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RESUMEN

Raul Favela Gamez Fecha de Graduacion: noviembre de 2010
Universidad Autbnoma de Nuevo Leon
Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del Estudio: EVALUACION DE POLIMORFISMOS GENETICOS
ASOCIADOS A HIPERTENSION ARTERIAL

Numero de paginas: 106 Candidato para el grado de Maestria en
Ciencias con Orientacion en Farmacia

Area de Estudio: Farmacia

Propdsito y Método del Estudio: La Hipertension Arterial (HTA) es la mas comdn de las
condiciones que afectan la salud de los individuos en todas partes del mundo. Representa por si
misma una patologia, y a su vez un factor de riesgo importante en el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, el control y sobre todo la prevencion de la HTA, reducira la morbilidad y la
mortalidad para esta patologia. La HTA humana es considerada una enfermedad compleja
poligénica en la cual uno 0 méas genes estan involucrados en el control de los niveles de la presion
arterial. En este sentido, el desarrollo de la misma en una persona estara condicionado a la presencia
de variaciones genéticas individuales, las cuales conferiran la predisposicion a la patologia, En esta
investigacion se analizaron 3 polimorfismos I/D, M235T y A1166C todos involucrados en el
SRAA. Dichas variaciones, conocidas como polimorfismos genéticos han sido previamente
observadas en la susceptibilidad de los humanos a esta y otras enfermedades de impacto en salud
publica. Se realiz6 un estudio de casos y controles con un total de 244 personas (127 casos y
117controles) se encuestd a cada uno de los participantes y se les tom6 muestra de sangre,
posteriormente se extrajo el ADN de cada muestra y se analiz6 por PCR y RFLP para determinar el
genotipo de cada persona y se finalizé con un analisis estadistico de los resultados.

Contribuciones y Conclusiones: Determinar el genotipo de cada persona sera de
suma importancia en las diversas etnias poblacionales, permitird hacer de la préctica
médica una disciplina mas individualizada, mas preventiva y predictiva, con el fin de sentar
las bases de la naciente medicina gendmica, en la que la cultura de la prevencion (a través
de la determinacion de los patrones individuales de predisposicion a enfermedades)
predominard por encima de la terapéutica. En este trabajo no se encontré relacion
significativa entre los alelos de predisposicion de cada uno de los polimorfismos (D, Ty C)
con el grupo de casos (HTA) estableciendo que por si mismos no son un factor de
predisposicion directa si no que forman parte de un grupo de factores de desarrollo de la
enfermedad (interaccion genes-medioambiente).
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1.1 Enfermedades Crdnico Degenerativas

El crecimiento desmesurado en la prevalencia de las Enfermedades Cronicas
Esenciales del Adulto (ECEA), tales como hipertension arterial sistémica (HTA),
diabetes mellitus tipo 2 (DMTII), dislipidemias, y aterosclerosis entre otras, han
permitido que estas enfermedades hayan empatado e incluso superado la prevalencia de
las enfermedades infecciosas transmisibles. A esta transformacion que esta ocurriendo
en muchos paises desarrollados y en vias de desarrollo, se ha aplicado el término de
“Transicion Epidemioldgica™.! Pero tal vez el mayor valor de este concepto (como
problema de salud pablica mundial), es que ahora se reconoce a las ECEA como la
primera causa mundial de morbilidad y mortalidad en el adulto. El impacto econémico-
social de las ECEA es devastador para cualquier sistema de salud en el mundo, ya que se

trata de entidades no curables, con secuelas que en su mayorfa seran incapacitantes.* ¥

Un sistema fisiologico esencial en el desarrollo de algunas de estas enfermedades, es
el sistema circulatorio. El sistema circulatorio humano es una intrincada red de
mecanismos destinados a mantener la homeostasis de presién y flujo pese a numerosas
perturbaciones. Por tanto, una elevacién constante de la presion arterial (PA) refleja un
trastorno en las delicadas interrelaciones de los factores que mantienen este equilibrio.
La hipertension arterial esencial, o hipertension (HTA) de causa no determinada, es
responsable de mas del 90% de los casos de hipertension vistos en la practica medica. El
hallazgo tiende a aparecer con caracter familiar mas que individual y es representativo

de una coleccion de enfermedades o sindromes, basados genéticamente en




anormalidades dependientes de una interaccién ambiente-genotipo, y en consecuencia

con diferentes severidades y tiempos de aparicion.’

La morbilidad y la mortalidad cardiovascular es hoy en dia la principal preocupacién
no solo de los médicos y de los responsables de la salud publica, sino también de la
gente comun y corriente. Posiblemente ello se deba al impacto de diferentes acciones de
informacidn masiva, que reflejan el proposito que anima a la ciencia médica de convertir
en herramientas Utiles para la conservacion de la salud el impresionante cimulo de
nuevos conocimientos que se han logrado alrededor de este tema. Sin duda en los
ultimos veinte afios se ha esclarecido mucho acerca de la enfermedad vascular, y se han
identificado con bastante claridad factores que de manera independiente o concurrente
aumentan en forma directa la probabilidad de padecer esta enfermedad y de sufrir
cualquiera de sus desenlaces clinicos; ellos son los bien llamados factores de riesgo, de
los cuales el mas importante es la hipertension arterial. También acerca de la
hipertensién, sabemos hoy mucho mas de sus aspectos epidemioldgicos y
fisiopatoldgicos. Han aparecido nuevas alternativas terapéuticas y disponemos de una
gran cantidad de farmacos que con notable eficacia ofrecen un mejor control de ella 'y

una mayor reduccién de la morbilidad y mortalidad.®

La hipertension arterial es la ECEA de mayor prevalencia mundial. En México, en el
afio 2000, la prevalencia informada de HTA entre los 20 y 69 afios fue del 30.05%, es
decir, méas de 15 millones de mexicanos, en dicho grupo de edad. Los estados del Norte
de la republica, alcanzaron cifras de prevalencia ain mayores. Lamentablemente el 61%

de los hipertensos detectados en la encuesta nacional 2000, desconocieron ser portadores




del mal, situacién que es de extrema importancia ya que, en general, en México el
paciente acude al médico cuando ya han transcurrido varios afios desde el inicio de su
HTA vy, probablemente, ya habra en su mayoria algin grado de dafio a 6rganos blanco.
Ademas, de los que fueron detectados como conocedores de su enfermedad, solo la
mitad estaba bajo tratamiento farmacoldgico antihipertensivo, y de éstos, sélo el 14.6%
mostrd cifras consideradas de control (< 140/90 mm Hg). Lo anterior sin contar que el
criterio reciente para control en el paciente diabético o con dafio renal, debe ser mas
estricto (< 130/80 mm Hg). De manera que, de forma rigurosa, se estima que solamente

~10% de la poblacién hipertensa en México esta realmente en control 6ptimo.*

1.1.1 Fisiopatologia de la Hipertension Arterial

Son muchos los factores fisiopatoldgicos que han sido considerados en la génesis
de la hipertension esencial: el incremento en la actividad del sistema nervioso simpatico
(SNS), tal vez relacionado con excesiva exposicion o respuesta al estrés psicosocial, es
decir del impacto de la vida moderna; la sobreproduccién de hormonas ahorradoras de
sodio y vasoconstrictoras; la alta ingesta de sodio; la inadecuada ingesta de potasio y
calcio; el incremento en la secrecion o la inapropiada actividad de la renina, con
resultante incremento en la produccion de angiotensina Il y aldosterona por el sistema
renina angiotensina aldosterona (SRAA), la deficiencia de vasodilatadores, tales como la
prostaciclina, el 6xido nitrico (ON) y los péptidos natriuréticos; la alteracion en la
expresion del sistema calicreina-quinina, que afecta el tono vascular y el manejo renal
del sodio; las anormalidades en los vasos de resistencia, incluyendo lesiones en la

microvasculatura renal; la Diabetes Mellitus (DMTII), la resistencia a la insulina; la




obesidad; el incremento en la actividad de factores de crecimiento; las alteraciones en
los receptores adrenérgicos, que influencian la frecuencia cardiaca, el inotropismo

cardiaco y el tono vascular; y las alteraciones celulares en el transporte ionico.

El nuevo concepto de que las anormalidades funcionales y estructurales,
incluyendo la disfuncién endotelial, el incremento del estrés oxidativo, la remodelacion
vascular, pueden anteceder a la hipertension y contribuir a su patogénesis, lo cual ha
ganado soporte en los ultimos afos; parece evidente que la hipertension arterial seria tal
vez “la campana de alarma del sindrome” y el inicio de una verdadera cascada,
siguiendo a la inflamacion y disfuncion endotelial. Aunque son diversos los factores que
contribuyen a la patogénesis del mantenimiento de la elevacién de la presion arterial, los
mecanismos renales probablemente juegan un rol primario, tal como fuera planteado por
Guyton, en 1991, al decir que “la presion arterial empieza a elevarse cuando los rifiones
requieren de mayor presion que la usual, para mantener el volumen de los liquidos

extracelulares dentro de los limites normales”.?

1.1.2 Sistema Renina Angiotensina Aldosterona

El centro vasomotor bulbar es tal como los termostatos reguladores de la
temperatura, es el “presostato” en la regulacion de la presion arterial. La presion arterial
es permanentemente regulada de acuerdo con lo programado en el “presostato bulbar”,
concordante con caracteristicas genéticas, ambientales y requerimientos de perfusion
tisular. Cuando la homeostasis tisular requiere de mayor presion, el “presostato” activa

al sistema nervioso simpatico y este llama en su auxilio al SRAA, un sistema




interactuante con el SNS. EI SRAA inhibe mecanismos vasodilatadores, tales como los
sistemas de kininas y péptidos natriuréticos, y activa al sistema vasoconstrictor de la
endotelina. Tanto la norepinefrina como la angiotensina Il abren canales de calcio a
nivel vascular y cardiaco, e incrementan las resistencias periféricas y el gasto cardiaco.
Dando lugar al incremento de la presion arterial. La elevacion cronica de la presion
arterial es causa de dafio en el endotelial con distribucion difusa, originando la reduccién
de los factores de relajacion e incrementando el accionar de los factores de contraccion

derivados del endotelio. Estas respuestas son moduladas por la genética individual.?

Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona
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Figura 1. Regulacion fisioldgica de la PA en el humano por medio del SRAA.
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La Figura 1 muestra el proceso fisiolégico humano de regulacion de la presion

arterial en la cual se muestra como la renina se sintetiza y almacena en una forma




inactiva, denominada prorrenina, en las células yuxtaglomerulares (YG) de los rifiones.
Las células YG son células musculares lisas modificadas localizadas en las paredes de
las arteriolas aferentes inmediatamente proximales al glomérulo. Cuando cae la presion
arterial, reacciones intrinsecas de los propios rifiones hacen que muchas moléculas de
prorrenina se escindan en el interior de las células YG y liberen renina. La mayor parte
de la renina penetra en la sangre renal y luego sale de los rifiones para circular por todo
el cuerpo, aunque una pequefia parte permanece en los liquidos locales del rifidn e inicia
varias funciones intrinsecas. La renina en si misma es una enzima, no una sustancia
vasoactiva, por tanto, actla enzimaticamente sobre otra proteina plasmatica, una
globulina denominada sustrato de renina (o angiotensinégeno), para liberar un péptido
de 10 aminoacidos, la angiotensina I. La angiotensina | tiene propiedades ligeramente
vasoconstrictoras pero que no son suficientes para causar alteraciones significativas de la
funcién circulatoria. La renina persiste en la sangre entre 30 minutos y una hora y
contintia catalizando la formacién de angiotensina | durante todo este periodo.” En pocos
segundos tras la formacion de angiotensina I, se escinden de la molécula dos
aminoéacidos mas, dando lugar a un péptido de 8 aminoacidos, la angiotensina Il. Esta
conversion se produce casi en su totalidad en los pocos segundos durante los cuales la
sangre fluye por los pequefios vasos pulmonares y es catalizada por la enzima

convertidora presente en el endotelio de los vasos pulmonares.

La angiotensina Il es un vasoconstrictor extremadamente potente y tiene otros
efectos, ademas de los que afectan a la circulacion. Sin embargo, persiste en la sangre
solo 1 6 2 minutos debido a que se inactiva con rapidez por la accion de multiples

enzimas sanguineas y tisulares denominadas en conjunto angiotensinasas.




Durante su permanencia en la sangre, la angiotensina Il ejerce dos efectos
principales que pueden elevar la presion arterial. ElI primero de ellos, la
vasoconstriccion, se produce rapidamente. La vasoconstriccion es muy intensa en las
arteriolas y mucho menor en las venas. La constriccion de las arteriolas aumenta la
resistencia periférica, elevando asi la presion arterial. Ademas la discreta constriccion de
las venas incrementa el retorno venoso sanguineo al corazon, favoreciendo asi la accion

de bomba de éste contra la presién creciente.®®

El segundo medio principal por el que la angiotensina Il eleva la presion arterial
es actuando sobre los rifiones para disminuir la excrecion de sal y agua induciendo la
accion de la aldosterona. De esta forma, aumenta lentamente el volumen de liquido
extracelular, que después eleva la presion arterial a lo largo de un periodo que puede ir
desde unas horas hasta dias. Este efecto a largo plazo, que actia sobre el mecanismo
regulador del volumen del liquido extracelular, es incluso mas potente que el mecanismo
vasoconstrictor agudo para terminar de normalizar la presion arterial incluso tras un

periodo severo de hipotension

El SRAA participa en la remodelacion ventricular del infartado y del hipertenso,
asi como en la remodelacion vascular. La renina es producida en las células
yuxtaglomerulares renales a partir de un precursor, la prorenina. La renina actua sobre su
sustrato, el angiotensindgeno, glucoproteina de la familia de las alfa-2-globulinas,

sintetizada en el higado.’




Los estimulos principales de secrecion de renina son: 1) la disminucion de flujo
de la arteria aferente del glomérulo renal; 2) la disminucion de Na* plasmaético (censada
por la méacula densa, que es parte del aparato yuxtaglomerular renal); 3) estimulos
simpaticos (estimulacion beta-1-adrenérgica de las células yuxtaglomerulares); 4)

factores locales como las prostaglandinas, la dopamina, la adenosina, y el 6xido nitrico.

1.1.3 Diagnostico y Terapia para la Hipertension Arterial

1.1.3.1 Diagnostico

La HTA es uno de los problemas de salud mas importantes en los paises
industrializados por su alta prevalencia de alrededor del 25% de la poblacion. La presion
arterial (PA) es un parametro biolégico con marcada variabilidad, de ahi la dificultad en
establecer los limites normales. De cualquier forma, el riesgo cardiovascular aumenta
progresivamente desde la cifra mas baja. La definicion de la HTA es arbitraria y se le
considera a partir de la cifra en que el riesgo cardiovascular se dobla y/o disminuye con

el tratamiento médico.’

En general, la HTA en sus inicios es asintomatica, o bien, produce sintomas
inespecificos que dificilmente el paciente los asocia a la enfermedad. Debido a esto en el
afio 2000 se encontré que el 20% de los pacientes entre 20 y 35 afios de edad no
conocian ser portadores de HTA, mientras que casi el 50% de los pacientes entre 55 y 69

afios de edad si lo sabian.!




La distribucion de la PA en la poblacion y su relacién con el riesgo
cardiovascular parecen ser continuos, los médicos han utilizado en su préctica asistencial
una definicion operativa de HTA (cifras > 140/90 mmHg) como ayuda para decidir a
quién tratar. Por ello, la definicion de HTA es establecida por acuerdo de expertos en el
campo de la salud publica. No obstante, la progresiva consideracion medica de
categorias de PA no hipertensivas, y del riesgo absoluto de eventos cardiovasculares
(ECV) en funcion de los niveles de la PA (y de otros factores de riesgo y trastornos
clinicos) podria estar cambiando el paradigma de definicién y manejo de la HTA hacia

el concepto de caso de PA para tratar (en funcion de sus cifras y el riesgo).

La sociedad médica sigue creyendo, que la PA aumenta normalmente con la edad
y que en gran medida es un acompafante inocuo del progresivo endurecimiento arterial
conforme avanza la edad. Realmente, la prevalencia de PA elevada en general y la de
HSA en particular aumenta con la edad en la mayoria de las poblaciones, pero esto no es
ni inevitable ni beneficioso. Por otra parte, el incremento de la resistencia periférica se
consideré el sello distintivo de la hipertension esencial y la presion arterial diastolica
(PAD) como un mejor marcador de resistencia periférica que la presion arterial sistélica
(PAS) vy, por consiguiente, tenia que ser un indicador superior del riesgo cardiovascular
de la HTA. Como resultado de ello, las recomendaciones sobre el tratamiento y los
ensayos clinicos para examinar la eficacia del tratamiento antihipertensivo se basaron en
la PAD, reforzando ademas la percepcion de que el efecto adverso de la HTA deriva

principalmente del componente diastélico de la PA.*
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La presion arterial se caracteriza por grandes variaciones en un mismo dia o entre
dias. Por lo tanto, el diagnostico de hipertension se debe basar en la toma de varias
mediciones efectuadas en ocasiones separadas. Si la presion sanguinea se encuentra solo
ligeramente elevada, de manera ocasional, se recomienda establecer un sistema de
vigilancia mas frecuente (semestral). No olvidar, sin embargo, que el 40% de estos
pacientes se volveran hipertensos genuinos en un lapso no mayor a 5 afios, sobre todo si
no se modifican otros factores de riesgo.® La tabla 1 muestra la clasificacién de los

grados de hipertension arterial.

Tabla 1. Clasificacion de la hipertension arterial.'

Categoria Presion Sistolica (mmHg)  Presion Diast6lica (mmHg)
Optima <120 <80
Normal 120-129 80-84
Normal alta 130-139 85-89
Grado I (leve) 140-159 90-99
Grado Il (moderado) 160-179 100-109
Grado 3 (severa) 180 0 mas 110 o mas

Ya que la HTA casi no presenta sintomas al inicio de la enfermedad, el paciente
con sospecha de hipertension arterial en el examen de deteccion, debe acudir a
confirmacion diagnostica, sin medicacion antihipertensiva y sin cursar alguna
enfermedad aguda. El diagndstico debe estar basado en el promedio de por lo menos 2

mediciones, tomadas al menos en 2 visitas posteriores a la deteccion inicial, o a través de
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un periodo mas prolongado. Cuando se toma la presion arterial, se registran dos valores;
el mas elevado se produce cuando el corazon se contrae (sistole) y el mas bajo
corresponde a la relajacion entre un latido y otro (didstole). La enfermedad se
diagnostica cuando la presion sistdlica estad constantemente por encima de 140 mmHg o

la presion sanguinea diastélica esta por encima de 90 mmHg.

Cuando la presion arterial sistolica y diastolica se ubica en diferentes etapas de
hipertension, se utiliza el valor méas alto para clasificarlo. Aquellos pacientes con presion
arterial alta, son enviados a recibir manejo no farmacologico, con el fin de reducir los

niveles de presion arterial a niveles normal u éptimo.°

1.1.3.2 Sintomas

Habitualmente, la hipertension arterial es asintomatica, a pesar de la coincidencia
en la aparicién de ciertos sintomas que mucha gente considera (erréneamente) asociados
a la misma como cefaleas, hemorragias nasales, vértigo, enrojecimiento facial y
cansancio. Aunque las personas con una presion arterial elevada pueden tener estos
sintomas, también pueden aparecer con la misma frecuencia en individuos con una
presion arterial normal. En caso de hipertension arterial grave o de larga duracion que no
recibe tratamiento, los sintomas como cefaleas, fatiga, nauseas, vomitos, disnea,
desasosiego Yy vision borrosa se producen por lesiones en el cerebro, los ojos, el corazén
y los rifiones. Algunas veces, las personas con hipertension arterial grave desarrollan

somnolencia e incluso coma por edema cerebral (acumulacion anormal de liquido en el
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cerebro). Este cuadro, llamado encefalopatia hipertensiva, requiere un tratamiento

urgente.*®

La hipertension puede ser asintomatica en fases iniciales, de tal manera que es
importante detectarla a tiempo para evitar complicaciones. Dada la importancia de la
hipertension, se deben implementar estrategias para su deteccion y manejo, pero también
para prevencion de los factores de riesgo y consecuentemente de la morbilidad y

mortalidad ocasionados por la enfermedad.

1.1.3.3 Tratamiento

1.1.3.3.1 Tratamiento no farmacolégico

El tratamiento se inicia con un cambio en el estilo de vida. Dependiendo de la
respuesta a este cambio y del grupo de riesgo, se decide o no administrar medicamentos.
El objetivo del tratamiento antihipertensivo es reducir la morbilidad y mortalidad renal y

cardiovascular del paciente intensificando en los siguientes puntos:

+ En pacientes con IMC > 25: reduccion del peso hasta obtener el ideal.
+ Disminuir el consumo de alcohol

+ Suspender el habito de fumar.

* Reducir la ingesta de sal y alimentos industrializados.

* Incrementar el consumo de alimentos ricos en potasio y calcio.

 Disminuir refrescos y carbohidratos refinados.
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» Bajar la ingesta de grasas saturadas.
 Establecer un programa de actividad fisica aerdbica e isoténica (caminar 30 min. al

dia) previa valoracion de riesgo.**

1.1.3.3.2 Tratamiento Farmacoldgico

El objetivo terapéutico sera descender la PA a valores por debajo de 140/90 y se
determina por el perfil del paciente (edad, sexo, riesgo cardiovascular, enfermedades
concomitantes, repercusion visceral), si existiera repercusion visceral o hay otros
factores de riesgo asociados, el tratamiento farmacoldgico debe perseguir disminuir la
PA por debajo de 140/90, ademas que los tratamientos farmacoldgicos requieren la
vigilancia de aparicion de posibles efectos secundarios, los cuales disminuiran la

adherencia al tratamiento.®

El tratamiento de la hipertension debe individualizarse en base no sélo a los
valores de la presion arterial sino de acuerdo al nivel de riesgo de cada paciente, para lo
cual debe considerarse la relacion entre los valores de la PA, los factores de riesgo
cardiovascular asociados y la coexistencia de otras condiciones clinicas. Por ejemplo,
ante un riesgo bajo, realizar modificaciones en el estilo de vida; ante un riesgo
moderado, modificaciones en el estilo de vida, monitoreo de la PA y factores de riesgo
por 3 meses, si no logra su meta, iniciar tratamiento farmacoldgico; ante riesgo alto y
muy alto, ademéas de las modificaciones en el estilo de vida, se deberd iniciar el
tratamiento farmacologico de inmediato. La estrategia en el manejo de la hipertension

deberd ser alcanzar la meta y los objetivos terapéuticos. Mas de dos tercios de los
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pacientes hipertensos no logran controlarse en monoterapia y requerirdn de 2 0 mas

farmacos antihipertensivos de diferentes clases terapéuticas.

El establecimiento de la terapia para los norteamericanos para el manejo de la
hipertension inicia con cambios en el estilo de vida. Y si no se logra el control
antihipertensivo, los diuréticos se pueden iniciar en la mayoria de los pacientes, solos o
en combinacion con otra clase terapéutica como los inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina (IECA’s), antagonistas de los receptores de angiotensina Il
(ARA 11), Beta blogueadores (BB), Calcio agonistas (CA), que han demostrado reducir
complicaciones de la hipertension. La seleccion de algunos de estos farmacos como
tratamiento inicial se recomienda cuando un diurético no puede ser usado o cuando
existen indicaciones obligadas. Si el farmaco inicial no es tolerado o se contraindica,
seleccionar otra clase terapéutica que haya probado reducir los eventos

cardiovasculares.!*

Dado que la mayoria de los pacientes hipertensos requeriran 2 o mas farmacos
antihipertensivos para alcanzar la PA objetivo, la adicion de un farmaco de una clase
diferente se debe de iniciar cuando haya fallado la monoterapia ain con la dosis
adecuada. Cuando la PA es superior a 20 mmHg sobre el objetivo sistélico o 10 mmHg
sobre el objetivo diastolico, se debera considerar iniciar tratamiento con 2 farmacos. El
iniciar el tratamiento con mas de 2 farmacos incrementa la posibilidad de alcanzar los
objetivos de PA de una manera oportuna. El uso de combinaciones de multifarmacos

usualmente con dosis menores, ofrece frecuentemente una mayor reduccion de la PA, lo

15

——
| —



que resulta en menores efectos secundarios y simplifica el tratamiento, reduciendo asi

los costos. ™

1.1.4 Mecanismos Moleculares de la Hipertension Arterial

La prevalencia de HTA guarda estrecha relacion con la edad, medio ambiente-
estilo de vida, género y factores co-morbidos, tales como diabetes, obesidad,
dislipidemias, tabaquismo y predisposicidn genética. Ademas, no sélo es la gravedad de
la HTA, sino su interaccion con estos factores, lo que determina la magnitud y velocidad
de progresion de dafio a 6rgano blanco, situacion que debe considerarse primordial para
el establecimiento de un tratamiento médico racional. Es por ello que durante la lectura
de estas recomendaciones no se deben perder de vista las caracteristicas individuales del

paciente portador de HTA.!

Desde una perspectiva epidemiologica, los estudios de los factores genéticos y
ambientales continuaran infravalorando el riesgo atribuible poblacional asociado a los
factores que dependen de la genética o del entorno. De hecho, el andlisis de los efectos
conjuntos de los factores genéticos y ambientales puede reforzar sus respectivas
asociaciones con la enfermedad, permitiendo la identificacion de factores de riesgo que
tienen efectos marginales pequefios. Incluso los marcadores genéticos mejor
establecidos para rasgos frecuentes muestran diferencias entre distintas poblaciones. Por
ejemplo, el gen Fat mass and obesity associated (FTO) recientemente identificado se
considera como el locus mejor establecido como factor de riesgo de obesidad; sin

embargo, y a pesar de esas afirmaciones, algunos estudios indican ausencia de
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asociacion en individuos afroamericanos o chinos de etnia Han. Continua sin estar claro
si la no asociacion entre etnias se debe a diferencias genéticas entre las diferentes
poblaciones o si puede haber una interaccion entre genes y entorno que oculte el efecto
en estos otros grupos étnicos. De hecho, los resultados obtenidos en una poblacién
danesa indican que la actividad fisica puede atenuar los efectos de las variantes genéticas

del FTO, lo cual respalda la existencia de interacciones entre gen y entorno.*?

Las evidencias de influencias genéticas en el desarrollo de la hipertension
esencial provienen de diferentes fuentes. Las investigaciones en hermanos gemelos
documentan mayor concordancia de presiones arteriales entre los monocigotos que entre
los dicigotos. Hoy se acepta que la hipertension arterial esencial es mayormente un
sindrome con compromiso multifactorial y generalmente poligénico y familiar. Menos
del 5% de los hipertensos tiene una causa monogénica de mecanismo mendeliano, es

decir con transmision de rasgos codificados por un solo gen.?

La distribucion continua, unimodal de la presion arterial apoya la hipétesis de la
participacién de varios genes en la fisiopatologia de la hipertension. Cada uno de los
genes tendria efectos relativamente pequefios e independientes, aunque aditivos
(trastorno poligénico). En la actualidad se dispone de poca informacién sobre los genes
involucrados en la enfermedad y la importancia relativa de cada uno en cuanto a sus
efectos sobre la presion arterial. Afortunadamente, el conocimiento de la fisiologia y de
la fisiopatologia de los factores que regulan la presion arterial, nos sirve para definir los
loci genéticos candidatos que pueden utilizarse en estudios de ligamiento o de

asociacion utilizando modelos especificos.!>¥ ¢
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Los enfoques para identificar determinantes genéticos de hipertension arterial
consisten basicamente en estudios de ligamiento en familias o en pares de hermanos
afectados y en estudios de asociacion. Los estudios de ligamiento en familias han
servido para identificar los genes causales de diferentes formas monogénicas de

hipertension.?

En los dltimos afios, se han realizado andlisis de ligamiento de algunos genes
candidatos en familias con hipertension arterial utilizando marcadores informativos y
uno de los métodos més utilizados es el estudio de hermanos afectados. En él se
compara la concordancia de alelos entre hermanos afectados con aquella esperada en
caso de segregacion independiente entre marcador y fenotipo. Los estudios de
asociacion asumen que si un alelo en un locus concreto es responsable de una
enfermedad, los individuos con la enfermedad deberian poseer dicho alelo con una

frecuencia superior a la de los controles.®

18

——
| —



CAPITULO 2

MEDICINA GENOMICA
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2.1 Medicina Gendmica

El genoma humano que la UNESCO ha definido como el patrimonio biologico de la
humanidad, esta formado por una larga cadena de &cido desoxirribonucleico (ADN), que
constituye el “texto” en el que estan especificados los mecanismos homeostaticos de
nuestra especie, esta constituido por 3200 millones de pares de bases o nucle6tidos, y a
40 mil genes diferentes.’® Los genomas contienen toda la informacién de los
mecanismos por el cual el organismo humano mantiene la homeostasis para su correcto
funcionamiento y poder conservar la salud, debido a esto los organismos son capaces de
adaptarse en una forma adecuada a los cambios ambientales que se ejercen sobre él, las
enfermedades aparecen cuando el equilibrio que ha podido mantener para su

supervivencia se rompe o se ve afectado.

Los genomas contienen la informacién para que las células formen proteina que
contribuyen a la estructura y funciones celulares. Estas funciones se llevan a cabo
mediante reacciones quimicas que constituyen los mecanismos homeostaticos de un
organismo. Cada gen esta formado por un segmento de la gran cadena del genoma y da
lugar a una o mas proteinas. En los genes se encuentran especificadas las
potencialidades estructurales, funcionales y del desarrollo de un individuo, asi como sus
resistencias y susceptibilidades a padecer enfermedades. EI conocimiento completo de
nuestro genoma Yy los instrumentos conceptuales y metodologicos, antecedentes y
consecuencias de ese conocimiento, permitiran indagar las caracteristicas, mecanismos,
potencialidades y predisposiciones, lo que cambiara de manera completa e irreversible la

forma de vernos a nosotros mismos y a nuestros semejantes.*?
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La investigacion en México propiamente en genomica estd desarrollandose
lentamente debido a que no se cuenta con gran infraestructura humana y material que
permita desarrollar otros aspectos de la medicina gendémica en sus areas de
investigacion, asistencia y docencia, a fin de que deriven beneficios para la ciencia y
para los mexicanos.** En el campo de la salud tanto en México como en el mundo, ya
sea a nivel individual como de grupos humanos, el conocimiento del genoma ofrece
nuevas formas de prevencion, diagnostico y tratamiento de las enfermedades, gracias a
la capacidad que tendremos de detectar a individuos con alto riesgo genético de
desarrollar enfermedades comunes, a fin de adecuar su entorno. Estos cambios en el
ambiente lograran la prevencion y el manejo de la mayor parte de las enfermedades
comunes, con base en las caracteristicas y predisposiciones individuales inscritas en el

genoma.®®

La medicina gendmica entonces, consiste en la identificacion de las variables que
aportan el riesgo de padecer alguna enfermedad, antes de que se hagan aparentes y, por
tanto, permitiran prevenir o tratar mediante farmacos mas efectivos y menos toxicos y
con menores precios; se tratardn enfermedades como las infecciosas, la diabetes, la
hipertension, el infarto al miocardio, el sindrome de Alzheimer o susceptibilidades a
alérgenos propios o0 extrafios, o hipersensibilidades. Ademés del impacto econémico se
generardn formas nuevas de atencion a los enfermos, de comunicacion y de

comercializacion y mercadotecnia social y estrategias de desarrollo.*®
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2.1.1 Objetivo y Alcances de la Medicina Gendmica

El conocimiento del genoma humano representé un objetivo en la historia de la
humanidad no so6lo por la importancia cientifica y tecnologica del proyecto, sino por el
gran impacto que este conocimiento tendria en la vida cotidiana de las poblaciones. El
desciframiento del genoma humano esta permitiendo en una forma absolutamente
precisa y exacta, la identificacion de cada individuo y se podran conocer muchas de sus
caracteristicas fisicas, aun antes de su nacimiento, asi como su predisposicion a
diferentes enfermedades y conductas, de tal manera que la modificacion de su ambiente

pueda retrasar o evitar la presencia de alguna o algunas enfermedades.*?

La medicina gendmica revolucionara la practica de la medicina al ofrecer nuevas
formas de diagndstico y de tratamiento de las enfermedades humanas. Mas aun,
permitira identificar a los miembros de la poblacion cuya secuencia de ADN los hace de
alto riesgo para presentar enfermedades comunes como la hipertension arterial, la
DMTII, el asma, el infarto agudo al miocardio y algunas enfermedades infecciosas,
entre muchas otras, que estan adquiriendo gran relevancia en el mundo asi como en
nuestro pais debido a la transicion epidemioldgica. Esto hara a la medicina, cada vez
mas predictiva, preventiva e individualizada.'* En cuanto a los costos de atencién
médica se podran hacer cambios para mejorar las terapias y los tratamientos cronicos
tanto en los costos como en la rehabilitacion de los enfermos ademas de disminuir el
ausentismo por cuestiones de salud y el pago de compensaciones por enfermedades

cronicas inacapacitantes.
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En el ambito académico la medicina gendmica serd de gran importancia para
estimular la ensefianza de la genética y en especial, de las ciencias genomicas a todos los
niveles educativos en diferentes campos del conocimiento y asi promover areas de
investigacion cientifica relacionadas con el genoma abriendo nuevas oportunidades de
produccién de informacién cientifica, que pueda derivar en bienes para nuestra
poblacién tales como farmacos mas eficaces y menos toxicos, nuevas vacunas, formas

de diagnésticos y tratamiento de enfermedades entre otras.™

2.1.2 Polimorfismos Genéticos

El genoma humano esta constituido por 3,200 millones de nucledtidos o pares de
bases que codifican toda la informacion para que exista vida humana, orquestada por los
aproximadamente 40,000 genes que gobiernan todas nuestras funciones bioldgicas y
estan codificados en los mas de tres mil millones de nucleétidos y cerca de 1000 genes

que son los causantes de algunas enfermedades en el humano.*

Los seres humanos compartimos el 99.9% de la secuencia de nucleétidos y solo
el 0.1% nos da la individualidad y esta variacién se manifiesta cada 800 nucle6tidos.™ Si
consideramos los datos anteriores podriamos decir que entre cada ser humano hay una
variacion de al menos 3 millones de nucleétidos o bases distribuidas por todo el genoma,
lo cual da un numero enorme de posibles combinaciones, de las que surge la

individualidad de cada persona.

23

——
| —



Usualmente se asume una variacion en el tamafio y la secuencia de los
fragmentos de ADN entre los pacientes normales y los portadores de una enfermedad
genética, esto se llama polimorfismo del ADN. Estos tipos de variaciones en los
fragmentos de ADN puede ser causada por: a) Mutaciones puntuales, que de manera
aleatoria agregan, eliminan o cambian sitios de restriccion. Este polimorfismo es
Ilamado RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism). b) Inserciones de
secuencias repetitivas entre dos sitios de restriccién en un fragmento de ADN. Estas
secuencias repetidas pueden ser multi-alélicas y generar polimorfismo de tamafios
variables llamados mini-satélites 0 VNTR (Variable Number of Tandem Repeats). ¢)
Variaciones en el numero de repeticiones asociadas con un motivo simple que se repite,
usualmente compuesto de 2 a 4 nucledtidos llamados micro-satélites o0 SSRs (Simple
Sequence Repeats).”® Y podrian definirse especificamente como una variante (alelo)
producida por una mutacion ancestral que esta en mas del 1% de la poblacién y que
generalmente es neutral (no causa ventaja ni desventaja selectiva). De los diversos
polimorfismos existentes, el mas comdn son los SNP (Single Nucleotide Polymorphism)
o “snips”’; que se refieren al cambio en una sola base o nucle6tido de manera que, donde
en el genoma de algunas personas hay una adenina en un punto determinado, para otros
puede haber una guanina o cualquiera de las otras dos bases que conforman el cédigo

genético (timina y citosina).

Los SNP se presentan aproximadamente cada 1300 bases en el genoma humano.
Definido por sus SNP, cada ser humano es unico. Los SNP pueden ser detectados por
diversos medios desde comparaciones directas de secuencias hasta métodos bioquimicos

0 por espectroscopia de masas que producen variaciones de secuencias en una region
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definida. La frecuencia Observada de SNP por genoma pronostica que, respecto de la
poblacién humana en general (considerando la suma de todos los genomas humanos de
todos los individuos vivientes), debe haber >10 millones de SNP que ocurren a una

frecuencia de >1 por ciento; de estos ya se han identificado >1 millén.

Un polimorfismo se caracteriza porque diferentes individuos presentan distintos
nucleotidos o variantes en una posicion concreta del genoma, que se denomina locus. A
cada posible variante se le denomina alelo. Si se trata de un SNP, normalmente seran 2
los posibles alelos en un locus: por ejemplo, el cambio de T por C (T > C). Si el locus
corresponde a un cromosoma autosémico (del 1 al 22), cada individuo es portador de 2
alelos, uno en cada copia del cromosoma, que se heredan del padre y madre de manera
independiente. La pareja de alelos observada en un individuo se denomina genotipo v,
para el locus T > C del ejemplo, las 3 posibilidades de parejas de alelos son: TT, TC y
CC. Los individuos con los 2 alelos idénticos, sean TT o CC, se denominan homocigotos
y los que tienen diferentes alelos (TC), heterocigotos. En general se considera variante al

alelo menos frecuente, pero esto puede diferir de una poblacién a otra.?’

La frecuente presencia de SNP en el genoma humano los hace dtiles para el
mapeo genético. De los 1.5x10° que hasta ahora han sido identificados en promedio hay
uno cada 1 a 2 kb, lo cual debe permitir la localizacion répida de genes de enfermedades
nuevas.”® Los SNP alteran la regulacion de la expresién de un gen o pueden tener la
capacidad de cambiar la secuencia de aminoacidos que forman una proteina, de manera
especifica en cada persona, lo cual, ademas de explicar la individualidad humana, se ha

observado que confiere también susceptibilidad o resistencia a enfermedades comunes
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tales como hipertension arterial, cirrosis hepatica, diabetes mellitus, cancer o
tuberculosis entre otras, asi como variabilidad en la respuesta a medicamentos de uso
comun. Ademas del factor gendmico, el medio ambiente tiene un papel fundamental en
la aparicidn de estas enfermedades y por ello, en aquellos individuos con susceptibilidad
gendémica a padecerlas, el estilo de vida es determinante para la aparicion de las

manifestaciones clinicas.!®Y %

Es importante destacar también, que estas frecuencias varian significativamente en las
diferentes poblaciones, por lo que resulta estratégica su caracterizacion en la poblacién

mexicana.

Para el caso de hipertension arterial, se han sugerido diversos genes asociados a
la susceptibilidad a la enfermedad. Mas de 100 genes candidatos, que pertenecen al
sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA), a transportadores iénicos, a sistemas
vasomotores y al sistema nervioso adrenérgico, entre otros, han sido objeto de analisis.”*
Entre todos ellos, destacan los componentes del sistema renina-angiotensina. Los tres
genes de este sistema, ampliamente estudiados en otras poblaciones del mundo y
asociados a la susceptibilidad de la hipertensién son el de la Enzima convertidora de
angiotensina (ECA), el precursor inicial, el angiotensindgeno y el receptor tipo | de la

angiotensina |1, 222324y >
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2.1.3 Asociacion entre los polimorfismos y las enfermedades

Los polimorfismos son la base de la evolucion y los que se consolidan, bien pueden
ser silentes o proporcionar ventajas a los individuos, aunque también puede contribuir a
causar enfermedades. Se conocen muchas enfermedades determinadas genéticamente
por mutaciones o variantes denominadas de alta penetrancia, ya que los portadores de la
variante suelen manifestar la enfermedad con una alta probabilidad. Estas variantes
suelen ser de baja frecuencia en la poblacion general, por ejemplo, las mutaciones
heredadas en el gen supresor de tumores APC determinan la aparicion de la poliposis
familiar adenomatosa que a menudo degenera en carcinomas en el colon, pero esta
entidad no explica méas de un 1% del total de tumores de colon. En la actualidad muchos
investigadores centran sus trabajos en identificar genes con polimorfismos que se dan en
la poblacion con mayor frecuencia y que influyen en el riesgo de padecer una
enfermedad, pero con baja probabilidad (son los Ilamados polimorfismos de baja
penetrancia). También se les denomina variantes que confieren susceptibilidad genética
a la enfermedad, y para que dicha variante genética se exprese a menudo es necesaria la

participacion de una exposicion.

Los polimorfismos mas frecuentes son cambios de una Unica base (SNP), por
ejemplo, en el gen de la apolipoproteina E (ApoE). Uno de ellos, denominado ApoE a-4,
resulta en un cambio en el aminoacido cisteina de la posicion 112 por una arginina. Esta

variante se asocia con la enfermedad de Alzheimer.?’
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Los individuos afectados por ataxia de Fredreich, una enfermedad autosomica
recesiva, son portadores de variantes en el gen frataxin con un numero elevado
repeticiones del triplete GAA en el primer intron. Los individuos normales suelen tener
menos de 40 repeticiones, mientras que los afectados tienen entre 100 y 1,700

repeticiones.?’

Dentro del estudio de enzimas involucradas en el metabolismo de farmacos y
agentes xenobidticos, incluyendo carcinégenos. Figuran varias isoenzimas del sistema
oxidativo microsomal P450 (CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19 y CYP2D6). EIl papel de
este sistema oxidativo se ha revisado en diferentes aspectos como la frecuencia de
presentacion del genotipo y/o fenotipo (metabolizador lento) para sustratos del
CYP2C19, el papel del polimorfismo en el metabolismo de farmacos y en el riesgo de
desarrollo de diversas neoplasias y otras enfermedades (lupus eritematoso sistémico,
psoriasis, osteonecrosis de cadera, enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral

amiotréfica, temblor esencial).?¥ %

El TNFa es un agente clave en la inmunidad del huésped, con actividad antitumoral,
antiviral y antimicrobiana. Induce crecimiento tisular, diferenciacion de tejidos e
inmunorregulacién. En individuos sanos, sus niveles son variables, fluctuando entre 50
pg/ml y no detectables. Los niveles superiores a 100 pg/ml, en general, se asocian con
morbilidad. Numerosos estudios han intentado hallar posibles asociaciones entre la
susceptibilidad y/o severidad de ciertas enfermedades y la presencia del polimorfismo -
308 del promotor de TNFa. Dentro del gran nimero de enfermedades en que la

influencia este polimorfismo ha sido estudiada, destacan los trabajos realizados en
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pacientes con: artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico y sindrome de insulino-

resistencia.®
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CAPITULO 3

ANTECEDENTES
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3.1 ANTECEDENTES

3.1.1 Genética de la Hipertension Arterial

La presion arterial es un rasgo multifactorial, ya que no se segrega en familias
con un patrén de tipo mendeliano y ademas, otros factores, incluidos los ambientales,
pueden determinarla de forma significativa (edad, sexo, masa corporal, ingesta de sal,

etc).

La distribucion continua, unimodal de la presion arterial apoya la hipotesis de la
participacion de varios genes en la fisiopatologia de la hipertension. Cada uno de los
genes tendria efectos relativamente pequefios e independientes, aunque aditivos
(trastorno poligénico).® En la actualidad se dispone de poca informacién sobre los genes
involucrados en la enfermedad y la importancia relativa de cada uno en cuanto a sus
efectos sobre la presion arterial. Afortunadamente, el conocimiento de la fisiologia y de
la fisiopatologia de los factores que regulan la presion arterial, nos sirve para definir los
loci genéticos candidatos que pueden utilizarse en estudios de ligamiento o de

asociacion utilizando modelos especificos.® ¥ *

Los enfoques para identificar determinantes genéticos de hipertension arterial
consisten basicamente en estudios de ligamiento en familias o en pares de hermanos
afectados y en estudios de asociacion. Los estudios de ligamiento en familias han
servido para identificar los genes causales de diferentes formas monogénicas de

hipertension.
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En los Gltimos afos, se han realizado analisis de ligamiento de algunos genes
candidatos en familias con hipertension arterial utilizando marcadores informativos y
uno de los métodos més utilizados es el estudio de hermanos afectados. En él se
compara la concordancia de alelos entre hermanos afectados con aquella esperada en
caso de segregacion independiente entre marcador y fenotipo. Los estudios de
asociacion asumen que si un alelo en un locus concreto es responsable de una
enfermedad, los individuos con la enfermedad deberian poseer dicho alelo con una

frecuencia superior a la de los controles.®

3.1.2 Enzima Convertidora de Angiotensina

El gen de la enzima convertidora de angiotensina humano (ECA) se encuentra
localizado en el cromosoma 17g23. En 1990, Rigat y colaboradores describieron un
polimorfismo en dicho gen (polimorfismo D/I) que consistia en la presencia (insercion,
I) o ausencia (delecion, D) de un fragmento de 287 pares de bases en el intron 16 del gen
de la ECA (Figura 2), con la particularidad de que dicho polimorfismo explicaba un 47%
de la variabilidad fenotipica de ECA plasmatica.?*¥ ** Concretamente, se observé que el
alelo D se asociaba a niveles plasméaticos de ECA aumentados y se reportd que dicho
alelo confiere riesgo para sufrir insuficiencia coronaria o hipertrofia ventricular
izquierda. Posteriormente, Rigat describio un método sencillo de deteccion del
polimorfismo mediante amplificacion de ADN gendmico por reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR) con iniciadores especificos.** Estudios en familias han demostrado
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que el polimorfismo I/D es en realidad un marcador genético que se encuentra

fuertemente ligado a una variante funcional de la ECA.**Y*

Polimorfismo I/D del gen de la ECA

Cromosoma 17g23

Elpolimorfismo del gen de
laECA se ha descrito como
un polimortismo de insercion
y delecion (I/D)

Region intergénica (16-17) I
Repeticion Alu ~ 2s7hp
16

11 13 22z

16 17
L Eéni12 (NH2) ] Exén3-26 (COOH

Figura 2. Estructura del polimorfismo del gen de la Enzima Convertidora de Angiotensina
(/D).

Los niveles plasmaticos de ECA tienen una variabilidad intraindividual muy baja
que contrasta con una interindividual elevada. Ademas, se ha demostrado que presentan

una concordancia intrafamiliar importante y que estan determinados genéticamente.®’¥

En Estados Unidos en el afio de 1999, Stephen T. Turner y colaboradores,
determinaron para un grupo de individuos, las frecuencias de los genotipos Il, 1 / D, y
DD las cuales fueron 0,201, 0,479 y 0,320, respectivamente; frecuencias relativas de los
alelos 1 y D fueron 0,441 y 0,559, respectivamente, mostrando un aumento en el alelo D,

todo esto para un grupo de mujeres. Para los hombres, las frecuencias de los genotipos
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Il, 1/ D, DD fueron 0,178, 0,494 y 0,328 respectivamente; frecuencias relativas de la | y
D alelos fueron 0,425 y 0,575, respectivamente. El genotipo y el alelo frecuencias no
difirieron significativamente entre sexos o entre los grupos de edad dentro de cada uno
de los géneros. Aunque este estudio no evidencio directamente la frecuencia del
polimorfismo con el desarrollo de hipertension, se pudo determinar que el alelo con
mayor prevalencia es D.** Ademas que no se descarta un posible sinergismo con algin
otro polimorfismo del mismo gen u otro implicado en el SRAA, en el desarrollo de

hipertension.

En 2002, Cristina Sierra y colaboradores, exhibieron los resultados de su
investigacion los cuales hacian referencia al polimorfismo I/D del gen de la ECA la
frecuencia de la genotipo DD en pacientes hipertensos con lesiones cerebrales (64%) fue
significativamente mayor (P= 0,022) que en los que no referian dafio cerebral (28,6%).
Ademas, la proporcién del alelo D en los pacientes hipertensos con lesiones cerebrales
(74%) también fue significativamente superior (P= 0,014) que en aquellos sin lesiones

cerebrales (51,4%).%°

Bedia Agachan y col., en 2003, obtuvieron que las frecuencias de la persona que
tienen el genotipo D de ACE (DD + ID) fue significativamente mayor en hipertensos
grupos (99,1%) que los controles (80%) (x* 20,66; P = 0,000). Cuando se hizo un
analisis de sexos por separado, esta diferencia fue altamente significativa en las mujeres

(P =0.010, prueba exacta de Fisher).
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En el afio de 2006 en México, Nydia Avila-Vanzzini y col., encontraron una
asociacion entre el genotipo DD del gen de la ECA y el desarrollo de hipertrofia
ventricular, el cual se veia aumentado en comparacion con los pacientes con el genotipo
Il, los pacientes con genotipo DD ademas tienen menos respuesta al tratamiento con
inhibidores de la ECA en cuanto a la reduccién de la hipertrofia, dado que el genotipo
DD estd directamente relacionado con el incremento de ECA en plasma y por
consiguiente una mayor actividad de la misma, la cual da como resultado un

remodelamiento ventricular para finalizar en una hipertrofia.*

Mas recientemente en el 2007, Yan Li y colaboradores, recalcan la importancia
de determinar la variante del polimorfismo del gen de la ECA, el cual aumenta los
niveles plasmaticos de éste, tal como se sugirié por otros investigadores, ya que el
aumento del dafio de 6rganos especificos debido al genotipo DD podria ser atribuible a
la exagerada generacion de la angiotensina Il en los tejidos. Poniendo en manifiesto las

frecuencias de los genotipos (DD 24,6%, 51,6% ID, Il y 23,8%; P= 0,25).**

3.1.3 Angiotensinégeno

El angiotensinégeno (AGT), sustrato Gnico para la renina,* es sintetizado
principalmente por el higado bajo un control positivo de los estrdgenos,
glucocorticoides, hormonas de tiroides y el angiotensinogeno Il. El cerebro, las arterias
grandes, el corazon, el rifion, y los tejidos finos adiposos son sitios donde ocurre su

sintesis.
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El gen humano del angiotensindgeno se ha localizado en el cromosoma 1g42-3 y
abarca cinco exones y cuatro intrones que atraviesan 13kb de la secuencia genémica.?
Los 485 aminodacidos (61 kDa) que conforman esta glicoproteina contienen una péptido
sefial que es removida dejando un sustrato para la renina de 453 aminodacidos, este
péptido es secretado constitutivamente y recientes estudios indican que es posible que se

localice en el ndcleo de algunas células.*®

Diversos estudios han indicado una relacion entre el nivel del angiotensindgeno
del plasma y la presion arterial en los seres humanos.** Se ha observado un nivel mas
alto del angiotensindgeno en pacientes hipertensos que en los sujetos normotensos.?® ¥ #°
En el gen del angiotensindgeno se conocen muchas variantes, pero fundamentalmente
dos han sido asociadas con la hipertension arterial: aquellas que presentan un cambio de
metionina a treonina (M/T) en los codones 174 y 235. Las variantes 235T y 174M
tendrian mayor prevalencia en hipertensos que en normotensos. Por lo tanto, los

individuos que portan estos alelos poseen un riesgo relativo 40% mayor de sufrir

hipertension que aquellos que no los portan.®

En el caso de la variante de la posicion 235T en el exén no. 2 del gen del AGT

entre una metionina y una treonina (Figura 3) se han destacado principalmente por

haberse encontrado una significativa asociacién en la HTA."24Y %
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Polimorfismo M235T del gen del ATG

AleloM (met) 5. TCC CTG ATG iGA .. 3 G
3'... AGG GAC|TAC|CCT ... 5' qa-C
W o ..233 234 235 236... - -
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Figura 3. Estructura del polimorfismo del gen del Angiotensin6geno (M235T).

En estudios realizados sobre este polimorfismo, se ha observado un aumento
considerable en el nivel del angiotensindgeno del plasma en los pacientes portadores de
la variante 235T, con un 20 por ciento de aumento en los heterocigotos (TA) y los
homocigotos (TT) respectivamente, comparado con los homocigotos (MM) silvestres (la
variante 235M).%? Por su parte, Lucia Procopciuc y colaboradores en el 2002, realizaron
una comparacién entre individuos rumanos hipertensos y normotensos en los cuales
estudiaron la relacién con el polimorfismo del angiotensindgeno M235T, y encontraron
que el genotipo TM 52.36% y TT 47.61% es méas frecuentemente observado en
pacientes hipertensos que en normotensos.”® Estos resultados fueron confirmados en
pacientes hipertensos sin importar antecedentes familiares de la hipertensién.®* Los
resultados de tales estudios favorecen la hipotesis que el angiotensindgeno es un

determinante de la presion arterial.
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En 1994, Charles Rotimi y colaboradores dieron a conocer que la variante
molecular 235T del gen para el angiotensindgeno era dos veces mas alta entre individuos
de raza negra con una notable diferencia étnica para una posible predisposicién a la
hipertension, ademéas determinaron que la frecuencia de genes es significativamente
mayor en individuos nigerianos, que en afroamericanos, lo cual nos dice que los
individuos de raza negra de ascendencia africana occidental comparten una comun
ascendencia genética. Por lo tanto, es probable que el alelo 235T estd cercanamente
afincado en las poblaciones de ascendencia africana con HTA.*’ Por otra parte R. Ward
y colaboradores (n= 611) determiné que la frecuencia del alelo 235T en afroamericanos
fue de 83% y aumentd al 93% en los nigerianos, una poblacién con poca o0 ninguna
mezcla europea mientras que entre blancos, para el alelo 235T habia una frecuencia de
solo el 41% en un muestra aleatoria de Utah, EUA, lo cual muestra una mayor

incidencia de este alelo en la raza negra y una mayor predisposicion a la hipertension.*®

Takuji Kishimoto y col., en 2001, encontraron para una poblacion japonesa que
la proporcion del genotipo para el polimorfismo M235M (MM), M235T (MT) y T235T
(TT) fueron 3,9%, 30,7% Yy 65,5%, respectivamente. Estos resultados no mostraban
relacion estadistica significativa entre la distribucion de genotipo y la edad. La
frecuencia de alelo 235T fue 0808 en el presente estudio,
y fluctuacion entre 0,604 a 0,860 publicado en el estudio. Ademas de no haber diferencia
significativa entre los pacientes normotensos e hipertensos, esto se debe probablemente
a la existencia de diferencias regionales en los antecedentes genéticos del nativo

japonés.**
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Para el 2003, Frank Lizaraso Soto y col., realizaron una investigacion en Per(
respecto al desarrollo de hipertension con el porcentaje del polimorfismo M235T. Las
prevalencias del genotipo TT en una muestra de hipertensos (66%) y normotensos (56%)
fueron algo diferentes; pero sin llegar a ser estadisticamente significativas.*® Por otra
parte, también en 2003, Alexandre C. Pereira y col., encontraron que la variante recesiva
T (58.03% P= 0,02, o OR 1,33 [1,04 a 1,7]) se asocid significativamente con la
hipertensién y esto se mantuvo como un factor de riesgo independiente para la
hipertension, incluso después del ajuste por edad, género, y origen étnico (OR, 1,33;
95% IC, 1,04 a 1,70), en conjunto, estos datos indicaron una relacion lineal entre el alelo
235T vy la presion arterial en una composicién étnica mixta y a su vez se confirmé su
papel como un factor independiente de riesgo para el desarrollo de hipertension arterial

para hombres y mujeres, cuando se es homocigoto para esta variante.>

En 2006 Ilan Goldenberg y colaboradores, dieron a conocer los resultados de su
investigacion los cuales arrojaron, que hay una frecuencia significativamente mayor del
alelo 235T entre individuos negros (82%) en comparacion con individuos blancos
(44%). La frecuencia dentro de cada grupo étnico, fue similar entre individuos
normotensos e hipertensos. Ademas la presencia de 235T se asocié con un aumento en el
riesgo de eventos coronarios entre individuos negros, pero no asi entre los blancos. **
Por otra parte en 2007, Bert-Jan H. van den Borna y col. realizaron un estudio
comparativo del polimorfismo M235T entre individuos de raza blanca y negra en los
paises bajos, en el cual encontraron una relacion entre el genotipo TT (68,4%) vy el

desarrollo de hipertension maligna en la raza blanca en comparacion con individuos de
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raza negra, en la cual no encontraron relacion significativa con este genotipo en cuanto a

la patologia estudiada.>?

Ademas de los estudios para encontrar una relacion entre el desarrollo de
hipertension del polimorfismo M235T, Anna P. Pilbrow y colaboradores en 2007,
realizaron en Nueva Zelanda un estudio en el cual evaluaron el riesgo de presentar falla
cardiaca en el cual encontré que los niveles plasmaticos de AGT han demostrado ser
10% a 20% mayor en aquellos con la variante M235T a diferencia de la variante
genotipica del polimorfismo T174M, hasta la fecha, los niveles de AGT de tejidos no
han sido investigados en asociacion con M235T o en combinacion con alguna otra
variante. Sigue siendo posible que M235T de AGT, pueda aumentar el nivel de
activacion de la SRAA en el corazon vy el rifion, lo que hace que estos 6rganos sean mas
vulnerables a la remodelacion cardiaca y la insuficiencia renal y, por ende, dar como

resultado en falla cardiaca.®®

La mayoria de los reportes sobre estudios hechos acerca del polimorfismo
M235T, se han llevado a cabo con sujetos asiaticos de oriente lejano, caucasico de
Europa y Estados Unidos e integrantes de la raza negra africana y afroamericana.®® ¥/

Esto nos demuestra que es de gran importancia enfocar estos estudios a la poblacion

mestiza latinoamericana.
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3.1.4 Receptor I de la Angiotensina Il

El receptor de tipo 1 de la angiotensina Il (R1ATII) esta acoplado a las proteinas
G e implicado en la mayoria de las principales funciones de la angiotensina Il en el
organismo. La hipdtesis de las mutaciones activadoras de este receptor en la hipertension
arterial no ha sido demostrada. Sin embargo, un estudio reciente de relacion genética
efectuado en familias finlandesas, ha mostrado relacion positiva entre el locus del gen

del RLATII y la hipertensién.?

El estudio y la relacion con el desarrollo de la HTA de tales polimorfismos ya ha
sido estudiado en varias etnias tales como las asiaticas, caucasicas (europea) y negras
(afroamericanos), esto pone en evidencia la necesidad de establecer registros de dichos
factores en la poblacion mestiza mexicana. La determinacion de la base genética que
produce o predispone a la HTA podria tener claros beneficios en términos de definir
medidas preventivas en individuos en riesgo y/o un tratamiento terapéutico mas acertado

una vez que la enfermedad esta establecida.

En 1994, Alain Bonnardeaux y colaboradores determinaron si el polimorfismo
del gen que codifica para los receptores tipol de angiotensina Il (A1166C) estaba
implicado en la HTA (Figura 4), utilizando una poblacion francesa de hipertensos
consanguineos y un grupo control de normotensos. Los anélisis mostraron que C1166
fue considerablemente maés frecuente en el grupo de hipertensos comparado con el grupo

de control de normotensos (0.36 contra 0.28, x*=6.8, P= .01), con un remoto aumento
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entre los casos con una edad mas temprana de inicio de hipertension y en casos mas

severos.??

Polimorfismo A1166C del gen del R1ATII

NH, r‘\m,
H
//N\\/\N N/
H— J [
N \N///\H o/\N "
‘ |
Cromosoma Adenine (A) Cytosine (C)
No. 3
Posicion: 1166
Cap[5' UTR| Coding sequence (CDS) 3'UTR ylirie
Start Stop
5 3

Figura 4. Estructura del polimorfismo del gen de los Receptores 1 de Angiotensina 11
(A1166C).

Para el afio 2000, Wilko Spiering y colaboradores investigaron el papel potencial
del polimorfismo A1166C del gen del receptor R1ATII en la hemodinamia renal y la
respuesta humoral a la angiotensina Il en pacientes con hipertension esencial con una
dieta alta en sodio. La investigacion mostré que los pacientes con el genotipo CC
muestran una respuesta exagerada en la eficacia renal del flujo sanguineo y la resistencia
vascular renal ademas de una disminucién total en el ritmo cardiaco, los resultados
arrojados por la investigacion les indicaron que la sensibilidad pero no la reactividad de

la angiotensina Il es aumentada en pacientes con el genotipo CC.>*
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Jiang Zhenni y colaboradores en 2001, estudiaron y compararon las frecuencias
observadas para el alelo C1166 en pacientes hipertensos en contra de pacientes
normotensos, 0.092 y 0.034 respectivamente. Ellos encontraron que el alelo C1166 era
mas frecuente en la poblacion china hipertensa. Esto sugiere que el alelo C1166 podria
ser un marcador para la predisposicion a la hipertension en la poblacion china. Wang y
colaboradores han divulgado que la frecuencia génica del alelo C1166 es de 0.286 en
caucasicos normotensos, mas alto que en el chino normotenso. También confirmaron
esta diferencia para ser significativos entre los hipertensos caucasicos y chinos
hipertensos. El alelo C1166 del gene R1ATII era menos comdn en el chino que en

caucasicos.”

En 2002, Cristina Sierra y colaboradores se enfocaron en la busqueda de una
asociacion entre pacientes que presentaran riesgos de lesiones cerebrales y pacientes
hipertensos, ademas propusieron encontrar un sinergismo junto con otros 3 tipos de
polimorfismos y encontraron que no habia relacion entre el polimorfismo A1166C con
el objetivo que se plantearon en su investigacion,”® no obstante, Bedia Agachan y col.,
en 2003 estudiaron en una poblacion turca la frecuencia del polimorfismo A1166C y
encontraron un porcentaje mas alto en la asociacion de un grupo hipertenso (39.4%) en
contra de un control (25.9%) (P = 0.054). En hombres, esta proporcion era del 40 % en
hipertensos y el 22.9 % en los controles y en mujeres, 39.2 % contra el control de 30.3
%.%® En 2003, Alun Jones y col., determinaron en una poblacién inglesa que el genotipo
C1166 del polimorfismo del R1ATII esta asociado con el riesgo elevado de padecer
enfermedades coronarias con elevados niveles de presion sanguinea sistolica (160 mm

Hg), habiendo una proporcién mayor en portadores con el genotipo C1166 (19.6 % CC
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contra el 146 % AA; P= 0.05). Ademas descubrieron que la frecuencia de
acontecimientos cardiacos era mas alta entre aquellos con el genotipo CC que en los

genotipos AC 0 AA (10.8 %, el 5.7 %, y el 8.0 %, respectivamente; P= 0.02).%

Dongliang Ge y col. en 2007, fueron los pioneros en plantear que el polimorfismo
A1166C del receptor R1IATII estd asociado con una respuesta aumentada de la
angiotensina Il en las arterias. Expusieron que esta mutacion esta localizada en una
region no traducida del gen, demostrando que la frecuencia del alelo C1166 es mayor en
pacientes con hipertension, por lo tanto sugirieron que el polimorfismo A1166C puede
estar en el desequilibrio de acoplamiento con una mutacion funcional que cambia la

sensibilidad de la angiotensina 11.>

3.2 JUSTIFICACION

La Hipertension Arterial es la mas comdn de las condiciones que afectan la salud de
los individuos y las poblaciones en todas partes del mundo. Representa por si misma una
patologia, como también un factor de riesgo importante para otras enfermedades,
fundamentalmente para la Cardiopatia Isquémica, Insuficiencia Cardiaca, Enfermedad

Cerebro Vascular, Insuficiencia Renal y contribuye significativamente a la Retinopatfa.*!

y 49

Numerosos estudios realizados han demostrado la asociacion de la hipertension

arterial con el desarrollo de estas enfermedades letales, por lo que el control y sobre todo
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la prevencion de la hipertension, reduciria la morbilidad y la mortalidad por tales

etiologifas.”®¥ ™

No obstante, a pesar del alto predominio de la hipertension y gran impacto en salud
publica, poco se sabe todavia sobre sus causas. Se acepta actualmente que
aproximadamente 30-50% de los casos de hipertension pueden deberse a una

susceptibilidad genética.>” ¥ *®

Esta vision ha favorecido fuertemente los estudios que demuestran la agregacion
familiar de la enfermedad.® La hipertensién humana es considerada por lo tanto, una
enfermedad compleja poligénica en la cual uno o mas genes estan involucrados en el

control de los niveles de la presion arterial.*

En este sentido, el desarrollo de la misma en una persona estara condicionado a la
presencia de variaciones genéticas individuales, las cuales conferiran la predisposicion a
la patologia. Dichas variaciones, conocidas como polimorfismos genéticos han sido
previamente observadas en la susceptibilidad de los humanos a esta y otras
enfermedades de impacto en salud pablica, de tal manera que, determinar su importancia
en las diversas etnias poblacionales, permitird hacer de la practica médica una disciplina
maés individualizada, méas preventiva y predictiva, con el fin de sentar las bases de la
naciente medicina gendémica, en la que la cultura de la prevencion (a traves de la
determinacion de los patrones individuales de predisposicion a enfermedades)

predominara por encima de la terapéutica.
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Al respecto, para el caso de la hipertension, se han estudiado principalmente tres
genes determinantes en la fisiologia de la regulacién de la presion arterial: EI gen del
angiotensinogeno, el de la enzima convertidora de angiotensina y el del receptor I de la

Angiotensina 11.% 2324y 61

En cada uno de ellos, se ha reportado la presencia de un polimorfismo importante,
asociado al aumento o disminucién en el sujeto de los niveles plasmaticos de las
proteinas codificadas por tales genes. Tales estudios, sin embargo, han sido llevados a
cabo en etnias caucasicas Y asiaticas, confirmando que las frecuencias polimérficas y su
asociacion a la enfermedad, varian significativamente en las diferentes poblaciones, por
lo que resulta estratégica su caracterizacion en la poblacién mexicana.® ¥ ® La
determinacion de la base genética que produce o predispone a la HTA podria tener
claros beneficios en términos de definir medidas preventivas en individuos en riesgo y/o

un tratamiento terapéutico mas acertado una vez que la enfermedad esta establecida.
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CAPITULO 4

HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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4.1 Hipotesis:

El polimorfismo del gen angiotensinbgeno M235T en su variante T, el
polimorfismo del gen de la enzima convertidora de angiotensina humana (I/D) en su
variante D y la variante C del polimorfismo A1166C del gen de los receptores | de
angiotensina 1l, se presentan con mayor frecuencia en pacientes con hipertension

arterial.

4.2 Objetivo General:

Determinar los alelos del polimorfismo del gen de los receptores | de
angiotensina Il A1166C, el polimorfismo M235T del gen del angiotensindgeno y el
polimorfismo (I/D) del gen de la enzima convertidora de angiotensina en pacientes del
noreste de México diagnosticados con hipertension esencial y comparar los resultados

con los obtenidos en sujetos control.

4.2.1 Objetivos Especificos:

1. Implementar la técnica de PCR para la deteccion del polimorfismo (1/D) del gen
de la enzima convertidora de angiotensina humana.

2. Implementar la técnica de PCR y RFLP para la deteccion del polimorfismo
M235T del gen del angiotensinégeno humano.

3. Implementar la técnica de PCR y RFLP para la deteccion del polimorfismo

A1166C del gen del receptor R1ATII.
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4. Reclutamiento de pacientes y Obtencion de Consentimiento Informado,
Encuestas y DNA genomico de pacientes y sujetos control.

5. Analizar el polimorfismo M235T en el gen del angiotensinégeno, el
polimorfismo (I/D) del gen de la enzima convertidora de angiotensina humana y
el polimorfismo del gen de los receptores | de angiotensina Il A1166C en ambas
poblaciones.

6. Estudiar la posible correlacion entre la presencia de los polimorfismos en estudio
con factores que predisponen a la hipertension arterial como edad, sexo,

tabaguismo, consumo de alcohol y sedentarismo.
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CAPITULO5

MATERIALES Y METODOS
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5.1 Materiales y Métodos

5.1.1 Listado de materiales y equipo y su ubicacion

Se utilizo el siguiente equipo para la ejecucion del presente proyecto:
e Equipo de laboratorio basico de Ingenieria Genética (microtubos eppendorf de
1.5 ml, 0.5 ml y microtubos para PCR, puntillas graduadas para micropipetas).
e Equipo de Ingenieria Genética (Fotodocumentador, equipo de electroforesis
horizontal y vertical, biofotometro, microcentrifuga, vortex, campana de cultivo,
micropipetas, etc.) ubicado en el Laboratorio de Ingenieria Genética y Gendmica

(INGGEN) de la Escuela de Graduados.

5.1.2 Determinacion del nUmero de muestra

Se realiz6 un muestreo aleatorio simple y el tamafio de muestra fue determinado

en casos y controles no pareados bajo caracteristicas de los criterios de inclusion y

exclusion abajo establecidos aplicando la siguiente formula:®®

n=(plgl + 02022) (k)
(p1-p2)

En donde:
n = nimero de casos y nimero de controles que se necesitan

pl = Proporcién esperada del factor de estudio en el grupo de casos = 0.81
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gl =1-p1=0.19
p2 = Proporcidn del factor en estudio en el grupo de controles = 0.66

g2 =1-p2=0.34

k = 7.9 basado en tablas para muestreo aleatorio simple en casos y controles no pareados

n=132

5.1.3 Criterios de inclusion y exclusion de pacientes

El grupo de hipertensos consistié en 127 sujetos diagnosticados hipertensos
esenciales. La hipertension se definié como presion arterial sistolica (PAS) > 140 mmHg
0 presion arterial diastolica (PAD) > 90 mmHg que reciben 0 no, uno o méas farmacos
antihipertensivos y 117 sujetos normotensos se tomaron como controles, sin historia
familiar de hipertension arterial y con una presion sistolica <140 mmHg y presion

diastélica < 90 mmHg medidas en tres ocasiones diferentes.

Los pacientes hipertensos y normotensos fueron mayores de 35 afios de edad y se
determind mediante encuesta o revision de expediente: la edad, ocupacion, presencia de
diabetes, si toma farmacos antihipertensivos y cuales son éstos, sexo, indice de masa
corporal, habitos de fumar, consumo de alcohol, si han sufrido un infarto al miocardio o

algtin accidente cerebro vascular.**Y

La presion arterial elevada se define como una presion sistolica en reposo

superior o igual a 140 mmHg, una presion diastélica en reposo superior o igual a 90
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mmHg, o la combinacién de ambas. En la hipertension, generalmente, tanto la presion

sistolica como la diastélica son elevadas.

En la hipertension sistolica aislada, la presion sistolica es superior o igual a 140
mmHg, pero la diastélica es menor de 90 mmHg (es decir, esta Ultima se mantiene

normal).

El muestreo se realizé en clinicas y centros de salud concentrados en el area
metropolitana de Monterrey, como la clinica de hipertension y diabetes de Servicios
Médicos de la Universidad Autbnoma de Nuevo LeoOn y otras. La hipertension fue
tomada como sistélica cuando el valor fue > 140 mmHg o diastolica cuando el valor fue

> 90 mmHg que reciben o no, uno o mas farmacos antihipertensivos.

Los pacientes control no deberian tener historia familiar de hipertension y la
presion arterial sistolica debe ser < 140 mmHg y la presion diastdlica < 90 mmHg
medidos en 3 ocasiones dentro de 2 meses. Los datos demograficos y de quimica
sanguinea seran obtenidos de encuestas, revision de expedientes y analisis de

laboratorio.

5.1.4 Extraccion de ADN

Se tomaron 5ml de sangre periférica en tubos de ensaye con 100 uLL de EDTA al
15% y el ADN fue extraido por la técnica de TSNT a partir de los leucocitos en sangre
periférica. Brevemente: se tomo una alicuota de 300 ul de sangre a partir de 0.5 ml de

sangre y se adicionaron 300 ul de buffer TSNT, se mezclé por inversion y se afiadieron
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300 pl de fenol seguido de agitacion por inversion. Después se afiadieron 100 ul de
Cloroformo y nuevamente se agitd con ayuda de un vortex y posteriormente se agrego
150 pl de TE 1X. La mezcla se centrifugd a 12000 RPM por 10 min y se transfirio el
sobrenadante a un tubo nuevo en el que se afiadié 1 ml de etanol para precipitar el ADN.
Después se lavo para eliminar las sales con etanol al 70%, y finalmente se disolvié con
agua miliQ estéril. Posteriormente se comprobo la pureza de las muestras de ADN por

apreciacion visual en geles de agarosa.

5.1.5 Reaccion en cadena de la polimerasa para el polimorfismo 1/D

Cada reaccién  requiri6 2 pmoles de cada primer. FWD
5 CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT 3 y REV
5 GATGTGGCCATCACAATTCGTCAGAT 3',38 en un volumen final de 25 pL, que
contenia 50 mM de MgCl, 2.5 mM de cada dNTP, Buffer 10 X, 2U de Taq polimerasa.
El ADN fue amplificado por 30 ciclos con una desnaturalizacion a 94 °C por 1 minuto,
alineamiento de 1 min a 58 °C, y extension 1 min a 72 °C usando un termociclador
“Techne TC-312 “. El producto de la PCR fue un fragmento de 190 pb en ausencia de la
insercion de 287 pb correspondiente al gen deletado y un fragmento de 490 pb en
presencia de la inserciébn. Ambos fragmentos se presentaran en el caso de los
heterocigotos estos fueron visualizados en un gel de agarosa al 1% con 8 ul del bromuro

de etidio 10 mg/ml.
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5.1.6 Reaccion en cadena de la polimerasa para el polimorfismo M235T

Se realizd la reaccion de PCR para identificar el polimorfismo M235T
amplificando la regién que abarca esta variacion en la secuencia, utilizando los

> estos tienen las siguientes secuencias: 5'-

“primers” descritos por Russ y Niu,®
CAGGGTGCTGTCCACACTGGACCCC-3 y 5-
CCGTTTGTGCAGGGCCTGGCTCTCT-3". El volumen que se utiliz6 en cada reaccién

en la PCR contenia: 50 ng de ADN geondmico, en un volumen final de 25 uL, que

contenia 50 mM de MgCl, 2.5 mM de cada dNTP, Buffer 10X, 2 U de Tag polimerasa.

La reaccion se realizé en un termociclador “Techne TC-312” usando el siguiente
programa de amplificacién: desnaturalizacion inicial del ADN: 10 minutos a 95 °C,
seguida por 35 ciclos de: 1 minuto de desnaturalizacién a 94 °C, alineamiento de los
“primers”, 1 minuto a 59 °C y 1 minuto y 30 segundos de la extension, el alargamiento

final a 72° C por 10 minutos. Obteniendo un producto de amplificacién de 165pb.

5.1.7 Deteccion del polimorfismo M235T

Se realiz0 mediante la técnica de RFLP (polimorfismo de la longitud del
fragmento de restriccion) que permite identificar la mutacion digiriendo el producto
amplificado con la endonucleasa de restriccion Tth111l (Thermus thermpophilus 111
(1), Promega) con la cual se llevo a cabo una digestion en una mezcla de reaccion de 20

pl, conteniendo: 1U Tth111l, 10ul del producto de PCR, buffer de reaccion 10X,
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albumina de suero bovina (BSA) agua. La mezcla de la restriccion se incubo por 24h a
65 °C y los fragmentos de ADN fueron visualizados en un gel de poliacrilamida al 12%
con 8 ul del bromuro de etidio 10 mg/ml. Para el genotipo normal (del tipo silvestre)
(MM) el producto de PCR fue de 165 bp, sin el sitio del corte para Tth111l. Los sujetos
homocigotos para la mutacion (genotipo TT) presentaron dos fragmentos de 141 pb y
24 pb, después de la digestion enzimatica. Los sujetos heterocigotos (genotipo de TM)

tuvieron los fragmentos de 165 pb, 141 pb y de 24 bp.

5.1.8 Reaccion en cadena de la polimerasa para el polimorfismo A1166C

Para cada reaccion se utilizaron 50ng de ADN en un volumen total de 25 pL que
contenia 50 mM de MgCl, 2.5 mM de cada dNTP, Buffer 10X, 2 U de Taq polimerasa y
2 pmoles de cada primer: 5-ATAATGTAAGCTCATCCACC-3, y 5-
GAGATTGCATTTCTGTCGGT-3'2® EI ADN fue amplificado por PCR con una
desnaturalizacion inicial de 94 °C durante 5 minutos, seguido por 35 ciclos de 94 °C
durante 60 segundos, alineacion de 58 °C durante 60 segundos, extension en 72 °C
durante 60 segundos y una extension final de 10 minutos en 72 °C, obteniendo un

producto de amplificacion de 359 pb.

5.1.9 Deteccion del polimorfismo A1166C

Para la reaccion de RFLP se utilizaron 10 pL de los productos de cada PCR y
fueron digeridos con 1U de la enzima de restriccion Ddel (Desulfovibrio desulfuricans
(1), Promega), buffer de reaccion 10 X, BSA y agua. La mezcla se incubo 37 °C durante

24 horas y los productos de la digestion se separaron en geles de poliacrilamida al 12%
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con 8l del bromuro de etidio 10 mg/ml y visualizados bajo luz UV. EI genotipo A fue
identificado con el producto de la PCR (359 pb) y los fragmentos esperados despues de
la digestion fueron de 220 y 139 pb en el caso del alelo C. En el caso del genotipo AC se

presentaron tanto los fragmentos para el alelo A como los del C. %Y %

5.1.10 Tratamiento de los residuos generados

Se manejaron residuos que se dispusieron en diversos contenedores clasificados
de acuerdo a las normas de seguridad vigentes, que se encuentran estratégicamente
ubicados en los respectivos laboratorios de uso. Los residuos bioldgicos fueron
cuidadosamente tratados para extraer el suero y el ADN y posteriormente fueron

destruidos mediante esterilizacion por calor humedo.
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CAPITULO®6

RESULTADOS
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6.1 Resultados.

6.1.1 Genotipificacion de los individuos de estudio.

Cl C2 C} C4 C5 Cb

Figura 5. Extraccién de ADN genomico de seis de las muestras analizadas en la cual
se evidencia la aparicion de ADN mostrandolo sin degradacion.

M C1 C2 C3

8
WY

Figura 6. PCR para el polimorfismo I/D del gen de la ECA, en el carril M se
encuentra el marcador de peso molecular (100-1000 pb), en el carril Cl se
encuentra una muestra con el genotipo DD (banda de 190 pb), en el carril C2 una
muestra con el genotipo ID (bandas de 190 y 490 pb) y en el carril C3 una muestra
con el genotipo Il (banda de 490 pb).
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Figura 7. PCR para el polimorfismo M235T del gen de la AGT, en el carril M se
encuentra el marcador de peso molecular (100-1000 pb), del carril C1 al C10 se
encuentran 10 muestras con la banda caracteristica de 165 pb producida por la
PCR.

M Cl C2 C3
275 \\
2 [—=u
“F—3S -,
100 -—_——.—-
75 I

Figura 8. Deteccion del polimorfismo M235T del gen de la AGT, en el carril M se
encuentra el marcador de peso molecular (25-300 pb), en el carril C1 se encuentra
una muestra con genotipo TM (bandas de 165, 141 y 24 pb) en el carril C2 una
muestra con genotipo TT (bandas de 141 y 24 pb) en el carril C3 una muestra con
genotipo MM (banda de 165 pb).
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Figura 9. PCR para el polimorfismo A1166C del gen de los R1ATII, en el carril M
se encuentra el marcador de peso molecular (100-1000 pb), del carril C1 al C10 se
encuentran 10 muestras con la banda caracteristica de 359 pb producida por la
PCR.
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Figura 10. Deteccién del polimorfismo A1166C del gen de la R1ATII, en el carril M
se encuentra el marcador de peso molecular (25-300 pb), en el carril C1 se
encuentra una muestra con genotipo AA (banda de 359 pb), en el carril C2 una
muestra con genotipo AC (bandas de 359, 220 y 139) y en el carril C3 una muestra
con genotipo CC (bandas de 220 y 139 pb).
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6.1.2 Datos epidemiologicos

Este estudio incluyé a 244 pacientes seleccionados de forma aleatoria (75
varones y 169 mujeres) de edades comprendidas entre 35 y 83 afios. Los pacientes
hipertensos fueron 127 (91 mujeres y 36 varones) y 117 pacientes normotensos (78
mujeres y 39 varones). En la Tabla 2 se puede observar algunos de los datos

epidemiol6gicos més relevantes en el estudio.

Tabla 2. Datos epidemioldgicos de la poblacién, ® indice de masa corporal, ® Presion
arterial sistolica, © Presion arterial diastélica, DE: Desviacion estandar.

Caracteristicas del paciente Hipertensos Normotensos
Pacientes (nimero) 127 117
Masculinos (numero, %) 36 (28.3) 39 (33.3)
Femeninos (nUmero, %) 91 (71.7) 78 (66.7)
Edad (afios, promedio, + DE) 63 (£ 9.21) 54.81 (+12.34)
Estatura (m, promedio) 1.68 1.62
Peso (Kg, promedio) 77 74
IMC ? (Kg/m?, promedio, + DE) 30.5 (£ 5.39) 28.3 (£ 5.08)
PAS ” mmHg ( promedio, + DE) 129.5 (+ 10.9) 116.7 (£ 9.0)
PAD © mmHg ( promedio, + DE) 68.07 (£ 9.2) 68.1 (+ 13.0)
Fumadores (nimero, %) 16 (12.5) 19 (16.2)
Bebedores (nUmero, %) 24 (18.8) 23 (19.6)
DMTII (nGmero, %) 64 (50.3) 52 (44.4)
Hipercolesterolemia (nimero, %) 35 (27.5) 7 (6)
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Tabla 3. Datos epidemiologicos sobre la variable del sobrepeso de la poblacion total
dividida en los 2 grupos de estudio y por sexo. ? indice de masa corporal, DE: Desviacion
estandar.

_ _ Hipertensos Normotensos
Caracteristicas del paciente

Masculino Masculino Masculino Femenino

Estatura (m, promedio) 1.67 1.71 1.71 1.56
Peso (Kg, promedio) 84 79 79 74
IMC 2 (Kg/m?, promedio, + DE) ‘ 30 (x4.6) 27(x3.8) 27(x3.8) 30.7(x5.6) ‘

6.1.3 Datos de la patologia

Algunos datos destacados en esta investigacion reflejados hacia la patologia de
estudio (HTA) son presentados en forma de graficas. En la Figura 11 Se presenta de
modo grafico la relacion de sujetos hipertensos con y sin tratamiento farmacoldgico, ya
sea en monoterapia 0 multiterapia y sin hacer diferencia entre el vasto grupo de
farmacos anthipertensivos gue existen en el mercado; en el cual podemos apreciar que el
94% de los sujetos hipertensos llevan una terapia establecida para su enfermedad
contrastada con solo el 6% que no la llevan correctamente. Del 94% el 60% mantienen
una monoterapia, siendo el captopril, enalapril y metoprolol los de mayor incidencia
entre los pacientes y el 40% tienen establecida una multiterapia de antihipertensivos que
por lo general manejan un betabloqueador/IECA, un diurético/IECA, bloqueador de los
canales de Ca®*/IECA. La Tabla 2 no refleja presiones arteriales, ni sistélicas (129.5 (+
10.9)) o diastdlicas (68.07 (x 9.2)) correspondientes a un paciente con HTA (PAS >140
y PAD >90), ya que como se puede observar en la figura 11 un alto porcentaje de los

pacientes con la patologia estan recibiendo tratamiento farmacoldgico.

63

——
| —



Figura 11. Sujetos con hipertension tratados con farmacos antihipertensivos.

La asociacion de la HTA con diferentes patologias puede ser observada en las
Figuras 12 y 13 para DMTII e hipercolesterolemia respectivamente, En el caso de la
Figura 12 no se observa una diferencia significativa entre el desarrollo de HTA y la
aparicion DMTII ya que para pacientes hipertensos que ademas tienen DMTII es casi la
mitad de la poblacion con un 52 % contrastado con un 49 % de los hipertensos que no la
padecen. En cambio si observamos la Figura 7, los pacientes hipertensos que ademas
tienen hipercolesterolemia es solo del 28% en contra de un 72% de los hipertensos que

no la padecen.

Figura 12. Asociacion de pacientes hipertensos con DMTII.
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Figura 13. Asociacion de pacientes hipertensos con hipercolesterolemia.

El sobrepeso es uno de los factores méas importantes en el desarrollo de la HTA;
en la Figura 14 a modo de grafica se observa que en el caso de sujetos con hipertension
la variacion entre personas con sobrepeso (IMC > 25 kg/m?) y con un indice normal

(IMC < 25 kg/m?) es de 85% y 15 %, respectivamente.

Figura 14. Sujetos hipertensos y el sobrepeso.

En la Figura 15 se puede observar que el 63% de los hipertensos no practican
ningun tipo de actividad fisica, el 35% manifiestan ser activos sin llegar a ser deportistas

y solo el 2% de los hipertensos practican algun deporte.
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Figura 15. Sujetos con hipertension segun su actividad fisica.

Las Figuras 16 y 17 muestran la frecuencia alélica de los diferentes
polimorfismos (I 'y D para I/D, Ty M para M235T y C y A para A1166C) para el grupo
de sedentarios y activos (activo + deportes) ambos grupos de hipertensos en el estudio,
en la figura 16 se puede observar la frecuencia de los alelos de predisposicion para los
hipertensos que tienen una vida sedentaria (D 0.46, T 0.56 y C 0.37) y en la Figura 17
las frecuencias alélicas fueron D 0.43, T 0.55 y C 0.33, mostrandose en cada grafica
ambos alelos, tanto el de predisposicién como se maneja en la literatura asi como el que

no se ha encontrado alguna relacion con la enfermedad.

Figura 16. Frecuencia alélica de sujetos con actividad fisica e hipertension.
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Figura 17. Frecuencia alélica de sujetos sedentarios con hipertension.

Las Figuras 18 y 19 hacen mencion de la relacién que se maneja entre el
desarrollo de HTA y el consumo de tabaco y alcohol respectivamente; en estos gréaficos
podemos observar los porcentajes de incidencia de cada uno de los habitos, en el caso
de los sujetos con la patologia de estudio el 13% son consumidores de tabaco y el 19 %
son bebedores, en cambio el 71.7% asi como el 66.7% no consumen tabaco ni alcohol

respectivamente.

Figura 18. Sujetos con hipertension y su asociacion con el tabaco.
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Figura 19. Sujetos con hipertension y su asociacion con el alcohol.

En las Figuras 20 y 21 se muestra la frecuencia alélica de los diferentes
polimorfismos | y D para I/D, Ty M para M235T y C y A para A1166C para ambos
habitos en el grupo de hipertensos en el estudio, en la Figura 20 se puede observar la
frecuencia de los alelos de predisposicion para los hipertensos fumadores (D 0.47, T
0.55y C 0.34) y en la Figura 21 las frecuencias alélicas fueron D 0.46, T 0.54 y C 0.38,
mostrandose en cada grafica ambos alelos tanto el de predispocicion como es manejado

en la literatura asi como el que no se a encontrado alguna relacién con la enfermedad.

Figura 20. Frecuencia alélica de los pacientes hipertensos fumadores.
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Figura 21. Frecuencia alélica de los pacientes hipertensos bebedores.
6.1.4 Polimorfismo 1/D del gen de la Enzima Convertidora de Angiotensina
Para el andlisis de los resultados de éste y los demés polimorfismos (M235T y
A1166C) se realizd una separacion de la poblacion total entre hipertensos y normotensos

0 grupo control y de esta manera se obtuvieron los siguientes resultados (Tabla 4).

Tabla 4. Presencia del polimorfismo 1/D en la poblacién de estudio.

ECA Hipertensos Normotensos Fisher Chi?® OR (95%IC) Total

p 1.025
1 29 (23%) 28 (24%) 0.765 0.89 (0.49-1.61) 57
DD 13 (10%) 15 (13%) 0.434 0.72 (0.33-1.56) 28
ID 85 (67%) 74 (63%) 0.592 1.17 (0.69-1.99) 159
Total 127 117 244

La genotipifiacion de los sujetos control se ejemplifica en la Figura 22 de manera
grafica, los porcentajes para cada genotipo 24% 11, 13% DD y 63% ID, los resultados
para los sujetos con HTA se observan en la Figura 23 con los siguientes resultados 23%

I, 10% DD y 67% ID. La variabilidad entre los genotipos que contienen el alelo D de
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predisposicion en ambas poblaciones no mantiene una tendencia hacia un aumento de

este alelo en la poblacion hipertensa.

Figura 22. Genotipificacion de la poblacion normotensa para 1/D.

Figura 23. Genotipificacion de la poblacién hipertensa para I/D.

Tabla 5. Relacion entre la variable del sexo y el genotipo 1/D.

M: masculino F: femenino.

Sexo 1 DD ID Total
M (HTA/No HTA) 6/11 4/3 26/25 36/39
F (HTA/No HTA) 23/17 9/12 59/49 91/78
Total 29/28 13/15 85/74 127/117
(%)



En la Tabla 5 se puede analizar la relacién entre la variable del sexo y la
aparicion de los diferentes genotipos en las dos poblaciones de estudio que se pueden
presentar en el polimorfismo I/D de la ECA. La prevalencia del alelo de predisposicion
(D) en los genotipos que lo contienen mantiene una variabilidad entre los pacientes
hipertensos tomando en cuenta el sexo; asi lo demuestra la Figura 24, en la cual
podemos observar un porcentaje mayor en los hombres (83%) con HTA que en las
mujeres (75%) con HTA y los controles con un 72% y 78% para hombres y mujeres

respectivamente (X?= 1.178 p= 0.5549).

Figura 24. Variabilidad de los genotipos ID y DD en pacientes con HTA y el sexo.

6.1.4.1 Frecuencia del alelo D y comparacion en pacientes con DMTII

A partir de los resultados de la distribucion de los tres genotipos para el
polimorfismo 1/D, se optd por determinar la frecuencia de los alelos involucrados en
estos genotipos y establecer si el alelo de predisposicion estaba en mayor frecuencia en

la poblacion hipertensa.
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La distribucion de las diferentes frecuencias se puede observar en las Figuras 25
y 26 para los sujetos control como para los hipertensos respectivamente, en donde no se
encuentra una diferencia significativa ya que en ambas poblaciones la frecuencia es la
misma, para la hipertensa I: 0.56 D: 0.44 y la normotensa con I: 0.56 D: 0.44, y el alelo
D de predisposicion esta en la misma frecuencia en los dos grupos de estudio (OR= 1.06

y RRG= 1.04).

Figura 25. Frecuencia alélica de 1/D para los sujetos normotensos.

Figura 26. Frecuencia alélica de I/D para los sujetos hipertensos.
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La Figura 27 separa un grupo de sujetos con HTA y uno con DMTII en donde se
han sumado los porcentajes que contienen el alelo de predisposicién en ellos (ID y DD)
pudiendo observar que el grupo con DMTII (82%) tiene un mayor porcentaje de estos
genotipos que el grupo de hipertensos (77%), a diferencia del grupo de hipertensos
(77%) y el grupo de normotensos (76%) donde no hubo diferencia significativa entre

estos dos grupos (figura 28).

Figura 27. Comparacion genotipica (I/D y D/D) de un grupo de hipertensos vs.
grupo con DMTII.

Figura 28. Comparacion genotipica (I/D y D/D) de un grupo de hipertensos vs.
normotensos.
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Analizando los resultados de las Figuras 27 y 28, se decidié comparar un grupo
con DMTII y otro sin DMTII (Figura 29) y los datos que se encontraron fueron 82% y
72% respectivamente observando una clara diferencia al igual que en la comparacién
entre el grupo con DMTI y el grupo con HTA, distinguiendo un porcentaje mas elevado

en el grupo con DMTII con el alelo D de predisposicion genética.

Figura 29. Comparacion genotipica (I/D y D/D) de un grupo de DMTII vs. No
DMTII.

6.1.5 Polimorfismo M235T del gen del Angiotensinégeno

La presencia del polimorfismo M235T en la poblacidn, esté indicada en la Tabla
6, en correspondencia al grupo de hipertensos y normotensos con base en la poblacién

total.
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Tabla 6. Presencia del polimorfismo M235T en la poblacion de estudio.

M235T Hipertensos Normotensos Fisher Chi? OR (95%IC)  Total
p 7.586
™ 75 (59%) 83 (71%) 0.044 0.56 (0.33-0.96) 154
MM 19 (15%) 13 (11%) 0.576 1.29 (0.61-2.71) 32
TT 33 (26%) 21 (18%) 0.220 1.51 (0.82-2.79) 54
Total 127 117 244

La genotipifiacion de los sujetos control se ejemplifica en la Figura 30 de manera

gréfica, los porcentajes para cada genotipo 11% MM, 18% TT y 71% TM, los resultados

para los sujetos con HTA se observa en la Figura 31 con los siguientes resultados 15%

MM, 26% TT y 59% TM. Estas figuras no muestran diferencia significativa entre el

alelo de predisposicion (T) y la otra variante (M).

Figura 30. Genotipificacion de la poblacion normotensa para M235T.
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Figura 31. Genotipificacion de la poblacion hipertensa para M235T.

En la Tabla 7 se puede analizar la relacion entre la variable del sexo y la
aparicion de los diferentes genotipos que se pueden presentar en las dos poblaciones de

estudio en el polimorfismo M235T del angiotensindgeno.

Tabla 7. Relacion entre la variable del sexo y el genotipo M235T.
M: masculino F: femenino.

Sexo MM TT ™ Total
M (HTA/No HTA) 4/5 11/6 21/28 36/39
F (HTA/No HTA) 15/8 22/15 54/55 91/78

Total 19/13 33/21 75/83 127/117

Para los genotipos TM y TT la prevalencia del alelo de predisposicion mantiene
una variabilidad entre los pacientes hipertensos tomando en cuenta el sexo y esto se ve
reflejado en la Figura 32, en donde podemos ver que existe un porcentaje ligeramente
mayor en los hombres (89%) con HTA que en las mujeres (84%) con HTA y los
controles con un 87% y 89% para hombres y mujeres respectivamente (X?= 0.244 p=

0.8849).
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Figura 32. Variabilidad de los genotipos TM y TT en pacientes con HTA y el sexo.

6.1.5.1 Frecuencia del alelo T y comparacion en pacientes con DMTII

Las frecuencias alélicas para el polimorfismo M235T se obtuvieron a partir de
los resultados de la distribucion de los tres genotipos (MM, TT y TM), para después
saber si la frecuencia de los alelos involucrados en estos genotipos establecia si el alelo

de predisposicion (T) estaba en mayor frecuencia en la poblacion hipertensa.

En las Figuras 33 y 34 se encuentran graficadas las frecuencias alélicas tanto para
el alelo M como para el T con el fin de establecer diferencias entre los grupos de
estudios en el caso del grupo control (Figura 33) los alelos M y T tuvieron una
frecuencia de 0.47 y 0.53 respectivamente en el grupo con HTA (Figura 34) para el
alelo M fue de 0.44 y para el alelo T fue de 0.56, encontrandose en mayor incidencia el

alelo de predisposicion (T) en la poblacion con HTA (OR=0.70 y RRG= 0.85).
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Figura 33. Frecuencia alélica de M235T para los sujetos normotensos.

Figura 34. Frecuencia alélica de M235T para los sujetos hipertensos.

El objetivo de la Figura 35 fue separar un grupo de sujetos con HTA y uno con
DMTII en donde se han sumado los porcentajes de los genotipos (TT y TM) que
contienen el alelo de predisposicion en la que observamos que el grupo con DMTII
(83%) tiene un menor porcentaje de estos genotipos que el grupo de hipertensos (85%),
a diferencia del grupo de hipertensos (85%) y el grupo de normotensos (89%) donde en
el grupo control hubo un mayor porcentaje de estos genotipos (Figura 36) pero sin ser

significativo.

78

——
 S—



Figura 35. Comparacion genotipica (TMy TT) de un grupo de hipertensos vs. grupo con
DMTII.

Figura 36. Comparacion genotipica (TMy TT) de un grupo de hipertensos vs.
normotensos.

En la Figura 37 se analiza y contrasta los resultados de las Figuras 35y 36 en la
cual se comparan un grupo con DMTII (83%) y otro sin DMTII (91%) observandose un
mayor porcentaje en el grupo control (No DMTII) y para ambos grupos control
normotensos y no DMTII el porcentaje es mayor comparado con los grupos de estudio

(HTA) en los que se esperaria un mayor porcentaje del alelo T de predispocision.
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Figura 37. Comparacion genotipica (TMy TT) de un grupo de DMTII vs. No
DMTII.

6.1.6 Polimorfismo A1166C del gen de los Receptores 1 de Angiotensina Il

La Tabla 8 representa la presencia del polimorfismo A1166C en la poblacion

correspondiente al grupo de hipertensos y normotensos con base en la poblacidn total.

Tabla 8. Presencia del polimorfismo A1166C en la poblacion de estudio.

A1166C Hipertensos Normotensos Fisher Chi? OR (95%IC)  Total

p 5.782
AC 60 (47%) 67 (57%)  0.097 0.64 (0.38-1.07) 127
ccC 14 (11%) 8 (7%) 0.273 1.68 (0.68-4.18) 22 |
AA 53 (42%) 42 (36%)  0.435 1.23(0.73-2.06) 95
Total 127 117 244 |

La genotipificacion de los sujetos control se ejemplifica en la figura 38 de
manera grafica, los porcentajes para cada genotipo 36% AA, 7% CC y 57% AC, los
resultados para los sujetos con HTA se observa en la Figura 39 con los siguientes

resultados 42% AA, 11% CC y 47% AC, siendo poco representativo el alelo C el cual se
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ha mostrado en diferentes estudios que se encuentra en mayor proporcion en poblaciones

con HTA.

Figura 38. Genotipificacion de la poblacion normotensa para A1166C.

Figura 39. Genotipificacion de la poblacién hipertensa para A1166C.

En la Tabla 9 se puede analizar la relacion entre la variable del sexo y la
aparicion de los diferentes genotipos que se pueden presentar en las dos poblaciones de

estudio en el polimorfismo A1166C de los RLATII.
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Tabla 9. Relacion entre la variable del sexo y el genotipo A1166C.

Sexo AA CcC AC Total
M (HTA/No HTA) 10/16 6/1 20/22 36/39
F (HTA/No HTA) 43/26 8/7 40/45 91/78

Total 53/42 14/8 60/67 127/117

M: masculino F: femenino.

Para el polimorfismo A1166C el alelo C se mantiene en los genotipos AC y CC
heterocigoto y homocigoto respectivamente, la prevalencia de este alelo de
predisposicion varia entre los pacientes hipertensos tomando en cuenta el sexo (Figura
40) donde podemos ver claramente que existe un porcentaje mayor en los hombres
(72%) con HTA que en las mujeres (53%) con HTA vy los controles con un 58% y 66%

para hombres y mujeres respectivamente (X?= 1.686 p= 0.4302).

Figura 40. Variabilidad de los genotipos AC y CC en pacientes con HTA y el sexo.

6.1.6.1 Frecuencia del alelo C y comparacion en pacientes con DMTII

Los alelos A y C se establecieron mediante frecuencias para el polimorfismo

A1166C y se obtuvieron a partir de los resultados de la distribucion de los tres genotipos
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de estudio (CC, AA y AC), para después verificar si el alelo de predisposicién (C) estaba

en mayor frecuencia en la poblacién hipertensa o en la normotensa.

Las graficas de las Figuras 41 y 42 representan las frecuencias alélicas tanto para
los alelos C y A en los dos grupos en que se dividio la poblacién (normotensos e
hipertensos); en la Figura 41 observamos que los alelos C y A tuvieron una frecuencia
de 0.35 y 0.65 respectivamente en el grupo control; en la Figura 42 (grupo de

hipertensos) se puede ver el mismo comportamiento (OR=0.78 y RRG=0.90).

Figura 41. Frecuencia alélica de A1166C para los sujetos control.

Figura 42. Frecuencia alélica de A1166C para los sujetos hipertensos.
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En la Figura 43 se puede ver la separaracion del grupo de hipertensos y otro de
pacientes con DMTII en donde se han sumado los porcentajes de los genotipos (CC y
AC) que contienen el alelo de predisposicion (C) en la que observamos que el grupo con
DMTII (60%) tiene un mayor porcentaje de estos genotipos que el grupo de hipertensos
(58%), al igual que el grupo de hipertensos (58%) y el grupo de normotensos (64%) este

Gltimo se puede observar en la Figura 44.

Figura 43. Comparacion genotipica (AC y CC) grupo de hipertensos vs. grupo con DMTII.

Figura 44. Comparacion genotipica (AC y CC) grupo de hipertensos vs. Normotensos.
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La Figura 45 sigue el mismo patron del polimorfismo M235T en el cual los
grupos control presentan un porcentaje mas alto de los genotipos (AC y CC) con el alelo

de predispocision que se esperaria para el grupo de estudio (HTA).

Figura 45. Comparacion genotipica (AC y CC) grupo de DMTII vs. No DMTII.
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CAPITULO 7

DISCUSION
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7.1 Discusion

En este estudio, el objetivo fue investigar la asociacion entre el polimorfismo del
gen de la Enzima Convertidora de Angiotensina (I/D), el polimorfismo del gen del
angiotensindgeno (M235T) y el polimorfismo del gen de los receptores 1 de

angiotensina Il (A1166C) en pacientes hipertensos del noreste de México.

Para el polimorfismo I/D del gen de la ECA, la frecuencia del alelo D (delecién)
se encontré en la misma proporcion en los pacientes hipertensos que en los sujetos
control con 0.44 (OR= 1.06 y RRG= 1.04). Cuando se compara el alelo D entre los dos
grupos de la poblacion de estudio con lo publicado por otros autores se encuentra que la
frecuencia del alelo en normotensos es mayor que en hipertensos (Tsai et al., 2003),
(Settin et al., 2009), (Salazar et al., 2009), en cambio (Turner et al., 1999), (Sierra et al.,
2002), (Agachan et al., 2003), otros investigadores encontraron que la relacion era
inversa, la mayoria de las publicaciones se centran en el estudio de etnias puras o con
poco nivel de mestizaje, quizd eso pudiera estar reflejando la diferencia entre los
estudios que presentan el alelo D como el de predisposicion en la enfermedad, ya que
nuestra poblacion de estudio tiene un alto indice de mestizaje y un movimiento
migratorio alto y esto pudiera ser la razén de la variacion de nuestro resultados con los

ya publicados.

Los porcentajes genotipicos para el polimorfismo I/D para nuestra poblacion
fueron 24% I1, 67% ID y 10% DD (pacientes con hipertension) y 23% I1, 63% ID y 13%

DD (pacientes normotensos). En comparacion con los controles, los casos tenian una
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frecuencia mayor del genotipo DD (10% vs 13%, p >0,05, OR= 0.72, IC 95% 0-33-
1.56), pero con una frecuencia significativamente mayor del genotipo ID (67% vs 63%,
p >0,05, OR= 1.17, IC 95% 0.69-1.99). Por otra parte, los casos mostraron una mayor
frecuencia del genotipo Il que los controles, pero esto no fue estadisticamente
significativa (23% vs 24%, p >0,05, OR= 0.89, IC 95% 0.49-1.61). Los estudios
realizados para estos genotipos en otras publicaciones reflejan un alto porcentaje de los
genotipos ID y DD en la poblacion hipertensa (Teresa et al., 2003), (Agachan et al.,
2003) y (Galvnik et al., 2007), esto en estudios europeos y en investigaciones asiaticas
(Lee et al., 1994), (Pasha et al., 2002) y (Gupta et al., 2009), aunque también hay
algunas publicaciones en las que han descrito porcentajes bajos de los genotipos ID y
DD (Mondry et al., 2005) y (Polupanov et al., 2007), en etnias europeas (Ishigami et al.,
1997), (Pasha et al., 2002) y (Randhawa et al., 2006) en etnias asiaticas, demostrando

una gran variabilidad en los resultados.

En el caso del polimorfismo M235T del gen del AGT, la frecuencia del alelo T
se encontrd con un ligero aumento en los pacientes hipertensos que en los sujetos control
pero no fue significativo con 0.56 vs. 0.53 (OR= 0.70 y RRG= 0.85). Cuando se
compara el alelo T entre los dos grupos de la poblacion de estudio con lo que se ha
publicado anteriormente por otros autores, se encontré que la frecuencia del alelo de
predisposicion fue mayor (Rotimi et al., 1994), (Procopciuc et al., 2003), (Goldenberg
et al., 2006) y una menor frecuencia (Kishimoto et al., 2001), (Agachan et al., 2003),
(Tsai et al., 2003) y (Lévesque et al., 2003), por otros especificamente este alelo se ha
encontrado por algunos en mayor proporcion en la raza negra y dentro de ella cambia la

frecuencia de la aparicion de éste, dependiendo de la region en donde el paciente crecid
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y se desarrollo, como en el caso de Rotimi et al., 1994, el cual nos explica que en los
individuos de raza negra de ascendencia africana occidental comparten una comun
ascendencia genética, por otra parte Ward et al., 1993 determind que la frecuencia del
alelo 235T en afroamericanos dependia de la poca o nula mezcla con europeos, al igual
que pasa con nuestra poblacién en la cual la mezcla es bastante alta y la variabilidad se

ve reflejada en los resultados.

Los porcentajes genotipicos para el polimorfismo M235T en nuestra poblacion
fueron 15% MM, 26% TT y 59% TM (pacientes con hipertension) y 11% MM, 18% TT
y 71% TM (pacientes normotensos). En comparacion con los controles, los casos tenian
una frecuencia mayor del genotipo TT (26% vs 18%, p >0,05, OR= 1.51, IC 95% 0.82-
2.79), MM (15% vs 11%, p>0,05, OR= 1,29, IC 95% 0.61-2.71). Por otra parte, los
casos mostraron una mayor frecuencia del genotipo TM que los controles (59% vs 71%,
p >0,05, OR= 0.56, IC 95% 0.33-0.96). Otras investigaciones hechas para estos
genotipos en otras publicaciones reflejan un alto porcentaje de los genotipos TMy TT
en la poblacién hipertensa colocando al alelo T como el alelo de predisposicién
(Lizaraso et al., 2003), (Pereira et al., 2003), (Tsai et al., 2006), (Basarici et al., 2007),
en cambio hay publicaciones que reflejan resultados contrarios (Tiret et al., 1995),
(Boerwinkle et al., 1995), (Tobin et al., 2004), (Yee-How et al., 2005). El meta-analisis
hecho por Zafarmand et al., 2008 muestra una gran variabilidad entre los porcentajes de
los genotipos estudiados en una serie de investigaciones principalmente europeas y
asiaticas, reflejando de esta manera que el desarrollo de la enfermedad es un conjunto de
factores que interactuan para la aparicion de ésta ya que entre las etnias europeas y

asidticas estudiadas hay diferencias muy grandes en la genotipificacion de este
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polimorfismo entre regiones muy cercanas geograficamente, recalcando el hecho de
estudiarlo en conjunto con los factores que rodean a la persona, se puede llegar a

relacionar la enfermedad con estos polimorfismos.

Para el polimorfismo A1166C del gen de R1ATII, la frecuencia del alelo C de
predisposicion se encontré en la misma proporcion en los sujetos control que en los
pacientes hipertensos con 0.35 (OR= 0.78 y RRG= 0.90). Al comparar el alelo C entre
los dos grupos estudiados en esta poblacion con los datos publicados por otras
investigaciones se logrd encontrar que la frecuencia del alelo de predisposicidn es mayor
en hipertensos (Bonnardeaux et al., 1994), (Agachan et al., 2003), (Tsai et al., 2003) y
(Lu et al., 2005), y menor en (Araujo et al., 2004), (Bellwon et al., 2005) y (Jung et al.,
2008). Nuestro estudio sigue la misma linea de estos tres ultimos trabajos en los cuales
describen una frecuencia del alelo C menor en la poblacion hipertensa pero sin dejar a
un lado la predisposicion de éste en el desarrollo de la enfermedad; al igual que nosotros
ellos proponen englobar los factores que rodean al paciente y sumarlos para analizar el

riesgo relativo genético (RRG) de este alelo para la hipertension.

Los porcentajes genotipicos para el polimorfismo A1166C en nuestra poblacion
fueron 57% AA, 7% CC y 36% AC (pacientes con hipertensién) y 42% AA, 11% CCy
42% AC (pacientes normotensos). En comparacion con los controles, los casos tenian
una frecuencia mayor del genotipo AA (42% vs 36%, p >0,05, OR=1.23, IC 95% 0.68-
4.18), CC (11% vs 7%, p >0,05, OR= 1,68, IC 95% 0.68-4.18). Por otra parte, los casos
mostraron una mayor frecuencia del genotipo AC que los controles (47% vs 57%, p

>0,05, OR= 0.64, IC 95% 0.38-1.07). Investigaciones relacionadas con este tema han
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encontrado un alto porcentaje de los genotipos AC y CC en la poblacion hipertensa
colocando al alelo C como el alelo de predisposicion (Spiering et al., 2000), (Jones et
al., 2003), (Agachan et al., 2003), (Ge et al., 2007), a diferencia de (Bellwon et al.,
2005), (Behravan et al., 2006), (Assali et al., 2010), los cuales no encontraron relacién
directa de los genotipos que contienen el alelo de predisposicion en ellos, pero no lo
descartaron como uno mas de los factores que desarrollan o ayudan a que la hipertension

se presente en un individuo.

En cuanto al estudio epidemioldgico podemos destacar que el 94% de los
hipertensos estaban siendo tratados con uno o mas antihipertensivos en el momento del
estudio; esto se vio reflejado en la tabla de presiones diastélicas como sistolicas, las
cuales manejaban dentro del rango optimo en el cual se desea mantener a un paciente
con este tipo de enfermedad. El sobrepeso siempre ha sido uno de los factores
importantes al momento de comenzar una terapia anthipertensiva ya que la terapia por si
sola no va a mantener al paciente controlado, en este estudio pudimos observar que el
85% de los hipertensos tenfan un IMC > 25 kg/m? (sobrepeso) y solo el 15% con un
IMC < 25 kg/m?) colocandolos en un IMC normal, ademas del sobrepeso la realizacion
de una actividad fisica es un punto a favor en lo pacientes que comenzaran o estan en
una terapia para alguna enfermedad cardiovascular. En la presente investigacion se
encontré que el 63% de los hipertensos mantenian una vida sedentaria alejada de
cualquier actividad fisica, estos tres factores epidemiolégicos en conjunto con el factor
genético pudieran llegar a ser la bomba desencadenante de la enfermedad, ya que

ninguno de los factores ya sea epidemiologicos como genéticos de manera individual
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son considerados como desencadenantes de la enfermedad o causantes del desarrollo de

ésta.

En el caso del polimorfismo 1I/D existen estudios (Rubio et al., 2001), (Agachan
et al., 2004), (Degirmenci et al., 2005), (Alvarez et al., 2007), (Ortega et al., 2007) y
(Fernandez et al., 2009), en los cuales se ha tratado de demostrar que el alelo D en sus
diferentes variables genotipicas (ID y DD) se encuentran o estan relacionadas con el
desarrollo, aparicion o desencadenante de problemas renales en pacientes con DMTII,
tales como albuminurias, nefropatias, sindrome metabdlico y algunos problemas
coronarios concomitantes a la DMTII, en nuestro estudio pudimos encontrar que los
genotipos ID y DD (82%) estaban en mayor proporcién en un grupo con DMTII que en
el que no tenian la enfermedad (72%) de esta manera corroboramos lo ya establecido en
investigaciones anteriores abriendo brecha a nuevos estudios de este tipo en los que se
establezcan lineamientos y criterios epidemioldgicos mas sensibles que establezcan con

mayor efectividad la importancia de este polimorfismo en el desarrollo de DMTII.
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CAPITULO 8

CONCLUSIONES
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8.1 Conclusiones

“ Se implementd la técnica de PCR para la deteccién del polimorfismo (I/D) del
gen de la enzima convertidora de angiotensina humana.

« Se implemento la técnica de PCR y RFLP para la deteccion del polimorfismo
M235T del gen del angiotensinégeno humano.

« Se implemento la técnica de PCR y RFLP para la deteccion del polimorfismo
A1166C del gen del receptor R1ATII.

= Se analizaron los polimorfismos I/D, M235T y A1166C y se logro genotipificar
y determinar la frecuencia alélica en cada individuo de estudio.

= Para el polimorfismo 1/D se establecié que los genotipos ID y DD no presentan
diferencia contundente entre las poblaciones de estudio al igual que el alelo D,
aunque el RRG para las personas que tuvieron los genotipos ID y DD fue de 1.02
veces mas la probabilidad de presentarse en pacientes con HTA que en
normotensos y el OR fue mayor a 1 (1.06) lo que nos indica que el evento se
podria presentar 1.06 veces mas cuando se encuentran los genotipos que
contienen el alelo D. Ademas se presentd mayor porcentaje de los genotipos ID y
DD en hombres que en mujeres con un 83% vs. 75%, esta tendencia a la alza en
varones se presenta en los tres polimorfismos.

“ Los genotipos I/D y DD (82% DMTII y 72% No DMTII) establecieron una
diferencia en la cual pudiera ser importante seguir con el estudio con el fin de
encontrar una relacion directa entre el posible biomarcador y la enfermedad.

“ Para el polimorfismo A1166C se establecié que los genotipos AC y CC no

presentan diferencia contundente entre las poblaciones de estudio al igual que el
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alelo C de predisposicion. Encontrando un RRG para los genotipos AC y CC de
0.89 veces mas la probabilidad de presentarse en pacientes con HTA que en
normotensos y un OR menor a 1 (0.78) lo que nos indica que el evento se podria
presentar 0.78 veces cuando se encuentran los genotipos AC y CC. Ademas se
presento mayor porcentaje de los genotipos ID y DD en hombres que en mujeres
con un 72% vs. 53%, observando esta misma tendencia en experimentos de

anteriores investigadores.

« Para el polimorfismo M235T se establecié que los genotipos TM y TT no

presentan diferencia contundente entre las poblaciones de estudio al igual que el
alelo T de predisposicién. Encontrando un RRG para los genotipos TM y TT de
0.85 veces mas la probabilidad de presentarse en pacientes con HTA que en
normotensos y un OR menor a 1 (0.70) lo que nos indica que el evento se podria
presentar 0.70 veces cuando se encuentran los genotipos TM y TT. Ademas se
presentd mayor porcentaje de los genotipos TM y TT en hombres que en mujeres

con un 89% vs. 84%.

< Del 94% de los pacientes con terapia antihipertensiva el 60% mantenian

monoterapia con un tratamiento a base de alguno de estos medicamentos:
captopril, enalapril y metoprolol los cuales fueron los de mayor incidencia entre
los pacientes y un 40% los que tienen establecida una multiterapia por lo general
manejan algunas de estas mezclas betabloqueador/IECA, un diurético/IECA,

bloqueador de los canales de Ca**/IECA.

“ Se establecio que la DMTII sigue siendo la enfermedad concomitante mas

importante aunada a la HTA con un 50.39%, la hipercolesterolemia ocupa un

27.55% asociada a los pacientes con esta enfermedad por otra parte el sobrepeso
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se mostro en un 85% y el sedentarismo un 63%, ocupando un porcentaje elevado

de prevalencia en relacion con la enfermedad de estudio.
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CAPITULO 9

PERSPECTIVAS

97

——
| —



9.1 Perspectivas

El presente estudio fue realizado con una poblacion mestiza con altas tasas de
mezcla de razas debido a que el area metropolitana es densamente poblada y una
ciudad cosmopolita, los estudios realizados en otros paises destacan el uso de
personas de una sola etnia 0 con una baja tasa de mestizaje, este seria un buen
punto a revisar en estudios posteriores para que sea una variable a eliminar a la
hora del andlisis de resultados.

En mdltiples estudios alrededor del mundo se manejan diferentes cantidades de
poblacién a analizar, consideramos que nuestra poblacion estaba en un rango
medio comparandola con estudios internacionales, posiblemente otro punto a
revisar serid la cantidad de muestra a considerar en proximas investigaciones, asi
como establecer criterios de exclusion e inclusién cada vez mas rigidos con el fin
de presentar cada vez mejores resultados en esta area.

Dentro de las futuras direcciones derivadas de este trabajo son los estudios
prospectivos para determinar el uso clinico de variantes moleculares con la ECA,
AGT y los R1ATII como marcadores de prondéstico y la identificacién de las vias
de sefalizacion alteradas en el sistema cardiovascular ademas de asociar estas
variantes en pacientes con hipertension, infarto al miocardio, enfermedad
ventricular, falla cardiaca, DMTIlI y sus complicaciones tales como las
albuminurias y nefropatias principalmente. Esto puede indicar el mecanismo
subyacente en la asociacion entre pacientes de "alto riesgo” asi como las
combinaciones genotipicas del gen del angiotensindgeno y el aumento de la

mortalidad en las enfermedades cardiovasculares.
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