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RESUMEN

La hipertension arterial es una enfermedad cronica, silenciosa y un importante
factor de riesgo para desarrollar otras enfermedades cardiovasculares. Es
frecuente que el tratamiento con medicamentos antihipertensivos sea infectivo por
diversas causas, entre ellas se destacan las variaciones en el transporte y la
biodisponibilidad de los medicamentos debido a polimorfismos del gen ABCB1 que
codifica para el transportador glicoproteina P que expulsa farmacos del interior del

hepatocito modificando sus concentraciones plasmaticas.

El propédsito de esta investigacion fue evaluar si existe relacion entre el
polimorfismo C3435T del gen ABCB1 y la respuesta farmacoterapéutica a
antihipertensivos que son sustrato de la glicoproteina P, para este fin, se
incluyeron en el estudio un total de 59 pacientes con diagndéstico de hipertension
arterial primaria captados en una Institucion Prestadora de Servicios de Salud de
la ciudad de Manizales (Colombia). La genotipificacion se realizé mediante PCR-
RFLP y la evaluacion de la respuesta farmacoterapéutica se hizo observando el
valor de presion arterial de cada paciente y asignando la categoria “efectiva”
cuando la presién arterial tuviera un valor menor que 140/90mmHg y la categoria
“no efectiva” cuando la presion arterial fuera igual o mayor que 140/90mmHg.

Debido a la limitaciones del estudio no se evalué la influencia de otros

polimorfismo diferentes a C3435T/ABCB1 en el control de presién arterial.

Los resultados revelaron que tan solo el 44,1% de los pacientes tuvo una
respuesta farmacoterapéutica efectiva y de los 59 pacientes el 50,8% tuvo el
genotipo TT, el 30,6% tuvo el genotipo CC y el 18,6% tuvo el genotipo CT. No se
observaron cambios significativos en la respuesta farmacoterapéutica entre los

tres genotipos.

Por consiguiente, no se demostré que el polimorfismo C3435T del gen ABCB1

esté relacionado con la respuesta al tratamiento antihipertensivo.



Palabras clave
Glicoproteina P, ABCB1, C3435T, Polimorfismos genéticos, Hipertension arterial,
Antihipertensivos.

ABSTRACT

High blood pressure is a chronic, silent disease and an important risk factor for
developing other cardiovascular diseases. It is common for treatment with
antihypertensive drugs to be ineffective for various reasons, including variations in
drug transport and bioavailability due to polymorphisms of the ABCB1 gene that
codes for the P-glycoprotein; a transporter that expels drugs from the interior of the

hepatocyte modifying their plasma concentrations.

The purpose of this research was to evaluate whether there is a relationship
between the (C3435T polymorphism of the ABCB1 gene and the
pharmacotherapeutic response to antihypertensive drugs that are a substrate of P-
glycoprotein. For this purpose, a total of 59 patients diagnosed with primary arterial
hypertension were captured in a Provider Institution of Health Services of the city
of Manizales (Colombia). Genotyping was performed by PCR-RFLP and then the
response to antihypertensive treatment was compared according to the genotype

of each patient.

The results revealed that only 44.1% of the patients had an effective
pharmacotherapeutic response, 50.8% of the patients have the TT genotype, 30%
have the CC genotype and 18.6% have the CT genotype. No significant changes in

the pharmacotherapeutic response were observed between the three genotypes.

Therefore, the C3435T polymorphism of the ABCB1 gene was not shown to be

related to the response to antihypertensive treatment.

Keywords



Glycoprotein P, ABCB1,

Antihypertensives.
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Hypertension,
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

La hipertension arterial (HTA) es una condicidon clinica en el cual una persona
presenta la presion arterial sistémica permanentemente elevada, es decir, cuando
la presion arterial sistélica persiste en valores superiores a 130mmHg y/o la
presion arterial diastolica se mantiene en valores superiores a los 85mmHg segun
la 2020 International Society of Hypertension global hypertension practice

guidelines (1).

Las guias de HTA de 2017 del Colegio Estadounidense de Cardiologia /
Asociacion Estadounidense del Corazon (ACC/AHA) definen a los pacientes
hipertensos como personas que toman medicacion antihipertensiva o tienen una
presion sistolica 2130mmHg y/o una presion diastélica 280mmHg, sin embargo, en
esta investigacion se adoptd la definicion clasica de HTA: presion arterial =
140/90mmHg porque la definicion de la ACC/AHA aun no es universalmente
aceptada y la definicion de la International Society of Hypertension (ISH) es muy
reciente y no habia sido publicada en el momento en que se realizé la

investigacion (2).

En la categoria de las afecciones cardiovasculares la HTA es el principal factor de
riesgo de enfermedad y muerte en todo el mundo, por ejemplo, es causa de
infartos de miocardio, accidentes cerebrovasculares, insuficiencia renal,
vasculopatia periférica, insuficiencia cardiaca y ceguera. El riesgo aumenta si la
HTA esta acompanada de otras enfermedades, en especial la diabetes,
impactando a tal punto la salud publica que segun estimaciones mueren

anualmente mas de 9 millones de personas a causa de la HTA en el mundo (3,4).

Segun publicaciones del Ministerio de Salud y Proteccién Social, para 2018 en
Colombia se reportaron mas de 4 millones de personas diagnosticadas con HTA y

el 60% de los ciudadanos con HTA no sabe que padece la enfermedad, ademas,
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se estima que el 62% de los trastornos cerebrovasculares y el 49% de los ataques
cardiacos son causados por la HTA, por tanto, es evidente que la HTA tiene un
impacto muy negativo en la salud y es necesario que las personas conozcan y
controlen sus cifras tensionales y, sobre todo, sigan las recomendaciones del
ministerio: reducir la ingesta de sodio, consumir mas alimentos naturales y frescos,
mantener un estilo de vida fisicamente activo y un peso corporal saludable, no

exponerse al humo del tabaco y evitar el consumo de alcohol (3,5).

Pese a la gran variedad y al precio economico de los medicamentos disponibles
para tratar la HTA, existen tasas bajas de tratamiento y control de la enfermedad
en pacientes diagnosticados, ademas, investigaciones revelan que una de cada
tres personas hipertensas no logra mantener cifras de presién arterial inferiores a
140/90mmHg, por lo tanto, es necesario formular estrategias para lograr que un
porcentaje mas alto de pacientes tenga un adecuado control de la presion arterial
(2,3,5).

La ACC/AHA recomienda las siguientes estrategias: crear un registro de
identificacion y rastreo de pacientes hipertensos, disefiar algoritmos de tratamiento
que incluyen combinaciones iniciales de una sola tableta, realizar un seguimiento
oportuno a los pacientes con hipertension no controlada apoyandose en asistentes
médicos para hacer controles de presion arterial, retroalimentar periédicamente
sobre el desempefio del control de la hipertension a los directores médicos.
Siguiendo esas sencillas estrategias propuestas por la ACC/AHA se puede

disminuir la prevalencia mundial de HTA (2,3,5).

En un estudio Chow y cols. encontraron que solamente el 32,5% de los
hipertensos que recibieron tratamiento para su enfermedad tenian la presion
arterial controlada, adicionalmente, la falta de adherencia al tratamiento
antihipertensivo refuerza el hallazgo de los investigadores ya que un tercio de los

pacientes hipertensos no toma su dosis completa de medicamentos (2).
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Por otra parte, el inadecuado control de la presion arterial tiene explicaciones mas
alld de la adherencia terapéutica como lo evidenciaron Morales-Olivas y cols.,
quienes afirmaron que la falta de eficacia del tratamiento antihipertensivo es un
hecho relativamente frecuente que ocasionalmente se debe a interacciones de los
farmacos antihipertensivos con otros tratamientos concomitantes. Las
interacciones que con mayor frecuencia causan problemas son las de tipo
farmacocinético, sobre todo las relacionadas con el metabolismo a través del
sistema del citocromo P450 o el aclaramiento presistémico por medio de la

glicoproteina P (P-gp) (4).

La P-gp es una bomba transmembrana que expulsa sustratos desde el interior
hacia el exterior de la célula. Este proceso afecta las concentraciones plasmaticas
y tisulares y los efectos finales de los medicamentos. La prediccion de
interacciones clinicamente importantes es dificil debido a las diferencias
interindividuales en el transporte de farmacos que pueden surgir de los

polimorfismos del gen ABCB1 que codifica para P-gp (5).

El gen ABCB1 es altamente polimérfico y aunque se han identificado mas de 50
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP), los tres polimorfismos mas comunes
del gen ABCB1 son G2677T/A, C1236T y C3435T y han sido asociados a
variaciones en la farmacocinética de multiples medicamentos y riesgo de padecer
algunas enfermedades, por ejemplo, un estudio de Yu y cols. indica que el
polimorfismo G2677T/A puede incrementar el riesgo de resistencia a los
medicamentos anticonvulsivantes, BaniHani y cols. demostraron la posible
asociacion entre el polimorfismo C1236T y la infeccion por Helicobacter pylori en
una poblacion jordana, Liu y cols. demostraron que el polimorfismo C3435T podria
predecir la enfermedad renal crénica (sobre todo en adultos mayores) y Li y cols.
concluyeron que el polimorfismo C3435T puede ser un marcador genético para la

resistencia a medicamentos anticonvulsivantes en poblaciones caucasicas (6-9).
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A su vez, Goktas y cols. hallaron que el polimorfismo C3435T del gen ABCB1
tiene un efecto significativo en la reduccion de la presién sistdlica en hipertensos
tratados con losartan (7), mientras que los resultados de la investigacion de Zuo y
cols. sugieren que el polimorfismo C3435T del gen ABCB1 y el género son
factores determinantes en la variabilidad farmacocinética del amlodipino (8), en
todo caso, las investigaciones reportadas a la fecha han evaluado la
farmacocinética, principalmente, de un soélo medicamento antihipertensivo y su
relacion con los polimorfismos del gen ABCB1, por consiguiente, las conclusiones
de esas investigaciones se limitan a los casos de monoterapia antihipertensiva
quedando el interrogante de qué ocurre con la respuesta farmacoterapéutica
cuando el paciente consume dos o tres antihipertensivos en presencia de
polimorfismos genéticos de ABCB1, es asi como, surgi6 el objetivo de evaluar si
existe relacidon entre el polimorfismo C3435T/ABCB1 vy Ila respuesta
farmacoterapéutica a un grupo de antihipertensivos sustratos de P-gp usados en
pacientes de una IPS de Cardiologia de Manizales. Es importante aclarar que
varios medicamentos  antihipertensivos tienen efectos antiarritmicos,
antianginosos, etc., sin embargo, en la presente investigacién sélo se tuvo en

cuenta el efecto sobre la presién arterial (10).
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CAPITULO 2
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se estima que en el mundo alrededor de mil millones de personas sufren de HTA

y esa enfermedad causa un total de nueve millones de muertes cada afo (4).

La HTA se define como una presion arterial sistélica (PAS) =2 140 mmHg o una
presion arterial diastélica (PAD) =2 90 mmHg y se relaciona con complicaciones
cardiovasculares graves como: ictus, infarto agudo de miocardio (IAM),
insuficiencia cardiaca (IC), muerte subita y enfermedad arterial periférica (EAP). La

HTA también se relaciona con enfermedad renal en estadio terminal (11).

El tratamiento para la HTA se fundamenta en la implementacién de cambios en el
estilo de vida y farmacoterapia con uno o varios medicamentos entre los que se
destacan: diuréticos, antagonistas del calcio, inhibidores de la enzima de
conversion de la angiotensina (IECA), antagonistas del receptor de la angiotensina
I (ARA-II), inhibidores de la renina, antihipertensivos de accion central y
bloqueadores de los receptores alfa (11), sin embargo, la farmacoterapia por si
sola no es suficiente para lograr un adecuado control de la presion arterial como lo
evidenciaron Machado y cols. quienes en un estudio sobre efectividad e inercia
clinica en el tratamiento de la hipertension en pacientes de Colombia; encontraron
que en el 18,3% de los pacientes no se alcanzan los objetivos de control de la
presion arterial (12), por consiguiente, la medicacion antihipertensiva debe ir

acompafiada de una alimentacion saludable y actividad fisica.

Los factores de riesgo para desarrollar HTA se clasifican en modificables y no
modificables. Entre los factores modificables se destacan: obesidad, alcoholismo,
sedentarismo, ingesta elevada de sodio, consumo elevado de bebidas oscuras
(café, té, refrescos de cola) y la ingesta elevada de grasa. Algunos factores no

modificables son: historia familiar, sexo y raza (13).
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La historia familiar y la raza se relacionan con la genética del individuo y, aunque
no sean factores modificables, la genética no es estatica por lo que se presentan
mutaciones y polimorfismos que condicionan el grado de expresion de
superfamilias de enzimas metabolizadoras y transportadoras de medicamentos

alterando su farmacocinética y ocasionando fallos terapéuticos (14,15).

Asimismo, existe una variabilidad interindividual en la respuesta a los
medicamentos derivada de las diferencias genéticas de las personas y que
determinan cambios en las proteinas relacionadas con los procesos de absorcion
y metabolismo de farmacos, igualmente, cambios en procesos farmacodinamicos
e inmunolégicos incidiendo en la eficacia y seguridad de los tratamientos

farmacologicos (15).

En particular, el polimorfismo C3435T del gen ABCB1 que codifica para la P-gp
esta asociado a la resistencia a multiples medicamentos. Por ejemplo, el nivel de
expresion de P-gp es mas bajo en sujetos con el genotipo 3435TT que en sujetos
con los genotipos 3435CC y 3435CT; esa baja actividad de P-gp en el higado
conduce a una mayor absorcidon de amlodipino hepatocelular e incrementa su
metabolismo por CYP3A (16). Por el contrario, una alta actividad de P-gp ocasiona
que una mayor cantidad de amlodipino se expulse del hepatocito sin
metabolizarse y esté disponible para bloquear los canales de calcio del musculo
liso ocasionando una vasodilatacion que conlleva a una disminucion de la presion
arterial. De forma similar, la respuesta hipotensora a losartan es significativamente
afectada por el polimorfismo C3435T del gen ABCB1 y los pacientes hipertensos
con el alelo 3435T pueden presentar una mejor respuesta al tratamiento con
losartan (17).

Por otra parte, existen vacios en el campo investigativo porque los estudios de
farmacogenética e HTA suelen incluir pocos medicamentos y queda el
interrogante de si la respuesta farmacoterapéutica a otros antihipertensivos

diferentes a losartan y amlodipino también esta ligada al polimorfismo C3435T del
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gen ABCBH1, por consiguiente, surgio la pregunta de investigacion: ¢ existe relacion
entre el polimorfismo C3435T/ABCB1 y la respuesta farmacoterapéutica a

antihipertensivos que son sustrato de la glicoproteina P?

Por ultimo, el proyecto de investigacion respondio a una necesidad del sistema de
salud colombiano: ampliar el conocimiento que se tiene de la relacion existente
entre la farmacogenética y la HTA para abordar la enfermedad con mejores
estrategias terapéuticas y contribuir al logro de las metas de control de la presion

arterial.
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CAPITULO 3
MARCO TEORICO

En el mundo, las enfermedades cardiovasculares son responsables de
aproximadamente 17 millones de muertes por afio, y de esa cifra total, las
complicaciones de la HTA causan anualmente 9,4 millones de muertes. La HTA es
la causa de por lo menos el 45% de las muertes por cardiopatias y el 51% de las

muertes por accidente cerebrovascular (18).

El tratamiento de la hipertensién arterial se centra en cinco clases de farmacos:
inhibidores de la enzima de conversion de la angiotensina (IECA), bloqueadores
de los canales de calcio (BCC), antagonistas del receptor de la angiotensina Il
(ARA 1I), diuréticos tiazidicos y bloqueadores beta (BB). El orden para usar los
farmacos se describid en un algoritmo de tres pasos propuesto en la Guia de
practica clinica de la ESH/ESC 2018:

Paso 1: Iniciar el tratamiento combinando IECA o ARA |l + BCC o un diurético.
Paso 2. Hacer una combinacion triple de IECA o ARA |l + BCC + un diurético.

Paso 3. Anadir a la combinacion triple espironolactona u otro farmaco (19).

Por otro lado, los resultados de la farmacoterapia antihipertensiva en cada
paciente pueden no ser siempre predecibles, por consiguiente, el fracaso de la
terapia es una posibilidad latente y es necesario investigar los factores que
influyen en la variabilidad de los resultados, entender estos factores y usar el
nuevo conocimiento para optimizar los esquemas de tratamiento y controlar de

una manera mas adecuada la presion arterial de los pacientes (20).

Factores como la edad, el sexo y el grupo étnico, contribuyen a explicar la
variabilidad interindividual de la respuesta a los medicamentos en pacientes
sometidos a tratamientos clinicos para la HTA (21). Los factores genéticos,

estudiados de manera reciente, muestran que los polimorfismos pueden afectar la
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funcion de distintos transportadores, dentro de ellos, los codificados por la

superfamilia de genes ABC (ATP-binding cassette) (22).

Los transportadores ABC representan una de las mas grandes familias de
proteinas de transporte en organismos vivos y estan involucrados en varias
funciones celulares fundamentales: regulan los niveles celulares de lipidos,
hormonas, iones, colesterol, esterol y hierro. También estan relacionados con
numerosas enfermedades genéticas, incluida la fibrosis quistica asociada con la
mutacion del gen regulador de conductancia transmembrana de la fibrosis quistica
(CFTR) codificada por ABCC7, la degeneraciéon de la retina asociada con
mutaciones en ABCC4, miocardiopatias asociadas con mutaciones en el gen
ABCC9 (SUR2) que codifica la subunidad reguladora de los canales de K-ATP
(23).

En cuanto a la variedad de los transportadores ABC, se han identificado 49 en
humanos y se subdividen en 7 subfamilias (subfamilias A — G). Los genes de las
subfamilias ABCD y ABCG codifican semi-transportadores, mientras que los genes

ABCB codifican transportadores completos y semi-transportadores (23).

Dentro de la superfamilia de transportadores ABC se destaca una bomba de eflujo
llamada Glicoproteina de permeabilidad o Glicoproteina P (P-gp) la cual es
sintetizada en el reticulo endoplasmico como un producto intermedio de nucleo
glicosilado, posteriormente la fraccion glucida se modifica en el aparato de Golgi
antes de ser exportada a la superficie celular. En los seres humanos, la P-gp esta
codificada por los genes ABCB1 y ABCB4 (24), sin embargo, el producto de cada
gen tiene un propdsito diferente. La funcion principal de la P-gp codificada por el
gen ABCB4 es transportar fosfolipidos (25). En cambio, la P-gp codificada por el
gen ABCB1 transporta un gran numero de sustratos xenobidticos:
antihipertensivos, antiarritmicos, anticoagulantes, antiagregantes plaquetarios,
estatinas, antineoplasicos, antimicrobianos, inmunosupresores, antirretrovirales,

anticonvulsivantes y agentes gastrointestinales (26).

19



En la tabla 1 se detallan los medicamentos antihipertensivos que tienen alguna

interaccién con la P-gp y para efectos practicos, en la investigacion, los inhibidores

de la P-gp también se consideran sustrato de P-gp.

Principio activo Grupo Sustrato | Inhibidor | Referencia
P-gp P-gp
Amlodipino Antagonista del calcio X X (27,28)
Captopril IECA X (29)
Carvedilol Bloqueadores beta X (29-35)
Clonidina Antihipertensivos de X (36)
accion central
Enalapril IECA X (29)
Espironolactona Diurético X (37)
Losartan ARA I X X (4,7,8)
Metoprolol Blogueadores beta X X (29,38,39)
Nifedipino Antagonista del calcio X X (37,40-42)
Prazosina Blogueadores alfa X X (43-46)
Propranolol Bloqueadores beta X X (44,47)
Valsartan + Sacubitrilo | ARA Il + Inhibidor de X (48)
la neprilisina
Verapamilo Antagonista del calcio X X (49,50)

Tabla 1. Antihipertensivos sustratos e inhibidores de P-gp

Ademas de transportar moléculas, la P-gp participa en interacciones relevantes
farmaco-farmaco como lo evidencio el estudio de Kamiyama y cols., demostrando
que candesartan, irbesartan y telmisartan tienen el potencial de inhibir el
transporte de varios medicamentos via P-gp, por ejemplo, la administracion
concomitante de digoxina y telmisartan causa un incremento elevado de la
concentracion sérica de digoxina por inhibicion de P-gp intestinal, en
consecuencia, se presenta una interaccion de mucho riesgo porque la digoxina es

un cardiotonico de estrecho margen terapéutico (51).
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La Glicoproteina P (P-gp) codificada por el gen ABCB1, antes llamado gen de
resistencia a multiples medicamentos (MDR1), es una proteina de 1280
aminoacidos y 170KDa de peso molecular, que se localiza en la membrana apical
de las células secretoras de la mucosa intestinal, membrana luminar del tubulo
renal proximal, el canaliculo biliar, las glandulas suprarrenales, endometrio y en
los pies astrocitarios de la barrera hematoencefalica, donde desempefia un papel
defensivo para expulsar sustancias extrafias al organismo y de evitar la
acumulacion excesiva de metabolitos (52). Por lo tanto, esta proteina es
responsable de una disminucion en los niveles de farmacos en el interior de las
células mediante un mecanismo de transporte dependiente de ATP, y para esto,
tiene dos dominios de unién a ATP citoplasmaticos y dos dominios hidrofébicos,
formados cada uno de ellos por seis fragmentos transmembranales que

determinan la especificidad de sustrato (53).

El estudio de las secuencias de P-gp muestra una estructura altamente
conservada en la porcion transmembranal N-terminal, la cual contiene las
caracteristicas de un dominio en forma de canal. Se considera que los dominios
intracitoplasmicos de unién e hidrodlisis del ATP forman un poro y el eflujo se
realiza a través del poro directa o indirectamente, tras la unidon a moléculas
transportadoras que pueden ser un péptido o una proteina (54). Sin embargo, el
modelo de funcionamiento no esta absolutamente aceptado y hay investigaciones
que proponen una explicacion conocida como modelo de aspiradora de moléculas
hidrofébicas y otra conocida como modelo de flipasa. El modelo de aspiradora de
moléculas hidrofébicas se basa en que los farmacos serian detectados y
expulsados una vez se han incorporado a la membrana plasmatica. Mientras que
el modelo de flipasa postula que una molécula del farmaco situada en la capa
interna de la membrana plasmatica se une a la P-gp y ocurriria un cambio
conformacional de la proteina que provocaria que esa molécula fuera llevada a la

capa externa (55).
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La informacion obtenida del analisis de la secuencia de aminoacidos de la P-gp ha
mostrado: primero una alta homologia entre especies y segundo aspectos del
modelo de funcionamiento. La alta homologia entre especies demuestra un
marcado grado de conservacion en la secuencia de aminoacidos, especialmente
los del extremo C-terminal. En cuanto al funcionamiento se ha descubierto que la
P-gp consiste en un dimero y cada mitad de la molécula actua de forma
dependiente de la otra, ya que la inactivacion de uno o dos puntos de union e

hidrolisis del ATP conlleva a la pérdida de la actividad de esta proteina (56).

En cuanto a los sustratos de la P-gp se ha encontrado una relacion entre algunas
propiedades fisicoquimicas y la actividad biolégica, como el coeficiente de
particion octanol/agua, peso molecular, la polarizabilidad de la estructura y su
grado de insaturacion. Al evaluar estas caracteristicas, los estudios sobre las
relaciones estructurales entre sustratos y su grado de afinidad por la P-gp, han
mostrado que la cantidad de compuestos que tienen la capacidad de interactuar

con la P-gp, ya sea como sustratos inhibidores o inductores, es muy amplia (57).

La P-gp se expresa en una gran variedad de érganos y tejidos se detallan en la
tabla 2:

Organo

y/o tejido

Expresiéon de P-gp

Corteza cerebral

Células endoteliales

Alta

Células gliales

No detectada

Células neuronales

No detectada

Neuropilo Baja
Formacion hipocampal y | Células gliales Baja
ganglios basales Células neuronales No detectada
Glandula suprarrenal | Células glandulares Alta
Células endoteliales No detectada
Colon Célullas glandulares Baja
Nervios
periféricos/ganglios No detectada
. Colangiocitos Media
Higado Hepatocitos Baja
Vesicula biliar Células glandulares Media
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Organo y/o tejido Expresiéon de P-gp
i Células en glomérulos No detectada
Rifon ; . .

Células en tubulos Baja

Trompas de Falopio | Células glandulares Baja

Células del foliculo Baja

Ovarios Células del estroma

ovarico No detectada

Tabla 2. Expresion de Glicoproteina P en 6érganos y/o tejidos (58).

El gen ABCB1 ha sido identificado plenamente y a continuacion se detalla la

informacion mas relevante del gen: niumero de identificacion, simbolo, ubicacion,

tejidos de expresion, etc. (59):

e Gene ID: 5243

e Simbolo oficial: ABCB1

e Nombre oficial completo: ATP binding cassette subfamily B member 1
e Fuente primaria: HGNC:HGNC:40

e Tipo de gen: codificador de proteinas

e Estado de RefSeq: revisado

e Organismo: Homo sapiens

e Linage: Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;

Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini; Catarrhini;

Hominidae; Homo
e Alias: CLCS; MDR1; P-GP; PGY1; ABC20; CD243; GP170; p-170

e Expresion: expresion sesgada en suprarrenales (RPKM 76.0), intestino

delgado (RPKM 43.0) y otros ocho tejidos

e Ortélogos: ratén

ABCB1 esta localizado en el cromosoma 7 y su contexto gendmico es:
e Ubicacion: 7gq21.12

e Recuento de exones: 32
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Estructura cuaternaria del producto de codificacion de ABCB1 (Glicoproteina P)

Grafica 1. llustracion de la Glicoproteina P.

Fuente: UniProt.

El primer polimorfismo del gen ABCB1 reportado por influenciar la farmacoterapia
fue el polimorfismo de un uUnico nucledtido (SNP) C3435T en el exén 26,
encontrandose numeros estudios de esa variante genética. Posteriormente, cerca
de 28 SNPs del gen ABCB1 han sido identificados por afectar la farmacocinética
de una amplia variedad de medicamentos (26), sin embargo, de esos 28
polimorfismos tres han sido los de mayor estudio: C3435T, C1236T y G2677T/A y
se han asociado con modificaciones funcionales dependientes de sustrato o de
inhibidor en estudios in vitro y expresién reducida en tejidos (60). Por el contrario,
las investigaciones en el campo de los polimorfismos ABC en Colombia no son
muy frecuentes y se han enfocado puntualmente en el polimorfismo C3435T del
gen ABCB1 (MDR1) en pacientes con epilepsia refractaria; enfermedad en la que
un estado heterocigoto (CT) hace que se exprese inadecuadamente la P-gp. En
resumen, a la fecha en el pais no se han publicado estudios sobre el SNP
C3435T/ABCB1 y su relacibn con la respuesta farmacoterapéutica a
medicamentos antihipertensivos (61).
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En la actualidad los cientificos estudian cémo los polimorfismos de un sélo
nucledtido en el genoma humano se correlacionan con enfermedades, con la
respuesta a los farmacos y con otros fenotipos (62). En la figura 1. Se ilustra un

SNP tipo sustitucidén, donde timina es sustituida por citosina.

Irsiivichuo 1 Incieviduo 4
o3+« CGATATTCCTATCGAATGIC. . i > CTAT
coptal « « GCTATRAGGAUAGCTTACAG. . cophal o . sGATA
e *GA e 5 0 1n 4 CEAT
coynal - s 2CTE :GGTF copy? « « «GCTATARAG GGTA
Incitviduo 2 Individuo 5
i GAT — CEAT
copiat I « » GC 3GETA coptd + v + GC GGTAGCTTACAG
Cr 2 3 C i Cra - T
eopiad &« BC +GEGETA ooptal « o« +GCTATRAAGGARTA
Individuc 3 Indiividuo &
ora G ITCCTATCY Cr2 j c
copirl s s s lx DAL AMHL £ ey ! G
cra 1T ore T
copirl .« JGCTATAR A ool o . . A

Grafica 2. llustracion de un SNP.

Fuente: National Human Genome Research Institute (62).

El genetista Francis S. Collins afirmé que polimorfismos de un solo nucleétido es
una frase muy larga para entender algo muy simple que significa "cortar". El
concepto de SNP es bastante sencillo y se refiere a los sitios del genoma donde
las personas son diferentes y aproximadamente en una de cada 1000 letras del
cbddigo genético se encuentra uno de esos sitios. En éste, un ser humano puede
tener una T y otro puede tener una C. Esto es lo que se llama un SNP. La mayoria
de los SNPs no tienen mucho significado, porque estan en una parte del genoma
qgue no tiene una funcién critica, es decir, una regién no codificante. Sin embargo,
algunos de ellos confieren un riesgo para padecer enfermedades cardiacas y
diabetes mellitus, por lo tanto, los SNPs son de gran interés en salud publica

debido a que aportan datos acerca de por qué ocurren esas enfermedades (62).
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Existen diversas técnicas para identificar los SNPs y el Laboratorio de Técnicas
Instrumentales e Instalacion Radiactiva de la Universidad de Ledn propone las

siguientes (63):

A- Mediante el Secuenciador Automatico

El analisis de los SNPs se basa en el uso de cebadores especificos que terminen
justo antes de la base a determinar. Se realiza una reaccion de PCR sélo con los
cuatro didesoxinucledtidos marcados cada uno con un fluoroforo diferente. La

deteccion de la base incorporada revela la presencia/ausencia de polimorfismo.
Se pueden analizar varios SNPs en el mismo capilar puesto que el sistema
permite la inyeccion consecutiva de varias reacciones. Para ello se ha de utilizar

un «marcador de inyecciones multiples».

Requisitos de los productos de PCR:

e Longitud minima de 350 pb
e Purificados con Exol/SAP

Requisitos de los cebadores:

e Deben haber sido purificados mediante HPLC.

e Longitud comprendida entre 18 y 25 nt (que acaben justo antes de los
SNPs correspondientes).

e Concentracién: 2 yM.

¢ No deben formar estructuras secundarias (las ultimas 3 bases del extremo
3' no deben ser complementarias a ninguna otra regién del cebador).

e Evitar el uso del desoxinucleétido G en posicion 3’ terminal.
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B- Mediante el equipo de Pirosecuenciacién

El analisis de SNPs mediante la tecnologia de “pyrosequencing” se basa en la
liberacion de pirofosfato inorganico (PPi) por cada nucleétido incorporado durante

el proceso normal de elongacion de la cadena naciente de ADN.

De esta forma, se parte de un ADN molde monocatenario al que se afnade un
“primer” especifico y una mezcla formada por los deoxinucleétidos trifosfato
(dNTPs) y cuatro enzimas: ADN Polimerasa, ATP Sulfurilasa, Luciferasa vy

Apirasa, junto con los sustratos APS y Luciferina.

por cada dNTP incorporado se libera una molécula de PPi. Mediante una reaccion
en cadena en la que intervienen la Sulfurilasa y la Luciferasa se produce un pulso
de luz que es captado a tiempo real por el detector tipo dispositivo de carga

acomplada o CCD por sus siglas en inglés (Charge-Coupled Device).

Si el dNTP afadido no es el complementario a la base correspondiente no habra
elongacion, no se producira PPi ni emision de luz y actuara la Apirasa
transformandolo en dNDP, evitando, por tanto, interferencias en la siguiente
adicion de dNTPs. La secuencia final obtenida es analizada por el software que

detectara la presencia/ausencia del SNP y su composicion en bases.

Requisitos de los productos de PCR:

¢ Amplificados mediante 25-50 ciclos partiendo de “primers” de 0,2 yM (uno
de ellos biotinilado).
e Longitud entre 80 y 300 pb.

e Volumen entre 10 y 40 pl maximo.

Requisitos de los primers de secuenciacion:

e Deben ser primers convencionales, sin ningun tipo de marcaje.

e El extremo 3’ debe estar proximo al SNP.
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e La cantidad de primer necesario por cada muestra es de 40 pl de

concentracion 0,40 yM.

C- Mediante el Analizador de ADN

Esta técnica sirve para el «screening» o deteccion rapida de polimorfismos (SNPs,
inserciones, delecciones o variaciones del tamafo de los microsatélites) bien en
poblaciones con mutaciones inducidas (TILLING) o naturales (ECOTILLING). La
técnica es capaz de detectar el polimorfismo y de localizar su posicion de forma
aproximada, pero no dice qué bases se han modificado. Para obtener esa

informacion es necesario la secuenciacion posterior del polimorfismo.

La técnica se basa en la electroforesis en gel de acrilamida de los ADN problema
que han sido amplificados con dos primers, uno de ellos marcado con un
fluoréforo que se excita a 685 nm (“IRD 700”) y el otro a 785 nm (“IRD 800”). Los
fragmentos amplificados son desnaturalizados y renaturalizados entre ellos y/o
frente a un control, de manera que en las posiciones donde existan los
polimorfismos no habra complementariedad total de las dos cadenas y se
formaran bucles u horquillas. Un tratamiento posterior con nucleasas especificas
rompera las cadenas en los puntos desapareados generandose dos fragmentos
por cada corte, uno con marcaje IRD 700 y el otro con marcaje IRD 800. Dichos
fragmentos, cuya suma de tamafos debe ser igual al tamafo del fragmento
amplificado de partida, son separados por electroforesis y detectados
simultdneamente generandose dos imagenes del gel durante la electroforesis, una
por cada fluoréforo empleado, que pueden ser procesadas en software
convencionales de tratamiento de imagenes. La superposicion de ambas
imagenes hace que la identificacion del polimorfismo sea muy exacta, eliminando

practicamente la posibilidad de falsos positivos (63).

El pilar de las técnicas mas populares para identificar SNPs es la reaccion en
cadena de polimerasa (PCR). Esta técnica amplifica exponencialmente cualquier

segmento de ADN de secuencia conocida. El componente clave de una PCR es la
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ADN polimerasa aislada de Thermus aquaticus, un microorganismo adaptado a
vivir 'y multiplicarse a muy alta temperatura. Esta polimerasa termoestable
(lamada Taq- por Thermus aquaticus) permite la replicacién de cadenas en ciclos
y produce un crecimiento exponencial del numero de copias del ADN objetivo. Un
ciclo PCR incluye tres etapas:
I.  Desnaturalizacién del ADN a 90-95 °C para separar el ADN en dos cadenas
que serviran de plantilla
II.  Hibridacion de una pareja de oligonucledtidos de cadena unica corta
(cebadores) complementarios de las regiones diana que flanquean por
ambos extremos el fragmento de interés, a 45-65 °C
[ll.  Extension de las cadenas recién sintetizadas de ADN iniciada por los
cebadores y facilitada por la Tag-polimerasa, a 72 °C. Dicho ciclo se puede
repetir, normalmente unas 25 a 45 veces, para permitir la amplificacién de
suficientes amplicones (un fragmento de un gen o de ADN sintetizado

usando la PCR) para que se puedan detectar (64).

Sin embargo, la PCR por si sola no es suficiente para identificar un SNP, por lo
tanto, es necesario combinarla con otra técnica, frecuentemente con
Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restriccion (RFLP) que se refiere a
secuencias especificas de nucledtidos en el ADN que son reconocidas y cortadas
por las enzimas de restriccion (también llamadas endonucleasas de restriccion) y

que varian entre individuos (65).

Al grupo de las enzimas de restriccion pertenecen una gran diversidad de
endonucleasas, descubiertas como enzimas propias de distintas bacterias y se
dispone hoy comercialmente de un gran numero de ellas con elevada

especificidad, estabilidad y pureza (66).

La importancia de las enzimas de restriccion radica en su gran especificidad para
reconocer una secuencia corta de ADN bicatenario e hidrolizar un enlace
fosfodiéster en cada hebra, siempre en la misma posicion. Cada enzima se

caracteriza por su sitio o secuencia de reconocimiento o de restriccion, o
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secuencia diana. Los fragmentos de ADN resultantes son utiles para iniciar la
clonacién celular o acelular, para el analisis del ADN, para elaborar mapas fisicos

de restriccion o para la deteccion de polimorfismos (66).

La secuencia diana de una enzima de restriccion es de tamano variable, la
mayoria de 4 y 6 nucledtidos, y con frecuencia es parcialmente palindrémica.
Algunas enzimas de restriccion cortan generando extremos llamados romos (ver
grafica 3) mientras que otras cortan generando extremos llamados cohesivos (ver
grafica 4) (66).

Digestion con la
enzima de restriccion
x_EcuR‘h"

No hay extremos salientes

Grafica 3. Extremos romos generados por una enzima de restriccion.

Fuente: Gold Biotechnology (GoldBio).
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Digestion con la
enzima de restriccion
EcoRlI

Extramos
i gohesivos
53
IIG!.
|

|

Grafica 4. Extremos cohesivos generados por una enzima de restriccion.

Fuente: Gold Biotechnology (GoldBio).

Las enzimas de restriccidon son una herramienta basica en Biologia molecular: en
laboratorios de PCR, creacion de sondas para hibridacion, laboratorios de
secuenciacion de ADN, ingenieria genética, procesos de clonacion, manejo de
genotecas y en muchas otras areas de gendémica (66).
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CAPITULO 4
OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la asociacion entre el polimorfismo C3435T del gen ABCB1, que

codifica para la Glicoproteina P, y la respuesta terapéutica a medicamentos

antihipertensivos en pacientes de una Institucion Prestadora de Servicios de Salud
(IPS) de Manizales.

Objetivos especificos

Establecer la distribucién de las frecuencias genotipicas del polimorfismo
C3435T del gen ABCB1 en pacientes hipertensos captados en una IPS de
Manizales.

Calcular el porcentaje de pacientes que tienen una respuesta
farmacoterapéutica efectiva al tratamiento con antihipertensivos sustrato de
P-gp.

Determinar la relacion entre el polimorfismo C3435T del gen ABCB1 y la

respuesta farmacolégica a antihipertensivos.
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CAPITULO 5
MATERIALES Y METODOS

Se llevé a cabo un estudio de tipo observacional, transversal y de nivel relacional;
en el cual participaron 59 de pacientes atendidos en una IPS de la ciudad de
Manizales entre julio y noviembre de 2018. Posterior a la firma del consentimiento
informado, a cada paciente se le indagd por sus antecedentes clinicos, le fue

medida su presion arterial una vez y se le tomd una muestra de sangre.

Criterios de inclusién: mayor de edad, aceptar y firmar el consentimiento
informado, tener diagnostico de HTA esencial, asistir a controles meédicos
mensuales en una Institucion Prestadora de Servicios de Salud (IPS), consumir
con una antelacién minima de tres meses uno o mas antihipertensivos sustrato de

la P-gp descritos en la tabla 1.

Criterios de exclusién: tener diagndstico de HTA resistente o refractaria y
usuarios con antecedentes recientes de tabaquismo, alcoholismo y falta de

adherencia al tratamiento farmacoldgico.

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Identificacion de genotipos

Para determinar el alelo polimérfico C3435T/ABCB1 a cada paciente se le tomé
una muestra de 5 ml de sangre por puncién venosa periférica antecubital, luego
las muestras fueron procesadas siguiendo el procedimiento general que se

describe a continuacion:

El ADN gendmico se aisl6 a partir de sangre periférica usando un kit comercial de
extraccion DNA 2000 de la empresa colombiana Corpogen, el polimorfismo
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C3435T de ABCB1 se determind usando la técnica Reaccion en Cadena de la
Polimerasa - Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restriccion (PCR-
RFLP) (64,65).

Los fragmentos del gen que codifica la P-gp (244 pb) en el exdn 26 del gen
ABCB1 se amplificaron a partir de ADN gendémico con el primer F 5'-
GATCTGTGAACTCTTGTTTCCA-3' y primer R 5'-
GAAGAGAGACTTACATTAGGC -3'. La amplificaciéon por PCR se realiz6 usando

una mezcla de reactivos y taq polimerasa que se detalla en la tabla 3.

Componente Cantidad en pL
Agua 422

Buffer 10X 82,5

MgCl2 25mM 66
Dinucleétidos (dNTP) 2,5uM 66

Primer F 33

Primer R 33

Albumina Sérica Bovina (BSA) 33

Taq polimerasa 6,6

Total 7421

Tabla 3. Mezcla de reactivos usados para hacer la PCR.

Luego el amplicon fue digerido con la enzima de restriccion Mbol y por ultimo

separado por electroforesis en gel de agarosa al 3,5%.
El procedimiento detallado es el siguiente:
El ADN se aislé siguiendo los pasos descritos por el fabricante del kit de

extraccion. La concentracion y pureza del ADN aislado se determinara de acuerdo
a la proporcion OD 260 nm/OD 280 nm (67,68).
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Los pasos para el proceso de amplificacion siguieron la ruta:
1. Desnaturalizacion: un ciclo inicial de 5 minutos a 94°C, seguido de 34 ciclos
a 94°C por 30 segundos.
2. Alineado: a 56°C durante 30 segundos.
3. Extension: a 72°C durante 30 segundos. La extension final se hizo a 72°C

durante 10 minutos.

Después de la amplificacion por PCR, el producto (244 pb) fue digerido con la
enzima de restriccion Mbol durante 16 horas a 37°C generando fragmentos de:
172 pb, 68 pb y 4 pb para el alelo 3435C; 244 pb para el alelo 3435T; 244 pb, 172
pb y 68 pb para el alelo C3435T. Los resultados de los RFLP fueron separados

por medio de una electroforesis en gel de agarosa al 3,5% (69).

Evaluacién de la respuesta farmacoterapéutica

Para determinar la efectividad del tratamiento antihipertensivo a cada participante
del estudio se le midi6 la presion arterial después de cinco minutos de reposo,
sentado, con la espalda bien apoyada en el espaldar de la silla, los pies tocando el
suelo, las piernas sin cruzar, las manos sin apretar y el brazo dominante apoyado
mas o menos a la altura del corazén. En las mediciones se usé un tensidmetro
calibrado y se verificd que los participantes estuvieran rejados, sin prisa y que no
hubieron comido ni ingerido bebidas estimulantes como el café en los ultimos

treinta minutos (70).

Analisis de datos

El analisis estadistico se realizé con el Software Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) version 25 IBM (71). El estadistico de prueba fue Chi cuadrado
de independencia, se evalué el equilibrio Hardy — Weinberg, el nivel de
significancia (a) fue de 0,05 y las variables del estudio con sus valores y criterios

se describen en la tabla 4.
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Variable Categorias Criterio
Respuesta Efectiva Presion < 140/90mmHg
Farmacoterapéutica (72). No efectiva Presién = 140/90mmHg
Genotipo C3435T/ABCB1 cC RFLP = 172pb + 68pb + 4pb

CT RFLP = 172pb + 68pb
TT RFLP = 244bp

Tabla 4. Variables centrales del estudio (73,28).

PROPUESTA DE ANALISIS DE DATOS
Manejo de variables
e Respuesta Farmacoterapéutica: la presién arterial es una variable numeérica
que se dicotomizé para hacerla categorica.

e Genotipo C3435T/ABCB1: es una variable categorica.

Estadigrafo

Dado que se tienen dos variables categoricas o cualitativas se debe seleccionar
una prueba no paramétrica como la Chi cuadrado; particularmente Chi cuadrado
de independencia para determinar si las variables estan relacionadas, el Equilibrio
de Hardy — Weinberg se verific6 comparando un Chi cuadrado observado con un
Chi cuadrado tabulado (74).

Consideraciones éticas

La investigacion conto con la evaluacion del comité de bioética de la Facultad de
Ciencias para la Salud de la Universidad de Caldas, quien de acuerdo con la
Resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de Salud consideré que la investigacion es
de riesgo minimo y le dio su aprobacién con el consecutivo CBCS-035 del 30 de
agosto de 2017. Ademas, todos los participantes firmaron el consentimiento
informado, recibieron una copia de él y la toma de la muestra de sangre se hizo

siguiendo protocolos de bioseguridad y por personal idéneo.
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CAPITULO 6
RESULTADOS

En el presente estudio se incluyé un total de 59 sujetos hipertensos, de los cuales
el 53% eran mujeres y 47% hombres, la edad promedio de los pacientes fue 65

anos.

El porcentaje de pacientes que tuvieron una respuesta farmacoterapéutica efectiva
al tratamiento antihipertensivo se muestra en la tabla 5. La distribucion de las
frecuencias genotipicas se muestra en la tabla 6. EI resumen de la prueba para
evaluar el equilibrio de Hardy — Weinberg se muestra en la tabla 7. Las
caracteristicas de la poblacion se describen en las tablas 8 y 9, y lo mas
sustancial, los datos consignados en tabla 10 demuestran que el genotipo de
C3435T/ABCB1 y la respuesta farmacoterapéutica a antihipertensivos sustrato de
P-gp son variables independientes. Por otra parte, las graficas 5, 6 y 7 muestran
comparaciones entre variables y las graficas 8 y 9 representan evidencias
fotograficas de la electroforesis de los amplicones y los productos de digestion

respectivamente.

Caracterizacion de las variables

RESPUESTA FARMACOTERAPEUTICA

Valores Frecuencia absoluta Frecuencia porcentual
Efectiva 26 44 1%
No efectiva 33 55,9%
Total general 59 100,0%

Tabla 5. Caracterizacion de la variable Respuesta farmacoterapéutica.

Los resultados de las pruebas moleculares se exponen en la tabla 6.
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GENOTIPO C3435T/ABCB1

Valores Frecuencia absoluta Frecuencia porcentual
CcC 18 30,6%
CT 11 18,6%
TT 30 50,8%
Total general 59 100,0%

Tabla 6. Caracterizacion de la variable Genotipo C3435T/ABCB1.

Equilibrio de Hardy — Weinberg
La prueba de Chi cuadrado realizada con una significancia estadistica (a) de 0,05
demostré que la poblacion no cumple el Equilibrio de Hardy — Weinberg. El

resumen de la prueba se muestra en la Tabla 7.

Una poblacion esta en Equilibrio de Hardy — Weinberg cuando el y? calculado es

menor que el y? tabulado.

Genotipo Valor observado Valor esperado X2 calculado x2 tabulado
CcC 18 9,44 21,97 3,84
CT 11 28,32
1T 30 21,24
Total
general 59 59

Tabla 7. Resumen de la prueba de Chi cuadrado.

Desviacion Coeficiente

MUJERES Media Mediana Moda , . ..
estandar de variacion

Edad 65 63 58 11 0,17
Talla 156 158 158 7 0,04
Peso 65 67 71 13 0,20
Presion sistélica 136 137 140 17 0,13
Presion diastdlica 82 80 80 9 0,11

Tabla 8. Medidas de tendencia central de la poblaciéon femenina.
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HOMBRES  Media Mediana Moda DéSviacion Coeficiente
estandar de variacion
Edad 66 66 61 10 0,15
Talla 169 169 170 5 0,03
Peso 79 76 68 14 0,18
Presion sistolica 137 140 140 10 0,07
Presion diastdlica 84 80 80 11 0,13

Tabla 9. Medidas de tendencia central de la poblacion masculina.

El genotipo TT fue el mas frecuente como se observa en la grafica 5.

Distribucidn de los polimorfismos ABCEL en relacion al sexo de los pacientes
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Grafica 5. Comparativo entre sexo y polimorfismos.

El genotipo TT presento

los valores mas altos

tanto en

respuesta

farmacoterapéutica efectiva como inefectiva. Los genotipos CC y CT tuvieron una
respuesta farmacoterapéutica equiparable evidenciada en la grafica 6.
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Comparativo de la Respuesta farmacoterapsutica v el SNP ABCEL
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Grafica 6. Comparativo entre respuesta y SNP.

Los antihipertensivos mas usados en la poblacion fueron losartan, enalapril y
metoprolol como se muestra en la grafica 7.

Uso de farmacos y polimorfismo ABCBL
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Grafica 7. Gréfica 7. Uso de farmacos y polimorfismos ABCB1.
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El desplazamiento de los productos de la PCR en presencia de un campo eléctrico
se compard con el desplazamiento de una escalera molecular confirmando la

amplificacion de un fragmento de ADN de 244pb tal como se ilustra en siguiente
grafica:
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Grafica 8. Electroforesis de amplicones.

MM = Marcador molecular, pb = pares de bases y M = muestra

Al igual que los productos de la PCR; los productos de la digestion de los
amplicones requirieron ser comparados frente a una escalera molecular para

identificar el genotipo de cada paciente y como evidencia del proceso se muestra
la grafica 9.
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Gréfica 9. Electroforesis de los productos de digestion.

MM = Marcador molecular, pb = pares de bases y PD = producto de digestion

Para analizar los datos se dicotomizé la variable Genotipo C3435T/ABCB1 y se
hizo una prueba de hipotesis con una significancia estadistica (a) de 0,05 y los

siguientes argumentos:

Hy: El genotipo y la respuesta farmacoterapéutica son variables independientes

H;: El genotipo y la respuesta farmacoterapéutica son variables dependientes
Donde H, es la hipétesis nula y H; es la hipotesis alternativa.
Los datos usados para realizar la prueba de hipotesis y el Valor P obtenido se

muestran en la tabla 10 y con un margen de error del 5% se concluy6 que las

variables son independientes.

Genotipo Respuesta efectiva Respuesta no efectiva Valor P

Silvestre 6 12 0,271
Polimoérfico 20 21
Total 26 33

Tabla 10. Genotipo vs respuesta.
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CAPITULO 7
DISCUSION

En la investigacion realizada no se evidencié relacion entre el polimorfismo
C3435T del gen ABCB1 y la respuesta farmacoterapéutica a un grupo de
antihipertensivos sustrato de P-gp, no obstante, el resultado obtenido difiere de lo

hallado en otras investigaciones.

En particular, un estudio sobre el efecto de polimorfismos de ABCB1 y el género
en la farmacocinética del amlodipino realizado por Zuo y cols., sugiere que en la
monoterapia antihipertensiva con amlodipino son las mujeres con genotipos
3435CC y 3435CT los sujetos que obtienen mayor disminucién de la presion
arterial, sin embargo, no se puede generalizar que el alelo 3435C brinde mejor
respuesta farmacoterapéutica comparado con el alelo 3435T debido a que otros
estudios indican lo contrario, por ejemplo, Sychev y cols. en una investigacion
sobre efectos del polimorfismo rs1045642 (C3435T) de ABCB1 en la eficacia y
seguridad de la terapia antihipertensiva con amlodipino, observaron un mayor
efecto antihipertensivo y menores efectos adversos en los pacientes con genotipo
3435TT (28,75).

Ademas, una investigacion realizada por Goéktas y cols. sobre la relacion entre
polimorfismos genéticos del transportador de farmacos ABCB1 y la respuesta a
losartan en pacientes hipertensos, revel6 que la respuesta hipotensiva al losartan
esta significativamente afectada por el polimorfismo genético C3435T de ABCB1 y
que los pacientes hipertensos con el alelo 3435T pueden presentar una mejor
respuesta al tratamiento con losartan. El hallazgo de Gdktas y cols. no contradice
lo observado por Zuo y cols., por el contrario, reafirma la posibilidad de una
relacion entre el polimorfismo C3435T de ABCB1 y la respuesta

farmacoterapéutica a antihipertensivos sustrato de P-gp y el hecho de que en la
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investigacion de Goktas y cols. se haya observado que el alelo 3435T brinda mejor
respuesta antihipertensiva (contrario a lo observado por Zuo y cols.),
posiblemente, se debe a las diferencias en el mecanismo de accién del losartan y
del amlodipino; el losartan es un profarmaco que necesita metabolizarse a su
forma activa en el hepatocito, en cambio, el amlodipino es un farmaco que al

metabolizarse en el hepatocito se vuelve inactivo (27).

Es importante mencionar que las poblaciones de los estudios realizados por Zuo y
cols. y Sychev y cols., estaban en equilibrio Hardy—Weinberg, por el contrario, en
la presente investigacion la poblacion no estaba en equilibrio y en el estudio de
Goktas y cols. los investigadores no mencionaron si se cumplia el equilibrio
Hardy—Weinberg. El hecho de que los resultados obtenidos por Zuo y cols.
mostraran mejor respuesta antihipertensiva en mujeres con el alelo 3435C y que el
estudio de Sychev y cols. mostré mejor respuesta antihipertensiva en sujetos con
el alelo 3435T y que ambos estudios se hicieron con amlodipino y poblaciones en
equilibrio Hardy—Weinberg; sugiere que hay otros factores con influencia en los
resultados de los estudios de HTA y polimorfismo C3435T del gen ABCB1.

Concretamente, se presume que al menos dos factores influyeron notoriamente en
el resultado de la presente investigacion: Interacciones farmacoldgicas y
polimorfismos diferentes a C3435T/ABCB1.

Las interacciones farmacoldgicas surgen de la polifarmacia habitual en los
pacientes mayores de 65 afos, quienes ademas de medicamentos
antihipertensivos consumen antiagregantes plaquetarios, hipolipemiantes,
antidiabéticos, hormona tiroidea (levotiroxina), diuréticos, antiinflamatorios no
esteroideos (AINE) e inhibidores de la bomba de protones reconocidos por causar
interacciones medicamentosas (76-79). Por ejemplo, los AINE, como el Acido
acetil salicilico, pueden disminuir el efecto antihipertensivo de todos los IECA lo

cual es una interaccidon importante teniendo en cuenta que una cantidad
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considerable de adultos mayores consumen 100mg diarios de acido acetil
salicilico para disminuir el riesgo cardiovascular, el mecanismo de esa interaccion
probablemente esté relacionado con la capacidad de los AINE para reducir la
sintesis de prostaglandinas renales vasodilatadoras (80). Por otra parte, existen
interacciones que incrementan la respuesta farmacoterapéutica, por ejemplo, la
cloroquina aumenta el nivel o el efecto del amlodipino alterando su metabolismo
por la enzima CYP3A4 hepatica e intestinal, la fluoxetina aumenta los efectos del
carvedilol, el propranolol y el metoprolol alterando el metabolismo de estos por la
enzima hepatica CYP2D6 (81).

Posiblemente, los polimorfismos diferentes a C3435T/ABCB1 sea el factor que
mas influyd en los resultados del estudio porque las interacciones farmacologicas
se pueden detectar y con frecuencia los médicos tratantes las evitan bloqueando
su efecto, en cambio, los polimorfismos solo se detectan con técnicas de biologia
molecular y predecir su efecto en la farmacoterapia es complejo mas aun cuando
existe una gran cantidad de genes polimérficos, por eso, sélo se mencionaran

algunos genes relevantes a manera de ejemplo.

Se destaca el gen del angiotensindbgeno, muy relevante debido a que sus niveles
pueden repercutir en la aparicion de HTA y porque diversos estudios en los
Estados Unidos y Francia acerca de un polimorfismo de un dinucledétido
microsatélite en el extremo 3’ del gen del angiotensinégeno en parejas de
hermanos hipertensos, demostraron una frecuencia significativa de alelos
comunes. De igual forma, se ha identificado una variante de secuencia polimérfica
en el gen del angiotensinégeno, que hace que la metionina o la treonina se
expresen en la posicion 235 de la glicoproteina angiotensindgeno, y la variante
con treonina se ha relacionado con el aumento de los niveles de angiotensinégeno
e HTA (82).

Otros genes importantes son: el gen de la aldosterona sintasa (CYP11B2) que

cuando presenta el polimorfismo C344T incrementa el riesgo de infarto cerebral e
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HTA y los genes HSD3B1 y HSD3B2 que codifican enzimas necesarias para la
sintesis de esteroides hormonales, incluida la aldosterona, cuyos polimorfismos
influyen en el riesgo de HTA. Del mismo modo, se ha reseiado el gen ADD1 que
codifica una proteina llamada Aducina 1 y que favorece la union entre la
Espectrina y la Actina, debido a su interaccion entre los filamentos de Actina y de
Espectrina, tiene una importante funciéon en la arquitectura de la membrana y
sobre la actividad de ciertos canales, en particular, el cotransporte de Na-K-Cl y
Na-KATPasa. El polimorfismo G460W del gen de la Aducina1 es mas frecuente en
los hipertensos que en los normotensos y parece predisponer a una sensibilidad
particular al NaCl y a la HTA (83).

A su vez, el gen ABCB1 tiene otros dos polimorfismos importantes: C1236T y
G2677T/A y a pesar de que la presente investigacion se haya centrado en
C3435T; esta demostrado que los alelos polimorficos G2677T y C1236T del gen
ABCB1 alteran el transporte, la biodisponibilidad y la eficacia de ciertos farmacos,

entre ellos antihipertensivos como el Losartan (27).

También es factible que la presencia de polimorfismos de CYP hayan modificado
el metabolismo de los medicamentos antihipertensivos alterando la respuesta
farmacoterapéutica e influyendo en los resultados de la investigacion,
particularmente, la subfamilia CYP3A se ha implicado en la regulacién de la
presion arterial y puede ser un factor de riesgo potencial para el desarrollo de HTA
(84).

Por otra parte, existe una importante interaccidon entre polimorfismos de genes que
codifican proteinas de metabolismo y transporte y la ingesta de NaCl como lo
muestra el estudio sobre CYP3A4, ABCB1 e HTA realizado por Bochud y cols.
quienes descubrieron que los genes CYP3A5 y ABCB1 interactuaban entre si y
que su efecto sobre la presion arterial estd modulado por la ingesta de NaCl de
una persona. Esa interaccion gen-gen-ambiente ilustra las complejas

interrelaciones entre los genes y los factores ambientales en la genética de la
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presion arterial. La investigacion de Bochud y cols. mostré que en sujetos con una
alta excrecion urinaria de sodio; el alelo CYP3A5*1 se asocia a una presion arterial
mas alta en ausencia del alelo ABCB1 3435T y el alelo ABCB1 3435T se asocia a
una presion arterial mas alta en ausencia del alelo CYP3A5*1, mientras que los
sujetos que portan ambos alelos tienen una presién arterial mas baja que los
sujetos que portan tan solo uno de los alelos. Esos resultados sugieren que los
alelos ABCB1 3435T y CYP3A5*1 tienen un efecto antagdnico sobre la presién

arterial, particularmente en condiciones de alto consumo de NaCl en la dieta (85).

Es importante aclarar que la muestra de 59 pacientes fue pequefa considerando
la alta prevalencia de la hipertension arterial en Colombia, sin embargo, en los
antecedentes investigativos; se encontraron trabajos con tamafios muestrales
pequefios, entre ellas la investigacion realizada por Goktas y cols. en la que los
autores usaron una muestra de 74 pacientes, ademas, como se expuso en
parrafos previos en este estudio hubo tantas variables con influencia en los
resultados que no se puede asegurar que con un tamafio de muestra mucho mas
grande los resultados hubieran sido diferentes. También, es importante reconocer
las limitaciones que tuvo la investigacion y entre ellas se destacan el hecho de no
encontrar pacientes con monoterapia antihipertensiva y la imposibilidad de evaluar
otros SNP del gen ABCB1 porque los recursos econdomicos y tecnoldgicos fueron

limitados.
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CAPITULO 8
CONCLUSIONES

En la poblacion estudiada la dominancia del alelo T del polimorfismo
C3435T/ABCB1 es notoria siendo el genotipo TT es el mas comun con una
frecuencia del 50,8%; la frecuencia de los genotipos CC y CT es de 30,6% y
18,6% respectivamente. Ademas, se observo que el 44,1% de los pacientes tuvo
una respuesta farmacoterapéutica efectiva al tratamiento con antihipertensivos, sin
embargo, no se demostrd la relacion entre el polimorfismo C3435T/ABCB1 vy la
respuesta farmacoterapéutica a los antihipertensivos sustrato de P-gp, por
consiguiente, es necesario hacer nuevos estudios con pacientes que tengan
esquemas de monoterapia antihipertensiva y disminuir los factores que influyen en

los resultados.

El 55,9% de los pacientes tuvo cifras de presion arterial por encima de
140/90mmHg y presentd mayor riesgo de sufrir infarto agudo de miocardio y
muerte subita o desarrollar insuficiencia cardiaca, enfermedad arterial periférica y

enfermedad renal.
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CAPITULO 9
RECOMENDACIONES

En los proximos estudios del polimorfismo C3435T/ABCB1 y la respuesta
farmacoterapéutica es necesario que las condiciones de la investigacion permitan
evaluar la influencia de las interacciones farmacoldgicas, los polimorfismos de
CYP, la dieta del paciente y las variaciones farmacocinéticas en el adulto mayor.
También es necesario que los farmacos y los profarmacos se evaluen por

separado debido a sus diferencias metabdlicas.
Se recomienda que las mediciones de presidon arterial se hagan en diferentes

escenarios (intrahospitalario y ambulatorio) y en varios momentos del dia para

minimizar el efecto de hipertension de bata blanca.
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