Colombia Médica

Original Article

Colombia Médica
http://colombiamedica.univalle.edu.co

Colombia Médica

Facultad de Salud.
Universidad del Valle

Analysis of population genetic structure from Bucaramanga (Colom-
bia) based on gene polymorphisms associated with regulation of blood

pressure

Francisco Javier Le6n*®, Fernando Rondén®, Clara Inés Vargas®, Myriam Ordstegui*, Leonelo Bautista®, Norma Cecilia Serranof,

Maria c. Pdezf, Adriana Castillo*.

#Escuela de Medicina, Universidad Industrial de Santander

YEscuela de Biologfa, Universidad Industrial de Santander

“Laboratorio de Genética, Universidad Industrial de Santander

dObservatorio Epidemiolégico de Enfermedades Cardiovasculares, Universidad Industrial de Santander

Escuela de Medicina y Salud Publica,Universidad de Wisconsin,

fCentro de Investigaciones Biomédicas, Universidad Auténoma de Bucaramanga,

Article info

Article history:

Received 8 July 2011

Received in revised form 25 november 2011
Accepted 16 January 2012

Available online 25 june 2012

Key Words:

High blood pressure essence, Complex disea-
se, GRK4, eNOS, Polymorphisms, Popula-
tions genetics.

INTRODUCCION

ABSTRACT

Introduction: In spite nearly 40% of the variability in blood pressure can be explained by genetic factors, the identifica-
tion of genes associated to essential high blood pressure is difficult in populations where individuals have different ge-
netic precedents; in these circumstances it is necessary to determinate whether the population is sub-structured because
this can bias studies associated with this disease.

Objectives: To determine the genetic structure of the population in Bucaramanga from genetic polymorphisms asso-
ciated with the regulation of blood pressure: 448G>T, 679C>T y 1711C>T from the gene kinase 4 of the dopaminergic
receptor linked to the protein G and Glu298Asp, -786T>C and the VNTR of the intron 4 of the gene of endothelial nitric
oxide.

Methodology: A sample of 552 unrelated individuals was studied through analysis of Restriction fragment length po-
lymorphism. The allelic, haplotypic and genotypic frequencies were calculated, the Hardy-Weinberg equilibrium was
determined and a molecular analysis of variance was performed to determine the genetic structure.

Results: 38 Haplotypes were identified, with GCCTG4b as the most frequent (21.2%). The most diverse polymorphism
was 448G>T with a frequency of 49.9% for heterozygous. The six polymorphisms were found in genetic equilibrium and
genetic structure of populations was not evidenced (F,, = 0,0038).

Conclusion: The population studied does not present a genetic sub-structure and the polymorphisms analyzed were
found in genetic equilibrium, this indicates that the population mixes randomly and there are no sub-groups capable of
affecting the results of the association studies.

puede ser identificado en cerca del 90% de los casos, las variantes
genéticas individuales (alelos) o las combinaciones de alelos (ha-

Los niveles de presion arterial tienden a agregarse en familias,
debido en parte a predisposicién genética compartida, de hecho
cerca de 40% de la variabilidad en presion arterial es explicado
por factores genéticos y el riesgo de desarrollarla después de los
50 afios, se duplica por cada familiar de primer grado con histo-
ria de hipertension'. La presion arterial es regulada por multiples
mecanismos que involucran varios genes no-alélicos con efectos
aditivos pequefios. Aunque el mecanismo especifico alterado no
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plotipos) involucrados en la regulacién de la presion arterial son
los factores genéticos con mayores probabilidades de incrementar
el riesgo de desarrollar hipertension.

Las variantes o polimorfismos genéticos asociadas a la regulacion
de la excrecion urinaria de sodio y a la regulacién del tono va-
somotor son factores de riesgo potenciales para el desarrollo de
hipertensién. Entre los primeros se encuentran los polimorfismos
448G>T o R65L o rs2960306, el 679C>T o A142V o rs1024323
y el 1711C>T o A486V o rs1801058 del gen GRK4 que codifica
la quinasa 4 de los receptores acoplados a la proteina G, especi-
ficamente los receptores D1 y D2 de la dopamina, que median el
efecto natriurético de esta catecolamina a nivel del tubulo contor-
neado proximal de la nefrona®. Entre los segundos se destacan los
polimorfismos 894G>T o Glu298Asp 0 rs1799983,el -786T>C o



rs2070744 y el Intrén 4 del gen eNOS que codifica la sintasa de 6xi-
do nitrico endotelial®; el 6xido nitrico (ON) induce vasodilatacion
y reduccién de la presion arterial por medio de la inhibicién de la
contraccién y crecimiento del musculo liso de la pared arterial. La
relacion de estos polimorfismos con el riesgo de desarrollar hiper-
tension es todavia incierta’.

Uno de los obstaculos en la identificacién de variantes genéticas
asociadas a la hipertension es la comparacion de casos y controles
que provienen de poblaciones con diferentes antecedentes genéti-
cos. Este problema se conoce como estructura genética y genera
un sesgo de seleccion, debido a que casos y controles tienen una
distribucién diferente de los alelos de los polimorfismos asociados
a la enfermedad de interés®®. En consecuencia, distintos métodos
han sido propuestos para identificar y controlar la estructura po-
blacional en estudios de asociacién genética®

Teniendo en cuenta que en el contexto nacional y local son mi-
nimos los estudios que involucren los citados polimorfismos, asi
como la deficiencia de investigaciones encaminadas a analizar su
participacién en la estructura genética en nuestra poblacion, se
disefi6 un estudio genético poblacional en Bucaramanga, a par-
tir de la genotipificacién de los polimorfismos 448G>T, 679C>T' y
1711C>T del gen GRK4 y Glu298Asp, -786T>C y el intrén 4 del
gen eNOS, con el objeto de establecer el grado de estructura gené-
tica para esta poblacion. Se espera que estos resultados den sopor-
te a posteriores estudios de asociacion de estos polimorfismos con
la HAE en la poblacién santandereana y asi evitar posibles sesgos
ocasionados ante la posibilidad de hallar asociaciones que podrian
ser falsas.

MATERIALES Y METODOS

Poblacién de estudio

Se seleccionaron 552 individuos participantes en el proyecto IN-
EFAC (Incidencia de Enfermedades Cardiovasculares y Factores
de Riesgo en Colombianos), un estudio de cohorte en una muestra
aleatoria de residentes de Bucaramanga-Colombia, de estratos so-
cio econémicos 2 y 3. La muestra incluyé 372 mujeres y 180 hom-
bres entre 16 y 69 anos de edad, con un promedio de 35,1 afios y
normotensos (presion arterial sistélica <120 mmHg y presion ar-
terial diastolica <80 mmHg). Este estudio fue aprobado por el co-
mité de ética de la Facultad de Salud de la Universidad Industrial
de Santander y todos los participantes dieron su consentimiento
informado por escrito.

El calculo de la muestra se realizé teniendo en cuenta la frecuencia
del alelo de menor prevalencia para los seis polimorfismos estu-
diados, en diferentes poblaciones'®?’; adicionalmente se contem-
plaron los pardmetros de nivel de confianza del 95%, poder de
86%, riesgo relativo esperado (RRE) de 2.0 y relacién caso:control
1:1.

Extraccion de ADN y métodos bioinformaticos

A todos los individuos se les tomé una muestra de sangre perifé-
rica con anticoagulante EDTA y a partir de ella se extrajo el ADN
por el método de fenol-cloroformo'. Los polimorfismos de los ge-
nes GRK4 y eNOS fueron amplificados por medio de reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) y se identificaron por medio de res-
triccién enzimdtica con identificacién del tamafo de los fragmen-
tos resultantes (RFLP’s)". Las secuencias genomicas de los genes
GRK4 y eNOS y de los polimorfismos de interés fueron verificadas
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en las base de datos del National Center for Biotechnology Infor-
mation (NCBI) de los Estados Unidos (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov) y (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP). Los sitios de
corte de cada una de las enzimas fueron verificados con el software
RestrictionMapper (http://www.restrictionmapper.org/).

Amplificacion por PCR y genotipificacion de SNPs

Las secuencias de los cebadores para amplificar cada uno de los
polimorfimos se observan en el cuadro 1. Se utilizé la técnica de
PCR-RFLP discordante para detectar los polimorfismos 679C>T'y
1711C>T, en la que se cambi6 una base en uno de los cebadores de
modo que se genera un fragmento que difiere en una base respecto
del ADN molde, como consecuencia el producto amplificado del
alelo ancestral adquiere un sitio de restriccion que no estd presente
en el alelo mutando'®.

La reaccion de PCR para los polimorfismos del gen GRK4 con-
tenia 1X de Buffer, 3,5 mM de MgCl, 0,5 uM de cada cebador,
0,8 uM de desoxirribonucleétidos trifosfatados (ANTPs), 1 U de
enzima Taq DNA polimerasa (Promega®) y 3,9 ng de ADN en un
volumen final de 10pl. El protocolo de amplificacién incluyé un
paso inicial de 94°C por 5 minutos; seguido de 38 ciclos asi: Dena-
turacién a 95°C por 15 segundos, anillamiento a 60°C por 15 se-
gundos y extensién a 72°C por 30 segundos y un paso final a 72°C
por 7 minutos. En cada reaccién de PCR se utilizaron controles
negativos de amplificacién y positivos para los alelos silvestres y
mutados. Los productos de PCR fueron verficados mediante elec-
troforesis en gel de agarosa al 1% incluyendo un marcador de peso
molecular de 50 a 500pb, para verificar el tamafo del amplificado.

Los productos de PCR fueron sometidos a restriccién empleando
las enzimas reportadas en el cuadro 2, bajo el siguiente protoco-
lo: 1X de buffer, 0,1ug/ul de BSA acetilada, 1U de la enzima de
restriccion correspondiente y 0,2ng del ADN amplificado, en un
volumen final de 10 pl; la reaccion se llevé a cabo por incubacién
durante 10 horas a 37°C".

El montaje de la PCR para el polimorfismo Glu298Asp contenia
1X de Buffer-GoTaq® Green Master Mix, 0,4 uM de cada cebador
y 2,4 ng de ADN, para un volumen final de 25ul y el protocolo de
amplificacién consistié en un paso inicial de 95°C por 2 minutos;
seguido de 35 ciclos asi: Denaturacién a 95°C por 45 segundos,
anillamiento a 63°C por 45 segundos y extension a 72°C por 45
segundos y un paso final a 72°C por 5 minutos. El montaje de la
PCR para el polimorfismo -786T>C contenia 1X Buffer, 2,5 mM
de MgCL, 0,4 uM de cada cebador, 0,8 uM de dNTPs, 1 U de
enzima Taq DNA polimerasa (promega®) y 2,4 ng de ADN en un
volumen final de 25 pl. El protocolo de amplificacién incluy6 un
paso inicial de 94°C por 4 minutos; seguido de 35 ciclos asi: De-
naturacién a 94°C por 30 segundos, anillamiento a 63°C por 30
segundos y extensién a 72°C por 1 minuto y un paso final a 72°C
por 5 minutos. La amplificacion de estos polimorfismos fue verifi-
cada mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, los productos
de PCR fueron sometidos a restricciéon enzimatica empleando el
siguiente protocolo: 1X de buffer, 0,1ug/ul de BSA acetilada, 1U
de la enzima de restriccidn correspondiente (cuadro 2) y 0,5 ng de
ADN en un volumen final de 15 pl; la reaccién se llevé a cabo po-
rincubacién durante 14 horas a 37°C. Los productos de las diges-
tiones enzimaticas de los SNPs estudia dos se separaron por medio
de electroforesis en geles de agarosa al 3% y para la visualizacion



SNP Polimorfismos Secuencias de Primers Tm °C % GC
5 TTGCTTCTTATCCCTTTGC-3' (F) 504 421
rs2960306 448G>T 5-TTTGAGACGGAGTCTTGCT-3' (R) 563 473
5'-GCAGAAGGTTGGGTGGTGT-3’ (F) 580 578
rs1024323 679C>T 5-AAGGAGGAGAACCCTTCCAAAAAGG-3 (R)* 58.9 48
5-AGAGTGGCGGTGTTTATGCG-3’ (F) 58.0 55
rs1801058 1711C>T 5'-GGTGTCCAGGTAGATCCCTTTCAGC-3' (R)* 60.8 56
rs2070744 -786T>C 5"-TGG AGA GTG CTG GTG TAC CCC A-3" (F) 63.5 591
5°-GCC TCC ACC CCC ACC CTG TC-3 (R) 65.6 75
5°-AGG AAA CGG TCG CTT CGA CGT GCT G-3° 66.8 60
(F) 66.4 64
rs1799983 894T>G 3°-CCC CTC CAT CCC ACC CAG TCAATC C-5°
(R)
Intrén 4 5°-AGG CCC TAT GGT AGT GCC TTT-3’ (F) 583 523
5°-TCT CTT AGT GCT GTG GTCAC-3" (R) 54.1 50

Cuadro 1. Especificaciones delos cebadores

F. cebador hacia adelante; R. cebador hacia atras; *Cebador discordante Tm °C, Temperatura de

fusién. %GC; porcentaje de guaninas y citosinas.

de las bandas se adicioné bromuro de etidio. Los geles se corrieron
en una camara de electroforesis Power Pac 300 (BioRad®) en bu-
ffer TBE 1X y se aplicé una tension de 60 voltios por 80 minutos.
Los sitios de reconocimiento de las enzimas, los tamaros de los
fragmentos esperados y los genotipos asignados se muestran en
el cuadro 2.

El montaje de la PCR para el intrén 4, se realizé con el mismo
protocolo del polimorfismo -786T>C. Los tamarios de los frag-
mentos de este polimorfismo, producto de la amplificacién, se vi-
sualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 3% con una
tension de 60 voltios por 80 minutos. En el cuadro 3, se observa el
tamafo de los productos de la amplificacién de este intrén'’.Los
andlisis de todas las muestras fueron efectuados en forma enmas-
carada para evitar sesgos y el 10% de las muestras se procesaron
por duplicado sin que se presentara ninguna discrepancia.

Secuenciacion

Una vez estandarizada la PCR, se seleccionaron seis muestras de
cada polimorfismo para ser secuenciadas con el kit Big Dye termi-
nator (Applied Biosystems®) y las secuencias obtenidas se alinea-
ron con el software Clustal W (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/

clustalw2/) para confirmar la correspondencia con los fragmentos
esperados.

Analisis estadisticos

Con los resultados obtenidos de la lectura de las electroforesis se
construyeron dos bases de datos en Excel® Microsoft 2007 valida-
das con la aplicacion Data Compare del Software Epi Info version
3.5.1'% y se estableci6 el genotipo para cada polimorfismo tipifica-
do en las muestras. Con estos datos se calcularon para cada uno
de los polimorfismos estudiados, las frecuencias genotipicas con
el programa GenAlex 6.3°"; las frecuencias alélicas, las frecuen-
cias haplotipicas, el test de Hardy-Weinberg (EHW) y el anlisis
de varianza molecular (AMOVA) para determinar la presencia de
estructura genética poblacional, se realizaron con el programa Ar-
lequin v 3.5%% por ultimo se verificd la estructura genética pobla-
cional mediante el uso del programa Structure v 2.3°.

RESULTADOS

La tipificacién por RFLP de los diferentes polimorfismos analiza-
dos, permiti6 detectar todos los genotipos posibles de cada uno de
ellos, en la poblacién estudiada.(figura 1) A partir de los genotipos
observados se calcularon las frecuencias genotipicas y las alélicas

~ Tamaiio del
Tamaiio del . .
. e Enzima Secuenciade . Productode
Polimorfismo Amplificado .. L Genotipo* L
Restriccion reconocimiento Restriccion
(pb) ok
(pb)
5- GACGT~C-3 TT 485
448G>T 485 Aatll 3- CA'TGCAG-5 GG 410 /75
TG 485 - 410/ 75
5-GG"CC- 3 TT 201
679C>T 201 Haelll 3-CCAGG-5 CC 176 /25
TC 201 - 176 /25
5-GCG™C-3 TT 185
1711C>T 185 Hhal 3-C*GCG- 5 CC 161/ 24
TC 185 - 161/ 24
5- G*CCGGC- 3 TT 194
-786T>C 194 NgoMIV 3- CGGCCAG- 5 TC 194 / 150-44
CC 150-44
5- "GATC- 3 GG 151
Glu298Asp 151 DPNII 3- CTAG"- 5 GT 151 /101-49
TT 101-49

Cuadro 2. Enzimas de restriccion y tamafios de los productos de la restriccién
*Genotipo Homocigoto (TT), Heterocigoto(GT), Genotipo Homocigoto (TT). **Pares de bases (pb)
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Polimorfismo Tamaiio del Genotipo Tamaiio del Producto de
producto de PCR Amplificacion (pb)*
(pb)*
4a 393
Intron-4 420 (wt) 4b 420
4c 447
4y 339

Cuadro 3. Tamafio de los productos para Intrén 4

*Pares de bases (pb)

para cada uno de los polimorfismos de los genes GRK4 y eNOS,
asi como se calcularon las frecuencias haplotipicas para los seis
polimorfismos combinados. Se establecié que todos los polimor-
fismos estuvieron en EHW, puesto que los valores de p hallados
fueron superiores a 0.05. (cuadro 4)

De acuerdo al AMOVA jerarquizado, no se evidencié estructura
genética (F . = 0,0038) en la muestra analizada. Adicionalmente
no se observé que los valores de F obtenidos para cada polimor-
fismo estudiado (cuadro 4), contribuyeran significativamente en
la diferenciacién poblacional®"

La evidencia de no estructura fue confirmada por el anilisis reali-
zado con el software Structure v 2.3, al evaluar con K=2 (posibles
ancestros) y con 10.000 réplicas asumiendo el modelo de mezcla’.
Los resultados mostraron muy pocos individuos que eventual-
mente pueden pertenecer a otro grupo poblacional, ademas de
evidenciar la ausencia de estructura genética en la muestra pobla-
cional analizada (Figura 2A y 2B).

En la estimacién de las frecuencias haplotipicas para los seis po-
limorfismos estudiados, se encontrd, que el mas frecuente fue el
GCCTG4b (21.2%) de un total de 38 haplotipos detectados en
1104 cromosomas analizados.(cuadro 5)

DISCUSION

De acuerdo con los valores obtenidos para las frecuencias alélicas
en la poblacion estudiada, el alelo mds frecuente para cada poli-
morfismo del gen GRK4 fue: 448G>T alelo

T (50.7%), 679C>T alelo C (70%), 1711C>T alelo C (69%), en un
estudio previo realizado en poblacion hispana del sur de Califor-
nia, los resultados coinciden para los polimorfismos 679C>T y
1711C>T vy difieren para el polimorfismo 448G>T**

El alelo mas frecuente en cada polimorfismo del gen eNOS fue:
-786T>C alelo T (76%), Glu298Asp alelo G (72%) y el intrén 4
alelo 4b (90%), estos resultados coinciden con los hallados en un
estudio previo realizado en poblacién bumanguesa'>

En el presente estudio se hallaron 38 combinaciones de haplotipos,
siendo GCCTG4b el mas frecuente con 21.2%, no se encontraron
publicaciones en poblaciones donde se reporten frecuencias ha-
plotipicas para estos seis polimorfismos, en poblacién hispana ni
colombiana, convirtiendo el presente estudio en el primer reporte
de las mismas.

Todos los polimorfismos estudiados se encontraron en equilibrio
de Hardy-Weinberg lo que indica que la poblacion estd conforma-
da por individuos que se mezclan al azar, hallazgo que coincide
con lo reportado en estudios previos en poblacién bumanguesa
para el gen eNOS" y en poblacién hispana del Sur de California
para el gen GRK4?, donde no se cuenta con datos reportados para
poblacién colombiana.

Adicionalmente no se encontro estructura poblacional en la mues-
tra analizada, lo que coincide con lo reportado en un estudio pre-
vio realizado en la poblacién de Bucaramanga, a partir del analisis
de otros marcadores genéticos polimoérficos™

. Frecuencias Frecuencias Obs. Exp. P-

Locus Genotipos Genotipicas Alelos Alélicas Het. Hert,. value For
GG 0,2428 G 0,4928

448G>T GT 0,4999 T 0,5072 0,4783 0,5004 0,3086 0,0173
TT 0,2573
cC 0,4903 C 0,7002

679C>T CT 0,4198 T 0,2998 0,3895 0,4202 0,1079 0,0028
TT 0,0899
cC 0,4789 C 0,6920

1711C>T CT 0,4263 T 0,3080 0,4493 04266 0,2302 -0,0003
TT 0,0948
CcC 0,0724 C 0,2690

-786T>C CT 0,3933 T 0,7310 0,4185 0,3937 0,1552 -0,0017
TT 0,5344
GG 0,5969 G 0,7226

Glu298Asp GT 0,3514 T 0,2274 0,3641 0,3517 0,4679 -0,0007
TT 0,0517
4a/4a 0,0085 4a 0,0924

Intrén 4 4a/4b 0,1677 4b 0,9076 0,1775 0,1779 0,2096 -0,2216
4b/4b 0,8238

Cuadro 4. Frecuencias genotipicas, alélicas y EHW. N= 552. p<0.05. P-Value corresponde al valor de

significancia de p en la prueba de HW. * p<0,05
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Frolirmorfimeno 84805 T |

la. Electroforesis convencional del polimorfismo 448G>T.

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

1c. Electroforesis convencional del polimorfismo 1711C>T.
Banda a 185 pb cormresponde al alelo T. Banda a 161 pb
corresponde al alelo G. MP: Marcador de peso molecular. (TT)
Genotipo homocigoto. (CC) Genotipo homocigoto. (CT)

Genotipo heterocigoto.

GG GT GG GG GG GG Lad TT GT

le. Electroforesis convencional del polimorfismo 894T>G. Banda a
151 pb corresponde al alelo G. Banda a 101 pb corresponde al alelo
Lad: Marcador de peso molecular. (GG) Genotipo homocigoto. (TT
Genotino homocigoto. (GT) Genotino heteroci goto.

Polimorfiamo STRC>T (A142V])

FNII6ET 3OTH6E
201ph
1T6ph

Hartale 15 Parte C
P S
Marzo 26 de D010

1b. Electroforesis convencional del polimorfismo 679C>T.
Banda a 201pb corresponde al alelo T. Banda a 176pb
corresponde al alelo C. MP: Marcador de peso molecular. (CC)
Genotipo homocigoto. (TT) Genotipo homocigoto. (CT)
Genotipo heterocigoto.

tad BA BB BB BA BB
_— | — R —

1d. Electroforesis convencional del polimorfismo -786T>C.
Bandaa 194 pb comresponde al alelo T. Banda a 150 pb
corresponde al alelo C. Lad: Marcador de peso molecular.
(TT) Genotipo homocigoto. (CC) Genotipo homocigoto. (CT)
Genotino heterocigoto.

1f. Electroforesis convencional del VNTR intron 4. Banda a
420 pb correponde al alelo 4b. Banda a 393 pb corresponde al
alelo 4a. Lad: Marcador de peso molecular. (BB) Genotipo
homocigoto. (BA) Genotipo heterocigoto.

Figura 1. Electroforesis de los diferentes polimorfismos del gen GRK4 y eNOS.
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Haplotipo Abso};uta* Rel:tiva Haplotipo Abs oPiuta* Rel:tiva
GCCTG4b 234 0,2120 TCTTG4a 7 0,0063
TCCTG4b 158 0,1431 TTTTT4b 7 0,0063
TTTTG 4b 142 0,1286 GTCCT4b 6 0,0054
GCCCT4b 110 0,0996 TTTCG4a 6 0,0054
TCTTG4b 53 0,0480 GCTTG4a 6 0,0054
TTCTG4b 51 0,0462 TCCCG4a 6 0,0054
TTTCT4b 49 0,0444 TCTCT4b 5 0,0045
GCCCG4a 46 0,0417 TCCTG4a 3 0,0027
GCTTG4b 41 0,0371 TTCCT4b 3 0,0027
GCCTT4b 31 0,0281 GCCTG4a 2 0,0018
GTCTG4b 28 0,0254 GCTCT4b 2 0,0018
GCCCG4b 23 0,0208 GTTTT4b 2 0,0018
TCCTT4b 17 0,0154 GTTCT 4b 2 0,0018
TCCCT4b 16 0,0145 GCTCG 4a 1 0,0009
TCCCG4b 10 0,0091 GCTCG4b 1 0,0009
TTCCG 4a 9 0,0082 TCTCG4b 1 0,0009
TTCTG4a 8 0,0072 TTCCG4b 1 0,0009
GTTT G4b 8 0,0072 GTCTG4a 1 0,0009
TTTTG4a 7 0,0063 TTCTT4b 1 0,0009

Cuadro 5. Frecuencia de haplotipos de los polimorfismos del gen de la quinasa 4

(GRK4) y del gen ENOS.

*En todos los casos F Absoluta hace referencia al niimero total de cromosomas por

haplotipo.

CONCLUSIONES

Los resultados hallados confirman que la poblacion estudiada se
encontré en EHW para todos los sistemas estudiados y no presen
ta subestructura poblacional, lo que permite adelantar un estu-
dio de asociacion de estos polimorfismos con la hipertension ar-
terial esencial, puesto que es claro que las asociaciones entre genes
candidatos a desarrollar enfermedades multifactoriales deben ser
interpretadas dentro del contexto de la estructura genética de la
poblacién que esta siendo estudiada.
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Figura 2. Anlisis de estructura en 552 muestras de individuos de la poblacién de Bucaramanga a
partir de la tipificacion de seis polimorfismos asociados a Hipertension. 2a. Bar plot de la posible
mezcla de los 552 individuos; 2b. Triangle plot que muestra a los individuos distribuidos en una

misma unidad genética.
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Analisis de la estructura genética poblacional a partir de polimorfismos de genes asociados
con la regulacion de la presion arterial en una muestra de Bucaramanga, Colombia

RESUMEN

Introduccion: A pesar que cerca del 40% de la variabilidad en la presion arterial es explicada por factores genéticos, la identificacion de genes asociados a la hipertension
arterial esencial es dificil en poblaciones constituidas por individuos con antecedentes genéticos diferentes; en esta circunstancia se debe determinar si la poblacion estd
sub-estructurada porque esto puede sesgar los estudios de asociacién con esta enfermedad.

Objetivo: Determinar la estructura genética de la poblacién de Bucaramanga a partir de polimorfismos genéticos asociados con la regulacion de la presion arterial: 448G>T,
679C>T y 1711C>T del gen de la quinasa 4 del receptor dopaminérgico acoplado a proteina G y Glu298Asp, -786T>C y el VNTR del intrén 4 del gen de la sintasa de 6xido
nitrico endotelial.

Metodologia: Se estudié una muestra de 552 individuos no relacionados mediante analisis de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccién. Se calcularon las
frecuencias alélicas, haplotipicas y genotipicas, se determind el equilibrio de Hardy-Weinberg y se realizé un analisis molecular de varianza para determinar la estructura
genética.

Resultados: Se identificaron 38 haplotipos siendo GCCTG4b el mds frecuente (21.2%). El polimorfismo mds diverso fue el 448G>T con una frecuencia de heterocigotos del
49.9%. Los seis polimorfismos se encontraron en equilibrio genético y no se evidencio estructura genética poblacional (F, = 0,0038).

Conclusion: La poblacion estudiada no presenta subestructura genética y los polimorfismos analizados se encontraron en equilibrio genético, lo que indica que la poblacién
se mezcla aleatoriamente y no existen subgrupos que puedan afectar los resultados de estudios de asociacién.

Palabras claves: Hipertension arterial esencial, Enfermedad compleja, GRK4, eNOS, Polimorfismos, Genética de poblaciones.
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