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1 Introduccion

La hipertension arterial (HTA) es un trastorno por el cual los vasos sanguineos
tienen una persistente tension elevada, incluida la presién arterial sistélica y
diastdlica (2140, 90 mmHg)'. La hipertension es el factor de riesgo mas importante
para todas las causas de morbilidad y mortalidad en el mundo y se asocia con un
mayor riesgo de enfermedad cardiovascular. Siendo la causa de muerte anual de

7.7 a 10.4 millones de personas?3.

La prevalencia de la hipertension y la incidencia de enfermedades cardiovasculares
relacionadas con hipertensién aumentan con la edad, lo que hace del control de la
presion arterial en adultos mayores un objetivo importante para la salud de la

poblacion®.

Dado que la hipertensiéon es un problema de origen multifactorial, se presenta un
componente adicional a considerar: el papel de los telémeros. Los telomeros son
estructuras repetitivas de nucleoproteinas ubicadas en los extremos
de los cromosomas y su funcion es mantener la estabilidad gendémica®. La longitud
de telomeros es regulada mediante la enzima telomerasa, que sintetiza repeticiones

de teldmero a los extremos cromosomicos®.

El acortamiento de teldbmeros es una caracteristica bien conocida tanto de la
senescencia celular como del envejecimiento del organismo, es por ello por lo que
se ha postulado a la longitud de teldbmeros como un potencial marcador del
envejecimiento asociado a la salud, que puede estar asociado con la aparicién y el

desarrollo de trastornos cardiovasculares, incluida la hipertensién’=.

Se han identificado variantes genéticas en genes como NAF1 rs7675998 A>G y
TERC rs10936599 C>G relacionados con la actividad de la telomerasa y
consecuentemente, con la longitud de los telémeros, asociandose a un mayor riesgo

de eventos cardiovasculares0.

1 —
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2 Marco teorico

2.1 Estadisticas de envejecimiento poblacional en México
El envejecimiento poblacional en México es un factor demografico, econémico y
social con implicaciones importantes en la salud. Este fendémeno es consecuencia
del descenso en la fecundidad, originado, en parte, por la implementacion de
politicas publicas en materia de planificacion familiar y educacién, lo cual ha

generado una transformacion en la estructura de la poblacion™.

México forma parte de los paises en plena transicion demografica, en consecuencia,
experimenta un intenso y acelerado proceso de envejecimiento poblacional,

provocando un incremento de la poblacion de edades avanzadas.

2014 2050
A 8S5ymas | 85 y mas ]
80a 84 i 80a 84 A
75a79 1 75a79 =
70a74 1 70a74 ]
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Figura 1. Estructura de la poblaciéon en México por sexo y edad proyectada, 2014 y 2050.
En la imagen se puede observar que en comparacion con el afio 2014 la prevalencia de
adultos mayores de 60 afios 0 mas sera mayor para el afio 2050. Modificado de: INEGI,

2023.

Se puede apreciar que la poblacién organizada por edad y sexo tiene una estructura
piramidal con base amplia, pero ira acumulando una mayor proporcién de poblacién

en edades adultas (Figura 1).

Diversos estudios han estimado que la poblacién mundial de adultos mayores

alcanzara los 2.1 mil millones para el afo 2050'2. Segun la informacion

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN 2



proporcionada por el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), se prevé
que para el afo 2030, la poblacién mexicana mayor de 60 afios sera de mas de 20
millones de individuos y para el 2050 se estima que esta poblacion de adultos

mayores constituira el 27.7 % de la poblacion mexicana.

La Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) establece la edad de 60 anos para
considerar que una persona es adulta mayor, aunque en los paises desarrollados
se considera que la vejez empieza a los 65 anos; en México de acuerdo con el
Instituto Nacional de las Personas Adultas Mayores (INAPAM), considera adulto
mayor a una persona que tiene mas de 60 afios y se refiere a la etapa en donde hay
un descenso gradual de las capacidades fisicas, psiquicas, sociales, y a un mayor

riesgo de enfermedad.

El envejecimiento poblacional es alarmante y continuara a lo largo de este siglo, por
lo tanto, es importante atender a este sector de la poblacion con el propdésito de

mejorar su calidad de vida.
2.2 Hipertension arterial
2.2.1 Definicion vy fisiologia

La hipertensién arterial (HTA) es un trastorno caracterizado por la elevacion
persistente de la presién arterial sistdlica 2140, y diastolica 290 mmHg, dentro de
los vasos sanguineos (arterias). La presion arterial (PA) se compone de la presion
sistdlica, que es la presidon que la sangre ejerce sobre las paredes arteriales cuando
el corazon se contrae y la presion diastolica representa la presion ejercida sobre los

vasos cuando el corazdn se relaja entre un latido y otro'-2.

La presion arterial es un indicador clave para reflejar la funcion del gasto cardiaco y
la resistencia vascular sistémica’. Cuando por mecanismos anormales aumentan

en forma inapropiada el gasto cardiaco o la resistencia vascular, el resultado sera

la elevacion de los niveles de la presion arterial.

En condiciones normales los factores hemodinamicos que mantienen la presion

arterial son regulados por hormonas provenientes del sistema nervioso autéonomo

1 —
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que tienen efectos directos sobre los receptores alfadrenérgicos y betadrenérgicos

tanto de los vasos sanguineos como del corazon.

La sangre se distribuye desde el corazon a todo el cuerpo con cada latido, el corazon
bombea sangre por medio de los vasos sanguineos. La presion arterial se genera
por la fuerza de la sangre que empuja las paredes de los vasos sanguineos
(arterias) cuando el corazén bombea. Cuanto mas alta es la tension, mas dificultad

tiene el corazén para bombear.

La presion arterial esta determinada por una compleja interaccidon de varios
elementos que afectan multiples sistemas como se muestra en la Figura 2,
regulados por mecanismos renales mediante el sistema renina-angiotensina-
aldosterona (RAAS) , cardiacos, vasculares, el papel de los péptidos natriuréticos,
endoteliales, neurales, enddcrinos, el sistema nervioso simpatico (SNS), el sistema

inmunologico, asi como la predisposicidon genética® .

Péptidos natriuréticos Endotelio SNS Sistema Inmune

+ Disfuncidn
endotelial

* Sensibilidad a la sal

* Lesion vascular
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* Sensibilidad a lasal ' ]
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Figura 2. Sistemas y 6rganos invo acion de la presion arterial. SRAA,

Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona; SNS, Sistema Nervioso Simpatico; PA,
Presion Arterial; Modificado de: Oparil, S. et al. (2018).
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El mal funcionamiento o la interrupcion de los factores involucrados en el control de
la PA en cualquiera de estos sistemas puede llevar directa o indirectamente a

aumentos en la PA, variabilidad de la PA o ambos?.

Entre el 90 y el 95 % de los pacientes tienen hipertension denominada “esencial” o
“‘primaria”, en la que no se identifica una sola causa subyacente para la presion
arterial alta, es decir, es muy heterogénea, multifactorial y poligénica, ya que, implica
multiples tipos de genes, asi como algunas variantes genéticas asociadas con un

mayor riesgo de desarrollar hipertension.

Algunas investigaciones en gemelos y familias revelaron una heredabilidad
moderada que oscila entre el 30 y 50 %, otros factores implicados son la edad, el
sexo y la ancestria geografica, asi como, factores ambientales como el peso, la
dieta, el tabaquismo, el consumo de alcohol, la diabetes, la actividad fisica y los

estresores psicosociales'®17,

Asimismo, en la ultima década ha surgido una gran evidencia que respalda el papel
que desempefia el microbioma intestinal en la regulacion de la presion arterial,

indicado que las alteraciones en la composicién y funcion de la microbiota intestinal

pueden contribuir al riesgo de enfermedad hipertensiva'®19,

2.3 Prevalencia de la hipertensién en México y en el mundo
La hipertension arterial afecta a mas del 33 % de la poblacion adulta a nivel mundial
y es el principal factor de riesgo para la morbilidad y mortalidad cardiovascular, asi
como, la enfermedad cerebrovascular y la enfermedad renal cronica. Se estima que
en el mundo hay 1,280 millones de adultos con hipertensién y que la mayoria de
ellos, (cerca de dos tercios) viven en paises de ingresos bajos y medianos. La HTA

afecta a uno de cada cuatro hombres y a una de cada cinco mujeres?%2",

Se estima que para el afio 2025, el porcentaje de personas con hipertension arterial
aumentara entre un 15y un 20 %, alcanzando casi la cifra de 1.5 mil millones?2. En
México, de acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT)
2020, la prevalencia de hipertension arterial en adultos mexicanos es de 47.7 %. En
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relacion con el grupo de edad (Figura 3), existe una tendencia creciente en la
prevalencia de HTA a medida que aumenta la edad, especificamente, en los adultos
mayores (260 afios) superan el 60 %??, siendo 5.2 veces mas alta que en jévenes
menores de 40 afios y en donde, ademas, uno de cada tres mexicanos mayores de

edad padece hipertension?3.

HTA 47.7 %
Punto de Corte JNC-7

70 | 61.3 639
60 I
50 -

40 - 34.5 35;:-0 B ENSANUT 2018-19
30 - I ENSANUT 2020

2049 138 |5
10 -+ 1

20-39 anos 40-59 anos I =60 anos
Grupos de edad

Figura 3. Tendencia en la prevalencia de hipertension arterial en la poblacion mexicana.

Se observa una tendencia clara en la prevalencia de HTA en adultos mayores 260 afios

utilizando el punto de corte del Séptimo Informe del Comité Nacional Conjunto sobre la

Prevencion, Deteccion, Evaluacion y Tratamiento de la Hipertension (JNC-7) (2140,90
mmHg), Modificada de: ENSANUT, México 2020.

Un control 6ptimo de la hipertensién es fundamental, ya que constituye el principal
factor de riesgo para eventos cardiovasculares graves y una alta tasa de mortalidad
en la poblacién de México y a nivel mundial. Se estima que, al prevenir estos

eventos, se podrian evitar 76 millones de muertes entre 2023 y 20502°.

2.4 Diagnéstico y tratamiento de la hipertension
De acuerdo con la Guia Practica Clinica de Diagnostico y Tratamiento de
Hipertension Arterial en el Adulto Mayor del IMSS del 2017, el diagnéstico en el
adulto mayor por presentar variabilidad en la presion arterial, debe realizarse con

un esfigmomandmetro calibrado o un dispositivo automatico validado, y hacer la
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medicion en ambos brazos, y se basa en el promedio de al menos 3 lecturas
(descartando la primera y promediando las subsecuentes), en 3 visitas separadas

durante un periodo de 4 a 6 semanas.

Asi como, realizar una historia clinica y un examen fisico completo, pruebas
complementarias en busca de dafio a 6rganos diana y la identificacion de factores

de riesgo cardiovascular.

De acuerdo con el Séptimo Informe del Comité Nacional Conjunto sobre la
Prevencion, Deteccion, Evaluacion y Tratamiento de la Hipertension (JNC-7) el
diagnéstico de hipertensién arterial sistémica se basa en 2 mediciones “con técnica

apropiada” en 2 o mas visitas médicas:

e Estadio 1: Presion arterial sistolica de 140 a 159 mmHg o diastélica 90 a 99
mmHg.

e Estadio 2: Pension arterial sistélica 2160 mmHg o diastdélica =2 100 mmHg.

Se debe iniciar tratamiento antihipertensivo farmacolégico a todos los pacientes de
65 a 79 aflos con HTA con niveles de presion arterial diastélica =2 a 90 mmHg o
sistélica = a 140 mmHg. En el caso de adultos mayores de 80 afios solo se debe
iniciar tratamiento antihipertensivo cuando la presion arterial sistolica sea mayor o

igual a 160 mmHg.

Los farmacos considerados de primera linea para el tratamiento antihipertensivo

son:

- Diuréticos tiazidicos: actuan en el rifdn al inhibir la reabsorcion de iones de
sodio (Na*) y cloruro (CI') de los tubulos contorneados distales, aumentando
la excrecidon urinaria de estos iones. También, aumentan la reabsorcion de
calcio (Ca?*) en el tubulo distal mediante un mecanismo que implica la
reabsorcion de sodio y calcio en el tubulo proximal en respuesta al

agotamiento de sodio?.

- Blogueadores de Canales de Calcio (BCC): inhiben la entrada de iones de

calcio en el musculo liso vascular y en las células miocardicas. El descenso
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de la concentracion de calcio (Ca?*) libre citosdlico en las células musculares
lisas arteriolares condiciona la disminucion del tono contractil, de la

resistencia vascular y de las cifras de presion arterial?*.

- Inhibidores de la Enzima de Angiotensina (IECA): inhiben la conversion
de angiotensina | a angiotensina Il, disminuyendo asi las acciones de la
angiotensina Il. El resultado final es la vasodilatacién reduciendo la

resistencia arteriolar y aumentando la capacidad venosa?*.

- Antagonistas de Receptores de Angiotensina Il (ARA II): bloquean la
activacion de los receptores AT1 de la angiotensina Il. El bloqueo de los
receptores AT1 causa directamente vasodilatacion, reduce la secrecion de

vasopresina y reduce la produccién y secrecion de aldosterona?“.

2.5 Genética de la hipertensiéon: variantes genéticas asociadas a la
hipertension (fisiologia)

La contribucion genética sobre la hipertension se estudia, tanto a través de genes

responsables de fenotipos atipicos de la HTA que siguen un patron monogénico, asi

como, de las variantes genéticas comunes identificadas mediante estudios a gran

escala de asociacion genémica (GWAS).

La mayoria de estas variantes genéticas se tratan de Variantes de un Solo
Nucleétido (SNVs) asociadas con la presion arterial, son SNVs comunes, cuya
frecuencia alélica es >0.05, y que ademas confieran efectos sobre la PA. La mayoria
de las asociaciones reportadas involucran SNVs no codificantes, y debido al
desequilibrio de ligamiento (LD) entre variantes comunes, estos estudios
proporcionan conocimientos limitados sobre los genes causales especificos a través

de los cuales se median sus efectos?°.

La variacién genética juega un papel importante en la hipertensién, entre el 2y 3 %
de la variacion en la hipertension se explica por variantes genéticas comunes
conocidas?®. Los GWAS han dado como resultado una mayor comprension del
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origen poligénico de la regulacion de la presion arterial, donde numerosas variantes
genéticas actuan de manera aditiva para impactar en las enfermedades
cardiovasculares. Sin embargo, la traduccion para establecer el mecanismo

genético subyacente sigue siendo dificil?’.

Actualmente, se conocen mas de 30 genes que influyen en la presion arterial, con
variantes poco comunes que causan formas monogénicas de hipertension o
hipotension, ademas de mas de 1,477 variantes genéticas comunes que estan

asociados con el fenotipo de presion arterial?®.

Los enfoques genéticos han avanzado en la comprension de las vias bioldgicas que
subyacen a la variacién interindividual de la presion arterial. La existencia de formas
monogeénicas raras de presion arterial alta y baja y la identificacion de sus variantes
genéticas causales subyacentes indican que vias fisioldgicas especificas centradas
principalmente en los rifiones y las glandulas suprarrenales tienen un efecto
importante en la presion arterial®®, en donde el estudio de genes que regulan el
sodio y los electrolitos en el rifidn ha mejorado la comprensiéon de los mecanismos

detras de la hipertension.

Algunas de las asociaciones se encuentran en o cerca de genes implicados en vias
gue se sabe que influyen en la presion arterial (NPR3, GUCY1A3-GUCY1B3, ADM,
GNAS-EDN3, NPPA-NPPB y CYP17A1)%. Tres SNVs estan relacionados con la via
de la endotelina: PHACTR1 rs934937, EDN1 rs1630736 y EDNRA rs10305838. El
alelo alternativo de PHACTR1 rs9349379 se asocia con un mayor riesgo de

enfermedad arterial coronaria e hipertension3'.

Otras variantes en el gen NPR3, que codifica el receptor de péptido natriurético C,
el cual aumenta la presién arterial mediante una mayor proliferacién de las células
musculares lisas vasculares, el flujo de calcio inducido por la angiotensina Il y la
contraccion de los vasos®?. Otros dos loci asociados con la regulacién de la presion
arterial son SLC4A7 y SLC39A8 asociado con una variacion Ala391Thr que

aumenta la presion arterial33-34,
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El tamafio del efecto de cualquier SNV en la presion arterial es pequefio:
aproximadamente 1 mmHg para la presion sistélica y 0.5 mmHg para la presion
diastélica®®. Esto resalta la naturaleza multifactorial y factores genéticos que
complican su deteccion y la prediccion de quiénes probablemente desarrollaran la
afeccién, de ahi la importancia de considerar multiples variantes genéticas en la

evaluacion del riesgo cardiovascular®.

2.6 Farmacogenética y farmacogenémica de antihipertensivos
El control de la presion arterial se logra solo en ~50 % de los pacientes con
hipertension que reciben tratamiento, tomando en cuenta que solo una tercera parte
de los pacientes alcanza la eficacia terapéutica en el control de la presion arterial a
pesar de la disponibilidad de multiples clases de medicamentos

antihipertensivos*17:36,

El objetivo de la farmacogenomica en antihipertensivos es utilizar informacion
genética, ademas de otros parametros clinicos o demograficos, para guiar la
seleccién de la terapia antihipertensiva adecuada, en la dosis mas favorable para

maximizar la eficacia del medicamento y reducir el riesgo de efectos adversos?’.

Las tasas de un control inadecuado en los pacientes que reciben tratamiento
antihipertensivo incluyen la falta de adherencia a la medicacién, que puede deberse
a efectos adversos o0 a los costes del tratamiento, y la variabilidad genética

interindividual®”.

Los estudios farmacogendmicos antihipertensivos hasta ahora solo han
proporcionado algunas ideas mecanicistas, pero sin los valores predictivos
necesarios que puedan influir en la eleccién de los farmacos antihipertensivos vy
construccion de una guia farmacogenética. Por esta razén, en el afio 2012, se formd
el Consorcio Internacional para Estudios Farmacogenomicos Antihipertensivos
(ICAPS), para aumentar las oportunidades de descubrir y replicar firmas genéticas
de muchos fenotipos diferentes relacionados con la respuesta al tratamiento

antihipertensivo?’.
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Las variantes genéticas influyen en la respuesta de la presion arterial a diferentes
clases de medicamentos antihipertensivos y los estudios han utilizado tanto genes

candidatos como enfoques de todo el genoma para investigar esta interaccion.

Se han investigado modelos de puntuacién de riesgo que combinan los efectos de
multiples SNVs. Por ejemplo, en el estudio de Evaluacion Farmacogendmica de
Respuestas Antihipertensivas (PEAR), por sus siglas en inglés, se realizd una
puntuacion de riesgo que incluye SNVs dentro de los genes FGF5, CHIC2, MOV10
y HFE, y revel6 una diferencia potencial en la respuesta a los bloqueadores de 3 en
la magnitud de 14/20 mmHg (p=3.3%x1076 para la presion sistélica; p=1.6x107° para

la presion diastolica) comparando portadores de uno vs seis alelos de riesgo38.

A continuacion, se muestran las variantes genéticas en estudios sobre la
farmacogendmica de antihipertensivos de primera linea (Tabla 1). Estas diferencias
en la respuesta al tratamiento a menudo se describen mediante la categorizacion
de las clases de farmacos antihipertensivos de primera linea, refiriéndose a
Inhibidores de la Enzima Convertidora de Angiotensina (IECA), Antagonistas de los
Receptores de Angiotensina (ARA 11), Bloqueadores de Canales de Calcio (BCC) y

diuréticos.
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Tabla 1. Resumen de la farmacogendmica de antihipertensivos de primera linea.

Gen SNV Tipode | popiacion _Tipode Principales
estudio antihipertensivo hallazgos

Los portadores
del genotipo TT
PLCD3 rs12946454 GWAS Caucésica BCC tienen una
(n=3863) mejor respuesta
al tratamiento
con diltiazem
Los portadores
de genotipos
CT+TT tienen
mejor respuesta
KCNH2 | rs1137617 Gen China BCC a azelnidipino o
candidato (n=370) nitrendipino,
con disminucién
de la presion
arterial sistdlica
y diastdlica
Los portadores
Gen China del genotipo
CYP11B2 rs179998 @ candidato (n=98) ARAI CC+CT tienen
una mejor
respuesta al
valsartan
Los portadores
del genotipo TT
CYP11B2 rs179998 Gen Caucasica ARA I tienen una
candidato (n=86) mejor respuesta
al irbesartan
Los portadores
de genotipos AA
NOS3 rs3918188 Gen Brasilefios IECA de rs3918188
candidato (n=101) tienen peor
respuesta al
enalapril
Los portadores
del genotipo GG
tienen mejores
CAMK1D rs10752271 | GWAS | Caucasicos IECA respuestas de
(n=372) la presion
arterial al
losartan
BCC, Blogueadores de Canales de Calcio; ARA Il, Antagonistas de los Receptores de
Angiotensina Il; IECA, Inhibidores de la Enzima Convertidora de Angiotensina. Tomado
de: Oliveira, G. et al. (2019).
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Asimismo, la edad y la ascendencia son factores que se relacionan con la
farmacogendmica, por ejemplo, pacientes jovenes y de ascendencia europea
tienden a responder mejor a las clases IECA y ARA Il, mientras que los pacientes
hipertensos mayores y los de ascendencia africana tienen mas probabilidades de

responder a las clases BCC y diuréticos®.

Es necesario definir una combinacién de variantes con efectos modestos para

alcanzar el objetivo de un tratamiento antihipertensivo guiado por la genética®.

Es por ello que, el ICAPS, promueve el descubrimiento de genes que influyen en la
respuesta a los farmacos antihipertensivos con el objetivo de obtener pruebas
definitivas sobre el uso de informacién genética para guiar las decisiones de
tratamiento antihipertensivo, para ello incluyen fenotipos como la respuesta a
diferentes clases de farmacos antihipertensivos de primera linea, consecuencias
cardiovasculares adversas, hipertension resistente ademas de efectos adversos

incluyendo efectos metabdlicos.

2.7 Telémeros y telomerasa: funcion biolégica
Los teldbmeros son secuencias de ADN repetidas no codificantes de 5-TTAGGG-3'
ubicadas en los extremos de los cromosomas las cuales estdn especificamente
unidas por un conjunto de proteinas que juntas forman el complejo shelterin.
Funcionan como un mecanismo de proteccion cromosomica del material genético
ante la pérdida de informacién durante la division celular y contra una respuesta

constitutiva al dafio del ADN, es decir, mantienen la estabilidad gendémica’4°.

Debido a que la replicacion del ADN es asimétrica en las hebras dobles, una
secuencia en el extremo 3'-hidroxilo perderia de 30 a 200 nucledtidos con cada
replicacion del ADN vy division celular, debido al problema de la replicacion terminal.
Los telémeros proporcionan una secuencia no codificante repetitiva en el extremo

3' para prevenir la pérdida de informacién genética critica durante la replicacion®'.
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La telomerasa tiene un papel importante en el mantenimiento de los telémeros, se
trata de un complejo ribonucleoproteico, cuyo nucleo catalitico incluye la
transcriptasa inversa de la telomerasa (TERT) y el ARN de la telomerasa (TERC),
que sirve como plantilla para la adicion de repeticiones teloméricas a los extremos

de los cromosomas*® (Figura 4).

Telomeric DNA
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Figura 4. Estructura de los telomeros humanos y reclutamiento de la telomerasa. Tomado
de: Sandin, S. et al. (2014).

Las células germinales, células madre, células hematopoyéticas y linfocitos
activados poseen un nivel alto de la actividad de la telomerasa, sin embargo, las
células somaticas tienen una baja actividad de esta enzima con una longevidad

limitada*".

La expresién de la telomerasa varia segun el estado de diferenciacion celular lo que
implica un control transcripcional especifico de la expresién de TERT, ademas de la
necesidad de procesar y estabilizar el ARN de telomerasa TERC, en donde la
regulacion y ensamblaje del complejo activo, requieren de una interaccion entre

diversas proteinas detalladas en la Tabla 2:
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Tabla 2. Proteinas asociadas con el ensamblaje y funcién de la telomerasa

Factor .
. . Factores asociados a la
asociado a la Funcidén . R
telomerasa que interactuan
telomerasa
Componentes de la telomerasa activa
TERT Transcriptasa inversa Sintesis de’repetluones de
telomeros
TERC RNA no codificante de tipo Plantilla para la sintesis de
H/ACA telomeros
Maduracién y acumulacion
. . Pseudouridina sintasa de la de TERC, estabilidad de la
Disquerina . . .
familia TruB plantilla y ensamblaje de la
telomerasa RNP
Proteinas accesorias de la RNP de la telomerasa
RNP pequeno conun motivo -\ 1acién de TERC y
de union de zinc de cinta B N- .
NOP10 . . ensamblaje de telomerasa
terminal y una ahélice C-
. RNP
terminal corta
RNP de la familia ribosomica . cumulacion de TERC'y
NHP2 L7Ae ensamblaje de telomerasa
RNP
Necesario para la
GAR1 RNP con dos dominios ricos en | pseudouridinilacion mediada

glicina y arginina por disquerina y la
biogénesis de ribosomas
Biogénesis, ensamblaje y proteinas chaperonas de la RNP de la
telomerasa

Chaperona con actividad Maduracion y funcion de

HSP90 ATPasa TERT, Montaje-desmontaje
RNP
Caja H/ACA que contiene
Factor de Ensamblaje Nuclear chaperona de ensamblaje
NAF1 1, Dominio de homologia RNP; Trafico y estabilizacion

GAR1 de la disquerina, se une a la
ARN polimerasa Il
Factor de ensamblaje y
SHQ1 Dominio CS transporte de RNP que
contiene la caja H/ACA
Proteinas para el reclutamiento de la telomerasa
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trafico y retencion de TERC
en los 6rganos de Cajal;
TCAB1 Proteina de repeticion WD40  reclutamiento de telomerasa
de los cuerpos de Cajal al
nucleoplasma
Reclutamiento de telomerasa

Fosfoproteina telomérica que a los telémeros; Mejora la
TTP1 . . o
contiene pliegues OB procesividad de la
telomerasa

Modificado de: Arndt, G; MacKenzie, K. (2016).

La biogénesis de la telomerasa (Figura 5) es un proceso en el que son necesarias
interacciones proteina-proteina entre factores de ensamblaje y proteinas
chaperonas, incluida NAF1 que se asocian transitoriamente con la disquerina y
facilitan la formacién de un precursor de telomerasa. EI ARN de la telomerasa
TERC, se une directamente a la disquerina en el sitio de su transcripcion en
presencia de las proteinas accesorias ribonucleoproteicas (RNP) NHP2, NOP10 y
GAR1. Este precursor de RNP de telomerasa es reclutado a los cuerpos Cajal por
la proteina de telomerasa TCAB1. Dentro del cuerpo Cajal, la transcriptasa inversa
de la telomerasa TERT se ensambla en el complejo, en presencia de otras proteinas
como HSP9O0, para producir un complejo de telomerasa activo enzimaticamente.
TCAB1 facilita el movimiento de la telomerasa desde los cuerpos Cajal al
nucleoplasma y en conjunto con TPP1 facilita su transporte del complejo hacia el

telomero®.
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Figura 5. Ensamblaje de la telomerasa. Se ilustra la biogénesis del complejo de la
telomerasa, el fondo gris claro representa el nucleoplasma. Modificado de: Wu RA. et al.
(2017).

2.8 Longitud de telémeros y su relaciéon con la hipertension
La longitud de telomeros (LT) ha sido considerada en los ultimos afos como un
marcador molecular relacionado con el envejecimiento celular debido a su
acortamiento progresivo en cada division celular®?, lo que conduce a la senescencia
celular, es por ello por lo que la longitud y disfuncion de los telémeros se han
asociado con el desarrollo de enfermedades relacionadas con la edad*® como son

las enfermedades cardiovasculares, incluidas la hipertension*4.

Existen diferentes factores genéticos y ambientales que afectan la longitud de
telomeros, tales como, la heredabilidad (34-82 %), variantes genéticas, proteinas
relacionadas con el mantenimiento de los teldmeros, asi como la inflamacion, y el
estrés oxidativo. Por un lado, la inflamacion es un factor adicional responsable de la
reduccion de teldbmeros en los leucocitos al aumentar las células madre
hematopoyéticas. Por otro lado, el estrés oxidativo es un proceso que aumenta el
acortamiento de los telomeros durante cada division celular en células somaticas.
Asi como también, se ha reportado la influencia de otros factores como el género,
la ancestria geografica, el bajo estatus socioeconémico, el estrés, el tabaquismo,

las enfermedades crénicas, entre otros*546,
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Aunque existe mucho interés en la longitud de teldmeros como biomarcador de una
edad bioldgica avanzada, es evidente, que la relacion entre la longitud de telémeros
y el riesgo de enfermedad es compleja, ya que, tanto los telémeros mas cortos como
los mas largos se han asociado con mayores riesgos de enfermedades
cardiovasculares como la aterosclerosis coronaria, infarto al miocardio, cardiopatia

isquémica, enfermedad coronaria y la hipertension arterial*’.

El sistema bioldgico de los teldbmeros es un mecanismo molecular importante que
puede estar causalmente relacionado con el envejecimiento cardiovascular, un

efecto respaldado por estudios experimentales y poblacionales en humanos“®.

Se sabe que el envejecimiento esta asociado con la remodelacién de la pared
vascular, el deterioro de la funcion endotelial, la reduccién en la capacidad
regenerativa del endotelio y la senescencia endotelial, que se caracteriza por un

aumento en la tasa de apoptosis de las células endoteliales?®.

De acuerdo con una revision sistematica y un metaanalisis de estudios en humanos
respaldan un papel de la longitud de telémeros en la hipertension®®. Una longitud de
teldomeros mas corta se ha asociado positivamente con la presion arterial diastdlica
y correlacionada negativamente con la presion arterial sistdlica y la presion de
pulso®. La longitud de telémeros de los leucocitos es significativamente mas corta
en pacientes con hipertension esencial que en sujetos normotensos. Mas
importante aun, los sujetos hipertensos que desarrollaron enfermedad coronaria
dentro de los 5 afos tenian teldmeros aun mas cortos que los sujetos hipertensos

que no desarrollaron enfermedad coronaria®?.

Se ha identificado una asociacion de teldmeros mas cortos y la hipertension, con un
impacto desfavorable en estos pacientes; algunos estudios, indican una relacién
directa, inversa o ninguna asociacion entre la presion arterial-hipertension y la
longitud de los telomeros, ya que estos resultados difieren entre poblaciones, por lo
que, el establecimiento de un vinculo entre la LT y la presion arterial no es del todo

claro.
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2.9 Variantes genéticas y su impacto en la longitud de telomeros
asociado a enfermedades cardiovasculares

La variacion interindividual en la longitud de los teldbmeros es el resultado de la

interaccién entre factores genéticos y ambientales. Se han identificado diversas

variantes genéticas asociadas con la longitud de telomeros a través de GWAS, que

explican parte de la variacion interindividual en la longitud de los teldmeros en la

poblacion general®.

Los GWAS han identificado 16 variantes genéticas en al menos ocho loci genéticos
diferentes fuertemente asociados con la longitud de telédmeros principalmente en

poblaciones de ascendencia europea, asiatica y africana®.

Muchos de estos loci albergan genes de la telomerasa y proteinas protectoras de
los telémeros, incluyendo TERC, TERT, NAF1, OBFC1, ZNF208, ACYP2y RTEL1
entre otros genes candidatos como TINF2, PARP1, TERF1, ATM y POT1 con
posibles roles en la biologia de los telémeros y mecanismos de reparacion del ADN
(p<5x1078)46.53,

La longitud de telomeros, entonces, esta influenciada genéticamente por al menos
11 SNVs previamente demostrados, (Tabla 3) que modulan la homeostasis de los
telomeros y estan asociados con la susceptibilidad a enfermedades®*, aunque solo
explican una proporcion modesta de la variacion de LT, aproximadamente entre el 2

y 3 % de la variacion fenotipica®:.
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Tabla 3. Variantes de un Solo Nucleétido (SNV) asociadas a la longitud de teldmeros

SNV Gen Chr Posicion Valor de p
rs412658 ZNF676 19 22359440 1.00x108
rs81055767 ZNF208 19 22032639 1.11x10°
rs2027234 CTC1 17 8232774 2.00x108
rs9420907 OBFC1 10 103916707 7.00x10"
rs755017 ZBTB46 20 62421622 6.71x10°
rs6028466 DHX35 20 39500359 2.57x108
rs7675998 NAF1 4 163086668 4.35x101
rs10936599 TERC 3 169774313 3.00x10°31
rs11125529 ACYP2 2 54248729 8.00x1071°
rs6772228 PXK 3 58390292 3.91x101°
rs2736100 TERT 5 1286401 4.38x1071°

SNV, Variante de un Solo Nucleétido; Chr, cromosoma; Valor de p, significancia
estadistica (p<5x107%)

A través de un analisis tipo GWAS usando una gran base de datos de distintas
enfermedades cardiovasculares como aterosclerosis coronaria, infarto de
miocardio, enfermedad cardiaca isquémica, hipertension, insuficiencia cardiaca
entre otras, se encontré que individualmente los SNVs lideres en cada uno de los
loci asociados con la longitud de los teldbmeros no estan significativamente
asociados con el riesgo de enfermedad cardiovascular ya que reflejan efectos
individuales débiles en la LT y baja potencia, no obstante, en un analisis combinado,
los alelos asociados con la LT mas cortos estaban asociados con un riesgo

significativamente mayor de enfermedad cardiovascular®.

Dentro de las multiples variantes genéticas que se asocian con la longitud de
telomeros y su relacion con la enfermedad cardiovascular exclusivamente a través
de su efecto sobre la LT, se destacan dos SNVs (NAF1 rs7675998 y TERC
rs10936599) con mayor significancia estadistica en el estudio de Codd y su relacién

con algunas afecciones del sistema cardiovascular.
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TERC rs10936599 C>T se encuentra ubicada 10 kb rio arriba del gen TERC y en el
segundo exon del gen MYNN, el cual controla la expresiéon de diversos genes. Se
ha encontrado que la variante TERC rs10936599 esta asociada con el acortamiento
de la longitud de los telémeros®®, ademas, se ha asociado con insuficiencia cardiaca
aguda, hipertension, ademas de otras afecciones como, enfermedad pulmonar
obstructiva crénica, diabetes mellitus tipo 2, enfermedad celiaca, esclerosis multiple

y multiples tipos de cancer.

NAF1rs7675998 A>G se encuentra 40 kb rio abajo de NAF1 y tiene un efecto similar
en la longitud de los telomeros al SNV cerca de TERC. Estudios previos reportan
que afecta la longitud de los telomeros comprometiendo los niveles de NAF1% y
puede ser unico en que se requiere en dosis completa para la telomerasa y el
mantenimiento de los teldomeros®’. Esta variante se ha asociado principalmente con

la enfermedad coronaria, fibrosis pulmonar, pneumoconiosis y glioma.
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3 Justificacion

La alta prevalencia de hipertension arterial en México y en el mundo afecta a mas
del 60 % de adultos mayores y se agrava por el hecho de que uno de cada dos
pacientes hipertensos no responde a los medicamentos antihipertensivos en la
primera prescripcion y en promedio, solo un tercio de la poblacion logra un control

efectivo de la presion arterial.

Diferentes factores inciden en el control fisiologico y falla terapéutica de los niveles
de presion arterial, en donde, estan implicados mecanismos complejos que
conducen a un aumento persistente de ésta, e interaccionan diversos factores como
la genética del paciente, la polifarmacia, el microbioma, factores demogréficos,
antropomeétricos y clinicos, sin embargo, la ausencia de pruebas de laboratorio para
identificar la hipertensién tempranamente, prevenirla o monitorearla destaca la
necesidad de intensificar la investigacion incluyendo otros parametros clinicos y
moleculares, como la longitud de teldmeros, que parecen tener un papel importante

en el control de la hipertension.

Estudios recientes apuntan a la existencia de una relaciébn cuantitativa entre
variantes genéticas, la longitud de telomeros y presién arterial que podrian

identificar rutas y blancos moleculares relacionados con la hipertension.

Aqui se busca identificar una relacion cuantitativa entre variantes genéticas
asociadas con la longitud de telomeros, a través de modelos matematicos para
explorar la posible asociacion entre las variantes NAF1l rs7675998, TERC

rs10936599 y la longitud de telémeros con los niveles de presién arterial.

El conocimiento derivado de proyectos como este establecerd la base y futuras
intervenciones que promuevan el control de la presion arterial en pacientes

hipertensos.
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4 Objetivo general

Determinar el impacto y posible asociacion de las variantes genéticas NAF1
rs7675998 y TERC rs10936599, asi como, la longitud de telomeros con los niveles
de presion arterial en adultos mayores hipertensos.

5 Objetivos especificos

» Determinar la frecuencia alélica y genotipica de las variantes NAF1 rs7576998 y
TERC rs10936599 en poblacion mexicana y compararla con otras poblaciones

continentales.
* Determinar la longitud de telémeros en adultos mayores hipertensos.

* Evaluar las diferencias en los niveles de presion arterial de acuerdo con la longitud

de telébmeros.

* Desarrollar un modelo matematico que integre la variabilidad genética de NAF1
rs7675998 y TERC rs10936599, la longitud de teldbmeros y su impacto en la presion

arterial.

6 Hipotesis

» Lavariabilidad genética de NAF1 rs7675998 y TERC rs10936599 se asocia

con la longitud de telomeros.

» Las variantes genéticas NAF1 rs7675998 y TERC rs10936599 se asocian

con los niveles de presion arterial.
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7 Metodologia

7.1 Poblacién de estudio y seleccion de muestras
Este es un estudio experimental transversal, descriptivo, con un tamano de muestra
a conveniencia y disponibilidad. El proyecto se aprobé por los comités de Etica del
Instituto Nacional de Medicina Gendmica (INMEGEN) y Centro Médico Nacional
Siglo XXI perteneciente al IMSS, con el numero de dictamen CEI2016-23 y R-2018-
785-064 respectivamente. Todos los pacientes firmaron el consentimiento informado

y el protocolo se desarrollé de acuerdo con los lineamientos éticos de Helsinki.

La poblacién de estudio es derechohabiente del IMSS de la “Cohorte de Obesidad,
Sarcopenia y Fragilidad de Adultos Mayores Mexicanos” (COSFAMM) del Centro
Médico Nacional Siglo XXI IMSS. Los pacientes fueron invitados a participar durante
los afios 2018, 2019 y 2022, de acuerdo con los criterios de inclusion aqui listados.
Se les tomé muestra de sangre en tubos Vacutainer de 4 mL con EDTA como
anticoagulante. Durante el estudio, se recolecté la siguiente informacion de
laboratorio: quimica sanguinea de 8 elementos, parametros clinicos vy

antropomeétricos consolidandose una base de datos parte del presente estudio.
Criterios de inclusion:

e Adultos mayores (=60 afios)
e Contar con registro de presion arterial

e Firmar un consentimiento informado
Criterios de exclusion:

e Padecer cancer y enfermedades autoinmunes

e Toma de muestra con menos de 4 mL de sangre

El presente estudio se desarrollé6 en las siguientes etapas y de acuerdo con la

Figura 6:

a) Genotipificacion: analisis genéticos en 1651 muestras de ADN, evaluando las
frecuencias alélicas y genotipicas de las variantes NAF1 rs7675998 y TERC
10936599.
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b) Relacion entre variantes genéticas y presion arterial: de acuerdo con la

informacion clinica y genética disponible al momento del estudio para 685 muestras.

c) Determinacién de la longitud de teldmeros: limitada a la disponibilidad de

reactivos en 369 muestras y correlacién con la presion arterial.

d) Desarrollo de modelos matematicos de: asociacion entre variantes genéticas,

longitud de telémeros y variables clinicas, para 369 muestras.

( )
Genotipificacion —
de SNVs N=1651
L J
( )
Relacion entre
SNVs y presién N=685
arterial
L J
( )
Integracion de
SNVs, LT sobre la N=369
presion arterial

\. J

Figura 6. Diagrama de flujo del tamario de la poblacién de estudio para cada etapa de
analisis. La poblacion en cada etapa de estudio se observa de acuerdo con la
disponibilidad de reactivos para analisis de las muestras.

7.2 Extraccion de ADN
Las muestras de sangre en tubos Vacutainer-EDTA fueron centrifugadas a 3000 rpm
por 10 minutos, se separdé el plasma y la capa leucoplaquetaria y se almacené a
-70°C. EI ADN se extrajo utilizando el kit comercial PureGen Blood Kit (Qiagen) de
acuerdo con las instrucciones del proveedor. A continuacion, se describe este

proceso:

1. Se ftransfirié la capa leucoplaquetaria a un tubo cénico de 15 mL y se
agregaron 3 mL de Red Blood Cell (RBC) buffer de lisis de eritrocitos. Se

mezcld y agitd con vortex ligeramente hasta eliminar eritrocitos.

1 —
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN 25



2. Seincubd por 10 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd a 3500 rpm
por 7 minutos.

3. Se desechd el sobrenadante dejando 100-200 pL de liquido residual y se
resuspendio el sedimento (pellet).

4. Se agregaron 3 mL de solucion de lisis celular y se agitdé en vortex
vigorosamente para lisar las células.

5. Se incubd por 40 minutos a 37°C y se colocaron los tubos en hielo. Se agregé
1 mL de solucidén de precipitacion de proteinas y se agitdé en vortex por
minimo 30 segundos a alta velocidad.

6. Se centrifugd a 3500 rpm por 7 minutos y se afiadieron 3 mL de isopropanol
frio (4°C) en un tubo cénico de 15 mL y se agreg6 el sobrenadante.

7. Se mezclo por inversion 50 veces y se centrifugé a 3000 rpm por 5 minutos.
Se decant6 el sobrenadante y se dejo secar el tubo invertido ssobre una hoja
de papel absorbente, asegurandose que el pellet permanezca en el tubo.

8. Se agregaron 3 mL de etanol al 70 % y se invirtié invertir varias veces para
lavar el pellet de ADN.

9. Se centrifugd a 3000 rpm por 5 minutos, se decantd el sobrenadante y se
dejo secar el tubo en papel absorbente, asegurando el pellet en el tubo.

10.Se agregaron 100 uL de agua libre de endonucleasas y utilizar vortex para
disolver el ADN. Se incubé durante la noche a temperatura ambiente y se

homogenizo en vortex por 15 segundos.

7.3 Determinacion de la concentracién, pureza e integridad del ADN
Se realiz6 la cuantificacion de ADN mediante espectrofotometria UV-Visible en el
equipo NanoDrop One (Thermo Scientific). Se seleccioné la cuantificacion de ADN
de doble cadena, se calibré el equipo usando como blanco agua libre de

endonucleasas y se depositaron 2.0 yL de muestra de ADN en agua en el lector.

El ADN se diluyé en agua libre de endonucleasas a una concentracion final de 50

ng/uL y fue almacenado a -20°C hasta su uso.
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La integridad del ADN se visualiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %
tefido con SYBR Safe DNA Gel Stain 10000X (Invitrogen). La electroforesis se
realizé en geles de 40 pozos. En el primer pozo se depositaron 2 yL de marcador
de peso molecular de 1 Kb (Goldbio), mientras que en los pozos siguientes se
afadieron 4 pL de muestra de ADN junto con 1 uL de buffer de carga 6X DNA
Loading Dye (Thermo Fisher Scientific). Se utilizé buffer de corrida TBE 1X y se

corrié a 60 volts por 50 minutos.

Verificando el corrimiento de las bandas en un fotodocumentador UV (BioRad).

7.4 Genotipado de variantes NAF1 rs7675998 y TERC rs10936599
La genotipificacion de la variante TERC rs10936599 se obtuvo mediante el
microarreglo Infinitum GSA v1.0, (lllumina) que cuenta con cerca de 670 mil

variantes genéticas.

7.4.1 Genotipificacion por sondas TagMan en qPCR en tiempo real

La variante NAF1 rs10936599 no se encuentra en el microarreglo GSA, por lo que
se determind mediante sondas TagMan y gPCR en tiempo real, la cual es una
técnica de discriminacion alélica basada en la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa, que amplifica y detecta alelos de variantes genéticas especificas, en

ADN genomico.

La sonda TagMan® C__ 11248528 10, es especifica para determinar los alelos Ay
G de la variante NAF1 rs7675998.

El extremo 5° la sonda TagMan esta marcada con un fluoréforo (reporter) y el
extremo 3 contiene un inhibidor de fluorescencia NFQ-MGB (Non fluorescent
quencher -Minor Groove Binder). Esta discrimina entre alelos al estar marcadas

diferencialmente para cada alelo (Tabla 4).
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Tabla 4. Fluoroforos y alelo asociado a cada uno

. VIC™ FAM™
Secuencia SNP Alelos
alelo alelo
TTGTTAAATAAATAAATAAATAAATIAIGIACTGATGTGTAAGTGCATTCTTAAA [ A/ G] A G

Se prepard una mezcla de reaccion que incluye el ADN en un maximo de 10 ng por
reaccion, la sonda TagMan SNP Genotyping (Applied Biosystems) que contiene los
2 primers especificos de la secuencia que acota a la variante, Master Mix TagMan-
Genotyping (Applied Biosystems) que contiene la ADN polimerasa, dNTP’S, buffer
de disolucién, Mg?*, colorante de referencia pasiva, ademas, componentes para

optimizar fluorescencia y deteccion.

Se utilizaron placas de 96 pocillos en cada una se coloca una muestra de ADN
diferente, y en promedio se determina un 50 % de las muestras por duplicado
asegurando la precision y exactitud de la caracterizacién genotipica. Se utilizaron
controles para cada genotipo de la variante genética. Las Tablas 5 y 6 detallan la
concentracion y el volumen de la mezcla de reaccion, asi como, las condiciones de
temperatura para la amplificacion en tiempo real.

Tabla 5. Concentracion y volumen final de la mezcla de reaccion para gPCR en
tiempo real

Reactivo Concentracion Volumen (pL)
TagMan® Genotyping-
Master Mix 2 2:5
Sonda TagMan™ SNV
Genotyping Assay, 20x 0.25
rs7675998
Agua libre de ) 195
endonucleasas
Muestra de ADN 10 ng/ pL 1
Volumen total - 5
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Tabla 6. Condiciones de temperatura para la gqPCR de genotipificacion con sondas
TagMan

PCR
Pre-Read Hold Post-Read
Numero de ciclos: 60
60°C 95°C 95°C 60°C 60°C
00:30 seg 12:00 min 00:20 seg 1:00 min 00:30 seg

La reaccion se realizé en el equipo QuantStudio™ 7 Flex Real-Time PCR System

(Applied Biosystems) en conjunto con el software propio del equipo.
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7.5 Caracterizacion del genotipo
Después de la genotipificacion por discriminacién alélica, se caracterizo el genotipo
de las muestras a partir de los datos de amplificacion generados en las reacciones

de gPCR en tiempo real.
Se generan dos tipos de graficos:

1. Grafico de amplificacion: representa la fluorescencia en funcidn del ciclo de

PCR vy registran las sefiales especificas de los alelos (Figura 7).

Amplification Plot
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1E00

ARnNn

0.04

0014

0.001

Numero de ciclos del termociclador
Figura 7. Curva de amplificacion de qPCR en funcién de la fluorescencia de cada alelo

2. Grafico de discriminacioén alélica: estos graficos muestran tres grupos que
son los tres genotipos para esta variante y cerca del origen los controles
negativos. La agrupacion de los puntos a lo largo del eje de las abscisas
indica homocigotos G/G, mientras que la distribucion en el eje de las
ordenadas indica homocigotos A/A y la agrupacion diagonal representa los
heterocigotos A/G, al mostrar fluorescencia de ambos fluoroforos. A través
del andlisis de estas graficas, se logro la identificacion de los genotipos de

las muestras (Figura 8).
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Allelic Discrimination Plot
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Figura 8. Grafico de discriminacion alélica y la distribucion de los genotipos

7.6 Determinacion absoluta de la longitud de telémeros
Se midi6 la longitud de telomeros en 369 pacientes con el kit de ensayo qPCR de
cuantificacion de la longitud absoluta de telébmeros humanos (AHTLQ)
(ScienceCell). La técnica esta basada en la reaccion en cadena de la polimerasa
cuantitativa qPCR en tiempo real que amplifica y cuantifica las secuencias

especificas de los telomeros.

En la determinacién absoluta de la longitud de telémeros (LT) es posible conocer la
longitud en pares de bases del telomero de cada muestra. Para ello es necesario
contar con una secuencia de telémero sintética aqui llamada ADN de referencia de
la que se conoce su longitud. EI ADN de referencia tiene una longitud de telébmeros
de 1.23 = 0.09 Mb por célula diploide.
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Ademas, de un control interno de amplificacion clasico de experimentos por gPCR
que generalmente es un gen de mantenimiento celular conocido como

‘housekeeping” gene incluido en el kit como SCR (Single Copy Reference).

De tal forma que, para la determinacion de la LT de cada muestra se corren 4
reacciones con dos pares de primers independientes. Para cada muestra de ADN
se corren para el housekeeping gene como referencia interna (SCR) y para la LT.
La mezcla de reaccion esta compuesta por el par de primers de referencia de copia

unica (SCR) o un par de primers de telomeros (TEL).

Todas las reacciones incluyen, el master mix qPCR 2X GoldNStart TaqgGreen
basada en colorante SYBR®Green, dNTP’s, ADN polimerasa y un indicador de

carga.

Las muestras de ADN se diluyeron a una concentracion de 3 ng/uL. Para cada
muestra de ADN y el ADN de referencia se preparan dos reacciones de RT-PCR,
una para los primers SCR y otra para los primers TEL en |la Tabla 7 se muestran los

volumenes para la mezcla de reaccion.

Tabla 7. Mezcla de reaccion de qPCR para medicion de longitud de telémeros

Reactivo Volumen
ADN de referencia o muestra de ADN 1L
Primers SCR o TEL 2 uL
Master mix 2x 10 uL
Agua libre de endonucleasas 7 uL
Volumen total 20 pL

Las reacciones de amplificacion se corren simultdneamente para ambos primers
bajo las mismas condiciones de reaccién ya que el kit estd optimizado para
mantener las temperaturas de alineacion similares para ambos sets de primers. La
reaccion se corre y se lee en el equipo QuantStudio™ 7 Flex Real-Time PCR

System (Applied Biosystems).
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La amplificacion de ADN mediante PCR consté de 60 ciclos, con desnaturalizacion
a 95°C durante 20 segundos, seguida de emparejamiento de cebadores a 52°C
durante 20 segundos y extension a 72°C durante 45 segundos en cada ciclo. Estas

condiciones fueron aplicadas para lograr la amplificacion deseada del ADN.

El grafico de amplificacion (Figura 9), en el eje de las abscisas se encuentra el
numero de ciclos de gPCR y en el eje de las ordenadas se trata de la fluorescencia
de colorante normalizada. La linea azul, determina el umbral en el que se produce
un cambio significativo en el nivel de fluorescencia conocido como “threshold”. El
corte entre este umbral y la curva de amplificacion determinara el Cq (ciclo umbral)

empleado para la cuantificacion.

Amplification Plot
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Figura 9. Curva de ampilificacion de gPCR en la cuantificacién de la longitud de

telomeros. Se observan dos curvas, una muestra de ADN (curva amarilla) y el ADN de
referencia (curva roja).
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7.6.1 Calculo de la longitud de telomeros

El calculo de la longitud absoluta de teldmeros se realiza a través de la comparacion
de las diferencias en el valor de ciclos de cuantificacion necesarios para la
amplificacion entre la muestra de ADN de referencia en comparacion con la muestra

objetivo de ADN. Este procedimiento se describe detalladamente a continuacion:

Se registraron los valores de Cq para las reacciones de qPCR en tiempo real,
especificamente para el teldmero (TEL) y el gen de referencia de copia unica (SCR),

tanto en la muestra objetivo como en la muestra de referencia.

Se determind la diferencia entre los valores de Cq para la muestra objetivo y el ADN

de referencia, tanto para TEL como para SCR, utilizando las siguientes formulas:

1. Calculo de ACq (TEL): Diferencia en el numero de ciclos entre la muestra

objetivo y el ADN de referencia.
ACq (TEL) = Cq (TEL, muestra objetivo) — Cq (TEL, ADN de Referencia)

2. Calculo de ACq (SCR): Diferencia en el numero de ciclos de cuantificacion
para la amplificacion de la region SCR entre la muestra objetivo y el ADN de

referencia.
ACq (SCR) = Cq (SCR, muestra objetivo) — Cq (SCR, ADN de referencia)

3. Calculo de AACq: representa la diferencia entre la cantidad de telomeros y
la cantidad de la regién SCR en la muestra objetivo en comparacion con la

muestra de referencia.
AACq = ACq (TEL) - ACq (SCR)

4. Calculo de la longitud relativa de telomeros de la muestra objetivo en

comparacion con el ADN de referencia:
Longitud relativa= 2-24Cq

5. Calculo de la longitud total por célula diploide: se utilizé la longitud

conocida de los telémeros en la muestra de referencia para calcular la
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longitud total de los teldomeros en la muestra objetivo. Esta estimacion se
basa en la relacion de expresion relativa representada por 2-24C4, dividida por
el numero de extremos cromosémicos en una célula diploide (92) para
obtener la longitud promedio de los teldbmeros en cada

extremo cromosomico.
Longitud total = (1.23 + 0.09 Mb) x 2- 244Cq

/92 extremos cromosomicos (23 cromosomas X 4 extremos c/u = 92)

7.7 Analisis estadisticos y bioinformaticos

7.7.1 Determinacion de la frecuencia alélica'y genotipica

La frecuencia genotipica se determiné calculando el numero de genotipos de cada
variante genética, contando cuantas veces aparece en la poblacion de estudio, y se
calcula la frecuencia mediante la division del nimero de veces que aparece un
genotipo especifico NAF1 rs7675998 G/G, A/G y A/A cada uno entre el total de
muestras estudiadas. Posteriormente se calcula la frecuencia alélica, es decir, la
frecuencia del alelo A y el alelo G, siguiendo la ecuacion del binomio cuadrado

perfecto p? + 2pq +g? = 1, de esta manera es posible determinar la frecuencia alélica.

Para cada variante genética, es decir, SNV (Variante de un Solo Nucleétido), el alelo
de referencia es aquel que se encuentra en mayor frecuencia en la poblacién y el
alelo alternativo, comunmente denominado MAF (Frecuencia del Alelo Menor) es

aquel que se encuentra en menor proporcion en la poblacion®8.

Estos calculos se realizaron mediante el software PLINK 1.9 v1.07%°. Los datos se
organizaron en archivos de texto plano con las extensiones PED y MAP que lee el
software PLINK. El archivo PED comprende seis columnas, en donde se identifica
familia, individuo, padres, género, informacién del fenotipo y del genotipo de la
variante, mientras que el archivo MAP se compone de cuatro columnas que detallan

la ubicacién precisa de la variante en el genoma, incluyendo el cromosoma,
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identificador rs, la distancia genética en centimorgans y la posicion en

pares de bases.

7.7.2 Comparacion de la frecuencia alélica con otras poblaciones

continentales

Se efectu6é una comparacion de las frecuencias alélicas entre la poblacion mexicana
versus otras poblaciones continentales. La informacioén para estas ultimas fue

extraida del proyecto 1000 Genomas y se incluyeron a las poblaciones:

MXL (mexicanos de Los Angeles)

CEU (europeos del norte de Utah)
CHB (chinos de Han Beijing)
YRI (yorubas en Ibadan Nigeria)

Este andlisis se realizd mediante una Chi cuadrada (X?) para examinar las
diferencias en las frecuencias alélicas entre la poblacion mexicanay las poblaciones
mencionadas, en el software PLINK 1.9 v1.07, asumiendo una diferencia

estadisticamente significativa si p<0.05.

7.7.3 Analisis del Equilibrio de Hardy Weinberg (HWE)

El equilibrio de Hardy-Weinberg se define como una relacion teérica entre las
proporciones relativas de los alelos y las frecuencias de los diferentes genotipos en
la poblacion. Su determinacion ofrece informacion sobre la distribucion genética, ya
que indica la frecuencia de los alelos y de los genotipos de una determinada variante

para una poblacion.

Este equilibrio se expresa mediante la ecuacién p? + 2pq +g® = 1, donde p y q
representan las frecuencias alélicas y p?, 2pq y q? las frecuencias genotipicas
respectivas, esta ecuacion refleja las expectativas tedéricas para las frecuencias de

genotipos en una poblacion estables siempre y cuando cumplan ciertas
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condiciones, detectando asi posibles influencias evolutivas en la poblacion que

pudieran afectar estas frecuencias.

7.7.4 Descripcion de las variables clinicas de la poblacion vy

clasificacion de longitud de tel6meros

Se consider6 una base de datos con informacion clinica y demografica para la cual
se realizaron analisis estadisticos descriptivos como la normalidad de 685 muestras

gue cuentan con dicha informacion.

Para determinar normalidad se emple6 la prueba de Shapiro-Wilk para las variables
edad (afios), estatura (m), peso (kg), indice de masa corporal (kg/m?), glucosa
(mg/dL), colesterol total (mg/dL), colesterol HDL (mg/dL), colesterol LDL (mg/dL),
triacilglicéridos (mg/dL), presion arterial sistélica, diastélica, presiéon de pulso
(mmHg) y la frecuencia cardiaca (Ipm), asumiendo que la variable presentaba una
distribucion normal si el valor de p> 0.05. En el caso de no cumplir los criterios de
normalidad, y para poder realizar comparacion estadistica entre grupos se utilizé la

prueba no paramétrica U de Mann-Whitney.

Los datos de longitud de teldmeros se expresaron en kb y se calcularon los
coeficientes de correlacion de Pearson para describir la relacion entre la longitud de

los teldbmeros y los niveles de presion arterial sistolica y diastdlica.

Posteriormente se categoriz6 en cuartiles clasificando en telémeros cortos Q1<5.0
kb, medianos Q2<6.6 kb y largos Q3>8.2 kb para analizar de manera mas detallada
cémo las distintas longitudes de telémeros influyen en la relacién con los niveles de

presion arterial.
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7.7.5 Seleccion de variables clinicas, antropométricas vy

farmacologicas aincluir en los modelos matematicos

Es posible determinar si existen relaciones genotipo-fenotipo mediante modelos de
regresion lineal considerando al fenotipo o la variable de analisis (variable
dependiente) como un conjunto de datos continuos para los cuales se desarrollan
modelos lineales o bien como variable categdrica para estos ultimos se desarrollan

modelos logisticos.

Ambos modelos deben considerar variables confusoras también Illamadas
covariantes, esto debido a que el fenotipo de estudio (hipertension, presion arterial
sistélica y diastélica) es multifactorial y los parametros determinantes para el

fenotipo deben considerarse dentro de la asociacion.

La poblacion de estudio tiene varios parametros clinicos, que en parte informan
sobre el estado del paciente hipertenso, aqui contamos con 34 de ellas que podrian
formar parte de los modelos de asociacién como variables confusoras, pero muchas
de ellas estan relacionadas, ya sea, matematica o fisioldgicamente, de tal forma,
que es necesario seleccionar aquellas que son independientes entre si para generar

modelos estadisticamente validos.

Para ello se empled una regresion Lasso, la cual, asigna pesos a las variables,
eliminando aquellas con menor influencia en el fenotipo y priorizar aquellas que
tienen un impacto significativo, sobre la variable de estudio, en este caso, los niveles

de presion arterial sistélica y diastdlica.

Todas las variables antropométricas, clinicas y farmacologicas se sometieron a este
analisis de regresion Lasso mediante el software R version 3.6.3%° La eleccion se
basa en buscar el valor de Error Cuadratico Medio (RMSE) mas bajo, a lo largo de
un intervalo de 1000 regresiones. A partir de este proceso, se definen las variables
independientes con una mayor probabilidad de impacto en la presion arterial e
independientes entre si. En la Tabla 8 se aprecian las variables incluidas en los

modelos.
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Tabla 8. Variables antropomeétricas, clinicas y farmacoldgicas seleccionadas
mediante una regresion Lasso

Variables clinicas y o
antropométricas Variables farmacoloégicas
Sexo MW
Edad Numero de farmacos de la clase IECA
IMC Numero de farmacos de la clase BCC
Glucosa Numero de farmacos de la clase ARA I
Triacilglicéridos Numero de farmacos hipoglucemiantes
Colesterol total Numero de farmacos hipolipemiantes
Colesterol HDL Numero de farmacos diuréticos
Frecuencia cardiaca Numero de farmacos AINES

IMC, Indice de Masa Corporal: HDL, Lipoproteinas de Alta Densidad; MW, Morisky Green
(adherencia al tratamiento), IECA, Inhibidor de la Enzima de Conversion de la Angiotensina;
BCC, Bloqueadores de Canales de Calcio; ARA II, Antagonistas del Receptor de
Angiotensina Il, AINES, Antiinflamatorios no Esteroideos.

La consideracion de estos parametros favorece que los modelos se ajusten de
manera mas exacta a la realidad de un individuo, destacando caracteristicas clinicas

y farmacolégicas relacionadas con la presién arterial.

7.7.6 Desarrollo de modelos matematicos de asociaciéon genotipo-

fenotipo

El objetivo ultimo de este estudio fue determinar si existe una asociacién genotipo-
fenotipo entre las variantes NAF1 rs7675998, TERC rs10936599, y la longitud de
telomeros sobre la presion arterial sistélica y diastdlica, tomando en cuenta las

variables clinicas del paciente. Este analisis se llevo a cabo mediante dos enfoques:

1. Regresion Logistica Multivariable: En este modelo, la presion arterial se
defini6 como categorica, dividiendo la poblacion en dos, en individuos con
presion sistélica y diastélica controlada (<140/90 mmHg) y no controlada
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(=2140/90 mmHg). Esta perspectiva nos permite evaluar la asociacion
genotipo-fenotipo en términos de la probabilidad de tener la presion arterial

bajo control.

2. Regresion Lineal Multivariable: la presion arterial como variable continua,
ofreciendo una vision mas detallada y cuantitativa de la relacion genotipo-
fenotipo. Este modelo nos permite entender como las variantes genéticas y
la longitud de los teldmeros se relacionan con los niveles especificos de

presion arterial sistolica y diastodlica.

Ambos modelos consideran la contribucion de los dos alelos de las variantes al
fenotipo, siguiendo el modelo aditivo del software PLINK 1.9 v1.07. Este modelo

asume que cada alelo contribuye de manera aditiva al fenotipo.

La ecuacion genérica del modelo de asociacion ajustado es la siguiente:

Presion arterial sistolica = o + 31 SNP1 + B2 SNP2 + B3 TL + B4 edad + s sexo +
Be frecuencia cardiaca + 37 IMC + s glucosa + o triglicéridos + 10 colesterol + (11
C-HDL + B12 ARA Il + B13 IECA + B14 BCC + B15 hipoglucemiantes + B1s

hipolipemiantes + 317 MW + 31s diuréticos

Presion arterial diastolica = Bo + B1 SNP+1 + B2 SNP2 + B3 TL + B4 edad + s sexo +
Be frecuencia cardiaca + 37 IMC + s glucosa + (o triglicéridos + B1o colesterol + B11
C-HDL + B12 ARAII + B13 IECA + B14 BCC + (15 hipoglucemiantes + 16

hipolipemiantes + 317 MW + B1s diuréticos

En las ecuaciones, el fenotipo, ya sea como variable categérica o continua, se
establece como la variable dependiente. Este trabajo busca identificar asociaciones
entre variantes genéticas, longitud de telomeros y presiéon arterial. Por ende, se
desarrollaron dos modelos independientes: uno para la presion arterial sistolica y

otro para la presion diastolica.
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Bo representa el intercepto del modelo lineal, que es la estimacion inicial del fenotipo
cuando todas las variables explicativas son cero. 3; y B, corresponden al genotipo
de la variante (NAF1rs7675998 G/G, A/G o A/A, TERC rs10936599 C/C, T/C o T/T),

mientras que Bs- Bis representan las covariantes, mostrando cémo influyen en el

fenotipo.
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8 Resultados

8.1 Caracteristicas demograficas y clinicas en la poblacion de estudio
Se analizaron las muestras de 685 adultos mayores de la COSFAMM IMSS, de los
cuales el 45.26 % eran hombres y 54.74 % mujeres con una mediana de edad de
69 y 68 anos respectivamente. En la Tabla 9, se describen las caracteristicas de la
poblacién incluyendo informacion antropométrica y clinica. Se llevé a cabo una
comparacion entre las medianas de hombres y mujeres, demostrando diferencias
estadisticamente significativas en variables, tales como, altura (m) y peso (kg),
niveles plasmaticos de colesterol total (mg/dL), colesterol HDL (mg/dL), colesterol
LDL (mg/dL), asi como, en los niveles de la presion arterial sistolica y diastolica

(mmHg).

Tabla 9. Caracteristicas clinicas de la poblacion de estudio

Hombres

Mujeres

Todos

N=310 N=375 N=685 Valor de p
_ 69 68 68
Edad (afios) (60-97) (60-97) (60-97) NS
72.45 64.60 68.3 .
Peso (kg) (45-1235)  (35.6-123.6) (35.6-1236)  ~0-0001
163 153 157 .
Altura (m) (1.39-1.81)  (1.12-178) (1.12-1.81)  ~0-0001
27.01 27.24 27.2
2
IMC (kg/m®)  188.42.00) (14.4-51.35) (14.4-51.35) NS
96 95 96
Glucosa (mgldL) 14 740 (44-426) (18-780) NS
Triacilglicéridos 143.50 146 146 NS
(mg/dL) (36-582) (52-780) (36-780)
Colesterol total 182 193 189 <0.0001*
(mgldL) (64-576) (94-350) (64-576) :
44.15 51 47.8 .
C-HDL (mgldL) 44 153)  (16-100) (16-153) <0.0001
105.3 114 110 )
C-LDL (mgldL) 53 39)) (24-247) (23-392) 0.0017
132 130 130 .
PAS (mmHg) (94-198) (79-217) (79-217) 0.0279
78 76 77 )
PAD (mmHg) (49-134) (24-119) (24-134) 0.0485
55 52 67
PP (mmHg) (14-124) (14-115) (40-118) NS
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Frecuencia 68 68 68 NS
cardiaca (Ipm) (40-114) (44-118) (40-118)

IMC, Indice de Masa Corporal; C-HDL, Lipoproteinas de Alta Densidad: C-LDL,
Lipoproteinas de Baja Densidad; PAS, Presion Arterial Sistélica; PAD, Presion Arterial
Diastdlica; PP, Presion de Pulso; Ipm, latidos por minuto; *Diferencia significativa
considerando un valor de p<0.05

8.2 Analisis de extraccién de ADN
Se evaluo la calidad y pureza del ADN mediante espectrofotometria, las muestras
presentaron condiciones de pureza optima respecto a los indices A230/260 entre
1.8 y 2.2 y A260/280 ~1,8. Posteriormente, se cuantificé el ADN y se realizaron
diluciones para alcanzar una concentracion final de 50 ng/uL, con las que se realiz6
el andlisis de integridad mediante electroforesis en geles de agarosa al 1 %. En la
Figura 10 se observa la integridad de 38 muestras representativas con una banda
bien definida cerca del pozo de depdsito, lo que indica que el ADN se encuentra en
un estado aceptablemente integro, con un tamafo alrededor de 10,000 pares de

bases (pb).

Bp MPM_ 20395 20467 20470 20991 20512 20849 20457 20479 20448 20497 20493 20446 20425 20324 20639 20426 20627 20649

. L B e e s ey e e e ' .

10,000

1,000

Bp MPM 21148 ' 20702 21052 20804 20608 20487 20162 21179 21181 20213 1129 20727 20892- 20733 21043 20725 126 20939

s e’

Py B el e e e e e e L e e e Lo

Figura 10. Integridad del ADN gendémico extraido de muestras sanguineas. Realizado en
gel de agarosa 1 % tefiido con SYBR Safe DNA Gel Stain10000X, se corrié a 60 volts por
50 minutos. MPM: Marcador de Peso Molecular; Bp: pares de bases. En la parte superior
del pozo se indica el folio de la muestra. EI ADN es genémico por ello presenta un peso
molecular mayor a 10 mil pares de bases (pb).
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8.3 Frecuencia alélica y genotipica de NAF71 rs7675998 y TERC
rs10936599

El ADN se sometio a andlisis de genotipificacién para estas variantes genéticas

utilizando sondas TagMan y a través de microarreglos. A partir de ello se obtuvieron

los genotipos en 1651 muestras y se calcularon las frecuencias alélicas y

genotipicas de NAF1 rs7675998 A>G y TERC rs10936599 C>T, los resultados se

presentan en la Tabla 10 y 11.

Las tablas presentan la Frecuencia del Alelo Menor (MAF) para cada variante
genética en la poblacion de 1651 individuos mexicanos, que indica la prevalencia
del alelo menos comun en la poblacion. Las dos variantes se encuentran en
equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), es decir, las proporciones de los diferentes
genotipos de la poblacién no estan afectadas por factores evolutivos, los genotipos
estan en las frecuencias esperadas p?, 2pq y g?y se dice que la poblacion esta en

equilibrio, sin haber deriva génica o efecto fundador para estos genotipos.

Tabla 10. Frecuencia alélica y genotipica de NAF1 rs7675998 en poblacion
mexicana

NAF1
SNV Poblacion MAF Genotipo n HWE
n (%) (%) Valor de p
A G/IG A/G A/A
rs7675998 1651 20.6 1040 538 73 0.883
A>G 63.04 32.54 442

SNV, Variante de un Solo Nucledtido; MAF, Frecuencia del Alelo Menor; n: tamario de la
poblacion HWE, Equilibrio de Hardy Weinberg
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Tabla 11. Frecuencia alélica y genotipica de la variante genética TERC rs10936599
en poblaciéon mexicana

TERC
SNV Poblacién MAF Genotipo n HWE
n (%) (%) Valor de p
T C/IC T/C T/T
rs10936599 1651 49.9 410 835 406 0.657
C>T 24.88 50.54 24.58

SNV, Variante de un Solo Nucledtido; MAF, Frecuencia del Alelo Menor; n: tamafno de la
poblacion;, HWE, Equilibrio de Hardy Weinberg.

La frecuencia alélica (MAF) de NAF1 rs7675998 A>G, es del 20.6 %. En cuanto a
la frecuencia genotipica, el 63.04 % es homocigoto G/G, el 32.54 % son
heterocigotos A/G y el 4.42 % de la poblacién son homocigotos A/A. Por otro lado,
la frecuencia alélica (MAF) de TERC rs10936599 C>T, es de 49.88 %. En la
proporcion genotipica el 50.54 % son heterocigotos T/C, el 24.88 % es homocigoto

C/ICy 24.58 % de la poblacion es homocigoto T/T, representado en la Figura 11.

NAF1 rs7675998 TERC rs10936599
GIG C/iC
AIA ~ AIG T/T 4 TIC
AIA TT
AIG TIC A
G/G C/C A
0 260 460 660 860 1050 12‘00 0 2(I)O 4(|)0 6(I)O 8(|)0 10IOO
Numero de individuos Numero de individuos

Figura 11. Distribucioén de la frecuencia genotipica de NAF1 rs7675998 (izquierda) y
TERC rs10936599 (derecha) en poblacion mexicana

Una vez obtenidas las frecuencias alélicas y genotipicas se compararon las
frecuencias del alelo menor (MAF), en la poblacion mexicana vs. las poblaciones
ancestrales para México incluyendo, CEU (europeos del Norte de Utah) N=183,
CHB (chinos de Han Beijing) N=108, y YRI (yorubas en Ibadan Nigeria) N=186.
Estos resultados también se comparan con otra poblacion de mexicanos mestizos,

la cual es parte del estudio de los 1000 genomas y se conoce como MXL (mexicanos
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de Los Angeles) N=107. Las Tablas 12 y 13 muestran los resultados de estas

comparaciones.

La frecuencia alélica de la variante NAF1 rs7675998 no revela diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) en comparacién con estas poblaciones
continentales.

Sin embargo, para TERC rs10936599 la frecuencia del alelo menor (MAF) de TERC
rs10936599 muestra diferencias estadisticamente significativas al compararse con
MXL, CHB, CEU y YRI, evidenciando variaciones importantes en la distribucion
alélica. Por ejemplo, en nuestra poblacién de estudio, la variante TERC rs10936599
esta presente en un 49.9 %, lo cual es el doble que en poblacién caucasica 'y 20 %
mayor a mexicanos mestizos de Los Angeles. Cabe sefialar que los individuos con
ancestria CHB presentan esa variante casi en un 60 % lo cual nos hace sospechar
que la alta frecuencia en nuestra poblacion podria tener influencia importante de

este componente.

Tabla 12. Comparacién de la frecuencia alélica de la variante NAF1 rs7675998 en
poblacion mexicana con otras poblaciones continentales

NAF1 rs7675998

Poblacion IV(I:)F Valor de p
Mexicanos (este estudio) 0.2076
MXL 0.2188 0.6980
CHB 0.2222 0.5517
CEU 0.1602 0.1227
YRI 0.1910 0.6510

MXL, mexicanos de Los Angeles; CHB, chinos de Han Beijing; CEU, europeos del Norte de
Utah; YRI, yorubas en Ibadan Nigeria; Prueba estadistica de chi cuadrada valor de p<0.05
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Tabla 13. Comparacion de la frecuencia alélica de la variante TERC rs10936599 en
poblacion mexicana con otras poblaciones continentales

TERC rs10936599
Poblacion MAF Valor de p
(T)
Mexicanos (este estudio) 0.4988
MXL 0.4141 0.0354*
CHB 0.5922 0.0290*
CEU 0.2576 2.145 x 10-1*
YRI 0.0168 8.369 x 10-36*

MXL, mexicanos de Los Angeles; CHB, chinos de Han Beijing; CEU, europeos del Norte de
Utah; YRI, yorubas en Ibadan Nigeria; *Prueba estadistica de chi cuadrada valor de p<0.05

8.4 Caracterizacion de la longitud de teldmeros en la poblacion de estudio
Los resultados de la longitud de telébmeros presentan una alta variabilidad
interindividual, se observa un rango entre 0.12 y 30 kb. Estos valores no siguen una
distribucion normal, por lo que se aplicd una transformacion logaritmica para lograr
una aproximacion a la normalidad, y asi poder realizar los analisis estadisticos con

la presion arterial (Figura 12).
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Figura 12. Distribucion de la longitud de telbmeros LT en adultos mayores, representada
en kb (izquierda) y su transformacion logaritmica Log LT (derecha)
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8.5 Relacion entre la longitud de telomeros y los genotipos de NAF1
rs7675998 y TERC rs10936599
Previo a investigar la asociacion entre las variantes genéticas y la presion arterial,
analizamos la relacion entre la longitud de telémeros y los genotipos de las variantes
de interés en este estudio: NAF1 rs7675998 y TERC rs10936599 (Figuras 13-14).

Observamos que la longitud de los teldmeros entre los genotipos G/G, A/G y A/A de
NAF1rs7675998 es de 6.79, 6.64 y 5.83 kb respectivamente, aunque pacientes con
el genotipo A/A tienen una menor LT, esta diferencia no es estadisticamente
significativa comparado con los otros genotipos. Al analizar la variante TERC
rs10936599, se observaron longitudes de telédmeros entre 6.69, 6.57 y 6.75 kb para
los diferentes genotipos T/T, T/C y C/C, respectivamente, es decir, la longitud de

telomeros es similar entre los genotipos.

NS

NS

NS

AT

%8 5 %0 8 %o 080 B0 o
%

g2 %, B 0% 00 %o "

GIG AIG A/A
NAF1 rs7675998

Figura 13. Relacioén de la longitud de telomeros segtin los genotipos de NAF1 rs7675998;
NS, no significativo
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Figura 14. Relacion de la longitud de telémeros segun los genotipos de TERC
rs10936599; NS, no significativo

8.6 Impacto de las variantes genéticas NAF1 rs7675998 y TERC

rs10936599 en la distribucion de los niveles de presioén arterial

Se presenta visualmente la relacion entre las variantes NAF1 rs7675998 y TERC
rs10936599 con los niveles de presion arterial de acuerdo con el genotipo

de cada paciente en las Figuras 15-18.

Los niveles de presion sistélica varian minimamente en relacion con los genotipos
de la variante NAF1 rs7675998. Por ejemplo, los pacientes homocigotos G/G y
heterocigotos A/G presentan una media de 130 mmHg, mientras que los pacientes
homocigotos A/A, la presién arterial sistolica es mayor en 4 mmHg, mostrado una

media de 134 mmHg.
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Los valores de p derivados de la comparacién entre los niveles de presion sistélica
en relaciéon con los genotipos G/G vs. A/G, G/G vs. A/A'y A/G vs. A/A no presentan
diferencias estadisticamente significativas (p>0.05). Estos resultados indican una
homogeneidad en los niveles de presion arterial sistélica entre los genotipos
evaluados.

NS

NS

NS

GIG AG AA
NAF1 rs7675998

Figura 15. Distribucion de los niveles de presion arterial sistélica segun los genotipos de
NAF1 rs7675998; NS, no significativo

En relacion con la presion diastdlica, no se observan diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) entre los genotipos. Al analizar a los pacientes, se aprecia
que en NAF1 rs7675998 aquellos con genotipo G/G tienen una media de 77 mmHg,
mientras que los heterocigotos A/G presentan una media de 78 mmHg, y los
homocigotos A/A registran una media de 76 mmHg. Destaca una variacion de 2
mmHg menos entre los genotipos G/G vs. A/A'y G/G vs. A/G, pero sin alguna

tendencia significativa.
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Figura 16. Distribucion de los niveles de presion arterial diastdlica seguin los genotipos de
NAF1 rs7675998; NS, no significativo

En relacion con la variante TERC rs10936599, la presion sistdlica de pacientes
homocigotos T/T y C/C presentaron una media de 132 mmHg, mientras que
pacientes heterocigotos T/C presentan una media ligeramente inferior de 129

mmHg, evidenciando una diferencia de 3 mmHg.

La comparaciéon en TERC rs10936599 entre los pacientes con genotipo T/C y T/T
revelé una diferencia estadistica (p=0.05), sin embargo, la mayoria de los niveles

de presidn sistélica se encuentran alrededor de la media.
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Figura 17. Distribucion de los niveles de presion arterial sistolica segun los genotipos de
TERC rs10936599; NS, no significativo.

En cuanto a la presion diastdlica, se observaron medias de 77 mmHg en los
pacientes homocigotos T/T y heterocigotos T/C, mientras que los homocigotos C/C
presentaron una media de 75 mmHg, reflejando una variacién de 2 mmHg menos.
Sin embargo, al comparar los niveles de presion diastolica entre los genotipos en la

variante TERC rs10936599, no se identificaron diferencias significativas (p>0.05).
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Figura 18. Distribucion de los niveles de presion arterial diastélica segtn los genotipos de

TERC rs10936599; NS, no significativo
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8.7 Relacion entre la longitud de teldmeros y la presion arterial
Uno de los objetivos del presente estudio fue identificar si existe una relacion entre

la longitud de telémeros y la presion arterial.

Como primer acercamiento se evalu6 una correlacion matematica entre la longitud
de telomeros y la presion arterial a través de la prueba de correlacion de Pearson,
abajo representada por un mapa de calor (heatmap) en la Figura 19. En esta se
observa que no hay correlacion entre la longitud de telémeros (LT) y los niveles de

presion arterial sistélica (PAS) ni diastolica (PAD).

Correlation
PAs | -0.02
1.0
|
0.5
PAD | 0.07 055 .
0.0
o oo ] o | g
1.0
FC 008 004 021 -0.09 .

o O
o 'S

-
—
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PAD

Figura 19. Correlacion entre la longitud de telomeros y la presion arterial en adultos
mayores; LT, longitud de telémeros; PAS, presion arterial sistdlica; PAD, presion arterial
diastolica, PP, presion de pulso; FC, frecuencia cardiaca.

8.8 Clasificacion entre la longitud de los telémeros y los niveles de
presion arterial
Hasta ahora pareciera claro que no hay una correlacion directa entre valores

continuos de la presion arterial con valores continuos de la longitud de telomeros.

Para profundizar en este analisis se estratificaron la longitud de telémeros en tres

grupos segun su longitud.

Se clasifico la longitud de telémeros (LT) en tres grupos de acuerdo con un analisis

de distribucién de cuartiles en telémeros cortos <5.0 kb, medianos <6.6 kb y largos
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>8.3 kb y se realizaron analisis de comparacion entre grupos y las variables clinicas

presion arterial sistdlica y diastdlica con la prueba de Kruskal-Wallis.

Entre las variables clinicas relacionadas con la presion arterial se encontrdé una
diferencia estadisticamente significativa (p=0.0407) entre la presion sistdlica y los
teldbmeros cortos, medianos y largos ya que se observa que los pacientes con
telédmeros cortos (<5.0 kb) y medianos (<6.6 kb) tienen niveles de presiéon de 130 y
135 mmHg respectivamente, en contraste telémeros mas largos (>8.3 kb) exhiben
niveles de presion sistélica de 129 mmHg, sin embargo, no se observa una
tendencia direccionada especifica entre los niveles de presion y teldmeros cortos o
largos, lo que impide inferir una asociacion entre telomeros largos y presion arterial
controlada como puede observarse en la Tabla 14.

Tabla 14. Comparacion de la longitud de teldmeros (cortos, medianos y largos) y la
presion arterial

Telédmeros Telédmeros Telomeros

cortos medianos largos Valor de p
Q1<5.0kb  Q2<6.6kb  Q3>8.3 kb

133 135 129 R

PAS, mmHg (79-195) (98-206) (89-198) 0.0407
79 78 76

PAD, mmHg (53-108)  (24-134) (47-113) 0.8489
52 54 53

PP, mmHg (17-105) (19-115) (20-124) 0.7315

. 68

Frecuencia 67 70

cardiaca (Ipm) (40-126) (40-101) (47-118) 0.6457

PAS, presion arterial sistélica; PAD, presion arterial diastdlica; PP, presion de pulso; Ipm,
latidos por minuto; *Diferencia significativa valor de p<0.05. Existe una diferencia entre la
longitud de telomeros agrupada en cortos vs. largos y la presion sistélica, pero sin una
tendencia clara la baja o alta.

Los resultados obtenidos hasta ahora no identificaron una tendencia especifica que
caracterice esta variacion en los niveles de la presion arterial. La hipertensidon es un
fenotipo sumamente complejo aunado a la alta variabilidad principalmente debida a
la edad en esta poblaciéon de estudio. Los fenotipos como la presion arterial y

enfermedades cronicas degenerativas se consideran multifactoriales y poligénicas.
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Es por eso, por lo que, para poder explicar en parte los factores de esta variabilidad
es necesario considerar el mayor numero de variables clinicas, ambientales y

genéticas posibles.

Asi, el siguiente analisis contemplé la inclusion de todas las variables capturadas
de esta poblacion de estudio para determinar su impacto en la presion arterial
sistdlica y diastolica. Para ello se construyeron modelos logistico y lineal, integrando
las variantes genéticas, la longitud de telomeros y las variables clinicas

independientes seleccionadas resultado de la regresion Lasso.

8.9 Resultados obtenidos de los modelos de asociaciéon genotipo-fenotipo

1) Modelo de asociacion logistico para la presion diastdlica

Para examinar a los pacientes con presion arterial diastolica controlada (<90 mmHg)
y no controlada (290 mmHg), el modelo logistico determiné la relacion entre las
variantes genéticas, la longitud de teldmeros y las variables clinicas estimando la
probabilidad de tener la presion diastdlica controlada o no controlada esta ultima
como variable categorica. La significancia de esta asociacion se evalué mediante el

cociente de riesgo (OR) del inglés y su intervalo de confianza al 95 %.

Se encontrdé una asociacion significativa aunque baja (OR 0.3146, 95 % Cl 0.14 —
0.66) p=0.0025) entre la variante NAF1 rs7675998 y el control de la presion arterial
diastdlica, es decir, pacientes con el alelo A pueden presentar una variacion entre el
2y 10 % en valores de presion arterial diastélica este efecto es minimo y se confirma
en la Figura 15, en la que homocigotos para el alelo menor parecen tener 2 mmHg
menos en PAD comparado con aquellos homocigotos con el alelo de referencia

confirmando las caracteristicas poligénicas del fenotipo.

Entre las diversas variables clinicas evaluadas en el modelo, la frecuencia cardiaca

mostrd una contribucion significativa hacia la presion arterial diastdlica (p = 0.001).
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Este resultado tiene relevancia como un factor importante que contribuye de manera

significativa a la variabilidad observada en la presién arterial diastdlica.

Ademas, el numero de antihipertensivos, prescritos y la administracion de
Inhibidores de la Enzima Convertidora de Angiotensina (IECA) se asocio
negativamente (p=0.0083) con la presion diastolica. Lo que sugiere que los
pacientes que toman estos inhibidores tienen una menor probabilidad de presentar
presion arterial diastolica no controlada de acuerdo con la informacion de la Tabla
15.

1 —
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN 57



Tabla 15. Analisis de asociacidn: variantes genéticas, longitud de telobmeros y
variables clinicas con el control de la presién arterial diastélica

Presion Arterial Diastolica
Controlada / No controlada

(N = 289 / 80)

Variables Coeficiente (95 % IC) Valor de p
NAF1 rs7675998 0.3146 (0.14-0.66) 0.0025*
TERC rs10936599 1.279 (0.79-2.05) 0.3075

Log TL 1.827 (0.38 - 8.59) 0.4454
Sexo 1.145 (0.58 - 2.24) 0.6924
Edad 1.006 (0.95 - 1.06) 0.8280
IMC 0.99 (0.91 - 1.07) 0.8011
Glucosa 1.001 (0.99 - 1.0) 0.7821
Triglicéridos 0.9967 (0.99 - 1.0) 0.1795
Colesterol 1.007 (0.99 - 1.0) 0.1415
C-HDL 0.9726 (0.94 - 1.0) 0.0941
Frecuencia cardiaca 1.04 (1.01 - 1.07) 0.0049*
Mw 0.7841 (0.54 - 1.13) 0.1944
_ Numero de 0.8677 (0.52 - 1.42) 0.5729
Hipoglucemiantes
Numero de 1171 (0.67 - 2.04) 0.5799
Hipolipemiantes
Numero de AINE 0.9461 (0.57 - 1.55) 0.8262
Numero de ARA I 0.6258 (0.29 - 1.30) 0.2126
Numero de IECA 0.2596 (0.09 - 0.70) 0.0083*
Numero de BCC 0.5921 (0.24 - 1.43) 0.2442
Numero de Diuréticos 1.052 (0.43 - 2.51) 0.9096

Controlada <90 mmHg / No controlada =290 mmHg; IMC, Indice de Masa Corporal; C-HDL,
Lipoproteinas de Alta Densidad; MW, Morisky Green (adherencia al tratamiento), IECA,
Inhibidor de la Enzima de conversion de la Angiotensina; BCC, Bloqueadores de Canales
de Calcio; ARA I, Antagonistas del Receptor de la Angiotensina Il, AINES, Antiinflamatorios
no Esteroideos. *Diferencia significativa considerando un valor de p<0.05 sobre el control
de PAD.
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2) Modelo de asociacion lineal para la presion diastdlica

Mediante el modelo lineal investigamos la relacion entre las variables genéticas, la
longitud de telomeros y demas variables clinicas con los niveles de presion arterial
diastdlica, estos ultimos representados por valores continuos. Los resultados, son
consistentes con los obtenidos previamente en el modelo logistico, observando una
asociacion significativa entre la variante NAF1 rs7675998 y los niveles de presion
diastolica (B=-2.472, p=0.039), esto sugiere, que, por cada alelo menor (A) de la
variante, se experimenta una disminucion de 2.47 mmHg en la presion arterial

diastolica.

Asimismo, la implementacion de este modelo corroboré la influencia de la frecuencia
cardiaca en los niveles de presion arterial diastodlica, evidenciando una contribucion
significativa (p<0.0001), resultados observados en la Tabla 16. Es relevante
destacar que el impacto de la variante NAF1 rs7675998 es 10 veces mayor al de la

frecuencia cardiaca sobre los niveles de la presion diastélica.
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Tabla 16. Analisis de asociacion: variantes genéticas, longitud de teldbmeros y
variables clinicas con los niveles de presion arterial diastdlica

Presion Arterial Diastolica

Variables Beta / Tamano del efecto Valor de p
NAF1 rs7675998 -2.472 0.0391*
TERC rs10936599 0.4058 0.6742

Log TL -2.117 0.4593
Sexo -1.95 0.1550
Edad -0.1097 0.3202
IMC 0.2717 0.0752
Glucosa -0.0015 0.9168
Triglicéridos 0.0088 0.3365
Colesterol -0.0083 0.6305
C-HDL 0.0507 0.3946
Frecuencia cardiaca 0.225 <0.0001*
Mw -1.125 0.1028
_ Namero de -1.341 0.1761
Hipoglucemiantes
_Numero de -0.2389 0.8339
Hipolipemiantes
Numero de AINE -0.3648 0.7034
Numero de ARA Il -1.496 0.3181
Numero de IECA -1.258 0.486
Numero de BCC -1.798 0.2834
Numero de Diuréticos 0.3192 0.8477

IMC, Indice de Masa Corporal; C-HDL, Lipoproteinas de Alta Densidad; MW, Morisky Green
(adherencia al tratamiento), IECA, Inhibidor de la Enzima de conversion de la Angiotensina;
BCC, Bloqueadores de Canales de Calcio; ARA |l, Antagonistas del Receptor de la
Angiotensina Il, AINES, Antiinflamatorios no Esteroideos. *Diferencia significativa
considerando un valor de p<0.05 sobre el control de PAD.
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Los modelos 3 y 4 son equivalentes a los modelos 1 y 2, respectivamente, pero

aplicados a la presion arterial sistolica.

3) Modelo de asociacion logistico para la presion sistolica

Para comprender la probabilidad de que los pacientes presenten presion sistdlica
controlada (<140 mmHg) o no controlada (=140 mmHg), se empleé el modelo

logistico.

Se identificd que la variable clinica con un impacto significativo fue la edad (OR,
1.065 95 % C1 1.02 - 1.10, p=0.0021), indicando que cada aumento en la edad cada
afno esta asociado con un incremento en la probabilidad de que lo pacientes tengan
la presion sistolica no controlada, los datos cuantitativos de la regresion se

encuentran en la Tabla 17.

Las variantes genéticas NAF1 rs7675998 y TERC rs10936599 y la longitud de
telomeros no se encontraron asociadas significativamente con el control de la

presion sistolica (p>0.05).
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Tabla 17. Analisis de asociacion: variantes genéticas, longitud de telémeros y
variables clinicas con el control de la presion arterial sistélica

Presion Arterial Sistdélica
Controlada / No controlada
(N =226/143)

Variables Coeficiente (95 % IC) Valor de p
NAF1 rs7675998 0.7341 (0.47 - 1.13) 0.1660
TERC rs10936599 1.233 (0.86 - 1.74) 0.2402

Log TL 0.4452 (0.15 - 1.27) 0.1303
Sexo 0.8208 (0.50 - 1.34) 0.4314
Edad 1.065 (1.02 - 1.10) 0.0021*
IMC 1.036 (0.98 - 1.09) 0.2058
Glucosa 0.9992 (0.99 - 1.0) 0.7722
Triglicéridos 1.002 (0.99 - 1.0) 0.2940
Colesterol 1.002 (0.99 - 1.0) 0.5660
C-HDL 0.991 (0.96 - 1.01) 0.4115
Frecuencia cardiaca 1.001 (0.98 - 1.02) 0.9016
Mw 0.9907 (0.77 - 1.26) 0.9406
_ Namero de 1.184 (0.83 - 1.68) 0.3441
Hipoglucemiantes
Numero de 0.8762 (0.57 - 1.32) 0.5328
Hipolipemiantes
Numero de AINE 0.8791 (0.62 - 1.23) 0.4619
Numero de ARA Il 0.7697 (0.44 - 1.31) 0.3403
Numero de IECA 0.7364 (0.38 - 1.41) 0.3578
Numero de BCC 1.107 (0.60 - 2.01) 0.7384
Numero de Diuréticos 1.036 (0.56 - 1.88) 0.9075

Controlada <140 mmHg / No controlada 2140 mmHg; IMC, Indice de Masa Corporal: C-
HDL, Lipoproteinas de Alta Densidad; MW, Morisky Green (adherencia al tratamiento),
IECA, Inhibidor de la Enzima de conversiéon de la Angiotensina; BCC, Bloqueadores de
Canales de Calcio; ARA I, Antagonistas del Receptor de la Angiotensina Il, AINES,
Antiinflamatorios no Esteroideos. *Diferencia significativa considerando un valor de p<0.05
sobre el control de PAS.
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4) Modelo de asociacion lineal para la presion sistolica

La relacion entre los niveles de presion sistdlica y el resto de las variables clinicas
y moleculares se evaluaron mediante un modelo lineal. Como se observo
previamente, de todas las variables evaluadas dentro del modelo solo observamos
un impacto de la edad ($=0.628, p=0.001) sobre la presion sistélica. En lo que
respecta a las variantes genéticas NAF1 rs7675998 y TERC rs10936599, asi como
la longitud de telomeros, no se observaron asociaciones significativas (p>0.05), tal

como se muestra en la Tabla 18.
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Tabla 18. Analisis de asociacion: variantes genéticas, longitud de telébmeros y
variables clinicas con los niveles de presion arterial sistélica

Presion Arterial Sistélica

Variables Beta / Tamano del efecto Valor de p
NAF1 rs7675998 -2.222 0.2825
TERC rs10936599 1.164 0.4861

Log TL -1.394 0.7782
Sexo -2.199 0.3536
Edad 0.628 0.0010*
IMC 0.294 0.2653
Glucosa -0.0020 0.9381
Triglicéridos 0.0113 0.4763
Colesterol -0.0015 0.9578
C-HDL -0.0169 0.8692
Frecuencia cardiaca 0.1216 0.1932
MW -1.415 0.2351
_ Namero de 0.3771 0.8201
Hipoglucemiantes
_Namero de 2.388 0.1638
Hipolipemiantes
Numero de AINE -1.659 0.4000
Numero de ARA I 0.8057 0.7558
Numero de IECA -1.741 0.5773
Nimero de BCC 0.1457 0.9599
Numero de Diuréticos 2.121 0.4610

IMC, Indice de Masa Corporal; C-HDL, Lipoproteinas de Alta Densidad; MW, Morisky Green
(adherencia al tratamiento), IECA, Inhibidor de la Enzima de conversion de la Angiotensina;
BCC, Bloqueadores de Canales de Calcio; ARA |l, Antagonistas del Receptor de la
Angiotensina Il, AINES, Antiinflamatorios no Esteroideos. *Diferencia significativa
considerando un valor de p<0.05 sobre el control de PAS.
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9 Discusion

La hipertension arterial es una de las principales causas de mortalidad en México y
en el mundo al ser responsable de mdltiples enfermedades cardiovasculares. La
hipertension es una enfermedad multifactorial que afecta aproximadamente a mil
millones de personas en el planeta, y tiene una prevalencia de mas del 60 % en
adultos mayores. A pesar de la prescripcion de diversas clases de medicamentos
antihipertensivos el control de la presion arterial entre los adultos mayores sigue

siendo suboptimo®1-63,

Dada la gravedad de la hipertension y la acelerada tendencia de envejecimiento de
la poblacidon en nuestro pais, asi como, la falta de guias farmacogenéticas para
antihipertensivos, este proyecto se enfocé en explorar las posibles relaciones entre
las variantes genéticas NAF1 rs7675998 y TERC rs10936599, asi como, la longitud
de telomeros con los niveles de presion arterial en adultos mayores hipertensos
pertenecientes a la Cohorte de Obesidad, Sarcopenia y Fragilidad de Adultos
Mayores Mexicanos (COSFAMM) de Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS.

La poblacion de estudio representativa de los adultos mayores de la ciudad de
México y zona metropolitana consta de hombres y mujeres con una media de edad
de 68 anos con diferencias significativas esperadas en el peso, talla e indice de
masa corporal, asi como, en los lipidos plasmaticos entre hombres y mujeres. Estos
resultados respaldan investigaciones previas que han senalado variaciones en la
distribucion de lipidos y lipoproteinas entre ambos sexos. Tales variaciones se
atribuyen a diversos factores, siendo uno de los mas importantes, la genética y las
hormonas sexuales, ya que, los cambios hormonales impactan en la sintesis de

colesterol contribuyendo a estas variaciones®.

También se confirmaron diferencias significativas en la presion arterial entre
hombres y mujeres. De manera consistente, se ha comprobado que los hombres
tienden a tener niveles de presibn mas elevados, especialmente en edades
similares con su contraparte, estableciéndose esta variacion desde la pubertad y
persistiendo hasta la edad adulta. Sin embargo, es importante sefalar que, tras la

menopausia, etapa en la que se encuentra nuestra poblacion de estudio, las
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mujeres experimentan un aumento en la presion arterial, superando incluso a la de
los hombres®>®, particularmente observamos este comportamiento en la presion

sistélica con un rango de presion mas elevado para las mujeres (Tabla 9).

Previo al estudio de asociacion genotipo-fenotipos, estudiamos las frecuencias
alélicas y genotipicas de las dos variantes genéticas y se determiné si cumplian con
el Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE). Estas variantes se eligieron pues se sabe
impactan a la longitud de teldmeros y un par de estudios en poblacién China y

caucasica sugiere su relacion indirecta con la salud cardiovascular'®.67-71,

Determinamos la frecuencia alélica de estas variantes genéticas en un tamafio de
muestra que supera los reportes previos para mexicanos, por lo que, este estudio
contribuye a la caracterizacion genética de nuestra poblacion. Ambas variantes,
NAF1rs7675998 y TERC rs10936599, cumplieron con el HWE, lo que significa que
las frecuencias alélicas y genotipicas permanecen en equilibrio en la poblacién de
estudio indicando que no hay fuerzas evolutivas, deriva génica, ni eventos que
hayan impactado significativamente la variabilidad genética y modificando la

frecuencia de estas variantes en la poblacion mexicana’?.

El Proyecto 1000 genomas ofrece el catalogo publico mas grande de variantes
genéticas con frecuencias de al menos el 1 %, en poblaciones de Europa, Africa,
Asia y América. En el presente proyecto se comparo la MAF de las variantes NAF1
rs7675998 y TERC rs10936599 en poblacidén mexicana versus otras poblaciones

continentales.

La frecuencia alélica de NAF1 rs7675998 A>G fue del 20.76 %, esta es la primera
vez que esta informacion es reportada en poblacién mexicana, ya que los estudios
previos se realizaron en poblaciones predominante en poblaciones chinas’3. La
frecuencia aqui calculada fue comparada con las reportadas para poblaciones de
MXL (mexicanos de Los Angeles), CEU (europeos del norte de Utah), CHB (chinos
de Han Beijing) y YRI (yorubas en lIbadan Nigeria) sin observar diferencias
significativas y reportando una frecuencia similar a la de las otras poblaciones
(Tabla 12, p>0.05).
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Por otro lado, la variante TERC rs10936599 C>T esta presente en la mitad de la
poblacion mexicana de estudio con una frecuencia de 49.9 %, al comparar este
valor con la de otras poblaciones podemos observar que es 20 % mas frecuente en
esta poblacion de estudio que en la poblacién residente de Los Angeles, MXL. Es
posible que estas diferencias se deban al efecto fundador del grupo de mexicanos
que migraron a EUA y ahora residen en Los Angeles o bien a la localizacion
geografica de esta poblacion MXL que radica en Los Angeles y aun cuando tiene
ascendencia mexicana ésta migro hace varias décadas y potencialmente ha
experimentado mestizaje con poblaciones de la zona. Por otro lado, la poblacion de
estudio es mestizo mexicano procedente de la Ciudad de México y zona
metropolitana. Por ultimo, al comparar la frecuencia alélica de TERC rs10936599
con la poblaciéon de CHB y YRI observamos que es también 50 % mas frecuente en

mexicanos que en esas poblaciones (Tabla 13, p<0.05).

Estas observaciones destacan la considerable variabilidad genética de las
frecuencias alélicas de ciertas variantes, en este caso, de TERC rs10936599 en la
poblacion mexicana del centro del pais lo cual es de relevancia geografica y
potencialmente de salud al considerar la ascendencia de nuestros ancestros, que

incluye contribuciones de Europa del Este y mezcla caucasica (espafola).

El alelo T de TERC rs10936599 no tiene un impacto funcional ya que esta variante
no se encuentra en la region codificante de TERC, pero probablemente su
asociacion con la longitud de telémeros sea el resultado de un efecto en la expresién
de TERC dada su funcion como RNA en el complejo de la telomerasa. Al tener esta
variante mas presente en el centro del pais podemos inferir que existe una influencia
de esta en la longitud de teldbmeros en nuestra poblacion, aunque es posible que

estas frecuencias cambien en individuos del norte y sureste del pais.

Después de analizar las frecuencias y genotipos de las variantes NAF1 rs7675998
y TERC rs10936599, se busco relacionar la informacion genética con los niveles de

presion arterial sistdlica y diastdlica.
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La importancia del estudio de estas variantes y su relacidén con la presion arterial y
la longitud de teldbmeros se fundamenta en un estudio de asociacion de genoma
completo (GWAS), donde se identificaron 7 loci asociados con la longitud de
teldmeros, entre los que se encontraban las variantes NAF1 rs7675998 y TERC
rs10936599 asociados con significancia estadistica (p<5x1078)74.

La caracterizaciéon de la longitud de los teldbmeros en la poblacién de adultos
mayores se analiz6 de acuerdo con la variabilidad de NAF1 rs7675998 y TERC
rs10936599, tal como se muestra en las Figuras 13 y 14. La longitud de telomeros
es homogénea entre los diferentes genotipos para estas variantes, estos resultados
son inesperados en comparacion con las asociaciones reportadas en poblaciones
europeas. Sin embargo, es fundamental tener en cuenta que la longitud de
telomeros puede verse afectada por una variedad de factores, incluidos los
genéticos y ambientales, asi como, la etnia. Estos hallazgos sugieren que estas
variantes genéticas podrian desempefiar un papel parcial en la longitud de los

teldbmeros y su mantenimiento.

Posteriormente, en el estudio de la variabilidad de NAF1 rs7675998 y la presion
arterial no se observé una relacion significativa sobre los niveles de la presion
sistélica ni diastélica (Figura 15 y 16). No obstante, se observan ciertas tendencias,
como el hecho de que los pacientes homocigotos A/A tienden a presentar una
presidon mas elevada en comparacion con los genotipos G/G (PAS A/A=134 mmHg
vs PAS G/G=130 mmHg, p>0.05).

De acuerdo, con un estudio realizado en poblacion china, el genotipo A/A de la
variante NAF1 rs7675998 puede influir tanto en el riesgo de desarrollo como en la
edad de aparicién de la enfermedad coronaria’. Estas observaciones podrian
relacionarse con los niveles de presion sistdlica elevados en pacientes con este
genotipo y posterior desarrollo de enfermedad cardiovascular en esta poblacion de

estudio.
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Por otra parte, en la variante TERC rs10936599 no se observo relacion o asociacion
estadisticamente significativa con la presion sistdlica o diastdlica. Los niveles de
presion son similares para los tres genotipos de esta variante (T/T, T/C y C/C,
(Figura 17 y 18). Sin embargo, en un estudio del Biobanco del Reino Unido
identificaron a esta variante asociada con la hipertensién, en un tamafo de muestra
de 134,773 individuos’® y aunque aqui no se la encontré relacionada con los niveles
de presion arterial es posible que el tamafio de muestra, la complejidad de nuestra
poblacion geriatrica y factores clinicos aun no considerados impidan ver una posible

relacion.

Es importante que estas observaciones se expandan a diferentes grupos de edad y
que se aumente el tamafo de muestra para descartar o identificar una asociacioén.
La comunidad cientifica reconoce que la hipertension es una afeccién multifactorial
y que a pesar de esfuerzos internacionales como el del Consorcio Internacional de
Estudios de Farmacogendémica Antihipertensiva (ICAPS), no ha sido posible
identificar un conjunto de variantes genéticas que expliquen la falta de control de
este padecimiento o la falla terapéutica. Asi, en este laboratorio se investigan otros
parametros clinicos, moleculares y fisioldgicos que se complementen para la
creacion de un modelo integral y comprensivo que logre explicar en mayor
proporcion la variacion en la presion arterial en pacientes bajo tratamiento.
Investigaciones realizadas dentro de nuestro grupo de trabajo, han logrado
determinar la contribucion de variantes de todo el genoma que explican hasta en un
12 % la variabilidad interindividual en el control de la hipertensién en pacientes bajo
tratamiento. En paralelo estudios sobre la microbiota intestinal relacionadas han
identificado disbiosis en la microbiota intestinal (desbalance entre bacterias)
relacionadas con la falla terapéutica, pero hasta ahora son observaciones

preliminares.

En este estudio se buscé ademas de la asociacion entre variantes genéticas NAF1
rs7675998 y TERC rs10936599, la posible relacion entre los niveles de presion

arterial con la longitud de telémeros, los cuales se les ha propuesto como un
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marcador molecular de interés en las enfermedades cardiovasculares*® debido a
que una menor longitud de telébmeros se ha relacionado con un mayor riesgo de

eventos cardiacos’”’.

Asi, en un subgrupo de 369 muestras de este estudio, se llevo a cabo la medicion
absoluta de la longitud de teldmeros mediante qPCR y se buscé correlacionar la
longitud de teldmeros (kb) con la presion arterial (mmHg), incluyendo la evaluacion

de otros parametros relacionados como la presion de pulso y la frecuencia cardiaca.

Estos analisis no detectaron una correlacién significativa entre la presiéon arterial
(sistdlica o diastdlica) con la longitud de telémeros. Lo anterior sugiere, por un lado,
que la longitud de telomeros probablemente no es un indicador claro o directamente
relacionado con la regulacién de la presion arterial o bien que el tamafio de muestra

no es suficiente para detectar esta posible relacion.

La falta de relacién matematica entre la longitud de telébmeros y la presion arterial
ha arrojado resultados poco concluyentes entre la comunidad cientifica. Existen dos
estudios que concuerdan con nuestras observaciones en poblacion caucasica. Uno
de ellos en individuos del Estudio de Salud Gutenberg en Alemania (N=4,944),
donde se observa una asociacion entre la longitud de telémeros con la edad, pero
no con la presion arterial’8, y el otro, un estudio mas pequeiio en Turquia realizado
en 52 mujeres de 50 afios donde no observaron una relacion significativa entre la

presion arterial y la longitud de telémeros™®.

Es posible que existan factores confusores clinicos, étnicos de estilo de vida o
antropométricos que enmascaren esta posible asociacion o que sea necesario otro
tipo de estrategias estadisticas para identificarlas. Por ejemplo, un estudio en una
cohorte de la Encuestas Nacionales de Examen de Salud y Nutricion de Estados
Unidos (N=5,981) identificaron una correlacion no lineal significativa entre la longitud
media de los teldmeros y la presion arterial sistélica, diastdlica y la probabilidad de

desarrollar hipertensiong®.
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Como vemos la informacién aun no es del todo consistente lo que apunta a
aumentar la investigacion en este campo considerando varios factores, entre ellos,
incrementar el numero de variables clinicas, moleculares, fisioldgicas y
antropomeétricas en el desarrollo de modelos de asociacion, asi como, el aumento

en el tamano de muestra.

Este Ultimo resulta crucial para establecer diferencias estadisticamente
significativas en estudios transversales. Para el presente estudio se calculd el
tamano de muestra necesario para investigar la relacion entre la longitud de los
telomeros y la presion arterial, determinando que se requieren al menos 3000
pacientes para tener un 80 % de probabilidad de detectar, una diferencia del 5 % en

la presion arterial asociada a la longitud de los teldmeros.

Esto apunta a la necesidad de generar colaboraciones para el reclutamiento y
mantenimiento de grandes cohortes, ya que la longitud de los teldmeros exhibe una
alta variabilidad y las técnicas en su medicion pueden diferir entre laboratorios

aumentando asi la variacion de resultados.

Con el objetivo de ahondar y descartar una posible relacién entre la LT y la presion
arterial clasificamos a la longitud de teldmeros en tres grupos definidos por los
cuartiles de su distribucién en cortos <5.0 kb, medianos <6.6 kb y largos >8.3 kb, se
analizaron de acuerdo, con los niveles de presion arterial sistélica, diastolica, de
pulso y la frecuencia cardiaca. Este analisis respalda el analisis de correlacion
anterior, aunque es importante mencionar que, se observa un pequefo tamano del
efecto del teldmero con la presidn sistolica, es decir, observamos mayor presion
sistdlica en pacientes con teldmeros cortos y medianos respecto a los largos y este
aumento fue estadisticamente significativo. Esta tendencia, aunque no es clara
hacia la baja o alta podria indicar la complejidad de la interaccion entre la longitud

de los teldmeros y la presién sistolica.

Hasta ahora hemos vemos que diferentes estudios incluyendo este no logra

establecer una relacién definitiva entre la LT y la presién arterial o consistente entre
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ciertas variantes genéticas y la presion arterial o la LT. Por lo tanto, en esta
investigacion se desarrollaron diversos modelos de asociacion con el propésito de
identificar relaciones interdependientes considerando la presion arterial, las

variantes genéticas y la LT simultaneamente.

Se desarrollaron modelos de tipo logistico (fenotipo categérico) y lineal (fenotipo

continuo) para optimizar la prediccion de la variabilidad en la presién arterial.

Tomamos en cuenta los tres genotipos de las variantes genéticas NAF1 rs7675998,
TERC rs10936599, la longitud de telémeros y las variables clinicas del paciente, en
los modelos de regresion multivariable logistico y lineal. Los resultados obtenidos
entre los modelos logistico y lineal fueron consistentes entre si, arrojando los
mismos resultados al analizar la probabilidad de que los pacientes tuvieran o no
presion sistdlica o diastdlica controlada y evaluando los niveles de presién de

manera lineal o continua (Tablas 15-18).

En resumen, encontramos que la variante NAF1 rs7675998 esta relacionada con la
presion diastélica controlada (<90 mmHg) o menores niveles de presion diastdlica.
Esta asociacion, parece ser dependiente de la longitud de teléomeros ya que, si la
longitud de teldbmeros se elimina del modelo, la relacion NAF1 rs7675998-presién
arterial diastdlica no se observa, sugiriendo una posible influencia genética en la
regulacion de la presion arterial diastolica a través de la longitud de los telomeros,
en donde, una mayor longitud de teléomeros podria estar relacionada con una

presion diastélica mas baja en adultos mayores hipertensos.

Se plantea la hipétesis de que el alelo (A) de la variante NAF1 rs7675998 podria
tener o modular un efecto en la expresion de NAF 1 interviniendo en la formacion de
la telomerasa y consecuentemente teniendo en la actividad de esta y por ende en
la longitud de telébmeros con un efecto sobre la vasculatura que pueda disminuir la
resistencia periférica de las arterias en consecuencia en los niveles PAD
disminuidos. Sin embargo, es importante tener en cuenta que esta es solo una

hipotesis y requerira de mas estudios para respaldarla.
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En personas mayores aumenta el riesgo de tener la presion diastdlica baja®’, lo cual
es relevante para su salud, ya que una diastole <60 mmHg aumenta el riesgo de
complicaciones cardiovasculares debida en parte al esfuerzo que hace la
vasculatura para que la sangre regrese al corazén. Cuando la presion diastdlica cae
por debajo de 60 mmHg, y la presion sistolica esta dentro de la meta terapéutica
(<140 mmHg), el corazén puede experimentar dificultades para recibir un suministro
adecuado de sangre y oxigeno durante su fase de reposo, lo que puede contribuir
al debilitamiento gradual del érgano y aumentar el riesgo de enfermedades
cardiovasculares®?#2,

Es importante mencionar también que la contribucion de los medicamentos
antihipertensivos se evidencié al considerar el numero de farmacos en su
tratamiento antihipertensivo. Dentro de los medicamentos de primera linea, en
particular, los Inhibidores de la Enzima de Angiotensina (IECA) impactan en el
control de la presion diastdlica, es decir, pacientes que reciben tratamiento con

mayor numero de IECAs tienen una presion diastdlica controlada.

Por otro lado, no identificamos una relacion entre las variables clinicas y
moleculares aqui estudiadas con la presion sistdlica, es decir, no se observa alguna
asociacion entre las variantes NAF1 rs7675998, TERC rs10936599 y la longitud de
telomeros con los niveles de presidn sistdlica, y aunque estos resultados no

alcanzaron significancia estadistica, se observo una sutil tendencia hacia una

asociacion inversa entre la longitud de los telomeros y la presion sistolica (Tabla 17

y 18).

Interesantemente y replicando estudios clinicos, si se observa una asociacion
significativa entre la edad y la presion sistdlica, a mayor edad, mayor es el riesgo de
presion sistélica elevada. Esta relacion se atribuye en parte al efecto del
envejecimiento, ya que, con la edad la capacidad de las arterias para expandirse y
contraerse (distensibilidad) disminuye y esta pérdida de elasticidad contribuye a la

rigidez arterial, cuando las ondas de presion rebotan de vuelta, llegan mas rapido a
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la parte inicial de la aorta durante la fase en la que el corazén se contrae (sistole),
causando un incremento en la presion arterial sistolica®*®.

La relacion aqui encontrada entre la longitud de los telomeros, variantes genéticas
implicadas en la actividad de la telomerasa y la longitud de los telémeros con la
presion arterial destaca la necesidad de considerar factores adicionales para una

comprension mas completa de la salud cardiovascular.
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10 Conclusiones

e La frecuencia alélica para la variante NAF1 rs7675998 es del 20.6 %, y la de
TERC rs10936599 alcanza el 49.9 %, esta ultima es entre el 20-50 % mas
frecuente comparada con poblaciones ancestrales de México, contribuyendo

a la coleccion genética en poblaciones poco representadas.

e Los niveles de presion sistélica fueron significativamente diferentes en
funcion de la longitud de telémeros cortos <5.0 kb, medianos <6.6 kb vs

largos>8.3 kb con una diferencia de entre 3-6 mmHg.

e Se identificé una asociacion matematica entre el alelo A de NAF1 rs7675998,
dependiente de la longitud de teldmeros sobre menores niveles de presion
arterial diastdlica. Esta asociacién es matematica y no causal por lo que solo
podemos generar hipotesis del impacto de la variante. Estudios con un mayor
tamafno de muestra y mas variables moleculares podran explicar con mas

detalle estas observaciones.
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1 Perspectivas

El presente estudio determind la frecuencia alélica de dos variantes genéticas en
mexicanos mestizos asociadas con la longitud de los teldmeros, relevantes en

trastornos relacionados con la edad, como la hipertension.

Futuras investigaciones, estaran encaminadas a discernir con mayor claridad la
relacion entre los niveles de presidn arterial con variantes genéticas y la longitud de
telomeros, para lo cual se debera tomar un tamano de muestra mayor. Ademas,
sera importante contemplar la inclusién de un mayor numero de variables clinicas y
demograficas para el desarrollo de modelos de asociacion como la proporcion de
componentes ancestrales e informacion de metabolémica y microbioma que en

conjunto se supone tienen un impacto en el desarrollo y control de la hipertension.
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13 Anexos

Dictamen de aprobacion del Comité de investigacion del INMEGEN

SALU D Kr:summ Nacional de

=\ Medicina Gendmica

Ciudad de México, 13 de octubre de 2023
Dictamen No. 20/2023

Comite de Investigacion del Instituto Nacional de Medicina Genémica

El Comité de Investigacion del Instituto Nacional de Medicina Genomica (INMEGEN),
con fundamento en lo dispuesto por los articulos 99, 100, 102 y 11 del Reglamento de la Ley
General de Salud en Materia de Investigacion en Salud, 41, fracciones | y lll de la Ley de los
Institutos Nacionales de Salud, articulo 4°, fraccion IV del Estatuto Organico del INMEGEN y
de conformidad con su propio Manual de Funcionamiento, emite el presente documento.

“Caracterizacion de la longitud de telomeros y su

Titulo de Proyecto

asociacion con el microbioma y variantes genéticas."”

Investigador Responsable

Dra. Mirelle Vanessa Gonzalez Covarrubias.

Documentos sometidos a

- Protocolo.

revision - Respuestas revision de los Comités.

El proyecto fue evaluado por dos miembros del comité de

Cometarios al Proyecto de Investigacion, los comentarios hechos por los evaluadores

Investigacion

fueron respondidos de forma adecuada por |la |
investigadora principal.
Fecha de Elaboracién del 6 de octubre de 2023 ‘
Dictamen [
Resolucion de la 1
Evaluacion

APROBADO

Durante la 9a. Sesién Conjunta del Comité Investigacion y del Comité de Etica en
Investigacion del INMEGEN, revisamos las respuestas a los comentarios de los
revisores al protocolq No. }?Wcuales fueron respondidos de forma adecuada por la

investigadora ., per |l e la resolucion de la evaluacion del proyecto es:
Aprobado.

jranda
ité de Invelfigacion del
Instituto Nacional d¢ Medicina fsenémica.

2023
Francisco
VILLA
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Carta de Consentimiento Informado para participacion en el proyecto

Consentimiento informado para participar en el proyecto de Investigacion: "Variantes
genéticas y su relacion con la respuesta al tratamiento antihipertensivo en adultos
mayores”

Por medio de |a pressnte le invitamos a participar en esta investigacion cuyo objetivo es analizar su
genoma [informacigén de la herencia) para identificar marcadores de la respussta al tratamiento
contra la hipertension.

En esta carta invitacion y de consentimiento informado le damos & conocer el objetivo del estudio,
beneficios y riesgos del mismo. De esta forma si usted esta de acuerdo e interesado en participar le
invitamas a firmar estz consentimiento sin ninguna presion o intimidacian.

Actualmente, los farmacos antihipertensivos como el captopril, enalapril, verapamil, amlodiping,
nifediping vy diltiazem, entre otros puedsn tener o no eficacis, esto debido en parte zl genoma
{ADMN) de cads paciente. Es decir, el medicamento pusde ser efectivo para unos pacientss, pero no
parz otros, o bien pueds genarar reaccionas toXicas en WNos, pEro N BN OTMoS y RO CONOCEMOS Con
exactitud qué pacientes van a responder y quienas no, por ko que al estudiar su genoma podremos
identificar en un futuro préxime variacionss en éste que nos ayuden 3 decidir qué medicamento
asignar a cada paciente s2gun su conformacion genamica [ADM).

Procedimiento del estudio.

3} S5i decide participar le pediremos conteste wvarios cusstionarios, uno de datos gsnerales
incluyendo antecedentas familiares, historia médica, peso, talla, medicien cintura-cadera,
diagnastico, medicamentos que toma etc. ¥ otro de adherencia terapeutica (de como toma
su medicamentao).

b] Wsted debera acudir a todas las citas programadas y cumplir con las indicaciones de su
medico incluyendo |z toma de medicamento(s) en la dosis 2 intervalos indicadas.

] El pericdo de participacion es de hasta 18 meses. Para determinar si el farmaco que usted
toma contra |z hipertension es efectivo, ademas de resolver los cusstionarios, realizaremaos
de 4 & 17 mediciones de presion arterizl, tomaremaos una muestra de sangre de maximo @
mililitres y su médico resolvera cualguisr duda que surja.

d] Lz muestra de sangre serd enviada al Instituto Nacionzl de Medicina Gendmica donds se
extraera ADM y se estudiard el ggnoma para la identificacion de wvariantes gue puedan
determinar, en un futuro préxima, la respuesta al medicamento que asté tomando.
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Riezgos

2} De la obtencidn de musstra sanguinea: esta &5 necesariz pars examenes de laboratorio y
obtencion de ADN para posterior anglisis. Los riesgos son dolor minime en el lugar de Iz
puncign, posibilidad de sangrado y hematoma leve, sensacicn de mareo o desmaya.

b) Lz administrzcidn de su medicamento [antihipertensiva) tiene como propésito controlar su
presion arterial y prevenir complicaciones cardicvasculares como atagues al corazon y falla
renal. slguncs medicamentos pueden ccasionar reacciones adversas comeo, tos, vision
borross, mareos o debilidad, entre otras. L= padimos mantenga una estrecha comunicacian
3 este respecto con su médico.

Benaficios

Este estudio no esté disefiado para bensficiarle directamente y no hay asignacion econgmica por
participar. 5in embarge, el estudio puede demostrar gue la utilizacien de cierto medicamento
antihipertensivo sea efective en mayor @ menor grado de acuerdo a su genoma (informacion no
disponible de manera inmedizta). ademas, gracias a su participacion, su comunidad pusde
beneficiarse significativamentz en un future proximo, al poder asignar, con informacién genémica,
el medicamento con mayor probabilidad de &xito en cada paciente que sufra antihipertension.

confidencialidad

su nombre e informacion personzl no seré usado/divulzado en ningun estudio. La muestra de
sangre no contendra informacion personzl de tal maners gue su informacian no clinica no estarsa
asocizda @ su musstra de sangre. El codigo que relacionz su muestra y su informacieén personal
gstaran resguardados en el INMEGEN bajo estrictzs medidas de seguridad 2 los gque solo
investigadores titulares tendran acceso.

Usted es libre de acceder a participar, asi como de abandonar este estudio en &l momento gue lo
decida, basta nos lo haga saber de forma verbal o escrita. 5i se retira o decide no participar esto no
afectara su relacidn con los médices o los institutos de investigacion. si decide no participar, no
significa que no deba tomar su medicamentals) y seguir las indicaciones de su médico.

Aocesg @ resultados del estudio. Debido 3 lzz medidas de confidencialidad, los resultados
individuales de las pruebas genéticas podran darse a conocer solo a medicos que demusestren la
inminente necesidad de comocer estz informacion. Los resultados generales seran publicados
cuzndo la investigacion haya concluide v sera sin identificacion de lzs personas que participaron.
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Autorizacion.

He leido cuidadosamente esta carts invitacion v consentimiento informado he hecho las preguntas
que he tenido v estas han sido respondidas satisfactoriaments.

Estoy de acuerdo en participar en el estudio descrito anteriorments, estoy al tanto de los objetivos
genearales, posibles riesgos v confidencizlidad de mi informacion. Asi mismo autorizo que cualquier
sabrante des |l musstra de sangre pueds ser utilizada para otros estwdios enfocados & I
investigacion en salud.

Lugary Fechs

Mombre del participante Firma
Testigo 1. Nombre Firma
Testigo 1. Nombre Firma

si tiene preguntas en un future faver de comunicarse con la Dra. vanesss Gonzalez Covarrubias en
el 53501900 =xt1212 o vgonzalez@inmegen.gob.mx en el Institute Wacional ds Medicing

GEnomica.
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