diferencias
significativas (p=0,99). La distribucién de genotipos entre sexos entre respondedores y no
respondedores no fue significativa (y? 1,4, 2g.1, p=0,496), sin embargo, en el grupo respondedores
se observa una tendencia de mayor frecuencia de homocigotos I/l en las mujeres en comparacion
con los hombres (21,3% vs 11,5%), y mayor frecuencia de homocigotos D/D en los hombres en
comparacion con las mujeres (38,4% vs 29,5%) (Anexo 8). Las frecuencias alélicas en ambos

grupos son iguales.

Tabla 7. Valores observados y frecuencias genotipicas y alélicas del gen ACE entre respondedores y no-
respondedores al farmaco

» Genotipos N(frecuencia) Alelos
Poblacion
D/D D/l I/1 p D I
Respondedores (N=87) 28 (0,321) 43(0,494) 16(0,183) 0,94 0,568 0,431

No-respondedores (N=15) 5 (0,333) 7 (0,466) 3(0,2) 0,84 0,566 0,433

4.2.1.1.- Distancias genéticas calculadas a partir del andlisis de las frecuencias alélicas

del gen ACE entre las poblaciones de estudio y otras de diferentes continentes

Para cuantificar el grado de diferencias entre las poblaciones estudiadas, utilizamos una
medida de distancia genetica (Fst), a partir de las frecuencias alélicas del gen ACE en sus dos
variantes (1 y D), en poblacion general e hipertensos de Tacuarembd. También se comparé con
otros datos reportados para el mundo (europeos, africanos e indigenas, previamente descritos en

materiales y métodos) y cuyas frecuencias alélicas se pueden observar en la Tabla 8.
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Tabla 8. Frecuencias alélicas de la Inserciéon Alu-ACE a nivel mundial

Grupo Poblacién N | D Fuente
Nguni 86 0,400 0,600
San 30 0,423 0,577
. Sotho-Tswana 96 0,380 0,620
Africanos
Hausa 78 0,436 0,564
Yoruba 152 0,349 0,651
Nigeria 22 0,270 0,730
Vascos 206 0,369 0,631
. Base de datos
Canarias 264 0,348 0,652 ALERED
Francia 1716 0,433 0,567
Galicia 104 0,346 0,654
Europeos
Italia 222 0,342 0,658
Portugal 60 0,367 0,633
Cerdefia 204 0,279 0,721
) Hispano- 144 0,530 0,470
Mestizas - .
Latinoamericanas Brasil-PortoAlegre 150 0,447 0,553
Montevideo 100 0,44 0,56 Zorrilla et al. 2006
Pima-México 106 0,538 0,462
Maya-Yucatan 104 0,721 0,279
Aché 152 1,000 0,000
Bari 35 0,500 0,500
Guarani 70 0,829 0,171
Indigenas o Base de datos
g Guihiba 30 0,882 0,118 ALFRED
Caingang 92 0,543 0,457
Karitiana 110 0,945 0,055
Quechua 222 0,730 0,270
Xavante 60 0,683 0,317
Yanomami 54 0,750 0,250
Este estudio AU B — U e Este estudio
PobGen_Tcmbo 109 0,325 0,674
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La distancia entre el grupo de pacientes con HTA y la poblacion general de Tacuarembd
fue significativamente diferente entre ellas. La poblacién general de Tacuarembd presento
distancias significativas con los Mayas, Aché, Guarani, Karitiana, Quechua, Yanomami e
Hispanoamericanos, pero no con las poblaciones europeas, africanas, Montevideo y Brasil-Porto
Alegre. EIl grupo de HTA a su vez también presento distancias significativas con los grupos
indigenas Mayas, Aché, Guarani, Karitiana, Quechua y Yanomami; con los africanos Sotho-
Tswana, Yoruba, Nigeria, y los europeos Vascos, Canarias, Galicia, Italia y Cerdefia. No presentd
distancias significativas con Montevideo, Hispanoamericanos, Brasil-Porto Alegre, Francia,

Portugal, Hausa, San (Anexo 6).

En la Figura 12 se pueden observar los agrupamientos en funcion de las distancias
genéticas obtenidas. Se presentan 4 grandes grupos, uno de ellos conformado por poblaciones
indigenas (Caingang, Xavante, Yanomami, Quechua, Guarani, Guihiba, Katiana, Aché, Maya)
donde se alcanzan las mayores frecuencias de la insercion ACE en comparacion con otras
poblaciones a nivel mundial. Un segundo grupo estd conformado por el grupo indigena Pima,
Hispanoamericanos, Brasil-Porto Alegre, Montevideo y los pacientes con HTA de Tacuarembo,
en este caso las frecuencias del alelo | se presenta con una proporcion alta (entre 43-53%), en
comparacion con poblaciones europeas y africanas. Un tercer grupo esta conformado por
poblaciones europeas, africanas con frecuencias del alelo | que van entre 37% y 43%. El Gltimo
grupo lo conforman las poblaciones que presentaron las menores frecuencias del alelo I en
comparacion con las otras a nivel mundial, y dentro de este grupo se encuentra la poblacion
general de Tacuarembd, cuya frecuencia fue de 32%, y se asemeja a las frecuencias reportadas

para poblaciones africanas (Yoruba, Nigeria) y europeas (Italia, Galicia, Cerdefia).
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Figura 12. Dendrograma de la Insercion ALU-ACE a partir del calculo de distancias genéticas
por FST en las poblaciones de estudio y otras a nivel mundial
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4.2.1.2.- Comparacion intergrupal o entre grupos.

Se realiz6 una prueba de AMOVA entre las poblaciones de pacientes con HTA, poblacion
general y otras a nivel mundial. Un total de 28 poblaciones que fueron descritas en materiales y
métodos, previamente clasificadas en 4 grupos de acuerdo a su ubicacion geogréfica (Europa,
Africa, Indigenas y Mestizos de Ameérica). La variablidad intrapoblacional encontrada es de
84,04%. El nivel de varianza dentro de los grupos (5,43%) y entre grupos (10,53%) no es muy

alto, indicando que se trata de poblaciones relativamente homogéneas dentro de los grupos que se
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seleccionaron. La diferenciacion genética entre poblaciones fue significativo con un valor de Fst

de 0,1596 (Anexo 9).

4.2.2.- Frecuencias genotipicas vy alélicas del CYP3A4*1B

En la Figura 13 se muestra un cromatograma con los genotipos observados para este

polimorfismo.

) s00 — 510

Homocigoto
AlA

Heterocigoto
A/G

Homocigoto
G/G

i

Figura 13. Cromatograma de los genotipos para el gen CYP3A4*1B

En la Tabla 9 se presentan las frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo
rs2742574 en la poblacion de hipertensos y otras poblaciones tomadas del Proyecto 1000
genomas Yy literatura. No se pudo estudiar este polimorfismo en la poblacion general de
Tacuaremb0 debido a que las condiciones del ADN no permitieron obtener las secuencias

necesarias, haciéndose imposible una recoleccién de nuevas muestras por razones monetarias y

de tiempo.
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Tabla 9. Valores observados y frecuencias genotipicas y alélicas del gen CYP3A4*1B entre HTA y otras

poblaciones a nivel mundial

Grupo Poblacion A G
Mujeres Iran 1 0 Badavi et al. 2015
Asia Dai-China 1 0
Han-China 1 0
Esan-Nigeria 0,232 0,767
] 1000 Genomas
] Gambia 0,208 0,792
Africa ]
Sierra Leona 0,164 0,836
Yoruba 0,236 0,764
Mujeres HTA embarazas 0,98 0,02 Coto et al., 2010
Espafa
Europa Ibéricos-Espafia 0,972 0,028
Toscana-ltalia 0,972 0,028
Medellin-Colombia 0,899 0,101
) 1000 Genomas
] o Lima-Peru 0,964 0,036
Latino América .
Puerto Rico 0,812 0,187
Mexicanos-USA 0,93 0,07
HTA (N=102) 0,878 0,22 Este estudio

En la tabla 10 se observan los resultados obtenidos en el analisis de las frecuencias

genotipicas indican que el grupo de pacientes con HTA estd en equilibrio (x> 0,239, 1g.l,

p=0,624). La frecuencia del alelo variante (G) para los HTA es del 12%, mas alto que el reportado

en las poblaciones europeas y algunas latinoamericanas con alto porcentaje de aporte indigena

como México, Colombia y Peru.
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Tabla 10. Valores observados y frecuencias genotipicas y alélicas del CYP3A4*1B entre pacientes con
HTA y entre hipertensos respondedores y no-respondedores al farmaco

» Genotipos Alelos
Poblacion
AIA AlG G/G p A G
_ 78 1
HTA (N=102) (0,764) 23 (0,225) (0,009) 0,64 0,878 0,12
Respondedores (N=87) 66 (0,75) 20(0,23) 1(0,01) 0,7 0,873 0,127
No-respondedores (N=15) 12 (0,8) 3(0,2) 0 0,66 0,9 0,1

Al comparar la distibucién de genotipos entre sexos no dio significativo (p=0,069), sin
embargo se observa una tendencia en los individuos masculinos de mayor frecuencia de
homocigotos A/A (85% vs 73%) y menor frecuencia de heterocigotos A/G en comparacion con
las mujeres (11% vs 26%) (Anexo 8)

La distribucidn de genotipos en los respondedores esta en equilibrio de Hardy-Weinberg
(x20,143, 1g.1, p=0,70), al igual que en los no-respondedores (¥ 0,185, 1g.1, p=0,66). Al comparar
la distribucion de genotipos entre ambos grupos no se observan diferencias (p=0,99), y la
distribucion de genotipos entre sexos tampoco fue significativa (p=0,082); sin embargo, se
observa una tendencia en el grupo de respondedores masculinos de mayor frecuencia A/A (84,6%
Vs 72%).

4.2.2.1.- Distancias genéticas calculadas a partir del andlisis de las frecuencias alélicas

del CYP3A4*1B entre el grupo de pacientes con HTA vy otras de diferentes continentes

Para cuantificar el grado de diferencias entre las poblaciones estudiadas con relacion a sus
frecuencias alélicas, utilizamos una medida de distancia genética (Fst), para esto se utilizo la
informacién obtenida de las frecuencias alélicas del gen CYP3A4*1B en sus dos variantes (A 'y

G), en hipertensos de Tacuarembd, conjuntamente con otros datos alélicos reportados para
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distintas poblaciones mundiales, descritos en materiales y métodos. Las frecuencias alélicas

de la muestra y esas poblaciones se pueden observar en la Tabla 9.

El grupo de pacientes con HTA present6 distancias significativas (p<0,05) con casi todas
las poblaciones, con el grupo de embarazadas hipertensas de Espafia, con la poblacion de mujeres
de Irén, y con las poblaciones generales Dai China, Han China, Esan Nigeria, Gambia, Sierra
Leona, Yoruba, Ibéricos.Espafia, Toscana-Italia y Lima-Per (Anexo 7). No present6 distancias

significativas con Puerto Rico, México y Colombia.

En la Figura 14, se pueden observar los agrupamientos obtenidos con los valores de
distancias genéticas. Es importante destacar que las mayores frecuencias para el alelo G se
reportan en poblaciones africanas y esta ausente en poblaciones asiaticas. Se presentan cuatro
grupos, uno de ellos conformado por poblaciones africanas (Gambia, Sierra Leona, Nigeria,
Yoruba) donde las frecuencias del alelo G son las mas altas (76-83%). Un segundo grupo esta
conformado por poblaciones mestizas latinoamericanas y donde esta el grupo de pacientes con
HTA, en este caso la frecuencia del alelo G se presenta entre el 7% y 18%. El tercer grupo esta
conformado por poblaciones europeas y Per( donde reportan las menores frecuencias de la
variante (7-3%). EIl Gltimo grupo se encuentran las poblaciones asiaticas donde esta ausente el
alelo G. Es importante tomar en cuenta que se estdn comparando con datos de poblacién general

y no con otros pacientes hipertensos. No hay reportes en indigenas americanos.
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Figura 14. Dendograma del gen CYP3A4*1B a partir del célculo de distancias genéticas por
FST en las poblaciones de HTA de Tacuarembd y otras a nivel mundial

4.2.2.2.- Comparacion intergrupal o entre grupos.

El AMOVA se realizé entre la muestra de pacientes con HTA y un total de 15 poblaciones
que fueron descritas en materiales y métodos, las cuales se agruparon en 4 grupos de acuerdo a
su ubicacion geografica (Europa, Africa, Asia y Latinoamerica). La variabilidad intrapoblacional
es muy baja (33,38%). El nivel de varianza dentro de los grupos fue de 1,20%, por lo tanto dichos
grupos estan conformado por poblaciones homogéneas que no varian entre ellas. La varianza
entre grupos fue de 64,41% indicando que si hay variacion en cuanto a la distribucién y frecuencia
de este polimorfismo a nivel mundial. La diferenciacion genética entre poblaciones dio

significativo con un valor de Fst de 0,6661 (Anexo 9).
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4.2.2.3.- Andlisis de la secuencia de la region promotora del CYP3A4

Se secuenciaron 882pb correspondientes a la region promotora del CYP3A4 en busca del
polimorfismo de interés, el rs2740574. Al analizar en detalle las 102 secuencias del grupo de
pacientes con HTA de Tacuarembd, se encontrd otra variante en 10 individuos, que es
correspondiente al polimorfismo CYP3A4*1F (-747G>C), rs11773597. En la Figura 15 se observa

el cambio en la secuencia que permitio identificar los genotipos de este polimorfismo.

Homocigoto G/G

Heterocigoto G/C

Figura 15. Determinacién por el cromatograma de los genotipos del CYP3A4*1F

No se observaron homocigotos C/C. En nuestra muestra de HTA los portadores del alelo
C para este polimorfismo se encuentra solo en el grupo de respondedores y siempre son
homocigotos A/A para el CYP3A4*1B.

En la muestra de pacientes con HTA la frecuencia del alelo C fue de 0,049, asemejandose
a la frecuencia reportada para poblaciones latinas como Puerto Rico y Mexicanos-USA tomadas
del Proyecto 1000 genomas (Tabla 11). Es importante tomar en cuenta que se estan comparando

con datos de poblacion general y no con otros pacientes hipertensos.
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Tabla 11. Frecuencias alélicas del polimorfismo CYP3A4*1F

Alelos Fuente
Poblacion G C
Esan-Nigeria 1 0
Gambia 0,978 0,02
Sierra Leona 1 0
Yoruba 1 0
Dai-China 1 0
Han-China 1 0 1000
Ibéricos-Espafia 0935 0065  Genomas'
Toscana-Italia 0,939 0,061
Medellin-Colombia 0,936 0,064
Lima-Peru 0,994 0,006
Puerto Rico 0,952 0,048
Mexicanos-USA 0,953 0,047
HTA (N=102) 0951 0,049 F;g‘ii%’:ge

https://www.nchi.nlm.nih.gov/variation/tools/1000genomes/?gts=rs11773597

A gran escala, esta variante (el alelo C) esta ausente en las poblaciones al este de Asia, y
en Africa tiene una frecuencia en torno al 1%. Las mayores frecuencias se reportan en Europa con
una frecuencia alrededor del 7% y en poblaciones mestizas de América en torno al 4%
(http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?r=7:99381951-
99382951;v=rs11773597;vdb=variation;vf=38737294).
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4.3.- Caracterizacion sobre ancestralidad.

4.3.1.- Estimacion de ancestralidad a través del ADN mitocondrial

Los resultados para estimar la ancestralidad en el ADN mitocondrial del grupo de
hipertensos de Tacuarembo, arrojo que un 62,6% tiene origen indigena, seguido de un 29,3%
europeo y un 8,1% africano (Tabla 12). Dentro de los haplogrupos americanos, el que se presenta
con mayor frecuencia es el C1 (29%), seguido del B y el D, ambos con frecuencias de 24% vy el

haplogrupo A con 21%.

Tabla 12. Valores observados y frecuencia de los haplogrupos de ADNmt de la poblacién de HTA

Tacuarembd
N Haplogrupo N

A2 13 (0,21)
Indigena 61 (0,626) 52 15(0.241)
Cl 18 (0,29)
D1 15 (0,241)

Gl 1(0,032)
H 15 (0,483)

J 2 (0,064)

Europeo 31 (0,293) K 1(0,032)
N 1(0,032)

R 1(0,032)

T 3 (0,096)

U 9 (0,29)

LO 1(0,125)

_ L1 2 (0,25)

Africano 8 (0,081)

L2 2 (0,25)

L3 3(0,375)

En relacion a la poblacion general utilizada para comparar, se consideraron datos de un
trabajo anterior. Bonilla et al. (2004) analizaron el ADN mitoncondrial en una muestra de 100

individuos de la poblacion de Tacuarembd cuyas muestras se recolectaron en 1991. Reportaron
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que 62% del linaje materno correspondia con haplogrupos indigenas, el 20,8% de haplogrupos
europeos y 16,7% africanos. Cuando calcularon la proporcion de cada haplogrupo indigena con
respecto al nimero total de haplogrupos de este origen, obtuvieron 33,3% B, 32,2%C, 21%A y
12,9% D.

Comparando los datos publicados por Bonilla et al. (2004) y los de este trabajo, en base a
los haplogrupos para origen continental (euro-afro-indigena), las diferencias estan cercanas a la
significancia considerando el 5% (x*=5,62; gl=2; p=0,051). En nuestro estudio es menor la
frecuencia de haplogrupos africanos (8% vs 16,7%) y se observo mayor cantidad de haplogrupos
europeros (30% vs 21%). Las frecuencias de haplogrupos indigenas observadas en este estudio no
difieren de lo observado casi una generacion atras (y?=2,34; gl=3; p>0,5) por Bonilla et al. (2004).

Al clasificar a los pacientes en respondedores y no respondedores (Tabla 13), no se
encontraron diferencias significativas en la distribucién de los haplogrupos mitocondriales
indigenas, europeos y africanos (p=0,9). No obstante, se observa mayor frecuencia de haplogrupos
indigenas en los no-respondedores 66,6% vs 58,6% de los respondedores, aungue esta diferencia

no es significativa (p=0,106).
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Tabla 13. Valores observados y frecuencia de los haplogrupos de ADNmt entre el grupo de
respondedores y no-respondedores

Respondedores No-Respondedores
N Haplogrupos N N Haplogrupos N
A2 12 (0,24) A2 1(0,1)
B2 13 (0,25 B2 2(0,2
Indigena 51 (0,587) (0.23) 10 (02)
c1 14 (0,27) | (0.67) c1 4(0,4)
D1 12 (0,24) D1 3(0,3)
G 1(0,03)
H 14 (0,49)
J 2 (0,06) H 1 (0,25)
K 1(0,03)
Europeo 29 (0,333) 4(0,27)
N 1(0,03) T 2(0,5)
R 1(0,03)
T 1(0,03) U 1 (0,25)
U 8(0,28)
LO 1(0,15)
L1 2 (0,28)
Africano 7 (0,08) 1 (0,06) L2 1
L2 1(0,15)
L3 3(0,42)

4.3.2.- Estimacion de mestizaje a través de marcadores informativos de ancestralidad

(AlMs).

Para estimar la proporcion de mestizaje en la sub-muestra de pacientes con HTA (N=38) y
una sub-muestra de la poblacion general (N=70) se utiliz6 el programa STRUCTURE, usando
como datos los genotipos de 79 AlMs, en 13 poblaciones, descritas en Materiales y Métodos. Se
realizaron 8 simulaciones con diferentes K, y los resultados de estas se corrieron en el programa
Structure Harvester (http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/). Los resultados indicaron
que para nuestros datos el K=3 es el que mejor se adecUa, ya que tiene un alto valor del Delta K 'y

la menor desviacion estandar (Figura 16).
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DeltaK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
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Figura 16. Valores DeltaK Structure

En las muestras de estudio, con un K=3 (Figura 17), el promedio de la contribucién

europea es la mas alta en ambos grupos (73% en HTA 'y 78% en la poblacion general).

1.00
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0.60
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0.20

0.00

Europeos Africanos Indigenas ~ Tacuarembo

Figura 17. Estimacion de mestizaje por el Structure K=3

Se encontraron diferencias significativas al aplicar la prueba de Wilcoxon entre los grupos
de pacientes con HTA y la poblacién general para este aporte (w=494,5; p=0,04). Por otra parte,
el aporte indigena fue mayor en los HTA, de 22,6%, con respecto a la poblacion general donde es
de 13,6%, y esta diferencia es significativa aplicando la misma pureba (w=897,5; p=0,02). En
ambos grupos el aporte africano fue el mas bajo (7% y 8%), no encontrandose diferencias entre
ambos grupos con respecto a este aporte (Tabla 14 y Figura 18).
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Tabla 14. Estimacion de ancestralidad por AIMs usando STRUCTURE k=3 en HTA y Poblacion General

Componente Ancestral HTA (N=38) Poblacion General

(N=70)
Europeo 0,7321 0,786 0,04
Indigena 0,2268 0,136 0,021
Africano 0,08 0,07 0,73

En negrita valores significativos para p<0,05

Europeo Indigena Affricano
|

. - a1 | Poblacion
=N
o . Fob Gen
. -

Figura 18. Boxplot de los componentes ancestrales en la muestra de HTA y Poblacién general de
Tacuarembd (Pob Gen)

En el caso de los grupos hipertensos respondedores y no-respondedores, el promedio de la
contribucion europea es la mas alta en ambos grupos (74% en respondedores y 72% en no-
respondedores), no se encontraron diferencias significativas al aplicar la prueba de Wilcoxon entre
estos dos grupos para este aporte (w=185,5; p=0,6). Tampoco se observaron diferencias
significativas en el aporte indigena (w=158; p=0,77) ni en el aporte africano (w=179; p=0,75). En
ambos grupos el aporte africano fue el mas bajo (7% y 8%) (Tabla 15 y Figura 19).
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Tabla 15. Estimacion de ancestralidad por AIMs usando STRUCTURE k=3 en Respondedores y No-
respondedores

Componente Ancestral Respondedores No-respondedores

(N=23) (N=15)
Europeo 0,738 0,72 0,6
Indigena 0,184 0,193 0,77
Africano 0,07 0,08 0,75
Europeo Indigena Africano

Resp.No.resp
B3 nNo-resp
B resp

—

Figura 19. Boxplot de los componentes ancestrales en los hipertensos respondedores y no-respondedores

00~

4.4.- Asociacion entre ancestralidad y los polimorfismos estudiados.

4.4.1.- Insercién/Delecion Alu-ACE.

Para estimar la asociacion entre cada uno de los componentes ancestrales (europeo,
indigena y africano) con los alelos del gen ACE, (presencia (I) y ausencia (D) para la insercion) de
manera independiente, se aplicé la prueba de Wilcoxon de suma de rangos en el grupo de pacientes
con HTA vy la poblacion general. Se utilizaron las estimaciones individuales de ancestralidad
obtenidas con los AIMs en el programa STRUCTURE. La Figura 20 muestra los resultados
obtenidos. No se encontr6 ninguna diferencia significativa entre la distribucion de los alelos del
gen ACE y alguno de los componentes en ninguno de los dos grupos. Sin embargo, en la poblacion
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general se observd mayor aporte europeo y ausencia para la insercion (D) del ACE comparando
con el grupo de pacientes con HTA (w=12; p=1) (sefialado en rojo en la Figura 20A); no se observo
la misma tendencia entre la presencia de la insercion (1) y el componente europeo comparando
ambas muestras (w=71, p=0,978). Por otra parte, se observa menor varianza en el grupo de
pacientes con HTA con respecto al aporte indigena (sefialado en azul en la Figura 20B) no hay
diferencia en las medias del alelo I entre los HTA y la poblacion general (w=73; p=0,97) en el caso
de la ausencia (D) y el componente indigena no se encontré asociacion (w=20, p=0,197). No hay
ninguna asociacion entre el componente africano y la presencia de la insercién (1) (w=80; p=0,68),
ni entre la ausencia (D) (w=7, p=0,439) entre HTA y poblacion general (Figura 20C).

A R C
Europeo Indigena Africano
TN\
\
' 7 N 5 | ACE_ID
: : E Presencia
| . * Ausencia

HTA Pob_Gen HTA Pob_Gen HTA Pob_Gen

Figura 20. Boxplot de la asociacion entre la presencia de la Insercidn (1) y ausencia (D) del Alu-ACE y los
componentes ancestrales en el grupo de HTA y poblacién general

Cuando analizamos la presencia (I) y la ausencia (D) de la insercion del ALU-ACE con los
componentes ancestrales entre respondedores y no-respondedores, no se observaron diferencias
significativas. No hay asociacion entre el aporte europeo y la presencia del 1 (w=58; p=0,924), ni
con la ausencia (D) (w=12, p=0,58), en estos dos grupos (Figura 21A). En el caso del componente
indigena, la presencia de la insercion entre respondedores y no-respondedores no fue significativa
(w=61; p=0,974), aunque pareciera haber un mayor nimero de individuos con aporte indigena y

presencia de la insercion (I) en los no-respondedores (sefialado en azul en la Figura 21B). Dentro
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del grupo no-respondedores en el aporte indigena se observa una aparente diferencia entre la
presencia de la insercion (1) y la ausencia (D) aunque no es significativa (w=11, p=0,53) (sefialado
en rosado Figura 21B). En el componente africano no se observaron diferencias ni con la presencia

() (w=60; p=1), ni con la ausencia (w=3, p=0,218).
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Figura 21. Boxplot de la asociacion entre la presencia de la Insercién (1) y ausencia (D) del Alu-ACE y
los componentes ancestrales en el grupo de respondedores y no-respondedores

4.4.2.- Polimorfismo CYP3A4*1B.

En la Figura 22 se observa la asociacion entre el componente ancestral y los alelos Ay G
del CYP3A4*1B. El aporte europeo entre respondedores y no-respondedores no mostré asociacion
con el alelo A (w=538, p=0,79) ni con el alelo G (w=203, p=0,7) (Figura 22A). El aporte indigena
tampoco presentd asociacion entre ambos grupos con el alelo A (w=555, p=0,76) ni con el G
(w=186, p=0,76); sin embargo, dentro del grupo de los no-respondedores se observan mas
individuos con mayor aporte indigena y mayor presencia del alelo A (w=91, p=0,18) aunque no es
significativo (sefialado en rojo en la Figura 22B). En el aporte africano no se observé asociacion
con el alelo A (w=536,5, p=0,75), ni con el alelo G (w=204,5, p=0,75). No obstante, en el grupo

de no-respondedores se observan mas| individuos con mayor aporte africano y mayor frecuencia
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del alelo G, pero esta asociacion no es significativa (w=27, p=0,48) (sefialado en azul en la Figura
22C).

Europeo Indigena Africano

—

No-respondedor Respondedor No-respondedor Respondedor No-respondedor Respondedor

Figura 22. Boxplot de la asociacion entre los alelos Ay G del CYP3A4*1B y los componentes ancestrales en
grupo de respondedores y no-respondedores

4.5.- Asociacién de todas las variables consideradas.

Para intentar establecer el comportamiento simultaneo de todas las variables estudiadas, se
realiz6 un analisis de correspondencia multiple (ACM) entre el grupo de pacientes con HTA
respondedores y no-respondedores, considerando sexo, IMC (normal, sobrepeso/obesidad),
genotipos del ACE (D/D, D/I, /1), genotipos del CYP3A4*1B (A/A, A/G, G/G) y ancestralidad por
via materna (ADNmt) indigena, europeo y africano. En la Figura 23 se observa que ambos ejes
explican solo el 32,5% de las asociaciones observadas, por lo que se hace dificil destacar alguna
asociacion; sin embargo, se aprecia que los respondedores tienden a tener las siguientes
caracteristicas: sexo masculino y origen mitocondrial no indigena. Los no-respondedores se
asocian en mayor proporcion con el genotipo I/l del gen ACE, sexo femenino y origen mitocondrial

indigena. El IMC no se diferencia entre ambos grupos.
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Figura 23. Andlisis de correspondencia multiple entre respondedores, no-respondedores, sexo, variables

antropomeétricas, variables genéticas y ADNmt

Se decidié entonces comparar la homogeneidad de ambos grupos en relacion

al

comportamiento de las variables sexo, genotipos para ambos genes y la ancestralidad mitocondrial;

la comparacion se hizo a través de un analisis de similitud entre grupos ANOSIM (Figura 24).
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Figura 24. ANOSIM entre respondedores y no-respondedores en relacion a sexo, genotipos y ADNmt

Aunque se observa una gran dispersion de los individuos en el grafico, se puede apreciar
que los no-respondedores conforman un grupo menos heterogéneo que el grupo de respondedores
en relacion a las caracteristicas consideradas. La Figura 24 corrobora que en el grupo de no-
respondedores los individuos estan asociados al sexo femenino, mayor proporcion de homocigotos

I/1 del Alu-ACE y presencia del aporte indigena por via materna.

Segun sugieren los ACM mostrados en las Figuras 23 y 24, el sexo tiene un peso importante
en la diferenciacion de ambos grupos. En la Figura 25 se observa un ACM entre las variables
genotipos y sexo, en este caso se excluy6 la variable ADNmt. Las dos dimensiones explican 52,7%
de las asociaciones observadas. Se aprecia que los respondedores tienden a ser: masculinos y al
menos un alelo D del gen ACE; mientras que los no-respondedores son homocigotos I/l del ACE
y en mayor proporcion sexo femenino y portadores del alelo G para el CYP3A4*1B.
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Figura 25. Analisis de correspondencia multiple entre respondedores, no-respondedores, sexo y variables
genéticas

Se procedié comparar la homogeneidad de ambos grupos para estas variables a través de
un analisis ANOSIM (Figura 26).
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Figura 26. ANOSIM entre respondedores y no-respondedores para sexo y genotipos

Se corrobora mayor homogeneidad del grupo de no-respondedores en relacion al sexo

femenino, ser homocigotos A/A para el CYP3A4*1B y ser homocigotos I/l del gen Alu-ACE. La

diferencia de dispersion entre ambos grupos es estaditicamente significativa (p=0,0035). Los

respondedores son un grupo mas heterogéneo.
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Discusion

5.1.- Variables bioldgicas e hipertension arterial.

A partir de diferentes estudios se ha establecido una relacion positiva entre la hipertension
y los factores genéticos, ambientales y estilo de vida, identificAndose como factores de riesgo para
esta enfermedad: edad, sexo, variaciones genéticas, obesidad (Lifton, 1996; Levi et al., 2004;
Taniraet al., 2005; Ramirez-Bello et al, 2011; Zubeldia et al, 2016). En ese sentido fue recolectada
informacidn con relacion a algunos factores de riesgo para la hipertension, con el fin de describir
las caracteristicas de los grupos de pacientes con HTA y poblacion general, y de hipertensos
respondedores y no-respondedores al tratamiento con Enalapril.

Respecto a las caracteristicas sexo y edad, al comparar estas variables entre pacientes con
HTA y poblacion general, no se observaron diferencias significativas en cuanto a la distribucion
de sexo entre ambos grupos (p=0,64) (Tabla 3); en ambos se observa una mayor proporcién de

mujeres, aproximadamente 70%; esto no es concordante con la informacion disponible.

Seguln datos de las estadisticas de la Organizacién Mundial de la Salud, para el 2015 la
prevalencia de hipertensién arterial en mayores de 18 afios, en todo el continente americano, era
mayor en hombres 20,8% que en mujeres 15,6%
(http:/ffiles.sld.cu/bmn/files/2017/04/factografico-de-salud-abril-20171.pdf). En Per( para el afio
2004, se reportd una prevalencia de HTA en hombres de 27,1% y en mujeres de 20,4% (Pacheco-
Romero, 2010); en Argentina la predisposicién de HTA en hombres es de 41,7% y en mujeres €s
de 25,7% (Zilberman y del Sueldo, 2016). En México se observo un predominio de hipertension
en mujeres posmenopausicas (Huertas Robles, 2001), lo cual podria relacionarse no solo con sexo
sino con edad. Otro estudio en mexicanos americanos de Texas, encontrd que hay una relacion
entre la edad y el aumento en la frecuencia de la hipertension, y que es diferente en hombres y
mujeres, presentandose en las mujeres un aumento dramatico en la frecuencia de hipertension

después de los 45 afios, lo cual puede reflejar una interaccién hormonal (Hanis, 1996).

Existen factores de riesgo exclusivos del sexo femenino, que tienen impacto sobre la salud
cardiovascular, como lo son el parto prematuro, los trastornos de la enfermedad hipertensiva

durante el embarazo, la diabetes gestacional y la menopausia (Garcia, 2018). La incidencia de
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enfermedades cardiovasculares en mujeres premenopdausicas €s menor en comparacion con
hombres de edad similar. Se ha reportado que el aumento de las enfermedades cardiovasculares
asociado a la menopausia es debido a que las hormonas ovéricas subyacen un efecto protector en
el sistema cardiovascular para las mujeres (Vaccarino, et al., 2010). Tal como lo reportado en
México por Huertas Robles en 2001, las mujeres posmenopausicas (>55 afos aproximadamente)
presentan un aumento en la prevalencia de hipertension en comparacién con los hombres de esa

edad y ese comportamiento se observa en toda la region segin la OMS (2015).

En Uruguay se reporta para el afio 2013 mayor prevalencia de hipertension arterial en
hombres (40,4%) que en mujeres (33,1%), en adultos mayores de 18 afios (Ministerio de Salud
Uruguay, 2017), comportandose de manera similar a lo publicado en la regidn, aunque con cifras
mas altas a lo reportado en la OMS. En nuestra muestra de hipertensos de Tacuarembo, es mayor
la prevalencia en las mujeres (73,5%) que en los hombres (26,5%); sin embargo, hay que tomar en
cuenta las condiciones de la toma de la muestra, ya que por razones laborales es mas dificil para
los hombres asistir a las consultas médicas, de manera que puede no estar representando la
prevalencia real de esta enfermedad en el Departamento. No es posible, sin embargo, separar el

sexo de la edad.

En relacion a la capacidad de respuesta al Enalapril, la comparacion entre hipertensos
respondedores y no-respondedores, no arrojo diferencias significativas en la distribucion de
acuerdo al sexo (p=0,10); sin embargo, llama la atencion que, dentro del sexo masculino de 27
individuos, 26 (96,3%) respondieron al tratamiento, mientras que en las mujeres la proporcion fue
menor, 61 de 75 (81,33%) fueron respondedoras. En vista de esta observacion se calculé una
prueba exacta de Fisher y se encontré una diferencia significativa (p=0,04), sugiriendo que hay

diferencias en cuanto al sexo y la capacidad de respuesta.

Es de interés mencionar las diferencias en relacion al sexo y los conocimientos
farmacogenéticos, ya que anteriormente no se tomaban en cuenta posibles diferencias en las
respuestas a los medicamentos y en general se omitian mujeres en los ensayos clinicos o de
estudios relevantes sobre la salud y enfermedad, asumiendo que los resultados obtenidos al
estudiar los hombres podian ser extrapolados a las mujeres (Borrell y Artacoz, 2008). La FDA
(Administracion de Drogas y Alimentos de Estados Unidos) realizé un analisis de 163 farmacos

utilizados en patologia cardiovascular y detectd que 11 de ellos mostraban una diferencia mayor
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al 40% en las propiedades farmacocinéticas entre hombres y mujeres. Las mujeres mostraron un
riesgo de 1,5 a 1,7 mas alto de presentar reacciones adversas a las drogas, en relacién con los
hombres (Zilberman y del Sueldo, 2016). En nuestro estudio se observé una gran proporcion de

mujeres no respondedoras al tratamiento con Enalapril.

La edad avanzada es considerada un factor de riesgo para el aumento de la PA,
particularmente de la presién sistdlica y con aumento de la incidencia de hipertensién (Ministerio
de Salud Uruguay, 2017). Estudios en la poblacion espafiola han demostrado una tendencia
positiva con relacion a la asociacion entre el aumento de edad y la presion arterial, siendo en el
adulto mayor la hipertension, la enfermedad cronica méas frecuente de este grupo etario. La
probabilidad de tener HTA de las personas de 45 a 64 afios es cuatro veces mayor y para los sujetos
de mas de 64 afios es quince veces mayor (Zubeldia et al., 2016). En Estados Unidos el 67% de
los mayores de 60 afios tiene hipertension arterial y en Peru la prevalencia es de 46,3% entre los
60 y 69 afios y un 53,2% entre los 70 y 79 afios (Pacheco-Romero, 2010). En nuestro estudio la
edad media de los pacientes con HTA fue de 53 afos, lo cual corrobora los reportes de que la
hipertension es una enfermedad que por lo general se manifiesta después de los 45 afios

aproximadamente (Zubeldia et al., 2016).

Nuestra muestra de HTA se subdividio por rangos de edad, en base a la literatura (<44
afios, entre 45 y 64 afios, >65 anos); también se dividio por sexo para evitar posibles sesgos. En
todos los rangos se encontr6 diferencias significativas entre la muestra de HTA y poblacién
general, y es porque presentan una distribucion etaria distinta, el 72,5% de individuos hipertensos
se ubica en la categoria 45-64 afios. Es mayor el nimero de mujeres hipertensas entre los 45-64
afios (75,6%); lo mismo sucede en los hombres en este rango de edad, el 70% es hipertensos. La
categoria >65 afios se observa mayor cantidad de individuos masculinos hipertensos que de
mujeres (Tabla 3). En el estudio de Zubeldia et al. (2016), en Valencia, Espafia, el 77,6% de los
hipertensos se ubicaban en la categoria >65 afios sin discriminar por sexo. Sandoya et al. (2012)
publican que en la poblacion de Montevideo entre los afios 2008 y 2011, la prevalencia de HTA
en individuos entre los 40 y 49 afios era de 26,4%, entre 50 y 59 afios era de 46,5% y entre 60 y
69 afios un 63,3%. Es importante tomar en consideracion que estamos analizando la edad al
momento de hacer la entrevista y no cuando diagnostican por primera vez a los pacientes, ni

cuando iniciaron la terapia con Enalapril, sin embargo, la faja etaria del grupo de hipertensos de
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Tacuarembo es menor a lo reportado en Espafia, lo que sugiere un desarrollo de esta enfermedad

a edades mas tempranas.

En el caso de los hipertensos respondedores y no-respondedores, no se observaron
diferencias significativas entre los grupos etarios; hay una tendencia de mayor proporcion de
mujeres respondedoras (77%) y no-respondedoras (69%) entre los 45-64 afios y el inico hombre
no-respondedor esta en la categoria >65 afios (Tabla 4). Se conoce por estudios previos que la edad
es un factor que contribuye a la variabilidad en la respuesta a medicamentos. Un estudio de 145
pacientes colombianos que tomaban Warfarina, encontraron una correlacién inversa entre la edad
y la respuesta a la Warfarina, y se explica porque los farmacos que deben ser biotransformados en
el higado se depuran con mayor dificultad a medida que avanza la edad, debido a la declinacién
de la actividad enzimatica (Isaza et al.,, 2010). Con el envejecimiento se ve afectada la
farmacocinética de los medicamentos. EI metabolismo y la excrecion disminuye, puede
desarrollarse toxicidad. EI metabolismo hepatico general de muchos farmacos a través del sistema
enzimatico del citocromo P-450 disminuye con la edad; los fa&rmacos que se metabolizan por via
hepatica muestran una disminucion caracteristica de la depuracion entre 30% y 40%. Ejemplos
importantes de farmacos con un alto riesgo de efectos toxicos incluyen nitratos, propranolol,

fenobarbital y nifedipina (Ruscin y Linnebur, 2014).

La obesidad y el sobrepeso son problemas crecientes en muchos paises; especificamente la
adiposidad abdominal se ha considerado uno de los mejores predictores de enfermedades
cardiovasculares. Por tanto, los parametros antropomeétricos, como indice de masa corporal (IMC)
y cintura/talla (IC/T), se han utilizado ampliamente en estudios epidemiolégicos relacionados con
estas enfermedades (Martinez Alvarez et al., 2016). Dichos parametros proporcionan informacion
importante sobre el grado de obesidad del individuo, lo cual proporciona riesgo para hipertension
arterial. El sobrepeso y la diabetes mellitus duplican la probabilidad de HTA y la obesidad la
quintuplicaba. Zubeldia et al. (2016) encontraron asociacion positiva (p<0,05) entre sobrepeso,
obesidad, obesidad abdominal con HTA y reportaron en un grupo de pacientes adultos hipertensos
de Valencia, Espafia que el 65% era obeso. En Estado Unidos entre el 65% y 78% de los casos de
HTA son directamente atribuidos al sobrepeso o la obesidad (Pagano et al., 2009). En un estudio
en Bucaramanga, Colombia los autores encontraron en pacientes adultos hipertensos un mayor

efecto de IMC sobre la presion arterial sistélica (por cada aumento de un kg/m2 en el IMC hubo
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unaumento de 0,76 mmHg en la PAS), y este aumento es mayor en los hombres que en las mujeres,
tal como se ha observado en otros estudios de la region (Bautista et al., 2002). En nuestra muestra
el 85% de los pacientes estdn en sobrepeso y obesidad, y el 57% tiene un IMC>30 (Tabla 4),
valores mayores a los reportados anteriormente. Si bien no hay informacion disponible acerca de
la obesidad o sobrepeso en la poblacion del departamento de Tacuarembd, nuestros datos no
difieren a los publicado por Pisabarro et al. (2009), para la poblacion de todo Uruguay referente a
la obesidad e HTA. Segun los Indicadores Basicos 2017 de la Organizacion Mundial para la Salud
(OMS) y la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), en Uruguay los indices de sobrepeso
y obesidad en adultos con datos tomados en el 2014, era para hombres 62,9% y para mujeres
60,6%(http://iris.paho.org/xmlui/bitstream/handle/123456789/34330/IndBrasicos2017_spa.pdf).
Cifras que superan el promedio regional, ya que la tasa de sobrepeso en adultos para América
Latina es de 58%.

En Uruguay segun los datos de la Segunda Encuesta Nacional de Sobrepeso y Obesidad
(ENSO 2) del afio 2009, se indica que el 54% de la poblacion adulta uruguaya presenta un IMC
>25 y un 20% >30, lo cual revela una epidemia de obesidad en Uruguay, uno de cada dos
uruguayos padece sobrepeso u obesidad y uno de cada cinco uruguayos es obeso, lo cual representa
un riego importante a padecer HTA y condiciones relacionadas (Pisabarro et al., 2009). Nuestro
estudio representa un primer aporte al conocimiento de la obesidad en hipertensos en el
departamento de Tacuarembd. En ese estudio, al igual que lo observado en esta muestra, no
observaron diferencias significativas en relacion a la proporcion de sobrepeso y obesidad por sexo.

El estudio previamente mencionado, reporta que un didmetro de cintura mayor o igual a
80cm en mujeres y mayor o igual a 94cm en hombres es considerada de riesgo y aumenta 4.8 el
riesgo para HTA en ambos sexos (Pisabarro et al., 2009). Un incremento en la circunferencia de
la cintura de 4,5cm para hombres y 2,5¢cm para mujeres corresponde a un incremente de la PA en
1 (Pagano et al., 2009).

Con respecto al IC/T el 95% de la muestra de hipertensos en este trabajo, estan en la
categoria de alto riesgo (>0,5), no presentando diferencia entre sexos (Tabla 4). Los datos
presentados en nuestro estudio son los primeros reportados para la poblacion adulta hipertensa de
Tacuarembo y de Uruguay. Tampoco hay informacion disponible con respecto a este indice en
poblacién adulta de Uruguay. Son pocos los estudios en la region en el que toman en cuenta la
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variable IC/T; un estudio de los empleados publicos hospitalarios de Posadas, Argentina (n=259),
reporté una media de IC/T de 0,52, lo cual los ubica en alto riesgo, siendo mayor este indice en
hombres que en mujeres (Sanchez et al., 2014). Otro estudio, en 170 trabajadores del estado de
Chihuahua, México, mostrd que el 74% de los sujetos examinados presentaron valores de IC/T
>0,5, y que esto ocurrio en una mayor proporcion en los hombres (Mufioz et al., 2016). En Chile
se estudio esta variable en 998 individuos de la poblacidn general y encontraron que mas del 50%
de la muestra presentaron valores medios de IC/T de 0,52 y con mayor proporcion en las mujeres
(Valenzuela y Bustos, 2012). Nuestros resultados en los pacientes hipertensos muestran una media
de 0,65, sin diferencia entre sexo y mayor a lo reportado en la region, sin embargo, es importante

considerar que no se estd comparando con otros pacientes hipertensos.

Ya se conoce por estudios previos que el exceso de peso corporal influye en la
farmacocinética y farmacodindmica de algunos medicamentos de uso frecuente, pudiendo llegar a
afectar la eficacia y/o seguridad (Barras y Legg, 2017). En el ENSO 2 se destaca la alta prevalencia
de HTA conocida en la franja de obesidad, alcanzando el 50%, lo cual jerarquiza el tratamiento de
la obesidad en el manejo de la HTA (Pisabarro et al., 2009). En este trabajo, el grupo de hipertensos
respondedores y no-respondedores no mostraron diferencias significativas entre IMC y el IC/T,
sin embargo, la tendencia de ambos grupos es presentar mayor cantidad de individuos con IMC
>30 (56% en respondedores y 60% en no-respondedores), y con un IC/T >0,5 de alto riesgo (97%
en respondedores y 86% en no-respondedores).

En resumen, en relacion a las variables consideradas en nuestro estudio, los pacientes
hipertensos se caracterizan por presentar mayor proporcion de mujeres que de hombres, la mayoria
se ubica en un rango etario de 45-64 afios, con predominio de individuos con sobrepeso/obesidad
y casi todos con un indice de cintura/talla de alto riesgo. La capacidad de respuesta de los pacientes
al Enalapril, muestra que el 96,3% de los hombres que participaron en el estudio son
respondedores, mientras que las mujeres respondedoras la mayor cantidad se ubica en la categoria
de edad de 45-64 afios, el 86,1% tienen sobrepeso/obesidad y el 97% con un indice de cintura/talla
de alto riesgo. El grupo de no-respondedores esta conformado en su mayoria por mujeres, las
cuales se ubican en la categoria de 45-64 afios, el 80% con sobrepeso/obesidad y casi todos con un
indice de cintura/talla de alto riesgo. Lo cual sugiere la importancia de considerar el sexo en este
tipo de estudios.
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5.2.- Analisis genético

La naturaleza poligénica de la hipertension indica que los loci Unicos no pueden
considerarse un objetivo clinico relevante para todos los individuos. Estos hallazgos resaltan la
importancia de evaluar las interacciones entre maultiples loci al estudiar rasgos complejos,
incluyendo fenotipos de respuesta a los medicamentos (Luizon et al., 2018).Los estudios de
genotipificacion y/o fenotipificacion poblacional, al igual que los estudios de biotransformacion
de los farmacos, son hoy en dia de extrema importancia y necesidad, ya que existen numerosos
tratamientos con medicamentos de uso frecuente, conocidos y empleados a nivel mundial que, al
ser usados en individuos deficientes en el metabolismo de ese medicamento en particular, puede
generar efectos adversos a los esperados (Lupoli et al., 2015). Existen estudios previos en el campo
de la Farmacogendmica en Uruguay, Esperdn et al. (2008) estudiaron los polimorfismos en los
genes CYP2C9 y VKORC1 involucrados en el uso de Warfarina. El uso de marcadores genéticos
relacionados con el tratamiento de Metotrexato (Giletti et al., 2017; Giletti y Esperdn, 2018), el rol
de los genes CYP2C9, CYP2C19 y EPHX en la farmacocinética de la Fenitoina (Guevara et al.,
2017), la variabilidad interétnica en los genes CYP2D6, CYP2C9 y CYP2C19 (Naranjo et al.,
2018).

Gran parte de la heredabilidad genética de los fenotipos de respuesta al farmaco parece
estar oculta en rasgos complejos multigénicos y multifactoriales (Luizon et al., 2018). Son muchas
las enzimas que intervienen en la metabolizacion de un farmaco, como las transferasas, hidrolasas,
proteasas. Sigue siendo incierto cuantos genes y variantes genéticas contribuyen a los rasgos
farmacoldgicos, como las variantes de genes comunes y raras afectan la respuesta de los
medicamentos y qué papel juegan las interacciones gen-gen y gen-ambiente (Padmanabhan y Joe,
2017

En nuestro estudio analizamos dos de los polimorfismos mas estudiados en la terapia
antihipertensiva con Enalapril, la I/D Alu del gen ACE y el CYP3A4*1B. Este es el primer abordaje
farmacogenético poblacional que se hace para el gen ACE vy el primero en reportar datos sobre el
CYP3A4*1B en Uruguay.
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5.3.- I/D Alu del gen ACE y el CYP3A4*1B

La I/D Alu del gen ACE, fue estudiada anteriormente en Uruguay bajo dos enfoques, uno
en el aspecto epidemioldgico (Zorrilla et al., 2006) y otros para estimacion de ancestralidad y
caracterizacion poblacional (Hidalgo et al., 2014; Vega et al., 2019). Esta es la primera vez que se

estudia en una muestra de pacientes hipertensos del departamento de Tacuarembod.

En este estudio se observaron diferencias entre los grupos de pacientes con HTA 'y
la poblacién general con respecto a este polimorfismo que tiene una implicancia en el desarrollo
de hipertension y enfermedades cardiovasculares, asi como en el aspecto farmacogenético (Poch
et al., 2002); ademas es de suma utilidad desde el punto de vista poblacional, ya que se usa como
AlIMs para ancestralidad indigena (Hidalgo et al., 2014). En nuestras muestras de estudio el alelo
| se presentd con una frecuencia de 43%, en los pacientes con HTA, mayor en relacion a la
poblacion general (33%), diferencias que resultan significativas en la frecuencia alélica entre
ambos grupos (p=0,02). Esto concuerda con los reportes que asocian al alelo I con una mayor
probabilidad de desarrollar una enfermedad cardiovascular como la hipertension (Zorrilla et al.,
2006). Zorrilla et al. (2006), estudiaron este polimorfismo en la poblacion general de Montevideo
y reportaron una frecuencia del alelo Insercién (1) de 44%, similar al grupo de pacientes con HTA
aqui estudiado y otros mestizos latinoamericanos (Tabla 8). Hidalgo et al. (2014) usaron este
inserto Alu en conjunto con otros para estimar ancestralidad en 3 poblaciones de Uruguay:
Montevideo, descendientes de vascos de Montevideo y descendientes de vasco de Trinidad,
reportando una frecuencia del alelo | de 34%, 28% y 38% respectivamente. Vega et al., (2019)
usaron el mismo set de Alu para estimar la ancestralidad en genes autosémicos en una muestra de
120 individuos de la poblacion general de Tacuarembd, y reportaron una frecuencia del alelo I de
32%. Con relacién a nuestras muestras de estudio, la poblacién general presenta la misma
frecuencia del alelo 1 (32,5%) que la reportada por Vega et al. (2019) y similar a las de
descendientes de europeos reportadas por Hidalgo et al. (2014). Ambas muestras son de la
poblacién general de Tacuarembd y comparten parte de los individuos; ambas mostraron una
desviacion significativa del equilibrio de Hardy-Wainberg que podria estar causada por
apareamiento no aleatorio, migraciones recientes 0 subestructuras (subpoblaciones) generadas

debido a la mezcla reciente (Schaid et al., 2006).
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Son pocos los trabajos en la literatura donde se reporta este polimorfismo en pacientes
hipertensos. Un estudio en Espafia con 1204 hipertensos y 647 controles, reporto una frecuencia
del alelo I de 40% en los hombres hipertensos y 35% en las mujeres hipertensas, y en los controles
una frecuencia de 38% en los hombres y 36% en las mujeres, diferencias que no fueron
significativas entre estos dos grupos (Poch et al., 2002). En la poblacion de Santa Isabel de Rio
Negro, estado Amazonas en el nor-oeste de Brasil, se report6 una frecuencia del alelo | de 73% en
82 hipertensos (Sampaio Freitas et al., 2007). El grupo de hipertensos de Tacuarembd presenta
frecuencia del alelo I un poco més elevada a la reportada en la poblacién de hipertensos espafioles,
pero menor a la de Amazonia. Por otra parte, las distancias Fst revelaron que los HTA también
presentaron diferencias significativas con poblaciones africanas y europeas donde el alelo | alcanza
las menores frecuencias. Hay que recordar que en este caso estamos comparando un grupo de
hipertensos con poblaciones generales. Los datos de las frecuencias sugieren que nuestro grupo de
hipertensos se comportan como poblaciones mestizas latinoamericanas que presentan mayor
aporte indigena, lo cual puede implicar una asociacidn entre este componente y la susceptibilidad

a padecer hipertension.

La poblacion general de Tacuarembo se agrupa con europeos Y africanos. Las dos muestras
de Tacuarembé se diferencian entre si y de las poblaciones indigenas americanas las cuales
presentan las mayores frecuencias del alelo | a nivel mundial que llega a estar fijo en los Aché,
grupo indigena de Paraguay. Las distancias genéticas formadas a partir de las frecuencias alélicas
de la I/D del gen ACE no discrimina las poblaciones que tomamos como referencia salvo las
indigenas y las mestizas que tienen mayor aporte indigena (Figura 12). En estudios poblacionales
se muestran diferencias continentales en la distribucion de frecuencias de este polimorfismo (Tabla
8). Vale destacar que en todas las poblaciones a nivel mundial esté presente el alelo de la insercion
ALU-ACE (I) pero con diferencias importantes ya que las mayores frecuencias se encuentran en

poblaciones indigenas, pudiéndose usar como AlMs.

La comparacion entre grupos al realizarse un AMOVA indica un nivel de varianza
intrapoblacional de 84%, se discriminan los grupos de forma razonable y las poblaciones dentro
de los grupos son bastante homogéneas. Gomez-Pérez et al. (2007) realizaron un AMOVA con
este marcador en 47 poblaciones de Africa, Europa, Medio Oriente, Asia y Nativos Americanos,
encontraron una varianza intrapoblacional de 88,6% e intergrupal de 8,75%.
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Con relacion al polimorfismo Alu-ACE, no se encuentra en la literatura diferencias entre
sexos, sin embargo, en nuestro estudio se observa una tendencia en las mujeres de portar mayor

frecuencia del alelo de la insercion (I) en comparacion con los hombres (Tabla 6).

Con respecto al CYP3A4*1B, es la primera vez que se determina la frecuencia de este
polimorfismo en una poblacion de Uruguay; son muy pocos los estudios en Latinoamérica y no
existe informacion en poblaciones indigenas americanas. Datos del proyecto 1000 Genomes
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/tools/1000genomes/?gts=rs2740574) reportan que, el
alelo A esta fijado en poblaciones asiaticas y las mayores frecuencias del alelo G (76% a 83%) se
encuentran en las africanas. En poblaciones europeas la frecuencia del alelo G es muy baja,
aproximadamente 3%, y en las poblaciones latinoamericanas alcanza sus mayores valores en
aquellas que tienen un aporte africano alto como Puerto Rico (18%) y Colombia (10%); donde el
aporte africano es muy bajo como México y Peru la frecuencia del alelo G varia entre 3% y 7%
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/tools/1000genomes/?gts=rs2740574) (Tabla 9). En
nuestro grupo de HTA la frecuencia del G fue 12% similar a lo reportado para Colombia, lo cual
puede estar reflejando que la presencia de este alelo se debe a la influencia de poblaciones
africanas; sin embargo, hay que tomar en cuenta que se trata de un grupo de pacientes y se esta
comparando con datos de poblacién general; de la literatura solo pudimos rescatar un estudio en
Espafia en mujeres embarazadas hipertensas que reportan una frecuencia de 2% para este alelo,

mucho més bajo que lo que encontramos en los hipertensos de Tacuarembo.

Al comparar nuestra muestra de HTA con poblaciones a nivel mundial, ésta presenta
diferencias significativas con poblaciones africanas, asiaticas y europeas, comportandose como
mestizas americanas (Figura 14). La variacion intrapoblacional es muy baja (33,38%), debido a
que este polimorfismo es monomorfico en el continente asiatico y presenta muy bajas frecuencias
en poblaciones europeas y en mestizas latinoamericanas que tienen un alto componente indigena.
Una dificultad para la comparacion poblacional en este caso es la falta de datos en poblaciones
indigenas americanas. Este polimorfismo se puede considerar un AIMs para discriminar

poblaciones africanas de no-africanas, ya que las mayores frecuencias estan es ese continente.

La forma en como se combinan los alelos en la poblacion, los genotipos, es lo que incide
de manera directa en la susceptibilidad a la hipertension y la respuesta a medicamentos

antihipertensivos.
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Eadon y Chapman (2016) han demostrado que el alelo de la insercion (1) del ACE esta
relacionado con niveles séricos bajos de ACE, por lo cual se plantea que los tratamientos con IECA
son particularmente eficaces en pacientes hipertensos con el genotipo D/D, ya que este genotipo
se asocia con una mayor actividad del gen y con aumento de los niveles de la enzima ACE en
sangre, lo que conduce a un mayor potencial de inhibicién. Niveles intermedios de la enzima se
observan en los individuos heterocigotos D/I. Se ha determinado que el efecto genético representa
el 47% de la varianza total de ACE; la presencia de cada alelo tiene un efecto aditivo sobre los
niveles séricos de ACE, y dos alelos tienen el doble del efecto de uno, son codominantes. En este
estudio se muestra que es mayor la frecuencia de individuos heterocigotos D/l con HTA que en la
poblacién general (49% vs 28%), por lo tanto, se puede inferir que es mayor el nimero de
individuos hipertensos que tienen una actividad media de la enzima ACE y pueden ser
categorizados como metabolizadores intermedios para el tratamiento con Enalapril. EI mayor
porcentaje de individuos homocigotos D/D y que tedricamente tienen mayores niveles de ACE y
mayor capacidad de respuesta, se observo en la poblacidn general (53% vs 32% en pacientes con
HTA); a estos individuos se les puede categorizar como metabolizadores extensivos para el
Enalapril. En ambos grupos la frecuencia de individuos homocigotos I/l fue de 18%, los cuales
serian metabolizadores pobres. No obstante, entre el grupo de hipertensos respondedores y no-
respondedores, no se observaron diferencias en sus frecuencias alélicas ni genotipicas.
Aproximadamente la mitad de los individuos en ambos grupos (46% y 49%) son metabolizadores
intermedios, y entre el 18% y el 20% son metabolizadores pobres, siendo mayor este valor en los
no-respondedores (Tabla 16). Desde el punto de vista de salud publica, estos valores son de gran
importancia ya que tedricamente se espera que entre el 18% y el 20% de los pacientes no respondan
al Enalapril a causa de este gen, como se observa en el grupo de pacientes hipertensos no-

respondedores.

88



Tabla 16. Frecuencia fenotipica del I/D Alu Ace y el CYP3A4*1B
entre todas las muestras de estudio.

Fenotipos N (%)

Pablacion Metabolizador Metabolizador  Metabolizador
Extensivo Intermedio Pobre
I/D Alu ACE
Poblacion Ceneral 58 (53,2) 31 (28,4) 20 (18,3)
HTA N=102 33(32,3 50 (49) 19 (18,6)
Respondedores 28 (321
N=87 (32,1) 43 (49,4) 16 (18,3)
No-respondedores 5
N=15 (33,3) 7 (46,6) 3 (20)
CYP3A4*1B
HTA N=102 78 (76,4) 23 (22,5) 1(0,9)
R ded
i 66 (75) 20 (23) 1(1)
No- ded
0 reslgc:)rise ores 12 (80) 3 (20) 0

Dentro del grupo de los IECA, y especificamente el Enalapril, el polimorfismo
CYP3A4*1B (A>G) es el que mas se ha estudiado con relacién a la respuesta de este medicamento,
y €es por esta razon que fue seleccionado para este estudio. Los individuos portadores del alelo G
de este polimorfismo tienen una enzima menos activa; fenotipicamente podemos clasificar a los
individuos como metabolizadores pobres si portan el genotipo G/G, metabolizadores intermedios
A/G y los metabolizadores extensivos los individuos homocigotos A/A. El 22,5% de los
hipertensos fueron heterocigotos A/G y solo un individuo de la muestra total resulté homocigoto
para el alelo G. El fenotipo de metabolizadores extensivos para el grupo de hipertensos de
Tacuarembo fue un 76,4%, para los metabolizadores intermedios de un 22,5% de y de 0,9% para

los metabolizadores pobres, esta clasificacion es teorica, en base a los genotipos de los individuos.
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Cuando fueron clasificados en funcién de la respuesta al Enalapril, el grupo de respondedores y
los no-respondedores no mostraron mayores diferencias en la frecuencia de sus alelos ni en la
distribucion de genotipos; el unico individuo G/G es respondedor para el tratamiento con Enalapril
(Tabla 16) contrario a lo esperado teéricamente.

Son pocos los estudios acerca de las diferencias en la farmacodinamica y farmacogenética
entre sexos y mas escasos aun los estudios aplicados a tratamientos antihipertensivos (Zilberman
y del Sueldo, 2016). Se ha demostrado que las mujeres parecen mas propensas a desarrollar efectos
secundarios y podrian metabolizar los medicamentes antihipertensivos de manera diferente
(Thoenes et al., 2010). Muchas de las drogas cardiovasculares metabolizadas por las enzimas del
Citocromo P450 (CYP), demuestran diferencias entre los sexos; se han encontrado diferencias con
el CYP3A4, teniendo mayor actividad en las mujeres, lo que es relevante ya que tiene una actividad
en lamujer de 20% a 40% mas rapido que en el hombre (Zilberman y del Sueldo, 2016). En nuestra
muestra de pacientes con HTA, se encontrd una asociacion entre el genotipo A/A y el sexo

femenino (Figura 26).

La determinacion de secuencias de la region promotora del CYP3A4 permitid buscar otras
variantes en la region; permitiéndonos identificar la presencia del polimorfismo CYP3A4*1F (-
747G>C) rs11773597, del cual se dispone escasa informacion. Esta variante no esta cerca de
ningun elemento transcripcional conocido y por lo tanto podria tener poco o ningun efecto sobre
la expresidn génica (Hamzey et al., 2002). En la literatura no se encuentra informacion acerca de

este polimorfismo e hipertension ni medicamentos antihipertensivos.

En nuestra muestra de pacientes con HTA la frecuencia del alelo C fue de 4,9%, similar a
lo reportando en otras poblaciones latinoamericanas como Colombia, México y Puerto Rico. Este
polimorfismo esta ausente en poblaciones asiaticas y casi ausente en poblaciones africanas (0 y
2%); en poblaciones europeas alcanza valores en torno al 6% de acuerdo con datos del proyecto
1000 Genomes (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/tools/1000genomes/?gts=rs11773597)
(Tabla 11). Lo cual sugiere que su presencia en la muestra de HTA tenga relacion con el

componente europeo.

Un estudio en Corufia, Espafia acerca de la asociacion de los polimorfismos del CYP3A4 y
la reduccién de la frecuencia cardiaca con el uso de Ivabradina, report6 que la variante rs11773597

conduce a una nueva isla CpG que puede ser metilada. Esta posicion de metilacion podria ser
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significativa para la funcion de la Ivabradina, que es un farmaco que reduce la frecuencia cardiaca,
actuando mediante la inhibicién selectiva y especifica de la corriente If (Corriente funny) que
controla la despolarizacion diastdlica espontanea en el nodo sinusal y regula la frecuencia cardiaca.
(NUhez et al., 2016).

Estudios han buscado la asociacion del polimorfismo rs11773597 con el riesgo de cancer
colorrectal (Bethke et al., 2007) y con la respuesta al tratamiento de farmacos anticancerigenos

(Dai et al., 2008), no encontrando asociacion en ninguno de los casos.

En nuestra muestra de HTA los individuos portadores del alelo C del CYP3A4*1F son
respondedores al tratamiento con Enalapril lo cual sugiere que no interfiere negativamente en el
metabolismo del mismo. Ademas, al relacionar los dos polimorfismos estudiados (CYP3A4*1B y
CYP3A4*1F), estos individuos son homocigotos A/A para el CYP3A4*1B, lo cual sugiere que
segrega con el alelo A del CYP3A4*1B, y es probable un haplotipo en los respondedores
CYP3A4*1B-alelo A / CYP3A4*1F-alelo C. No hay informacion para poblacion general que

permita relacionar con frecuencia poblacional.

Recordemos que son muchos los genes quienes intervienen en la metabolizacion de un
medicamento y este resultado refuerza que la informacion que resulte del estudio de un solo gen

no es definitiva para categorizar a un individuo en relacion a su capacidad de respuesta.

Al respecto son varios los genes implicados; entre los genes y polimorfismos mas
estudiados en la metabolizacion del Enalapril encontramos también: mutaciones en el gen AGT, el
cual codifica la angiotensina, y ha sido evaluado como uno de los principales genes candidatos en
estudios farmacogenéticos en respuesta a los IECA; el polimorfismo rs699 ubicado dentro de este
gen estéa asociado con mejor respuesta en la PA con el tratamiento del Enalapril (Cooper-DeHoff
y Johnson, 2016). El polimorfismo rs16960228 del gen PRKCA esta asociado a la respuesta de la
PA en pacientes hipertensos de San Pablo, Brasil, en tratamiento con el Enalapril. (Oliveira-Paula,
et al., 2017). También, polimorfismos en los genes BDKRB2 y NOS3 han sido asociados con la
respuesta al Enalapril (Silva et al., 2013). La interaccion entre estos tres genes (PRKCA, BDKRB2
y NOS3) han mostrado que afecta la respuesta a este medicamento (Oliveira-Paula, et al., 2017).
En un estudio en la poblacion Han-China se encontré que la homocigosis AA para el SNP rs5522
del gen NR3C2 muestra una mayor reduccion de la PA diastolica después del tratamiento con
Enalapril (Fontana et al., 2015). El rs699947 (A>C) del gen VEGFA, el genotipo AA esta

91



relacionado con un aumento en la respuesta al Enalapril en individuos de Brasil y el rs5522 (C>T)
del gen NR3C2 esta relacionado con el mismo aumento, pero en la poblacion asiatica (Eadon y
Chapman, 2016).

Por otra parte, con relacion a la familia de enzimas del Citocromo P450, éstas se encargan
del metabolismo de la fase 1 y Il de los farmacos antihipertensivos, lo cual a menudo conduce a la
activacion o desactivacion del efecto de éstos (Eadon y Chapman, 2016). Los farmacos pueden
tener efecto inductor sobre el citocromo provocando el aumento en la actividad de algunas enzimas
0 bien pueden actuar como inhibidores disminuyendo la actividad de enzimas metabolizadoras
(Rodriguez-Arcas et al., 2011). El 70% de las enzimas responsables de la metabolizacion de los
farmacos antihipertensivos prescritos a nivel mundial son las pertenecientes a las familias 3A4,
2D6, 2C9 y 2C19 (Eadon y Chapman, 2016). Estas enzimas han sido analizadas en estudios de
genes candidatos para explorar las interacciones genotipo-medicamento. Los genes que codifican
estas enzimas (CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19 y CYP3A4) presentan distintas variantes alélicas que
se encuentran en diferente proporcidn dependiendo de qué grupos étnicos se trate, un polimorfismo
que condiciona la respuesta al tratamiento antihipertensivo serd mas relevante cuanto mas
frecuente sea el alelo minoritario en la poblacion en la que se hace el estudio, por ejemplo en
Espafia el CYP2D6*1 y *2, CYP2C9*2 y CYP2C19*2 son los mas predominantes (Rodriguez-
Arcas et al., 2011).

Dentro de la metabolizacion de los IECA, la inserciéon/delecion del gen CYP2D6 es
altamente estudiada (Rodriguez-Arcas et al., 2011). Los individuos portadores del genotipo
CYP2C9*1/*30 muestra una reduccion a la PA en pacientes japoneses, y por lo tanto, metabolizan
bien el medicamento (Fontana et al., 2015). El rs2246709 del gen CYP3A4 esté asociado con una

pobre metabolizacion y con aumento de la PA en afroamericanos, (Eadon y Chapman, 2016).

En relacion a la actividad simultanea de los genes de estudio, la I/D Alu del gen ACE vy el

CYP3A4*1B en conjunto con otras variables, sera desarrollada mas adelante en el punto 5.5.
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5.4.- Ancestralidad

Conocer la diversidad genética de las diferentes poblaciones humanas puede constituir un
importante aporte para los estudios de salud. Muchos de los SNPs descritos estan asociados a
enfermedades o diferencias en el metabolismo de drogas, por esa razon, debido a los complejos y
variados procesos de mestizaje, los grupos poblacionales con distintos origenes ancestrales no
deberian ser considerados como iguales, ya sea en términos de riesgos de enfermedades o
respuestas a las drogas. El origen ancestral es una informacion importante que puede cambiar la
probabilidad que un individuo responda de la manera esperada a la terapia que le fue asignada
(Risch et al., 2002).

Diversos estudios han abordado la constitucion genética de la poblacion de Tacuarembo,
con el uso de marcadores clasicos (Sans et al., 1997), de herencia uniparental (Bonilla et al., 2004;
Bertoni et al., 2005) y marcadores autosémicos moleculares (Vega et al., 2019), los cuales han
arrojado resultados interesantes para demostrar y comprender la constitucion genética trihibrida

de la region, formada por la mezcla de los indigenas, europeos y africanos.

El analisis de ADNmt en la muestra de HTA arrojo 62,6% de haplogrupos indigenas,
29,3% de haplogrupos europeos y un 8% de africanos (Tabla 13). Al comparar con los datos
reportados por Bonilla et al. (2004), en ambos grupos el porcentaje de haplogrupos indigenas es
igual (62%), pero varia la frecuencia de haplogrupos africanos: en nuestra muestra disminuyo de
16,7% a 8% mientras que aumentaron los haplogrupos europeos de 21% a 30%. Las frecuencias
de haplogrupos americanos en la muestra de pacientes hipertensos de Tacuarembd se asemejan en
general a lo observado en el componente indigena a nivel nacional, donde también predominan los
haplogrupos B2 y C1. Al comparar la distribucion de mitocondrias entre respondedores y no-
respondedores, se observa una ligera tendencia a un mayor componente indigena en no-

respondedores en relacion a los respondedores (Tabla 13).

Las estimaciones con marcadores de herencia biparental arrojan informacién diferente
sobre la ancestralidad. Para el afio 1997, Sans y colaboradores estimaron que la constitucion
genetica de la poblacion de Tacuarembo era 65% europea, 20% indigena y 15% africana. Vega et
al. (2019), con el uso de marcadores autosémicos (inserciones Alu) estimaron 63% de aporte

europeo, 7% indigena y 30% africano. En nuestro estudio con el uso de AIMs se estimo 78,6% de
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aporte europeo, 13,6% de indigena y 7% de africano para la poblacion general de Tacuarembd
(Tabla 14). Es interesante como cambian las proporciones de los aportes dependiendo de los
marcadores genéticos que se utilicen, si bien también debe tomarse en cuenta que entre el estudio
con marcadores clasicos y los recientes con marcadores moleculares, transcurrié una generacion.
Para los tres estudios el componente europeo es el de mayor aporte a la poblacion de Tacuarembd
(entre 63% y 78,6%). Contrariamente con lo observado en este trabajo y por Sans et al. (1997), en
el estufio de Vega et al. (2019) el porcentaje africano excede al indigena, lo cual podria
relacionarse con el porcentaje de los individuos que se autodefinen como afrodescendientes (9,9%
de acuerdo a datos del INE, 2011).

Entre los pacientes con HTA y la poblacion general se encontraron diferencias en el
componente europeo Yy en el indigena, siendo mayor la proporcién de componente europeo en la
poblacién general (78% vs 73%) y en los HTA es mayor el indigena (22,6% vs 13,6%) (Figura
18).

Se han publicado diversos estudios acerca de la alta prevalencia en la poblacion indigena
americana de enfermedades como la diabetes, obesidad, dislipidemias e hipertensién para las
cuales se ha determinado que estan relacionadas con la ascendecia genética indigena y el cambio
en el estilo de vida (Gracey y King, 2009; Lagos et al., 2010; Acuiia-Alonso, et al., 2010; Foulds
y Warburton, 2014). Desde 1996 la National Heart, Lung and Blood Institute (NHLBI) del
Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos, se ha preocupado por la epidemiologia de la
hipertension en hispanoamericanos y nativos americanos que viven alli. Ese afio realizaron un
primer estudio en mexicanos americanos, puertorriquefios y cubanos americanos, encontrarén una
variablidad considerable en los niveles de presion arterial y en la prevalencia de hipertension
dentro de estos grupos y sugieren gque se debe sustacialmente al componente ambiental (Havas et
al., 1996). Foulds y Warburton (2014) estudiaron 833.030 adultos indigenas de Norteamérica, y
encontraron una prevalencia de hipertension de 23,4%, sin encontrar diferencias entre hombres y
mujeres. Los autores mencionados compararon con la poblacion general y otros grupos étnicos y
encontraron diferencias significativas en la prevalencia de la hipertension, siendo en los indigenas
norteamericanos menor. En el 2017 un estudio que contaba con la participacion de 4.060.585
adultos de EEUU, report6 una prevalencia de hipertension en el grupo de hispanoamericanos de

27,7% y concluyen que todas la minorias raciales/etnicas excepto los hispanos tienen un alto riesgo
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en el diagnostico de la hipertension (Rohm Young et al., 2017). Sofer et al. (2017), en poblaciones
hispanoamericanas de EEUU, encontraron regiones asociadas con la ascendencia indigena para
rasgos de la presion arterial, y concluyen que es una primera aproximacion en este tema y falta
estudiar muchas méas poblaciones indigenas y mestizas latinoamericana para llegar a una
conclusion definitiva. En nuestro estudio los pacientes con HTA mostraron mayor aporte indigena,
lo cual puede sugerir una relacion entre la ancestralidad indigena y la hipertension en la poblacién
de Tacuarembd, sin embargo, hay que tomar en cuenta que es una enfermedad multifactorial y
poligénica. No se observaron diferencias en relacién a la ancestralidad entre respondedores y no-

respondedores.

5.5.- Ancestralidad, polimorfismos estudiados y otras variables

En nuestro estudio no se encontraron asociaciones significativas entre la ancestralidad y
los polimorfismos I/D del gen Alu ACE y el CYP3A4*1B. Sin embargo, al analizar en conjunto

todas las variables consideradas para este estudio algunas tendencias pudieron ser identificadas.

De acuerdo a las estimaciones realizadas con marcadores biparentales AIMs, se observa
gue tanto en los pacientes como en la poblacion general predomina el aporte europeo. Sin embargo,
la poblacion general, tiene mayor componente europeo que los pacientes con HTA, y se comporta
de manera similar a las poblaciones de ese origen con respecto a la I/D del gen Alu ACE, con
mayor frecuencia del alelo D (67,4%). Por otra parte, los pacientes con HTA aunque tienen
predominio del aporte europeo, presentan mayor componente indigena y mayor frecuencia del
alelo 1 (43,1%) en relacion a la muestra de la poblacidn general de Tacuarembo (Figura 20); este
alelo presenta las mayores frecuencias e incluso llega a estar fijado en algunas poblaciones
indigenas americanas. Cuando se clasifican los pacientes entre hipertensos respondedores y no-
respondedores encontramos una tendencia de mayor aporte indigena y mayor frecuencia del alelo
I en los no-respondedores (43%), lo cual sugiere que este alelo se asocia al componente indigena
(Figura 21).

Con respecto al polimorfismo CYP3A4*1B, las mayores frecuencias del alelo G han sido

descritas en poblaciones africanas (Tabla 9). Cuando se comparan los grupos en funcién de su

95



respuesta al Enalapril en los hipertensos no-respondedores se observa una tendencia de mayor
aporte no africano y el alelo A (87,8%), mientras que un mayor aporte africano se puede relacionar
con la presencia del alelo G (10%) (Figura 22). Hay que tomar en cuenta que el aporte africano en
esta muestra es bajo (8%). La entrada de esta variante a la poblacion de Tacuarembé debe estar
ligada a la llegada de africanos o de esclavos africanos que vinieron de Brasil o de migracion
reciente de individuos con mayor aporte africano puesto que las mayores frecuencias de este alelo

se encuentran en las poblaciones de ese continente.

Para aproximarnos a una vision lo mas completa posible a la respuesta al Enalapril, se
consideraron todas las variables tomadas en este trabajo para analizarlas conjuntamente, ya que la
respuesta farmacoldgica es una condicion multifactorial; sin embargo, nos encontramos con
muchas dificultades para trabajarlas en conjunto, por el tipo de datos que se maneja (cuantitativos
y cualitativos) y las exigencias en los analisis estadisticos. De manera que se trabajaron
conjuntamente los cualitativos considerando las variables sexo, IMC, genotipos del Alu-ACE,
genotipos del CYP3A4*1B y ADNmt, a través de andlisis exploratorios como el ACM y luego un
andlisis de similitud entre grupos (ANOSIM). En las Figuras 24 y 26 se aprecia que en la
comparacion del grupo de hipertensos respondedores y no-respondedores, se destaca los no-
respondedores por ser un grupo mas homogeéneo y asociarse con genotipo I/1 del Alu-ACE, sexo
femenino y aporte indigena. En los respondedores la asociacion se observa principalmente con el
sexo masculino y aporte no indigena, variables que a pesar de no estar significativamente asociadas
cuando se les analizé de manera independiente, al considerarse conjuntamente muestran cierta

tendencia a estar relacionadas.

El estudio de las diferencias de género en la asociacion de polimorfismos a ciertas
enfermedades y respuesta a medicamentos podria proporcionar un mayor conocimiento en relacion
a la interaccién gen-ambiente y gen-hormonas en hombres y mujeres (Jiménez, 2012). En este
trabajo se observd mayor tendencia en las mujeres a no responder al tratamiento con Enalapril, a

diferencia de los hombres.

En el presente trabajo, se analizo la asociacion de los polimorfismos I/D Alu-ACE y
CYP3A4*1B que influyen en la respuesta terapeutica del Enalapril con ancestralidad y otras
variables asociadas a la hipertension. Los resultados obtenidos son alentadores en relacion a la

posibilidad de tener marcadores de riesgo para no metabolizar eficazmente un medicamento de
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alto consumo en la terapia antihipertensiva. EI conocimiento de esto permitira proponer a futuro
medidas preventivas y terapéuticas que favorezcan a los individuos mas susceptibles de la
poblacion. Es recomendable entonces corroborar estos resultados aumentando el tamafio de la
muestra y/o realizando estudios similares en diferentes regiones del pais.

Vale la pena resaltar que este estudio representa un aporte al conocimiento de la estructura
genética del departamento de Tacuarembd y es el primer intento en tratar de buscar asociacion
entre dos de los polimorfismos relacionados a la respuesta de un medicamento antihipertensivo
ampliamente utilizado como es el Enalapril, con la ancestralidad, asi como con otras variables
asociadas a la hipertension. Este estudio es relevante, en vista de que esta patologia tiene una alta
prevalencia en el pais, y los medicamentos antihipertensivos son los més consumidos al igual que
en resto del mundo. Por ello se justifican todos los esfuerzos destinados a realizar investigaciones
orientadas al andlisis de genes con relevancia farmacogenética. Los inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina (IECA) estan entre los medicamentos méas usados a nivel mundial
para el tratamiento antihipertensivo, en especial el Enalapril, cuyo mecanismo de accién implica
la reduccién de la formacién de angiotensina Il (Luizon et al., 2018). Es necesario estudiar otros

genes gque también estén asociados al metabolismo del Enalapril.

El desarrollo y la continuidad del estudio de las enzimas metabolizadoras de medicamentos
son de gran importancia para los sistemas de salud y la elaboracion de programas de Salud Pdblica
en Uruguay y a nivel mundial, ya que mejoraria la calidad de vida de los individuos. Lo ideal o el
plan a futuro, es generar una base de datos poblacionales necesarios para definir estudios
farmacoldgicos y de farmacovigilancia, relacionados a ensayos clinicos de algunos medicamentos
y las respuestas terapéuticas segun los genotipos de los pacientes pertenecientes a poblaciones con
caracteristicas especificas.
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Conclusion

Los pacientes con hipertension arterial esencial analizados en este estudio se caracterizan
por: presentar mayor proporcién de mujeres que de hombres, la mayoria se ubica en un
rango etario de 45-64 afios, hay predominio de individuos con sobrepeso/obesidad y casi

todos con un indice de cintura/talla de alto riesgo.

A diferencia de lo reportado, hay predominio de pacientes hipertensas del sexo femenino
(73,5%) sobre hombres (26,5%), resultado que puede ser explicado por factores asociados

a la toma de las muestras. Futuros estudios deben profundizar al respecto.

La mayor proporcion de pacientes en el rango etario de 45-64 afios, corrobora los reportes
de que la hipertension es una enfermedad asociada con la edad, que por lo general se

manifiesta después de los 45 afios.

El 85% de los pacientes estudiados entran en la categoria de sobrepeso y obesidad, mientras
que el 96% tiene un IC/T de alto riesgo. Este resultado concuerda con la asociacién

planteada en la literatura entre hipertension y estos parametros antropométricos.

En relacion a la asociacion de las variables bioldgicas descritas con la capacidad de
respuesta al Enalapril, solo el sexo mostr6 diferencia entre respondedores y no-
respondedores; los hombres (96,3%) tuvieron significativamente mayor capacidad de
respuesta que las mujeres (81,33%). Factores hormonales asociados al sexo femenino

pueden ayudar a explicar este resultado.

Se encontraron diferencias significativas en las frecuencias alélicas del polimorfismo 1/D
del gen Alu-ACE entre el grupo de pacientes con HTA y la poblacién general. Es mayor la
frecuencia del alelo I en los pacientes con HTA. El grupo de hipertensos se asemeja mas a
poblaciones con alto aporte indigena, mientras que la poblacion general de asemeja més a

poblaciones europeas.
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7.

10.

11.

No hay diferencias en las frecuencias alélicas entre respondedores y no-respondedores, para
el gen ACE, sin embargo, se observa una ligera mayor tendencia de individuos homocigotos
I/1 (metabolizadores pobres) en los no-respondedores. Se sugiere que este polimorfismo, en
esta muestra, estd méas asociado con el padecimiento de la enfermedad que con la

metabolizacion del Enalapril.

El 20% de los individuos hipertensos no respondedores son metabolizadores pobres para el
polimorfismo 1/D ACE, mientras que en la poblacion general esa proporcion es de 18%.
Desde el punto de vista de salud pablica, estos valores son importantes ya que tedricamente
se espera que entre el 18% y el 20% de los pacientes no respondan al Enalapril a causa de

este gen, como se observé en este estudio.

La poblacion de hipertensos presenta frecuencias alélicas de la variante G del polimorfismo
CYP3A4*1B similar a otras poblaciones latinoamericanas. No hay diferencias en la
frecuencia alélica ni genotipicas entre respondedores y no-respondedores. El Unico
individuo metabolizador pobre (homocigoto G/G) para este polimorfismo resultd ser
respondedor, lo que sugiere que nuestra muestra no se comporta a lo tedricamente

esperado.

Se encontrd otra variante en la region promotora del CYP3A4, el polimorfismo CYP3A4*1F,
cuyas frecuencias alélicas son similares a las reportadas en poblaciones latinoamericanas.
Esta variante se presento solo en el grupo de respondedores lo cual sugiere que no interfiere
negativamente en la metabolizacion del Enalapril. Al relacionar los dos polimorfismos, se
sugiere un posible haplotipo CYP3A4*1B-alelo A / CYP3A4*1F-alelo C en los
respondedores. Es interesante su estudio en la poblacion general y mejorar su analisis en la

capacidad de respuesta.
En el grupo de pacientes con HTA y en la poblacion general de Tacuarembo, hay un

predominio por ADNmt de aporte indigena; sin embargo, en los hipertensos hay

significativamente mayor aporte mitocondrial europeo que en la poblacion general.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

La estimacion de ancestralidad con el uso de los AIMs mostré que el aporte europeo es
mayor tanto en el grupo de pacientes con HTA como en la poblacion general, pero el aporte
indigena es significativamente mayor en los hipertensos. En ambos grupos el aporte africano

es bajo.

En relacion a la ancestralidad y la capacidad de respuesta al Enalapril, se observo ligera
tendencia de mayor aporte indigena mitocondrial en los no-respondedores en relacion a los
respondedores. Mientras que para los AIMs no se encontraron diferencias entre ambos

grupos.

La presencia de la insercion del polimorfismo I/D Alu-ACE estd mas asociado con el
componente indigena estimado a partir de AIMs. Esta tendencia se observa mucho més clara

en el grupo de no-respondedores.

Entre respondedores y no respondedores es clara la asociacion del alelo G del polimorfismo
CYP3A4*1B y el aporte africano en no-respondedores. La mayor proporcion del alelo A
estd relacionado al aporte indigena y puede ser explicado a su elevada frecuencia en

indigenas americanos, ya que este alelo esta fijado en poblaciones asiéticas.

Al analizar en conjunto todas las variables consideradas para este estudio y su relacion a la
capacidad de respuesta al Enalapril, se pudo identificar que los no-respondedores son un
grupo menos heterogéneo que los respondedores, con asociacion entre el sexo femenino, el
genotipo I/l del Alu-ACE, el genotipo A/A del CYP3A4*1B y aporte indigena. Estas
variables merecen estudios a mayor escala y profundidad, ya que podrian ser de importancia
como sefales de alerta ante la probabilidad de no responder al tratamiento hipertensivo

comuUnmente indicado.

Estos resultados reafirman la importancia de considerar la ancestralidad para explicar la
prevalencia de ciertas enfermedades y la capacidad poblacional en la metabolizacion de
farmacos, en poblaciones latinoamericanas con historias complejas de mestizaje como es el

caso de Uruguay.
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18. Este estudio representa un aporte al conocimiento de la estructura genética del departamento
de Tacuarembd y es el primer intento en tratar de buscar asociacion entre los polimorfismos
asociados con la metabolizacion al medicamento antihipertensivo Enalapril y ancestralidad.
Esto es de suma importancia, ya que este medicamento es de los mas consumidos debido a
que la hipertension representa una de las enfermedades con mayor prevalencia en Uruguay.
Por lo planteado, se justifican todos los esfuerzos destinados a realizar investigaciones de

este tipo.
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Anexo 1

PDU Diversidad Genética Humana, CUT-UdelaR.

No: No. Laboratorio:

DATOS PERSONALES DEL ENCUESTADO:

Nombre:

Apellido Paterno:

Apellido Materno:

Sexo:M____F_
ClI: /
Direccion: Ciudad:
Teléfono:
Edad Cumplida._ FechaNac.dd__ / /afio
Lugar Nac. Rural: _ Urbano:_
Localidad:
Dpto:
Escolaridad (terminada): Primaria:___ . Secundaria: . Terciaria:
No. Hermanos (Incluido el encuestado): M: F:
No. Hijos: M: F: . Gemelos: MZ: Dz: .Abortos: Si:_
No:  Espontaneos: . Inducidos:

Antecedentes Personales:

HPT: . Antecedentesde HPT: Maternos:__ o Paternos:

Eclampsia: . Antecedentes de Eclampsia: Maternos: o Paternos:
Diabetes: . Antecedentes Diabetes: Maternos:____ o Paternos:
Obesidad: . Antecedentes de Obesidad: Maternos ;o Paternos:

Cancer: . Donde: . Antecedentes de Cancer: Maternos:
Paternos: .

FUMA: si no . FUMO: si no:

Grupo Sanguineo: ABO:__ Rh:

son Familiares: si no. Grado:

Su Padre y su Madre
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MUESTRA: Sangre: . Saliva:___. Frotis Bucal: Pelo:

MADRE DEL ENCUESTADO:
RECONOCE ANCESTRIA: Africana: si___no . Indigena: si

no

Nombre:

Apellido Paterno:

Apellido Materno:

Lugar Nac. Rural: Urbano:

Localidad: Dpto:

Viva: Fallecida: . Edad: . Causa:

. No

sabe:

PADRE DEL ENCUESTADO:
RECONOCE ANCESTRIA: Africana: si no Indigena: si

no

Nombre:

Apellido Paterno:

Apellido Materno:

Lugar Nac. Rural: Urbano:

Localidad: Dpto:

Vivo:

Fallecido: . Edad: Causa:

No sabe:

ABUELOS MATERNOS:

Abuela Materna:

RECONOCE ANCESTRIA: Africana: si no Indigena: si

no

Nombre:

Apellido Paterno:

Apellido Materno:
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Lugar Nac. Rural: Urbano:

Localidad:

Dpto:

VIVA: _ FALLECIDA:___ . Causa:

No sabe:

Su abuelo y su abuela son Familiares: No: . Si: . Grado.

Abuelo Materno:

RECONOCE ANCESTRIA: Africana: si no Indigena: si no

Nombre:

Apellido Paterno:

Apellido Materno:

Lugar Nac. Rural: Urbano:

Ciudad o Localidad:

Dpto:

Vivo:  Fallecido: . Causa:

EDAD: No sabe:

Su abuelo y su abuela son Familiares: No: . Si: . Grado.

ABUELOS PATERNOS:

Abuela Paterna:

RECONOCE ANCESTRIA: Africana: si___no Indigena: si no

Nombre:

Apellido Paterno:

Apellido Materno:

Lugar Nac. Rural: Urbano:

Ciudad o Localidad:

Dpto:
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VIVA: FALLECIDA: . Causa:
Edad No sabe:

Abuelo Paterno:

RECONOCE ANCESTRIA: Africana: si no Indigena: si no

Nombre:

Apellido Paterno:

Apellido Materno:

Lugar Nac. Rural: Urbano:

Localidad:

Dpto:

Vivo: Fallecido: . Causa:

No sabe:

Su abuelo y su abuela paternos son Familiares: No: . Si:
Grado.

EN EL ULTIMO ANO:

1)

2)

¢, Qué tan seguido tomo leche como bebida: Nunca: . Pasar a la pregunta
2.

Diaria: Semanal: .Raramente_ . 2-3vecesal mes: . 3-4vecesa
la semana

Si NO tomo leche esto se debid a manifestaciones del estomago:
Si no

Sies NO pasar a la pregunta 3. En caso de ser Sl indicar cuales:

Dolor abdominal . 2) Gases: . 3) Flatos: . 4) Diarrea:
5) Nauseas y/o vomitos: . 6) Constipacion: . 7) Otros
(aclarar):
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3) Qué tan frecuente comio queso? (untables y fetas). Postres lacteos (pudding) o bebid

yogurt (Otras bebidas lacteas fermentadas)?

OBSERVACIONES ( & Enfermedades Hermanos):
Hermano Sexo

Diaria:

Semanal:
Mas de una vez al dia:

. Raramente:

Enfermedades

. 2-3 veces al mes: )

MSD

Color Melanina PIEL

E. M. MODE

NUmero:

RGB

MSI

E. M. MODE

Fecha:

/ /

Nombre Encuestador:

2016/2
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Anexo 2
Proyecto de hipertension y farmacogenética en la poblacion de Tacuarembd.

Cadigo:
Peso: Talla: IMC:
Circunferencia cintura: Presion Arterial:
Colesterol total: HDL: LDL: VLDL:
Triglicéridos: Creatinina: Urea: Glicemia:
Diagnostico:

Tratamiento (medicamento, dosis):

Tiempo en tratamiento:

Ha cambiado de tratamiento: Si_ No___ Porque:

Anterior tratamiento:

Sufredeestrés:Si_ No__

Laboral Familiar Econdmico Depresion Otros:

Otras enfermedades:

Renales: Si_ No

Antecedentes maternos:

Antecedentes paternos:
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Anexo 3

Protocolo de extraccion de ADN con el kit de Vivo Science

A partir de 200ul de muestra de sangre.

1.

Pipetear en un microtubo de 1,5ml, 20ul de proteinasa K. Luego agregar 200ul de sangre, por
ultimo, agregar 200ul de solucién A.

Agitar en vortex por 10 segundos e incubar durante 10 minutos a 55°C.

Adicionar 200ul de etanol (96-100%), agitar en vortex por 10 segundos y centrifugar
brevemente, evitando la formacion de gotas en la pared del tubo.

Cargar todo el volumen de muestra en la columna de purificacion, centrifugar a 8000 xg por
minuto. Descartar el filtrado con su tubo recolector, colocar la columna en un nuevo tubo
recolector (provisto).

Adicionar 500ul de solucion By centrifugar a 8000 xg durante 1 min. Descartar el filtrado con
su tubo recolector, colocar la columna en un nuevo tubo recolector (provisto por el kit).
Adicionar 500ul de solucion C y centrifugar a 12000 xg durante 1 min. Descartar el tubo
recolector con el filtrado.

Colocar la columna en un nuevo microtubo de 1,5ml y centrifugar a 12000 xg durante 1 minuto
para eliminar todo resto de solucion C.

Colocar la columna en un nuevo microtubo de 1,5ml y adicionar 100ul de solucion D.

centrifugar a 8000 xg por 1 minuto.
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Anexo 4

Protocolo de extraccion de ADN de Saliva.

Protocolo: a partir de 500ul de saliva.

1. Centrifugar 500ul de saliva a 8000rpm durante 10 minutos.

2. Descartar sobrenadante.

3. Lavar el pellet con 1ml de STE (NaCl 100mM(0,1M), Tris HCL pH 8.0 10mM, EDTA
1mM). Mezclar con vortex, centrifugar por 5 minutos y descartar el sobrenadante.

4. Agregar 500ul de solucion de lisis celular (Tris HCL pH 8.0 50 mM, EDTA pH 80 100
mM, SDS 0.5%) para globulos blancos + 15ul de Proteinasa K y resuspender el pellet (con
pipeta).

5. Dejar en bafio caliente overnight a 55°C.

6. Agregar 300ul de solucion de precipitacion de proteinas (Acetato de Amonio 7.5 M) y
agitar en vortex por 20 segundos.

7. Precipitar proteinas centrifugando a méxima velocidad por 10 minutos. Se observa un
pellet en el fondo que son las proteinas.

8. Transferir el sobrenadante a un vial con 700ul de isopropanol a -20°C vy agitar por
inversion. Se observa el ADN precipitado.

9. Centrifugar por 1 minuto a méxima velocidad y descartar el sobrenadante.

10. Lavar el pellet con 500ul de etanol 70% a 4°C (agregar el etanol, vortexear). Centrifugar
por 1 minuto a maxima velocidad y descartar el sobrenadante.

11. Secar el pellet por inversion sobre un papel de filtro por 1 hora. Se puede acelerar el proceso

en bafio seco caliente con el vial destapado para evaporar el etanol (entre 37 y 50°C).

Suspender el pellet en 50ul de agua destilada o buffer TE 1x (Tris pH 8.0 10 mM, EDTA pH 8.0
1 mM). Dejarlo overnight a 37°C.
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Anexo 5

Panel de 79 AIMs

SNP rsID chr  posicion Al A2 NAM_AF EUR_AF AFR_AF  Pob. I(‘FSS%L Elq\';l\lll
rs6684063 1 30471927 T G 0.183 0.841 0.218 EUR  0.411 0.096
rs12021830 1 119363905 T C  0.107 0.838 0.995 NAM  0.626 0.174
rs10779334 1 217173027 G A 0.008 0.097 0.837 AFR 0.606 1.000
rs6711746 2 29292053 T C 0.102 0.809 0.874 NAM  0.546 0.037
rs10175357 2 35015176 C T 0.038 0.059 0.820 AFR 0.605 0.046
rs305163 2 36163166 G A 0.172 0.712 0.063 EUR  0.356 0.062
rs7594727 2 96853597 A C 0.008 0.136 0.869 AFR 0.615 0.361
rs1567803 2 100709450 T C 0.019 0.642 0.029 EUR  0.429 0.690
rs1196705 2 149927468 G A 0.015 0.638 0.117 EUR  0.344 1.000
rs298259 2 157033071 C T 0.160 0.761 0.131 EUR  0.381 1.000
rs1809119 2 174234175 C A 0.046 0.207 0.917 AFR 0.608 1.000
rs6710083 2 192480837 T G 0.004 0.078 0.840 AFR 0.633 1.000
rs16851773 2 214897054 G A 0.126 0.647 0.024 EUR  0.342 1.000
rs6768750 3 7215675 G A 0073 0.695 0.976 NAM  0.542 0.063
rs6803290 3 59667208 C T  0.023 0.636 0.010 EUR 0.435 0.092
rs862500 3 64247689 A T 0.134 0.821 0.117 EUR  0.485 0.816
rs13097560 3 85212019 A G 0.046 0.658 0.068 EUR  0.392 0.821
rs7630522 3 108635778 C T  0.058 0.787 0.262 EUR 0.372 1.000
rs2937673 3 118715077 G A 0.019 0.553 0.044 EUR  0.327 1.000
rs7665516 4 11243690 G A 0.023 0.637 0.888 NAM  0.546 0.062
rs10026397 4 41260644 A G 0.046 0.194 0.932 AFR 0.643 0.105
rs924780 4 148905447 A C 0.115 0.190 0.942 AFR 0.625 0.335
rs7664076 4 172625303 A G 0.344 0.803 0.034 EUR 0.334 0.468
rs353373 5 40261722 G A 0.191 0.863 1.000 NAM  0.530 0.005
rs349323 5 100804840 T A 0.031 0.629 0.015 EUR  0.417 0.039
rs6866970 5 100978603 G A 0.015 0.060 0.858 AFR 0.674 0.055
rs17157450 5 104384818 C T 0.145 0.864 0.903 NAM 0.544 0.061
rs11960137 5 155270659 C G 0.122 0.875 0.942 NAM 0.614 0.109
rs1107154 5 165319891 T C 0.061 0.390 0.985 AFR 0.557 0.768
rs11743823 5 168097322 C T 0.103 0.814 0.947 NAM  0.590 1.000
rs10946113 6 158504679 C A 0.151 0.896 0.971 NAM  0.607 0.277
rs12701745 7 4558764 G A 0012 0.526 0.024 EUR  0.325 0.001
rs7808899 7 14779699 T G 0.298 0.830 0.146 EUR  0.362 0.100
rs2384982 7 103493636 C T  0.187 0.938 0.398 EUR 0.424 0.430
rs17150066 8 9347921 G A 0.088 0.858 0.985 NAM 0.674 0.018
rs2736340 8 11381382 C T  0.089 0.792 0.879 NAM  0.556 0.518
rs956969 8 62227592 T C 0.034 0.623 0.049 EUR 0.381 0.617
rs16880715 8 111524781 T G 0.019 0.091 0.859 AFR 0.641 0.777
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rs13280988
rs2450219
rs12380601
rs10751867
rs2795918
rs9422913
rs874189
rs7927234
rs1396883
rs11034734
rs7124676
rs1790740
rs878874
rs485645
rs7103088
rs7961436
rs7958163
rs2585897
rs9576996
rs9533623
rs314580
rs1244379
rs2251244
rs10145908
rs6573746
rs7164838
rs8041147
rs2304580
rs1453858
rs4402506
rs7173885
rs4787040
rs9923547
rs7211426
rs4812381
rs6101991
rs4812831
rs2836181
rs2187239
rs132663

112439692
119372638
73838451
2339064
55847021
127335597
15838275
27392932
34714023
38427247
64069867
66886698
94228113
125938189
129514516
10134132
112759625
20296979
39813272
43278753
88709705
33750102
61093017
62823082
66576406
32754866
35085650
38816959
46091402
91931362
93608135
7500981
12685472
51009547
37420974
38515722
42451674
38477680
42293624
34892970

>>--T00>»2>2>-T00-"A440>2000>20000>»2>22>A2>20>0>»0--4>»-H>

400> 2>T2000>044A2>2002>20-A2>2-0060>P2200000-00606 100000

0.031
0.057
0.031
0.351
0.046
0.771
0.023
0.012
0.023
0.019
0.008
0.225
0.107
0.046
0.019
0.057
0.034
0.076
0.223
0.050
0.366
0.088
0.717
0.011
0.512
0.080
0.092
0.136
0.206
0.050
0.008
0.080
0.011
0.092
0.046
0.038
0.168
0.016
0.023
0.027

0.581
0.641
0.583
0.916
0.692
0.118
0.689
0.110
0.559
0.512
0.521
0.929
0.843
0.641
0.111
0.640
0.702
0.857
0.953
0.552
0.953
0.635
0.181
0.086
0.056
0.702
0.902
0.842
0.911
0.588
0.249
0.714
0.258
0.212
0.694
0.104
0.904
0.049
0.684
0.684

0.058
0.058
0.029
0.175
0.850
0.718
0.107
0.852
0.029
0.010
0.029
0.170
0.985
0.966
0.917
0.084
0.172
0.884
0.971
0.010
0.403
0.063
0.985
0.830
0.743
0.976
0.223
0.927
0.228
0.015
0.917
0.039
0.942
0.951
0.845
0.853
0.961
0.801
0.819
0.893

EUR
EUR
EUR
EUR
NAM
EUR
EUR
AFR
EUR
EUR
EUR
EUR
NAM
NAM
AFR
EUR
EUR
NAM
NAM
EUR
EUR
EUR
EUR
AFR
EUR
NAM
EUR
NAM
EUR
EUR
AFR
EUR
AFR
AFR
NAM
AFR
NAM
AFR
NAM
NAM

0.333
0.374
0.360
0.429
0.533
0.399
0.405
0.614
0.343
0.318
0.318
0.542
0.628
0.536
0.713
0.353
0.357
0.631
0.564
0.325
0.365
0.341
0.407
0.608
0.344
0.536
0.546
0.555
0.489
0.357
0.581
0.448
0.612
0.637
0.532
0.608
0.586
0.604
0.550
0.581

1.000
1.000
0.000
1.000
0.025
0.075
1.000
0.046
0.257
0.315
0.465
0.490
0.581
1.000
1.000
1.000
0.105
0.813
0.037
0.215
0.472
1.000
0.035
0.335
1.000
1.000
0.072
0.093
0.152
0.201
0.778
0.819
0.234
1.000
0.366
0.690
0.722
1.000
0.057
0.639

Modificado de Galanter et al. (2012).
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Anexo 6

Distancias genéticas Fst estadisticamente significativas con las poblaciones de HTA
y poblacién general de Tacuarembo.

Poblaciones Fst Poblaciones Fst
HTA 0,06923 PobGen_Tcmbo 0,06923
Francia 0,01900 Sotho-Tswana  0,03306

Hispano-

Americanos 0,07322 Yoruba 0,05253
Pima-México  0,008039 Nigeria 0,09158
Maya 0,26579 Vascos 0,04007
Pob_Gen Ache 0,71292 Canarias 0,05473
Tcmbo Guarani 0,39570 Galicia 0,05232
Guihiba 0,41751 Pacientes Italia 0,05870
Caingang 0,08463 con HTA Cerdefia 0,11450
Karitiana 0,58551 Maya 0,07042
Quechua 0,28227 Ache 0,55693
Xavante 0,21839 Guarani 0,17721
Yanomami 0,28852 Guihiba 0,19805
Karitiana 0,38670
Quechua 0,08371
Yanomami 0,08439
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Anexo 7

Distancias Fst significativas entre los HTA y otras
poblaciones con el CYP3A4*1B

Poblaciones Fst
Iran_F 0,06923
Dai China 0,03306
Han China 0,05253
Esan Nigeria 0,09158
Pacientes | Gambia 0,04007
con HTA Sierra Leona 0,05473
Yoruba 0,05232
HTA_Embarazadas Espafia 0,05870
Ibéricos_Espafia 0,11450
Toscana_ltalia 0,07042
Lima-Perd 0,55693
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Anexo 8

Distribucion de los genotipos CYP3A4*1B por sexo en el grupo de HTA

Femenino Masculino Diferencia Diferencia
(N=75) P (N=27) P freq alelo Genotipo

AJA 55 (0,733) 23 (0,851)

o7 127061, 1gl,

CYP3A4*1B A/G 20(0,266) p=0,182 3(0,111) p=0, 020433

p=0,069
GIG 0 1(0,037)

Distribucion de genotipos I/D Alu-ACE por sexo en Hipertensos-

RESPONDEDORES
Sexo  Genotipo ACE N HWE p
D/D 18 (0,295)
¥2= 0,005,
F D/I 30 (0,49) 191, p=0,03
I/ 13 (0,213)
p=0,49
D/D 10 (0,384)
v2=0,15,
M D/I 13 (0,5) 191, p=0.69
I/ 3(0,115)
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Anexo 9

AMOVA de la Insercién Alu ACE entre las poblaciones de estudio y otras a nivel
mundial

Componente de varianza ~ Porcentaje de varianza  Indices de fijacion  p<0,05

Intergrupal 11,79 FCT 0,1179 0,000
Interpoblacional 5,10 FSC 0,057 0,000
Intrapoblacional 83,11 FST 0,1689 0,000

AMOVA del CYP3A4*1B entre el grupo de HTA y otras a nivel mundial

Componente de varianza  Porcentaje de varianza  Indices de fijacion  p<0,05

Intergrupal 65,41 FCT 0,6541 0,000
Interpoblacional 1,20 FSC 0,034 0,000
Intrapoblacional 33,38 FST 0,6661 0,000
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