UACM

Universidad Auténoma
de la Ciudad de México

Nada humano me es gjeno

POSGRADO EN CIENCIAS GENOMICAS

“Asociacion de polimorfismos de los genes del sistema renina
angiotensina en la susceptibilidad al desarrollo

de hipertension arterial sistémica”

T E S I S

Que para obtener el grado de

Maestra en Ciencias Genomicas

P R E S E N T A:

BIOL. EXP. NANCY LUCERO MARTINEZ RODRIGUEZ

Director: Dr. Gilberto Vargas Alarcon

Co-director: Dr. Mario César Lopez Camarillo

MEXICO, D.F. AGOSTO 2009



Universidad Auténoma " e
de la Ciudad de México Coordinacion
Académica

Nada humano me es ajenc

SISTEMA BIBLIOTECARIO DE INFORMACION
Y DOCUMENTACION

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE LA CIUDAD DE MEXICO
COORDINACION ACADEMICA

RESTRICCIONES DE USO PARA LAS TESIS DIGITALES

DERECHOS RESERVADOS®

La presente obra y cada uno de sus elementos esta protegido por la Ley Federal del Derecho
de Autor; por la Ley de la Universidad Auténoma de la Ciudad de México, asi como lo
dispuesto por el Estatuto General Organico de la Universidad Auténoma de la Ciudad de
Meéxico; del mismo modo por lo establecido en el Acuerdo por el cual se aprueba la Norma
mediante la que se Modifican, Adicionan y Derogan Diversas Disposiciones del Estatuto
Organico de la Universidad de la Ciudad de México, aprobado por el Consejo de Gobierno el
29 de enero de 2002, con el objeto de definir las atribuciones de las diferentes unidades que
forman la estructura de la Universidad Autéonoma de la Ciudad de México como organismo
publico auténomo y lo establecido en el Reglamento de Titulacion de la Universidad
Autonoma de la Ciudad de México.

Por lo que el uso de su contenido, asi como cada una de las partes que lo integran y que
estan bajo la tutela de la Ley Federal de Derecho de Autor, obliga a quien haga uso de la
presente obra a considerar que solo lo realizara si es para fines educativos, académicos, de
investigacion o informativos y se compromete a citar esta fuente, asi como a su autor ¢
autores. Por lo tanto, queda prohibida su reproduccién total o parcial y cualquier uso
diferente a los ya mencionados, los cuales seran reclamados por el titular de los derechos y
sancionados conforme a la legislacion aplicable.



COMITE TUTORAL
DIRECTOR

Dr. Gilberto Vargas Alarcon
Jefe del Departamento de Biologia Molecular

Instituto Nacional de Cardiologia, “Ignacio Chavez”

CO-DIRECTOR

Dr. Mario César Lopez Camarillo

Profesor investigador. Posgrado en Ciencias Genémicas, UACM

ASESORES

Dr. Sara Frias Vazquez
Profesora investigadora. Posgrado en Ciencias Gendémicas, UACM

Instituto Nacional de Pediatria

Dr. Humberto Nicolini SAanchez
Profesor investigador. Posgrado en Ciencias Genoémicas, UACM

Grupo de Estudios Médicos y Familiares Carracci, S.C.

Dr. David Cruz Robles
Investigador en Ciencias Médicas “D”

Instituto Nacional de Cardiologia, “Ignacio Chavez”

Dr. José Manuel Rodriguez Pérez
Investigador en Ciencias Médicas “C”

Instituto Nacional de Cardiologia, “Ignacio Chavez”



Presentacion

El presente proyecto de investigacion conto con el
apoyo académico y econémico de la Universidad
Auténoma de la Ciudad de México dentro del
programa de maestria en Ciencias Genomicas, este
programa pertenece al Posgrado de Alto Nivel en el
Programa Nacional de Posgrados de Calidad (PNPC)
del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia,
(CONACyT) con numero de registro: 000107 y con
clave: 007308.

El apoyo otorgado para la realizacion de esta tesis fue
gracias al CONACyT, a través del Convenio de
Asignacion de Beca Nacional para estudios de
Maestria con niumero de registro 215572.

La presente tesis forma parte del proyecto
“Participacion de polimorfismos de los genes del
sistema renina-angiotensina en la susceptibilidad al
desarrollo de la hipertension”; financiado por el
fideicomiso del Fondo Sectorial de Investigacion en
Salud y Seguridad Social (SSA /IMSS/ISSSTE-
CONACYT) con clave No. 87856.

El trabajo de investigacion fue realizado en el
laboratorio de Genoémica del Departamento de
Biologia Molecular del Instituto Nacional de
Cardiologia “Ignacio Chavez".

(

2OSGRADO
LN GIENCIAS
(71‘3}.]()\ LEA




Agradecimientos

Al CONACyT por el apoyo brindado al Incremento de la capacidad cientifica y

tecnoldgica de México y sobre todo a la formacion de nuevos investigadores.

A la Maestria en Ciencias Genémicas por haberme recibo en sus aulas y a todos
los profesores por su apoyo, interés y dedicacion para cada uno de los alumnos de

la Maestria.

Al Dr. Gilberto Vargas Alarcon con el que ha sido un auténtico placer trabajar
desde hace 6 anos; me ha ayudado, dirigido y ensefiado a dar mis primeros pasos
en el mundo de la ciencia. Sin su orientacidn, sin sus consejos, sin su sosiego y
tranquilidad en los momentos complicados, y sin su pasion por este trabajo, no se
hubiera podido finalizar este proyecto. Muchas Gracias, por darme tantas

oportunidades.

Al Dr. José Manuel Rodriguez Pérez, por sus ensefanzas de biologia molecular,
como de la vida. Y sobre todo por impulsarme a seguir en la investigacion cuando

mas lo he necesitado.

Al Dr. David Cruz Robles, por todos los buenos consejos, anécdotas y su

implicacion en este trabajo

Al Dr. Mario César Lopez Camarillo, por su apoyo y disponibilidad en el

transcurso de la estancia en este Posgrado.

A La Dra. Sara Frias Vazquez y Dr. Humberto Nicolini Sanchez, gracias por sus

sabios consejos.

Al Departamento de Biologia Molecular, y a cada integrante del Laboratorio de

Genodmica del Instituto Nacional de Cardiologia.



Dedicatorias

Quiero agradecer a Dios y especialmente a toda mi familia con los que,
indudablemente, he pasado los mejores momentos de mi vida; a mis padres, Rosa
y Jesus, y a mi hermana Ady por su apoyo incondicional en todo momento y
gracias sobre todo, a mis sobrinos JesUs y Diego, porque ellos hacen que nada
sea aburrido y a mis abuelitos Rosa y Rafa. Gracias a todos por dejarme
disfrutarlos, sin Ustedes no habria podido concluir esta parte importante de mi
vida.

A Luis por todo ese apoyo incondicional, por la comprensién, tolerancia y Amor,
por estar conmigo en los tiempos dificiles y ensefiarme a seguir adelante, pero
sobre todo gracias por ser mi comparero de suenos...

A mis Grandes Amigos Nona, José y Selene por compartir laboratorio, cafés,
comida, y muchas agradables y largas tertulias, pero mil gracias por su amistad y
su compresion que ha perdurado a través de los anos.

A mis comparfieros del laboratorio de Gendmica David, Fragoso y Silver, por su
apoyo en estos Ultimos afos para la realizacion de este trabajo.

A mis compafieros de Maestria, por la convivencia y el apoyo que me brindaron.

A la familia Gonzalez Granillo por los agradables momentos, por su simpatia,
cordialidad y amabilidad.

MUCHAS GRACIAS



iINDICE

ABREVIATURIS ... osammsonnssssnnsosssnsisssss s s mssssss 655 o5 57 S8 S e s s aa s o5 i
RESUIMEN csnmsnsnssmosmssmmsmsssismsss s 55 sss s 5 s s s o e S ass s s sS85 08 S S SR ¥ S s B 5R iv
LISTADE FIGURAS ..ottt ettt ettt e e et e e e e e e e v
LISTA DE TABLAS ...c..csmmmmurimissssparmsmmsmtnmbasmsmsossmsiss e eomsganensssssm o sussmpss s sossasss sssssasssns savess vi
LISTADE GRAFICAS....cesesmimenmsssmmmssmsmansassses snmsanssassssesas s saesismess rams s s s eussssmsesies somoems sumsssen vii
b DT RO EMACC IR cosusanssissns o snsnimssissin sesssases s smsishisemn ssmmihemmsmsnsasssisims s ssmamsinsmas s s s s s 1
1.- ANTECEDENTES GENERALES DEL TEMA ...t 3
1.1. Panorama clinico-epidemiolégico de la hipertension arterial..................cooovviiiiiiiiinnennnn.. 3
1.2. Fisiopatogenia de la hipertension arterial esencial (HAS) .......coooviviiiieeeeiiiieeeeeeeeee e 7
1.2.1. Factores que regulan el 1ON0 VASCUIAT. . ... wsssssasvosssvssmsmssnimsns sammsemsssess ssanyssves ssssssvissnass 7

Y D, TEATIIEE TIRTOND .o sumsmsmopnm sy s s S S AR SRS S 9
123, PTOSTATOIAES . ....conmsnssosossnrinssscomnnasenissnanss sasssmme ssirstosssissssismss assmusnsi axviasis sssio s s s sgassmissismans 15
1.2.4. Especies reactivas de OXIGEN0........cueiuiiieeieiieciece e 18
1:2:5, ONOS TACTOTES . csnmvnsusmmns s mmsnemmamsamosssssm s essss s s s o S5 7S (S S Pa oo 23
1.3. Sistema renina-angioteNSiNa. ........cccoeeiiieeiei e 24
1.3.1. Mecanismos de sefializacion de la angiotensina Il ..............ccccoooiiiiiiiiiciieeeeee 26
1.4. Alteraciones vasculares con 1a hipertension ..........cccccoeeeeeiiieiieiiieee e 31
1.4.1. Alteraciones en el sistema renina-angiotensina.............cccoeevvieeeeieeeeiiiieiiiieeeeeeeeeeee 34
1.5. La hipertension como enfermedad inflamatoria...............oooeieiiiiiiiie 37
1.6. Estrategias para el estudio de genes involucrados en enfermedades............c.ccccuueeee.... 40
1.6.1.Estudios de asociacion @l€liCa ............ccooouiiiiiiiieiiee e 41
1.6:1. CauSaS: A& AS0CIACION suuwmssssassssns sessssmmsevmsssnssso s ssssaiassaess s ssivssn s s aan 55658 7557 smmpmsmomnns 41
1.6.3. El genoma humano y los estudios de asoCiaCion .............cceeeeeeiuieeeeeeeeeeiieeeeeeee e 42
1.6.4. Importancia de los SNPs en 10s estudios genéticos.............ccoocvveeieeeiiieeeiceeeeeeeee 43
2 ESTAEKY DIEL BERTE s icn someasnsinesiimmimininisiosisgosiinin s msmiiinsiasios s oo ssmsatioberoeassmssie it 45
2.1. Gen del angiotensinOgeN0 (AGT).......ccoueriiieiieierieeeeieeeeeeteeeeeee e e esa et 45
2.2. Gen del receptor tipo 1 de angiotensina Il (AGTRT) .......uvmiiiioiiiiee e 51

2.3 Estudios en otras PODIACIONES «.quusemsssvussusmssnmmssmemosesen o8 a5 eassim s 455 55 i6msnis sassnsn 58



3. ANTECEDENTES PARTICULARES DEL PROYECTO .......cciumevrssmmmmsessessserssssansnrsnsonsannsancen 60

4. IMPORTANCIA DE CONTINUAR EL ESTUDIO DEL TEMA ... 61
11 OBIETIVOS 055wyt 05smwms s s vesiss 8 eSS 84 s s s e A S s s 63
1. ODBJeliVO GERNETAL . cuuuumimsisummmonsinms s snremnsssusassonmssass smsssnbanmons vnnsmsas swss soandss s iassmbmase oo sasmaaaasss» 63
2., OB etiVOS PATTICUIATES . covnvinn s swimssicnnussmsi st i sisss smnimis 545870 5 S5 SRS SR SRS S SR PR B8 63
1. MATERIALES Y METODOS. ......ccuiiuiieieeiieeeeeeeteaee et eseesee s e s maesesss e e sseeanseeeneennenea 64
1. Disenode EStUdi0; ussswsssssmmmssmmsessassssissmssas smssassssmssnesse s i v ssnisssme s s e sy irrasves 64
2. Estrategia general ........o.ooooe i pe e e 64
3. SUJEOS A EStUIO: .. .eeiiiie e 66
3.1. Criterioside INCIUSION: ......eesssosss sesinissinsossinsiisosss sssomsmsseissosmss shsmms i sos sovs snssvensn 66
8.2; Critenos de SXCIISION . ssvmmsssssssssssmsanmmossensssssssmss s siss S8 s os W oSS R n S 5" 67
T O T [T =T 1= T T 68
4.1 . EXIraccion e ADN ... v vssmnsminmme st smmpmssssmssvasssssssass somsssunmssmes sssamsssos sossas sumanm oo ssanes 68
4.2. Seleccion de oligonucledtidos de 1os sitios polimoOrfiCos. .........ooovieuiiiiiiiiiiiiinieiiieeeeee 69

4.3. Discriminacion alélica por la técnica de PCR Tiempo Real usando el sistema TagMan. . 71

I i [Ty = o [ 1 of 76

L ST o =T o] o) ] o Jo < TP TP PR PPRPRN 76

IV RESULTADOS ...comnessswssnsenmssmssismans snussssns sassoss s saisssmanisiodosi s 858 655010540 5980 S8R0 0045 S S R E SRR 330555 81
1. Caracteristicas clinicas de los grupos de estudio...........cooooiiiiiiiiiiiiiii e 81

2. S U O G RIBHICO, e nnervrsiasmrsmusnmniosimsmssisnisnssionnssivsins 545 SR8 45 SHA SRR SR A VAR AR S SRS SRR RRH3 82

2.1. Andlisis de polimorfismos del gen AGT y del gen AGTRT ...ooiiiiiiiiiiiiiiii e 82

3. AP OUPOS s sussmsmso sosssmmsnmmssenessnvssmos seserss s 5oy SoHaEF S<Hs 8 5a S S5 S S5 SRS TN SN S5 5 R T o ey s o g S s 104

3.1. Haplotipos para los sitios polimérficos del gen AGT .......o.ooiiiiiiiiiiiiiiie e 104

3.2. Haplotipos para los sitios polimérficos del gen del AGTRT ... 107

BT e T o O — 110
VI CONGCLUSIONES ...ttt e ettt ete e e e e e e e e e e 117
VI BIBEIOGRAFIA  ivsismsss spss smmssmpsseesasssssns ssnsishos sumisinsssaiss 46 sess 268555055558 55 555 55 s saniaisss ia amaionnse 118

A RO s oo e o e i S SR S A RS SR SR S A R S SR SR TR S 137



ABREVIATURAS

ADN
AGT
AGTR1

ARNmM

bFGF

COX
CTGF

DM2
DP
EDHF
EGF
eNOS

ENSA
ENSANUT

Fa
FAD
FMN
FRET
GCs
GTP
HAS
ICAM-1
IMC

INEGI

INFy

Acido desoxirribonucleico
Angiotensinogeno
Receptor tipo 1 de
angiotensina Il

adenosin ribonucledtido
mensajero

factor de crecimiento de
fibroblastos basico
Ciclooxigenasa

factor de crecimiento de
tejido conectivo
Diabetes Mellitus tipo 2
receptor de PGD2

factor hiperpolarizante
derivado de endotelio
factor de crecimiento
epidérmico

o6xido nitrico sintasa
endotelial

Encuesta Nacional de Salud
Encuesta de Salud y
Nutricion

Frecuencia alélica

flavin adenosin dinucleodtido
flavin adenosin
mononucledtido
Transferencia de energia
fluorescente mediante
Resonancia.

Guanilato ciclasa soluble
guanosin trifosfato
Hipertension arterial
Sistémica

molécula de adhesion
intercelular 1

indice de masa corporal

Instituto Nacional de
Estadistica, Geografia e
Informatica

interferon-y

AC
ACh

ADNc

AG

AG
AMPc

Ang
AP-1
AT1

AT2
AT4

CaM
CRE

DAG
DL
ECA
EP

ET
FAK

fg
FP
GMPc

H202

HDL

acido araquidonico
adenilato ciclasa
acetilcolina

adenosin
desoxiribonucleico
complementario
aminoguanidina

aminoguanidina

adenosin monofosfato
ciclico

angiotensina

activador de la proteina 1
receptor de la
angiotensina, subtipo 1
receptor de la
angiotensina, subtipo 2
receptor de la
angiotensina, subtipo 4
calmodulina

Elemento de respuesta de
AMPc

Diacilglicerol

Desequilibrio de ligamiento
Enzima convertora de
angiotensina

receptor de PGE2

Endotelina
quinasas de adhesién focal
Frecuencia genotipica

receptor de PGF2a
guanosin monofosfato

ciclico
peréxido de hidrégeno

Lipoproteina de alta
densidad



iNOS
IP3

IRAP
LCK
LDL
MAPK
MDA

NAD(P)H

NHANES
nNOS
OMS
ONOO-
PAF
PAS
PCR-TR
PG
PIP2
PKC
PLA2
PTP
RANTES
SDS
SERCA

SHRSP
SRA

SSA

oxido nitrico sintasa inducible
inositol 1,4,5-trifosfato

aminopeptidasa regulada por
insulina

quinasa de la cadena ligera
de la miosina

Lipoproteinas de baja
Densidad

proteina quinasa activada por
mitdgenos .

malondialdehido

nicotinamida adenin
dinucleotido fosfato, forma
reducida

National Health and Nutrition
Examination Survey

oxido nitrico sintasa neuronal

Organizacion Mundial de la
Salud

Peroxinitrito

factor activador de plaquetas
presion arterial sistdlica
PCR en tiempo real

Prostaglandina
fosfatidil inositol 4,5-bifosfato
proteina quinasa C

fosfolipasa A2
proteinas tirosin fosfatasas

quimiocina regulada sobre
activacion, célula T normal
expresada y secretada
dodecil sulfato sodico
ATPasa de reticulo
sarcoplasmatico

SHR “Stroke Prone”
Sistema Renina angiotensina

Secretaria de Salud.

IC
IGF-1

IL

IkB

LPS

MCP-1

MLC20

NADH
NF-kB
NO
02.-
PAD
Pb
PDGF
PI3K
PKA
PKG
PLC
PPAR
RFLP’s
RM
ROS

RS
SHR

SNP

Intervalo de confianza
factor de crecimiento
similar a insulina 1
Interleucina

receptor de PGI2

proteina inhibitoria del
factor nuclear kB
Lipopolisacarido

proteina quimioatrayente
de monocitos 1

cadena ligera de la
miosina

nicotin adenin dinucleodtido

factor nuclear de
transcripcion kB
oxido nitrico

anioéon superoxido

presion arterial diastolica
Pares de bases

factor de crecimiento
derivado de plaquetas
proteina fosfatidilinositol-3-
quinasa

proteina quinasa
dependiente de AMPc
proteina quinasa
dependiente de GMPc
fosfolipasa C

receptor activador de la
proliferacion de
peroxisomas

Fragmentos de restriccion
Polimorfica

Razdén de momios
especies reactivas de
oxigeno

reticulo sarcoplasmatico
rata espontaneamente
hipertensa

Polimorfismo de un solo



STAT

TNF-a

TXA2
VEGF

activador de la transcripcién y
de la senal de transduccion
factor de necrosis tumoral a

tromboxano A2

factor de crecimiento de
células endoteliales
vasculares

SOD
TGF-8

TP
UTR

VCAM-1

nucleoétido
superoxido dismutasa

factor de crecimiento
transformante-f3
receptor de TXA2
region sin transcribir

molécula de adhesion de
célula vascular 1



RESUMEN

Objetivo: Evaluar si existe alguna asociacion entre los polimorfismos del gen del
receptor tipo | de angiotensina Il (AGTRT) y el gen del angiotensinégeno (AGT)
con el riesgo de desarrollar hipertension arterial sistémica (HAS) en un grupo de
pacientes hipertensos mexicanos.

Material y Métodos: El estudio comprendié a 115 individuos con HAS y 291
individuos normotensos, pareados por caracteristicas clinico-demograficas. Se
analizaron los polimorfismos -777 AT, -680 A/T, -119 A/G, 43732 C/T y 44221A/G
del gen AGTR1 y los sitios -532 C/T, -217 A/G, -6 A/G, 235 M/T y 174 T/M del gen
AGT con ensayos Tagman por PCR en tiempo real. Las frecuencias alélicas y
genotipicas se obtuvieron por conteo directo, evaluando el equilibrio de Hardy-
Weinberg por medio de chi-cuadrada. El riesgo relativo (RR) se evalu6 como
razéon de momios (RM) usando el método de Woolf. La construccion y analisis de
haplotipos se realizo usando el programa Haploview version 4.1.

Resultados: Las frecuencias alélicas y genotipicas en ambos grupos de estudio
en las posiciones -532 C/T, -6 A/G y 235 M/T del gen AGT fueron similares, en
cuanto a la posicion -217 A/G los hipertensos mostraron incremento del genotipo
AG al comparar con el grupo control ( p=0.026; RM=1.86). De igual forma, en el
sitio 174T/M los hipertensos mostraron un incremento del genotipo MM al
compararse con el grupo control (p=0.046; RM=1.52). En ambos grupos de
estudio las frecuencias alélicas y genotipicas de las posiciones -777 A/T, -680 A/T,
-119 A/G y 44221 A/G fueron similares. Los hipertensos presentaron un
incremento en la frecuencia del alelo C del polimorfismo 43732 C/T al comparar
con el grupo control (pC=0.046, RM= 1.42). Por otro lado, los hipertensos
presentaron disminucion en la frecuencia del alelo T de este mismo polimorfismo
(pC=0.046, RM=0.70). Se detectaron 6 haplotipos del gen del AGTR1, de ellos 2
(TTATA y TTACA) presentaron diferencias en su distribucion. Los hipertensos
mostraron incremento en la frecuencia del haplotipo TTACA, y disminucion del
haplotipo TTATA al comparar con el grupo control (p=0.0041, RM=1.58; p= 0.025,
RM=0.70, respectivamente). Las frecuencias en los otros 4 haplotipos (AGGCA,
TTACG, TTATG y AGGTA) fueron similares en ambos grupos de estudio.

Conclusiones: Los datos sugieren que el genotipo AG del sitio -217 A/G y el
genotipo MM del sitio 174 T/M podrian conferir un riesgo mayor al desarrollo de
HAS. El alelo C del polimorfismo 43732 C/T podria conferir susceptibilidad
genética para el desarrollo de HAS, mientras que el alelo T podria ser un
marcador de proteccion en este padecimiento. En el caso de los haplotipos, se
detectdé un bloque que confiere mayor riesgo para HAS (TTACA) y uno que podria
ser protector (TTATA).
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I. INTRODUCCION

La Hipertension Arterial Sistémica (HAS), representa uno de los principales
problemas de salud publica a nivel mundial (Whitworth J.A., 2003). Desde el punto
de vista clinico la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la clasifica como una
enfermedad cuya manifestacion "visible" se presenta con una elevacion sostenida
de la presion arterial sistélica 2 a 140 mmHg y una presién diastélica =2 a 90
mmHg. De acuerdo a estos parametros el 25% de la poblacion adulta de las
sociedades industrializadas esta afectada por esta enfermedad (Mosterd A., et al.
1999). La hipertension arterial, es considerada como una “sefal de alerta” de alto
riesgo, con probabilidad de poder padecer algun tipo de enfermedad
cardiovascular, como infarto o accidente cerebrovascular, las cuales son la
primera causa de muerte en México, provocando un 30% de las defunciones en
adultos mayores (Conapo., 2003). Este enemigo silencioso generalmente no
causa sintomas durante muchos afos, hasta que lesiona un 6rgano vital como el

corazon, el cerebro o los rifiones (Garcia—Barreto., 2009).

La hipertension arterial es una enfermedad compleja en la cual hay una
interaccion importante entre factores genéticos y ambientales para producir su
desencadenamiento. La contribucion genética a la variacion en la presion
sanguinea se estima entre 30 y 50%.( Lifton R.P, et.al., 1995) Diversos estudio de
ligamiento genético en familias con multiples casos han permitido la deteccion de
diversos genes candidatos como responsables de este padecimiento. Un grupo de
estos genes son aquellos que codifican para los componentes del Sistema Renina
Angiotensina (SRA) (Karet F.E.,et.al., 1997; Corvol P.,et.al.,1997). El SRA es un
sistema hormonal que ayuda a regular a largo plazo la presion sanguinea y el
volumen extracelular corporal. La renina es secretada por las células
yuxtaglomerulares en el tibulo contorneado distal de las nefronas renales. Esta
enzima cataliza la conversion del angiotensinogeno (AGT), proteina secretada en
el higado, en angiotensina | (Ang I) que, por accién de la enzima convertora de

angiotensina (ECA), la cual es secretada por las células endoteliales de los
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pulmones, es convertida en el vasoconstrictor mas potente del organismo: la
angiotensina Il (Ang Il). Ademas, estimula la secrecion de ADH (también llamada
vasopresina, u hormona antidiuretica) por la neurohipofisis, la cual estimula la
reabsorcion a nivel renal de agua y produce la sensacion de sed; y de la hormona
aldosterona (en las glandulas suprarrenales) con lo que produce la reabsorcion de
sodio a nivel renal. (Guyton A.C., 1997). La angiotensina es el nombre genérico
dado a diversos péptidos bioactivos provenientes de la degradacion enzimatica del
angiotensinégeno (AGT). Por su importancia biolégica, el principal de ellos es la
angiotensina Il, sin embargo, también se han descrito acciones biologicas para
angiotensina (l), angiotensina (1-7) y angiotensina (1-9). Aunque la funcion
principal de estas hormonas es el control de la presién sanguinea. Desde hace ya
varias décadas, se sabe que también ejercen acciones reguladoras muy
importantes a nivel de procesos inflamatorios y profibréticos y es un efectivo
tratamiento en las complicaciones cardiovasculares asociadas con la hipertension
(Burnier M.,et.al.,2000)

Se sabe que los genes que codifican las proteinas que forman el SRA presentan
variacion genética, la mayoria considerados como polimorfismos. Estas variantes
tienen un efecto pequefo por separado sobre la presion arterial, pero su
combinacion posee un efecto acumulativo que podria dar lugar a un aumento en la
presién sanguinea asociado a un mayor riesgo de episodios cardiovasculares
como ataques cardiacos y enfermedad cerebrovascular (Jeunemaitre X., 1992;
Porto P.1.,1998).

La presente investigacion tiene por objeto establecer el papel genético de los
polimorfismos del gen AGT y del AGTR1 en la susceptibilidad genética al

desarrollo de la HAS en la poblacién mexicana.



1.- ANTECEDENTES GENERALES DEL TEMA

1.1. Panorama clinico-epidemiolégico de la hipertensién arterial

La hipertension arterial sistémica (HAS) es uno de los principales factores
de riesgo para sufrir un evento cardiovascular mayor, incluyendo la muerte.
Existen mas de 900 millones de hipertensos en el mundo, en 2001
aproximadamente 7.6 millones de personas fallecieron por causas vinculadas a la
hipertension, lo que equivaldria a mas de 20 mil muertes por dia (WHO/ISH.,
2003). Por lo tanto, desde ese ano hasta la actualidad se estima que 50 millones
de personas han fallecido por esta enfermedad, y muchas mas sufrieron algun
grado de discapacidad. El 80% de estas muertes se produjo en paises en vias de
desarrollo. (Lewington S. et.al., 2002).

En México, la Encuesta Nacional de Salud (ENSA, 2000) informd una prevalencia
del 30.05%, entre las personas de 20 a 69 afos, esta condicion afecta a mas de
20 millones de adultos en México, de los cuales 10 millones ademas de la presion
elevada, tienen alguna otra complicacién y menos del 10% estan controlados
adecuadamente.( Mortalidad SSA., 2001).

México sufre el 80% de la carga total por hipertension arterial y solo se dispone del
10% de los recursos que se invierten en el mundo para el diagnostico y control de
este grave problema. En nuestro pais se gastan cada ano 2.500 millones de
ddlares en asuntos relacionados a la hipertension arterial y se sabe que menos del
5% de los mexicanos estan controlados (Arredondo A, et al., 2005)

La hipertension arterial, es una enfermedad cronica degenerativa que causa dano
vascular sistéemico, disminuye la calidad de vida y es uno de los factores de riesgo
mas importantes en el desarrollo de padecimientos cardiovasculares y
cerebrovasculares.

En términos generales se puede afirmar que la HAS afecta a uno de cada 4-5
adultos. Dado que su prevalencia aumenta con la edad, y que la sociedad actual
evoluciona hacia el envejecimiento de la poblacion, es de esperar que dentro de

una década, la HAS afecte a mas del 50% de las personas adultas.



Por ello, la HAS es el principal factor responsable de los ictus cerebrales
aterotrombaticos; el segundo factor responsable de los infartos de miocardio y el
tercer factor responsable de la enfermedad aterosclerdtica. Estos datos muestran
un panorama del papel que desempefa la HAS en la elevada morbimortalidad
asociada a la aterosclerosis. Ademas, la HAS daina la estructura y la funcion de los
parénquimas de aquellos odrganos considerados diana, como son: cerebro,
corazon vy rifién. Por ello, la HAS es un determinante critico del desarrollo de
deterioro cognitivo cerebral, insuficiencia cardiaca e insuficiencia renal, ya que
este padecimiento es crénico, degenerativo, no curable, progresivo y con una alta
tasa de secuelas. Es importante sefalar que mientras que la incidencia y la
prevalencia de complicaciones ateroscleréticas asociadas a la HAS ha descendido
en las dos ultimas décadas, no obstante, la frecuencia de aparicion de alteracion
funcional en otros 6rganos crece de manera exponencial en la poblacion
hipertensa. Dado que el envejecimiento natural de la poblacion facilita el desarrollo
de este problema, se comprende bien la dimensién casi epidémica que puede
llegar a alcanzar en las proximas décadas.

El panorama de la HAS debe contemplar ciertos factores determinantes y de
comorbilidad para adecuar las estrategias terapéuticas por lo que es bueno
considerar el impacto de la edad en la HAS. Un analisis por subgrupos de edad de
toda la poblacion hipertensa, demostro que posiblemente los mecanismos
fisiopatologicos y de progresiéon de dafno vascular son dinamicos y cambiantes. Asi
entre los 20 y 40 anos de edad, ei tipo predominante de HAS fue el de
hipertension diastdlica pura, mientras que, entre los 50 y 69 afnos, el predominio
fue de hipertension sisto-diastolica. Por otra parte, la hipertension sistolica pura
represento el porcentaje mas bajo, sin embargo, esta demostré también cambios
progresivos en frecuencia a partir de los 50 afios. (ENSA; 2000)

Lo anterior es de gran interés ya que en paises desarrollados, la prevalencia de
hipertension sistdlica va en aumento, dado que existe cada vez mas poblacion de
edades avanzadas. El conocimiento de este comportamiento epidemioldgico

puede orientar a las estrategias terapéuticas que en México se deben realizar. Asi
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las estrategias actuales para el tratamiento en hipertension arterial deben
contemplar no solo el diagnostico sino también los mecanismos fisiopatologicos
subyacentes de cada forma de HAS (diastolica, sisto-diastdlica sistdlica) y su
entorno metabolico-inflamatorio; ya que el conocimiento actual dictamina que el
control integral del paciente hipertenso va mas alla de la simple reduccion de las
cifras de presion arterial.

La edad resulta, ser sin lugar a dudas un factor determinante en la prevalencia del
subtipo de hipertension arterial, sin embargo, su combinacion con otras
caracteristicas tales como el género y factores comoérbidos como la obesidad y la
diabetes, permitira implementar y adecuar la estrategia terapéutica. En mujeres
pre-menopausicas (menores de 50 afios), la hipertension diastélica pura ocupo el
41% de todos los tipos de HAS, mientras que, en el hombre de edad similar ocupo
el 61.1%. Después de los 50 afos, la hipertension diastdlica pura en la mujer
ocupa el 28% de los subtipos de HAS y en el hombre de edad similar es de 36%.
Un comportamiento similar ocurre en el subtipo sisto-diastélico, pero no en el
sistélico puro. Un dato alarmante, es que la tasa de hipertension en adolescentes
es mayor en la ciudad de México que en otras ciudades de América Latina e
incluso de Europa.

En cuanto a la HAS y diabetes mellitus tipo Il (DM-2) se ha observado que la
influencia en la prevalencia de HAS y DM-2 es bidireccional. En la ENSA 2000 se
confirmo dicho postulado, ya que el ser hipertenso represento un riesgo de ser
diabético, 2 veces mayor. Por otra parte, de toda la poblacién diabética el 46.2%
fue hipertenso, mientras que, en toda la poblacion no diabética, la prevalencia de
HAS fue de 28.1%. Lo anterior represento un riesgo de ser hipertenso de 1.6
veces mas cuando se es diabético. Asi la ENSA 2000 confirma la interaccion
bidireccional y reitera la necesidad de profundizar el conocimiento de los
mecanismos esenciales que vinculan a ambas entidades.

La obesidad y la HAS han sido tradicionalmente relacionadas. Asi los datos
procedentes del NHANES Il (National Health and Nutrition Examination Survey)

en Estados Unidos muestra que la prevalencia de HAS ajustada por edad se
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incrementa progresivamente conforme se incrementa el indice de masa corporal
(IMC). El indice de masa corporal (IMC) es una medida de asociacion entre el
peso y la talla de un individuo, en donde un individuo con un IMC normal es de
18.5 a 25 kg/m2, sobrepeso >25kg/m2 y obesidad >30 kg/m2. De acuerdo a
NHANES lll, la HAS en sujetos obesos con un IMC > 30 kg/m? fue de 38.4% para
el hombre y de 32.2% para la mujer, comparado con sujetos normales con un IMC
< 25 kg/m? fue del 18.6% en hombres y 16.5% en mujeres, es decir, un riesgo
relativo de 2.1 para el hombre y un 1.9 para la mujer. En México segun ENSA
2000, la prevalencia de HAS en la poblacion obesa (IMC>30), fue de 40.5%;
presentandose en el género masculino 46.1% y en el femenino 36.0%. Lo anterior
sugiere que la obesidad como problema de salud en México y como factor de
riesgo cardiovascular puede incluso ser superior a lo informado en paises
desarrollados. La prevalencia de HAS en la poblacién no obesa fue de 24.6%, lo
cual representa un riesgo de 2.56 veces mas de ser hipertenso si se es obeso. El
incremento en la prevalencia de HAS de la poblacion obesa fue consistente en

todos los grupos de edad y género.

Oftro factor importante es la proteinuria, que es la presencia de proteina en la orina
en cuantia superior a 150 mg en la orina de 24 horas. Esta ha sido documentada
como un factor de riesgo adicional para mortalidad en accidente vascular cerebral
e insuficiencia renal. La proteinuria también es un marcador de progresion de dafo
a érgano blanco. En la ENSA 2000, se encontrd una prevalencia de proteinuria de
9.15%. Sin embargo, de todos los proteinuricos cerca del 40% fueron hipertensos.
Cuando se combino HAS y DM-2 se observé que de toda la poblaciéon diabética
sin HAS, la prevalencia de proteinuria fue del 9.3%, mientras que, si se es
diabético con HAS la prevalencia se incrementa a 19.3%. La ENSA 2000, confirma
que la HAS en el paciente diabético es un factor de riesgo para la prevalencia de

proteinuria.



En el estilo de vida, la HAS vy el tabaquismo estan fuertemente relacionados, la
prevalencia de HAS es mayor en sujetos con habito de fumar, esto resulto de
interés ya que esta relacion es mas significativa a edades entre los 20 y 40 anos.
Sin embargo, en este mismo periodo donde el por ciento de fumadores activos
predomina, sobre todo en el género masculino. Por lo que es dificil atribuir una
relacion de casualidad. No obstante, ha sido demostrada la participacion del

tabaquismo como factor de riesgo cardiovascular.

1.2. Fisiopatogenia de la hipertension arterial esencial (HAS)

1.2.1. Factores que regulan el tono vascular

El principal determinante de la contractilidad del musculo liso vascular es el nivel
de Ca®' libre intracelular. Tanto la entrada de Ca?* desde el espacio extracelular,
como su salida desde los depdsitos intracelulares promueven el aumento en la
concentracion intracelular de Ca®* ([Ca®"h).

Diversos son los mecanismos que originan este aumento de la [Ca®'] i Asi, la
activacion de receptores acoplados a proteinas G por agonistas de naturaleza
contractil, promueve la activacion de la fosfolipasa C (PLC) que genera
diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5- trifosfato (IP3) a partir de fosfatidil inositol 4,5-
bifosfato (PIP2). El DAG estimula la proteina quinasa C (PKC), mientras que el IP3
promueve la liberacion de Ca* desde el reticulo sarcoplasmatico (RS) por
activacion del receptor—IP3 de la membrana del reticulo. Por otra parte, los canales
de Ca® dependientes de voltaje que se activan por despolarizacion de la
membrana, asi como los canales de Ca®* acoplados a receptores, también van a
contribuir al incremento de [Ca®']; (Horowitz, et.al.,1996). Cuando los niveles de
Ca®" intracelular aumentan, se produce un acoplamiento del mismo a la
calmodulina (CaM); el complejo Ca?*-CaM se une a la enzima cinasa de la cadena
ligera de la miosina (MLCK), que se encuentra en forma inactiva, formando un
complejo enzimatico que cataliza la transferencia de grupos fosfato a la cadena
ligera de la miosina (MLC20), incrementando asi la actividad ATPasa de la

miosina y la contraccion muscular (Gao, et.al., 2001) (Fig. 1).



La activacion de proteinas G acopladas a receptores, no solo estimula la PLC,
sino que también puede activar la fosfolipasa A2 (PLA2) y la biosintesis de
prostaglandinas a partir del acido araquidénico (AA); ademas, puede activar Rho-
cinasas y cascadas de proteinas cinasa activada por mitégenos (MAPK-Ras). La
PKC, Rho-quinasa y MAPK pueden fosforilar directamente la MLC20,
incrementando la actividad ATPasa de la miosina. Ademas el AA, la PKC y la Rho-
quinasa inhiben a la enzima miosina fosfatasa, manteniendo de esa forma la
fosforilacion de la MLC20 (Abdel-Latif, 2001) (Fig. 1).

La relajacion del musculo liso se produce como resultado de la eliminacion del
estimulo contractil, o por la accién directa de sustancias que estimulan la inhibicion
de los mecanismos contractiles. Los procesos de relajacion requieren la
disminucién de la [Ca®*] iy el incremento de la actividad miosina fosfatasa (Webb,
et.al., 2003). Multiples compuestos van a generar segundos mensajeros
intracelulares que promueven el inicio de una cascada de sefalizacion molecular
para producir relajacion. Los nucleétidos ciclicos como adenosin monofosfato
ciclico (AMPc) y guanosin monofosfato ciclico (GMPc), a través de la activacion de
las proteinas cinasas dependientes de AMPc (PKA) y cinasa dependiente de
GMPc (PKG), respectivamente, son los mensajeros que promueven la relajacion
del musculo. La activacion de PKA y PKG promueve la activacion de proteinas
que inhiben la Ca,Mg-ATPasa del reticulo sarcoplasmatico, activan la Ca,Mg-
ATPasa del sarcolema o inhiben canales de Ca®, participando asi en la
recaptacion del Ca®" hacia el reticulo y la salida del Ca®* a través de la membrana
plasmatica y disminuyen, por tanto, la [Ca?']i. Ademas, la activacion de PKA
puede inhibir a la PKC disminuyendo la sintesis de IP3 y de DAG (Bomzon, et.al.,
2001). ElI AMPc es el principal mediador de la relajacién inducida por agonistas -
adrenergicos, mientras que el GMPc media la relajaéi()n inducida por 6xido nitrico

y péptido natriurético auricular entre otros (Carvajal, et.al., 2000).



El tono vascular esta regulado por factores vasodilatadores y vasoconstrictores
liberados en gran parte, por el endotelio vascular y por la propia célula muscular
lisa en respuesta a estimulos quimicos o mecanicos. Algunos de esos factores
como el éxido nitrico, los prostanoides o los radicales libres, los veremos mas en

detalle a continuacion.

1.2.2. Oxido nitrico

El éxido nitrico (ON) es un gas que se difunde faciimente a través de las
membranas celulares y que posee potentes acciones vasodilatadoras. La NO
sintasa (NOS) es la enzima encargada de sintetizar NO y L-citrulina a partir de L-
arginina (L-Arg) y O,. (Marin etal., 1997). La NOS es funcional cuando se
encuentra en forma de dimero; cada una de las subunidades contiene un dominio
reductasa C-terminal y un dominio oxigenasa N-terminal. El dominio con actividad
reductasa, que mantiene una gran homologia con la citocromo P-450 reductasa,
tiene sitios de union para el NADPH, FAD y FMN, mientras que en el dominio con
actividad oxigenasa encontramos el grupo hemo y los sitios de union para el
sustrato, L-Arg, y para BH4 (Andrew et.al.,1999; Alderton et.al.,2001) (Fig. 3).

Muchos tipos de células son capaces de sintetizar ON. Hasta el momento se han
identificado tres isoformas de la NOS, que se diferencian en su expresion y
actividad. Dos de ellas se expresan de forma constitutiva en las células (cNOS) y
otra se induce por estimulos inmunolégicos (INOS o tipo Il). Dentro de las

isoformas constitutivas, se conocen dos subtipos, eNOS (NOS IlI) y nNOS (NOS
l).



A/

_
CONTRACCION <— (P)-MLC,  MLC, ——> RELAJACION
BESEEER -

|\ _ Miosina Posfatasa .

"\ "\% m}fKA:m , ‘>/@' //

Figura 1: Mecanismos intracelulares implicados en la contraccidon muscular.: AA:

acido araquidénico, CaM: calmodulina, DAG: diacilglicerol, IP3: inositol 1, 4,5-
trifosfato, MAPK: proteina cinasa activada por mitégenos, MLC20: cadena ligera
de la miosina, MLCK: cinasa de la cadena ligera de la miosina, PIP2: fosfatidil
inositol 4,5-bifosfato, PLA2: fosfolipasa A2, PLC: fosfolipasa C, PKC: proteina
quinasa C, RS: reticulo Sarcoplasmatico. (Adaptado de Abdel-Latif, 2001).
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La isoforma eNOS se expresa constitutivamente en células endoteliales, aunque
también se ha encontrado en plaquetas; nNOS se expresa en células neuronales
del sistema nervioso central y periférico, y en epitelios de traquea y bronquios. La
actividad de las isoformas constitutivas es dependiente de Ca®*-CaM. La isoforma
inducible (INOS) se puede expresar en macréfagos, células endoteliales,
~ neutréfilos o células musculares lisas durante estados de inflamacion o después
de ser estimuladas con moléculas como el lipopolisacarido bacteriano (LPS) o
citocinas como la interleucina (IL) 1B. Su actividad, al contrario que la de las
isoformas constitutivas, es independiente de la concentracién de Ca?* intracelular.
La iINOS es capaz de producir grandes cantidades de NO (Nathan, 1997), y
dependiendo de las concentraciones de L-Arg, va a poder sintetizar NO, anion
superoxido (O.-) o incluso ambos (Andrew et.al., 1999). A su vez, la interaccion
entre ON y O,-. Forma peroxinitrito (ONOO-) (Stoclet et.al., 1999). También eNOS
y nNOS, en ausencia de L-Arg o del cofactor BH4, son capaces de sintetizar O2- y
peroxido de hidrégeno (H,0;) (Andrew et.al., 1999). Cada una de las isoformas de
la NOS es codificada por un gen diferente; asi los genes de nNOS, iINOS y eNOS
se localizan en los cromosomas 12, 17 y 7, respectivamente (Marin et.al., 1997), y
su estructura gendémica es similar (Alderton et.al., 2001). La regulacion de las
distintas isoformas de NOS es diferente; asi, la isoforma inducible se regula a nivel
transcripcional y post-transcripcional, mientras que las isoformas constitutivas se
van a regular a nivel post-transduccional mediante Ia union a diversas proteinas y

por senales de fosforilacion (Papapetropoulos et.al., 1999).

En condiciones fisioldgicas, la produccion de ON en las células endoteliales se
estimula por una variedad de agonistas y por las fuerzas de rozamiento producido
por el flujo sanguineo. El ON asi producido esta implicado en la regulacion del
tono vascular y la resistencia periférica, contribuyendo, de este modo, al control de
la presion arterial. EI ON también interviene en la modulacién de la contractilidad
cardiaca, tiene propiedades vaso protectoras y antiateroscleréticas, inhibe la

agregacion plaquetaria y la adhesion a la pared vascular, y previene la liberaciéon
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del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) que estimula la

proliferacion de las células musculares lisas (Marin et.al., 1997; Li et.al., 2000).

La vida media del ON es del orden de segundos; por ese motivo el ON ejerce su
accion sobre células cercanas al lugar de produccion. La activacion de la guanilato
ciclasa soluble (GCs) es el principal mecanismo intracelular por el que él ON

produce relajacion (Fig. 2).

Esta enzima posee un grupo hemo al que se une el ON produciendo un cambio
conformacional en la estructura que va a activar el centro catalitico (Lucas et.al;
2000; Carvajal. et.al., 2000), convirtiendo el GTP en GMPc. El GMPc, en las
células musculares lisas, activa la PKG que dispara reacciones de fosforilacion
que provocan la relajacion de las células musculares lisas (Lincoln et.al., 2001)
como consecuencia de la disminucion de la [Ca2+] i y la reduccion de la
sensibilidad al Ca2+ de la maquinaria contractil. Asi, la PKG activa canales de K+
Dependientes de Ca2+, de forma que se produce una hiperpolarizacion de la
membrana celular, que conduce a la inhibicion de la entrada de Ca2+ desde el
espacio extracelular a través de los canales de Ca2+ dependientes de voltaje.
Estos canales de Ca2+ pueden también ser fosforilados directamente por la PKG,
lo que provoca su inactivacion en las células musculares lisas y la consiguiente
disminucion de la [Ca2+]i. Otras dianas de la PKG son las Ca2+-ATPasas de la
Membrana plasmatica y de la membrana del reticulo sarcoplasmatico (SERCA),
de forma que se activa la salida de Ca2+ de la célula a través de la primera, y la
recaptacion de Ca2+ al interior del reticulo a través de la segunda. Ademas, la
PKG fosforila el receptor de IP3 de la membrana del reticulo sarcoplasmatico,
cuya funcion es promover la salida de Ca2+ al citoplasma, disminuyendo asi su
actividad (Carvajal et.al., 2000). Por otro lado, la PKG fosforila la MLCK, inhibiendo
asi su actividad, lo que provoca que disminuya la fosforilacion de la MLC20 vy, por
tanto, se produce inhibicion de la contraccién muscular (Marin et.al., 1997; Lincoln
et.al., 2001)
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El ON promueve otros efectos independientes de la activacion de la GCs, como
son la activacion directa de canales de K+dependientes de Ca2+, que contribuye a
la relajacion en algunos vasos (Bolotina, 1994). Ademas, es capaz de inhibir la
citocromo C oxidasa (complejo IV de la mitocondria) y la enzima convertora de
Angiotensina (ECA), o interaccionar con la ciclooxigenasa (COX) (Stoclet et.al.,
1999). Otra reaccion natural y habitual del ON es la formacion de S-nitrosotioles
(SNO). Estos compuestos han sido implicados en muchas de las propiedades
biologicas del ON, fundamentalmente en su propiedad de unirse covalentemente a
componentes criticos de proteinas celulares, como son los tioles o los metales de
transicion, pudiendo modificar asi la funcién de dichas proteinas. Este es el caso
de los canales de K+ dependientes de Ca2+ (Bolotina et.al., 1994) y los canales
de Ca2+ sensibles a rianodina localizados en el reticulo sarcoplasmatico (Stoclet
et.al., 1999). Ademas, como ya se ha comentado, el ON puede reaccionar con el
02.- rapidamente formando ONOO-, que esta implicado en procesos de
citotoxicidad, de peroxidacion de lipidos y nitracion de proteinas. Ademas de su
efecto vasodilatador, el ON inhibe la agregacion y activacion plaquetaria, la
proliferacion de células musculares lisas de la pared vascular, la expresion de
moléculas de adhesion celular, las interacciones plaqueta-leucocito y previene la
oxidacion lipidica. Todo ello va a contribuir a la disminucién de la trombosis o a la
reduccion del reclutamiento de leucocitos, entre otras acciones protectoras del ON
(Naseem, 2005).
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1.2.3. Prostanoides

Otros factores que estan implicados en la regulacion del tono vascular, tanto en
condiciones fisioloégicas como patoldgicas, son los prostanoides. Dichos factores
median muchas funciones fisiolégicas, entre otras, la maduracion del ovulo,
induccion al parto, generacion de fiebre, regulacién de la agregacion plaquetaria
(Funk, 2001) y la contraccién y relajacién del musculo liso vascular (Wright et.al.,
2001). Los prostanoides mejor caracterizados son la prostaglandina (PG) E2,
PGF2a, PGD2, PGI2 y tromboxano (TX) A2. Todos estos prostanoides van a
ejercer sus efectos a través de receptores acoplados a proteinas G (Wright et.al.,
2001) (Fig. 3). La enzima clave encargada de sintetizar los prostanoides es la
prostaglandina H sintasa, denominada también ciclooxigenasa (COX). Todos ellos
derivan del &acido araquidonico (AA), que se libera de los fosfolipidos de
membrana tras la activacion de la PLA2. Posteriormente, la COX transforma el AA
en PGH2, que es el precursor de los prostanoides. La produccion de cada uno de
los prostanoides dependera de las isomerasas que existan en cada tipo celular.
Asi, en las plaquetas se produce principalmente TXA2 mediante la tromboxano
sintetasa, mientras que en el endotelio es la PGI2 el principal, aunque no el unico,
prostanoide sintetizado. La disponibilidad de AA y la actividad de la
ciclooxigenasa, son puntos clave en la produccion de las prostaglandinas. La COX
posee dos actividades cataliticas, una ciclooxigenasa, que incorpora dos
moléculas de 02 al AA para dar PGG2, y otra peroxidasa, que cataliza la
reduccion de PGG2 a PGH2 (Davidge, 2001) (Fig. 3).

Se han descrito dos isoformas diferentes de la COX. COX-1 es una enzima que se
expresa de forma constitutiva en la mayoria de las células. COX-2 se expresa en
muchos tipos celulares en respuesta a estimulos inflamatorios como LPS o
citocinas como la IL-1B; sin embargo, se ha demostrado también que se expresa
constitutivamente en determinadas zonas del cerebro y del rindon (Vane etal.,

1998), por lo que la expresion de COX-2 se relaciona, sobre todo, con estados de
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inflamacion. En arterias mesentéricas la COX-2, se expresa en ceélulas
endoteliales y adventiciales; tras la incubacion con IL-1B, la expresion de COX-2
puede ser detectada, ademas, en células musculares lisas (Briones et.al., 2005).
Los genes de ambas isoformas se sitian en los cromosomas 9 y 1,
respectivamente. Existe un 65 % de homologia entre las dos isoformas de una
misma especie y su actividad catalitica es similar, pero no su regulacion (Davidge,
2001). Ambas proteinas estan localizadas en la membrana del reticulo
sarcoplasmatico y en la envoltura nuclear en proporciones iguales (Spencer et.al.,
1998). El gen de COX-1 consta de 11 exones y da lugar aun ARNmde 28 Kby a
una proteina de 70 KDa. El promotor del gen de COX-1 no posee caja TATA; sin
embargo, posee sitios de unién al factor activador Sp1 en el extremo 5°. La
estructura del promotor de COX-1 es caracteristica de genes “housekeeping” o
genes con actividad constitutiva. Aunque la expresion de COX-1 es constitutiva en
la mayoria de tejidos, se ha descrito expresion inducible del gen de COX-1 en
varios tipos celulares, bajo diferentes estimulos (Tanabe et.al., 2002; Ramsay
et.al., 2003). El gen de COX-2 esta formado por 10 exones y da lugar a un
transcrito de 4,6 Kb y a una proteina con un peso molecular similar a la de COX-1.
La expresion de COX-2 esta regulada a nivel transcripcional y post-transcripcional.
El promotor del gen de COX-2 contiene varios elementos reguladores, incluyendo
una caja TATA, un sitio de union para NF-IL6, dos sitios para AP-2, tres sitios para
Sp1, dos para el factor nuclear kappa B (NFkB), un motivo CRE (elemento de
respuesta de AMPc) y un sitio E-box (Tanabe et.al., 2002). NFkB es uno de los
principales factores que van a regular la expresion de COX-2. Multitud de factores
como IL1B, LPS, factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), interferén-y (INFy) o
factores de crecimiento van a inducir la expresion de COX-2 a través de una
cascada de senalizacion mediada por MAPK. El estrés mecanico y el estrés
producido por el fluido sanguineo, también inducen la sintesis de COX-2. Por otro
lado, ligandos del receptor activador de la proliferacion de peroxisomas (PPAR) y
glucocorticoides reprimen la induccion de la expresion de COX-2. El ARNm de

COX-2 posee una region 3'UTR; dicha region se transcribe pero no se traduce y
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esta involucrada en la regulacién post-transcripcional de la expresion de COX-2.
La region 3'UTR posee numerosas secuencias ATTTA que desestabilizan el
ARNm y promueven su degradacion. Algunas MAPK como p38, promueven la
Estabilizacion del ARNm (Tanabe etal., 2002; Ramsay etal., 2003) Los
prostanoides son liberados de las células que los sintetizan a través de
transportadores y ejercen sus efectos por su unidn con sus respectivos receptores.
Asi, nos encontramos con ocho receptores diferentes para los distintos
prostanoides: TP es el receptor para TXA2, IP el receptor para PGI2, FP para
PGF2a, DP para PGD2 y para PGE2 se han caracterizado 4 subtipos de
receptores (EP1-EP4). Todos estos receptores se han agrupado en tres grupos en
base a su homologia y a las propiedades atribuidas; IP, EP2, DP y EP4 conforman
el grupo de receptores cuya activacion provoca relajacion muscular; estan
acoplados a proteinas Gs y su activacion estimula la adenilato ciclasa (AC)
incrementando, por tanto, el AMPc y la relajacion del musculo liso. ElI segundo
grupo lo forman EP1, FP y TP, que estan acoplados a proteinas Gq y van a
mediar el incremento de Ca2+ intracelular provocando también vasoconstriccion.
El tercer grupo lo constituye el receptor EP3, que esta acoplado a proteinas Gi y
su activacion inhibe la AC, disminuyendo los niveles de AMPc y provocando
vasoconstriccion (Wright et.al, 2001; Funk, 2001) (Fig.3). El receptor TP tambien
puede ser estimulado por otros prostanoides diferentes al TXA2 como PGI2,
PGF2a o PGE2 (Dorn etal., 1992; Williams et.al., 1994). Otros productos que
inducen contraccion mediada por el receptor TP son los isoprostanos, que son
isdmeros de la PGF2a. Estos mediadores se producen a partir de acidos grasos
poli insaturados, por un mecanismo no enzimatico catalizado por radicales libres
(Cracowski et.al., 2001). Sin embargo, algunos estudios han descrito la formacién
de isoprostanos a través de una via dependiente de COX (Klein et.al., 1997;
Jourdan et.al., 1997; Klein et.al., 2001). En condiciones fisioldgicas se produce un
equilibrio entre la formacion de prostanoides vasodilatadores y vasoconstrictores
generados por COX, participando de ese modo en el mantenimiento del tono

vascular; sin embargo, en algunas patologias vasculares, la produccion de
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prostanoides de naturaleza contractil va a estar incrementada (Davidge, 2001,

Vanhoutte et.al., 2005).

1.2.4. Especies reactivas de oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son moléculas reactivas derivadas de
oxigeno que se producen en todas las células aerobias y se caracterizan por tener
electrones desapareados. Algunas de estas especies son altamente reactivas,
como el radical hidroxilo (OH-), y otras, como O2.- y ONOO-, son menos reactivas.
El H202 no es un radical libre puesto que no tiene electrones desapareados, pero
se genera a partir de ellos. Las especies reactivas de oxigeno participan en los
mecanismos de sefalizacion celular, afectando asi a las funciones celulares como
son la contraccion muscular, la expresion de genes, la proliferacion, la migracion y
la muerte celular. Las ROS pueden actuar como segundos mensajeros actuando

en cascadas de sefalizacion en numerosos tipos celulares.

Los agentes oxidantes van a inducir un incremento en la fosforilacion de tirosinas
debido a una inactivacion de las proteinas tirosin fosfatasas (PTP). Receptores
como PDGF-R y EGF-R, y proteinas como Src, JAK2, STAT, Ras, AkV/PKB, con
actividad tirosina quinasa también son reguladas por ROS. Ademas, las MAPK
son proteinas sensibles al estado redox, y van a ser activadas por las especies
reactivas de oxigeno, probablemente por inactivacion de fosfatasas de las MAP
quinasas (MKP), que son proteinas que regulan su actividad (Touyz, 2004b).
Factores de transcripcion como NF-kB y el activador de la proteina 1 (AP-1) son
redox sensibles y son activados por ROS. Estos factores de transcripcion son
responsables de la expresién de genes pro inflamatorios como interleucinas,
moléculas de adhesion celular y proto-oncogenes (Griendling et.al., 2000a; Touyz,
2004b) (Fig. 4).
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Figura 3: Sintesis y mecanismos de accién de prostanoides: AA: acido
araquidoénico, AC: adenilato ciclasa, AMPc: Adenosin monofosfato ciclico, DP:
receptor de la PGD2, EP: receptor de PGE, FP: receptor de PGF2aq, IP: receptor
de PGI2, TP: receptor del TXA2, PLA2: fosfolipasa A2, PLC: fosfolipasa C, TPG:
transportador de prostaglandinas.
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La Angll es uno de los factores vaso activos mas importantes en la vasculatura
que van a estimular la produccion de O2 .- a través de la activacion de la NAD (P)
H oxidasa. La activacion por Angll de la PKC, de Src, de PI3K y de Rac parecen
jugar un papel importante en la activacion de NAD (P) H oxidasa (Cai et.al., 2003;
Brandes et.al., 2005).

El O2.- es una importante molécula de sefializacién intracelular que participa en la
regulacion del crecimiento y en los mecanismos de defensa de fagocitos. Asi, las
ROS van a inducir apoptosis, expresion de moléculas de adhesion o angiogénesis
en células endoteliales, y crecimiento, migracién celular y expresion de genes
implicados en la inflamacién en células musculares lisas vasculares; NFkB es uno
de los factores de transcripcion que se activa por O2 .- (Taniyama et.al., 2003).
Por otro lado, el O2 .- induce contraccion vascular (Tosaka et.al, 2002; Didion
et.al., 2002), vasodilatacion (Marin et.al., 1995) y modula la contraccion a
diferentes agonistas (Srivastava etal., 2002). EI O2.- puede tener efectos
contractiles por su capacidad para inactivar el ON, y respuestas vasodilatadoras a
través de la formacion de ONOO-, que va a estimular la GCs, y de la formacion de
un factor relajante de naturaleza desconocida que abre canales de K+ sensibles a
glibenclamida (Marin y et.al., 1995). La excesiva produccion de O2 - ha sido
implicada en el desarrollo de la hipertension y otras patologias cardiovasculares
(Dhalla et.al., 2000). (Fig. 5).
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1.2.5. Otros factores

La endotelina (ET) es otro importante factor vasoconstrictor sintetizado por células
endoteliales y musculares lisas (Yanagisawa et.al., 1988). Existen tres isoformas
diferentes de la ET, de las que la ET-1 es la principal forma sintetizada por el
musculo liso. Medio su efecto a través de su unién a los receptores de la ET,
habiéndose descrito dos subtipos, ETA y ETB. Ambos receptores se expresan en
células musculares lisas, con mayor predominio de ETA, donde vasoconstriccion y
regulacion del crecimiento celular. En células endoteliales, sin embargo, los
receptores ETB van a inducir vasodilatacion a través de la produccion de ON y
PGI2 (White et.al., 2002; Schiffrin, 2005).

Existe un factor endotelial, diferente a los anteriormente mencionados, que media
vasodilataciéon de los vasos, al que se ha denominado factor hiperpolarizante
derivado de endotelio (EDHF) (Chen et.al., 1988). La dilatacion mediada por EDHF
parece tener mas importancia en arterias de resistencia y arteriolas (Tomioka
et.al., 1999). Se sabe que este factor media relajacion a través de la activacion de
canales de potasio dependientes de Ca2+, provocando la hiperpolarizacion de las
células musculares lisas. Aungue aun no se conoce la naturaleza del EDHF, se ha
sugerido que pueda tratarse de un derivado del metabolismo del acido
araquidénico como son los acidos epoxieicosatrienoico o hidroxieicosatetraenoico,
sintetizados por la epoxigenasa y la lipoxigenasa, respectivamente. Otros posibles
candidatos que pueden actuar como EDHF son el cation monovalente K+ o el
H202 (Bryan et.al., 2005).
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1.3. Sistema renina-angiotensina

El sistema renina-angiotensina (SRA) juega un papel importante en la regulacion
de la presion sanguinea y de la homeostasis de los fluidos corporales.
Originalmente fue considerado como un sistema circulante; sin embargo, se ha
demostrado la existencia de un SRA local con todos los componentes del sistema,
presentes en diferentes tejidos como el cerebro, el rifidn, la corteza adrenal, el
corazoén y los vasos sanguineos (Bader M et al, 2001). La angiotensina (Ang) |l es
el efector principal del SRA; se sintetiza por la accion de dos enzimas, renina y la
enzima convertora de angiotensina (ECA). La renina, proteina codificada por un
solo gen, es sintetizada en las células yuxtaglomerulares de las arteriolas renales
aferentes. En primer lugar se forma un péptido no activo, prepro-renina, que va a
sufrir modificaciones post-transduccionales para dar lugar a pro-renina. A través
de una protedlisis intracelular, la pro-renina va a dar lugar a renina activa
(Lumbers ER, 1999). El angiotensindgeno, precursor de la Angll y sintetizado en el
higado, va a ser transformado por la renina en Angl, un péptido formado por diez
aminoacidos. La ECA va a actuar sobre la Angl para dar lugar al octapéptido
Angll. A través de una aminopeptidasa A, que va a degradar el extremo N-terminal
de la Angll, se forma Anglll. Esta, a su vez, es modificada por una aminopeptidasa
B, que va a degradar el extremo N-terminal, dando lugar a AnglV. La Angll puede,
a su vez, ser modificada por diferentes endopeptidasas de tejido que van a
sintetizar Angll (1-7) (Fig.6) (Lavoie JL et al., 2003).

Recientemente ha sido descrita una isoforma de la ECA, ECA2, que va a
transformar la Angll en Ang (1-7) (Ferreira AJ et al, 2005). La Angll media sus
acciones biolégicas a través de su union a receptores especificos anclados en la
membrana plasmatica celular. Han sido identificados dos subtipos diferentes de
receptores, AT1 y AT2. El gen del receptor AT1, ubicado en el cromosoma 3 en la
especie humana, codifica para una proteina de 359 aminoacidos con siete

dominios transmembrana, y acoplada a proteinas G heterotriméricas. En roedores
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se han determinado dos subtipos del receptor AT1, AT1a y AT1b, que son
codificados por genes situados en los cromosomas 17 y 3, respectivamente. El
receptor AT2 esta codificado por un gen en el cromosoma X y esta formado por
363 aminoacidos. Contiene siete dominios transmembrana unidos a proteinas G
heterotriméricas (Allen AM et al.2000) y posee un 37% de homologia con el
receptor AT1. Ademas de AT1 y AT2, otro receptor identificado ha sido AT4 o
también conocido como IRAP (aminopeptidasa regulada por insulina), que se va a
unir a AnglV (Touyz et.al., 2000). La farmacologia de este receptor aun no esta
bien caracterizada. La Ang Il (1-7) es ahora considerada un miembro activo del
SRA. La importancia de dicho péptido ha sido reforzada por la identificacion de su
receptor, Mas, acoplado a proteinas G heterotriméricas (Ferreira AJ, et al. 20095).
El receptor AT1 esta presente en células musculares lisas y en la adventicia de los
vasos, y es apenas detectable en el endotelio. En rifdn, glandulas adrenales,
corazon, cerebro y pulmén también existen receptores AT1. Por su parte, AT2 esta
presente en tejidos fetales pero su presencia disminuye después del nacimiento, lo
que sugiere un importante papel de estos receptores en el desarrollo. Ademas, se
han observado receptores AT2 en pancreas, corazon, rindn, en la adventicia y en

tejidos con funciones reproductivas.

En adultos, la expresion del receptor AT4 es detectable en corazoén, pulmon, rindn,
cerebro e higado (Touyz RM et al. 2000). ARNm del receptor Mas para la Angll (1-
7) ha sido detectado en corazén, testiculos, rindn y cerebro (Ferreira AJ, et al.
2005).

La Angll juega un papel muy importante en la regulaciéon de las funciones renales,
vasculares y cardiacas. Asi, estimula la transmision sinaptica, la secrecion de
vasopresina (hormona anti diurética), la vasoconstriccion y la secreciéon de
aldosterona por la corteza suprarrenal, y modula la ingesta de agua y la excrecion
renal de Na+. Ademas, participa en la regulacion del tono vasomotor, del

crecimiento celular, de la apoptosis y de la migracion celular; induce la produccion

25



de los componentes de la matriz extracelular y posee caracteristicas pro
inflamatoria (Tabla). Las multiples acciones de la Angll estan mediadas por
complejos sistemas de sefalizacién que se ponen en marcha cuando Angll se une
a su receptor. La mayoria de las acciones de la Angll estan mediadas a través del
receptor AT1 (Touyz RM, et al. 2000).

1.3.1. Mecanismos de senalizacion de la angiotensina ll

Cuando Angll se une al receptor AT1, en dominios especializados de la membrana
denominados caveolas, se estimula la hidrdlisis del PIP2 por la PLC produciendo
un aumento en la formacion de IP3 y DAG (Ishizaka N, et aI.19>98). El IP3 estimulia\_
la liberacion de Ca2+ del reticulo sarcoplasmatico, aumentando la [Ca2+]i, y, por
tanto, provocando la contraccion de las células del musculo. Por otro lado, el DAG
estimula la PKC, que se transloca a la membrana plasmatica para fosforilar y
activar proteinas que intervienen en funciones vasculares como la contraccion y el
crecimiento celular. La PKC media también la alcalinizacién intracelular del medio
a través de la activacion del intercambiador Na+/H+, el intercambiador Na+/Ca2+ vy
la Na+/K+ ATPasa lo que también produce contraccion muscular debido al
aumento de las concentraciones intracelulares de Na+ y Ca2+ y al aumento de la
sensibilidad de la maquinaria contractil al Ca2+. Ademas, la PKC activa proteinas

tirosin quinasas, que van a modular el crecimiento celular.
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Figura 6: Componentes del sistema renina angiotensina. Simplificacion del

sistema renina angiotensina. La enzima de conversion de angiotensina 2 (ACE2)

convierte angiotensina | en angiotensina 1-9 en el corazon y el rifion y puede

balancear los efectos de la actividad de la enzima de conversion . Aunque la

angiotensin 1-9 no tiene efectos conocidos sobre los vasos sanguineos ,es

convertida por la enzima de conversion (ACE) a angiotensina 1-7, que es un

vasodilatador .La Angiotensina Il yla angiotensin Ill son vasoconstrictores.
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Tabla 1: Diferentes efectos de angiotensina Il mediados por los receptores AT1 y

Receptor AT1 Receptor AT2
-Vasoconstriccion -Desarrollo de tejido fetal
-Sintesis y  secrecion  de | -Inhibicion del crecimiento 'y

aldosterona

-Reabsorcion de Na+ en tubulos
renales
-Incremento en la secrecion de
vasopresina

-Disminucion del fluido renal
-Inhibicién de la renina renal
-Hipertrofia cardiaca

-Contractilidad cardiaca
-Proliferacion de células musculares
lisas vasculares

-Incremento de la actividad
noradrenérgica Periférica
-Modulacién de la actividad del
sistema nervioso central
-Formacion de matriz extracelular
-Aumento en la formacion de

especies reactivas de oxigeno

proliferacion celular
-Vasodilataciéon
-Modulacion de la  matriz
extracelular

-Regeneracion celular
-Diferenciacion celular

-Apoptosis
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La activacion de MAPK promueve la sintesis de proteinas implicadas en la
regulacion del ciclo celular, en la contraccion, de proteinas del citoesqueleto como
proteinas asociadas a microtubulos, proteina basica de la mielina o caldesmina,
COX-2, canales de Ca2 +, e intercambiador Na+/H+, proteinas todas ellas, que
van a modular la contraccion y el crecimiento celular (Touyz RM, et al, 2000).
Ademas, Angll activa PLA2, la cual esta implicada en la sintesis de eicosanoides,
importantes mediadores en la regulacion del tono y la presion vascular arterial. La
activacion de la PLA2 es depediente de la [Ca2+]i, de la proteina cinasa
dependiente de Ca2+/calmodulina Il y de la activacion de MAPK. La Angll también
activa la PLD, que va a hidrolizar principalmente fosfatidilcolina para formar acido
fosfatidico y DAG, un importante mensajero en la cascada de sefalizacion
activada por la Angll. Esta es la principal via por la que la PKC va a permanecer
activada (Fig.7) (Touyz RM, et al. 2000). Los mecanismos de sefalizacion
mediados por el receptor AT2 han sido estudiados en menor medida y no estan
tan definidos como los del receptor AT1. La Angll a través del receptor AT2 media
la activacion de proteinas tirosin fosfatasas (PTP2A) que van a inhibir el
crecimiento celular a través de la inhibicion de MAPK (ERK). Aunque el
mecanismo aun no esta claro, AT2 media vasodilatacién a través de la liberacion
de ON y de nucleotidos ciclicos (Horiuchi M, et al. 1999) (Fig.7). También se ha
relacionado el incremento de la produccion de ceramidas, que pueden estar
involucradas en el proceso de apoptosis celular, con la activacion del receptor AT2
(Kaschina E, et al. 2003). Por otro lado, se ha descrito que el receptor AT2 puede
estar involucrado en la respuesta inflamatoria observada en el dafio renal a través
de la activacién del factor de transcripcion NFkB. Asi, la activacion de NFkB en
rifdon con obstruccion unilateral del uréter, solamente es disminuida tras el
tratamiento de los animales con antagonistas de ambos receptores AT1 y AT2
(Esteban V, et al.2004). La Angll (1-7), tiene efectos opuestos a los observados
para la Angll: produce vasodilatacion, mejora la funcién endotelial y tiene efectos
beneficiosos a nivel cardiaco. Muchos estudios han mostrado que las acciones

vasculares de la Ang Il (1-7) pueden estar mediadas por el incremento en la
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produccion de prostanoides vasodilatadores, de ON y de factor hiperpolarizante
derivado de endotelio. Ademas, la Ang 1l (1-7) es capaz de potenciar los efectos
vasodilatadores de la bradicidina (Ferreira AJ, et al 2005). Ademas de los efectos
ya comentados, Angll estimula la generacion de radicales libres, principalmente
02.-, por activacion de la NAD (P) H oxidasa (Griendling KK, et al, 1994; Touyz
RM et al., 2000). Las especies reactivas de oxigeno actian como segundos
mensajeros intracelulares e intercelulares y van a jugar un papel fundamental en el
tono vascular, en el crecimiento celular y en la inflamacién, como se describira en
el siguiente apartado. La Angll estimula la produccion de factores de crecimiento
como PDGF (factor de crecimiento derivado de plaquetas), EGF (factor de
crecimiento epidérmico), TGF-B (factor de crecimiento transformante (), IGF-1
(factor de crecimiento similar a insulina), bFGF (factor de crecimiento de
fibroblastos basico) o PAF (factor activador de plaquetas). Ademas, induce la
sintesis de agentes contractiles como endotelina-1, moléculas de adhesion como
son ICAM-1 (molécula de adhesion intercelular), VCAM-1 (molécula de adhesion
de célula vascular), E-selectina e integrinas, e induce la sintesis de factores
quimiotacticos como TNF-a (factor de necrosis tumoral a) o MCP-1 (proteina
quimioatrayente de monocitos) e interleucina-6 (IL-6) (Touyz RM, et al, 2000; Das
UN, 2005).En la produccion de todos estos mediadores pro inflamatorios, el papel
que juega el NFkB es fundamental. Es un factor de transcripcion temprana que
modula la expresion de genes; es un heterodimero formado por dos subunidades,
la subunidad transactivadora p65 y la subunidad de unién al ADN p50. En células
sin estimular, NFkB esta unido a la proteina inhibitoria kB (IkB), que previene la
translocacion del factor de transcripcion al nucleo celular y la unién de este al
ADN. Angll incrementa la transcripcion de genes pro inflamatorio bajo el control
del NFkB. La infusién de Angll incrementa la activaciéon de dicho factor de
transcripcion asociada a una sobreexpresion de citocinas y quimiocinas; ademas,
el tratamiento con antagonistas del receptor AT1 disminuye la activacion de NFkB
y la expresion de TNF-a a nivel renal, y la inhibicion del NFkB con pirrolidin

ditiocarbamato, mejora la inflamacion y el dafio tisular (Ruiz-Ortega M, et al, 2003).
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La activacion del NFkB es dependiente tanto de AT1 como de AT2, como ya se ha
comentado, y el mecanismo por el cual se produce activacion del NFkB via AT1 es
dependiente de sefiales redox, de la activacion de tirosin cinasas y de MAPK,
mientras que la activacion de NFkB via AT2 parece ser mediado por la produccion
de ceramidas (Ruiz-Ortega M, et al, 2003). Recientemente, se ha demostrado que
AnglV, a través de la union a su receptor AT4, puede también incrementar el

proceso inflamatorio y la activacion de NFkB (Esteban V, et al. 2005) (Fig.7).

1.4. Alteraciones vasculares con la hipertension

La hipertension se caracteriza por un incremento en la resistencia vascular
periférica acompanada de un incremento en la presion arterial. Alrededor de un
25% de la poblacién de paises desarrollados tiene aumentada la presion arterial,
lo que implica un mayor riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares. En el
ultimo informe del Comité Nacional Conjunto en Prevencion, Deteccion,
Evaluaciéon y Tratamiento de la Hipertension Arterial, se determino establecer tres
estados de hipertension y uno de pre hipertension (Chobanian et.al., 2003). Asi,
los individuos con una presion arterial sistolica (PAS) de entre 120-139 mmHg y
una presion arterial diastolica (PAD) de entre 80-90 mmHg, estarian en un estado

pre hipertenso; individuos con una PAS de entre 140-159 mmHg y una PAD de 90-
99 mmHg, se encontrarian en el estado 1 de hipertension, individuos con una PAS
> 160 mmHg y una PAD > 100 mmHg presentarian un estado 2 de hipertension y
por ultimo el estadio 3 se presentaria con cifras >110 mmHg y >180 mmHg
(Chobanian et.al., 2003). MAPKK quinasa, MKP-1: fosfoproteina de MAPK, PA:
acido fosfatidico, PC: fosfatidilcolina, PI3K: fosfatidil inositol 3 quinasa, PKC:
proteina quinasa C, PLA2: fosfolipasa A2, PLC: fosfolipasa C, PP2A: proteinas
tirosin fosfatasa 2A, STAT: activador de la transcripcion y de la senal de

transduccion.
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Figura 7: Mecanismos de sefializacion mediados por la angiotensina Il (Angll).
Akt/PKB: proteina cinasa AKT/PKB, AMPc: adenosina monofosfato ciclico, DAG:
diacilglicerol, ERK: quinasa regulada por sefial extracelular, FAK: quinasa de
adhesion focal, GMPc: guanosina monofosfato ciclico, IP3: inositol 1,4,5-trifosfato,
JAK: quinasa de la familia Janus, JNK: quinasa N-terminal de c-Jun, MAPK:
proteina quinasa activada por mitégenos, MAPKK: MAPK cinasa, MAPKKK:
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La hipertension arterial sistémica se clasifica etiolégicamente en dos grupos:
primaria o esencial y secundaria. En un 5% la hipertension secundaria y es aquella
cuyas causas son conocidas, entre las que se incluyen alteraciones reno
vasculares, coartacion de la aorta, hiperaldosteronismo o hipertiroidismo o bien
inducida por drogas o farmacos (Akpunonu et.al., 1996). La etiologia de la
hipertension esencial presente en un 95% no se conoce y la causa puede ser
multifactorial, aunque existen factores ambientales y genéticos que contribuyen al
mantenimiento de la elevada presion arterial (Carretero, et.al.,, 2000). La
hipertension arterial esencial es un desorden heterogéneo, puede haber
considerables variaciones en la participacion de los factores causales en

diferentes periodos y estadios, y en diferentes individuos.

Como se ha comentado anteriormente, los factores liberados por el endotelio
juegan un importante papel en la regulacion de la homeostasis de la pared
vascular. Variaciones en la funcion endotelial son consideradas uno de los
principales factores responsables del incremento y mantenimiento de la presion
arterial. Asi, en determinados modelos de hipertensién se ha observado una
disminucion de las relajaciones dependientes de endotelio (Marin et.al., 1997). Sin
embargo, se han descrito también respuestas aumentadas (Dowell et.al., 1999) y
normales (LlUscher et.al., 1988) dependiendo del lecho vascular o el modelo de
_hipertension estudiado. Ademas de la disfuncion endotelial observada con la
hipertensién, se han observado también diferencias en las respuestas contractiles
a diferentes agonistas. Asi, podemos encontrar respuestas aumentadas tras la
estimulacion con diferentes agonistas (Dowell et.al., 1999; Dohi etal., 1996;
Zerrouk et.al., 1998) o respuestas disminuidas (Rossoni et.al., 2002a; 2002b). Por
otra parte, numerosos estudios han relacionado la hipertension con un incremento
del tono simpatico y con alteraciones en la biodisponibilidad de Ca2 +, entre otras
modificaciones (Marin, 1993). Ademas de los cambios funcionales, la hipertension
produce cambios estructurales y bioquimicos en las distintas capas de la pared

vascular. Las alteraciones estructurales, como el remodelado vascular, que
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ocurren en los vasos de resistencia, van a ser consecuencia o causa del
incremento de la resistencia periférica (Mulvany, 2002). Los vasos estan formados
por tres capas bien diferenciadas, intima, media y adventicia. La capa intima esta
formada por el endotelio y esta separada de la capa media, formada basicamente
por células musculares lisas, por la ldamina elastica interna. La adventicia esta
formada por terminaciones nerviosas, fibroblastos y fibras de colageno (Mulvany,
2005). Muchos estudios han demostrado que la hipertension esta asociada a un
remodelado de los vasos de resistencia. Asi, puede observarse remodelado
eutréfico, cuando se produce una disminucion del diametro externo e interno
(lumen) y/o un aumento en la relacion media: lumen, sin observar aumento en el
area de la seccion media, y acompanado de un reordenamiento celular (Schiffrin y
Touyz, 2004). Por otro lado, también podemos encontrar un remodelado
hipertréfico cuando se produce un aumento en el area de la seccién media,
asociado a un aumento de material. En este caso, se produce un aumento en la
sintesis de matriz extracelular, sobre todo de proteinas como el colageno y la
fibronectina. Ademas la actividad de enzimas encargadas de la degradacion de la
matriz extracelular, metaloproteinasas, también puede estar disminuida con la
hipertension, de forma que el aumento en la sintesis de proteinas de matriz se
deba a una disminuciéon en su degradacion y no a un aumento en su produccion
(Touyz, 2005).

1.4.1. Alteraciones en el sistema renina-angiotensina

La Angll no solo produce vasoconstriccion a través de la activacion de PLC, sino
que desencadena la activacion de tirosin cinasas, que estan asociadas con el
crecimiento, inflamacién, migracién y fibrosis celular. Esto sugiere que Angll es
crucial en el mantenimiento de la integridad estructural y funcional de la pared de
los vasos, y que podria jugar un importante papel en enfermedades
cardiovasculares como la hipertension, entre otras (Fig.8). Las terapias con
inhibidores de la ECA o con antagonistas del receptor de la Angll AT1 son muy
utilizadas y efectivas para el tratamiento de la hipertensién arterial, evidenciando
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un importante papel del SRA en el mantenimiento de la hipertension. De hecho, la
infusion de Angll en ratas incrementa la presion arterial y disminuye las
relajaciones dependientes de endotelio (Rajagopalan S, et al.1996), que son
restauradas tras el tratamiento con losartan, un antagonista de los receptores AT1

de la Angll.

La Angll media dafio tisular a través de la induccion de un proceso inflamatorio en
el que se observa un incremento en la expresion de citocinas y quimiocinas,
moléculas de adhesion celular e infiltracion de leucocitos/monocitos. Este proceso
es dependiente del estrés oxidativo mediado por Angll. Ademas, Angll participa en
el remodelado vascular a través de la regulacion del crecimiento celular,
hipertrofia/hiperplasia, y de la fibrosis tisular. Este crecimiento inducido por Angll
esta principalmente mediado por factores de crecimiento como bFGF, PDGF,
factor de crecimiento de células endoteliales vasculares (VEGF), y TGF-B (Cheng
Y, et al. 2005). Las alteraciones en la estructura de la pared vascular, derivan en el
desarrollo de varias complicaciones vasculares. Asi, en la hipertension, la fibrosis
vascular se asocia a un incremento en la produccion de proteinas de la matriz
extracelular como son el colageno y la fibronectina, destruccion de fibras elasticas,
e hipertrofia de células musculares lisas, siendo la Angll, a través de la induccion
del TGF-B, un importante mediador de estas alteraciones estructurales (Ruiz-
Ortega M, et al.2003).

Por otra parte, la infusién de Angll en ratas produce la deposicion de proteinas de
matriz en arterias y rindn y, ademas, regula la expresiéon de factores de
crecimiento profibréticos (Lombardi DM, et al. 2001). Todo ello desemboca en
hipertrofia cardiaca, vascular y renal que disminuye con inhibidores del SRA,
ademas de la disminucién en la expresion de los factores de crecimiento (Kim S,
et al.2000; Cheng Y, et al. 2005).
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Figura 8: Procesos celulares mediados por angiotensina Il. ICAM-1: molécula de
adhesion intracelular 1, LDL: lipoproteina de baja densidad, LOX-1: lipoxigenasa,
MCP-1: proteina quimioatrayente de monocitos, PAI-1: inhibidor de la actividad
deplasminégeno 1, tPA: activador de plasminogeno tisular, VCAM-1: molécula de

adhesion celular vascular 1. (Modificado de Nickenig; 2002).

La disminucion en la degradacion de las proteinas de la matriz por las
metaloproteinasas, también es responsable de su acumulacion. Asi, en pacientes
hipertensos, con elevados niveles de precusores del colageno, las
concentraciones de determinadas metaloproteinasas estan reducidas (Laviades C,
et al. 1998). La induccién del inhibidor del activador de plasminégeno-1 (PAI-1) por
Angll esta involucrado en los efectos tromboéticos y fibrosos de la Angll (Ruiz-
Ortega M, et al, 2003). En los Ultimos afos, se ha descrito un nuevo factor
profibrotico, el factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF). Este factor ha
sido involucrado en el desarrollo de varias enfermedades asociadas con la fibrosis,
el infarto de miocardio y el dano renal. En células musculares lisas vasculares,

CTGF regula la proliferacion, migracion y produccion de proteinas de matriz. La

36



expresion de CTGF vy la fibrosis a la que se asocia, estan incrementadas en ratas
infundidas con Angll. La expresion de este factor, disminuye tras el tratamiento
con antagonistas del receptor AT1 de la Angll; ademas, el incremento de la
expresion de CTGF inducido por Angll estd mediado por TGF-B (Rupérez M, et al,
2003). Entre los mecanismos moleculares que median fibrosis vascular inducida
por Angll, se encuentra la activacion de MAPK, de tirosin quinasas, de factores de
transcripcion como AP-1, de PKC, o de proteinas Rho quinasas. En ratas SHR, se
ha descrito un aumento en la produccion de Angll y un aumento en la expresion
~del ARNm del receptor AT1 y de la ECA (Otsuka S, et al.1998). Ademas, los
procesos intracelulares de sefalizacion mediados por la Angll via receptor AT1
estan incrementados con la hipertension, lo que va a contribuir a las alteraciones
en la contractilidad, en el crecimiento celular y desarrollo de la pared de los vasos,
en la expresion de genes pro inflamatorios o en la formacion de proteinas de la
matriz extracelular (Touyz RM, et al, 2000). Por otra parte, se ha observado un
aumento en las respuestas contractiles a Angll en aorta de animales hipertensos,
asociado a un aumento en la produccién de prostanoides contractiles derivados de
COX-2 (Zerrouk A, et al, 1998). Ademas, la Angll induce disfuncion endotelial y en
pacientes hipertensos, la inhibicion del SRA aumenta las relajaciones endotelio-
dependientes, al contrario que el antagonista de los receptores B atenolol, que no
mejora las relajaciones a pesar de disminuir la presion arterial (Schiffrin EL, et al,
2002), lo que implica al SRA en el deterioro de la relajacion endotelial. La
formacion de O2- por la NAD (P) H oxidasa tras la activaciéon con Angll podria
estar participando en la disminucion de la relajacion endotelio dependientes

observadas en la hipertensién (Rajagopalan S, et al 1996).

1.5. La hipertensiéon como enfermedad inflamatoria

Se ha dado especial importancia al proceso inflamatorio de la pared vascular en la
patogénesis de la hipertension y de otras enfermedades cardiovasculares. La

reaccion inflamatoria implica complejos procesos de interaccion entre células
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inflamatorias como los neutrdfilos, linfocitos o macréfagos y las células vasculares
van a responder incrementando la expresion de moléculas de adhesion, citocinas,
quimiocinas y factores de crecimiento (Virdis A, et al. 2003). Existen evidencias
epidemiolégicas que relacionan la hipertensién y el dafo renal y vascular
producido en la hipertension con procesos inflamatorios. En pacientes con
hipertension arterial se han descrito elevados niveles circulantes de moléculas
inflamatorias como proteina C reactiva (PCR), citocinas (TNF-a, IL-6), quimiocinas
(MCP-1) y moléculas de adhesion celular (P-selectina, ICAM-1), ademas de
observar en modelos animales de  hipertension infiltracion  de
monocitos/macréfagos en la pared vascular y en determinados 6rganos como el
rifidn, corazén y cerebro (Pauletto P, et al,2006; Savoia C, et al. 2006). Los
mecanismos que provocan esta respuesta inflamatoria no estan claros, pero
pueden incluir mecanismos de estrés de la pared vascular dependientes de
presion y efectos pro inflamatorios de factores humorales como la Angll. La Angll
puede actuar como una citocina pro inflamatoria (Cheng ZJ, et al. 2005; Ruiz-
Ortega MM. Et al, 2006). Asi, Angll causa disfuncion endotelial, aumenta la
permeabilidad celular, y puede activar células inmunes circulantes. Ademas, Angll
participa en la regulacion de la expresion de moléculas de adhesion; asi,
moléculas como ICAM-1, VCAM-1, P-E-L-selectinas e integrinas, ven
incrementada su expresion en distintos tipos celulares tratados con Angll y en
modelos animales infundidos con Angll. Ademas, antagonistas de los receptores
de Angll e inhibidores de la ECA disminuyen la expresion de estas moléculas en
modelos animales de hipertension, como ratas SHR-SP o ratas transgénicas para
los genes de la renina y del angiotensinégeno, y en pacientes con hipertension
esencial (Ruiz-Ortega M, et al. 2006). Por otra parte, en aorta de ratas SHR y
tejidos de animales hipertensos la expresion de citocinas pro inflamatorias como la
IL-1B, IL6, TNF-a estd aumentada. La Angll también regula la produccion de
citocinas y quimiocinas que van a jugar un papel fundamental en el reclutamiento
de células inmunes en el endotelio vascular. La infusion de Angll va a incrementar

los niveles TNF-a y de IL-6 a nivel renal y en células vasculares. Ademas, Angll

38



aumenta los niveles de MCP-1, de osteopontina, que es un factor quimiotactico de
macrofagos y de RANTES (quimiocina regulada sobre activacion, célula T normal
expresada y secretada). Inhibidores de SRA disminuyen la expresion de
quimiocinas y citocinas en modelos experimentales de enfermedad renal y
vascular (Suzuki et al, 2003; Ruiz-Ortega M, et al.2006). Entre los mecanismos
moleculares que estan implicados en la regulacién de esta respuesta inflamatoria,
destacan mecanismos redox sensibles, la activacion de proteinas cinasas como
Rho, y la activacion de NFkB. La Angll, va a estar implicada en el desarrollo de
todos estos mecanismos. Los procesos redox sensibles incluyen expresion de
moléculas pro inflamatorias, activacion de factores de transcripcion redox
sensibles (NFkB, AP-1), transactivacion de EGF-receptor, activacion de cinasas
redox sensibles y, ademas, participan en el remodelado vascular. En células
musculares lisas, Angll activa NAD (P) H oxidasa, aumentando las ROS como O2
-y H202 que van a regular, la expresién de genes pro inflamatorios (Touyz RM,
et al 2004). Angll participa en la activacion de la proteina quinasa Rho; la
inhibicion de esta proteina mejora el dafo renal, disminuye la infiltracion celular y
la expresion de MCP-1 o TNF-q, indicando que esta proteina posee un importante
papel en la regulacién de los procesos inflamatorios (Ruiz-Ortega M, et al.2006).
El NFkB es considerado el principal factor de transcripcion mediador de la
respuesta inflamatoria (Barnes PJ, et al. 1997). El dafio renal y vascular inducido
por la hipertension, ha sido asociado a un aumento en la actividad de NFkB; los
inhibidores del SRA mejoran ese dafio vascular y disminuyen la actividad de
NFkB. Ademas, se ha observado que la expresion de NFkB esta aumentada en
aorta de ratas SHR y tejidos de animales hipertensos, y disminuye cuando se
bloquea el receptor AT1 (Tummala PE, et al 1999; Pueyo ME, et al. 2000; Serrano
M, et al. 2001). La inhibicion de NFkB en modelos de hipertension como en las
ratas que sobre expresan los genes del SRA humanos, mejora el dafio de érganos
y disminuye la presion arterial (Miller DN. Et al. 2000). La activacién del NFkB por
la Angll es dependiente tanto de AT1 como de AT2, y la respuesta inflamatoria se

revierte solamente si ambos receptores estan bloqueados (Esteban et.al., 2004).
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La transcripcion de las isoformas inducibles de la NOS y la COX, que dependen
de la actividad de NFkB (Beswich et.al., 2001), y cuyos derivados participan en la
regulacién del tono vascular, también estad incrementada con la hipertension. Se
ha descrito que esta incrementada expresion puede ser modulada por la accion
del SRA (Manucha W et al. 2004). Por otra parte, algunos estudios, sugieren que
la ET-1 podria ser un importante mediador en el proceso inflamatorio cronico de la

pared vascular (Virdis A, et al. 2003).

1.6. Estrategias para el estudio de genes involucrados en enfermedades

Actualmente se encuentran disponibles una gran variedad de estrategias para
identificar los factores genéticos involucrados en las enfermedades mendelianas y
complejas. El andlisis de ligamiento, y los estudios de asociacion son dos metodos
analiticos complementarios, utilizados para detectar tanto las regiones genéticas
especificas como genes que estan involucrados en el desarrollo de la enfermedad.
Debido a que la HAS es una enfermedad compleja en la cual intervienen multiples
factores genéticos que interactian con los factores de riesgo que se encuentran
en el medio ambiente, los estudios de ligamiento poco pueden hacer en este tipo
de andlisis donde el efecto genotipico y fenotipico de cada gen es pequefio y
ademas aditivo. Por otro lado, los estudios de asociacion son los que ofrecen una
excelente herramienta metodologica para identificar alelos de susceptibilidad con
poca contribucion genética a la enfermedad, pero cada uno de los genes
candidatos presentan una susceptibilidad en la etiologia de la HAS, y solo cuando
la interaccion de los genes es aditiva, alcanzan y rebasan el umbral de
susceptibilidad y es cuando se presenta la enfermedad. Los estudios de
asociacion a diferencia de los de ligamiento generalmente no dan una asociacion
causal, pero si contribuyen en la busqueda de genes con poco efecto genotipico
de las enfermedades comunes, por lo tanto estos estudios dan un riesgo relativo
del alelo que esta siendo analizado con respecto a la enfermedad. Los estudios de

asociacion son los que han identificado varios de los genes que actualmente se
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han reportado involucrados en dicha patologia, aunque mucho de esto depende

de la geografia y etnicidad de cada poblacion (Wyszynski, 1998).

1.6.1.Estudios de asociacion alélica

A diferencia de los andlisis de ligamiento, los cuales escanean todo el genoma o
una region grande del genoma, los estudios de asociacion se emplean para
estudiar pequenas regiones y/o segmentos del genoma. Este tipo de estudios han
dado resultados excelentes para identificar genes ubicados en las regiones
genémicas que han dado ligamiento en diversas enfermedades, con estos
estudios se pueden identificar regiones cromosémicas pequefas, ademas de
genes de pequefio efecto en la enfermedad. Este tipo de disefio se puede realizar
en: a) casos y controles y b) basados en familias; padres e hijo afectado o pares
de hermanos afectados. En el primer caso se analizan enfermos (casos) e
individuos normotensos (controles) no relacionados y se compara la frecuencia de
marcadores polimorficos en ambos individuos, si la frecuencia del alelo especifico
del marcador se encuentra en mayor frecuencia en los casos que en los controles,
con un poder estadistico mayor a 0.8 entonces decimos que el marcador esta
asociado a la enfermedad. El hecho de que haya una asociaciéon entre un
marcador y una enfermedad generalmente se toma como evidencia preliminar de
ligamiento entre el marcador y el locus que causa la enfermedad (Baca, et al.
2004).

1.6.1. Causas de asociacion

Se conoce que la asociacion se puede deber por: a) Efecto directo del marcador
alélico en estudio; en algunas ocasiones el polimorfismo estudiado en ciertas
enfermedades es la causa directa de asociacion por estar involucrado en la
susceptibilidad de la enfermedad. b) Desequilibrio de ligamiento; la asociacion

puede ser debida no al polimorfismo que se esta estudiando sino a otro
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polimorfismo que este cercano a él y sea el verdadero causante de la
susceptibilidad. c¢) Estratificacion poblacional; muchas poblaciones presentan
subgrupos que no se mezclan, esto puede condicionar a que tanto la enfermedad
como algunos marcadores alélicos podrian ser mas comunes entre los individuos

de los subgrupos (Baca, et al. 2004).

1.6.3. El genoma humano y los estudios de asociacion

Gracias a la secuenciacion completa del genoma humano se pudo conocer la
distribucion exacta de los genes en los cromosomas (Venter, et al. 2001), también
se conocieron cuales eran las variantes mas comunes en el genoma. Las dos
variantes mas comunes son los repetidos cortos en tandem (STRs) o
microsatélites y los polimorfismos de un solo nucledtido o SNPs. De hecho dos
individuos cualquiera comparten el 99.9% de su genoma, el 0.01% restante
representa la variabilidad de cada individuo. Los SNPs. son una herramienta cada
vez mas importante para el estudio de la estructura e historia de nuestro genoma
(Brookes, 1999). El uso mas comun de SNPs. es para los estudios de asociacion,
que buscan una asociaciéon estadistica entre los alelos y los fenotipos
(generalmente enfermedades), para establecer claramente a genes candidatos

causantes de la susceptibilidad a desarrollar la enfermedad (Riva, et al. 2004).

Los SNPs. se han encontrado distribuidos a través de todo el genoma humano,
esto ha resultado en grandes avances en la determinacion de marcadores
polimérficos en las enfermedades comunes, de hecho actualmente los SNPs. son
los mejores marcadores para realizar analisis de asociacion. Estos polimorfismos
son variaciones normales en el ADN que se transmiten de forma mendeliana y se
encuentran en la poblacién con una frecuencia mayor al 1 %, su distribucion en el
genoma es amplia y gracias a ellos se han realizado mapas fisicos de alta
resolucion (Sebastiani, et al. 2005; Riva, et al. 2002). Se estima que los SNPs se

encuentran aproximadamente cada 500 bases o menos lo cual lleva a que se
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proponga un ndmero mayor a 7,7 millones reportados (Riva, et al. 2004), de hecho
se calcula que existen entre 10 y 20 millones de SNPs distribuidos a través de

todo el genoma (Newton, 2005).

1.6.4. Inportancia de los SNPs en los estudios genéticos

La importancia de los estudios genéticos con SNPs se debe a lo siguiente: a)
muchos los SNPs son heredados de forma mendeliana de una generacion a otra,
de esta manera que se puede estudiar la evolucion de las especies y ademas de
las poblaciones (Riva, et al. 2002), b) los SNPs pueden ser los responsables de
causar enfermedades ya que pueden alterar de la secuencia de ADN en una
region codificante o reguladora, los SNPs no sinénimos han sido implicados en
diversas enfermedades porque pueden alterar la funcién de la proteina, su
estabilidad, los sitios de corte y empalme (splicing), etc. (Riva, et al. 2002; Stitziel,
et al. 2004), c) finaimente los SNPs se pueden emplear para los estudios de
ligamiento y asociacion (Mayeux, 2005). Estos marcadores presentan algunas
caracteristicas importantes como por ejemplo la mayoria de ellos son bialélicos,
son muy abundantes en el genoma, tienen baja tasa de mutacion, son faciles de
genotipar con medios automatizados y no se requiere de una gran cantidad de
ADN para su andlisis (Zhang, et al. 2004). Los SNP’s se pueden localizar en
cualquier zona del genoma, su importancia fenotipica dependera de -la

localizacion.
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Figura 9: Ejemplo de polimorfismo (SNP). Un polimorfismo de un solo
nucledtido o SNP (Single Nucleotide Polymorphism, pronunciado esnip) es una
variacion en la secuencia de ADN que afecta a una sola base (adenina (A), timina

(T), citosina (C) o guanina (G)) de una secuencia del genoma.
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2. ESTADO DEL ARTE

2.1. Gen del angiotensinégeno (AGT)

El angiotensinégeno es una glicoproteina que contiene en su extremo amino el
decapéptido angiotensina | (Angl) el cual es liberado por la accion proteolitica de
la enzima renina (Kageyama et al; 1984). A partir de la Angl se produce
enzimaticamente angiotensina 1l (Angll), el péptido biolégicamente activo del

sistema renina angiotensina (SRA).

El gen del angiotensindgeno de humano, rata y ratén tiene homologia. En humaﬁo
este gen se ubica en el cromosoma 1 en la regién q42-q43, mide 12 kb, consta de
5 exones y 4 intrones, y produce una proteina de aproximadamente 50kD (Ohkubo
et al; 1983).

La estructura del angiotensindégeno tiene similitud con varios inhibidores de
proteasas de serina producidas por el higado, como la alfa-1- antitripsina (AAT) y
la Antitrombina Il (AT3) (Ohkubo et al; 1983). Esta similitud ha conducido a la
busqueda de otros papeles fisioldgicos del angiotensinogeno, ademas de su papel
como sustrato de renina. La biosintesis hepatica del angiotensinbgeno esta
regulada por diferentes factores hormonales incluyendo glucocorticoides,
estrogenos, hormona tiroidea, insulina y Angll. Actualmente la clonacion del gen
del angiotensindgeno ha ofrecido la oportunidad de estudiar esta regulacion a nivel
transcripcional. En base a los resultados obtenidos con este tipo de estudios
parece ser que la regulacion de la sintesis de esta proteina se da principalmente a

nivel transcripcional, es decir, por la regulacién de la expresion.

En su region 5°'UTR se han identificado multiples elementos reguladores tales
como los de respuesta de fase aguda, y respuesta a glucocorticoides, estrogenos
y triiodotironina, ademas de los promotores e intensificadores comunes. (Gaillard

et al; 1989).
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En estudios de expresion del angiotensinégeno y las enzimas del sistema renina-
angiotensina donde se detectaron la Catepsina D y G (Karlsson et al; 1998) asi
como los elementos necesarios para su conversion a la angiotensina I,

descubrieron que esta se lleva a cabo por el tejido adiposo humano.

Usando modelos de hipertrofia cardiaca se explico que el estrés causa la
liberacion mecanica de angiotensina Il a partir de miocitos cardiacos y que la
angiotensina Il actta como un mediador inicial de la respuesta hipertrofica, con
esto se define una parte mas de la fisiopatologia en cuanto al papel local del

sistema renina-angiotensina (Sadoshima et al; 1993).

Otras observaciones demostraron que la aldosterona aumenta con los niveles de
angiotensina |l que es inducida por PAI-1 (Inhibidor de plasminégeno-1) in vitro
(Sawathiparnich et al.; 2003). Con esto se puso a prueba la hipotesis de que la
aldosterona y el receptor tipo 1 de angiotensina Il (AGTR17) pueden reducir el

antagonismo entre PAI-1 en los seres humanos.

Otros estudios demostraron que el aumento de Ang Il a través de la endocitosis de
albumina era mediado por el receptor Agtr2 y activado por protein cinasa B en la
membrana plasmatica y que depende de la actividad basal de la fosfatidilinositol 3-
cinasa (PI3K) (Caruso-Neves et al.; 2005). También se encontr6 que FAK
(proteina de adherencia focal) y la fosforilacion de serina paxillin inducen la
migracion de células endoteliales umbilicales humanas (HUVECSs) a través de vias
de sefializacion dependientes de PI3K , de la familia de cinasas SRC vy la
fosforilacion de EGFR. (Montiel et al.; 2005).

En cuanto a los estudios genéticos realizados en polimorfismos, las posiciones
mas reportadas son las del sitio T174M y M235T. Los primeros estudios de
ligamiento genético en hipertension esencial proporcionaron evidencia de la

participacion del AGT en la patogénesis de este padecimiento. Se puso de
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manifiesto que el aumento de las concentraciones de Agt en plasma de
hipertensos estaban asociadas con las variantes M235T y T174M, estando estas
en desequilibrio de ligamiento e identifindoce como factores de riesgo

(Jeunemaitre et al.; 1992).

Estudios en una poblacion japonesa étnicamente mas homogénea, demostraron
que la variante T235 se asocia con hipertension esencial (Hata et al., 1994).
Debido a la participacion del angiotensindgeno en la homeostasis de la sal, quiza
el sitio T235 puede ser un marcador de las formas sensibles a sal de la
hipertension esencial. Los estudios epidemiol6gicos realizados en este tipo de
poblaciones muestran un gradiente de aumento de la prevalencia de la
hipertension y la mortalidad por accidentes cerebro vasculares al sur y norte de
Japon (Takahashi et al., 1957), que se correlaciona con un aumento en el

promedio diario de ingesta de sal (Sasaki, 1964).

Con estos resultados la informacion de que los niveles de Agt en plasma se
correlacionan con la presion arterial ha sido de particular interés y por ello se les
ha dado un seguimiento en el estudio en familias y se sugiere que el gen del agt
puede tener un papel importante en la hipertension esencial. (Caulfield et al.;
1994), Se ha investigado el ligamiento del gen AGT vy la hipertension esencial en
poblacién caucasica (Weeks, 1988) y en poblaciones aisladas de Ameérica del
Norte (Hostetler, 1974, Hegele et al. 1994) en donde en el codon 174 se encontro
una asociacion con la variacion en la presion arterial sistélica (3.1% de la variacion
total). (Hegele et al.; 1996). Otro estudio realizado en una poblacion Afrocaribefa
proporcioné informacion sobre esta asociacion con el genotipo de apoB en el
codoén 4154 pero no se encontrd asociacion con las variantes del sitio M235T
(Caulfield et al.; 1995).

Se investigd si los genes T174M y M235T estan igualmente implicados en la

patogénesis de la hipertension esencial en poblacion china, este analisis no revelo
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ninguna evidencia de ligamiento del gen AGT y la hipertension, sugiriendose que
el origen étnico puede hacer una diferencia significativa en la funcion de diversos

genes en ciertos rasgos complejos (Niu et al.; 1998).

Se ha analizado la influencia del polimorfismo M235T sobre el aumento de los
niveles de Agt, Ang |, Ang Il en plasma inducido por farmacos (Azizi et al.; 2000)
Un estudio en familias de poblacion caucasica asocio al alelo T235 del gen AGT
con un aumento de la secrecion de Agt en plasma (Brand et al.; 2002). En una
poblacion caucasica de la region anglo-australiana se excluye al gen del AGT en
la etiologia de la hipertension (Wang et al.; 1999)

Como se ha mencionado anteriormente, los estudios mas fuertes que implican a
un gen como la causa de la hipertensiéon esencial son los relacionados con el
agt.Se han realizado algunos estudios encaminados a determinar si los elementos
del sistema renina-angiotensina humana pueden reemplazar funcionalmente
elementos del sistema renina-angiotensina de raton. Se establecio que la renina
humana y los genes del angiotensinogeno pueden remplazar funcionalmente el
gen en el raton. Esto es importante por que se podra examinar la regulacion de los
elementos del sistema renina-angiotensina en humanos y probar la importancia de
las variantes genéticas de este sistema, por una combinacion de genes

transgénicos. (Jeunemaitre et al., 1992, Davisson et al.; 1997).

En un analisis de segregacién con modelos de genes recesivos se presentan
valores bajos de Agt, alrededor del 13%(Guo et al.; 1999).

Entre los estudios de SNP’s relacionados con la regién promotora de agt se ha
estudiado el sitio C -532T en familias caucasicas en donde se correlaciona a los
niveles de presiéon con niveles de Agt en plasma, en donde los niveles de Agt en
padres representan un 4.3% y un 5.5% en los hijos. En este mismo estudio se
mostro que los sitios -6G-A, M235T y 2054C-A se encontraban en desequilibrio de
ligamiento (Brand et al.; 2002).
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Se identificé una mutaciéon en la posicion -30 del aminoacido del péptido senal del
agt, en individuos heterocigotos en donde la arginina fue sustituida por una prolina
R-30P, se tuvo una baja en los niveles plasmaticos de Agt. La importancia que se
ha observado en esta posicion en humanos es en cuanto al ARNm del agt que
lleva la traduccion en dos fases el codon de inicio (AUG) que comienza rio arriba a
39 y 66 nucledtidos del sitio del cap en donde R-30P se encuentra en un grupo
basico de residuos junto al codon de inicio AUG que pueden afectar
intracelularmente a la clasificacion de la proteina naciente. (Nakajima et al.;1999)

El polimorfismo -6 G/A que se encuentra en la region rio arriba del sitio de inicio de
la transcripcion (-A-6G;) influye en cuanto a la funcion del promotor del agt. Se
sugiere un posible papel del factor YB-1(Y-box factor binding protein 1) en la
modulacion de la expresion de agt, y probablemente esta funcién se produzca en
el contexto de la participacion compleja de la interaccion con otros factores

nucleares (Nakajima et al. 2002).

En un estudio de casos-controles se encontré que los sujetos con genotipo AA o
AG en la posicion -793 A-G, fueron significativamente mas propensos a tener
hipertension RM = 1,88. (Markovic et al.; 2005).

Se ha examinado la hipotesis de que multiples variantes genéticas en el sistema
renina-angiotensina pudieran actuar juntas en la regulacion de la presion arterial, a
través de fenotipos intermedios, en donde las variantes genéticas en las regiones
reguladoras del gen AGT muestran una fuerte asociacién con la reactivacion de la

presion arterial (Gu et al. 2005).
En cuanto a la relacion de estos sitios con otras patologias se ha analizado en la

fibrilacion auricular estructural no familiar asociacion con los sitios M235T,-6G-A
y-217G-A (Tsai et al. 2004).
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En un estudio de pacientes con enfermedad coronaria en Nueva Zelanda se llegd
a la conclusion de que el alelo T235 de AGT es un factor independiente que

produce aproximadamente 2 veces mayor riesgo de enfermedad coronaria

(Katsuya et al.; 1995).

Se ha asociado al genotipo AA del polimorfismo -6G-A con la enfermedad de
Crohn (Hume et al.; 2006). En los individuos con diabetes mellitus insulino-
dependiente (DMID) que desarrollan retinopatia proliferativa (MVCD3) se encontrd
evidencia de una interaccion entre el polimorfismo /D de la ECA y el sitio M235T

del gen AGT, observandose que el sitio M235T no contribuye por si sole (Marre et

al., 1997).
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Figura 10: Localizacién del gen AGT en el cromosoma 1 (NCBI Map Viewer, disponible
en URL: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?taxid=9606&chr=1&MAPS=
genec,ugHs,genes-r&cmd=focus&fill=40&query=uid (16316628) &QSTR=AGT).

2.2. Gen del receptor tipo 1 de angiotensina ll (AGTR1)

La angiotensina Il es un importante efector que controla la presiéon arterial y el
volumen en el sistema cardiovascular. Su importancia se refleja en la eficacia de la
enzima convertora de angiotensina, inhibida en el tratamiento de la hipertension e
insuficiencia cardiaca congestiva. La angiotensina Il interactta con 2 distintos
subtipos de receptores, los de tipo 1y 2. (Agtr1 y Agtr2). Los receptores tipo 1
parecen mediar los principales efectos cardiovasculares de la angiotensina Il
(Murphy et al., 1991).
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Los primeros estudios para discemir la estructura de la secuencia gendémica del
agtr1 demostraron que la region codificante figura en un solo exon (Furuta et al.;
1992). Posteriormente al comparar el ADN genémico y las secuencias de ADNc,
(Guo et al; 1994) se demostro que el gen AGTR1 consiste en 5 exones cuatro de
estos exones codifican en la region 5-"UTR, mide aproximadamente 55 kb y el

tamario de los exones oscila entre 59 a 2.014 pb.

El gen AGTR1 se localiza en el cromosoma 3q (Curnow et al.; 1992: Szpirer et al.;
1993,) en las regiones q21-25 (Gemmill y Drabkin, 1991). Se trata de un receptor
de membrana celular con una estructura con siete dominios transmembrana
(R7DTM) que actia acoplado a proteina Gq. Los receptores AT1 y AT2 son
polipéptidos que contienen aproximadamente 360 aminoacidos que recubren la
membrana celular 7 veces (Mukoyama M; 1993) y solo existe homologia de su
secuencia en el 30 %. El gen para el receptor AT1 esta localizado en el
cromosoma 3 y el gen del receptor AT2 es el cromosoma X. (Szpirer C, 1993).(Fig.
12).

El tipo AT1, es un receptor de membrana acoplado a proteinas G, y cuyos
segundos mensajeros varian generalmente tras unirse con la A ll, el receptor AT1
se acopla a proteinas del subtipo G alfa, se desprende la subunidad alfa, que
activa la fosfolipasa C, la cual induce incrementos de inositol trifosfato (13P) y de
diacilglicerol (DAG) que causan un aumento del calcio intracelular, este ultimo
mediante la activaciéon de la proteincinasa C (PKC). En otras células, como la renal
o la hepatica, el receptor AT1 se acopla a proteinas del subtipo Gi alfa, que actua
inhibiendo la adenilatociclasa y, por lo tanto, reduciendo el AMPc (Lassegue
B,et.al., 1991).

Mediante técnicas de biologia molecular, se ha logrado subclasificar el receptor
asi como comprender su funcién; en cuanto al receptor AT1 se ha observado la

existencia de 2 subtipos del mismo: AT1A y AT1B, que se diferencian en la
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secuencia de aminoacidos de la zona C-terminal de su estructura molecular.El
receptor AT1A esta altamente expresado en higado, rifdn, aorta, Utero, ovario,
bazo, pulmén y cerebro. El receptor AT1B se encuentra expresado en la pituitaria,
glandula adrenal, rifidon, Utero e higado y esta ausente en el corazon, cerebro y

bazo (Bergsma et al.1992 y Mauzy et al.; 1992).

El receptor del tipo AT2 es también un receptor de membrana, pero se desconoce
si estd acoplado a proteinas y cudles son sus segundos mensajeros, este se
expresa fundamentalmente en tejido embrionario, su funcion es desconocida y se
ha implicado en el crecimiento y desarrollo dada su amplia distribucion en tejidos
fetales y su expresion aumentada en heridas cutaneas o en la neointima, después
de una lesion vascular. Sin embargo, existen evidencias de que el receptor AT2
media un efecto antiproliferativo y, por lo tanto, es posible que a efectos de
proliferacion y crecimiento celular los 2 subtipos de receptores actien
contrabalanciando sus efectos (AT1 proliferativo, AT2 antiproliferativo) mas que
actuar ambos favoreciendo el crecimiento. Se encontré6 un segundo gen del
receptor de la angiotensina en el genoma humano. Los 2 subtipos del receptor tipo
1 de angiotensina I, 1A y 1B (AGTR1B) (Mauzy et al.; 1992), se han identificado
en humanos, rata y raton. Estos receptores son variantes de splicing (Scott, 2001).
El receptor 1A de la angiotensina Il parece predominar en muchos tejidos, pero no
en suprarrenal o hipdfisis, y la expresion de los 2 tipos de receptores pueden ser
diferencialmente regulados en el corazén y las glandulas suprarrenales. Esta
diferencia de distribucion de tejidos y de la regulacion de los subtipos de
receptores de la angiotensina Il puede servir para modular los efectos biolégicos
de la angiotensina |l. Se afirmé que el tejido humanos expresa AGTR7
sintetizando 4 distintas alternativas (isoformas) por splicing en la transcripcion de
su ARNm, mostrando que la abundancia relativa de esta transcripcion de ARNm
varia ampliamente en los tejidos humanos, lo que sugiere que cada variante de

splicing es funcionalmente distinta. (Martin et.al., 2001).
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Para estudiar la actividad del promotor de agtrl se realizaron ensayos de
luciferasa que fueron inyectados en los corazones de ratas con hipertrofia
cardiaca, en donde la actividlad de este reportero aumenté en un 160% en
comparacién con el miocardio normal, este efecto fue bloqueado por la
introduccién de mutaciones en cualquier region de AP-1 o0 en la region GATA que
son sitios consenso de union con el promotor de AGTR1, pero estas mutaciones
no afectaron la actividad basal del reportero. La sobrecarga de presion incremento
el nivel de union del ADN al sitio AP-1 con un incremento parecido entre c-Fos y
Jun- B. Estos resultados demostraron que la region reguladora de AGTR1 esta
activa en el musculo cardiaco y sugirié que parte de la respuesta de la sobrecarga
de presion esta mediada por la interaccién de los sitios consenso AP-1 y GATA.
(Herir et al., 1997).

Numerosos estudios han demostrado la asociacion de polimorfismos con el gen
AGTR1 vy la hipertensién arterial (Bonnardeaux et al., 1994), también apoyan la
idea de que el receptor Agt1 es el objetivo mas importante para el control de la
hipertension dependiente de angiotensina Il. A pesar de la excelente
disponibilidad de medicamentos para el control de la hipertension, se ha explorado
la posibilidad del uso de terapia génica. Demostrando que por medio de un
mediador retroviral antisentido se lleva a cabo la atenuacion selectiva de las
acciones celulares de la angiotensina Il, esto en neuronas de ratones
espontaneamente hipertensos (SH). Una sola inyeccién normaliza la presion
arterial en la rata SH. Se propuso el uso de este método en pacientes. (lyer et al.;
1996). Posteriormente el uso de terapia génica mostré la normalizacion de la
presion arterial con el gen antisentido para el receptor tipo 1 de angiotensina |l
(AGTR1-AS), esto impedia los cambios fisiopatolégicos en el desarrollo de
insuficiencia renal vascular y cardiaca. La inyeccion Intracardiaca de AGTR171-AS
en ratas neonatas impedia el desarrollo de hipertension en ratas SH, por lo menos
120 dias. (Martens et al.; 1998).
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En un estudios de biopsias de miocardio; de corazones normales y con
miocardiopatia dilatada o isquémica se mostré que los niveles de ARNm del gen
AGTR1A en corazéon normal era de 2,5 veces mas baja, este hallazgo puede
influir en el uso de antagonistas especificos de AGTR7 en pacientes con

insuficiencia cardiaca (Haywood et al.; 1997).

Se ha visto que los pacientes que desarrollan preclampsia generan auto
anticuerpos contra el segundo bucle extracelular del receptor AT1. El efecto
parece estar mediado por la proteina cinasa C ya que el inhibidor de PKC la
Calfostin C impide el efecto estimulador. Estos anticuerpos pueden patrticipar en la
inducciéon de angiotensina |l por lesiones vasculares en pacientes con

preeclampsia. (Wallukat et al.; 1999)

Se ha demostrado que las variantes de splicing del ARNm del gen AGTR1B
generan una isoforma larga y AGTR1A genera una isoforma corta. Las diferencias
funcionales entre estas isoformas de angiotensina |l permiten que se dé la
respuesta ajustados por la regulacién de la abundancia relativa de la isoforma
larga y corta de AGTR1 expresadas en un determinado tejido humano. (Martin
et.al., 2001)

El vasopresor angiotensina |l regula la contractilidad vascular y la presion
sanguinea por la unién a el receptor tipo 1 de angiotensina Il. La bradicidina, un
vasodepresor, un antagonista funcional de angiotensina Il. Estos dos sistemas de
hormonas estan interconectados por la enzima convertora de angiotensina.
(Abdalla et al.; 2000). El receptor tipo 1 de la angiotensina Il y los receptores B2 de
la bradicinina se comunican directamente entre si formando heterodimeros
estables, que causan el aumento de la activacion de las proteinas G-alfa-q y G-
alfa-i, las 2 principales proteinas de sefnalizacion activadas por el receptor tipo 1
de la angiotensina Il. Ademas, la via endocitica de ambos receptores cambia con

la heterodimerizacion.
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La consecuencia final del incremento de angiotensina Il y su unién al receptor AT1
es un aumento intracelular de la concentracion de calcio y una mayor
contractilidad de las fibras citoesqueléticas. Todo ello a nivel cardiovascular
aumenta la contractilidad y la frecuencia cardiaca (inotropia y cronotropia
positivas) y aumenta el tono arterio-venoso. En la médula adrenal, se aumenta la
sintesis de aldosterona. Ademas, la actividad del receptor induce la expresion de
varios genes encargados de la sintesis proteica y de ADN, esta via nuclear seria
la responsable del estimulo de proliferacion y diferenciacion celular observado tras
perfusiones de angiotensina |l. Por ultimo, la angiotensina Il activa a la fosfolipasa
A2, responsable de sintetizar el acido araquidénico desde fosfatidilcolina, este

acido es el precursor de los eicosanoides.

En resumen, las acciones de la angiotensina |l a través del receptor AT1 incluyen:
La reabsorcion distal de Na+ por aumento de aldosterona en la médula adrenal,
reabsorcion proximal de Na+, activacion del centro de la sed y sintesis de
vasopresina a nivel del SNC, aumento de la liberacion de noradrenalina en las
terminaciones nerviosas del Sistema Nervioso Vegetativo Simpatico,
vasoconstriccion arterial a nivel vascular, Inotropia y cronotropia positivas a nivel
cardiaco, promueve la proliferacion y diferenciacion celular y genera acido

araquidonico, precursor de los eicosanoides.
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Figura 11: Localizacion del gen AGTR1 en el cromosoma 3 (NCBI Map Viewer,
disponible en URL.: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?taxid=
606&chr=3&MAPS =genec,ugHs,genes-r&cmd=focus&fill=40&query= uid
(16316629) &QSTR= AGTR1).
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Figura 12: Receptor tipo 1 de angiotensina ll, es un receptor de membrana celular

con una estructura con siete dominios transmembrana (R7DTM).
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2.3. Estudios en otras poblaciones

Estudios previos han sugerido que el componente genético juega un papel

importante en el desarrollo de la hipertension arterial sistémica, llevando a resaltar

la participacion que pueden desempefar los polimorfismos de los genes que

codifican para las proteinas involucradas en el sistema renina angiotensina.

Tabla 2: Relacién entre polimorfismos y enfermedades que en diferentes

poblaciones
; . Alelo
Pohmgrfls asocia Repercusion Poblacion Referencia
do
Aumento de niveles Caucésica Paillard  F; Hypertension
de ECA y AGT en (Francesa) 1999;34;423-429
plasma, Expresién del Brand E; European Journal of
gen AGT (AP-2), HAS Human Genetics (2002) 10, 715 —
723
Aumento en un 10% Caucasica Baker, M; International Journal of
T de AGT en plasmay (Inglesa) Epidemiology 2007;36:1356—1362
de Presion de pulso
C-532T (2.8 mmHG), HAS B
Aumento niveles de Caucasica J Seidlerova; Journal of Human
AGT en plasma. | (Italia/Alemania | Hypertension (2009) 23, 55-64
Modificacion  en la )
propiedad arterial,
HAS -
Expresion del gen | Afroamericana | Vinukonda JS; Am J Physiol
C AGT y regulacion de Regul Integr Comp Physiol. 2008
la presion. HAS Dec;295(6):R1846-8
Disminuye el riesgo Asidtica Jiang X; J Hum Hypertens. 2009
de hipertension (China) Mar;23(3):176-81
esencial
Disminucion de los Africanos Woodiwiss AJ; J Hypertens. 2006
G niveles de Jun;24(6):1057-64
aldosterona, renina y
niveles de
A-217G disminucién de
presién ambulatoria.
Incremento de AGT | Afroamericana | Li-Y; Vascul Pharmacol. 2006
por adipocitos. Jan;44(1):29-33
Incremento en riesgo Wu SJ; Physiol Genomics. 2004
A a hipertgnsién yla Asiatica Apr 13;17(2):79-86
actividad Taiws
transcripcional de (Fabein
AGT.
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Saidi S; Acta Neurol Scand. 2009
Jun; 119(6):356-63.

Aument.a & p’e;go de Asiéti_ca Niu W; Hypertens Res. 2007
Ictus isquémico y (Arabia) Nov;30(11):1129-37
arterio_sclerético (Chin’a) Wu ’SJ Physiol Genomics. 2004
Mayor riesgo HAS. (Taiwan) Apr 13:17(2):79-86
A-6G No. asociacién Afroamericana \éiﬁﬁg[()%)ﬁr;;_gg peitanE, 2008
Decremento de la
presion arterial Marin P; J Hum Hypertens. 2004
diastdlica, resistencia Caucddes Jan;18(1):25-31
a la reduccion de (Espana) Chavez, FJ;- Int J Obes Relat
micro albumina. Metab Disord. 2002
Metabolismo de Sep;26(9):1173-8
glucosa
Enfermedad renal Asiatica Anbazhagan K; Clin Chim Acta.
cronica (India) 2009 Aug;406(1-2):108-12
Riesgo de (China) Ko YL; Hum Genet. 1997
enfermedad arteria Aug;100(2):210-4
coronaria.
Hipertrofia Ventricular | Latina (Brasil) | Alves GB; Eur J Cardiovasc Prev
M235T izquierda Rehabil. 2009 Aug;16(4):487-92
No asociacion Caucasicos Pavlovic M; Eur J Pediatr. 1999
Jan; 158(1):18-23.
Presién sanguinea y Afro-caribena | Robinson MT; Hum Hypertens.
metabolismo de 2004 May;18(5):351-63
colesterol
Riesgo a dafo en Caucasicos Fatini C; Int J Cardiol. 2008 Jan
valvula mitral (Italia) 24;123(3):293-7
Eleva el riesgo a Asidtica (china) Yuan J. Biochem Genet. 2009
hipertensién Jun;47(5-6):344-50
Insuficiencia cardiaca Americanos Zakrzewski-Jakubiak M; Br J Clin
(Canada) Pharmacol. 2008 May;65(5):742-
51
T174M Ruptura prematura de | Latina (México) | Valdez-Velazquez LL; J Renin
membranas en el Angiotensin  Aldosterone  Syst.
embarazo 2007 Dec; 8(4):160-8.
Arteriosclerosis Caucasica Spiridonova MG; Genetika. 2002
(Rusia) Mar;38(3):383-92
Riesgo HAS Afroamericanos | Rutledge DR; Am J Hypertens.
1994 Jul;7(7 Pt 1):651-4
C43732T Decline de funcién Afroamericano | Israni AK, Transplantation. 2007

renal, después del
trasplante

Nov 27; 84(10):1240-7.
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3. ANTECEDENTES PARTICULARES DEL PROYECTO

Considerando la gran importancia que tienen los estudios de genes candidatos en
las enfermedades cardiovasculares y partiendo del hecho de que los estudios
previos en otras poblaciones no pueden aplicarse a la poblacion mexicana, en
nuestro grupo de investigacion nos hemos dado a la tarea de realizar estudios de
polimorfismos  genéticos asociados con enfermedades cardiovasculares
enfocandonos en las mas relevantes y con mayor prevalencia como son: los
sindromes isquémicos coronarios, las miocardiopatias, la hipertension, las
cardiopatias congénitas y las arritmias. En donde se seleccionaron a los genes
candidatos de estudio en hipertension, a aquellos relacionados con la circulacion y
crecimiento vascular, controlado principalmente por el SRA; estos genes son los
de la enzima convertora de angiotensina (ECA), angiotensinogeno (AGT), receptor

tipo | de angiotensina Il, renina y aldosterona.

Hasta el momento en nuestro grupo de investigacion se ha reportado un estudio
donde se determinaron las frecuencias génicas de los alelos de la ECA en la
poblacion mexicana tanto mestiza como indigena. El resultado muestra por
primera vez la distribucion de las frecuencias de este polimorfismo en poblaciones
mexicanas estableciendo importantes diferencias entre las poblaciones mexicanas
-y las caucésicas, asiaticas y africanas. Por otro lado, se detectd una asociacion
entre la presencia del alelo D y del genotipo DD y el desarrollo de enfermedad
arterial coronaria, sin embargo, no se detecto correlacion entre el polimorfismo y
los niveles de lipidos medidos en los pacientes. (Vargas-Alarcon, et.al. ,2003)

El presente trabajo forma parte de un proyecto de investigacion multidisciplinario
para la deteccion, control y tratamiento 6ptimo de la hipertension arterial sistémica
esencial en el contexto de la poblacion mexicana, el estudio pretende llevarse a
cabo de manera integral, abarcando desde aspectos de indole genético hasta
circunstancias propias de la practica clinica cotidiana. EI nombre del proyecto es:

“Optimizacion del Tratamiento de la Hipertensién Arterial Sistémica en México”
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(OPTHASIMEX). El cual cuenta con una cohorte en seguimiento de 15,000
pacientes portadores de hipertension arterial que fueron detectados en una
Encuesta Nacional probabilistica, realizada por la Secretaria de Salud en el afo
2000.

Esta investigacion es un avance y forma parte de la primer fase del estudio
molecular, en donde se realiza el andlisis de polimorfismos de genes relacionados
con HAS. Particularmente del gen del angiotensindégeno y del gen del receptor tipo

1 de angiotensina Il

4. IMPORTANCIA DE CONTINUAR EL ESTUDIO DEL TEMA

En la poblacion mexicana no existen estudios sobre la relacion de los
polimorfismos de los genes de AGT y del AGTR1 y HAS, ademas las
observaciones realizadas en otras poblaciones no son aplicables a la nuestra
debido a que la estructura genética del mestizo mexicano es particular. En los
afos 90's se sabia que el genoma del mexicano estaba formado por 56% de
genes amerindios, 40% de genes caucasicos y 4% de genes negroides (Lisker, et
al. 1990). En un estudio realizado en nuestro grupo sobre marcadores de ancestria
se indico que la estructura del genoma de los mexicanos se compone de 69% de
genes amerindios, 26% de genes caucasicos y 5% de genes negroides (Juarez-
Cedillo et.al., 2008) esto se ha ratificado en un estudio con otros marcadores de
ancestria (Price AL, 2007). Debido a esta particularidad en la estructura del
genoma del mexicano es necesario realizar estudios especificos en nuestra
poblacion. Se ha reportado, en otras poblaciones diferentes a la mexicana, que
existe una asociacion entre los polimorfismos de los genes AGT y AGTR1 con el
desarrollo de las enfermedades cardiovasculares, como HAS. Por tal motivo, es
conveniente realizar un estudio similar en la poblacion mexicana y establecer una
posible asociacion entre dichos polimorfismos y el desarrollo hacia el desarrollo
del HAS.
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La hipertensién arterial sistémica (HAS) es uno de los principales factores de
riesgo para sufrir un evento cardiovascular mayor, incluyendo muerte. Existen mas
de 900 millones de hipertensos en el mundo, de éstos el 80% corresponde a
paises en vias de desarrollo. En México segun el Censo de poblacion y vivienda
2000, se registraron 49,7 millones de mexicanos entre los 20 y 69 anos, de los
cuales 15.16 millones (30.05%) se consideraron portadores de HAS. Ademas, se
ha estimado que en paises en vias de desarrollo cada afio entre el 1.5% y 5% de
la poblacién hipertensa muere por causas directamente relacionadas a HAS.
Tomando a la tasa mas baja de mortalidad por HAS (1.5%), significé que en el ano
2000 ocurrieron 227,400 muertes potencialmente atribuibles a HAS y por lo tanto
virtualmente prevenibles. En otras palabras, una muerte cada 2 minutos. Si bien a
este numero de muertes potenciales hay que restar el 14.6% de pacientes
hipertensos controlados, la cifra se reduciria a 194,199 muertes, es decir una
muerte cada 3 minutos. Este padecimiento es de origen multifactorial, es decir en
su desencadenamiento participan tanto factores genéticos como ambientales. Bajo
esta perspectiva el estudio de los genes que codifican para proteinas relevantes
en la patogénesis de la HAS sera muy importante para definir marcadores de
susceptibilidad o resistencia a este padecimiento, y que pueda ser un elemento
crucial para el disefo de politicas de salud encaminadas a la atencion de la HAS,

esto con el fin de plantear mejores y mas dirigidos tratamientos.
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Il. OBJETIVOS

1. Objetivo general

Establecer el papel genético de los polimorfismos del gen AGT y del AGTR17 en la

susceptibilidad genética al desarrollo de la HAS en la poblacion mexicana.

2. Objetivos particulares

1. Generar un banco de muestras de ADN de 115 individuos con diagnostico
de hipertension arterial y de 291 individuos normotensos.

2. Determinar la frecuencia de los alelos y genotipos de los polimorfismos del
gen del angiotensinégeno (AGT) y del gen del receptor tipo | de
angiotensina Il (AGTR1); en el grupo de hipertensos y de normotensos.

3. Comparar las frecuencias alélicas y genotipicas de los grupos de estudio
con el fin de definir si alguna de las variantes de los genes AGT y AGTR1
pudieran conferir susceptibilidad para el desarrollo de HAS.

4. Obtener y analizar los haplotipos de riesgo para el gen AGT y AGTR1.
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ll. MATERIALES Y METODOS

1. Diseno de estudio

Tipo de estudio:
Estudio de casos (prospectivo) y controles

Estudio epidemioldgico, observacional, transversal, comparativo y analitico.

2. Estrategia general

En el presente estudio se incluyeron individuos con diagnostico de HAS e
individuos con presion arterial normal (normotensos). A cada individuo se le tomo
una muestra de sangre a partir de la cual se extrajo el ADN que se utilizo para el
estudio molecular. Se analizaron los resultados genéticos y se compararon con la
base clinica-demogréfica, de los grupos de estudio En la Fig.13 se observa el

diagrama de la estrategia general empleada en el estudio.
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Selecoon de Indmiduos
Hipertensos y Normotensos
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Figura 13. Estrategia Experimental en el presente estudio. Se analizaron los
polimorfismos del gen AGTR1 y los del gen AGT con ensayos Tagman por PCR
en tiempo real. Las frecuencias alélicas y genotipicas se obtuvieron por conteo
directo, evaluando el equilibrio de Hardy-Weinberg por medio de chi-cuadrada. El
riesgo relativo (RR) se evalué como razén de momios (RM) usando el método de
Woolf. La construccién y analisis de haplotipos se realizé6 usando el programa

Haploview version 4.1.
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3. Sujetos de estudio:

De acuerdo al calculo de tamafo de muestra (Diaz y Fernandez, 2002) el grupo de
hipertensos incluyo 115 individuos mestizos mexicanos, no relacionados entre si,
vistos en la clinica de hipertension del Instituto Nacional de Cardiologia con

diagnostico de hipertension arterial.

Como grupo de comparacion se incluyeron a 291 individuos con presion arterial
normal (normotensos). Como requisito adicional para ambos grupos, se considero
que cada individuo estudiado, y dos generaciones previas a él, hubiesen nacido en
México. Asi mismo, se les invito a participar en el presente estudio y se obtuvo
consentimiento informado voluntario. El estudio es de riesgo minimo, ya que solo
incluyd la venopuncion antecubital para la obtenciéon de 10 a 15 ml. de sangre
periférica. Cabe mencionar que el presente proyecto cumple con los requisitos del
Comité Institucional de Etica e Investigacion del Instituto Nacional de Cardiologia,

por quien fue aprobado.

3.1. Criterios de inclusion:

s Que tanto hipertensos e individuos normotensos, asi como sus dos ultimas
generaciones hayan nacido en México.
Edad: 20 a 80 afos.
Ambos sexos.
En el caso de los individuos hipertensos, que al momento de ingreso
presenten:
a) Presion sistolica 2140 mmHg o presion diastélica 290 mmHg.
b) Diagnostico previo de hipertension y que estén tomando medicamentos
antihipertensivos.
Para los individuos control, presion arterial normal.
Consentimiento informado y firmado.
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3.2. Criterios de exclusion

© ® N o O s w

Enfermedad no relacionada con hipertension que represente per se un
riesgo de morbimortalidad a mediano o corto plazo

Cualquier historia de accidente cerebro vascular, insuficiencia hepatica
grave, renal o Insuficiencia cardiaca grave ¢ terminal

Embarazo o lactancia.

Obesidad morbida extrema

Intolerancia a medicamentos antihipertensivos de uso comun.

Enfermedad autoinmune

Cancer

Enfermedad pulmonar de importante repercusion clinica.

Cualquier condicion médica por la cual el individuo este impedido para

completar el estudio.

10.No ser mexicano.
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4. Estudio Genético

4.1. Extraccion de ADN

Se tomaron de 10 a 15 ml. de sangre periférica de cada individuo, recolectada en
tubos “vacutainer” con EDTA al 5% como anticoagulante. Se centrifugo la muestra
de sangre a 3000 rpm durante 5 minutos y se elimino el plasma, a partir de esta
muestra se extrajo el ADN gendémico mediante la técnica de extraccion salina con
Triton X-100 (modificado de Lahiri y Numberger, 1991).

La primer fase de la extraccidn consistié en realizar la lisis de eritrocitos, primero
se transfirio el paquete globular a un tubo falcon y se adicionaron 5 ml. de TKM1
mas 125 pl de triton, se mezclo perfectamente hasta que el triton se homogenizo,
posteriormente se centrifugo a 3000 rpm durante 10 min, eliminando todo el
sobrenadante y manteniendo el botén globular, El boton obtenido se lavé con
TKM-1 hasta eliminar la hemoglobina completamente, estos lavados se realizaron
sin agregar tritdn y se centrifugo a 3000 rpm durante 5 min, este paso se realizo

hasta tener un paquete completamente blanco.

La segunda fase es la lisis de leucocitos; primero se adicionaron 800 u de TKM2 y
50 ul de SDS al 20%, se mezclo perfectamente hasta due ya no se viera el boton y
entonces se incubo a 55° C por 15 min., posteriormente se precipitaron las
proteinas adicionando 300 pl de NaCl = 6 M, mezclando y centrifugando a 3000

rpm durante 10 minutos.

Se transfirié el sobrenadante a dos tubos appendorf de 1.5 ml y se adiciono 1000
ul de etanol absoluto a temperatura ambiente, se mezclo por inversion hasta que
precipitaron las hebras de ADN, se centrifugo a 14 000 rpm durante 10 min y se
tiro el sobrenadante. Posteriormente se lavo el boton de ADN con 1000 pl de

etanol frio al 70%, se centrifugo a 14 000 rpm durante 5 min y se tiro el
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sobrenadante. El boton de ADN se seco durante 20 min, ya seco este se
resuspendio en 250 pl de T.E., por ultimo este fue incubado durante 15 min a
55°C. Una vez purificado el ADN este se cuantifico, concentr6 y se determino el
grado de pureza del ADN, de la siguiente manera: EI ADN se cuantificé en un
Fluorimetro ND-1000 (NanoDrop). Por espectrofotometria a 260 y 280 nm.

Se calcul6 su pureza mediante la siguiente férmula:
[ADN] =DO260 x F xd

Donde DO260 es la densidad 6ptica a 260 nm, F es una constante igual a 0.05
(50ug de ADN=1DO a 260 nm) y d es el factor de dilucion. El criterio de pureza
que se evalué fue de 260 nm/280 nm 2 1.6, de igual forma se verificé la integridad

del ADN en un gel de agarosa al 1%.

Finalmente, el ADN se ajusto a una concentracién d= 200ng/ul cor TE (Tris-EDTA)
y se realizaron alicuotas de éste, las cuales se guardaron a -70°Cy -20°C ya 4°

C y dos alicuotas mas de 10ng/ul, para su 6ptima preservacion y uso posterior.

4.2. Seleccion de oligonucleoétidos de los sitios polimérficos.

Se escogieron diez polimorfismos para el presente estudio, cinco pertenecientes al
gen del AGT y cinco pertenecientes al gen del AGTR1. Estos polimorfismos fueron
seleccionados debido a que previamente han sido asociados a hipertension y/o a
otras enfermedades de riesgo cardiovascular. Los polimorfismos su localizacion, el
cambio de alelo y el cambio de aminoacido, asi como el numero de ID de cada

SNP e iniciadores especificos, son mostrados en la tabla 3.

69



Tabla 3 Polimorfismos incluidos en el presente estudio, nombre, localizacién, ID SNP e iniciadores especificos

Cambio Cambio de a.a. Iniciador especifico
GEN POLIMORFISMO LOCALIZACION ID SNP + . _ .
alelo Sentido /Anti sentido
AGT C-532T Regién promotora rs5046 5'GCACTTTTCACTTGCTTGTGTGTTITTC3’
Chr. 1 3'TCCCAGTGTCTATTAGAGGCCTTTGC-5"
A-217G Regién promotora rs5049 5-GTAAATGTGTAACTCGACCCTGCACCA-3’
3'-GGCTCACTCTGTTCAGCAGTGAAACT-5
A-6G 5 UTR rs5051 5- CCCAGAACAACGGCAGCTTCTTCCCCC-3
| 3'-TIGGCCGGGTCACGATGCCCTATTTAT-5"
T174M Exoén 2, codon2, a.a. 207 |No sinénimo rs4762 | 5-TAGCCAGGCCCAGCTGCTGCTGTCCAC -3°
ACG = ATG ThrT] = MetM] 3'-TGGTGGTGGGCGTGTTCACAGCCCCA-5°
M235T Exén 2, codoén 2, a.a. 268 | No sin6nimo rs699 5'- AGGATGGAAGACTGGCTGCTCCCTGAC -3
ATG = ACG WIS} = T ] 3’- TGGGAGCCAGTGTGGACAGCACCCTG-5’
AGTR1 A-TT7TT Region promotora rs275651 | 5- TAGTTTACCAAAAATCAATTAATGTTA’-3 3'-
Chr3 TGATAGGTGAGTAGGGTGACTGTAGT -5
G-680T Region promotora rs275652 | 5'- ATTCTCAACAAAATGTAGGCAAATTGA -3
3’- CATCCAATAACATATGAAAGGGACTA -5
A-119G Region promotora rs275653 | 5'- GGCCCAACCTCCTCCCTCTCGGGATAC -3
! 3’- TTGACGGCAGCAAGGATGATGCCACA-5°
C43732T Exon 3, codén 3, a.a191 sinénimo rs5182 5- CATTATGAGTCCCAAAATTCAACCCTC -3’
CIC=CIT SRl = Lau) 3’- TCCGATAGGGCTGGGCCTGACCAAAA-5°
A 44221 G Exoén 3, codoén 3, a.a. 354 | sindnimo rs5183 5- AGCTCATCCACCAAGAAGCCTGCACCA -3°
ccA=cge | o= Proffl 3 GTGTTTTGAGGTTGAGTGACATGTTC-5'

“*NCBI;Entrez SNP, disponible en URL ( http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=snp&cmd=search&term=).
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4.3. Discriminacion alélica por la técnica de PCR Tiempo Real usando el

sistema TaqMan.

Para llevar a cabo la técnica, de cada sitio polimérfico se mandaron sintetizar tanto
los iniciadores especificos como las sondas de hibridacion especifica Tagman que
detectan el cambio. Los ensayos de PCR en tiempo real para cada polimorfismo
se sintetizaron por la compania Applied Biosystems (Foster City, CA, USA) y los
genotipos de cada muestra fueron determinados automaticamente estableciendo
las medidas de fluorescencia alelo especifica (Fig. 14) mediante lectura laser en
un equipo de PCR en tiempo real ABI PRISM 7900HT Fast Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, Foster City, CA. USA). Los resultados se analizaron
empleando el software Sequence Detection Systems version 2.3, para la
discriminacion alélica (Applied Biosystems) que permite definir los distintos alelos

de forma exacta.

Componentes necesarios para la preparacion de la reaccion del arreglo

TaqMan

TagMan Assay on Demand: Mezcla que contiene oligonucleotidos y sondas
marcadas para la amplificacion y descubrimiento de alelos por el sistema TagMan.
Esta mezcla se encuentra a concentracion 20X, la concentracion final de cada
primer es de 900nM y la sonda 250nM (1X).

TagMan Universal PCR Master Mix: Mezcla para la reaccion de PCR que
contiene AmpliTag Gold ADN polimerasa, dNTPs (con dUTP), referencia pasiva
ROX, 2X concentrado, para usar 1X.

Agua libre de DNAasa: Para la dilucion de ADN.

ADN Genémico: De 1 a 20 ng para la reaccion.
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Tabla 4 .Componentes de la reaccion Tagman.

Componentes

ul de reaccion

Volumen (ul) para 10

"TagMan Universal PCR
Master Mix, 2X
TagMan Assay on
Demand
Agua ADNse free
ADN Genoémico

Volumen Total.

5.000

0.125

0.875

4.000
10,00

Existen dos tipos de ensayo que pueden ser realizados en el equipo AB 7900HT:

Los ensayos cuantitativos (cuantificacion absoluta y cuantificacion relativa) y de

punto final (discriminacion alélica). Cuando se hace la placa de cuantificacion, la

sefal fluorescente es reunida en tiempo real, en otros términos, a cada ciclo,

generando asi mismo una curva de amplificacién de cada una de las muestras. En

los ensayos de punto final la lectura de la sefal es realizada tanto antes como

después de la amplificacion, generando un grafico de discriminacion alélica para

las muestras.(Fig.14).

Tabla 5: Condiciones de termociclado para el ensayos Tagman.

Temperaturas y Tiempos

Pasos de inicio

PCR 40 ciclos

Activacion Activacion Desnaturalizacion | Alineamiento
AmpErase AmpliTaq Gold inicial Extension
UNG ADN polimerasa
HOLD HOLD CICLOS

2 min 50°C 10 min 95°C

15 seg 95°C 1 1 min. 60°C
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El fundamento de las sondas TagMan es el del principio FRET (Fluorescent
Resonant Energy Transfer), donde una sonda TagMan es un oligonucledtido cuya
secuencia es complementaria a la region central del amplicon. Tiene una
secuencia de 13 a 18 nucledtidos que presenta en el extremo 5'una marca
fluorescente (reportero) y en el extremo 3" un quécher o apagador que
anteriormente era TAMRA (actualmente se utilizan apagadores no fluorescentes)
de tal forma que cuando estas dos moléculas se encuentran unidas por la sonda,
toda la fluorescencia emitida por el reportero, es absorbida por el apagador, por lo
que la fluorescencia global observada es igual a cero, a este fenébmeno se le
conoce como Féster (o Fluorescent) Resonant En ergy Transfer (FRET). Las
sondas TagMan tienen una Tm mayor que los primer’s por lo que, durante la etapa
de alineacion, la primera en unirse a su secuencia especifica es la sonda v,
posteriormente los primer’s, de tal forma que cuando la ADN polimerasa se une al
extremo 3’del primer e inicia la elongacion, en su paso se encuentra con la sonda
y la degrada dada su actividad exonucleasa 5°- 3". Al ser degradada, libera al
reportero del apagador lo que suprime el fendbmeno FRET y la fluorescencia
emitida puede ser determinada por el sistema de deteccion ABI 7900 HT. (Fig. 14).
Dado que la fluorescencia emitida es proporcional a la cantidad de sonda
degradada, y esta a su vez es proporcional a la cantidad de templado generado,
este sistema permite visualizar el incremento de amplicon a lo largo de la reaccion
de PCR. Para la determinacién de SNP’s se utilizan en el mismo sistema de
amplificacion dos sondas cada una de las cuales presenta en la posicion central
una de las variantes del nucledtido dimérfico, utilizando como reporteros a FAM y
VIC para diferenciarlas en tres. La sonda que hibrida perfectamente con la
secuencia blanco es escindida por la Taq polimerasa, mientras que un mistmach
en el nucledtido dimdrfico reduce la eficiencia de unién de la sonda a la secuencia
blanco y por lo tanto su degradacion. De esta forma, un aumento en la senal de
uno de los reporteros indicara homocigocidad para el nucleétido dimoérfico que
reporta la fluorescencia especifica; mientras que si se observa fluorescencia de

VIC y FAM, es un indicativo de heterocigocidad.
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Figura 14: Fundamento Sonda Tagman; se muestra el fluoréforo y el quécher
(bloqueador de la fluorescencia) acoplados a la sonda previo al proceso de

amplificacion y el fluoréforo activo luego de la formacion del producto.
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Figura 15: Mapa de discriminacion alélica, el ejemplo muestra el polimorfismo
M235 T. del gen AGT. Los puntos azules representan el genotipo homocigoto para
el alelo CC, los puntos verdes el genotipo heterocigoto CT y los puntos rojos a los
individuos homocigotos para el alelo T. Los cuadros negros son los controles

negativos (NTC; No Templado Control).
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4.4. Andlisis estadistico

Las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos de los genes
AGT y AGTR1 se determinaron por conteo directo. En cada grupo de estudio se
evalud el equilibrio de Hardy-Weinberg mediante la prueba de chi-cuadrada (X?).
Las diferencias entre grupos (hipertensos y normotensos) se determinaron usando
la prueba de X? de Mantel-Haenzel, la cual combina tablas de contingencia de 2 x
2 usando el programa estadistico Epiinfo v 5.0 (USD Incorporated 1990, Stone
Mountain, GA, USA). Cuando el nimero comparado en alguna celda era menor a
5, se utilizdo la prueba Exacta de Fisher. El nivel de significancia de p fue de
p<0.05, este valor se corrigi6 por medio de la prueba de Bonferroni (pC)
multiplicando el valor de p por el niumero de comparaciones realizadas en cada
locus, con nivel de significancia establecido como pC<0.05. El riesgo relativo con
intervalo de confianza del 95% (IC) fue evaluado como razén de momios (RM)
utilizando el método de Woolf (Woolf, 1995). Se usa el IC de 95% y este nos
permite tener una confianza del 95% de que el valor de la poblacion (parametro)
se halla dentro del intervalo. Si el IC toca el niumero 1 o la unidad no hay
significancia. Cuando los intervalos de confianza no tocan el 1 y estan por encima
del 1, ademas de ser significativos indica que existe una asociacion causal,
deletérea, daiina o perjudicial. Si los intervalos de confianza no tocan el 1 y estan
por debajo del 1 (antes del 1), ademas de ser significativo indica que existe una
asociacion beneficiosa, buena o protectora. Para asegurarse que hay significancia

estadistica el valor de p debe ser < 0.05.

4.5. Haplotipos

Posteriormente, con los resultados de las determinaciones de los 10 polimorfismos
de los genes del AGT(C-532T, A-217G, A-6G, T174M, M235T) y AGTR1(A-777T,
G-680T, A-119G, C43732T, A44221G) se obtuvieron los haplotipos con el
programa Haploview version 4.1 (Broad Institute of Massachusetts Institute of
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Technology and Harvard University, Cambridge, MA, Estados Unidos). En dicho
programa se ingresan los diplotipos, obtenidos de cada polimorfismo, de los
hipertensos y de los individuos normotensos. Haploview v. 4.1 realiza varias
mediciones de desequilibrio de ligamiento (DL) que utiliza para crear una
representacion grafica, también conocida como mapa de haplotipos. ElI DL hace
referencia a una situacion en que una combinacion particular de alelos en dos loci
proximos segregan ligados mas frecuentemente que lo se esperaria dada la
frecuencia de cada alelo (Sudbery, 2004). Los cuadros de colores dentro del mapa
de haplotipos representa las relaciones de desequilibrio de ligamiento; los cuadros
color rojo brillante representan una clara evidencia de DL, los cuadros color rojo
claro o rosa indican una leve evidencia de DL y los cuadros color blanco significan
que no existe DL. Al seleccionar grupos de marcadores (polimorfismos) el
programa genera posibles haplotipos y su frecuencia en la poblacion (Barrett et al,
2005)

Mapas genémicos

Un mapa gendomico es una representacion lineal de los sitios genomicos
importantes (genes y marcadores). Se refiere tanto a un cromosoma (mapa
citogenético) como a un tramo de ADN. Un mapa provee informacion acerca de la
posiciéon de un marcado gendmico en particular y su relacion con los otros.

Un mapa genético expresa las posiciones relativas de los genes entre si sin un
anclaje fisico al cromosoma. La distancia entre los marcadores se determina por la
frecuencia de recombinacion durante la meiosis, que a su vez esta determinada
por la distancia relativa entre los loci. Un mapa fisico provee informacion de la
posicion exacta de un gen o marcador, da la posicion de un locus génico y su
distancia hacia otros genes en el mismo cromosoma en valores absolutos;
expresada en pares de bases (pb) y en relacién con determinadas posiciones a lo
largo del cromosoma. El mapa genético da la frecuencia de recombinacion,

expresada en unidades de recombinacion o centimorgans (cM). Un centimorgan
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corresponde a una frecuencia de recombinacion del 1%, es decir, la aparicion de
un gameto recombinante entre 100, mientras que los 99 restantes tendran la
configuracion parental. Fisicamente, 1 cM corresponde a una secuencia de ADN
de entre 0.7 y 1 Mb, pero no hay una relacién fija entre las distancias genéticas y
fisicas (Passarge, 2004; Sudbery, 2004).

Para que una meiosis sea informativa es preciso que se pueda medir la frecuencia
de recombinacion entre los marcadores, es decir, que sea posible distinguir entre
los cromosomas parentales y los recombinantes. Esto precisa que ambos
marcadores sean heterocigotos. La fase determina la manera en que alelos
particulares préximos en la localizacién de sus loci estan en el mismo (cis), o en
distinto cromosoma (trans). Un ejemplo de esto en la meiosis informativa
representada en la Figura 16 , en la que los alelos A y 1 estan en cis, mientras que
los alelos Ay 2 estan en trans. Se aprecia claramente la necesidad de conocer la
fase para distinguir tras la meiosis si los cromosomas son recombinantes o son

parentales (Sudbery, 2004).

Un haplotipo consiste en un conjunto de alelos ligados y proximos que tienden a
heredarse conjuntamente en la meiosis sin separarse por recombinacion
(haplotipo es la contraccion de genotipo haploide). En el ejemplo anterior se
muestran dos haplotipos parentales, A1 y B2. Los haplotipos pueden contener
méas de dos alelos. De modo general, los alelos que forman un haplotipo se
heredaran conjuntamente como un bloque puesto que dada su cercania hace

dificil que se separen por recombinacion. (Sudbery, 2004).

Los primeros mapas del genoma humano se llevaron a cabo en los anos 70 y se
basaban en el ligamiento entre marcadores, los grupos sanguineos y otros rasgos
fenotipicos de caracter monogénico. El ligamiento entre estos marcadores era
bastante escaso, de manera que la resolucion de los mapas era bastante baja y

amplias zonas del genoma quedan sin representacion. La falta de marcadores
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Gtiles en relacion al tamafo del genoma retrasé el progreso en la construccion de
los mapas genéticos humanos. La salida de atolladero técnico en que se
encontraba la construccion de mapas se produjo en 1980 gracias al
descubrimiento de que muchas secuencias del genoma eran polimorficas a pesar
de no tener efectos fenotipicos. A estos marcadores se les llamé polimorfismos
moleculares neutros. El primero de estos marcadores utilizados se denominé
mediante fragmentos de restriccion polimérfica (RFLP’s). Los RFLP’s se basan en
la presencia o ausencia de una secuencia para una enzima de restriccion,

generalmente debida a un polimorfismo en una sola base.

Maiosls no informativa

A { A i
0
i3 1 B |
A 2
Moiosis informativa - @
A ‘ i B !
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e P W'“’\.M ‘b #
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Figura 16. Meiosis informativa y no informativa. La figura Izquierda: dos
cromosomas homélogos en una célula diploide a punto de desarrollar una meiosis.
Dos loci contiguos, cada uno con los alelos, se localizan en estos cromosomas.
Derecha: se muestra la estructura de los gametos resultantes de la meiosis.

Arriba: la meiosis no es informativa puesto que uno de los loci es homocigoto;
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después de la meiosis los gametos dispondran de cromosomas idénticos a los que
tenian antes de la meiosis. Abajo: la recombinaciéon origina cromosomas que
pueden * distinguirse de los cromosomas no recombinantes; la meiosis es
informativa (Tomado de Sudbery, 2004).
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IV. RESULTADOS

1. Caracteristicas clinicas de los grupos de estudio

En este estudio de casos y controles se analizaron 115 hipertensos y 291
normotensos, se determinaron las medidas somatométricas (el indice de masa
corporal), la presion arterial y los niveles de lipidos y lipoproteinas en una muestra

de la poblaciéon mestizo mexicana de ambos sexos, de 20 a 80 anos.

La medicion de la presion arterial fue ajustada por edad, género. Para esto se

tomo en cuenta la hipertension arterial sistélica y diastdlica.
CARACTERISTICAS CLINICAS DEL GRUPO HIPERTENSO

El promedio de la edad fue de 55 afos, de un total de 115 individuos el 45% eran
mujeres y el 55% eran hombres. Este grupo presento un promedio de IMC de 29.5
Kg/m2, en cuanto a las lipoproteinas el promedio de colesterol total fue de 197.5
mg/dl, de HDL (proteinas de alta densidad) 43.2mg/dl, de LDL (proteinas de baja
densidad) 122.7 mg/dl y de Triglicéridos fue de 197.7 mg/dl; el promedio de
glucosa para el grupo de hipertensos fue de 108.6 mg/dl, se presento un 15% de

individuos con Diabetes Mellitus tipo 2 (> 126 mg/dl)
CARACTERISTICAS CLINICAS DEL GRUPO NORMOTENSO

En el grupo de individuos normotensos el promedio de la edad fue de 50 anos de
un total de 291 individuos el 54% eran mujeres y el 46% eran hombres. Este grupo
presento un promedio de IMC de 27.2 Kg/m2, en cuanto a las lipoproteinas el
promedio de colesterol total fue de 189.9 mg/dl, de HDL (Proteinas de alta
densidad) 46.4 mg/dl, de LDL (proteinas de baja densidad
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9117.5 mg/dl y de Triglicéridos fue de 160.9 mg/dl; el promedio de glucosa para

este grupo fue de 92.5 mg/dl, se presento un 10% de individuos con Diabetes

Mellitus tipo 2 (> 126 mg/dl)

Dentro de los factores considerados en el estilo de vida —consumo de tabaco,
alcohol-. La mayor prevalencia de tabaquismo, se dio en los individuos
normotensos (24%) al comparar con el grupo de hipertensos (17%). En cuanto al
consumo de alcohol la prevalencia en hipertensos fue de 70% y en el grupo de

normotensos fue de 69%.

2. Estudio Genético

Para cada polimorfismo se confirmo que la proporcion de los genotipos se
encontraran en equilibrio de Hardy-Weinberg, por lo tanto se puede sugerir que no

hay estratificaciéon poblacional en nuestra muestra de estudio.

2.1. Anélisis de polimorfismos del gen AGT y del gen AGTR1

Para la identificacion y genotipificacion de los genotipos de los polimorfismos del
gen AGT y del gen AGTRT1 se realizo la discriminacion alélica en 115 hipertensos
y 291 individuos normotensos. Los resultados de la comparacion de las
frecuencias alélicas y genotipicas entre los grupos de estudio se muestran a

continuacion.
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Tabla 6: Caracteristicas Clinicas y Demograficas de sujetos Hipertensos y Normotensos, especificando los valores de

referencia.
NORMOTENSOS HIPERTENSOS
Variables (N=291) (N=115)
Valores de referencia *
Genero N % N %
FEMENINO 156 54% 52 45%
MASCULINO 135 46% 63 55%
DS Max Min DS Max Min
Edad (afos) }_ 500 #1072 21 | 557 «#0: .79 29
IMC (kg,m?) Noral Sobrepeso Obesidad | Obesidadll | Obesidad
(Indice de Masa Corporal) 27.2 29.5 19049 25-29.9 30-34.9 35-39.9 i
- < >40
Colesterol Total (mg/dl) 189.9 1975 Bajo riesgo Riesgo Incierto Alto riesgo
i i <200 201 - 239 >240
v HDL (mg/dl) 464 43 9 Alto riesgo ' Bajo riesgo
High density lipoprotein : : <40 >60
X LDL (mg/dl) l 175 1 1227 Deseable Limite Elevado
Low Density Lipoprotein : ; <130 130 - 160 >160
Triglicéridos (mgldl) | 1609 | 197.7 B-160
Glucosa Normal
92.5 108.6 Antes de las comidas 70-110
. 1 hr. Después de comer menos de 160
, Diabético DM2(No/Si) | 10 | 15 > 126 mg/di
Presion Arterial Normal | Pre-HAS | HAS-1 [ HAS-2 | HAS3
' PA sistélica (mmHg) 1 1M ] 141.3 <120 v l 120 - 139 ’ 140-_159 ! >160 ‘ >180
| PAdiastélica (nmHg) 70 833 <80 ] 80 -89 | 90-99 ] >100 ‘ >110
Estilo de Vida n n
Tabaco (No/Si) 69 | 24% 20 | 17%
Alcohol (No/Si) ] 202 | 69% 80 } 70%

Organizacion Mundial de la Salud. Encuestas serolégicas multiples y bancos de la OMS para sueros de referencia.
Ginebra: OMS, 1970.. USR [http://whqlibdoc.who.int/trs’s WHO_TRS_454_spa.pdf].
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Tabla 7. Analisis de frecuencias alélicas (fa) y genotipicas (fg) del polimorfismo C-

532T en hipertensos y normotensos.

- »&I\elcl)sh ) n fa n fa
Cc 215 0.935 545 0.933 NS
i 15 0.065 39 0.067 NS
Genotipos | N fg n fg
cC 101 0.878 251 0.880 NS
CT 13 0.113 31 0.106 NS
TI 1 0.009 4 0.014 NS

En la tabla se muestran las frecuencias alélicas (fa) y frecuencias genotipicas (fg)
del sitio polimérfico C-532T, los resultados de la comparacion de las frecuencias
alélicas y genotipicas entre el grupo de hipertensos e individuos normotensos se

comportaron de manera similar. p<0.05. NS= no significativo.
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Grafica1. Comparacién de frecuencias alelicas (fa) entre hipertensos e individuos
normotensos del alelo C y T del sitio C-532T.
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Grafica2. Comparaciéon de frecuencias genotipicas (fg) entre hipertensos e

individuos normotensos del genotipo CC, CT y TT del sitio C-532T.
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Tabla 8: Analisis de frecuencias alélicas (fa) y genotipicas (fg) del polimorfismo A-

217G en hipertensos y normotensos.

A-217 G NORMOTENSOS
(n=291) p RM | (IC 95%)
Alelos n fa
A 17 0.074 38 0.065
G 213 | 0.926 544 0.935
Genotipos N fg n fg
AA 0 0 3 0.010
AG 17 0.148 32 0.110 | 0.026 | 1.86 | (1.03-3.34)
GG 98 0.852 256 0.880

En la tabla se muestran las frecuencias alelicas (fa) y genotipicas (fg) del sitio

polimorfico A-217G, los resultados de la comparacién entre el genotipo AG del

grupo de hipertensos e individuos normotensos, presenta un incremento de la

frecuencia genotipica (fg) en los hipertensos, con un valor de p de 0.026 RM=1.86

y un IC 95% 1.03-3.34

86



1.000
0.900
0.800
0.700
fa  0.600
0.500
0.400
0.300
0.200
0.100
0.000

i N —

N —

/ TR

| NS [N (NN N N —

ALELOS

Grafica 3. Comparacion de frecuencias alelicas (fa) entre hipertensos e individuos

normotensos del alelo Ay G del sitio A-217G
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Grafica 4. Comparacion de frecuencias genotipicas (fg) entre hipertensos e

individuos normotensos del genotipo AA, AG y GG del sitio A-217G
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Tabla 9: Analisis de frecuencias alélicas (fa) y genotipicas (fg) del polimorfismo A-

6G en hipertensos y normotensos.

'A6G |HIPERTENSOS [NORMOTENSOS| p
l'-'—A’Ielos n F; n fa
A | 14| 0661 | 405 | 0695 ‘,j,N‘si
G 713 | o339 | 177 | 0304 f NS
Genotipos N | Fg n ol fg
AA 500 odAss T1as o4 | NS
AG | 52 | 0452 | 129 | 0443 | NS
Ge | 13 | ofia]l 24 | 0082 | NS

En la tabla se muestran las frecuencias alelicas (fa) y frecuencias genotipicas (fg)
del sitio polimorfico A-6 G, al comparar las frecuencias alelicas y genotipicas entre
el grupo de hipertensos y el grupo de individuos normotensos se presento un

comportamiento similar. p<0.05, NS. no significativo,
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Grafica 5. Comparacion de frecuencias alelicas (fa) entre hipertensos e individuos

normotensos del alelo Ay G del sitio A-6 G
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Grafica 6. Comparacion de frecuencias genotipicas (fg) entre hipertensos

individuos normotensos del genotipo AA, AG y GG del sitio A-6G

89



Tabla 10: Analisis de frecuencias alélicas (fa) y genotipicas (fg) del polimorfismo

M235Ten hipertensos y normotensos.

"M235T | HIPERTENSO | NORMOTENSOS |
| =ity |
Alelos n Fa T fa
" M | 155 | 0674 | 401 | 0689 | NS
T om0t f NS
“Gen‘o’t:ipo.s N l;g n fg e
MM | 52 | 0452 | 135 | 0464 | NS
" MT | 51 |0443| 131 | 0450 | NS
TT [ 12 [oMoa| 25 | 0086 |iNS

En la tabla se muestran las frecuencias alelicas (fa) y genotipicas (fg) del sitio
polimérfico M235T la comparacion de las frecuencias alélicas y genotipicas entre
el grupo de hipertensos y el grupo de individuos normotensos presentan la misma
distribucion de frecuencias. p<0.05, NS. no significativo,
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Grafica 7. Comparacion de frecuencias alelicas (fa) entre hipertensos e individuos

normotensos del alelo My T del sitio M235T.
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Grafica 8. Comparacion de frecuencias genotipicas (fg) entre pacientes e

individuos normotensos del genotipo MM, MT y TT del sitio M235T.
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Tabla 11: Analisis de frecuencias alélicas (fa) y genotipicas (fg) del polimorfismo

T174M en hipertensos y normotensos.

T174M NORMOTENSOS | p RR | (IC 95%)
(n=292)
Alelos n fa
M 207 | 0.900 516 0.884
T 23 0.100 68 0.116
Genotipos | N fg N fg
MM 94 0.817 229 0.784 | 0.049  1.52 | (0.96-2.41)
™ 19 0.165 58 0.199
1T 2 0.017 5 0.017

En la tabla se muestran la sfrecuencias alelicas (fa) y frecuencias genotipicas (fg)

del polimorfismo T-174M. al comparar el genotipo MM entre el grupo de

hipertensos e individuos normotensos, se observa un incremento de la frecuencia

genotipica (fg) en los hipertensos, con un valor de p de 0.049, en cuanto a las

frecuencias alelicas (fa) presentan una distribucion similar entre ambos grupos.
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Grafica 9. Comparacion de frecuencias alelicas (fa) entre hipertensos e individuos

normotensos del alelo My T del sitio T174M
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Grafica 10. Comparaciéon de frecuencias genotipicas (fg) entre hipertensos e

individuos normotensos del genotipo MM, MT y TT del sitio T174M
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Tabla 12: Analisis de frecuencias alélicas (fa) y genotipicas (fg) del polimorfismo A

44221 G enlos grupos de pacientes con HAS y de individuos normotensos.

| HIPERTENSOS | NORMOTENSOS |

e e (n=202) |
I R

R toos [oooa | 531 | 0909 |NS

© G | 22 | 00w | 53 | 0091 | NS

AA | 104 | 0904 | 264 | 0904 | NS
A6 | 0 | oooo| 3] 0010 | NS
GG | 11 | 009 | 25 | 0086 | NS

En la tabla se muestran las frecuencias alelicas (fa) y frecuencias genotipicas (fg)
del polimorfismo A44221G al comparar las frecuencias alélicas y genotipicas
entre el grupo de hipertensos e individuos normotensos presentan una distribucion

similar, entre ambos grupos de estudio.p<0.05, NS=No significativo.
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Grafica 11. Comparacion de frecuencias alelicas (fa) entre hipertensos e

individuos normotensos del alelo Ay G del sitio A 44221 G.
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Grafica 12. Comparacién de frecuencias genotipicas (fg) entre pacientes e
individuos normotensos del genotipo AA, AG y GG del sitio A 44221G
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Tabla 13: Analisis de frecuencias alélicas (fa) y genotipicas (fg) del polimorfismo

G-680T en hipertensos y normotensos.

" G680T | HIPERTENSOS | NORMOTENSOS | P

Alelos | N fa n Fa
Géhbtipos | ‘N‘ fg n i Fg
6T | 17 | o018 29 | 0168 | NS

"7t | o5 | 086 | 238 | 0818 [ NS

La tabla muestra las frecuencias alelicas (fa) y frecuencias genotipicas (fg) del sitio
polimoérfico G-680T la comparacion de las frecuencias alélicas y genotipicas entre
el grupo de hipertensos y el grupo de individuos normotensos no muestra

diferencias estadisticamente significativas en la distribucion de frecuencias.

p<0.05, NS: No significativo,
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Grafica 13. Comparacion de frecuencias alelicas (fa) del sitio G-680T entre

hipertensos e individuos normotensos del alelo Gy T.
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Grafica 14. Comparacién de frecuencias genotipicas (fg) del sitio G-680T entre

hipertensos e individuos normotensos del genotipo GG, GTy TT.
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Tabla 14: Analisis de frecuencias alélicas (fa) y genotipicas (fg) del polimorfismo A

44221 G en los hipertensos y normotensos.

~ A119 G | HIPERTENSOS | NORMOTENSOS | p
-y __1 w29
Xl-éros n § fa n fa-——
A L 212 ifs_(_)g.gz’z* 529 l;f’ *0‘.,.909
G 18 | 0078 | 53 | 0091
Genotipos N | fg N fg
AA | 98 | 0852 L 239 | 0821 | NS
AG [ 16 | 0139 | 51 [ 0175 | Ns
66 | 1 ]oogh T ] ooos [ NS

La tabla muestra las frecuencias alelicas (fa) y frecuencias genotipicas (fg) del
sitio polimérfico A-119G se puede obervar que al comparar el grupo de individuos
normotensos y de hipertensos las frececuencias alelicas y genotipicas no

presentan diferencias estadisticamente significativas.. NS: No significativo, p<0.05.
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Grafica 15. Comparacion de frecuencias alelicas (fa) entre hipertensos e

individuos normotensos del alelo A y G del sitio A-119G.
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Grafica 16. Comparaciéon de frecuencias genotipicas (fg) entre hipertensos e

individuos normotensos del genotipo AA, AG, GG del sitio A-119G.
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Tabla 15: Analisis de frecuencias alélicas (fa) y genotipicas (fg) del polimorfismo A

A-777T enlos hipertensos y normotensos.

: A-777T 'HIPERTENSOS

NORMOTENSOS | p

(n=115)  (n=291)
Alelos | N fa | N fa
A | 24 ] 0104 62 | 0106 | NS
MW 520 gesa | nNs
Genbtipos N fg N fg |
AA o0 7 0.024 NS &
AT | 16 | 0139 | 48 | 0164 NS
7T | %5 | oem. |26 0812 NS

La tabla muestra las frecuencias alelicas (fa) y frecuencias genotipicas (fg) del

polimorfismo A-777T al comparar a los hipertensos e individuos normotensos se

mostro que las frecuencias alelicas y genotipicas no tienen diferencias

estadisticamente significativas. El valor de p se obtuvo de la comparacién entre las

frecuencias alélicas y genotipicas de ambos grupos. NS: No significativo, p<0.05.
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Grafica 17. Comparaciéon de frecuencias alelicas (fa) entre hipertensos e

individuos normotensos del alelo Ay T del sitio A-777T.
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Grafica 18. Comparacién de frecuencias genotipicas (fg) entre hipertensos e

individuos normotensos del genotipo AA, AT, TT del sitio A-777T.
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Tabla 16: Frecuencias alélicas (fa) y genotipicas (fg) del polimorfismo C43732T

en los hipertensos y normotensos.

. HIPERTENSOS A NORMOTENSOS
(n=115) (n=292)
Alelos N fa n fa pC | RR | (IC 95%)
Cc 119 | 0.517 251 0.430 |0.046 | 1.42 | (1.04-1.95)
T 111 0.483 333 0.570 |0.046|0.70 | (0.5-0.95)
Genotipos N fg n fg p
cC 30 0.261 51 0.175 |0.049 | 1.66 | (0.99-2.78)
CT 59 0.513 149 0.510
T 26 0.226 92 0316

La tabla muestra las frecuencias alélicas (fa) y las frecuencias genotipicas (fg) del
sitio polimérfico C43731T en donde el valor de pC para los alelos C y T, obtenido
al comparar las frecuencias de ambos alelos entre el grupo de hipertensos e
individuos normotensos, es de p= 0.046. Se observo un incremento en la
frecuencia alélica (fa) del alelo C en el grupo de hipertensos al comparar con la
frecuencia alélica del grupo de individuos normotensos. La RM para el alelo C es
igual a 1.42, con un IC al 95% de 1.42-1.95. Se observo un incremento de la
frecuencia alélica (fa) del alelo T en el grupo de individuos normotensos al
compararse con los hipertensos, donde la RM es de 0.070 con un IC al 95% de
0.5-0.95. Asi mismo, al comparar el genotipo CC entre el grupo de hipertensos e
individuos normotensos se observa un incremento de la frecuencia genotipica (fg)
en el grupo de hipertensos, con un valor de pC de 0.049 (RM=1.66, IC al 95%
0.99-2.78).
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Grafica 19. Comparacion de frecuencias alelicas (fa) del sitio C43732 T entre

hipertensos e individuos normotensos del alelo C y T.
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Grafica 20. Comparacion de frecuencias genotipicas (fg) C43732T entre
hipertensos e individuos normotensos del genotipo CC, CTy TT.
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3. Haplotipos

Con los resultados obtenidos de los polimorfismos del gen AGT (532 C/T, -217
AIG, -6 A/G, 235 M/T y 174 TIM) y del gen AGTR1 (-680 A/T, -119 A/G, -777 AIT,
44221 A/G y 43732 C/T) se evaluaron los posible haplotipos con el programa
Haploview versién 4.1., para cada gen, como se menciono en la seccion de
andlisis de resultados, el programa realiza varias mediciones de desequilibrio de
ligamiento que utiliza para crear una representacién grafica, también conocida

como mapa de haplotipos.

El nimero de hipertensos utilizado para formar los haplotipos fue de 115 y el
numero de individuos normotensos de 291 para cada gen; los mapas y tablas

correspondientes se muestran a continuacion.

3.1. Haplotipos para los sitios polimérficos del gen AGT

En el mapa de haplotipos se muestra el desequilibrio de ligamiento entre los

marcadores de estudio (Fig. 17).

En cuanto a la distribucion en nuestra poblacion se tiene que el diplotipo M235T
(rs699) y A-6G (rs5051) se encuentran en desequilibrio de ligamiento
(LOD=108.95); asi el diplotipo M235T (rs699) y A-217G (rs5049) estan en
desequilibrio de ligamiento (LOD=3.78), los diplotipos A-6G (rs5051) y A-217G
(rs5049) también se encontraban en desequilibrio de ligamiento (LOD=3.09), de la
misma forma los diplotipos A-6G (rs5051) y C-532T (rs 5049) estan en

desequilibrio de ligamiento (tabla 17).

Al hacer los haplotipos se forman siete diferentes combinaciones (CCAGC,
TCGGC, CTAGC, CCAAT, CCGGC, TCAGC y TTGGC) observandose que la

frecuencia en la que se presentan en los grupos de estudio es similar. (Tabla 18)
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H i 1-M235T (rs699)

2.-T174M (rs4762)
3.-A-6G  (rs5051)
4.-A-217G (rs5049)
5.- C-532T (rs5046)

rs699

rs4762
1s5051
rs5049
rs5046

Block 1 (4 kb)

. Clara evidencia de DL.

Leve evidencia de DL.

Q No existe DL.

Figura 17 . Mapa de haplotipos del gen AGT del grupo hipertenso comparado con
el grupo de individuos normotensos. El mapa de haplotipos es una representacion
grafica de varias mediciones de desequilibrio de ligamiento (DL). Se observan
cuatro diplotipos formados por los polimorfismos: 1 (M235T; rs699) y 2 (T174M;
rs4762) con 3 ( A-6G; rs5051) con el 4 (A-217G; rs5049) y este con el 5 ( C-
532T;rs5046), lo que indica que existe una clara evidencia de DL entre estos
polimorfismos, el comportamiento de las frecuencias entre estos marcadores se

comporta similar en los dos grupos de estudio. p<0.05.
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Tabla 17. Resultados desequilibrio de ligamiento de los sitios del gen AGT

SNP1 | SNP1 | D’ LOD

rs699 rs4762 | 0.459 | 1.1

Rs699 | rs5046 | 0.7 1.67

Rs4762 | rs5051 | 0.571 | 1.81
Rs4762 | rs5049 | 0.048 | 0
Rs4762 | rs5046 | 0.017 | 0.02

Tabla 18: Haplotipos para el gen AGT

Haplotipos | | & § o § § zr. Fr- p

,_é E @ ué g asos | Controles
Bloques
CCAGC C |C |A (G [C |0511 |0.496 0.6975
TCGGC T |C |G |G |C |0270 |0.302 0.3594
CTAGC C |T |A |G |[C |0.077 |0.463 0.496
CCAAT C |C |A |A |T |0.055 |0.047 0.6645
CCGGC C |C |G |G |[C |0.018 |0.022 0.6603
TCAGC T [C |A |G |C [0.020 |0.007 0.1738
TTGGC T |T |G |G |C |0.013 | 0.011 0.7669
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3.2. Haplotipos para los sitios polimoérficos del gen del AGTR1

Se observa el mapa de haplotiplos que nos muestra la posicion de los marcadores

y el desequilibrio de ligamiento entre estos (Fig. 18).

En cuanto a la distribucion en nuestra poblacion se tiene que el diplotipo A-777T
(rs275651) y A-680T (rs275652) se encuentran en desequilibrio de ligamiento
(LOD=65.36), los diplotipos A-777T (rs275651) y A-119G (rs275653) estan
tambien en desequilibrio de ligamiento (LOD= 58.11), asi mismo el diplotipo A-
680T (RS275652) y el diplotipo A-119G (rs275653) se encuentra en desequilibrio
de ligamiento (LOD=56.93) (Tabla 19).

Al hacer los haplotipos con los cinco diplotipos del gen AGT se formaron seis
diferentes combinaciones, de estas cuatro (AGGCA, TTACG, TTATG y AGGTA)

se encuentran en una frecuencia similar entre los grupos de estudio.

En cuanto a las otras dos combinaciones los resultados fueron significativos. La
combinacion TTATA se encontro con una frecuencia mayoy en los hipertensos al
comparar con el grupo normotenso (p= 0.0025, RM= 0.70, IC 95% de 0.51-0.97)
en el caso del haplotipo TTACA la frecuencia de este fue mayor en el grupo de
individuos normotensos al ompararse con el grupo normotenso ( p=0.0041, RM=
1.58, IC 95% de 1.14-2.20). (Tabla 20).
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3.- A-119G (rs275653)

rs275651
rs275652
rs275653
1s5182
rs5183
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O No existe DL.

Figura 18 . Mapa de haplotipos del gen AGTR1 del grupo de pacientes con HAS
comparado con el grupo de individuos normotensos. El mapa de haplotipos es una
representacién grafica de varias mediciones de desequilibrio de ligamiento (DL).
Se observan tres diplotipos formados por los polimorfismos 1 (rs275651) y 2
(rs275652), 1(rs275651) y 3 (rs275653); 2 (rs275652) y 3 (rs275653), estos
indican que existe una clara evidencia de DL. Se observa un diplotipo mas
formado por el sitio 3 (rs275653) y 5 (rs5183) este muestra una leve evidencia de
DL. P<0.05.
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Tabla 19. Resultados del desequilibrio de ligamiento de los sitios del gen AGTR1

rs275651 | rs5182 | 0.259 0.96
rs275651 | rs5183 0.12 1.81
rs275652 | rs5182 |0.342 1.32
rs275652 | rs5183 |0.128 2.14
rs275653 | rs5182 | 0.424 1.77
rs275653 | rs5183 | 0.023 0.08
rs5182 rs5183 | 0.291 1.75
Tabla 20: Haplotipos para los sitios del gen AGTR1
L wn wn o~ e}
© |© [© © |
. [ I T I ) 2 & Fr. Fr. o
Haplotipos §P§ N§ ™ B | B | casos | Controles P RM | IC 95%
Bloques
TTATA T|T|A | T|A]| 049 0.415 0.025 | 0.70 | 0.51-0.97
TTACA T| T A|C|A]| 0312 0.415 0.0041 | 1.58 | 1.14-2.20
AGGCA A|G|G|C| A | 0051 0.026 0.1192
TTACG T| T|A|C| G| 0.046 0.026 0.1895
TTATG T| T|A|T| G| 0.031 0.022 0.4766
AGGTA A|[G |G| T|A]| 0.028 0.026 0.873
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V. DISCUSION

La HAS representa la principal causa para sufrir un evento cardiovascular mayor,
incluyendo la muerte (Lewington S. etal., 2002). Esta enfermedad se caracteriza
por una actividad elevada del sistema nervioso simpatico, aumento en la
produccion de hormonas que retienen sodio y los vasoconstrictores, un aumento o
inapropiada secrecion de renina con mayor produccion de angiotensina y
aldosterona, deficiencias de vasodilatadores, reactividad vascular, remodelacion
vascular, produccién de moléculas inflamatorias y disfuncion endotelial (Guyton
A.C., 1997).

Ademas, esta enfermedad puede alterar otros érganos y sistemas. La etiologia de
la HAS aun no esta clara, aunque se ha propuesto la existencia de factores
genéticos y ambientales involucrados en su génesis (Burnier M., et.al.,2000)

Algunas de estas propuestas actualmente no han podido ser replicadas en los
laboratorios de investigacion, sin embargo los estudios de heredabilidad proponen
que el principal factor de riesgo para el desarrollo de esta patologia son los

factores genéticos.

En este estudio se analizaron 5 SNPs del gen AGT, y 5 del gen AGTR1, algunos
de ellos ya reportados en poblacion caucasica y asiatica, encontrandose tanto

resultados positivos como negativos.

En cuanto a los polimorfismos del gen del angiotensinogeno y del receptor tipo 1
de angiotensina Il que hemos analizado, las frecuencias de los alelos y genotipos
de estos polimorfismos estan en nuestra poblaciéon en equilibrio de Hardy-
Weinberg, lo que disminuye la posibilidad de que los resultados obtenidos en el
presente trabajo sean el reflejo de la endogamia, posibles errores de tipificacion de
los pacientes con HAS y normotensos, apareamiento no azaroso (estratificacion
poblacional), la presencia de la mutacion y la consecuencia de la migracion de la

poblacién analizada (Deng, et al. 2001; Nielsen, et al. 1998). Desde el punto de
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vista étnico, nuestro grupo representativo de la poblacién y sus descendientes
proximos son mestizos-mexicanos (Lisker R, et.al., 1990). Desde el punto de vista
ambiental, nuestra poblacién tiene, tanto en su conjunto como por lo que respecta
a la comparacion entre hipertensos y controles, una notable homogeneidad ya que

nuestra poblacién de estudio no presenta caracteristicas extranas.

Nuestro trabajo es uno de los primeros estudios de asociacion realizado en un
numero considerado de polimorfismos dialélicos de genes del sistema renina

angiotensina y el desarrollo de hipertension arterial.

Los resultados obtenidos del andlisis del polimorfismo -217 G/A (rs5049) del gen
del angiotensinégeno (AGT) indican que el genotipo AG tiene un riesgo de 1.86
veces mas (p=0.026; RM=1.86) al desarrollo de HAS en el grupo de hipertensos
mexicanos. Se han realizado diversos estudios en donde los SNP’s de la region
promotora son de gran relevancia en la expresion del gen del angiotensinégeno ya
que estos juegan un papel relevante en los controles de los niveles de
angiotensinégeno. (Nakajima et. al. 2002). Se ha examinado el potencial de
impacto de este polimorfismo en el sitio de inicio de la transcripcion, en un estudio
se clono la proteina YB-1 (NSEP1) y se midio la especificidad de interaccion de
esta con la regién proximal del promotor de AGT, se observo que YB-1 reducia la
actividad basal del promotor angiotensinégeno de dos maneras, la primera donde
se sugeria el posible papel de YB-1 en la modulacion de la expresion de
angiotensindgeno, y la segunda en donde funcionalmente esta interaccion ocurre
en un contexto de interacciones complejas, en donde se ven involucrados otros

factores nucleares.

El sitio polimérfico -217 G/A del gen del angiotensinogeno se encuentra
fuertemente asociado a la fibrilacion atrial (Tsai, et.al; 2004). Se ha observado que
existe una asociacion entre las formas homocigotas para el alelo AA con relacion a

la enfermedad de Crohn en poblacion Caucasica.
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También se han realizado pruebas de funcionalidad del promotor en cultivos
celulares y se estudio la union entre oligonucleotidos para la posicion -217 AGT a
las proteinas nucleares, como resultado se sugirio que el efecto de la interaccion
especifica podria influenciar la concentracion basal de la transcripcion del gen
AGT.

Los estudios realizados en diversas poblaciones muestran resultados
controversiales, ya que en poblacion asiatica (China) y africana se relaciona a la
forma homocigota para el alelo G con la disminucion en los niveles de
aldosterona, renina y por tanto con la disminucion del riesgo a hipertension
esencial (Jiang X, et.al., 2009; Woodiwiss AJ et.al., 2006), en otras poblaciones
como la afroamericana y Asidtica (Taiwan) se ha relacionado a la forma
homocigota para el alelo A, con el incremento de los niveles de AGT por los
adipocitos, favoreciendo la actividad transcripcional del gen AGT, y por tanto con

el riesgo de padecer HAS.

De igual forma, en nuestro estudio se vio que existe una tendencia que indica que,
el genotipo MM (p=0.046; RM=1.52) del polimorfismo T174M (rs4762) del gen del
AGT podria ser un factor de riesgo para el desarrollo de HAS. En estudios
realizados en los afios 90's (Jeunemaitre, et.al.,1992) se documento por primera
vez la participacion del polimorfismos T174M con la asociacion a hipertension
esencial y la relacion con el incremento de las concentraciones de
angiotensinégeno en plasma, este primer estudio se llevo a cabo en familias
Caucasicas, observando que este polimorfismo, donde la variante genética origina
una sustitucion de aminoacido, estaba en desequilibrio de ligamiento con la
posicion M235T, ambos sitios mostraban una frecuencia elevada, con lo cual se
propuso que estas posiciones regulan directamente los niveles de presion arterial,

sugiriéndose como factor de riesgo importante.
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En una poblacién japonesa mas homogénea (Caulfield, et.al., 1994) se relaciono a
la posicion 174M como un marcador para la hipertension esencial sensible a sal,
esto es de suma importancia en esta poblacion ya que en los dltimos afos los
estudios epidemioldgicos han documentado un incremento de la prevalencia de
hipertensién y una tasa de mortalidad elevada debida a daino cerebro vascular, y

como factor primordial se encuentra la ingesta de sal elevada.

En poblaciones aisladas del norte de América (Hegele, et.al., 1994, 1996) se
encontré al genotipo AGT del codén 174 asociado significativamente con la
variacion en la presion sistolica en los hombres, pero también se observo que esta

variante esta fuertemente asociada con el genotipo del codon 4154 de la ApoB.

El estudio de este genotipo en una poblacién china no encontré evidencia de
desequilibrio de ligamiento por lo cual se sugiere que la etnicidad quiza tenga una
diferencia significativa en cuanto al papel de varios genes en estas enfermedades
complejas (Niu, et.al; 1998). En otra poblacion asiatica, se llevo a cabo el analisis
de esta posicién en grupos con diferentes enfermedades cardiovasculares y sin
antecedentes de tabaco o alcohol, y esta posicién no pudo ser correlacionada
(Frossard, et.al., 1998). Los estudios realizados en individuos chinos e italianos
dan cuenta de que debido a la composicion del genoma de cada poblacion es
necesario realizar estudios especificos para cada una de éstas variables, ya que
no es posible extrapolar los resultados. Lo reportado en poblacion china contrasta
con los resultados obtenidos en este estudio y con los resultados obtenidos para la
poblacién caucasica italiana (lacoviello et al., 2005). Es importante considerar
también las diferencias que existen en los factores de riesgo cardiovasculares en
cada poblacién. En el caso de la prevalencia de dichos factores de riesgo se tiene
que en México que; hipertension arterial estd presente en un 30%,
hipercolesterolemia 27.1%, diabetes mellitus 10.7%, obesidad 24.4%, tabaquismo

36.6%), sedentarismo 55% y sindrome metabdlico 13.6% (Pavia y Lara, 2005).
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Son mltiples los resultados obtenidos del analisis del sitio T174M, algunos
estudios realizados en poblaciéon Caucasica no han encontrado ninguna
asociacion significativa (Pavlovic M; 1999), en otros estudios se ha relacionado a
la variable homocigota para el alelo T con enfermedad renal cronica, hipertrofia
ventricular izquierda y un mayor riesgo de enfermedad arteria coronaria
(Anbazhagan K; 2009; Ko YL; 1997 ), asi como con los niveles de presion
sanguinea y el metabolismo del colesterol (Robinson MT;2004). Son multiples los
estudios asociados entre las variable T174My 235M/T, estas se han implicado en
los efectos funcionales en relacion al grado de los niveles circulantes de
angiotensinégeno, debido al cambio de variable asociado con la funcion de la

proteina.

En este estudio también se encontrd una asociacion significativa para el alelo C y
la presencia de HAS en el sitio polimérfico C43732T (rs5182); con un riesgo del
1.42 veces mayor (pC=0.046; RM=1.42) de padecer hipertensién en quienes
poseen el alelo C que en quienes no lo posee. Por otro lado, como podria intuirse,
quienes son portadores del alelo T que es el otro diplotipo de este sitio polimorfico,
parecen poseer cierto factor protector a padecer HAS (RM=0.70, 1C=0.5-0.95,
pC=0.046). C43732T se localiza en una regién exdnica del gen que codifica al
receptor 1 de angiotensina; el alelo ancestral es C y el cambio de la base por T no
altera el aminoacido en la posicion 191 de la proteina (leucina/leucina). Se le ha
propuesto como polimorfismo candidato para distintos desenlaces como
hipertension arterial sistémica en caucasicos americanos (Rana, Insel, et. al 2007)
o respuesta clinica a inhibidores de la enzima convertora de angiotensina en
hipertensos chinos (Xiaowen Su, Liming Lee et al 2007) sin haber podido mostrar

alguna asociacion.

Sin embargo, Israni y colaboradores reportaron en 2007 una fuerte asociacion
entre este polimorfismo y la disminucion de la funcion renal en hipertensos

trasplantados (Israni et al 2007). En este estudio se encontré que el alelo T del
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sitio C43732T era mas prevalente entre caucasicos americanos que entre negros,
principalmente el genotipo TT, y que la presencia de este genotipo doblaba o
triplicaba el riesgo de perder el 50% de la filtracion glomerular en pacientes
trasplantados del rifndn. Los mecanismos que estos autores sugieren que podrian
explicar el fenébmeno observado son que el polimorfismo implicara modificaciones
pos trasplante o que este polimorfismo estuviera en DL con otro polimorfismo que
tuviera implicaciones mas evidentemente funcionales o bien que las variantes de
splicing del ARNm generen alguna isoforma que permita se dé la respuesta
ajustada por la regulacion de la abundancia relativa de la isoforma (Martin. Et.al,
2001).

Son contrastantes los resultados obtenidos en nuestra investigacion sobre
hipertensién y los reportados para decaimiento de la funcion renal. Mientras que
nosotros hemos reportando el alelo C como de riesgo a hipertension, el alelo T se
asocié con disminucién en la funcion renal. Esto podria deberse a que el genotipo
TT tuviera implicaciones en la proliferacion mesengial y fibroblastica en los rifiones
trasplantados tal como sugieren los autores de este articulo (Israni et al 2007),
mientras que el genotipo CC podria activar la hipertension arterial por otro
mecanismo aun por descifrar. Esto pondria de manifiesto la complejidad de
interacciones y mecanismos con que este mismo gen podria participar en la
funcién renal y.vascular, aunque estos resultados son controversiales, se ha
sugerido en estos casos que el gen analizado no esté participando de manera
directa en la patogénesis de la enfermedad, por lo que se propone que quiza otro
gen puede ser el verdadero causal de la enfermedad, lo que sugiere que el sitio
C43732T del gen AGTR1 se encuentre en desequilibrio de ligamiento con otro u

otros genes.

Después de que se analizaron los SNPs en forma individual y aislada se analiz6 la
construccion de haplotipos con los SNPs del gen AGT y AGTR1. Como es bien

sabido en muchos casos los SNPs individuales no estan asociados a la
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enfermedad, sin embargo, pueden en muchos casos los haplotipos formados por
estos estar asociados con la susceptibilidad o proteccion de la enfermedad
(Haploview, 2005).

En cuanto al andlisis del haplotipos de riesgo formado por los polimorfismos del
gen AGTR1 con el sitio C43732T los hipertensos mostraron incremento en la
frecuencia del haplotipos TTACA, lo que podria indicar que los individuos que
cuenten con esta combinacién, tienen mayor riesgo a desarrollar hipertension. Se
mostro una disminucion del haplotipos TTATA al comparar con el grupo control lo
que podria indicar que los individuos que presenten este haplotipo cuentan con
proteccion hacia este padecimiento (p=0.0041, RM=1.58; p= 0.025, RM=0.70,

respectivamente).

En cuanto a los otros sitios polimérficos estudiados y el resultado de los haplotipos
se encontraron en la misma frecuencia en ambos grupos de estudio. Estos
resultados muestran por primera vez la distribucion de las frecuencias de estos
polimorfismos en poblacion mexicana, estableciendo importantes diferencias entre
las poblaciones mexicanas y lo ya reportado en poblaciones caucasicas y

asiaticas y africanas.
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VI. CONCLUSIONES

1.

El genotipo AG del sitio A-217G del gen AGT esta asociado con la
susceptibilidad al desarrollo de HAS.

El genotipo MM del sitio T174M del gen AGT podria conferir un riesgo

mayor al desarrollo de HAS.

Las distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en ambos grupos
de estudio en las posiciones -532 C/T, -6 A/G y 235 M/T del gen AGT

fueron similares,

El alelo C del polimorfismo C43732T del gen AGTR1 podria conferir
susceptibilidad genética para el desarrollo de HAS, mientras que el alelo T

podria ser un marcador de proteccion en este padecimiento.

En ambos grupos de estudio la distribuciéon de las frecuencias alélicas y
genotipicas de las posiciones A-777T, A-680T, A-119-G y A44221G del gen

AGTR1 fueron similares.
En el caso de los haplotipos se detecto significativo al diplotipo C43732T y

dos bloques asociados uno que confiere un mayor riesgo para HAS
(TTACA) y uno que podria ser protector (TTATA).
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Anexo |
Soluciones

Solucion TKM1 para extraccion de ADN.

g/Lt

10 mM Tris-HCI PM =157 1.58
10 mM KClI PM=74557 0.745
10 mM MgCl PM=203.30 2.03
2 mMEDTA PM=372.2 0.74

* Ajustar a un pH de 7.6
Solucién TKM2 para extraccion de ADN.

g/Lt

10 mM Tris — HCI PM=157.64 1.57
10 mM KClI PM=7455 0.74
10 mM MgCl PM=203.3 2.03
0.4 mM NaCl PM=58.44  23.38
2 mM EDTA PM=372.2 0.74

SDS 20%: 20g en 100 ml de agua

NaCl 5M: Pesar 29.2 g y disolverlos en 80 ml de agua destilada, aforar a 100 ml
con agua destilada.

Buffer para la electroforesis TBE 10 X

Tris-base 1 M 12119
Acido bérico 0.94 M 58.12 g
EDTA 0.01 M 3.72 ¢

* Disolver en 600 ml de agua destilada, ajustar pH = 8.0 y aforar a 1000 ml con

agua destilada.
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