JONA!

JRVERSIDAD NACIONAL AUTONOWA D igyy %

G Sy

o) o

i/ [~ LOR= T~ ;

JUUCUOEE |~ I
= e
%

ISSSTE

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADO
CENTRO MEDICO NACIONAL “20 DE NOVIEMBRE”

INSTITUTO DE SEGURIDAD Y SERVICIOS SOCIALES DE LOS TRABAJADORES DEL

ESTADO

ASOCIACION DEL POLIMORFISMO G894T EN EL EXON 7 DEL

GEN eNOS CON HIPERTENSION ARTERIAL SISTEMICA

REGISTRO DE DETESIS: 232.2011

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE MEDICO ESPECIALISTA EN
CARDIOLOGIA

PRESENTA:
DRA. TALIA MARITZA LEAL ALVARADO

DIRECTOR DE TESIS

DR. RAMON M CORAL VAZQUEZ

CIUDAD DE MEXICO ANO 2012



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



No de registro 232.2011
Dra. Aura Argentina Erazo Valle Solis
Subdirectora de Ensefianza e Investigacion

Centro Médico Nacional“20 de Noviembre” ISSSTE

Dr. Enrique Gémezy Alvarez
Profesor titular del curso de Cardiologia

Centro Médico Nacional“20 de Noviembre” ISSSTE

Dr. Ramén M. Coral Vazquez

Tutor de Tesis

Dr. Jose Luis Aceves Chimal

Asesor Metodologico

Dra. Talia Maritza Leal Alvarado
Médico Residente de la Especialidad de Cardiologia

Centro Médico Nacional“20 de Noviembre” ISSSTE

Meéxico, D.F., julio de 2012



INDICE

CONTENIDO

1. ANTECEDENTES

2. JUSTIFICACION

3. PLANTEMIENTO DEL PROBLEMA

4. HIPOTESIS

5. OBJETIVOS

6. MATERIAL Y METODOS

7. RESULTADOS

8. DISCUSION

9. CONCLUSIONES

10. BIBLIOGRAFIA

No. Pag.

10

11

16

20

25

27

28



ANTECEDENTES

ASOCIACION DEL POLIMORFISMO G894T EN EL EXON 7 DEL GEN eNOS CON

HIPERTENSION ARTERIAL SISTEMICA

La Hipertension Arterial Sistémica es un problema de salud publica que condiciona fuertes
costos a la economia de todas las naciones del mundo. Se estima que esta enfermedad
es responsable directa de cerca del 30% de las personas que la padecen, proyectando la
Organizacion Mundial de la Salud aproximadamente 24 millones de defunciones en los
proximos 10 afios. En México se estima una prevalencia del 16%.%? A la fecha no se ha
establecido la etiologia precisa de esta enfermedad, postulando diferentes expertos que la
etiologia es multifactorial con estrecha relacion con la edad, genero, factores

ambientales, co-morbilidades y predisposicion genética.’

En la fisiopatologia de la Hipertension Arterial Sistémica interviene la ingesta excesiva de
cloruro de sodio, actividad elevada del sistema nervioso simpatico, metabolismo
inadecuado del calcio, incremento hormonal de aldosterona mediante el sistema renina-
angiotensina y sindromes metabdlicos. Estos ultimos involucran la co-morbilidad
asociada, destacando la Diabetes Mellitus y Dislipidemia, ambas con efecto importante en
el desarrollo de ateroesclerosis acelerada.’La ateroesclerosis avanzada modifica
significativamente el metabolismo de las células endoteliales, afectando la producciéon de
oxido nitrico y consecuentemente la capacidad de relajacion de la vasculatura arterial
macro y microvascular, condicion que eleva las resistencias periféricas y la presion arterial

global del organismo.*

Cuadro Clinico y Diagndéstico de Hipertensidn Arterial Sistémica



El cuadro clinico varia en cada persona, sin embargo, la sintomatologia puede estar
presente en diferentes grados de intensidad independiente de las cifras tensionales. Las
caracteristicas clasicas de Hipertension arterial Sistémica son cefalea opresiva en
cinturén, acompafada de fosfenos, acufenos, dolor muscular en la base del cuello y
sensacion de cansancio corporal.*®

El diagndstico se establece con la presencia de la sintomatologia mencionada y presencia
de cifras tensionales por arriba de las normales (Tabla 1) en tres dias distintos y a

diferentes horas del dia, considerando la toma de presion arterial en posicién supina y de

pie en ambos brazos.®

Factores genéticos

Se sabe que la presion sanguinea tiene una expresiéon fenotipica compleja, en la cual,
diversos factores ambientales propician la expresion de la carga genética de cada
individuo.”® Con diferentes modelos experimentales y estudios epidemiolégicos se ha
observado un efecto de la carga genética sobre los cambios en la presion arterial entre
30-60%, reconociéndose diferentes grados de asociacion de algunos polimorfismos de
genes relacionados con el sistema renina-angiotensina-aldosterona, canales epiteliales de
sodio, metabolismo de lipoproteinas, receptores hormonales y factores de crecimiento,

con la presencia de HAS.”®

Las variaciones observadas en las relaciones de diferentes polimorfismos podrian ser
explicadas a la gran variabilidad observada en la prevalencia de los diferentes
polimorfismos de los genes involucrados en la génesis de la HAS. Nuestra poblacion a
pesar de la mezcla diversa de genomas de diferentes grupos étnicos ha podido mantener
a la fecha una estabilidad genética, de tal manera que se puede hablar especificamente

del genoma Azteca, el cual refleja prevalencias diferentes de muchos polimorfismos.®



A pesar de conocer la influencia del 6xido nitrico en la fisiologia natural de la contractilidad
de la musculatura lisa de las arterias y que la presencia de ateroesclerosis avanzada
como un proceso natural de envejecimiento, existe una proporcion importante de
personas que no desarrollan HAS, por lo que se podria asumir que existe una
predisposicion genética a la produccién reducida de éxido nitrico propiciando disminucion

en la relajacion de la pared muscular de las arterias.®

Oxido Nitrico en el aparato cardiovascular

El endotelio tiene un papel importante en la regulacién de la homeostasis vascular y en la
manutencion del tono vascular, estando envuelto con vias fisiol6gicas importantes en el
control de la resistencia arterial al flujo sanguineo. Entre diversos mediadores liberados
por el endotelio, el éxido nitrico (ON) ejerce papel fundamental en la regulacion del
sistema cardiovascular. Después de su formacion por el endotelio, el ON se difunde al
musculo liso e interactia con el grupo heme de la guanilato ciclasa soluble (sGC)
volviéndola activa. Esa enzima sintetiza guanosina monofosfato ciclica (GMPc) a partir de
la guanosina trifosfato (GTP), llevando a una acumulacion de GMPc en esas células. Eso
activa vias de sefalizacion intracelulares que disminuyen el grado de contraccién del
musculo liso vascular, llevando al relajamiento del vaso, ademas de estos efectos
vasculares, el ON también esta envuelto en la inhibicion de la agregacion y adhesion

plaquetaria. **

El ON es formado por las enzimas ON-sintasas (NOS), que catalizan la conversion de L-
arginina en L-citrulina y ON. Existen tres isoformas de esa enzima: neuronal (nNOS o
NOSI), inducida (iNOS o NOSII) y endotelial (eNOS o NOSIII). La nNOS es encontrada en
una variedad de células que incluyen las neuronas y células endoteliales. Tanto la nNOS
como la eNOS son isoformas constitutivas y son calcio-dependientes, necesitando el
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aumento de los niveles de calcio intracelular y consecuente ligazén de éste con la
calmodulina (CaM) para la activacion de esas enzimas. La iNOS no es constitutiva y es

expresada en procesos inflamatorios. *?

En el sistema cardiovascular, la eNOS es la principal responsable por la sintesis de ON.*
La eNOS se ubica en las invaginaciones de la membrana plasmatica de células
endoteliales, denominadas caveolas. La interaccién de la eNOS con una proteina llamada
caveolina resulta en la inactividad de la eNOS que se debe, en parte, a la ocupaciéon del

sitio de ligazén de la calmodulina.*

La reduccion de la expresion o de la actividad de la eNOS puede resultar en menor
produccion de ON. Diversos estudios han sugerido que el desequilibrio en la
biodisponibilidad del ON ejerce papel significativo en la disfuncién endotelial. Varias
enfermedades estan asociadas a disfuncion endotelial y reduccion de la biodisponibilidad

del NO, entre ellas, hipertensién18, preeclampsial9 y sindrome metabélico.*

El estrés oxidativo estd envuelto en procesos fisiopatolégicos de innumeras
enfermedades cardiovasculares, y existen evidencias que demuestran su contribuciéon en
la disfuncion endotelial. Las especies reactivas del oxigeno (ROS), como el anion
superoxido, reaccionan con el ON resultando en la formacion de peroxinitrito. El aumento
en la produccién de ROS lleva, por lo tanto, a una reduccion de la biodisponibilidad del
ON,™ pudiendo favorecer el surgimiento de diversas enfermedades cardiovasculares. El
aumento de las ROS también puede llevar a la oxidacion del cofactor BH4 de la eNOS,
llevando a un desacoplamiento de esa enzima. De esa forma, la eNOS pasa a producir
anion superoxido en vez de ON, llevando a un ciclo vicioso que aumenta cada vez mas el

estrés oxidativo y reduce cada vez mas la disponibilidad de ON. *’



Polimorfismos en el gen de la Sintasa Endotelial de Oxido Nitrico (eNOS)
El gen eNOS en el humano se localiza en 7935-g36,"* codifica para la enzima sintasa de
oxido nitrico endotelial (eNOS), la cual es la encargada de la sintesis del 6xido nitrico

(ON), un potente regulador del tono vascular, flujo sanguineo y de la presioén sanguinea.'®
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El deterioro de la funcién endotelial, se traduce en una disminucién en la produccién del
ON,™?° describiéndose variantes genéticas relacionadas de este gen con la presencia de
HAS, destacando en algunos estudios la presencia del polimorfismo G894T en el exén 7,

el cual resulta en el cambio p.Glu298Asp (rs1799983).%"

JUSTIFICACION

La etiologia de la Hipertension Arterial Sistémica es multifactorial, destacando en afios
recientes aspectos genéticos que en diferentes publicaciones han mostrado relacion
importante con esta enfermedad. En poblaciébn sajona, africana y asiatica se han
observado diferentes polimorfismos involucrados en la produccién de diferentes tipos de
proteinas involucradas en los procesos fisiopatoldgicos de la hipertension arterial. La
descripcion total del genoma humano ha identificado grupos raciales en el mundo,
destacando en afos recientes el genoma humano azteca, en el cual se describe una
carga genética estable y consistente a pesar de la aportacion genética de diferentes

razas a las que se ha sido expuesto.



Considerando la variedad de aportaciones genéticas en el genoma mestizo mexicano,
esencialmente por los grupos étnicos Sajon y Africano, existe la posibilidad de que los
polimorfismos involucrados con el desarrollo de la Hipertension Arterial Sistémica tengan
una influencia diferencial. La produccion de la enzima Sintasa de Oxido Nitrico producida
por el gen eNOS localizado en 7935-gq36 puede ser modificada por mutaciones o

polimorfismos del gen, condicionando el desarrollo de la enfermedad.

Consideramos que el conocimiento preciso de la presencia del polimorfismos G894T en
el exon 7 del gen que codifica la Sintasa de Oxido Nitrico y su relacién con la HAS,
podrian permitir un manejo terapéutico mas preciso y oportuno en beneficio del paciente,

su familia y la Institucion.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La etiologia de la Hipertension Arterial Sistémica (HAS) ain no se ha esclarecido,
proponiendo diferentes expertos que esta enfermedad estd influenciada por diversos
factores ambientales, bioguimicos y genéticos. Publicaciones recientes indican que la
prevalencia de esta enfermedad en las diferentes regiones del mundo puede obedecer a
las variaciones genéticas en los diferentes grupos étnicos. Recientemente se ha asociado
a mutaciones o polimorfismos en diferentes genes, asi como a los posibles fenémenos de
epigenética. El 6xido nitrico producido por las células endoteliales tiene una intervencion
importante en la modulacion de la contractilidad de la musculatura lisa de del arbol

arterial, informando Timberlake que el polimorfismo G894T en el exdn 7 del gen que



codifica la sintasa de 6xido nitrico se puede relacionar con el desarrollo de Hipertension

Arterial. En México, nuestras poblaciones tienen un acervo genético distinto determinado

por el mestizaje, en base a lo anterior planteamos las siguientes preguntas de

investigacion.

HIPOTESIS

En poblacion mestizo mexicana:

La prevalencia del polimorfismo G894T en el exon 7 del gen que codifica la
Sintasa de Oxido Nitrico (eNOS) es significativamente diferente entre pacientes

con y sin Hipertension Arterial Sistémica.

El polimorfismo G894T en el exén 7 del gen que codifica la Sintasa de Oxido
Nitrico (eNOS) tiene una asociacién importante (> 0.70) vy significativa con la

presencia de Hipertension Arterial Sistémica.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar en poblaciébn mestizo mexicana la prevalencia del polimorfismo G894T en el
exon 7 del gen que codifica la Sintasa de Oxido Nitrico (eNOS), asi como su asociacion

con la Hipertension Arterial Sistémica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Conocer en poblacién mestiza mexicana con y sin HAS la prevalencia del
polimorfismos del gen eNOS: G894T en el exén 7, que resulta en el cambio

p.Glu298Asp (rs1799983).

POBLACION

Este estudio se llevo a cabo con muestras de ADN de Pacientes con y sin diagnéstico de
hipertension arterial sistémica atendidos en Hospitales de segundo nivel en clinicas de
Hipertension arterial del sistema ISSSTE. Los individuos incluidos fueron de origen étnico

Mestizo-Mexicano, dado por al menos tres generaciones de la familia nacidos en México.

Criterios de inclusion de sujetos con Hipertension esencial:
1. Haber aceptado participar en el estudio y firmar la carta de consentimiento informado.
2. Sujetos adultos con diagnostico de Hipertension esencial.

3. De origen étnico mestizo-Mexicano.

Criterios de exclusion de sujetos con Hipertension esencial:
1. Se excluyeron a sujetos con diagnostico de Hipertension secundaria (e.g. insuficiencia

renal cronica, insuficiencia cardiaca crénica, enfermedad coronaria, angina de pecho,
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coartacion de la aorta, antecedentes de infarto al miocardio, Hipertensién pulmonar,

evento cardiovascular, patologias enddcrinas, etc.).

Criterios de eliminacion de sujetos con Hipertension esencial:

1. Abandono voluntario del estudio.

Criterios de inclusion de sujetos control:

1. Haber aceptado participar en el estudio y firmar la carta de consentimiento informado.

2. Sujetos adultos clinicamente sanos.

3. De origen étnico mestizo-Mexicano.

Criterios de exclusion de sujetos control:
1. Fumadores a razon de mas de 5 cigarrillos dia.

2. Obesidad morbida.

Criterios de eliminacion de sujetos control:
1. Sujetos que durante el interrogatorio o exploracién fisica resultaron con alguna

enfermedad o trastorno fisiol6gico o metabdlico que pudiera condicionar Hipertension.

2. Abandono voluntario del estudio

DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio descriptivo, transversal y comparativo.

VARIABLES

12



Independientes

e Polimorfismo G894T en el exén 7 del Gen eNOS:

polimorfismo se define como un locus genético que esta presente en dos o mas alelos
distintos, de forma que el alelo mas raro tiene una frecuencia mayor o igual a 1%
(0,01) en la poblaciéon general.

La presencia del polimorfismo antes mencionado del Gen eNos, resulta en el cambio

p.Glu298Asp (rs1799983)

* Prevalencia de polimorfismo G894T en el exdn 7 del Gen eNOS: proporcion de
individuos dentro del grupo de estudio que presenten el polimorfismo mencionado

durante la realizacion del estudio

Dependientes:

e Hipertension Arterial Sistémica: presencia de Presion sistélica = 140 mm Hg y/o

diastélica = de 90 mm Hg, en mas de 2 tomas, en dias distintos. El diagnostico de
Hipertension arterial sistémica se realiz6 de acuerdo a los lineamientos
propuestos por la Asociacién Americana de Cardiologia y Colegio Americano de
Cardiologia (Tabla 1). También se considero como Hipertensos a pacientes que se

encontraran ya con tratamiento antihipertensivo
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TABLA I. VALORES DE

REFERENCIA PARA LA PRESION ARTERIAL E

HIFPERTENSION

CATEGORIA

PRESION SISTOLICA PRESION DIASTOLICA

Mivel optimo
mm Hg

MNormal
84 mm Hg

MNormal alta
89 mm Hg

< 120 mm Hg

120 a 129 mm Hg

130 a 139 mm Hg

- BD

20 a

85 a

HIPERTENSION

Estadio |
mm Hg

Estadio I
m&as mm Hg

140-159 mm Hg

160 o mas mm Hg

90-99

100 0

Covariables:

e Edad: Tiempo cronoldgico de vida desde el nacimiento.
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e Sexo: Caracteristica fenotipica que identifica a una persona como masculino o
femenino
e Factores de riesgo conocidos para enfermedad cardiovascular
o Diabetes Mellitus tipo 2: Presencia de niveles altos de glucosa en sangre,
debido a resistencia a, o secrecion insuficiente de la insulina, el
diagnostico se establece en base a los criterios actuales de la Asociacion

Americana de Diabetes:

1. Sintomas de diabetes (poliuria, polidipsia, baja de peso no explicada) asociada
a glicemia tomada al azar > 200 mg/dl.,2.Glicemia plasmatica en ayunas > 126
mg/dl.,3.Glicemia plasmética 2 horas después de una carga de 75 g glucosa > 200

mg/dl,4. Niveles de HbAlc (Hemoglobina glucosilada) >6.5%.

Tabaquismo: habito de consumo de tabaco, se considerara tabaquismo positivo si

el paciente consume mas de 5 cigarrillos dia.

Dislipidemia: Alteracion en el metabolismo de los lipidos, considerado como
factor de riesgo cardiovascular niveles de HDL <50 mg/dL en mujeres , HDL < 40mg/dL

en varones y LDL >100mg/dL en ambos géneros.

indice de Masa Corporal: es una medida de asociacion entre el peso y la talla de

1 pesolkg)
un individuo, Se calcula segln la expresion matematica. estatura?(m)

Consideramos obesidad a partir de IMC >30 de acuerdo a la clasificacion

propuesta por la OMS. Tabla 2
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Tabla 2

IMC (Kg/talla 2) ESTADIO

<18.5 Bajo peso
18.5-24.9 Peso Normal
25a29.9 Pre- obeso
30a34.9 Obesidad grado |
35a39.9 Obesidad grado |l
mas de 40 Obesidad Mérbida

Tratamiento antihipertensivo: Aplicacion de farmacos dirigidos al control de la

elevacion de la presion arterial.

MATERIAL Y METODOS

Después de ser autorizado por el Comité de Investigacion y Etica a los pacientes que
cumplieron los criterios de seleccion se les explicd en detalle el estudio y se les invito a
participar en el mismo, firmando carta de consentimiento informado.
Todos los pacientes se sometieron a toma de peso, talla y Tension Arterial.
La medicion de la Tension arterial se llevé a cabo de la siguiente manera:
- Con el paciente sentado de manera confortable y con un buen soporte para la
espalda, su brazo descubierto, semiflexionado y apoyado en una mesa que

permitiera al brazo mantenerse a la altura del corazon.
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- Se tomaron al menos dos mediciones separadas 1-2 min, en ambos brazos y
se realizé6 una adicional si hubo una diferencia sustancial entre las dos
primeras.

- Se Utiliz6 un brazalete estandar (12-13 cm de ancho y 35 cm de largo). En el
caso de obesos (> 35 cm de circunferencia del brazo), utilizar brazalete de 20
cm de ancho. La camara de aire debe cubrir al menos 80% de la circunferencia
del brazo.

- Se usoO la fase | 'y V de los ruidos de Korotkoff para identificar las presiones

sistolica y diastdlica respectivamente.

En caso de que el sujeto hubiese ingerido café, tabaco o realizado ejercicio, se espero 30

minutos antes de la medicion.

De acuerdo al diagndéstico de Hipertension Arterial Sistémica se dividieron en 2 grupos:

[ Casos: Pacientes con Hipertension Arterial Sistémica.

[ Control: Pacientes sin Hipertensién Arterial Sistémica.

Posteriormente se extrajo una muestra de sangre periférica (10 ml) mediante puncién en
alguno de los siguientes vasos localizados en miembros toracicos (Vena cefélica o
Basilica) con aguja hipodérmica calibre 32G. La muestra sanguinea se deposit6 en tubo
de vidrio seco, se etiqueto con los datos personales del paciente (Nombre, nimero de

expediente y fecha de obtencién) y se mantuvo en refrigeracion a 4° C.

17



En cada paciente (Casos y sanos) se registrara la edad, sexo, peso, talla, IMC y factores

de riesgo conocidos para enfermedad cardiovascular.

Extraccion de ADN de sangre periférica

Las muestras fuern colocadas en hielo agregandosele sacarosa-tritbn 2X (Sacarosa
0.64M, Trizma-base 0.02M, MgCI2 0.01M y Triton 100X al 2%) y agua desionizada
(ddH20). Los leucocitos se separaron por centrifugacion y se decanto el sobrenadante HT
esencial hasta que se obtuvo un botén nuclear. Para lisar los leucocitos se afiadié
amortiguador de lisis nuclear, pH 8.2, (Trizma-base 10 mM, NaCl 400 mM y Na2EDTA
2mM), sulfato dodecilico sodico (SDS) al 20% y Proteinasa K [20 mg/ml]. Se dej6 incubar
por 14 h a 37° C y se adicion6 después de dicho lapso NaCl saturado y se centrifugara. El
sobrenadante fue transferido a tubos de 15 ml y el ADN se precipité con dos voliumenes
de etanol absoluto y se agitd por inversién. Posteriormente, el ADN se lavé en etanol frio
al 70%, se dej6é secar a temperatura ambiente para su posterior re-suspension en dH20,
almacenandose a -20°. La concentracion de ADN se determind por espectrofotometria.
Para conocer la calidad de las muestras se llevdo a cabo una electroforesis en gel de

agarosa al 1.2%.

Genotipificacion por PCR en tiempo Real

El analisis de los SNPs de los genes se llevd a cabo mediante discriminacion
alélica por PCR en tiempo real con sondas de hidrolisis de acuerdo con el sistema PCR
allelic discrimination TagMan assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Todas
las reacciones se realizaron con 10-20 ng de DNA, 2.5 pyl de TagMan Universal Master
Mix 2x (AB), 0.25 pl de los primers y la sonda (40x) y agua a un volumen final de 5 pl. En
todos los ensayos se incluyeron los controles negativos correspondientes. EI PCR en

18



tiempo real se realizé en el equipo Prism 7900HT Sequence Detection System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) bajo las siguientes condiciones: 95°C por 10 min, y 40
ciclos de amplificacion (95°C por 15s y 60°C por 1 min). Para cada ensayo se utilizar6 el

TagMan® SNP Genotyping Assays especificopara el rs1799983.

ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé el programa estadistico SPSS 19.0 para Windows. Para el andlisis descriptivo
empleamos proporciones y porcentajes. Para el analisis comparativo utilizamos prueba t
de student para variables continuas y chi2 para variables nominales. Calculamos el Odd
Ratio (OR) mediante tablas de contingencia. La distribucién del polimorfismo se evalué
mediante el principio de equilibrio de Hardy Weinberg. Consideramos significancia

estadistica con p < 0.05.
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RESULTADOS

Incluimos un total de 100 pacientes, 50 casos y 50 controles. Pudiendo observarse

diferencias significativas en algunas variables demograficas asi como en factores de

riesgo cardiovascular. Entre los pacientes hipertensos, se encontré un mayor porcentaje

de hombres (62%); por su parte en el grupo control predomino el sexo femenino (60%)

con significancia estadistica (p 0.045); Ademas en el grupo de Hipertension se encontrd

un mayor indice de masa corporal (29.5+4.6 vs 26.5 + 3.1; p <.001) y niveles mas

altos de glucosa (98.3 £ 25.7 vs

TABLA 3

98.3  25.7; p <.001). Tabla 3

CARACTERISTICAS BASALES

HIPERTENSOS

NO HIPERTENSOS

p

EDAD (afios) 51.8+9.3 50.1+7.1 0.48
HOMBRES n(%)/ MUJERES n(%) 31 (62%)/19 (38%)87.8 + 9.7 20 (40%)/30(60%) 0.045

IMC 29.5+4.6 26.7£3.0 <0.001
GLUCOSA 98.2+25.6 87.8+9.4 0.008
COLESTEROL TOTAL (mg/ dl) 192 +38.9 192 +34.3 0.93
COLESTEROL HDL (mg/ dl) 43.2+10.7 473+143 0.11
COLESTEROL LDL (mg/ dI) 122 +30.1 119.7 +30.9 0.70
TRIGLICERIDOS 184.1+10.7 158.6 + 76.2 0.17

TAS (mg/ dl) 138.4+12.7 110.3 + 10.7 <0.001

TAD ( mg/ dI) 85.1+8.7 70.7 +7.02 <0.001

IMC= indice de Masa Corporal, TAS= Tension Arterial Sistélica; TAD: Tension Arterial

Diastélica
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Los resultados del analisis de las variables demograficas y los factores de riesgo
cardiovascular mas destacados fueron un OR relacionado a Diabetes Mellitus de 2.08; el

OR estimado para el sexo masculino fue de 2.44 y para Obesidad de 3.5. Tabla 4

Andlisis de asociacién de las variables demograficas y Factores de Riesgo

Cardiovascular con Hipertension Arterial Sistémica.

Tabla 4 % (n) OR IC 95% p ‘
SEXO MASCULINO 62 (31) 2.44 1.09-5.46 0.04
TABAQUISMO 14 (7) 0.74 0.25-2.17 0.78
DIABETES MELLITUS 8 (4) 2.08 1.69-2.57 0.12
DISLIPIDEMIA 84 (42) 1.31 0.47-3.66 0.79
OBESIDAD 40 (20) 3.5 1.36-8.99 0.01

En el grupo de pacientes hipertensos se encontré un mayor porcentaje de pacientes de
sexo masculino, diabéticos y con obesidad ( Figura 1

Figura 1 Distribucion de variables demograficas y factores de riesgo cardiovascular
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La prueba de Hardy Weinberg mostro equilibrio genético en ambos grupos, y el analisis
de asociacion no mostro relacion entre las variedades del polimorfismo G894T en el exon

7 del gen eNOS (Homo y heterocigoto).

Las variantes genéticas estudiadas fueron G/G que representa a la variante homocigota
ancentral, G/T siendo el polimorfismo hetercigoto y T/T en su variante homocigota. La

distribucion en el total de individuos se representa en la Figura 1

FIGURA 1
DISTRIBUCION DE LAS VARIANTES GENETICAS ESTUDIADAS EN LA POBLACION

DE ESTUDIO
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VARIANTE GENETICA %

mG/G
mG/T
T/T

La prevalencia del polimorfismo G894T en el ex6n

7 del gen eNOS fue similar en

pacientes con y sin hipertension arterial sistémica esencial, predominando el estado

heterocigoto. Tabla 5

TABLA 5 HIPERTENSOS \ NO HIPERTENSOS \ P
VARIANTE GENETICA n (%) n (%)
G/G 29(58%) 35 (70%) 0.29
G/T 19 (38%) 14 (28%) 0.39
/T 2 (4%) 1(2%) 1

En el grupo de pacientes con hipertension el polimorfismo estuvo presente en el 42% de

los individuos, siendo la variante genética mas comun la heterocigota mostrando una

tendencia a incremento del riesgo para Hipertension arterial. Tabla 6

TABLA 6 ANALISIS DEL POLIMORFISMO G894T EN HIPERTENSOS (Homo y heterocigoto) ‘




Frecuencias genotipicas
% (n) r OR P IC 95%
G/G 58 (29) 0.1 0.59 0.29 0.25-1.3
T/T 4 (2) 2.04 2.04 1 0.17-23.2
G/T 38(19) 0.1 1.5 0.39 0.68-3.6

G/G: homocigoto ancestral; T/T polimorfismo homocigoto; G/T polimorfismo heterocigoto

El riesgo para desarrollo de Hipertension en pacientes con el polimorfismo heterocigoto
(GIT) G894T fue de 1.6 (p 0.38; IC 95% 0.68-3.7). La variante homocigota solo se
encontré en el 4% de los pacientes mostrando también tendencia a un incremento de
riesgo sin embargo ninguna variante presento un riesgo atribuible con significancia

estadistica. Tabla 6
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DISCUSION

A la luz de los recientes avances en el proyecto de genoma humano, ha aumentado el
entusiasmo en la identificacion multiples determinantes genéticos. La Hipertension Arterial
Sistémica no ha sido la excepcién, considerandola actualmente, como un trastorno
altamente heterogéneo, en el que las anormalidades genéticas apuntan como causa
etiolégica. En este estudio exploramos al polimorfismo G894T en el exdn 7 del gen
eNOS como posible factor relacionado con esta enfermedad cardiovascular.

Algunos estudios epidemiologicos sugieren que las variaciones genéticas, incluidas
aquellas para la eNOS, aumentan el riesgo de HAS, aunque la influencia de estos
polimorfismos ha mostrado resultados contrastantes en diversas poblaciones. Este
escenario refleja el impacto variable del contexto genético de las poblaciones y su
interaccion con factores ambientales, los cuales, a su vez, pueden modular el contexto
molecular. Nuestros hallazgos, posiblemente son un reflejo del fendmeno mencionado,
puesto que no observamos una prevalencia ni relacion significativa de la presencia del
polimorfismo G894T entre pacientes con y sin hipertension arterial.

Los factores de riesgo conocidos como relacionados con el desarrollo de la hipertension
arterial, han sido ampliamente descritos en estudios epidemioldgicos y fisiopatoldgicos,
en nuestra poblacion encontramos como principal factor de riesgo la obesidad, sin
embargo es bien conocido que para el desarrollo de Hipertension Arterial Sistémica es
necesario el efecto simultdneo de diversos factores ambientales, fisiopatolégicos y
genéticos. Se ha sugerido que la progresion de la arterioesclerosis observada con el
avance de la edad tiene mayor importancia fisiopatoldgica sobre la génesis de la
hipertension arterial. Sin embargo en nuestros hallazgos no fue posible respaldar esta

sugerencia puesto que la edad fue un factor sin relacién significativa con la presencia de
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la enfermedad dado que no hubo diferencia entre los grupos de estudio puesto que se
buscaba eliminar la mayoria de confusores.

No obstante, aunque nuestros hallazgos no mostraron relaciébn ni tendencia del
polimorfismo G894T con la presencia de hipertension arterial sistémica, es necesario
considerar que posiblemente el control epigenético se encuentre involucrado en la
expresion de este polimorfismo, pues se conoce su efecto como mecanismo regulatorio
adicional que permite a los humanos mantener estables los patrones de expresion génica
a través de generaciones, permitiendo al mismo tiempo cierta plasticidad del genoma ante
cambios en el ambiente, los cuales eventualmente desencadenan estrés metabdlico que
puede modificar diversas variables bioquimicas y fisioldgicas.

En suma, los hallazgos de este estudio no mostraron una prevalencia, relacion ni
tendencia del polimorfismo G894T en pacientes con hipertension arterial sistémica,
posiblemente como consecuencia de los siguientes eventos no estudiados: Grados de
enfermedad ateroesclerosa y el rol de control epigenético. Ambos aspectos deben ser
explorados para poder determinar la influencia real de los polimorfismos relacionados con
la produccién de enzimas y factores bioquimicos presentes en la fisiopatologia de la

enfermedad.
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CONCLUSIONES

El polimorfismo G894T no tiene una relacién ni tendencia directa con la presencia de
Hipertension Arterial Sistémica.
La expresion del polimorfismo G894T posiblemente esta influenciada por diversos

factores ambientales, progresion de la arterioesclerosis y control epigenético.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Los hallazgos encontrados en cuanto al riesgo atribuible a la presencia del polimorfismo
en su variante heterocigota u homocigota como ya fue mencionado no fueron
significativos, incluso no fue posible atribuir un riesgo a la variante genética T/T dada su
escasa frecuencia; esto puede atribuirse al tamafio de muestra de nuestro estudio. Se

requiere un tamafio de muestra mayor para fundamentar nuestros hallazgos.
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