Análisis genético poblacional de los polimorfismos del gen de la quinasa 4 del receptor dopaminérgico acoplado a proteína G y de la oxido nítrico sintasa endotelial en una muestra poblacional de Bucaramanga 
FRANCISCO JAVIER LEÓN, MSC[footnoteRef:2], FERNANDO RONDÓN, PHD[footnoteRef:3], CLARA INÉS VARGAS, MSC[footnoteRef:4], MYRIAM  ORÓSTEGUI, MSC[footnoteRef:5], LEONELO BAUTISTA MD, MPH, DrPH[footnoteRef:6]  [2:  Estudiante de Maestría en Ciencias Básicas Biomédicas. Universidad Industrial de Santander. Escuela de Medicina. Grupo de investigación en genética humana. Bucaramanga, Colombia. ]  [3:  Docente, Universidad Industrial de Santander, Escuela de Biología. Bucaramanga, Colombia.]  [4:  Docente, Universidad Industrial de Santander. Escuela de Medicina. Grupo de Investigación en Genética Humana. Bucaramanga, Colombia. E-mail castillo@uis.edu.co]  [5:  Docente, Universidad Industrial de Santander. Escuela de Medicina. Observatorio Epidemiológico de Enfermedades Cardiovasculares. Bucaramanga, Colombia.]  [6:  Profesor Asociado, Universidad de Wisconsin. Escuela de Medicina y Salud Pública. Madison. Wisconsin, USA.] 

 NORMA CECILIA SERRANO, MSC[footnoteRef:7], MARÍA C. PÁEZ, MSC6, ADRIANA CASTILLO, MSC3 [7:  Docente, Centro de Investigaciones Biomédicas, Universidad Autónoma de Bucaramanga, Colombia] 


RESUMEN

Introducción: A pesar de que cerca del 40% de la variabilidad en la presión arterial es explicada por factores genéticos, la identificación de genes asociados a la hipertensión arterial esencial (HAE) es difícil en poblaciones que están constituidas por subpoblaciones con antecedentes genéticos diferentes; en esta situación, los estudios de alelos específicos podrían ser sesgados, si los casos y los controles provienen de diferentes subpoblaciones indicando que la población podría estar subestructurada. Adicionalmente es necesario evaluar previamente las características genéticas de la población a analizar; porque se ha demostrado que hay variación en la frecuencia de los alelos asociados con la enfermedad entre poblaciones, información relevante para establecer el tamaño de muestra del estudio. 

Objetivo: Determinar la estructura genética de la población de Bucaramanga, en relación con los polimorfismos genéticos asociados con la regulación de la presión arterial: 448G>T, 679C>T y 1711C>T del gen de la quinasa 4 del receptor dopaminérgico acoplado a proteína G (GRK4) y Glu298Asp, -786T>C y el VNTR del intrón 4 del gen de la óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS). 

Metodología: Se estudió una muestra aleatoria de 552 individuos no relacionados, seleccionados al azar. A cada muestra se le extrajo el ADN por el método de fenol–cloroformo y se identificaron por medio de análisis de polimorfismos de la longitud de los fragmentos de restricción (RFLP). Se calcularon las frecuencias alélicas y genotípicas a partir de estas se estableció si estaban en equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) y se realizó un análisis molecular de varianza (AMOVA) para determinar el grado de estructura genética de la población; por último se calcularon las frecuencias  haplotipicas. 


Resultados: El alelo más frecuente en cada polimorfismos fue: 448G>T  alelo T (50,7%), 679C>T alelo C (70%), 1711C>T alelo C (69%), -786T>C alelo T (76%), Glu298Asp alelo G (72%) y el intrón 4 alelo 4b (90%); siendo el 448G>T (R65L) el más diverso, con una frecuencia de heterocigotos del 49,9%. Los seis polimorfismos se encontraron en equilibrio HW. El AMOVA no evidenció estructura genética poblacional, dado que el valor del índice de subestructura fue menor de 0,05 (Fst = 0,0038). Se identificaron 38 haplotipos siendo GCCTG4b el más frecuente con un 21,2%.

Conclusión: La población estudiada no presenta subestructura genética y todos los polimorfismos tanto del gen GRK4 como del gen eNOS se encontraron en HW, lo que indica que la población se mezcla aleatoriamente y que no existen subgrupos dentro de la misma que puedan afectar los resultados que se obtengan en el estudio de asociación entre estos genes y la HAE.
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ABSTRACT
Background: Although about 40% of the variability in blood pressure is explained by genetic factors, the identification of genes associated with essential hypertension (PIH) is difficult in populations that are composed of subpopulations with different genetic background; in this situation, studies of specific alleles could be biased if cases and controls from different subpopulations, indicating that the population may be substructure. Additionally it is necessary to assess in advance the genetic characteristics of the population to be analyzed, because it has been shown that there is variation in the frequency of alleles associated with the disease among populations, relevant information to establish the study sample size.

Objective: To determine the genetic structure of the population of Bucaramanga, in relation to genetic polymorphisms associated with regulation of blood pressure: 448G> T, 679C> T and 1711C> T in the gene for dopamine receptor kinase 4 protein-coupled G (GRK4) and Glu298Asp,-786T> C and intron 4 VNTR gene endothelial nitric oxide synthase (eNOS).
Methods: We studied a random sample of 552 unrelated individuals selected at random. Each sample was extracted the DNA by phenol-chloroform method and identified by analysis of length polymorphism of restriction fragments (RFLP). We calculated allele and genotype frequencies from these established whether they were in Hardy-Weinberg (HW) and an analysis of molecular variance (AMOVA) to determine the degree of population genetic structure, and finally were calculated haplotype frequencies.

Results: The most frequent allele in each polymorphism was: 448G> T allele T (50.7%), 679C> T allele C (70%), 1711C> T allele C (69%),-786T> C allele T ( 76%), Glu298Asp allele G (72%) and intron 4 allele 4b (90%), being the 448G> T (R65L) the most diverse, with a heterozygote frequency of 49.9%. The six polymorphisms were in HW equilibrium. The AMOVA showed no population genetic structure because the sub index value was less than 0.05 (Fst = 0.0038). We identified 38 haplotypes being the most common GCCTG4b with 21.2%.
Conclusion: The study population has no genetic substructure and all GRK4 gene polymorphisms of both eNOS gene as found in HW, which indicates that the population is mixed randomly and that there are subgroups within the same which may affect the results obtained in the study of association between these genes and the EAF.
Keywords: GRK4, eNOS, essential hypertension, polymorphisms, population genetics 


Los niveles de presión arterial tienden a agregarse en familias, debido en parte a predisposición genética compartida, de hecho cerca de 4% de la variabilidad en presión arterial es explicada por factores genéticos (1) y el riesgo de desarrollarla, después de los 50 años, se duplica por cada familiar de primer grado con historia de hipertensión (2). La presión arterial es regulada por múltiples mecanismos que involucran multiples genes no-alélicos con efectos aditivos pequeños. Aunque el mecanismo específico alterado no puede ser identificado en cerca del 90% de los casos, las variantes genéticas individuales (alelos) o las combinaciones de alelos (haplotipos) involucrados en la regulación de la presión arterial son los factores genéticos con mayores probabilidades de incrementar el riesgo de desarrollar hipertensión. 
	Las variantes o polimorfismos genéticos asociadas a la regulación de la excreción urinaria de sodio y a la regulación del tono vasomotor son factores de riesgo potenciales para el desarrollo de hipertensión. Entre los primeros se encuentran tres polimorfimos (R65L, A142V y A486V) del gen GRK4 que codifica la quinasa 4 de los receptor acoplados a la proteina G. Entre estos receptores se encuentran los receptores D1 y D2 de la dopamina, que median el efecto natriurético de esta catecolamina a nivel del túbulo contorneado proximal de la nefrona (3). Entre los polimorfismos asociados al tono vascular se destacan los del gen que codifica la sintasa de óxido nítrico endotelial (eNOS), particularmente Glu298Asp, -789T>C e Intrón 4 (4). El óxido nítrico (ON) induce vasodilatación y reducción de la presión arterial por medio de la inhibición de la contracción y crecimiento del músculo liso de la pared arterial (5) (6). Sin embargo, la relación de estos polimorfismos con el riesgo de desarrollar hipertensión es todavía incierta (7). Uno de los obstáculos en la identificación de variantes genéticas asociadas a la hipertensión es la comparación de casos y controles que provienen de poblaciones con diferentes antecedentes genéticos. Este problema se conoce como estructura genética y genera un sesgo de selección, debido a que casos y controles tienen una distribución diferente de los alelos de los polimorfismos asociados a la enfermedad de interés (8). En consecuencia, distintos métodos han sido propuestos para identificar y controlar la estructura poblacional en estudios de asociación genética (9) (10). Nosotros hemos estudiado la distribución de los polimorfismos 448G>T ó R65L (rs2960306), 679C>T ó A142V (rs1024323) y 1711C>T ó A486V (rs1801058) del gen de la quinasa 4 del receptor dopaminérgico acoplado a proteína G (GRK4) y los polimorfismos G894T ó Glu298Asp (rs1799983), -786T>C  (rs2070744) y el intrón 4 del gen de la óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS) y el grado de estructura genética en la población de Bucaramanga.
MATERIALES Y MÉTODOS 
Se estudiaron 552 participantes en INEFAC (Incidencia de Enfermedades Cardiovasculares y Factores de Riesgo en Colombianos), un estudio de cohorte en una muestra aleatoria de residentes de Bucaramanga, Colombia (11). La muestra incluyó 372 mujeres y 180 hombres entre 16 y 69 años de edad (promedio de 34 años). El estudio fue aprobado por el comité de ética de la Facultad de Salud de la Universidad Industrial de Santander y todos los participantes dieron su consentimiento informado por escrito.
El cálculo de la muestra se realizó teniendo en cuenta la frecuencia del alelo de menor prevalencia para los seis polimorfismos estudiados, en diferentes poblaciones, (12) (13) (14) (15); adicionalmente se contemplaron los parámetros de nivel de confianza del 95%, poder de 86%, riesgo relativo esperado (RRE) de 2.0 y relación caso:control 1:1 (16).
[bookmark: _Toc278200803]El ADN fue extraído por el método de fenol-cloroformo (17) a partir de muestras de sangre total preservadas con EDTA. Las muestras de ADN fueron almacenadas a 4°C hasta la genotipificación de los polimorfismos. Los polimorfismos del gen de la GRK4 y de la eNOS fueron amplificados por medio de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (18) y se identificaron por medio RFLP.
La secuencia genómica de los genes GRK4 y eNOS y las secuencias de los polimorfismos de interés fueron verificadas en las base de datos del National Center for Biotechnology Information (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/).
Las secuencias de acido nucleicos que sirvieron como puntos de partida para la replicación del ADN (cebadores o primers) figuran en el cuadro 1. Para detectar los polimorfismos  679C>T (rs1024323) y  1711C>T (rs1801058), se utilizó la técnica de PCR-RFLP discordante, que consiste en cambiar 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 restricción que no está presente en el alelo mutando (19).

El montaje de la PCR para los polimorfismos  448G>T (rs2960306), 679C>T (rs1024323) y 1711C>T (rs1801058) contenía 1X Buffer, 3,5 mM de MgCl2,  0,5 µM de cada cebador, 0,8 µM de desoxinucleótidos trifosfato (dNTPs), 1 U de Taq polimerasa (promega®) y 3,9 ng de ADN en un volumen final de 10µl. El protocolo de amplificación incluyó un paso inicial de 94°C por 5 minutos; seguido de 38 ciclos, denaturación  95°C por 15 segundos, anillamiento 60°C por 15 segundos y extensión a 72°C por 30 segundos y un paso final a 72°C por 7 minutos. La amplificación de los polimorfismos 448G>T (rs2960306), 679C>T (rs1024323) y 1711C>T (rs1801058) fue verificada mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. En cada una de las corridas electroforéticas se emplearon controles positivos, negativos y se corrió un marcador de peso molecular de 50 a 500pb. Los amplificados fueron sometidos a restricción empleando el siguiente protocolo: 1X buffer, 0,1ug/µl BSA acetilada, 1U de cada enzima y 0,2ng ADN en un volumen final de 10 µl y la reacción se llevó a cabo durante 10 horas a 37°C  (15). 

El montaje de la PCR para el polimorfismo Glu298Asp (rs1799983) contenía 1X Buffer-GoTaq® Green Master Mix, 0,4 µM de cada cebador y 2,4 ng de ADN, para un volumen final de 25µl y se le realizó un protocolo de amplificación con un paso inicial de 95°C por 2 minutos; seguido de 35 ciclos, denaturación 95°C por 45 segundos, anillamiento 63°C por 45 segundos y extensión a 72°C por 45 segundos finalmente paso de 72°C por 5 minutos. La amplificación de estos polimorfismos fue verificada mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%. Los amplificados de los polimorfismos -786T>C (rs2070744) y Glu298Asp (rs1799983) fueron sometidos a restricción empleando el siguiente protocolo: 1X buffer, 0,1ug/µl BSA acetilada, 1U de cada enzima y 0,5 ng ADN en un volumen final de 15 µl y la reacción se llevó a cabo durante 14 horas a 37°C (20). 
El montaje de la PCR para el polimorfismo -786T>C (rs2070744) contenía 1X Buffer, 2,5 mM de MgCl2,  0,4 µM de cada cebador, 0,8 µM de desoxinucleótidos trifosfato (dNTPs), 1 U de Taq polimerasa (promega®) y 2,4 ng de ADN en un volumen final de 25 µl. El protocolo de amplificación incluyó un paso inicial de 94°C por 4 minutos; seguido de 35 ciclos, denaturación 94°C por 30 segundos, anillamiento 63°C por 30 segundos y extensión a 72°C por 1 minuto y un paso final a 72°C por 5 minutos. La amplificación fue verificada mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% con una tensión de 60 voltios por 80 minutos (20).
Los productos de las digestiones enzimáticas de los SNPs estudiados se separaron por medio de electroforesis en geles de agarosa al 3% y para la visualización de las bandas se adicionó bromuro de etidio. Los geles se corrieron en una cámara de electroforesis Power Pac 300 (BioRad®) en buffer TBE 1X y se aplicó una tensión de 60 voltios por 80 minutos.  Los sitios de reconocimiento de las enzimas, los tamaños de los fragmentos esperados y los genotipos asignados se muestran en el cuadro 2. 

El montaje de la PCR para el intrón 4, se realizó con el mismo protocolo del polimorfismo -786T>C (rs2070744). Los tamaños de los fragmentos de este polimorfismo, producto de la amplificación, se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 3% con una tensión de 60 voltios por 80 minutos. En el cuadro 3, se observa el tamaño de los productos de la amplificación (20). 
En cada una de las corridas electroforéticas se emplearon controles positivos y negativos y un marcador de peso molecular de 50 a 500pb para establecer el tamaño de los fragmentos amplificados. Los análisis de todas las muestras fueron efectuados en forma enmascarada para evitar sesgos y el 10% de las muestras se procesaron por duplicado sin que se presentara ninguna discrepancia.
[bookmark: _Toc278200807]Secuenciación
Una vez estandarizada la PCR, se seleccionaron seis muestras de cada polimorfismo para ser secuenciadas con el kit Big Dye terminator (Applied Biosystems®) y las secuencias obtenidas se alinearon con el software Clustal W (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) para confirmar la correspondencia con los fragmentos esperados.
ANÁLISIS ESTADÍSTICOS
Con los resultados obtenidos de la lectura de las electroforesis se construyeron dos bases de datos en Excel® Microsoft 2007 validadas con la aplicación Data Compare del Software Epi Info versión 3.5.1 (21) y se estableció el genotipo para cada polimorfismo tipificado en en las muestras. Con estos datos se calcularon para cada uno de los polimorfismos estudiados, las frecuencias genotípicas con el programa GenAlex 6.3® (22) y las frecuencias alélicas con el programa arlequín v 3.5 (23). En cada polimorfismo se realizó el test de Hardy-Weinberg (EHW) para establecer si estaban en equilibrio HW, posteriormente se realizó un análisis de varianza molecular (AMOVA) para determinar la presencia de estructura genética poblacional, condición verificada mediante el uso del programa Structure v 2.3 (24). Por último se analizaron en conjunto los seis polimorfismos estudiados para obtener los haplotipos y la frecuencia de cada uno de ellos en la población.
[bookmark: _Toc269313908][bookmark: _Toc269314144][bookmark: _Toc269314351][bookmark: _Toc269314642][bookmark: _Toc278200824]RESULTADOS
Los productos de PCR obtenidos de la amplificación de los polimorfismos 448G>T (rs2960306), 679C>T (rs1024323) y 1711C>T (rs1801058) fueron los esperados (de acuerdo con los resultados obtenidos en la secuenciación) y se muestran en la Figura 1. 
[bookmark: _Toc260985980]La tipificación por RFLP de los diferentes polimorfismos, permitió detectar los tres genotipos posibles de cada uno de ellos en la población estudiada, como se muestra en la figura 2. 
A partir de las frecuencias genotípicas se calcularon las frecuencias alélicas para cada uno de los polimorfismos del GRK4 y la ENOS, y se determinó que la población estaba en equilibrio de Hardy-Weinberg, los datos obtenidos se presentan en el cuadro 4. 
[bookmark: _Toc278200833][bookmark: _Toc260985981][bookmark: _Toc269313913][bookmark: _Toc269314149][bookmark: _Toc269314356][bookmark: _Toc269314647]Análisis de la estructura poblacional
[bookmark: _Toc278200834]De acuerdo al análisis molecular de varianza (AMOVA), no hay evidencia de estructura genética (Fst= 0,0038; p=0,032) en la muestra poblacional de Bucaramanga para los polimorfismos del gen de la quinasa 4 y de la eNOS; los valores observados están dentro del rango de 0<Fst<0,005 donde se considera que hay poca diferenciación genética (25) (26).
La evidencia de no estructura fue confirmada por el análisis realizado con el software Structure v 2.3, al evaluar con K=2 (posibles ancestros) y con 10.000 replicas asumiendo el modelo de mezcla. Los resultados mostraron muy pocos individuos que eventualmente pueden pertenecer a otro grupo poblacional, además de evidenciar la ausencia de estructura genética en la muestra poblacional analizada. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 3 (A y B). 

Análisis de haplotipos
Se calcularon las frecuencias haplotipicas para los seis polimorfismos estudiados 448G>T (rs2960306), 679C>T (rs1024323), 1711C>T (rs1801058), Glu298Asp (rs1799983), -786T>C  (rs2070744) e intrón 4, siendo el más frecuente el GCCTG4b (21%) de un total de 38 haplotipos  detectados en 1104 cromosomas analizados. Los haplotipos se muestran en el cuadro 5.

[bookmark: _Toc278200841]DISCUSIÓN  DE RESULTADOS
De acuerdo con los valores obtenidos para las frecuencias alélicas en la población estudiada, el alelo más frecuente para cada polimorfismo del gen GRK4 fue: 448G>T (rs2960306) alelo T (50,7%), 679C>T (rs1024323) alelo C (70%), 1711C>T (rs1801058) alelo C (69%), en un estudio previo realizado en población hispana, los resultados coinciden para los polimorfismos 679C>T (rs1024323) y 1711C>T (rs1801058) y difieren para el polimorfismo 448G>T (rs2960306) (27). El alelo más frecuente en cada polimorfismo del gen ENOS fue: -786T>C  (rs2070744) alelo T (76%), Glu298Asp (rs1799983) alelo G (72%) y el intrón 4 alelo 4b (90%), estos resultados coinciden con los hallados en un estudio previo realizado en población bumanguesa (28). 
En el presente estudio se hallaron 38 combinaciones de haplotipos, siendo GCCTG4b el  más frecuente con 21%, no se encontraron publicaciones en poblaciones donde se reporten frecuencias haplotipicas para estos seis polimorfismos, en población 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 población está conformada por individuos que se mezclan al azar, al igual que lo reportado en estudios previos en población bumanguesa (28) y en población hispana (27).
Adicionalmente no se encontró estructura poblacional en la muestra analizada, lo que coincide con lo hallado en un estudio previo realizado en esta población, con otros marcadores genéticos polimórficos (29).  
CONCLUSIONES
Los resultados hallados confirman que la población estudiada se encontró en EHW para todos los sistemas estudiados y no presenta subestructura poblacional, lo que permite adelantar un estudio de asociación de estos polimorfismos con la hipertensión arterial 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 población que está siendo estudiada. 
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