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I. INTRODUCCION
1.1 Hipertension Arterial

La hipertensién arterial (HTA) es un padecimiento caracterizado por el aumento
sostenido de la presion arterial sistélica o diastélica.' Es uno de los principales factores que
predisponen al desarrollo de enfermedad cardiovascular (ECV) y enfermedad renal,
consideradas como causas primarias de morbilidad y mortalidad a nivel mundial.? Afecta a
méas de un cuarto de la poblacion adulta en naciones industrializadas y sociedades
urbanas.®* En México, La Encuesta Nacional de Salud y Nutricién, reporté en el afio 2006

que el 30.8% de la poblacién mexicana adulta padece esta enfermedad.”

Actualmente las cifras de presion arterial iguales o mayores a 140/90 mmHg se catalogan
como HTA o presion arterial elevada, como se define en el ‘Séptimo reporte del Comité
Nacional Conjunto para la prevencion, deteccion, evaluacion y tratamiento de la
hipertension arterial’ (JNC7) y en la ‘Guia para el manejo de la hipertension arterial de la
Sociedad Europea de Hipertension y la Sociedad Europea de Cardiologia 2007°, basados
en reportes donde se muestra la relacion lineal y directa entre la presion arterial y la ECV,
asi como la disminucion en el riesgo a padecer ECV cuando los valores de PA se reducen
por debajo de 140/90 mmHg con el uso de antihipertensivos.® Los criterios para definir
normotension y diferentes grados de hipertensién arterial en adultos segin el JNC7 se
resumen en la Tabla 1.1.

PAS (mmHg) PAD (mmHg)
Normotension <120 <80
Prehipertension 120-139 80-89
Hipertension >140 >90
Estadio 1 140-159 90-99
Estadio 2 >160 >100

Tabla1l.1. Criterios para definir normotension y diferentes grados de hipertensién arterial en adultos
segun el JNC7. PAS: Presidn arterial sistélica; PAD: Presion arterial diastélica.
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El origen de la hipertension arterial estd determinado por la interaccion entre factores
genéticos y ambientales.® Varios estudios epidemioldgicos y familiares han mostrado que
entre el 30-50% de los factores que originan la hipertension arterial esencial son
genéticos.”® Son pocos los casos donde hay una causa definida de HTA. En el 5 a 10% de
los casos existe una causa directamente responsable de la elevacion de las cifras de presion
arterial (e.g. falla renal, aldosteronismo, feocromocitoma, sindromes monogeénicos) y se le
denomina hipertension arterial secundaria. En cambio, en el 90-95% de los casos la causa
se desconoce y se le denomina hipertensién arterial esencial, primaria o idiopatica.?
Factores tan diversos como la obesidad (asociada a hiperleptinemia y a la activacion del
sistema renina-angiotensina-aldosterona):® la rigidez arterial, factor clave en la patogénesis
de la hipertension en individuos de edad avanzada;'® el tono vascular, controlado por
diferentes sistemas de regulacion;'! y el volumen circulante definido principalmente por la
funcion renal, contribuyen en la etiologia de la hipertension arterial esencial
evidenciandola como un desorden complejo y heterogéneo.” Tal complejidad ha dificultado
definir la patogénesis de la HTA, y como estos factores influencian la fisiologia, para

alterar la presion arterial, ha sido motivo de extensiva investigacién.®

1.2 Regulacién de la presion arterial

La fisiologia que define la presion arterial es, en principio, aparentemente simple,
gobernada por la ley de Ohm (la presion arterial es proporcional al gasto cardiaco y a la
resistencia vascular que se opone al flujo sanguineo).*? Sin embargo, existe una gran
variedad de sistemas fisiologicos con efectos pleiotrépicos y que interactdan entre si de
manera compleja, que pueden influir en la presién arterial.® Entre ellos, pueden
mencionarse a los barorreceptores, que perciben cambios agudos en la presion de los vasos
y transmiten la sefial al sistema nervioso; péptidos natriuréticos, producidos por el corazon
y el cerebro en respuesta a la elevacion de la presion arterial en estos drganos; el sistema
renina-angiotensina-aldosterona, que influencia la homeostasis del volumen sanguineo y el
tono vascular; el sistema quinina-calicreina, que afecta el tono vascular y el manejo renal

de electrolitos; el sistema adrenérgico, que regula la frecuencia y la fuerza de contraccién
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cardiacas y el tono vascular; factores como la endotelina y el 6xido nitrico, que regulan el
tono vascular. Estos sistemas actlan de manera integrada para mantener niveles adecuados

de presion arterial a lo largo del dia o por periodos prolongados de tiempo.>*3

En funcion de las necesidades fisiologicas del organismo, la presién arterial puede ser
regulada a corto, mediano y largo plazo. El efecto instantaneo de los sistemas que
controlan la presion arterial a corto plazo, en su mayoria reflejos del sistema nervioso
autdbnomo, permite una respuesta rapida a cambios bruscos en la presion arterial y/o adapta
al cuerpo a situaciones de peligro.®*? Sin embargo, cuando la presién arterial varia
lentamente a lo largo de varias horas o dias, estos mecanismos pierden gradualmente la
capacidad de oponerse a los cambios en la presion arterial. En este punto, los mecanismos
de control a mediano plazo (que responden transcurridos pocos minutos), como el sistema
renina-angiotensina-aldosterona, la relajacion de estrés de la vascularizacion, que
consiste en la relajacién o contraccién por minutos u horas de los vasos sanguineos en
respuesta a cambios en la presién arterial, y el desplazamiento del liquido a través de las
paredes de los capilares para reajustar el volumen sanguineo segun sea necesario,
constituyen la manera de controlar la presion arterial. Sin embargo, la verdadera regulacion
a largo plazo, corre a cuenta del sistema renal y de los liquidos corporales, que normaliza
casi totalmente y de manera cronica la presion arterial, a través de la excrecion de sodio
(natriuresis) y control del volumen del liquido extracelular. Es por ello, que entre todos los
sistemas de control, la funcion renal constituye el mecanismo mas importante en la

regulacion de la presion arterial.>*2

1.3 Papel del rifién en la regulacion de la presion arterial

El rifion tiene la capacidad intrinseca de regular la presion arterial a través del control
de la excrecion de electrolitos (especialmente Na*) y agua, en respuesta a cambios en la
presion arterial.*? La sed y la liberacion de la hormona antidiurética son mecanismos que
permiten mantener la osmolalidad del liquido extracelular constante, por lo que cualquier

cambio en la cantidad de Na* en el cuerpo produce un cambio en el volumen extracelular.*®
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Siendo el Na" el electrolito mas abundante en el liquido extracelular, la regulacion de su
excrecion es la méas relevante en el control del volumen extracelular y por tanto de la
presion arterial. EI mantenimiento de la homeostasis del Na* depende de la reabsorcion y
secrecion de Na* y otros electrolitos en la nefrona. Un sistema integrado por diversos
canales ionicos, intercambiadores y co-transportadores expresados en el epitelio tubular de
las nefronas llevan a cabo esta tarea. La expresion diferencial de éstos lo largo de la
nefrona, confiere a cada segmento capacidades especificas de reabsorcion y secrecion,

importantes en el excrecién final de cada electrolito y otras sustancias en el rifion.> 3

El 60% del sodio filtrado se reabsorbe en el tGbulo proximal de la nefrona,
principalmente por el intercambiador Na/H; el 30% se reabsorbe por la porcidn ascendente
del asa de Henle por el co-transportador Na-K-2Cl; el 7% se reabsorbe por el co-
transportador Na-Cl en el tubulo contorneado distal; y el 2% se reabsorbe por el canal de
sodio epitelial ENaC en los tdbulos colectores corticales.?

Tiazidas

Figura 1.1. Canales idnicos, intercambiadores y co-transportadores renales expresados en los diferentes
segmentos de la nefrona. Glomérulo (G), Tubulo Proximal (TP), Porcion descendente delgada (tDLH),
ascendente delgada (tALH) y ascendente gruesa (TAL) del Asa de Henle, Tubulo contorneado distal (TCD),
Tubulo conector, (TCN), Tubulo colector inicial (TCI) y cortical (TCC), Ductos colector medulares (DCMs).
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1.3.1 Tubulo Proximal

Inmediatamente después de atravesar la membrana glomerular, el filtrado glomerular
ingresa al tabulo proximal (TP). En este punto tiene exactamente la misma composicion
que la sangre, exceptuando el contenido celular y de proteinas que no atraviesan la
membrana glomerular debido a su tamafio 0 a su carga eléctrica.’® En su recorrido por el
TP, todas las moléculas nutrientes en el filtrado glomerular (e.g. glucosa, aminoacidos,
acidos organicos) se reabsorben y se reincorporan al torrente sanguineo, evitando que se
pierdan en la orina. Su reabsorcion ocurre secundariamente al transporte de Na*, a través
de co-transportadores especificos en la membrana apical, favorecido por el gradiente
electroquimico que genera la bomba basolateral ATPasa Na'-K* (Figura 1.2).
Basolateralmente, los nutrientes difunden al intersticio a través de proteinas
transportadoras especificas, para finalmente reincorporarse a la circulacién.** Ademas del
co-transporte con nutrientes, el Na® también se reabsorbe apicalmente a través del
intercambiador apical Na*/H* (NHE3), el cual es también importante en la secrecion renal
de 4cido.”

APICAL

y
b |

— Na* BASOLATERAL

Glucosa
Z Glucosa
Na*

Ammoamdos Ne i
[ HCO,
Na g cr
P ]
H+ [/‘ l= ————————— K*
! \
_E‘ e I! : . N
] .
co VS
K* 2 l':."’ H,
H ‘ ATF 0

\ Na*
Nav \‘_- K+
\ Na*, K*, CI, H,0O

\

Figura 1.2. Esquema del sistema de co-transportadores, canales e intercambiadores idnicos en el
tubulo proximal de la nefrona.
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Debido a que el Na* es un ion osméticamente activo, su transporte en el TP siempre se
acompafia por movimiento de agua, tanto por la via paracelular, como por la transcelular, a
través de la proteina acuaporina 1 (AQ1l) expresada en las membranas apical y

|.16

basolateral.”® Por ello, la concentracion de Na* a lo largo del TP se mantiene constante (a

diferencia de otros electrolitos).*®

La mayoria del Na*y CI filtrados por el rifion se reabsorben en el tibulo proximal. El
cloruro se reabsorbe en la segunda mitad del TP a cambio de la secrecidon de diferentes
aniones (i.e. formato, oxalacetato, OH y HCO3) a través del intercambiador apical
CFEX.'" Asi mismo, un co-transportador K*-CI* (KCC) facilita la reabsorcién basolateral
del CI" y del K" intracelular que ingresa a la célula por la bomba ATPasa Na-K. La
reabsorcion basolateral de K también ocurre a través de canales basolaterales de
‘rectificacion interna’ (ROMK). Estos canales generan un voltaje transepitelial negativo
que provoca el retorno paracelular de cerca de 1/3 del Na* reabsorbido.*®

1.3.2 Asa de Henle

El asa de Henle se encuentra subdividida en tres zonas: la porcion delgada descendente
(tDLH, por sus siglas en inglés Thin Descending Limb) y las porciones ascendentes
delgada y gruesa (tALH y TAL, por sus siglas en inglés Thin Ascending Limb y Thick
Ascending Limb respectivamente).’® Las porciones ascendentes son poco permeables al
agua y su funcion principal es remover NaCl del lumen, depositandolo en el intersticio y
volviéndolo hipertonico. La porcion descendente previa, en consecuencia a esta accion,
reabsorbe agua a través de canales acuaporina 1 (AQ1).*® hasta alcanzar el equilibrio
osmatico con el nuevo intersticio altamente hipertonico. La forma en ‘U’ del asa y la
accion continua de estas porciones comprenden un sistema de contracorriente que permite
multiplicar la osmolalidad del intersticio medular conforme se repiten los ciclos de
reabsorcién por estas zonas (Figura 1.3). La alta osmolalidad que se genera en el intersticio
medular es un componente esencial en la formacion de una orina concentrada en presencia
de la hormona antidiurética (AVP) (Figura 1.8).
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Figura 1.3. Etapas del sistema contracorriente del asa de Henle para la produccién de una médula renal
hiperosmotica (los valores numéricos son miliosmoles por litro).

Aunque ambas porciones ascendentes del asa de Henle reabsorben NaCl, el mecanismo de
transporte de cada una de ellas es diferente. En la tALH el movimiento de Na* y CI parece
ser un proceso enteramente pasivo y paracelular, debido a la elevada concentracion de
NaCl que genera la pérdida de agua en la tDLH (especialmente en las nefronas
yuxtaglomerulares, cuyas largas asas de Henle penetran mas profundamente en la médula
renal).”® En contraste, la TAL transporta cerca de la mitad del Na* a través del co-
transportador electroneutro Na-K-2Cl (NKCC2) de la familia SLC12A y el intercambiador
NHE3, ambos expresados en la membrana apical, y a través de la bomba ATPasa Na-K
basolateral, que genera el gradiente electroquimico para el transporte apical de sodio
(Figura 1.4).181°

Apical
Diuréticos ~—~— Basolateral
del asa Q
Na* o
g i

2Cr

K+
SR
—{ Na*, Ca?*, Mng

Figura 1.4. Esquema del sistema de co-transportadores y canales iénicos en la porcion ascendente gruesa del
asa de Henle (TAL).
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Por otra parte, el cloruro y el potasio reabsorbidos por el co-transportador apical NKCC2,
abandonan la célula a través de canales basolaterales de CI° (CLC-Kb) y los canales
apicales de potasio ROMK (Kirl.1), respectivamente.’®*® Siendo la concentracién del
potasio en el ultrafiltrado glomerular (4meg/L) mucho menor que la del sodio y del cloruro
(145meq/L; 110meg/L, respectivamente), este reciclaje permite al co-transportador
NKCC2 seguir funcionando, ademas de contribuir (junto con la reabsorcidon transcelular de
sodio y cloruro) a la formacién de un voltaje transcelular lumen-positivo, el cual favorece
la reabsorcién paracelular de Na*, Mg?* y Ca®* a través de las uniones intercelulares
(Figura 1.4).13%°

Tubulo distal

Células granulares g1
o yuxtaglomerulares /O | ©® io |
ARN o _)xl “\?-?5 \
Arteriola I_ N\ © Maculz’lﬁt‘iensa © | Arteriola

"'. e AN Q ) eferente
s 2 ©\1 o Q O 6\Q ; & :5
_.—v—"/—“ D) o d'?? 5 a
=Tololy NN 52
extraglomerulares "- 0 \ 'J
2yl 0 -
/ J % (;3
: 0 0
o °\¥ 2
0, 20
Ca ula d A
Bg':vsrnaan : \

aferente
Células mesangiales - — \ Q;@'
. LE)
Podocito \GI

Células mesangiales
intraglomerulares
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— glomerulares

- ———
Tiabulo ?"<.=z p—
proximal (0= =

Figura 1.5. Aparato yuxtaglomerular, que histolégicamente comprende células epiteliales especializadas del
tbulo distal: células de la macula densa y células de musculo liso especializado de la arteriola aferente:
células granulares o células yuxtaglomerulares (Imagen modificada de Boron y Boulpaep. 2009).
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El co-transportador NKCC2 es el principal blanco farmacolégico de los diuréticos del asa
(i.e. furosemida, bumetamida, &cido etacrinico, torasemida y piretanida), considerados
como los agentes natriuréticos mas potentes disponibles para uso clinico.?® Al bloquear el
co-transportador con estos farmacos, la tasa de reabsorcion de sodio en la TAL disminuye,
provocando que una mayor cantidad de sal llegue a la nefrona distal y se produzca una

natriuresis y diuresis significativas.

Cuando los receptores en la méacula densa, ubicada en la porcién inicial del tdbulo
contorneado distal (Figura 1.5), perciben un incremento en la carga de NaCl luminal,
usualmente lo compensan disminuyendo la tasa de filtracién glomerular, como resultado de
la activacion del mecanismo de retroalimentacion tabulo-glomerular. Sin embargo, si el
aumento en la carga de NaCl se ocasiona por el uso de diuréticos del asa, esta
compensacion no puede llevarse a cabo, ya que la proteina encargada de percibir la
concentracion de NaCl es el co-transportador NKCC2.%°

1.3.3 Tubulo contorneado distal

El tdbulo contorneado distal (TCD) comienza unas pocas células después de la
méacula densa. Cualquier cambio en la reabsorcion de NaCl en este segmento tiene un
impacto en la excrecion final de la sal, ya que no se encuentra compensado por el
mecanismo de retroaccién tabulo-glomerular.?’ La reabsorcion de sodio en la nefrona distal

1.2% La ruta

(i.e. TCD, TCN y TCC) del rifién es critica para el control de la presion arteria
principal de reabsorcion de Na en la membrana apical del TCD estd mediada por el co-
transportador electroneutro Na™:Cl™ sensible a tiazidas (NCC), de la familia de co-
transportadores de solutos 12 (SLC12).2%?! En la primera porcién del TCD (TCD1) la
reabsorcion de Na* depende exclusivamente del co-transportador NCC, mientras que en la
segunda porcidon (TCD2), la expresion de NCC se sobrelapa con la del canal de sodio
epitelial ENaC sensible al inhibidor amilorida. La bomba ATPasa Na*-K* basolateral
genera y mantiene el gradiente que impulsa la reabsorcion apical de Na® en ambos

segmentos. 3%
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El potasio que entra a la célula por la bomba ATPasa Na-K se secreta por los canales de
potasio ROMK y los co-transportadores K-Cl (KCC) expresados en la membrana apical,
por lo que la secrecién de potasio esta determinada en parte por la reabsorcién de NaCl.?°
El canal de cloruro CLC-Kb reabsorbe al i6n cloruro en la membrana basolateral.*® EI TCD
también modula la reabsorcién de magnesio y calcio, en una relacién opuesta.?? El canal de
calcio apical TRPV5, de la familia de canales cationicos TRP (Transient Receptor
Potential), es el responsable de la reabsorcién de Ca** que ocurre en el TCD y en el TCN
4| a expresion de este canal esta acompafiada de la expresion de otra proteina citosélica,
la calbidina Dkos que se une al Ca?* amortiguando su concentracion en el citosol, hasta que
éste abandona la célula a través de la membrana basolateral. Los intercambiadores
Na‘/Ca®* y las bombas de Ca®* facilitan la reabsorcién basolateral.** El bloqueo de la
actividad de NCC incrementa la reabsorcion de Ca®*, mientras que el aumento en la

expresion o actividad de NCC la disminuyen. Es por ello que las tiazidas (inhibidores

especificos del co-transportador NCC incrementan la reabsorcién de Ca?*.%°
APICAL
BASOLATERAL
Na*
" . C]_
Tiazidas [ H » o
LAY K*
Ca2* @ -Ca Na+
Na* K+
K+
A
APICAL

[ BASOLATERAL
Amilorida

Nat —(C T
LA

: B

Figura 1.6. Esquema del sistema de co-transportadores y canales idnicos en la (A) primera y (B) segunda
porcion del tibulo contorneado distal (TCD1y TCD2).
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Los cambios en los niveles de la aldosterona o de la hormona antidiurética (ADH) pueden
modular el nimero de canales ENaC que estadn abiertos en la membrana, asi como la
fosforilacién y abundancia del co-transportador NCC en la membrana apical.”®>®® La
elevacion de la aldosterona plasmatica (por infusion o por restriccion de Na* en la dieta)
incrementa el transporte de Na* sensible a tiazidas en el TCD, al inducir la abundancia del
co-transportador NCC.?*% La elevacién de los niveles de ADH y la hiperinsulinemia en
condiciones como la obesidad, también producen un aumento en la abundancia de este
transportador.®#"*®Asi mismo, estudios in vivo e in vitro han mostrado que el aumento o
disminucion de la angiotensina 1l (Angll) aumenta o disminuye la expresion de NCC en la
membrana respectivamente.?®'?° La expresién y abundancia del canal ENaC también
incrementa al elevarse los niveles de aldosterona y ADH, y se ha sugerido que la Angll

también puede elevar la actividad de este canal.>?%*%

1.3.4 Tubulos conectores y colectores

Los tabulos conectores y tabulos colectores iniciales y corticales (TCN, ICT y TCC)
estan compuestos por dos tipos de células morfoldgica y funcionalmente distintas: las
células principales (el tipo celular méas abundante) y las células intercaladas. Las células
intercaladas A o a secretan H* y reabsorben K*, mientras que las B o b secretan HCO3" "
La reabsorcion de Na* solo ocurre en las células principales, mediada por el canal de sodio
epitelial ENaC en la membrana apical y la bomba ATPasa Na-K basolateral. Debido a que
el transporte de Na* a través de ENaC despolariza la membrana apical, la secrecion de

potasio a través de canales de potasio apicales ROMK se favorece.**?

El manejo de K* en los TCN, ICT y TCC puede variar en funcion del consumo de potasio
en la dieta. Cuando el consumo es bajo, las células intercaladas « de los TCD, TCN, ICT y
TCC reabsorben K*, a través de la bomba ATPasa H-K apical y de los canales de potasio
basolaterales. Debido a que la abundancia de las bombas apicales ATPasa H-K aumenta
draméticamente, la carencia de potasio en la dieta muchas veces se asocia con la secrecion

acelerada de H" y el desarrollo de alcalosis metabdlica. En cambio si el consumo es normal
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0 elevado, las células principales de los ICT y TCC, y de la porcion mas proximal de los
ductos medulares (i.e. sistema secretor de potasio distal) secretan K*, a través de canales de
potasio apicales y la bomba ATPasa Na-K basolateral, aunque también puede ser secretado

apicalmente por co-transportadores K-Cl de la familia SLC12 (Figura 1.7).

La entrada apical de Na® por ENaC y salida de K' a través de canales de potasio
basolaterales en las células principales de los ICT y TCC constituyen dos baterias de igual
signo que generan un voltaje transepitelial lumen-negativo (i.e. ~-40mV), que favorece la
reabsorcion paracelular de CI” en estos segmentos. Sin embargo, el CI” también se
reabsorbe en las células intercaladas g, a través del intercambiador apical CI'-HCOj3" y de
los canales basolaterales de CI". Adicionalmente, los tdbulos colectores pueden reabsorber
Mg®* y Ca®", aunque su papel en la regulacién de la excrecién de Ca’‘no estd bien

definido.™

Canal ENaC -AFICAL

BASOLATERAL
AN
Na*
Amilorida - B «
K+
Na+
K* K+
Cl
<~
APICAL
BASOLATERAL A
HCO5
Cl
K+
Cl
Na+ B
{ K+

Figura 1.7. Esquema del sistema de co-transportadores y canales ionicos en (A) las células principales y (B)
células intercaladas « del tdbulo colector cortical (TCC).
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1.3.5 Ductos Colectores Medulares

Los ductos colectores medulares (DCMs) reabsorben y depositan K* en el intersticio
de la médula renal, independientemente del consumo de potasio en la dieta. EI aumento en
la concentracion de este electrolito en el intersticio medular causa que las tDLHs de las
nefronas yuxtamedulares lo secreten pasivamente hacia el lumen. En consecuencia, la
tALH y TAL reabsorben el potasio depositandolo nuevamente en el intersticio, y
contribuyendo, junto con los DCMs, a elevar su concentracion en el intersticio medular.
Este reciclaje de potasio es importante para maximizar la excrecion de K, cuando su
consumo es elevado: ya que la concentracion de K* en el intersticio medular se eleva, el
potasio secretado en el lumen del ICT, TCC y la porcion mas proximal de los ductos
medulares no se pierde mas adelante, mediante la reabsorcién pasiva en los DCMs, por lo

que el potasio es excretado en la orina."®

Por otro lado, los ductos colectores medulares (DCMs) tienen un papel importante en la
generacion de un intersticio medular hipertonico y la formacién de una orina concentrada.
En condiciones normales, los DCMs (al igual que los ICT y TCC) son relativamente
impermeables al agua, urea y NaClL.*® Sin embargo, en presencia de la hormona
antidiurética (ADH), pueden reabsorber agua gracias a la expresion apical y basolateral de
la proteina acuaporina 2 (AQP2).% Resultado de la reabsorcién de agua, la urea luminal se
concentra progresivamente hacia la papila renal, favoreciendo su reabsorcion en las
porciones mas distales de los DCMs (i.e. médula interna), que se vuelven permeables a
urea en presencia de ADH. Asi, la urea se acumula en el intersticio medular y se secreta
pasivamente en las tDLH y tALH de las nefronas yuxtaglomerulares (cuyas asas se
encuentran inmersas en la médula renal). La urea nuevamente alcanza el IMCD, donde
puede reabsorberse nuevamente. Este reciclaje de urea, es un mecanismo que favorece la
formacion de una orina concentrada en presencia de ADH por la siguiente razon: dada la
alta concentracion de urea en el intersticio, el agua se reabsorbe, a favor del gradiente
osmotico, a través de un epitelio transitoriamente permeable al agua. En una situacion
opuesta, cuando la ADH no esta presente, los ICT, TCC y DCM reabsorben menos agua y

la DCMI menos urea, por lo que una mayor cantidad de urea se excreta en orina diluida.
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Por esta razon, la hormona antidiurética permite conservar agua en el organismo y
constituye uno de los elementos méas importantes en la regulacion de la osmolalidad del
liquido extracelular (y por tanto del liquido intravascular). El aumento en la osmolalidad o
una gran reduccion en el volumen del liquido extracelular estimulan la liberacion de la

hormona antidiurética por la pituitaria posterior (neurohipéfisis).*?

&m NacCl HO <4l
NacCl
N I H
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Figura 1.8. Reciclaje de urea y reabsorcion de agua en presencia de la hormona antidiurética (ADH).
También se muestra el papel de las porciones ascendentes del asa de Henle en la formacién de un intersticio
hipertdnico a través del sistema contracorriente (Adaptada de Boron & Boulpaep, 2009).

1.3.6 Sistema renina-angiotensina-aldosterona

El manejo renal de NaCl controla el volumen de liquido intravascular y constituye el
mecanismo bésico para la regulacion a largo plazo de la presion arterial.® Las multiples
interacciones con el sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS) confieren al rifion
capacidades de control especificas.’® La renina es una enzima sintetizada en las células
yuxtaglomerulares (YG) del aparato yuxtaglomerular de los rifiones (Figura 1.5). Cuando
la presion arterial desciende, reacciones intrinsecas del rifion provocan la liberacion de
renina por las células YG. Una pequefia cantidad permanece en los rifiones e inicia varias

funciones en ellos, mientras que la mayor parte se incorpora a la circulacién sanguinea.
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Una vez en la circulacién, la renina actla enzimaticamente sobre la proteina
plasmatica angiotensindgeno sintetizada en el higado, liberando un péptido de 10
aminoacidos denominado angiotensina I, con propiedades ligeramente vasoconstrictoras
gue no causan alteraciones significativas en la funcidn circulatoria. Pocos segundos
después, la enzima convertidora de angiotensina (ECA), presente en el endotelio, escinde a
la angiotensina | en un péptido de 8 amino&cidos llamado angiotensina 1l (Angll). La
Angll, un vasoconstrictor extremadamente potente, persiste en la sangre durante 1 6 2
minutos y luego es inactivada por multiples enzimas sanguineas y tisulares que en conjunto

se denominan angiotensinasa.*?

Durante su permanencia en la sangre, la Angll ejerce dos efectos principales que pueden
elevar la presion arterial. EI primero es la vasoconstriccion, que se produce rapidamente y
ocurre de manera intensa en las arterias y en menor grado en las venas. La constriccion de
las arteriolas aumenta la resistencia periférica, elevando la presion arterial, mientras que la
discreta constriccion de las venas aumenta el retorno venoso al corazon, lo que eleva el
volumen sanguineo. El segundo efecto de la Angll es la disminucion de la excrecion de sal
y de agua en el rifidén, que permite aumentar el volumen de liquido extracelular y de la
presion arterial a lo largo de un periodo de horas y dias. Este efecto a largo plazo resulta
méas potente que el mecanismo vasoconstrictor agudo, y se logra a través de dos
mecanismos: 1) actuando directamente sobre los rifiones, y 2) provocando la liberacion de

aldosterona, los cuales aumentan la reabsorcién de sal y agua en los tibulos renales.

La Angll posee varios efectos intrarenales que favorecen la retencion de sal y de agua.
Probablemente el méas importante, es la constriccion de vasos sanguineos renales, lo cual
disminuye el flujo sanguineo a través de los rifiones. Como consecuencia se filtra menos
liquido a los tabulos a través de los glomérulos. El flujo lento de sangre a través de los
capilares peritubulares reduce su presion, lo que permite una reabsorcion osmotica rapida
del liquido tubular. Por ambas razones se excreta menos cantidad de orina. Ademas, la
Angll ejerce un moderado efecto sobre las propias células tubulares, aumentando la
reabsorcién de sodio y agua. En conjunto, estas acciones de la Angll pueden disminuir la

diuresis de cuatro a seis veces.*?
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Una de las funciones mas importantes de la aldosterona es causar un aumento en la
reabsorcion renal de sodio, provocando la retension de agua y la elevacion del volumen
extracelular y de la presion arterial en el cuerpo. Tanto el efecto directo de la Angll como
el efecto indirecto de la aldosterona sobre el rifidn son importantes para el control a largo

plazo de la presién arterial.*?

1.4 Las cinasas WNKSs

Las WNKSs son un pequefio grupo de cinasas serina/treonina ubicadas dentro de la
superfamilia de cinasas, que fue descubierto en el afio 2000 en un intento por identificar
nuevos miembros de la familia de cinasas MEK (Cinasas MAPK/ERK).>> Fueron
Ilamadas WNKs (Whit No lysine [K]) debido a que carecen de la lisina catalitica
caracteristica en el resto de las cinasas Ser/Thr, ubicada en el subdominio Il del dominio
cinasa. En contraposicion, la lisina catalitica de las WNKs se ubica en el subdominio | del
dominio cinasa.®® A la fecha, la familia de WNKs se compone por 4 genes, WNK1-4

ubicados en el cromosoma 12, 9, X y 17 respectivamente.”’

Las WNKSs poseen una estructura de dominios semejante, que incluye un dominio
catalitico altamente conservado (~85-90% de similitud), flanqueado por un dominio
amino-terminal corto y uno carboxilo terminal de tamafio variable (Figura 1.9).*° El
dominio C-terminal contiene un dominio autoinhibitorio, capaz de suprimir la actividad de
cinasa, un dominio acidico y numerosos motivos de interaccién proteina-proteina, que
incluyen entre uno y dos dominios coiled coil y multiples motivos ricos en prolina.>>>*859
Fuera de estos dominios y motivos conservados, el resto de los aminoacidos entre los

miembros de la familia divergen.*®

* MAPK: Proteina Cinasa Activada por Mitégeno, ERK: Cinasa Regulada por Seifial
Extracelular
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Figura 1.9. Miembros de la familia WNK. Se muestra en color gris el dominio cinasa, en color negro el
dominio autoinhibitorio y en gris oscuro los dominios coiled coil.

Las WNKSs no estan presentes en levaduras y bacterias, dejando ver que éstas tienen un
papel importante en las funciones bioldgicas multicelulares. Las WNKSs regulan varios
procesos, como el balance electrolitico, sefializacion celular, supervivencia, proliferacion y
desarrollo de 6rganos.?? Las WNKSs pueden interactuar entre si fisicamente o a través de
fosforilacién, formando homo y heterodimeros.**®#¢364%% También pueden hacerlo con
otras cinasas, que incluyen cinasas activadas por mitogenos, cinasas de la via de
sefializacion del factor de crecimiento B, la sinaptotagmina y SPAK y OSR1, dos cinasas

serina/treonina similares de la familia ‘cinasas relacionadas con Ste20’ 566768

Las WNKSs se expresan en diversos tejidos, y existen diferentes formas de splicing con
expresion tejido-especifica.®®™ La expresion de WNK1, WNK3 y WNK4 ocurre en
epitelios que absorben o secretan CI". En rifion, WNK1 y WNKS3 se expresan a lo largo de
la nefrona, mientras que la isoforma alternativa especifica de rifion KS-WNKZ1, que carece
del dominio cinasa debido a splicing alternativo, se expresa en la ‘nefrona distal sensible a
aldosterona’ (i.e. TCD, TCN y TCC). De modo similar, WNK4 se expresa principalmente
en la nefrona distal sensible a aldosterona. Wilson et al. reportaron que WNK1 se
encuentra en el citosol, mientras que WNK4 esta presente en las uniones estrechas.”
WNK2 se expresa principalmente en cerebro, higado e intestino y es la Unica isoforma que

no esta presente en rifion.'?
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1.5 Pseudohipoaldosteronismo tipo |1

El pseudohipoaldosteronismo tipo Il (PHAII; OMIM No.145260), también conocido
como sindrome de Gordon o hipertension hipercalémica familiar (FHHt), es una entidad
autosémica dominante caracterizada por hipertension arterial, hipercalemia, acidosis
metabdlica, hipercalciuria e hipercloremia, que se corrige con bajas dosis de diuréticos tipo

tiazida (inhibidores especificos del co-transportador NCC expresado el TCD).*’

Los estudios iniciales para definir las bases genéticas del PHAII se enfocaron en el co-
transportador de Na'-Cl sensible a los diuréticos tipo tiazidas (NCC) por dos razones
principales: 1) el fenotipo de este sindrome se corrige por completo con diuréticos tipo
tiazidas y 2) es la imagen en espejo del sindrome de Gitelman, una enfermedad de herencia
autosdmica recesiva caracterizada por alcalosis metabdlica, hipocalemia e hipotension
arterial, que se origina por mutaciones en el gen SLC12A3 que codifica al co-transportador
NCC, las cuales provocan la pérdida de su funcion.®® Ya que el fenotipo del PHAII es
consistente con la hiperfuncion del NCC, inicialmente se sugiri6 que la presencia de
mutaciones que producen ganancia en la funcion de NCC podrian ser las causantes del
PHAIL.* Sin embargo, un anélisis genémico mostro la falta de ligamiento entre el PHAIl y
el gen SLC12A3, eliminando al co-transportador como responsable directo del sindrome.*
Mas adelante, se mostro que el PHAII es causado por mas de un gen, al encontrar
ligamiento entre el sindrome y los loci 1931-q42 y 17p11-q21.>* En estudios posteriores
dos regiones mas se involucraron con el PHAII. Disse-Nicodeme et al.** observaron
ligamiento positivo con el locus 12p13.3 en una familia francesa, mientras que en otra
familia con PHAII, no hallaron ligamiento con ninguno de los cromosomas antes
mencionados (1, 12 y 17), por lo que el PHAII se atribuyd a un locus distinto aun por
definir.>® Por tanto, al menos 4 genes son responsables de causar PHAII de manera

independiente.

En al aflo 2001, Wilson et al. encontraron que los genes causantes del PHAII en los
cromosomas 12 y 17 son WNK1 y WNK4, y que grandes deleciones en el intrén 1 de

WNKZ1 (que provocan un aumento en la expresion de WNK1) y mutaciones sin sentido
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presentes en su mayoria en un pequefio dominio acidico altamente conservado de WNK4
son las responsables del PHAII>* Este dominio acidico (Figura 1.10) estad ubicado
inmediatamente después del primer dominio coiled-coil y esta constituido por 10 residuos
de aminodcidos, 5 de los cuales son acidos y poseen una carga negativa que es eliminada
por las mutaciones que causan PHAII (i.e. E562K, D564A, D564H, Q565E; R1185C fuera

del motivo y ubicado después del segundo coiled-coil).>*®*

1
WNK1 624 STQVEPEEPEADQHQQLQ
WNK4 558 VFPPEPEEPEADQHQPFL

WNK4
Region
Dominiocinasa  opjled-coil

e

Exones 1-4 5 6 7 8 9 10 11 12 1314 15 16 17 18

Figura 1.10. Dominio acidico de WNK4. Se muestra su ubicacion en el gen (ex6n 7) y las mutaciones
reportadas por Wilson et al. que provocan PHAII (Imagen tomada de Cope et al. 2005).7!

1.6 Papel de WNK1y WNK4 en el manejo renal de electrolitos

El descubrimiento de que mutaciones en los genes WNK1 y WNK4 causan el PHAII y
la identificacidn de su expresion en el tdbulo distal contorneado y colector por ensayos de
inmunoprecipitacion, fueron los primeros indicios de su participacion en la regulacion del
manejo renal de electrolitos y en el control de la presion arterial. A la fecha los
mecanismos que provocan el PHAII no estan entendidos del todo, sin embargo, diversos
estudios sobre el papel fisiopatoldgico de WNK1 y WNK4 han permitido definir, al menos
en parte, el papel fisiologico de estas proteinas en la regulacion de la presion arterial y

comprender los mecanismos de regulacion en los que participan.
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Ya que los estudios iniciales para definir las bases genéticas del PHAII se enfocaron en el
co-transportador de Na*-Cl sensible a los diuréticos tipo tiazidas (NCC), se considerd la
posibilidad de que las WNKs regularan su funcién y que las alteraciones de dicha
regulacién provocaran la hiperfuncién de NCC responsable de la HTA caracteristica del
PHAII. Esta hipdtesis se evallo por dos grupos distintos de investigacion y en ambos casos
se demostré que WNK4 puede regular negativamente la actividad de NCC.”*™* Cuando
este transportador se co-expresé con WNK4 en ovocitos de Xenopus laevis (un sistema de
expresion heterdlogo que permite clonar y analizar las propiedades funcionales de éste y
otros transportadores) la captacion de Na* por NCC disminuy6 notablemente (>70%). Este
efecto esta mediado por la reduccion en la expresion del co-transportador a la membrana
plasmatica del ovocito. Este efecto fue dependiente de la actividad cinasa ya que al co-
inyectar una mutante de WNK4 sin actividad cinasa, no se produjo ninguna reduccién en la
funcién del NCC.” Cuando se analizé el efecto de las mutaciones de WNK4 que originan
PHAII (Q562E y E559K en WNK4 de raton), se encontrd que éstas eliminan la actividad
inhibitoria de WNK4 sobre NCC y reducen la expresion del transportador en la membrana.
Estas observaciones han sido corroboradas por otros grupos utilizando células en cultivo
como sistemas de expresion y han demostrado que la reduccion de la expresion de NCC
estd mediada por degradacion lisosomal (i.e. no por vesiculas cubiertas clatrina).®>" Por
otro lado, Yang et al. mostraron que el dominio C-terminal de WNK4 es suficiente para

inhibir a NCC y que esta inhibicién no depende de la actividad de cinasa.®*

A diferencia de WNK4, la cinasa WNK1 no ha mostrado tener un efecto directo sobre
NCC ni en otros sistemas de transporte de la nefrona distal. Al parecer, WNK1 tiene efecto
indirecto a través de la interaccion y de la regulacién de otras cinasas, incluyendo a
WNKA4. Por ejemplo, se ha mostrado que la isoforma completa de WNK1 (L-WNK1)
suprime la inhibicion que WNK4 tiene sobre NCC, es decir WNK1 inhibe a WNK4. Sin
embargo WNK1 no tiene ningin efecto directo sobre el co-transportador NCC.”* Esta
accion, es a su vez modulada negativamente por la isoforma alternativa KS-WNK1, que
abate el efecto de L-WNKZ1 sobre WNK4.®® En individuos con PHAII causado por
deleciones intronicas en el gen WNK1, la disminucién en el cociente KS-WNK1/L-WNK1

permite la activacién de NCC, lo que provoca hipertension arterial.”
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Ya que una de las caracteristicas mas prominentes del PHAII es la hipercalemia, la
localizacion de WNK4 en el TCD y los ductos colectores sugirieron que esta cinasa podria
tener un efecto directo sobre el canal de potasio ROMK (ruta principal de secrecion renal
de K. Apoyando esta idea, Kahle et al. demostré que la actividad de ROMK disminuye
notablemente por la WNK silvestre y que este mecanismo no parece estar relacionado con
la actividad de cinasa, ya que la mutante de WNK4 sin actividad de cinasa (D318A) y
constructos de WNK4 que carecen de los tres primeros subdominios del dominio cinasa
inhibieron en igual medida al canal ROMK.'® A diferencia del efecto sobre NCC, el
mecanismo de inhibicion consiste en la internalizacion de ROMK a través de vesiculas
cubiertas de clatrina.”® Por otro lado, estudios en células embrionarias de rifion (HEK-293)
han mostrado que WNKL1 participa en la modulacién negativa de la actividad basal de
ROMK."® Esta inhibicion es independiente de la actividad de cinasa y resultado de la
internalizacion del canal a través de vesiculas cubiertas de clatrina, y se contrarresta por
efecto de la isoforma corta KS-WNK1.”® Las mutaciones WNK4-PHAII, contrario al efecto
que tienen sobre NCC, provocan un aumento en la inhibicion de ROMK (asi como un
aumento en la interaccion del canal con la intersectina, necesaria en el proceso de

endocitosis mediado por clatrina).”’

Un tercer blanco de regulacion de WNK4 es el canal epitelial de sodio (ENaC), importante
via de reabsorcion de sodio en la nefrona distal. Ring et al. mostraron que WNK4 inhibe la
actividad del canal ENaC a través de la accién de Nedd4-2, una ubiquitina ligasa que
promueve la endocitosis del canal en vesiculas cubiertas de clatrina.?*"®"® Esta inhibicién
es independiente de la actividad de cinasa y revertida por mutaciones en WNK4-PHAII
(Q562E en ratén).”® Contrariamente, WNKZ1 estimula la expresion de ENaC en la
superficie celular, al prevenir la ubiquitinacion que causa Nedd4-2 en el canal de la
siguiente manera: WNKZ1 induce la fosforilacion de la cinasa SGK1 (Serum and

glucocorticoid-induced kinase 1) y ésta a su vez fosforila e inactiva a Nedd4-2.2%%

Un cuarto blanco de regulacion de WNKA4 son las claudinas, proteinas que regulan el flujo
paracelular de CI" en la nefrona distal. WNK4 incrementa el flujo paracelular de CI', efecto

que depende de la actividad de cinasa. Las mutaciones WNK4-PHAII se asocian a un
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incremento en la permeabilidad de CI". Finalmente WNK4, también puede inhibir la
actividad de los co-transportadores K*-CI: KCC1, KCC3 y KCC4, que en la nefrona distal
son criticos para la secrecion de potasio y de protones (H"), en el TCD y ductos colectores,

respectivamente. Este efecto es dependiente de la actividad de cinasa.

Asi mismo, diversos andlisis bioquimicos y funcionales han mostrado que las WNKs y los
co-transportadores cation-cloruro de la familia SLC12A pueden interactuar con SPAK
(Ste20-related proline and alanine rich kinase) y OSR1 (oxidative stress responsive kinase
1), dos proteinas cinasas similares de la familia ‘cinasas relacionadas con Ste20’. El
dominio C-terminal conservado (TCC) de SPAK y OSR1 interactla con proteinas que
contienen motivos RFXV/1.5"%882 WNK1 y WNK4 contienen dominios RFXV/I que les
permiten interactuar con SPAK/OSRL1 y fosforilarlas en residuos conservados del asa T y
del motivo S (Thr233 y Ser373 de SPAK; Thrl85 y Ser325 de ORSL1). La fosforilacion del
residuo del asa T (presente en la mayoria de las cinasas) activa a SPAK y OSR1.%°% Estas
cinasas también interactian con los co-transportadores NCC, NKCC1 y NKCC2 que
contienen motivos RFXV/I. Una vez asociados, SPAK y OSR1 activan a los co-
transportadores por fosforilacién en residuos conservados del dominio N-terminal 248>
Estudios recientes han mostrado que, tanto WNK1 como WNK4, estimulan a NCC y
NKCC1-2, a través de una via de fosforilacion y activacion de las cinasas SPAK y
OSR1.84' 89, 90

Estudios en cultivos celulares, han mostrado que WNKZ1 se activa por estrés hiperosmotico
(e.g. sorbitol, NaCl o KCI) y en condiciones hipotonicas con bajas concentraciones de CI’
(mientras que activadores de otras vias se sefializacion, como factores de crecimiento,
estrés celular no-osmético o inhibidores de fosfatasas, no la estimulan).>*®283858" Eqta
activacion se da por la fosforilacion del residuo Ser382 localizado en el asa T, conservado
en todas las WNKs. Zagorka et al. mostraron que el estrés hipertonico también fosforila y
activa a SPAK y OSR1, y que esta activacion disminuye notablemente en ausencia de
WNK1, sugiriendo que SPAK y OSR1 son sustratos fisiologicos naturales de esta cinasa
bajo estas condiciones.®®* De manera interesante el estrés hipotonico con bajas

concentraciones de cloruro también fosforila y activa a SPAK y al co-transportador NCC,
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mientras que las condiciones hiperténicas provocan la fosforilacion de NKCC2.%
1.6.1 WNKA4 tiene tres estados funcionales

Los distintos efectos de WNK4 sobre el sistema de transporte renal han llevado a
pensar que esta cinasa puede existir al menos en 3 estados funcionales.®* Un estado basal
0 de equilibrio, que inhibe a NCC, ROMK y ENaC, y estimula ligeramente el flujo
paracelular de CI; un segundo estado claramente identificado, simulado por las mutaciones
que provocan PHAII, donde WNK4 ya no inhibe a NCC y ENaC, aumenta la inhibicion
sobre ROMK y simultaneamente estimula el flujo paracelular de CI; y un tercer estado,
que involucra el efecto de WNK4 cuando ha sido fosforilada por la SGK1, una cinasa cuya
transcripcion es inducida por aldosterona. Una mutacién a &cido aspartico en el sitio
canonico de fosforilacion para SGK1 (S1169D en WNK4 de ratén) simula el tercer estado.
Esta mutacion no altera el efecto sobre NCC, sin embargo elimina el efecto inhibitorio de
WNK4 sobre ENaC y ROMK (Tabla 1.3).%6:78:8889.90

WNK4  WNK4-PHAII  S1169D-WNK4 WNK1

NCC + 4+ + -

ROMK + +3 + +
ENaC + 4+ + +
Claudina 4+ +1 ND 4
NKCC L 4 L 4 ND ND

Tabla 1.2. Efectos de WNK1 y WNK4 en tres estados funcionales diferentes simulados por las mutaciones
PHAII y S1169D, sobre diferentes canales y co-transportadores expresados en la nefrona distal (Tomada de
San Cristobal et al., 2009.).%

Como puede notarse el fenotipo PHAII-WNK4 aumenta la reabsorcion de Na* en la
nefrona distal, al mismo tiempo que potencia la inhibicion de la secrecion renal de K*. En
contraste, la mutacion S1169A-WNK4 continua suprimiendo la actividad de NCC,
mientras que maximiza la secrecion de K*, resultado de la activacion del canal ROMK vy la
formacion de un voltaje lumen-negativo que la reabsorcion de Na™ a través del canal ENaC

genera.”®®® En base a ello, se ha propuesto que WNK4 actlia como un ‘interruptor’
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molecular que permite al rifion responder de manera diferencial a la aldosterona (i.e.
paradoja de la aldosterona), una hormona liberada en dos situaciones fisioldgicas
diferentes: la hipovolemia y la hipercalemia. Durante la hipovolemia, la liberacion de
aldosterona maximiza la reabsorcion renal de sal, preservando y restaurando el volumen
intravascular. En la hipercalemia, la liberacion de aldosterona maximiza la secrecion de

potasio sin alterar la reabsorcion de Na*.%%

Ya que la Angll se libera durante la hipovolemia, y no durante la hipercalemia, se ha
propuesto que el receptor acoplado a proteina G de Angll (AT:R) es la contraparte
fisioldgica del estado funcional generado por las mutaciones WNK4-PHAIL'® En
ovocitos de Xenopus, se demostro gque la sefializacion de Angll mediada por su receptor
activa al co-transportador NCC al eliminar la actividad inhibitoria de WNK4 y que el
efecto de la Angll sobre NCC requiere de la modulacién de la actividad de SPAK.®® Asi, se
ha propuesto que durante la normovolemia, cuando el sistema renina-angiotensina-
aldosterona esta suprimido, WNK4 actGa como un inhibidor natural de NCC, al reducir la
actividad de los co-transportadores en la membrana apical. En cambio en la hipovolemia,
cuando el sistema renina-angiotensina-aldosterona se activa, la Angll interactia con el
receptor AT1R, convirtiendo a WNK4 en un activador de NCC al incrementar el trafico del
co-transportador hacia la membrana plasmética, posiblemente mediado por SPAK.® De

acuerdo con esta propuesta, en ratones knock-in WNK4P26MA™

que desarrollan un fenotipo
PHAII (hipertension hipercalémica y alta sensibilidad a tiazidas) se observa un incremento
en la fosforilacion de SPAK y OSR1, mientras que en ratones knock-in SPAK*A243A
cuya Thren el asa T (Thr243) ha sido mutada a Ala para prevenir su activacion por WNKs,
se observa una disminucion notable tanto en la fosforilacion de NCC como en la cantidad
del co-transportador (con niveles de mMRNA normales).**®*Asi mismo, Rozansky et al.,
mostraron que la fosforilacion simultanea sobre WNK4 en los residuos S1169 y S1196 que
lleva a cabo SGK1, también puede eliminar el efecto negativo de WNK4 sobre NCC, por
lo que esta via también podria participar en la respuesta a hipovolemia que involucra a la

Angll.%
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1.7 Componente genético de la HTA

Diversos estudios epidemioldgicos y familiares, han mostrado que entre el 30-50%
de los factores que originan la hipertension arterial esencial son genéticos.”® Sin embargo,
se conoce poco sobre las bases genéticas de la HTA. Las estrategias que se han utilizado
para buscar variantes genéticas que participan en la regulacion de la presion arterial son

basicamente dos:

1) Escrutinio del genoma completo.

Este tipo de estrategia incluye estudios de mapeo por ligamiento y estudios de
asociacion por escrutinio del genoma completo (GWAS por sus siglas en inglés ‘genome-
wide association studies’).?® Aunque este tipo de estudios ha permitido encontrar algunos
genes que confieren susceptibilidad a distintas enfermedades comunes; en el caso de la
hipertension arterial los resultados han sido un tanto desalentadores.****? Posiblemente
esto se deba a la gran heterogeneidad y la alta prevalencia de la enfermedad, y en particular

a que no se han buscado asociaciones a subfenotipos especificos.*®

2) Los estudios de genes candidatos.

Consisten en buscar variantes polimorficas (comunes o raras) en genes de funcién
conocida, y que pudieran conferir susceptibilidad a padecer hipertension arterial en la
poblacion general. El estudio de enfermedades mendelianas raras que cursan con
hipertension o hipotension ha aportado informacion valiosa en este tipo de estrategia. De
manera sorprendente, todos estos sindromes son producto de mutaciones en genes que
afectan el manejo renal de sal.’> Las mutaciones que causan un incremento neto en la
reabsorcién de sal producen hipertension, mientras que las que causan pérdida renal de
sodio generan hipotension.®* Estos genes codifican para distintos transportadores y canales
idnicos renales encargados de la reabsorcion y secrecion de iones en la nefrona; o bien, son
proteinas citoplasmicas encargadas de la regulacion de dichos transportadores (ver Tabla
1.3).
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Nombre
del gen

Proteina
Codificada

Funcién

Sindrome

Descripcion

SLC12A3
(11q24.3)

TSC/INCC

Responsable de la
reabsorcion de Na™-Cl” en
TCD

Gitelman®

Mutaciones que causan pérdida de
funcién en NCC. EIl sindrome se
caracteriza por sintomas y signos
neuromusculares y presion arterial
mas baja de lo normal, niveles bajos
de Mg?* sérico y de Ca®* urinario.

SCNN1B/G
(16p12.1)

ENaC

Media la electro-difusion
apical del Na'en la nefrona
distal sensible a
aldosterona

Liddle®

HTA temprana acompafiada de
alcalosis  hipocalémica, actividad
plasmaética de renina suprimida y bajos
niveles plasméaticos de aldosterona.
Las mutaciones provocan un aumento
en la actividad de ENaC, atribuible a
un incremento de estos canales en la
superficie celular.

SCNNIA
(12p13.31)

SCNN1B/G
(16p12.1)

ENaC

Media la electro-difusion
apical del Na*en la nefrona
distal sensible a
aldosterona

PHAI recesivo®

Mutaciones que causan pérdida de
funcion en cualquiera de las 3
subunidades de ENaC causan una
forma recesiva de PHAI, caracterizado
por pérdida de sal e hipotension en el
periodo neonatal, con hipercalemia y
acidosis metabdlica, pese a niveles
altos de aldosterona. A diferencia del
PHAI estos paciente no mejoran con la
edad.

SLC12A1
(15q21.1)

BSC1/NKCC2

Reabsorbe Na: K: 2Cl
en membrana apical de la
TAL

Bartter tipo I

Mutaciones con pérdida de funcidn en
NKCC2 eliminan la reabsorcién apical
de Na', CI' y K" en la TAL, lo que
provoca pérdida renal de NaCl con la
consecuente activacion del sistema
renina-angiotensina y alcalosis
hipocalémica.

SCNN1B
(16p12.1)

KCNJ1/ROMK

Secreta K* en la membrana
apical de varios segmentos
de la nefrona

Bartter tipo 1%

Debido a que el fluido luminal en la
TAL tiene una alta concentracion de
Na® y CI" y baja concentracion de K,
mutaciones en ROMK provocan la
pérdida renal de sal, debido a que el
canal no puede reciclar el K* que
reabsorbe el co-transportador NKCC2.
Por tanto la reabsorcion de NaCl y K
en la TAL se detiene. El sindrome se
caracteriza por deshidratacion severa,
hipoercalciuria, nefrocalcinosis. No se
distingue del Bartter I.

CLCNKB
(1p36.13)

CICKb
(Canal de cloro,
isoforma Kb)

Reabsorbe CI" en |la
membrana basolateral de
la TAL

Bartter tipo 1%

Mutaciones en CLCNKB también
provocan la pérdida renal de sal,
debido a que el CI" que reabsorbe

NKCC2 no puede atravesar la
membrana  basolateral hacia el
intersticio. Como  resultado la

reabsorcion de NaCl y K* se detiene
causando pérdida de NaCl,
hipovolemia, elevacién de renina y
aldosterona e hipercalciuria.
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BSND Barttina La barttina modula la | Bartter tipo IV® Mutaciones en BSND evitan que el
(Subunidad estabilidad, localizacién en CLCNKB reabsorba CI" en varias
accesoria del canal | la superficie celular vy secciones de la nefrona, asi como en la
CLC-Kb en el | funciébn de los canales estria vascularis 'y el laberinto
rifidn y oido) CIC-Ks. vestibular del oido interno. Este

sindrome estd caracterizado por
pérdida renal de NaCl, alcalosis
metabdlica hipocalémica, poliuria fetal
y postnatal, resultado de la reabsorcion
tubular alterada, y sordera.

CASR CaSR Receptor  acoplado  a | Bartter V*' Mutaciones autosémicas domimantes

(3p21.1) (Receptor que | proteina G que se activa gue causan ganancia en la funcién en
censa Ca” | por el incremento en la este receptor causan un fenotipo tipo
extracelular) [Ca®™] extracelular en la Bartter, caracterizado por

TAL. hipocalcemia.
WNK1 Wnk1/WNK1 Regula la actividad de | Pseudo- Enfermedad autosémica dominante
(12p13.33) ROMK y ENaC, y regula | hipoaldosteronimo | caracterizada por hipertension arterial,
negativamente el efecto | Il hipercalemia, acidosis metabolica e
que WNK4 tiene sobre | (PHAI)* hipercalciuria, con un fenotipo
NCC. dependiente de CI" y corregido con
bajas dosis de diuréticos tipo tiazida
WNK4 Wnk4/WNK4 En estado basal inhibe la | Pseudo- Enfermedad autosémica dominante
(17g21.31) expresion y actividad del | hipoaldosteronimo | caracterizada por hipertension arterial,

co-transportador NCC,
reduce la expresion y
actividlad de ROMK.
Promueve la endocitosis
del canal ENaC. Regula a
NKCC2 en la TAL.
Regula claudinas y KCCs
expresados renalmente.

I
(PHAINY

hipercalemia, acidosis metabolica e
hipercalciuria, con un fenotipo
dependiente de CI" y corregido con
bajas dosis de diuréticos tipo tiazida

Tabla 1.3. Genes que participan en la regulacion de la homeostasis renal de electrolitos, volumen
intravascular y presion arterial y cuyas mutaciones provocan sindromes mendelianos raros caracterizados por
hipotensién o hipertension.

La estrategia mas utilizada para el estudio de genes candidato es comparar la frecuencia de

polimorfismos conocidos reportados en el HapMap en casos y controles. Aunque esta

estrategia ha sido Gtil para encontrar la participacion de algunos genes en diferentes

enfermedades multifactoriales, tiene algunas limitaciones:

e Los resultados suelen diferir de acuerdo a la poblacién estudiada;

e En poblaciones genéticamente heterogéneas, como la mexicana, pueden dar

38,39.

resultados falsos-positivos o negativos si existe estratificacion de la poblacién®;
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e Siel alelo en estudio es poco frecuente y tiene un efecto relativamente pequefio,
se necesitan muestras demasiado grandes (decenas de miles de casos) para tener un

poder estadistico adecuado, pudiendo dar resultados falsos-negativos®.

Este tipo de estudios ha demostrado que la variacion genética en los genes del sistema
renina-angiotensina aldosterona confiere susceptibilidad a la hipertension arterial esencial
en diferentes poblaciones.** Sin embargo, en general se calcula que las variantes comunes
explican sélo una pequefia fraccion de la susceptibilidad a enfermedades comunes como la

hipertension esencial.?®

En el caso de la poblacion mexicana existen dos limitantes mas: la poblacion amerindia y
las poblaciones mestizas derivadas no estan incluidas en el HapMap; y se ha reportado que
éstas poseen marcadores genéticos que no estan presentes en otras poblaciones.***® Esto
recalca la necesidad de buscar polimorfismos o variantes no descritas, que pudieran ser

propias de nuestra poblacion.

Una estrategia alternativa que permite encontrar variantes nuevas consiste en la
secuenciacion de genes candidato en grupos reducidos de individuos con fenotipos
extremos.** Si la frecuencia de variantes es distinta en ambos grupos, es probable que
dicha(s) variante(s) sean funcional(es). Cuando la variable a estudiar es continua (i.e.
presion arterial), los grupos extremos consisten en individuos con niveles de presion
arterial mas alta y de presion arterial mas baja de la poblacion (por percentilas de acuerdo a
edad y género). Esta estrategia se utilizo recientemente en poblacion caucasica, en donde
se encontro que diferentes variantes raras en genes transportadores que participan en el
metabolismo renal de sodio (NTCC, NKCC2 y ROMK) involucrados en la regulacién de la

presion arterial en la poblacién general.*

En caso de variables dicotdmicas (hipertension
versus normotension) se busca alguna caracteristica que indica mayor gravedad o mayor
probabilidad de un componente genético en los casos, como lo seria una edad de inicio

temprano.*®
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1.8 Variacion génica reportada en los genes WNK1 y WNK4

El gen WNK1, localizado en el cromosoma 12, estd compuesto por 28 exones que
codifican una proteina completa de 2,382 aminoacidos (Figura 1.11). Se han reportado
1,814 polimorfismos en este gen, 82 ubicados en la region codificante, de los cuales 44 son
polimorfismos de un solo nucle6tido que producen cambios de aminoécido (cSNPs). El
dominio N-terminal, cinasa y C-terminal contienen 5, 7 y 32 cSNPs respectivamente.” La
variacion en la region codificante esta especialmente contenida en los exones 1, 5, 19 y 24.
La gran mayoria de los polimorfismos de la region codificante tienen una frecuencia baja
(<0.1), y son pocos los que estan validados por proyectos como el HapMap y el proyecto
1000Genome. El resto de los 1,816 cambio reportados en el gen WNKL1 se ubican en las

regiones intrénicas y no codificantes del gen.”

Dominio catalitico
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Figura 1.11. Gen WNK1. (A) Dominio cinasa del gen WNKZ1. (B) Ubicacion relativa del WNK1 en el
cromosoma 12 humano (Imagenes tomadas de Verissimo & Jordan, 2001; USCS Genome Browser).>®

Existen alrededor de 600 SNPs en el intron 1 de WNK1. En un estudio en diferentes
cohortes, Newhouse et al. encontraron multiples haplotipos y tag SNPs asociados
significativamente con niveles de presion arterial, hipertension arterial y excrecion de K*
urinaria.”® Especialmente, la variante rs765250 ubicada en el intrén 1, tuvo la mayor
evidencia de asociacion a variacién de PA, mientras que los SNPs asociados con la
excrecion de potasio se ubicaron a lo largo del gen.” Por otro lado, Turner et al. reportaron
un SNP en el intron 1 de WNK1 asociado a cambios en la presion arterial en respuesta al
uso de tiazidas (Tabla 1.4).°
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RESPUESTA A TIAZIDAS

Mayatoshi et al. (2004)95 No asociacidn (n=76 japoneses; secuenciaron poblacion general para
identificar SNPs).

Turner et al. (2005)94 Asociacion reportaron 3 SNPs asociados a diferencias en la presion
arterial en respuesta a tiazidas. Uno de estos SNPs se localiza en el
intron 1.

(n=585 caucasicos; buscaron SNPs 39 SNPs conocidos en 18 genes).

ASOCIACION CASO-COTROL CON HTA ESENCIAL

Kokubo et al. (2004)96 No asociacién N=1818 japoneses, secuenciaron poblacion general
para identificar SNPs
Newhouse et al.(2005)97 Asociacion. Tendencia entre la severidad de HTA y una variante

cercana al promotor. (n=100 familias europeas caucésicas con HTAE
grave; buscaron SNPs conocidos y haplotipos).

ASOCIACION A NIVELES DE PA

Tobin et al. (2005)98 Asociacion.(996 europeos de 225 familias, SNPSs comunes y
haplotipos se asociaron a niveles de TA ambulatoria.

Tobin et al. (2008)99 No asociacion a niveles de TA; asociacion a nivel de cambio de TA
de los 7 a los 11 afios. (Cohorte de 5326 nifios de GB; SNPs y
haplotipos.

Newhouse et al. (2009)93 Asociacion. Estudio caso-control (hipertensos-normotensos) n=1700

para cada grupo; buscaron SNPs conocidos del HapMap y buscaron
asociacion de fenotipos con funcion de WNK1. Encontraron que
multiples variantes se asocian a PAS, PAD y excrecién de potasio en
orina de 34 horas.

Tabla 1.4. Estudios de asociacion entre el gen WNK1 y presién arterial, HTA o cambios de presion en
respuesta tiazidas (inhibidor especifico del co-transportador NCC).

El gen WNK4 (Figura 1.11), que se localiza en el cromosoma 17, en la banda 21.31, esta
conformado por 19 exones que codifican una proteina completa de 1,243 aminoacidos. Se
han reportado 218 polimorfismos en este gen, 51 ubicados en la region codificante, de los
cuales 44 son polimorfismos de un solo nucleétido que producen cambios de aminoacido

(cSNPs). El dominio N-terminal, cinasa y C-terminal contienen 4, 2 (méas un cambio en el

marco de lectura) y 25 cSNPs respectivamente.®
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Figura 1.12. Gen WNK4. A. Dominio cinasa del gen WNK4. B. Ubicacion relativa del WNK4 en el
cromosoma 17 humano. (Imagenes tomadas de Wilson et al., 2001; USCS Genome Browser).SA"101
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La variacion en la region codificante estd especialmente contenida en los exones 1, 5, 19 y
24. La gran mayoria de los polimorfismos de la region codificante tienen una frecuencia
baja (<0.1), y son pocos los que estan validados por proyectos como el HapMap vy el
proyecto 1000Genomes. El resto de los 1,816 cambio reportados en el gen WNK1 se

ubican en las regiones intronicas y no codificantes del gen.

Los exones 1, 7 y 14 de WNK4 son los méas polimorficos, mientras que no hay variantes
reportadas en los exones 5, 11, 12, 15, y 18.*° La gran mayoria de los polimorfismos en la
region codificante tienen una frecuencia baja (<0.1), y pocos estan validados por proyectos
como el HapMap y el proyecto 1000Genomes.'® Los estudios que han buscado asociar la
variacion en el gen WNK4 con niveles de presion arterial o hipertension se resumen den la
Tabla 1.5.

RESPUESTA A TIAZIDAS

Matayoshi et al. (2004)* No asociacién. Secuenciaron para identificar SNPs.

ASOCIACION CASO-COTROL CON HTA ESENCIAL

Erlich et al. (2003)'% Asociacion a HTAE en caucésicos. No asociacién a HTAE
en afroamericanos.

Speir & Morris (2004)* No asociacién en poblacién australiana.
Beujafield et al. (2003)'% No asociacidn en poblacién australiana
Tobin et al. (2005)% No asociacidn en caucasicos europeos.

ASOCIACION A NIVELES DE PA

Kokubo et al. (2004)* Asociacion a mayor PAS en género masculino, en
poblacidn japonesa.

Tabla 1.5. Estudios de asociacién entre el gen WNK4 y presién arterial, HTA y cambios de presién en
respuesta tiazidas.
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Il. JUSTIFICCION

La hipertension arterial esencial es un problema de salud publica y sus bases
gendmicas en la poblacion mexicana no se conocen. Tomando en cuenta que la poblacién
mexicana es mestiza (principalmente de origen europeo y amerindio), es importante buscar
variantes genéticas que pudieran ser propias de nuestra poblacién y que pudieran conferir

susceptibilidad a la hipertension arterial sistémica.

El efecto de variantes genéticas en WNK1 y WNK4 en la presion arterial y/o en la
susceptibilidad a la hipertensién arterial esencial se ha sido poco estudiado en poblaciones
caucasicas y asiaticas y no se ha estudiado en la poblacién mexicana. El conocer estas

bases genéticas podria ayudar eventualmente a identificar individuos en riesgo.
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I11. HIPOTESIS

Existen variantes en los genes WNK1 y WNK4 que causan susceptibilidad a padecer

hipertension arterial esencial en la poblacion mexicana.
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IVV. OBJETIVO

Identificar variantes de secuencia de los genes WNK1 y WNK4 que puedan conferir

susceptibilidad a la hipertension arterial esencial en individuos mexicanos.

4.1 Objetivos particulares

e Identificar polimorfismos de los genes WNK1 y WNK4 secuenciando las regiones
de cada gen en individuos con hipertension arterial de inicio temprano y controles

no hipertensos.

e Determinar y comparar las frecuencias de las variantes identificadas en individuos

con fenotipos extremos.

e Predecir mediante programas informaticos la probabilidad de que las variantes

encontradas tengan repercusion funcional (en la proteina o en la expresion del gen).

e Establecer las bases para el disefio de estudios de asociacion caso-control para

hipertension arterial en la poblacion mexicana.
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V. MATERIAL Y METODOS

5.1 Poblacion de estudio

La poblacion de estudio consiste en dos grupos de individuos que representan
fenotipos contrastantes de presion arterial en la poblacion mexicana: el grupo |
‘hipertensos de inicio temprano’ y el grupo II ‘normotensos de edad avanzada’. Los
individuos del grupo Il tienen cifras de presion arterial que tienden a ser bajas dentro del
contexto de normotension, sin alcanzar cifras patologicas. Los individuos del grupo |
fueron captados en el Instituto Nacional de Nutricion y Ciencias Médicas Salvador Zubiran
(INNSZ). Los individuos del grupo Il fueron seleccionados del banco de sangre del area de
Biologia Molecular y Medicina Genomica del INNSZ, captados originalmente en la
ENSANUT 2006. Los criterios de inclusion y exclusion para reclutar a cada grupo se

encuentran resumidos en la Tabla 4.1.

GRUPOS

CRITERIOS DE INCLUSION

CRITERIOS DE
EXCLUSION

I. Hipertensos de
inicio temprano
(N=50)

Individuos con hipertension arterial
sistémica esencial de inicio
temprano(< 35 afios)

Mestizos mexicanos
(>3 generaciones).

Hipertension arterial secundaria
Obesidad
Diabetes mellitus tipo 2
Endocrinopatias
- Tiroides
- Sx Cushing
- Hiperaldosteronismo
- Otras
Nefropatia
- Infecciosa
- Secundaria a farmaco
- Por lupus
- Por T2D
Disautonomia
Tumores (feocromocitoma)

I1. Normotensos de
edad avanzada
(N=18)

Individuos mayores de 50 afios,
clinicamente sanos.

Mestizos mexicanos
(>3 generaciones).

Hipertension arterial secundaria

Antecedentes heredofamiliares de
HTAS en familiares de primer
grado

Tabla 5.1. Criterios de inclusion y exclusion para los grupos ‘hipertensos de inicio temprano’ y

‘Normotensos de edad avanzada’ con fenotipos extremos.
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5.2 Extraccion de DNA

El DNA genomico se extrajo a partir de leucocitos en sangre total en EDTA con KIT
de QIAGEN (QlAamp Blood Midi Kit), y se cuantifico por espectrofotometria. La
integridad del DNA extraido se observé mediante electroforésis en gel de agarosa 1.0%
previamente tefiido con bromuro de etidio [0.5 ug/uL] en amortiguador TBE 1X (Tris base
0.089 M; &cido boérico 0.089 M; EDTA, pH 8.0, 0.002 M). ElI DNA se diluy6 a una

concentracion de 10 ug/uL para el ensayo de amplificacion por PCR.

5.3 Amplificacién de WNK1y WNK4

Los oligonucleotidos especificos para la amplificacion de la region reguladora C1 del
intrén 1 de WNK1 (gentilmente proporcionada por la Dra. Juliette Hadchouel y la Dra.
Emilie Elvira Matelot, del ‘Institut National de la Santé et la Reserché Médicale’ de
Francia), y de las regiones codificantes de WNK4, se disefiaron con el programa ‘Oligos’
version 8.6 (Tabla 5.2). Los oligonucledtidos se sintetizaron en la Unidad de Sintesis y
Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. La amplificacion se realiz6 por
PCR con kit comercial (Taq Gold o Master Mix) en condiciones especificas para cada par
de oligonucledtidos (Tabla 5.3 y Tabla 5.4).

Region C1 WNK1 5 TGCTCTGCGTGGTGTTTGTATCCG 3 491 b
5" GTGGGCCAAGATCGCACCACT 3

Exon 2 WNK4 5'-CCCATCTGTGGGCTCCAACC -3 449 b
5'-GGACATTGCCACTCACCGAGG -3

Exon 3 WNK4 5'-GCTGGCAGAAGATGCGGAGG -3’ 422 b
5'-TCCTGCTGAGGGGAGGGAGTC -3

Exon 4 WNK4 5'-GCACCCATCCCAACCCCACTG -3 423 Db
5-TCCTCTGTGTTCACCAAGGCGAC -3

Exon 5-6 WNK4 5'-GCAGCTGTCCAAGGAGGGAG -3 557 b
5-TCCGTTGCACTGTCCTCCCG -3

Exon 7 WNK4 5'-GGAGTTCCCAAGAAGGCGTC -3 455D
5'-GGCTAGAGGTGGAAGGCAGG -3

Exo6n 8 WNK4 5'-GCCATGAAGCTCTCCCCAGG -3 426 b
5'-GGAGATGGTGTCAAGGATGCTGG-3"

Exo6n 9-10 WNK4 5'-CCACCATTCTTGCTCCTCCC -3 496 b
5'-CTCCCGTTTTCTGGGTGACC -3

Exon 11 WNK4 5'-GCTGTCACTTGGCTGGGGTAGGG-3" 411b
5'-GCTCCAGCTGAGAAGCCAAATCCC -3

Exon 14-16*  WNK4 5'-CCACTTCTTTCCTCCTCCCCACC -3 698 b

5'-CCAGCCCCCAGACTCCCAGC -3

Tabla 5.2. Oligonucle6tidos sentido y antisentido que amplifican la region represora C1 de WNK1 y distintos exones de
WNK4. *El par ‘Ex6n 14-16 amplifica s6lo una porcion de los exones 14 y 16 como se muestra en el ANEXO (p. 66).
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Iniciacion 94°C 10 minutos 1
Desnaturalizacion 94°C 45 segundos
Alineamiento X°C 45 segundos 35
Extension 72°C 45 segundos
Extension final 72°C 10 minutos 1
Conservacion 4°C 0
A
Buffer Tag Gold (10x) 2.0uL
Mg®* (25mM) 1.0 uL
dNTPs (10mM) 0.5uL
DNA (10ng/uL) 2.0uL
Oligonucleétido (50ng/uL) sentido 1.0uL
Oligonucle6tido (50ng/uL) antisentido 1.0uL
Polimerasa Taq Gold 0.1uL
H,0 grado miliQ 12.4 uL
Volumen Final 20.0 uL
B
Reactivo  Cantidad _
Master Mix 4.5 uL
DNA (10ng/uL) 2.0uL
Oligonucle6tido (50ng/uL) sentido 1.0uL
Oligonucleétido (50ng/uL) antisentido 1.0uL
H,0 grado miliQ 7.5uL
Volumen Final 16.0 uL
C

Tabla 5.3. A. Condiciones para la PCR de amplificacion utilizando kit comercial B. Taq Gold o C. Master
Mix.
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Region C1 WNK1 60°C Master Mix
Exo6n 2 WNK4 59°C Taq Gold
Exo6n 3 WNK4 58°C Taq Gold
Exo6n 4 WNK4 58°C Taq Gold
Exdn 5-6 WNK4 63°C Master Mix
Exo6n 7 WNK4 59°C Master Mix
Exo6n 8 WNK4 58°C Taq Gold
Exo6n 9-10 WNK4 59°C Taq Gold
Exén 11 WNK4 58°C Master Mix
Exon 14-16 WNK4 58°C Master Mix

Tabla 5.4. Temperatura de alineamiento para la PCR de amplificacion de la region represora C1 en el intrén
1 de WNK1 y distintos exones de WNK4. Se especifica el kit utilizado para amplificar cada region.

5.4 Secuenciacion de los genes WNK1 y WNK4

Los amplicones obtenidos en la PCR de amplificacion se purificaron con el kit
comercial (QIAGEN) y se reamplificaron en una reaccién de PCR de secuenciacion con kit
comercial (BIGDYE version 3.1, Applied Biosystems). Los reactivos y las condiciones
para la reaccion de PCR de secuenciacion se enlistan en la Tabla 5.5. Los productos fueron
analizados en un secuenciador automatico ABI-3100 y los electroferogramas analizados

con el programa 4Peaks version 1.7.

5.5 Analisis de prediccion

Se utilizé el programa computacional Polyphen Harvard para predecir el posible
efecto de SNPs que causan cambios de aminoécido.*® El programa Human Splicing Finder
2.4.1 y ESE finder 3.0, se utilizaron para predecir probables sitios aceptores, donadores y

de unién a factores de splicing. %0107
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Iniciacion 9% °C 15 minutos 1
Desnaturalizacion 95°C 6 minutos
Alineamiento 52°C 3 minutos 35
Extension 60°C 2 minutos

Extension final 60°C 10 minutos 1
Conservacion 4°C o0

Big Dye Terminator 3.1 ® 0.5uL
Buffer Big Dye 3.1 3.0uL
DNA (10ng/uL) 2.0uL
Oligonucleotido (50ng/uL) (sentido o antisentido) 2.0uL
H,0 grado miliQ 12.5uL
Volumen Final 20.0 uL

Tabla 5.5. (A) Condiciones y (B) concentraciones de los reactivos para la PCR de secuenciacion utilizando

kit comercial Big Dye Terminator 3.1 ®.
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VI. RESULTADOS

6.1 Poblacion de estudio

Se captaron 18 individuos (edad <35 afios) con hipertension arterial esencial de inicio
temprano para el grupo I ‘hipertensos de inicio temprano’. Las cifras de presion arterial al
momento de ingreso al INNSZ y edad de inicio para la HTA se resumen en la Tabla 6.1. El
grupo II se conformd por 50 individuos (edad > 50 afios) con cifras de presion arterial
normal (90-120/50-80 mmHg). La cifras de presion arterial de cada individuo medidas
durante la ENSANUT 2006 se muestran en la Tabla 6.2, indicando la edad y el diagnostico

de obesidad al momento de la encuesta.

H1

n

160 90 34

H3

n

160 100 33

H5

<

140 100 35

H7

<

140 80 34

<

Hi1l

<

140 90 17

n

H15

n

170 100 35

H17

n

150 90 33

Tabla 6.1. Cifras de presion arterial sistdlica y diastolica del grupo Il ‘hipertensos de inicio temprano’.
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N1 No

-

100 58 50

N3 No

-

90 60 54

NS No

-

100 60 67

N7 No

n

100 60 57

N9 No

n

100 60 51

N11 No

M

110 60 53

N13 No

n

120 70 67

N15 Si

n

100 70 52

N17 No

<

90 60 62

N19 Si

<

100 60 60

N21 No

<

110 70 57

N23 No

<

110 70 58

N25 No

<

110 70 55

N27 No

n

100 70 59

N29 No

<

110 70 50

N31 No

n

90 60 55

N33 No

<

100 70 58

N35 No

<

110 70 54

N37 Si

<

90 60 51

N39 Si

n

100 70 57

N41 Si

<

110 70 62

N43 Si

n

110 70 54

N45 Si

<

100 70 60

N47 No

<

110 70 55

N49 Si

<

110 70 50

Tabla 6.2. Cifras de presion arterial sistdlica y diastolica del grupo Il ‘normotensos de edad avanzada’.
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6.2 Secuenciacion de WNK4

Se secuenciaron los exones 2-6 de WNK4 que comprenden casi el total del dominio
cinasa y los exones 7-11 y 14-16, que codifican la region del dominio C-terminal mas
proxima al dominio cinasa, en los 18 individuos hipertensos jovenes y 50 individuos
normotensos de la poblacion de estudio. Los exones 14 y 16 se secuenciadon parcialmente.
Las secuencias obtenidas se analizaron en el programa 4Peaks version 1.7. Las variantes

encontradas en cada grupo de estudio se muestran en la Tabla 6.3.

6.3 Variacion en el gen WNK4

La frecuencia de polimorfismos encontrados en WNK4 en el grupo de individuos
‘Hipertensos de inicio tardio’ y ‘Normotensos de edad avanzada’ fue similar (2/18 y 8/50
respectivamente). Entre las ocho variantes encontradas en WNK4, las variantes G227W,
IVS7-25G/A y IVS14-40T/C podrian ser dafiinas para la funcion de WNK4, constituyendo
el 100% de la variacion encontrada en el grupo de hipertensos de inicio temprano y el
28.6% (2/7) de la variacién en el grupo de normotensos de edad avanzada (Figura 6.1).
Entre las ocho variantes encontradas en WNK4 seis se ubican en la region codificante del
gen. Unicamente cuatro de ellas causan cambio de codén (cSNPs), mientras que las dos
variantes ubicadas en regiones no codificantes del gen se encontraron en los limites exon-
intron (Tabla 6.3).

2/18
(11.1%)

8/ 50
(16.0%)

Figura 6.1. Frecuencia de variantes del gen WNK4 encontradas en individuos hipertensos de inicio
temprano (H) y normotensos de edad avanzada (N).
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Variante Ubicacion  Indiv. Report. Prediccion
Grupo | G227TW Exén 2 HO04 No Dafiino
;\Ifzill’g“ensos de Inicio Temprano™ | \/s14 407/C  Intrén 14 H14 Si Pbisitio aceptor
Grupo 11 G227TW Exon 2 N12 No Dafiino
;\I;I:%rglotensos de Edad Avanzada’ GA48C Exdn 6 N38 No Benigno
P551P Exé6n 7 NO5 Si Sinénima
V553V Exé6n 7 N23 No Sinénima
IVS7-25G/A  Intrén 7 N30 No Pb/sitio aceptor
A601S Exon 8 NO04 No Benigno
A601S Exén 8 N37 Si Benigno
P961S Exén 14 NO04 Si Benigno

Tabla 6.3. Variacion del gen WNK4 en este estudio. Se indica la prediccion del posible efecto en la funcion
de la proteina de cada polimorfismo y se indica si ésta ha sido previamente reportada.

6.3.1 Variacion no sinbnima en WNK4

El polimorfismo G227W (GGG>TGG) ubicado en el exdn 2 de WNK4 fue encontrado
en un individuo hipertenso de inicio temprano y en un normotenso de edad avanzada
(Figura 6.2). Unicamente el cambio sinénimo G227G se ha reportado previamente en esta
posicion sin que su frecuencia haya sido determinada en alguna poblacion. El programa
Polyphen Harvard predice que el cambio de Gly—Trp en este residuo es posiblemente

dafiino para la funcién de la proteina por ser un residuo de aminoécido muy conservado.

Esta prediccion esta dada en base a un alineamiento (Figura 6.5).

Figura 6.2. Variante G227W en WNK4 en (A) un individuo normotenso de edad avanzada y (B) en un

individuo hipertenso de inicio temprano.
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La variante no sinénima G448C (GGC>TGC) en el exon 6 de WNK4 se encontrd en un
individuo normotenso de edad avanzada. No ha sido reportada previamente y genera un
cambio de aminoacido que el programa Polyphen Harvard predice como benigno para la

funcidn de la proteina (Figura 6.3).

AACTAGCG GAGGAGGACGACTGCGAGARGCCGGGCCTC AR G

Figura 6.3. Variante G448C en el ex6n 6 de WNK4 en un individuo normotenso de edad avanzada.

La variante no sinbnima A601S (GCC>TCC) en el ex6n 8 de WNK4 se encontré en dos
individuos normotensos de edad avanzada (Figura 6.4). Esta variante se ha reportado
previamente y tiene una frecuencia promedio calculada de 0.213. En base a alineacion, el
programa Polyphen Harvard predice este cambio como benigno para la funcion de la

proteina.

'. M n
n P III I|I i '|I .
A AAMNN A An/VWY
al - M A
G C C ) C A G A C c c T G c cC C gl I C n G C cC C cC C |

Figura 6.4. Variante A601S en el exén 8 de WNK4 en dos individuos normotensos de edad avanzada
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Figura 6.5. Alineamiento del residuo Gly 227 de WNK4 con secuencias similares u homologas de otras proteinas con el programa Polyphen Harvard. El residuo G227

(marcado en azul) se encuentra muy conservado.

.WCELQTRKLSRAERQRFSEEVEMLK
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WCELQTRKLSRAERQRFSEEVEMLK

WCELQTRKLSKVERQRFSEEVEMLK
WCELQTRKLSKTERQRFSEEVEMLK
WCELQTRRLTKVERQRFSEEVEMLK
.WCELQDRKLSKSERQRFKEEAGMLK
WCELQDRKLTKSERQRFKEEAEMLK
.WCELQDRKLTKSERQRFKEEAEMLK
.WCELQDRKLTKSERQRFKEEAEMLK
WCELQDRKLTKSERQRFKEEAEMLK
WCELQDRKLTKSERQRFKEEAEMLK
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El polimorfismo P961S (TCC>TCT) en el exdn 14 de WNK4 se encontré en dos
individuos normotensos de edad avanzada (Figura 6.6). Esta variante se reportd
previamente (rs2290041), y tiene una frecuencia promedio calculada de 0.152 en
poblacién africana. En base a alineacion, el programa Polyphen Harvard predice este

cambio como benigno para la funcion de la proteina.

G T = c c C T C c c T G C C T G C C
I" |'In"| i | \

{\ /(\ I | \ |I ||I Iﬁl'lII .'In.'-l I|'r\\ Illﬂl',
." \ [ [ ' I' lll I I I ll /\j"l | .I I' ,; I', .lI | [
J_u_xf__.u_d.;_,uehl L N [ Y

Figura 6.6. Variante P961S en el exon 14 de WNK4 en un individuo normotenso de edad avanzada.

6.3.2 Variacion sinénima en WNK4

Las variantes sindnimas P551P (CCC>TCC) y V553V (GTC>GTT) en el exdn 7
de WNK4 se encontraron por separado en dos individuos normotenso de edad avanzada
distintos (Figura 6.7). Solo la variante P551P se ha reportado previamente y tiene una
frecuencia global del 0.017 en poblacion caucésica. Estas variantes se encuentran a una

distancia de -7 y -4 residuos de aminoacidos respecto al dominio acidico de WNKA4.

c C G G T C C c C c C G T G T C T T C c C c C C T G G C
NOAWARVNAVAY A\
1
NASINANNAALLX VAVAVAYR VN RYAYS!
T c c c c c c G T G T C T T C C C C C C T G G

Figura 6.7. Variantes sindnimas en el exdn 7 de WNK4. (A) Variante P551P en el individuo normotenso
de edad avanzada NO5. (B) Variante V553V en el individuo normotensos de edad avanzada N23.
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6.3.3. Variantes en los limites intron-exén

En el intron 7 (posicion +25) de WNK4 se encontrd la variante 1VS7-25G/A
(Figura 6.9). El programa computacional Human Splicing Finder 2.4.1 predice dos
sitios aceptores y un donador donde la variante se encuentra (Figura 6.8). El programa
ESE finder predice que la variante estd incluida en un probable sitio aceptor (sitio de
splicing 57) y reconoce la secuencia GAGACGT, dentro de la que se localiza la variante
IVS7-25G/A, como sitio de union del factor de splicing SF2/ASF (alternative splicing

factor/splicing factor 2).

1 GTGGCTCTGG GCTTGGTCTG TGAAGCCGAT TACCAGCCAG TGGCCCGTGC
51 AGTACGTGAA CGGGTTGCTG CCATCCAGCG AAAGCGTGAG AAGCTGCGTA
101 AAGCAAGGGA ATTGGAGGCA CTCCCACCAG AGCCAGGACC TCCACCAGCA
151 ACTGTGCCCA TGGCCCCCGG TCCCCCCAGT GTCTTCCCCC CTGAGTCCGA
201 GGAGCCAGAG GCAGACCAGC ACCAGCTCCT TCCTTTCCGC CACGCCAGCT
251 ACTCATCTAC CACTTgtaag tcacctccga tcttgagac@ taggtcccag
301 aacatcctgg tccctgeccce ctacccagaa gttcaccccce acagcagtca
351 cttactccgce cttccatccce tagccatgaa gctctcccca ggaaggaact
401 ctcccacagc tccaggcccce ttcctgctta ggcaggcccc attccctgcec
451 actattctcc tttatttccc ctttttttga ttccctctcc ccccaaccag
501 CGGATTGCGA GACTGATGGC TATCCCAGCT TCCCCGGCTT TCCGGATGCC
551 TCAGACTCCG CTCCTCAGCC CTCCGGGGGG GTGCCATCCA GTCCGGCTGA
601 GTCCCATCTC TGTCCGCTCC CG
Tipo de Nuevo sitio Valor
Posicién | sitio de | Motivo potencial de consenso
splicing splicing (0-100)
263 Donor CTTgtaagt CTTgtaagt 84.38
282 Acceptor Cttgagacgtaggt cttgagac@tagGT 77.81
287 Donor Gacgtaggt Géggtaggt 78.89
289 Acceptor Cgtaggtcccagaa cgtaggtcccagAA 81.26
380 Acceptor AgctcTCCccagga agctcTCCccagGA 91.51

Figura 6.8. (A) Secuencia del intrén 7 de WNK4 (letras minusculas) empleada para la
prediccion de sitios de splicing alternativo con el programa Human Splicing Finder 2.4.1. La
variante encontrada G/T se muestra en gris oscuro (B) Sitios potenciales de splicing alternativo
que predice el programa Human Splicing Finder 2.4.1. Se muestras los sitios de coincidencia

con la variante, asi como el sitio donador y aceptor con mayor valor consenso.
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Figura 6.9. Variante IVS7-25G/A en el intrén 7 de WNK4 en un individuo normotenso de edad avanzada.

La variante intronica 1\VS14-40T/C [rs2290040] se encontrd en un individuo hipertenso
de inicio temprano (Figura 6.10). Esta variante ya se ha reportado previamente y una
tiene frecuencia global de 0.095 en poblacion asiatica. EI programa Human Splicing
Finder 2.4.1 no detectdé ningun sitio donador o aceptor de splicing. Sin embargo, el
programa ESE Finder 3.0 considera varias zonas que pueden funcionar como donador o
aceptor que sobrelapan con la posicion de la variante y sugiere un probable sitio de
unién para el factor de splicing SF2/ASF (ACTCCAC) que contiene a la variante

(Figura 6.11).
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Figura 6.10. Variante 1VS14-40T/C en el intron 14 de WNK4 en un individuo hipertenso de inicio
temprano.

6.4 Variacion del gen WNK1

La region C1 en el intron 1 de WNKZ1, reportada como importante en la regulacion
de la expresion de la isoforma corta de WNKZ1, se secuencio en todos los individuos del
grupo ‘hipertensos de inicio temprano’ y ‘normotensos de edad avanzada’. No se

encontrd nigdn cambio de secuencia.
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5S8S_U2_human Threshold: 6.67
8 (-71) gaaaaccaagagggatgattagggagactc | -33.31340
3(-56) tgattagggagactccatctgcactcttc -32.08050
28 (-51) agggagactccactctgcactcttctccte -33.97100
6 (-33) actcttctcctctcatggecccccacttte -36.20530
A
3SS_U2_human Threshold: 6.632
1(-78) gtgagtagaaaaccaagagggatgattagg | -35.20010
4 (-75) agtagaaaaccaagagggatgattagggag | -35.32960
7 (-72) agaaaaccaagagggatgattagggagact | -30.14400
8 (-71) gaaaaccaagagggatgattagggagactc | -45.65570
11 (-68) aaccaagagggatgattagggagactccac | -39.01570
13 (-66) ccaagagggatgattagggagactccaﬂtc -30.69360
14 (-65) caagagggatgattagggagactccalstct | -31.37310
18 (-61) agggatgattagggagactccafstctgcac | -38.13040
20 (-59) ggatgattagggagactccafstctgcactc | -36.60760
22 (-57) atgattagggagactccaﬁtgcactctt -36.39440
24 (-55) gattagggagactccaﬁtgcaetcttcc -32.12220
25 (-54) attagggagactcca&ctgcaetcttccc -32.92230
32 (-47) agactccactctgcactcttctcctctcat -34.29040
SF2 /ASF threshold: 1.956
Posicién Sitio Score
2(-77) tgagtag | -7.85546
5(-74) gtagaaa | -6.43080
7(-72) agaaaac | -5.98144
21(-58) | gatgatt | -5.20381
23 (-56) | tgattag | -7.39775
30 (-49) | ggagact | -6.10874
32 (-47) | agactcc | -6.97499
34 (-45) | actccad | -5.72949
39 (-40) | actctgc | -5.67548
41 (-38) | tctgcac | -8.08982
44 (-35) | gcactct | -5.47194
46 (-33) actcttc | -7.79551
51 (-28) tctcctc | -5.93080
56 (-23) | tctcatg | -6.76096
58 (-21) | tcatggc | -5.65849
C

Figura 6.11. Prediccion de sitios aceptores (A), donadores (B) y de unién a factores de splicing
(C) para la variante 1VS14-40T/C (rs2290040), segun el programa ESE finder 3.0 para la region
de WNK4 donde se encuentra la variante 1\VS14-40T/C (rs2290040).
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VII. DISCUSION

7.1 Captacion de la poblacion de estudio

El tamafio de la muestra de ambos grupos de estudio (i.e. I ‘hipertensos de inicio
temprano’ y II ‘normotensos de edad avanzada’) estaba pensado originalmente como
N=50 con la intencién de estudiar al menos 100 alelos en cada grupo.** En el caso del
grupo | el 100% de la muestra logré captarse. Sin embargo, tan sélo 18 individuos
hipertensos de inicio temprano cumplieron con los criterios de inclusion para este
estudio. La captacion de este grupo fue complicada y lenta debido a que la HTA suele
ser un padecimiento silencioso y los pacientes jovenes y aparentemente sanos pocas
veces acuden al médico para una revision general de rutina.? A esto debe afiadirse que la
captacion se realizo en el Instituto Nacional de Nutricion y Ciencias Médicas ‘Salvador
Zubiran’, un centro de salud no especializado en patologia cardiovascular.
Generalmente la HTA esencial no es motivo de ingreso en este Instituto, por lo que en
numerosas ocasiones fue imposible determinar la edad de inicio. Ademas, la
hipertension arterial secundaria muchas veces no queda completamente descartada,
particularmente en casos complicados donde determinar la causa no es prioridad en el
tratamiento del paciente. Por esta razén el tamafio de la muestra del grupo | fue
reducido, lo que probablemente limité encontrar un mayor nimero de polimorfismos.
Sin embargo, debido a que todos los individuos cumplieron con los criterios de
inclusion, las caracteristicas cualitativas del grupo aun permiten contrastar la variacion
genética de un grupo respecto al otro, y permite hacer inferencias sobre su posible

efecto en la regulacion de la presion arterial en la poblacion general mexicana.

7.2 Variacion en WNK4

Aun cuando la HTA esencial es un rasgo heredable (i.e. 30-50%) su arquitectura
genética y la naturaleza de la variacion que la compone estd poco entendida. Se ha
propuesto que la distribucion de la presion arterial en la poblacion podria ser el reflejo
de la contribucién de multiples variantes comunes, cada una con un efecto pequefio.'??
Sin embargo, los estudios de asociacion que existen a la fecha sobre HTA, enfocados
principalmente en la basqueda de variantes comunes, han tenido poco éxito y baja

reproducibilidad.****?® En los altimos afios se ha propuesto que las variantes comunes,
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en general, explican sélo una pequefa fraccion de la susceptibilidad a enfermedades
comunes, por lo que es muy probable que variantes raras, con un fuerte efecto
fenotipico, también contribuyan a la variacién de la HTA.*® Diversos estudios han
sugerido que la contribucion de este tipo de variacion podria ser mas importante que la

contribucion de la variacion comn 24445111

En el presente estudio se encontraron variantes con un probable efecto funcional que no
necesariamente son comunes en la poblacion mexicana. Aunque la frecuencia
poblacional de cada polimorfismo encontrado tendra que determinarse a través de
estudios posteriores caso-control en poblacion abierta, los resultados de este estudio
sugieren que tanto la variacion rara como la comdn en el gen WNK4 participan en la
regulacién de los niveles de presion arterial en individuos mexicanos. Cabe resaltar que
aunque la frecuencia de variantes en WNK4 encontradas en ambos grupos de estudio fue
similar (11.1 y 16.0%), los programas de prediccion sugirieron que el 100 % de la
variacion tiene repercusion funcional en el grupo de individuos hipertensos de inicio
temprano, mientras que solo el 28.6% de la variacion parece ser funcional en el grupo
de individuos normotensos de inicio tardio. Esto sugiere que la variaciéon funcional de
WNK4 esta asociada a un fenotipo de hipertensién arterial, lo cual seria de esperarse
dado que WNKA4 tiene multiples funciones en la regulacion del volumen intravascular y
la presion arterial, ademas de que las mutaciones en un solo alelo del gen son suficientes
para generar el PHAII (caracterizado por HTA).*” Los estudios funcionales podréan

confirmar y definir si en efecto estas variantes modifican la funcion de la proteina.

7.2.1 VVariaciéon en el dominio acidico de WNK4

Uno de los dominios con especial impacto en la modulacion de la presién
arterial es el motivo acidico de WNK4, en el que se han descrito varias mutaciones
capaces de producir HTA (i.e. PHAII).>* Sin embargo, pese a su marcada importancia,
no se encontrd variacion dentro de este motivo en ninguno de los grupos de estudio.
Unicamente dos SNPs sin6nimos, cercanos al dominio acidico y ubicados en el mismo
exon, se hallaron en dos individuos normotensos de edad avanzada distintos. Sin
embargo, puesto que estas variantes no alteran la secuencia de aminoacidos de la

proteina, se descarté la posibilidad de un efecto funcional.***
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7.2.2 Variacion en el dominio cinasa de WNK4

Otro dominio importante de WNK4 involucrado en la regulacion de la
reabsorcién renal de sodio y de la presion arterial es el dominio cinasa.”® Este dominio
es el responsable de la inhibicion o activacion del co-transportador NCC en diferentes
condiciones fisiolégicas.®® En el estado basal, la actividad de cinasa es necesaria para
regular negativamente la expresion del co-transportador NCC en la membrana
apical.®*">™ En presencia de angiotensina 11, el dominio cinasa fosforila a la cinasa
SPAK, lo que resulta en la fosforilacién y activacion del co-transportador NCC (efecto
simulado de manera constitutiva por las mutaciones PHAII).2® Basado en ello, es
probable que la variacién en el dominio cinasa pueda afectar la ruta principal de
reabsorcion de NaCl en el TCD de la nefrona, asi como los niveles de presion

arterial 3202

En nuestro estudio, encontramos el polimorfismo G227W en un individuo normotenso
de edad avanzada y en uno hipertenso de inicio temprano. El programa Polyphen
Harvard predijo este cambio como dafiino para la funcion de la proteina, por ser un
residuo muy conservado. En el afio 2002, logré resolverse la estructura tridimensional
del dominio cinasa de WNK1, mostrando que el residuo E268 tiene un papel
fundamental en la estabilidad de la estructura tridimensional de la proteina (debido a
que forma un par iénico con la R348 y un puente de hidrégeno con la T373 dentro del
dominio cinasa) (Figura 7.1)." Si la accion de E268 en WNK1 se encuentra
conservada en WNK4 (E221), podria ser que el polimorfismo G227W influenciara la
funcién del dominio cinasa o la proteina a través de cambios en la estructura
tridimensional. Si la variante disminuyera la funcion de cinasa favoreceria el aumento
en los niveles de presion arterial, mientras que si la variante aumentara la funcion de
cinasa los niveles de presion arterial tenderian a ser bajos. En cualquier caso, la
presencia de la variante en ambos grupos de estudio podria explicarse por la presencia
de otros factores tanto genéticos como ambientales, que afecten la regulacion de la
homeostasis renal de electrolitos y que compensen el posible efecto de G227W. Por esto
es necesario realizar estudios funcionales in vitro que permitan determinar el efecto de

G227W en distintos estados fisiologicos.
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El haber encontrado a la variante G227W en mas de un individuo de un total de 68
sugiere que podria ser frecuente en la poblacion mexicana, por lo que valdria la pena
genotipificar esta variante en una muestra de la poblacion general. Por otro lado, aunque
G227W podria tener un efecto modesto sobre los niveles de presion arterial, por tratarse
de un dominio muy conservado, el efecto podria ser mayor. Para confirmar esto es
necesario conjuntar la evidencia de estudios funcionales y estudios de asociacion caso-

control en la poblacién mexicana.

7.2.3 Variacién en el dominio C-terminal de WNK4

La porcion mas distal del dominio C-terminal de WNK4 tiene un efecto importante
en la regulacion de la reabsorcién renal de sodio y de la presion arterial a través de
varios sitios de fosforilacion. La fosforilacion del residuo S11690 en el raton (sitio
canonico de la fosforilacion para la cinasa SGK1 y homologo del sitio S1190 en el
humano) suprime el efecto inhibitorio de WNK4 sobre ENaC aumentando la
reabsorcion de Na* a través de esta via;’® mientras que la fosforilacién simultanea de los
residuos S1169 y S1196 (S1190 y S1217 en humanos) en presencia de aldosterona
puede activar a NCC en presencia de SGK1.%° En el humano el residuo R1185 es
fosforilado por SGK1%, y una mutacién en este residuo (R1185C) es causa de
PHAI |.72,113

Debido a su clara participacion en la regulacion de la reabsorcion de Na* en la nefrona
distal, la variacion genética en esta parte del dominio C-terminal (exones 17 y 18 de
WNK4) pudiera conferir susceptibilidad a padecer HTA en la poblacién mexicana. En el
presente estudio no se secuencid, sin embargo seria interesante analizar si su variacion a

nivel genético se asocia con cambios en los niveles de presion arterial.
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Figura 7.1. Topologia general del dominio catalitico de la proteina WNKZ1. (A) Alineamiento ml’JItipIe.de
WNK1, WNK4 y la proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA) que muestra las estructuras secup_darlas
bajo la nomenclatura empleada en PKA. Las secuencias del asa de activacion y el asa catalitica se
muestran en rojo y amarillo respectivamente. En recuadros azul y rojo se muestran E268 de WNK1 y
G227 de WNKA4 respectivamente. (B) Representacion de la estructura 3D del dominio cinasa de WNK1.
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7.2.4 VVariacion en los limites exon-intron de WNK4

Sorprendentemente, la mayor parte de la variacién que se predice funcional en
WNK4 fue intronica, en probables sitios de splicing cercanos a las uniones intron-exon.
Debido a que a las mutaciones en estos sitios pueden provocar y contribuir a la
susceptibilidad y severidad de distintas enfermedades comunes,'*’ las variantes 1VS7-
25G/A y 1VS14-40T/C en WNK4 podrian participar en la variacion de los niveles de
presion arterial en la poblacion mexicana. El factor SF2/ASF (splicing factor
2/alternative splicing factor) es necesario para todas las reacciones de splicing, ademas
de participar en la exportacién del mMRNA desde nucleo y en la traduccion.*®**° Debido
a que ambas variantes se encontraron en probables sitios de unién a este factor, podrian
afectar la funcion y/o expresion de WNK4 a través de alteraciones en el procesamiento y
traduccion del mRNA. Esto sugiere que la variacién en la regién codificante de WNK4
no es la Unica que podria explicar la susceptibilidad a la HTA y que la variacion
intrénica podria constituir un elemento importante en la regulacion de los niveles de

presion arterial.

En un estudio caso-control en poblacion japonesa, Kokubo et al. mostraron que la
variante 1VS14-40T/C se asocio con niveles méas elevados de presion arterial sistolica
en hombres. El genotipo TT aument6 3.1 mmHg la PAS (p=0.042) respecto al genotipo
CT+CC, una vez ajustados los datos respecto a factores como edad, IMC,
hiperlipidemia, DM2, uso de antihipertensivos, tabaco y alcohol.*® En base a ello,
resulta factible que la variante 1VS14-40T/C tenga un efecto similar en la poblacion
mexicana, lo que es consistente con su presencia en el grupo de hipertensos de inicio
temprano. En contraparte, la variante IVS7-25G/A se encontro en un individuo
normotenso, por lo que de ser funcional se esperaria que ésta tuviera un efecto opuesto.
Estas son otras variantes que valdria la pena analizar en la poblacion mexicana

buscando posibles asociaciones con niveles de presion arterial.

7.3 Variacion en el represor de la expresion de la isoforma renal KS-WNK1

El balance que existe entre las isoformas L-WNK1 y KS-WNK1 parece ser crucial

en la regulacion del manejo renal de sodio y potasio.®® En humanos, existen 2
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promotores (pP) que controlan la transcripcion de L-WNKZ1 y un tercer promotor renal
(rP) en el intrén 4 que controla la expresion de KS-WNKZ1. En el afio 2008, Delaloy et
al. encontraron un dominio con actividad represora sobre rP, al cual denominaron C1,
incluido en la region de 22Kb cuya delecion provoca PHAII. También se encontro que
un segundo fragmento dentro de esta delecion, denominado C5, con actividad de
aislador que bloquea la interaccién entre el enhancer renal y el pP.” Delaloy et al.
observaron que las deleciones WNK1-PHAII que eliminan a C1 y C5 provocan la
expresion ubicua de KS-WNK1 vy la sobre-expresion de L-WNK1 y KS-WNK1 en el
TCD, en una relacion [L-WNK1]/[KS-WNK1]>1. Este aumento relativo de L-WNK1
elimina la inhibicion de NCC por WNK4, activa al ENaC via SGK1 e inhibe la
actividad de ROMK, provocando el fenotipo caracteristico de HTA hipercalémica del
PHAIL™

En base a esto, se pensd que en la region C1 podrian encontrarse variantes con
‘ganancia‘ o ‘pérdida‘ de la funcién represora de este elemento sobre KS-WNK1, que
en consecuencia afectarian los niveles de presion arterial. Sin embargo, no se encontrd
variacion alguna en esta regién, lo que sugiere, junto con el hecho de que no se han
reportado previamente variantes en C1, que esta altamente conservada dentro de WNKZ1.
Por esto, se puede decir que la variacion genética en C1 no parece participar en la

variacion de la presion arterial en la poblacién mexicana.®*

Este es uno de los primeros estudios en mexicanos que busca determinar la composicion
genética de la HTA en nuestra poblacion y es el primero sobre estos genes que realizado
utilizando la estrategia de los fenotipos extremos. La poblacion mexicana presenta
variacion genética del gen WNK4 que podria conferir susceptibilidad a la hipertensién
arterial. Aungue la variacion en la region codificante de WNK1 no se analizé en este
estudio es probable que también confiera susceptibilidad a esta enfermedad en
mexicanos. Para entender mejor las bases genéticas de la hipertension arterial en nuestro
pais, es necesario completar los grupos de estudio y la secuenciacion de los genes
WNK4 y WNK1, secuenciar otros genes candidato (Tabla 1.3) y realizar estudios
funcionales in vitro de las variantes encontradas. Dado que el costo de las técnicas de

secuenciacion de nueva generacion es cada vez mas reducido y que algunas de estas
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técnicas se encuentran disponibles en nuestro pais, una estrategia atractiva para buscar
otros genes de susceptibilidad a la hieprtension arterial seria seleccionar algunos casos
familiares de hipertension de inicio temprano y realizar secuenciacion del exoma

completo.
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VIIl. CONCLUSIONES

e La estrategia de los fenotipos extremos permitio encontrar variantes con un
probable efecto funcional que podrian o no ser comunes en la poblacion

mexicana.

e La variacion posiblemente funcional parece concentrarse especialmente en el
reducido grupo de hipertensos de inicio temprano, por lo que podria estar

involucrada en la etiologia de la HTA en poblacion mexicana.

e EIl polimorfismo G227W en el dominio cinasa de WNK4 es potencialmente
dafino para la funcion de la proteina y podria ser frecuente en la poblacion
mexicana. Por encontrarse en el dominio cinasa podria influenciar la actividad
del co-transportador NCC expresado en la nefrona distal influyendo en la

variacion de la presion arterial.

e La mayor parte de la variacion posiblemente funcional en WNK4 se concentr6 en
probables sitios de splicing presentes en las regiones intrénicas del gen, lo que
sugiere que las alteraciones en la edicion y traduccion del mRNA podrian
participar en la susceptibilidad a HTA en la poblacion mexicana.

¢ No se encontro variacion genética en el motivo acidico de WNK4, el cual alberga

la mayor parte de las mutaciones que producen PHAII.

¢ Ningun polimorfismo se encontr6 en la regién C1 de WNK1, lo que sugiere que
la region esta altamente conservada dentro de este gen. Ya que ninguna variante
se ha reportado previamente en esta region, es probable que la variacion genética
en C1 no participe en la modulacion de la presion arterial en la poblacion

mexicana.
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IX. PERSPECTIVAS

Completar la muestra del grupo de hipertensos de inicio temprano.

Secuenciar el resto de WNK4 y WNK1, asi como otros genes candidato

involucrados en la regulacion de la reabsorcion de Na®y la presion arterial.

Genotipificar por PCR tiempo real las variantes G227W, IVS7-25G/A y IVS14-
40T/C en una muestra mas grande de casos Yy controles en la poblacién

mexicana, buscando una posible asociacion con la HTA.
Secuenciar la regién C5 con actividad aisladora de la transcripcion del gen
WNK1 en individuos hipertensos de inicio temprano y normotensos de edad

avanzada.

Realizar estudios en algun sistema de expresion para determinar el posible efecto

funcional del polimorfismo G227W.
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X. ANEXO

Se muestra en la Figura 10.1 la regién que el par de oligonucleotidos “Exon 14-16”
amplifica en el gen WNK4. Los oligonucle6tidos se muestran en color negro. Debe
notarse que el amplicdn contiene el total del exon 15 y los intrones 14 y 15, mientras

que amplifica s6lo parte de los exones 14 y 16.

gagttgtgtccttgctcatcccaacccctggggttgectecctgggaaggge
atagggcatgtgggactgtggtctcaacataccctccttcccagAAGAGC | Exdn 14 de
TCCAGAGCAGCACCTCCCTGGAGCACAGGAGCTGGACAGCCTTCTCCACC | WNK4

TCCTCATCTTCTCCTGGAACTCCTTTGTCTCCTGGAAACCCATTTTCCCC
TGGAACCCCCATTTCCCCAGGTCCCATCTTCCCCATCACTTCTCCCCCAT
GTCATCCCAGCCCCTCCCCATTCTCCCCCATTTCTTCCCAGGTCTCCTCA
AATCCCTCTCCACACCCCACCAGCTCTCCACTTCCATTCTCCTCCAGCAC
ACCCGAGTTTCCGGTCCCACTCTCTCAGTGTCCCTGGAGTTCTCTCCCCA
CGACTTCTCCACCTACGTTCTCTCCCACTTGTTCTCAGGTCACTCTTAGT
TCCCCTTTCTTTCCTCCGTGCCCCT{e{e).{ey ey yieleligielelelelifele).Ne{eAC
AGCAGCCCCTCTCCTTTCTCTGGCTAGTGCCTTCTCACTGGCTGTGATGA
CTGTGGCCCAGTCCCTGCTGTCCCCCTCACCTGGGCTCCTTTCCCAGTCT
CCTCCAGCCCCTCCTAGTCCCCTCCCTAGCCTGCCCCTTCCCCCTCCCGT
TGCTCCTGGTGGCCAGGAAAGCCCTTCACCCCACACAGCTGAGGTGGAGA
GTGAGgtgagtagaaaaccaagagggatgattagggagactccactctge
actcttcccttctcatggeccececcactttctagGCCTCACCACCTCCTGC
TCGGCCCCTCCCAGGGGAAGCCAGGCTGGCGCCCATCTCTGAAGgtaagg
cctctgaccactgaccttccectgeccattatcecctactcactgtectgtee
tgtcactgctctcctttectcatgecttecttectegtecgecctacagAGG
GAAAGCCGCAGCTTGTTGGGCGTTTCCAAGTGACTTCATCCAAGGAACCG | Ex0n 16 de
GCTGAGCCTCTTCCCTTGCAGCCAACATCCCCCACTCTCTCTGGTTCTCC | WNK4

AAAACCTTCAACCCCTCAGCTCACTTCAGAGAGCTCAGATACAGAGGACA
GTGCTGGAGGCGGGCCAGAGACCAGGGAAGCTCTGGCTGAGAGCGACCGT
GCAe[syyer.Neleleljelelelelele/spfele AGTTGAGGAGGAAGGAGATGATGGGAA
GGAACCCCAAGTTGGGGGCAGCCCCCAACCCCTGAGCCATCCCAGCCCAG
TGTGGATGAACTACTCCTACAGCAGCCTGTGTTTGAGCAGCGAGGAGTCA
GAAAGCAGTGGGGAAGATGAGGAGTTCTGGGCTGAGCTGCAGAGTCTTCG
GCAGAAgtgagtctcgggaggatggaggagtgagaggagaacctgggaga

Ex6n 15 de
WNK4

Figura 10.1. Region amplificada por el par de oligonucledtidos “Exon 14-16” en el gen WNK4 (los
exones se definen en mayusculas y se muestran los oligonucleétidos en color negro).
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